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OZET

CANNABIS SATIVA BITKISINDE YUKSEK KANNABIDIOL (CBD)
ICEREN HIiBRIT POTANSIYELININ DEGERLENDIRILMESI

Enes GULMEZ
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal
Damsman: Prof. Dr. Mehmet Fatih CENGIZ
Mayis 2023; 57 sayfa

Gilinilimiizde medikal basta olmak iizere lif liretimi, tohumu {iretimi ve endiistriyel
alanlarda ¢oklu kullanimlar1 sebebiyle dikkatli tizerine ¢eken kenevir bitkisi; tilkemizde
de yasal izinler dogrultusunda belli alanlarda lif, tohum, sap ve benzeri amagclar i¢in
yetistirilmektedir. Disi bitkilerin ¢igek demetleri oncii olacak sekilde kenevir bitkisi
iceriginde bulunan kannabinoidler, terpenler ve fenolik bilesikler gibi sekonder
metabolitler nedeniyle ila¢ endiistrisinde 6nemli bir bitkisel materyal haline gelmistir. Bu
bilesenlerden kannabinoidler; psikoaktif ve psikoaktif olmayan bilesikler olmak tizere
ikiye ayrilmaktadir. Kanser hastalarinda, kannabinoidlerin istah uyarma, agri ve mide
bulantisin1 hafifletme etkileri bilinmektedir. Kannabinoidlerin konsantrasyonunda
bitkinin yetistirilmesi sirasindaki ¢evresel etkilerin, genetik alt yapisinin ve uygulanan
ekstraksiyon ve analiz yontemleri 6nemli rol oynamaktadir. Kenevir bitkisinde baslica
delta-9-tetrahidrokanabidiol (A9-THC), kanabidiol (CBD), kanabinol (CBN)
kanabikromen (CBC), kanabigerol (CBG), kanabidiolik asit, kanabidivarin (CBDV) ve
tetrahidrokanabivarin (THCV) olmak {izere 90’dan fazla kannabinoid bulunmasina
ragmen medikal ve endiistriyel anlamda en yaygin kullanilan1 CBD’diir. Bu ¢aligmada,
CBD bakimindan zengin olan bir kenevir genotipi ile CBD bakimindan zengin olmayan
bir kenevir genotipinin resiprokal melezlenmesi sonucunda olusan hibritlerde yiiksek
CBD igin hibrit potansiyelinin degerlendirilmesi amaglanmustir. Giivenli serada kontrollii
sartlar altinda sonbahar doneminde temin edilen genotipler yetistirilmistir.
Numunelerdeki kannabinoid miktarlarinin tanimlanabilmesi igin, dinamik maserasyon
ekstraksiyon yontemi ve yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) kullanilmistir.
Elde edilen bulgulara gore; en yiiksek CBD miktari igeren bitki 49509,17 ppm ile yiiksek
CBD igeren ebeveynin sitoplazmasina sahip olan hibrit olarak bulunmustur. CBD
miktarinin ortalamasi1 bakimindan resiprokal melezler yiiksek CBD igeren ebeveyn hattini
gecememislerdir. Yiiksek CBD igeren ebeveynin sitoplazmasina sahip olan hibrit
15501,05 ppm CBD miktar1 ortalamasi ile 11836,92 ppm CBD miktar1 ortalamasi
bulunan resiprokal hibritini geg¢mistir. Resiprokal hibritlerin kannabinoid kemotipi
bakimindan yiiksek CBD igeren ebeveynden farkli olmadigi belirlenmistir. Bu tez
calismas1 kapsaminda iiretilen verilerin, 6zellikle son zamanlarda eczacilik sektoriinde
popiiler hale gelen CBD’iin 1slah calismalar1 agisindan akademik ve endiistriyel
diizeydeki ¢alismalara katkilar saglamasi1 beklenmektedir.
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ABSTRACT

EVALUATION OF HIGH CANNABIDIOL (CBD) HYBRID POTENTIAL IN
CANNABIS SATIVA

Enes GULMEZ
MSc Thesis in Agriculture Biotechnology Department
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Fatih CENGIZ
May 2023; 57 pages

Today, the cannabis plant, which attracts attention due to its multiple uses in fiber
production, seed production and industrial fields, especially in medical fields, is grown
for fiber, seed, stem and similar purposes in certain areas in line with legal permissions
in our country. The cannabis plant, with the flower bunches of female plants being the
pioneer, has become an important plant material in the pharmaceutical industry due to
secondary metabolites such as cannabinoids, terpenes and phenolic compounds. Among
these components, cannabinoids are divided into two as psychoactive and non-
psychoactive compounds. In cancer patients, cannabinoids are known to stimulate
appetite, relieve pain and nausea. The concentration of cannabinoids is influenced by
environmental influences during the cultivation of the plant, its genetic background and
the extraction and analysis methods used. Although there are more than 90 cannabinoids
in the cannabis plant, mainly delta-9-tetrahydrocannabidiol (A9-THC), cannabidiol
(CBD), cannabinol (CBN), cannabichromene (CBC), cannabigerol (CBG), cannabidiolic
acid, cannabidivarin (CBDV) and tetrahydrocannabivarin (THCV), CBD is the most
widely used medically and industrially. In this study, it was aimed to evaluate the hybrid
potential for high CBD in hybrids resulting from the reciprocal crossing of a CBD-rich
cannabis genotype and a non-CBD-rich cannabis genotype. Genotypes obtained in the
fall were grown under controlled conditions in a secure greenhouse. Dynamic maceration
extraction method and high performance liquid chromatography (HPLC) were used to
identify cannabinoid amounts in the samples. According to the results obtained; the plant
with the highest CBD content was found to be the hybrid with the cytoplasm of the parent
containing high CBD with 49509.17 ppm. In terms of the average CBD content, the
reciprocal hybrids could not exceed the parental line containing high CBD. The hybrid
with the cytoplasm of the parent containing high CBD surpassed the reciprocal hybrid
with the mean CBD content of 15501.05 ppm and the mean CBD content of 11836.92
ppm. It was determined that the reciprocal hybrids did not differ from the high CBD
parent in terms of cannabinoid chemotype. It is expected that the data produced within
the scope of this thesis study will contribute to academic and industrial studies in terms
of breeding studies of CBD, which has recently become popular in the pharmaceutical
sector.

KEYWORDS: Hybrid, Cannabidiol, Chemotype, Hemp,
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Cannabis sativa Bitkisinde Yiiksek
Kannabidiol (CBD) Igeren Hibrit Potansiyelinin Degerlendirilmesi” adli bu ¢alismanin,
akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigim belirtir, bu tez ¢alismasinda
bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagimi gésterdigimi beyan ederim.

0% 062028
Ogrencinin Ad1 Soyad

Enes AVLMEL

Imzas1 % M

viii



SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

°C :santigrat

uL  : mikrolitre

dk :dakika
g > gram
kg :kilogram

mL : mililitre

rpm : dakikadaki devir sayisi

sn  :saniye

Kisaltmalar

B¢ :bazifti

CBD : kannabidiol

CBG : kannabigerol

CTAB: cetyl trimethylammonium bromide
DNA : deoksirino niikleik asit

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid
GC : gaz kromatografisi

HPLC: yiiksek performansh sivi kromatografisi
LOD : tespit sinir1

LOQ : olgiit sinirt

PCR : polimeraz zincir reaksiyonu

SD :standart sapma

THC : tetrahidrokannabinol
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GIRIS E. GULMEZ

1. GIRIS
1.1. Kenevirin Tarihcesi

Tibbi uygulamalarda kullanilmak {izere ¢ok eski zamanlardan itibaren kenevirin
kiiltiire alindig1 bilinmektedir (Hand ve ark., 2016).

Kenevir kokeni Orta ve Dogu Asya olup, Asya bolgesinde genis bir yayillma
alanmna sahiptir (Schultes, 1973; Mert, 2009). Kenevir yetistiriciliginin ilk kanit;, M.O.
4000 yilina ait oldugu belirlenen polen kalintis1 Cin’in Pan-po isimli arkeolojik kdyiinde
bulunmustur (Li, 1974; Hand ve ark., 2016). Pan-po’lular, kenevir bitkisini sitma,
romatizma ve gut gibi 100’den fazla hastalig1 iyilestiriciliginin yani sira yiiksek doz
kullaniminda ruhlarla iletisime ge¢ildigini kabul etmislerdir. Cin tibbinin kurucusu ve
cerraht olan Hua-tu, ameliyattan 6nce hastalarin1 uyusturmak igin kenevir ve sarap
kullanmistir (Mikuriya, 1969; Hand ve ark., 2016). Cin’de artan bu kenevir kullanimi
Batiya dogru yayilarak Hindistan’a ulasmistir (Touw, 1981; Zuardi, 2006).

Hintliler tarafindan kullanilan bir tip sistemi olan Ayurveda ilk kuruldugunda
kenevirin kalitesi ve kullanimi ile ilgili bir sozliikk hazirlayarak burada keneviri ruhlari
uyaran ve konusmay1 yavaslatan bir madde olarak tanimlamislardir (Kuddus ve ark.,
2013). Kenevir dini uygulamalara entegre edilmis ve kisa zamanda kabul gérmiistiir.
Hinduizm’de kutsal bitkiler arasina girmis ve yapraklarinin arasinda bir melek yasadigina
inanilmigtir (Hand ve ark., 2016).

Sonraki zamanlarda kenevir kullanim1 diinyaya yayilmaya devam ederek birgok
kiiltiir tarafindan kabul gdérmiistiir. Iran tibbinda kenevirin hosnutluk etkisi ve onu takip
eden huzursuzluk etkisi olmak iizere iki fazl1 etkisinden bahsedildigi bilinmektedir. ibn-i
Sina Bat1 tibbinda keneviri gut hastaligi i¢in bir tedavi olarak kaydetmis; bas agrisi, 6dem
ve bulasici hastaliklar i¢in kullanilmasini 6nermistir (Mahdizadeh ve ark., 2015). Arap
tibbinda ise epilepsi tedavisinde etkili bir materyal olarak kullanilmistir (Lozano, 2001).
Arap tiiccarlar tarafindan sitma, astim ve dizanteri tedavisinde kullanilmasi i¢in Afrika’ya
getirilmigtir. 1500’1 yillarda kole tacirleri tarafindan kenevir Afrika kitasindan
Brezilya’ya getirilerek Amerika kitasina ulasmistir (Hand ve ark., 2016). Sekil 1.1°de
kenevir bitkisinin yillar i¢indeki cografi dagilimi gosterilmektedir.
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Sekil 1.1. Kenevirin tarihsel/cografik dagilimi; B.C: milattan 6nce, A.D: milattan sonra
(Warf, 2014)

Anadolu’da ise kenevir yetistiriciliginin M.O. 1500’lii yillarda yapildigt
bilinmektir. Osmanli imparatorlugu déneminde Tire ve Kastamonu gevrelerinde ordu ve

donanmanin ip ihtiyacini karsilamak i¢in kenevir yetistiriciligine 6nem verilmistir (Mert,
2009).

Kenevir birkag tetrahidrokannabidiol (THC) ve kannabinioid izomerlerinden
olusan ¢ok sayida farkli kimyasal bilesiklerden olusan bir bitkidir. Kannabiol ve
kannabidioller anestezi lizerine en biiylik etkisi olan bilesiklerdir (Turner ve ark., 1979).

Kenevir bitkisi diisiik su ihtiyaci, kurakliga ve zararlilara karsi olan direnci, lifleri
ve fitokimyasallar1 nedeniyle tercih edilmesine ve tekrar kullanimimin canlanmasina
neden olmustur. Glinlimiizde diinya genelinde kenevir yaygin olarak yetistirilmekte ve
psikoaktif 6zellikleri bilinmektedir. Kenevir bitkisi, gelismis tilkelerin birgogunun 6nemli
bir ihracat iiriinii haline gelmistir (G. Potter ve Bouchard, 2011).

1.2. Kenevirin Sistematigi

Kenevir (Cannabis L.) Cannabaceae familyasina ait bir bitkidir. Ik olarak 1753
yilinda Isve¢’li botanik¢i ve taksonomist Carl Linnaeus tarafindan Cannabacease
familyas1 ve Cannabis cinsi olarak tamimlanmistir (Hazekamp ve Verpoorte, 2006).
Bitkinin tiir say1s1 politipik mi (¢oklu tiir) yoksa monotipik (tek tiir) olup polimorfik mi
oldugu tartismali konular tarafinda yerini almistir. Birgok kaynakta kenevir cinsi: C.
sativa, C. indica Lam. ve C. ruderalis Janisch olmak {izere 3 adet taksondan olustugunu
belirtilmektedir (Schultes, 1973; Emboden, 1974). Kenevirin monotipik bir cins oldugu
yani 1 tirden (C. sativa) olustugu yaygin olarak kabul goriilmektedir (Beutler ve
Marderosian, 1978; Hazekamp ve Verpoorte, 2006). Kenevirin taksonomik
smiflandirilmasi Cizelge 1.1.de ve proje kapsaminda yetistirilen bir kenevir bitkisine ait
gorsel sekil 1.2.”de sunulmaktadir.
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Cizelge 1.1. Kenevirin taksonomik siniflandirilmasi

Alem Plantea
Alt alem Tracheobionta
Ust sube Spermatophyta
Sube Magnoliophyta
Sif Magnoliopsida
Alt sinif Hamamelididae
Takim Urticales
Aile Cannabacease
Cins Cannabis

Sekil 1.2. Proje kapsaminda serada yetistirilen bir kenevir bitkisi

Taksonomideki bu anlagsmazliklar keneviri kimyasal profillerine gére ayrimina
yol agmustir. Kimyasal profildeki kenevirin 3 fenotipe ayrimi ise; ilag tipi, ara tip ve lif
tipi olarak belirtilmistir. Fenotip 1 (ilag tipi) profilde D9-Tetrahidrokanabinol (THC) >
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%0,5 ve kannabidiol (CBD) < %0,5; fenotip 2 (ara tip) profilde ana kannabinoid olarak
CBD iken THC nin ise farkli konsantrasyonlarda bulunur; ve fenotip 3 (lif tipi) ise diisiik
THC (< %0,5) igerigine sahip profil olarak smiflandirilir (Hazekamp ve ark., 2016;
Piomelli ve Russo, 2016). Kenevirin genellikle ana bilesenleri CBD veya kannabigerol
(CBG) gibi psikoaktif olmayan kannabinoidler igerir. (De Backer ve ark., 2009; Galal ve
ark., 2009). Farkli biiyiime asamalarinda bitkinin farkli kisimlarinda bulunan
kannabinoidlerin miktar1 ¢evresel faktorlerden etkilenmesine ragmen (Bocsa ve ark.,
1997), c¢ogu popiilasyonda CBD:THC oranlarmin dagilimi genetik olarak kontrol
altindadir (De Meijer ve ark., 2003). Keneviri siniflandirirken farkli tiir indeksler
kullanilir: [THC+CBN]/CBD > 1 ilag tipi, <l orani ise lif tipini gosterir (indeks 1); THC
> CBD ilag tipi belirtirken, THC < %1 ve CBD > THC lif tiiriinii belirtir (indeks 2); ve
THC/CBD veya CBN/CBD> 1 ilag tipini, THC/CBD ve CBN/CBD < 1 lif tipini (indeks
3) belirtir (Stefanidou ve ark., 1998; Ross ve ark., 2000; de Oliveira ve ark., 2006).

Birden fazla ¢alismada Cannabis cinsi birgok alt tiir halinde verilmistir (C. sativa
subsp. sativa, C. sativa subsp. indica, C. sativa subsp. rudealis, C. sativa subsp.
kafiristanca ve C. sativa subsp. spontanea) (Ernest Small, 2016). Cannabis’in alt tiirlere
ayrilmasi1 morfolojik ve kimyasal olarak ¢ok kolay degildir. C. sativa isminin tiim alt
tiirler i¢in kullanilmas1 daha uygun olacaktir (Fidan ve Karaismailoglu, 2020).

1.3. Kenevirin Morfolojisi ve Anatomisi

Genellikle dioik bitki olarak goriilen fakat liflerinden dolayr monoik ¢esitlerin
kiiltiir formlar1 da gelistirilmis olan kenevir, dogal ortaminda tohumdan yayilir (Ernest
Small ve Cronquist, 1976). Sekil 1.3.’de proje kapsaminda yetistirilen kenevir bitkisinin
disi ve erkek bitkileri sunulmaktadir.

L\ Y
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Sekil 1.3. Tez kapsaminda yetistirilen kenevir bitkisinin dis goriiniisii a) erkek kenevir
bitkisi b) disi kenevir bitkisi
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Gilin uzunlugunun artmasiyla beraber vejetatif biiylime hiz1 artan kenevir, kisa
giinlerin baslamasiyla ¢i¢eklenme evresine gecis yapar (Robert C Clarke ve Watson,
2007). Bitkinin yasam siiresi her ne kadar 4-6 ay olsa da (Robert C Clarke, 1999) sicaklik,
hormonal kontrol, fotoperiyot ve stres gibi faktorlerin degiskenligi bitkinin yasam
stiresini arttirabilir ya da kisaltabilmektedir (Cosentino ve ark., 2012; Faux ve ark., 2013;
Razumova ve ark., 2016).

Kannabinoidlerin sentezinin ve depolandigi yer salgi tiiyleri bir diger adiyla
glandiiler trikomlardir (Mahlberg ve Kim, 2004). Genellikle disi bitkilerde kannabinoid
miktarinin erkeklerden fazla olma sebeplerinden en 6nemlisi biinyesinde bulundurduklari
glandiiler trikomlarin daha fazla olmasidir (Faegri ve ark., 1989).

1.3.1.Kenevirin Morfolojisi

Kuzey 1liman enlemlerde dogal olarak yetisen kenevir buradaki iklim sartlarina
uyum saglamis olmasi sicakliga, neme ve yeterli giines 151811 karsilayabilmesi ile
iliskilendirilmistir (Robert C Clarke ve Merlin, 2016). Kenevir yetismis oldugu ortama,
genetik yapisina gore morfolojik 6zellikleri, kannabinoid miktar1 ve diger kimyasal
icerigi farklilik gostermektedir. Bitkinin en iist yapraklarindaki kannabinoid sentez
miktart alt yapraklara gore daha yiiksektir (Pacifico ve ark., 2008).

Kenevirin yaprak sekli, yaprak sap1 lizerinde tek bir noktadan ¢ikan elsi yapisiyla
taninabilirligini saglamaktadir. Yaprak sayis1 ve biiyiikliigii bitkinin yetistigi kosula ve
ceside bagli olarak farkliliklar gostermektedir. Bitkideki yaprak diizenlemesi, govde
tizerinde geligen Ustteki yapraklar almacli, alttakiler ise genellikle karsilikli seklindedir.
3-9 parcali (loblu) yapraklarda elsi damarlanma goriiliirken en geng yapraklar bazen
lobsuz olabilmektedir (Jiang ve ark., 2006). Kenarlar1 disli ve mizrak seklinde olan loblar;
3-20 cm uzunlugunda ve 1,8 cm genisligindedir. Yaprak sapi ise orta oluk ile silindirik
bir yapiya sahip olup 7 cm uzunlugundadir (Raman ve ark., 2017). Fidelerde ise ilk yaprak
cifti 1 yaprakeikli, ikinci ve tiglincii giftler sirasiyla ii¢ ve bes yaprakgiklidir (D. Potter,
2009). Sekilde 1.4.’de proje kapsaminda serada yetistirilen disi bir kenevir bitkisi
gosterilmektedir.
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Sekil 1.4. Proje kapsaminda serada yetistirilen bir kenevir bitkisi

Bitki boyu, govde c¢agi bitkinin yetistigi ortam, yetistirilme tarzi ve genetigine
gore farklilik gosterir (Srivastava ve Yadav, 2013). Tohumlarin sik ekilmesi uzun ince
bir gévdeye, yan dallarin ince ve az, seyrek ekimde ise kalin bir gdvdeyle birlikte daha
fazla yan dalla gelistigi gozlemlenmistir (Fike, 2016). Disi kenevir bitkisinin govde
kalinlig1 erkek bitkilere gore daha fazladir. Bunun sebebinin ise disi bitkilerin yasam
stireleri erkeklere gore daha fazla olmasi, bitkide daha giiglii floem lif hiicreleriyle birlikte
daha fazla sekonder lif demetlerinin olusumuna sebebiyet vermistir. Oransal olarak
bakildiginda ise erkek kenevir bitkilerinde primer floem liflerinin fazlahigi, erkek
bitkilerden yiiksek kalite lif saglamaktadir (Ernest Small, 2016).

Soluk yesil renkli olan erkek cicekler gevsek salkimli halde bulunur. Her ¢icek
bes tepal, bes erkek organ ve ince bir ¢igcek sapindan olusur. Tepaller oval-dikdortgen
yapili, 2-4 cm uzunlugunda, sarims1 veya beyazimsi-yesil rengindedirler. Erkek organlar
zay1f filament ve dikdortgen, yesilimsi anterlerden olusan sarkik bir yapiya sahiptirler
(Tettey, 2009).

Koyu yesil renkte olan disi ¢igekler sapsizdirlar. Cigekler dallarinda iist
taraflarinda yogun bir sekilde bulunurlar. Her disi ¢igek iki uzun tiiylii stigma ile biten bir
stilusa sahip oviilii ¢evreleyen bir periant ve brakteden olusur (Ernest Small, 2016).
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Erkek bitkilerdeki ¢igeklerin etrafinda bulunan yapraklar, polen dokiilmesinden
sonra canlilig1 yitirirken, disi bitkilerdeki cigekler ise tohum olgunlugu boyunca canliligi
devam etmektedir (Faux ve ark., 2013; Razumova ve ark., 2016).

Genellikle benekli bir yapiya sahip olan kenevir tohumun yapisi onu memeli ve
diger otcullara kars1 kamufle etmesini saglayarak dogada c¢ogalmasina yardimci
olmaktadir (Ernest Small, 2016). Yabani kenevir tohumlari, kiiltiir ¢esitlerine gore daha
kiiciik olmasi, soguk sartlar altinda belli bir siire kaldiktan sonra daha iyi ¢imlendiginden
soguklama donemine ihtiyag duymaktadir (Ernest Small ve Brookes, 2012; Zhang ve ark.,
2018). Kiiltiire edilmis tohumlar, yabanci ¢esitlerin aksine soguklamaya ihtiyaci yoktur,
sulama yeterli goriilmiistiir (E Small ve ark., 2003). Tohumlar yaklasik olarak 3-8 hafta
olgunlasir ve uygun kosullar altinda 3-7 iginde ¢imlenirler. Genellikle 4-6 aylik yasam
dongiisiine sahip olan kenevir bitkisi, yaklasik olarak 500 grama kadar tohum {iretebilir
(Robert C Clarke ve Watson, 2007).

Kenevir bitkisinin en karakteristik 6zelliklerinden biri de yiizeyinde bulunan
tityleri, bir diger adiyla trikomlardir. Trikomlar, glandiiler trikomlar (salgi yapan) ve non-
glandiiler trikomlar (salg1 yapmayan) olmak {izere iki ana tipte ayrilir.

1.3.1.1.  Tiiyler (Trikomlar)

Bitkilerin bulundugu c¢evre sartlarina olan uyumunu arttirmasi, dig etkenlere
(patojen, hayvan vb.) karsi1 fiziksel bir bariyer olmasi, asir1 sicaklik ve ultraviyole
radyasyona karst korumada islevsellie sahip olan tiyler, bitkinin epidermal
hiicrelerinden koken alan ¢esitli yapi ve sekillerde goriilebilmektedir (Werker, 2000).
Salgi tiiyleri bitkinin tiirline has olan baz1 metabolitlerin salgilanmasina ve depolanmasina
olanak saglayan hiicrelerin varlig1 ile karakterize edilmistir. Kenevir bitkisini de degerli
kilan kannabinoidler, salgi tiiylerinin boslugunda birikmektedirler (Kim ve Mahlberg,
1997).

Kenevir bitkisindeki tiiy tipleri, salg1 yapan ve salgi yapmayan (6rtii tiiyler) olmak
tizere temel olarak 2 adettir. Kannabinoidlerin sentezi ve depolanmasi konusunda birincil
yapilar salgi tiiyleridir (Namh ve ark., 2020). Proje kapsaminda serada yetistirdigimiz
ciceklenme donemindeki disi kenevir bitkisinin yaprak ve braktelerdeki tiiyleri sekil
1.5.’de sunulmaktadir.
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Sekil 1.5. Kenevir bitkisinde yaprak ve braktelerdeki tiiyler

1.3.1.1.1. Salg: Tiiyleri (Glandiiler Trikomlar)

Kenevir bitkisinde salg tiiyleri kannabinoidlerin sentezlenmesi ve depolanmasi
i¢in birincil yapilardir. Kenevir bitkisinde {i¢ ¢esit salgi tiiyleri vardir. Bunlar; bas ve sap
ihtiva eden salgi tiiyii, kapitat sapsiz salgi tiiyii ve soganli salgi tiiytidiir (Hammond ve
Mahlberg, 1973, 1977).

> Bas ve sap ihtiva eden salg1 tiiyii (Capitate-stalked glandular
trichome): Genellikle 50-70 um ¢apinda biiyiik bir kiiresel kafaya ve 100-
200 pm’lik ¢ok hiicreli bir sapa sahiptir. THC miktar1 yiiksek olan hatlar
daha biiyiik glandiiler kafalara sahiptir (Ernest Small ve Naraine, 2016).
Bu salgi tiiyleri pistilli bitkilerin braktelerinde bol miktarda bulunur ve
yaslt braktelerin en dikkat ¢eken 6zelligi konumundadir (Hammond ve
Mahlberg, 1977).

> Kapitat sapsiz salg tiiyii (Capitate-sessile glandular trichome): Cigek
yapragi gelisiminin erken asamalarinda en gbze ¢arpan tiptir. Daha ¢ok alt
yaprak yiizeylerinde, yaprak saplarinda ve geng¢ govdelerde bulunur
(Raman ve ark., 2017). 30-50 pm biyiikligiinde bir kiiresel kafadan
olusurken, sapsiz goriinmelerine ragmen tek hiicre yiiksekliginde 2-4
hiicre kalinhiginda ¢ok kisa bir sapa sahiptir (Hammond ve Mahlberg,
1973; Dayanandan ve Kaufman, 1976).

» Soganh salg tiiyii (Bolbous glandular trichome): Kenevir bitkisinde
bulunan en kii¢iik glandiiler trikom tiiriidiir. 1-2 hiicreli bir sapa ve 1-4
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hiicreli bir kafaya sahiptirler. Boyutlar1 genellikle 10-20 pm capinda ve
15-30 um yiiksekligindedir (Hammond ve Mahlberg, 1973; Dayanandan
ve Kaufman, 1976).

Sekil 1.6.’da kenevir bitkisinin gévde ve yapraklarinda bulunan tiiylerin SEM
gbriinlimii sunulmaktadir.

100 um

Sekil 1.6. Kenevirde salgi ve ortii tiiylerinin SEM goriiniimii; a) bir brakte parcasinda
salg1 ve ortii tiiyleri; b-d) bas ve sap ihtiva eden salgi tiiyii; ) salgi tiyli ve kiitikiiler
membran; d) 4 hiicreden olusan salg tiiyliniin basin hafif¢e kirilmis boynu; €) bas ve sap
ihtiva eden salgi tilyli ve iki tane soganl salgi tiiyii; ) kapitat sapsiz salgi tiyleri; h)
sistolit Ortii tiiyleri; i) sistolit kristallerini gosteren kesit gériiniiste sistolit ortii tityleri. Gh
glandiiler kafa, Gt-1 bas ve sap ihtiva eden salgi tiiyli, Gt-2 kapitat sapsiz salgi tiiyii, Gt-
3 soganli salgi tiiyti, Ng ortii tiiyti, Nk boyun, Sk sap, St stoma (Raman ve ark., 2017).
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Bas ve sap ihtiva eden salgi tiiyii ve kapitat sapsiz salgi tiiyiiniin kiiresel kafasi
epidermis hiicrelerinden gelistirilen sekiz hiicreden olusur. Bu hiicreler 30 um ¢apinda ve
yaklasik 15 um yiiksekliginde bit hiicresel disk olusturmaktadir. (Raman ve ark., 2017).

1.3.1.1.2. Ortii tiiyleri (Non-glandular Trikomlar)

Ortii tiiyleri govdelerde, yapraklarda, yaprak saplarinda, kulakgiklarda,
braktelerde ve tepallerde bulunurlar. Ortii tiiyleri iki cesittir:

1. Yaklasik olarak 50-125 pm uzunlugunda ve 60-140 pm ¢apinda biiyiik bir
tabana sahip olan kisa ve daha biiyiik sistolit iceren konik tiiylerdir. Bu tiiyler
yapragin st ylizeyinde bulunur. Bu tiiylerin tabani etrafinda yaklagik 15-20
epidermis hiicre daire olusturur. Genis tabanlar1 ve kisa sivri uglar ile bu
tityler penge gibi goriintir (Raman ve ark., 2017).
2. Govdelerde, yapragin alt yiizeyinde, tepaller ve yaprak saplarinda bulunan
yaklagik 250-370 um uzunlugunda, daha uzun ve ince tiiylerdir (Raman ve
ark., 2017).
Cogunlukla yapragin st yilizeyinde bulunan ortii tiiyii tipi, kalsiyum karbonat
icermektedir. Yapraklarin ¢ignenmesini rahatsiz edici hale getirmesi sayesinde otoburlar
tarafinda yenilmesini dnler (Ernest Small, 2016).

1.3.2. Kenevirin Anatomisi

Kenevirin genel morfolojisi, fide anatomisi, odun yapisi, govde sekli hakkindaki
ilk bilimsel veriler Tippo (1938), Hayward (1939) ve Nassonov (1940)’un yapmis oldugu
calismalarla literatiire kazandirilmistir.

Shimomura ve ark. (1967), C. sativa ve C. indica arasindaki ayrimi trikom {izerine
dikkat ¢ekerek yaprak ve ¢icek yapragi anatomisinde ayrim yapmustir. Anderson (1974)
ise kenevirin odun yapisi inceleyerek, C. sativa ile C. indica arasinda anatomik
farkliliklar bulmustur.

Kenevir govdesin epidermis hiicrelerinden kdken alan ¢ok sayida tity bulunur. Lif
demetleri, kenevir govdesinin sahip oldugu girintili ¢ikintili yapiya destek saglayan
yapidir. Govde yapisinda, primer floem, sekonder floem ve ksilem olmak iizere ekonomik
degere sahip ii¢ ¢esit lif hiicresi vardir. Hiicre duvarlarinda lignin miktarinin artmasi, canl
olan lif hiicrelerinin bitkinin olgunlasmasina bagh olarak canlilik 6zelligini
kaybetmesiyle iligkilendirilmistir (Namli ve ark., 2020). Primer lif demetlerin sekonder
lif demetlerinden daha yiiksek kalitede oldugu; primer lif demetlerinin ¢ok geng
govdelerde goriilirken (Van Dam ve Gorshkova, 2003; Hernandez ve ark., 2007),
sekonder lif demetlerinin geng kenevir bitkisinin gévdesinde goriilmedigi veya sadece
tabaninda ince bir tabaka halinde bulundugu saptanmistir (Amaducci ve ark., 2005;
Hernandez ve ark., 2007; Amaducci ve ark., 2008).

10
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Kenevir yapragi damarlanmanin belirgin oldugu ve ince bir yaprak ayasina
sahiptir. Stomalar alt epidermiste ¢oktur ve iist epidermiste bulunmaz. Yapragin iist
ylizeyinde ortii tliyli olan sistolit tliyleri yer alirken, alt yiizeyinde ise salgi ve ortii
tiylerinin yogunlugu fazladir. Bu tiiylerin bulunmus oldugu epidermis tek sirali
hiicrelerden olusur. Yaprak sapi, yaprak iist tarafinda bir oluga sahiptir. Tek katmanl
epidermis yapisi, salgi ve ortii tiiyleri vardir (Hayward, 1939; Raman ve ark., 2017).

Kazik kok yapisina sahip olan kenevirde, primer kok yapisi; tek katmanh bir
epidermis ve bir hipodermis tabakasi goriilmektedir. Genis bir alan1 kaplayan korteksden
sonra tek katmanli endodermis ve c¢ok katmanli hiicreden olusan periskl bulunur
(Hayward, 1939).

1.4. Kenevirin Genetigi ve Islah1

Insanlarin, kenevirin bitkisinden yararlanmaya baslamas1 milattan dnceki yillara
dayanir. Avrasya topraklarindan ¢ikip tiim Diinya’ya yayilan bu bitki, insanlarin farkl
alanlarina hizmet etmistir. Govde kisimlarindan elde edilen lifler ile kiyafet, kilim veya
otomotiv gibi sektdrlere hizmet ederken, tohumunda bulunan aminoasitler ile gida
tilketiminde de var olmustur. Fakat insanlar kenevirin hastaliklar karsisinda bir ¢6ziim
olabilecegini gordiigii zaman farkli rahatsizliklar i¢in kullanmaya baslamislardir.
Kenevirin popiilaritesini arttiran ve insanlarin ona kotii bir gézle bakmasini saglayan olgu
ise uyusturucu amaciyla da kullanilabilir olmasidir. Insanoglu bunu fark ettigi zaman
kenevirin psikoaktif 6zelligini artirmaya yonelik ¢aligmalar hiz kazanmis ve bu kapsamda
en yiiksek aktif bilesene sahip bitkiyi elde etme hedefine bagvurmustur.

Bilimin ilerlemesi ile kenevirin igindeki etken maddelerin ve 6zellikleri bilinmesi,
1slah caligsmalar1 da yon vermistir. THC un psikoaktif 6zelliginin olmasi, CBD gibi
kenevirin diger kannabinoidlerin ise psikoaktif 6zelliginin olmamasi ve bunun aksine
kanser, epilepsi ve parkinson gibi bir¢ok hastalik i¢in tedavi siirecinde etkili olabilecegini
gosteren ¢alismalar sonucunda ilag firmalarinin dikkatini {izerine ¢ekmistir.

Yiiksek CBD igerigi olan hatlarin iretilmesi i¢in kenevirin genetik yapisi,
kannabinoidlerin iiretiminde etkili olan genlerin bilinmesi 1slah ¢aligmalarinda 6nemli
role sahiptir.

Diploid bir tiir olan kenevir (2n=20), genellikle dioik bir bitkidir (Hirata, 1924).
Erkekler i¢in heterogametik, disiler i¢in homojenik olan kenevirin genomu 9 otozom ve
bir ¢ift cinsiyet kromozomundan olusur (A. Kog¢ ve ark., 2020). Y kromozomunun X
kromozomundan uzun olmasindan kaynakli disi (1636 Mbp) ve erkek (1683 Mb)
bitkilerinin genom biiyiikliigii karsilastirildiginda 47 Mbp bir fark ¢ikmaktadir (Sakamoto
ve ark., 1998).

Heteromorfik cinsiyet kromozomlarina sahip ragmen, muhtemelen Y kromozomu
erkek iiretkenligi igin gerekli olan genleri bulundurmamaktadir (Vyskot ve Hobza, 2015).

11



GIRIS E. GULMEZ

Dioik kenevirlerde cinsiyeti belirlenmesinde, X kromozomu ile otozom dengesi rol aldig1
distintilmektedir (Westergaard, 1958; Ainsworth, 2000).

Kenevir bitkisinde kannabinoidler asit (kannabidiolik asit (CBDA)) olarak salg1
tiylerinde sentezlenir ve depolanirlar. Dekarbosilasyon islemine maruz kalan
kannabinoidlerin asit formlar1 (CBDA), nétr formlarina (CBD) dontisiirler (De Meijer ve
ark., 2003). Kenevirin sistematigi basliginin altinda anlatildigi gibi kenevirin i¢inde
bulundurdugu kannabinoidlerin birbiriyle olan orani ile ilag tipi, lif tipi veya ara tip olarak
belirlenen kannabinoid profilleri (kemotip) olusturulmaktadr.

1.4.1. Kannabinoidler

Salgt tiiylerinde sentezlenen kannabinoidler, salgi tilylerinin bas kismini olusturan
disk hiicreleri ile kiitikiil arasinda salgi boslugunda depolanirlar (Kim ve Mahlberg, 1997;
Happyana ve ark., 2013). Ayrica disk hiicreleri THCA sentez gibi enzimleri salgi
bosluguna salgilar (Sirikantaramas ve ark., 2005). Kannabinoid i¢erigi miktar ve kalite
bakimindan farklilik gostermektedir. Miktar ve kalitenin farkli kalitim sekilleri vardir.
Kannabinoid miktar1 (kuru agirlik yiizdesi) poligeniktir ve ¢cevresel faktorlerden etkilenir.
Kannabinoid kalitesi (kannabinoid profili) biiyiik 0Olgiide genetiktir (Grassi ve
McPartland, 2017).

14.1.1. Kannabinoid Miktar1

Kannabinoid miktar1, hasat edilen kenevir materyalindeki kannabinoidlerin kuru
agirlik yiizdesi olarak hesaplanir. Bircok genden ve cevresel faktorlerden etkilenebilir.
Genler, kenevirin kannabiniod profilini ve kannabinoid iireten mekanizmay1 (6rnegin,
salg1 tiiylerinin yogunlugunu, tiiylerin kafalarinin boyutlarini) belirler. Bir bagka genetik
faktor ise cinsiyettir; disi ¢igekler, erkek ciceklerden daha fazla kannabonoid iiretirler.
Fotoperiyot, 151k miktar1 ve kalitesi, sicaklik ve besin maddeleri ise ¢evresel faktorler
olarak siniflandirilmaktadir (Grassi ve McPartland, 2017).

1.4.1.2. Kannabinoid Kalitesi

Kannabinoid profili veya kemotip olarakta adlandirilan kannabinoid kalitesi,
THC/CBD (kuru agirliktaki THC yiizdesi / kuru agirhiktaki CBD yiizdesi) olarak
hesaplanir. Kannabinoid miktar1 gibi ¢evresel faktorlerden etkilenmeyen bu oran, farkli
kosullar altinda yetistirilen bitkilerin karsilastirilmasina olanak saglar (Grassi ve
McPartland, 2017).

Fetterman ve ark. (1971), 9 kenevir ¢esidi lizerine yapilan ¢alismada (THC+CBN)
/CBD oranin1 kullanarak bitkileri iki gruba ayirmistir. Oran >1 ise ilag tipi, oran <I ise lif
tipi olarak gruplamistir. Cesitlerin kimyasal fenotipi, bitki yasi, cinsiyeti, bitki kismi1
(cigekler, yapraklar), yil veya biiyiime yeri ne olursa olsun kannabinoid miktarlarinin
aksine, oran bitkilerde sabit kalmistir.
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Hemphill ve ark. (1980)’nin yapmis oldugu toplam 12 adet ilag ve lif tipi kenevir
bitkisinde; vejetatif yapraklar, ¢icek brakteleri ve bitkinin cinsiyetine gére THC ve CBD
miktarlarmin degiskenlik gosterdigi, buna karsilik kannabinoid profilinin sabit kaldigini
bulmuslardir.

Ilag, orta ve lif tipi olarak ayrilan kenevirin kemotipiyle alakali diger ¢alismalara
kenevirin sistematigi boliimiinde de deginilmistir. De Meijer ve ark. (2003), ¢alismasinda
kannabinoid kalitesinin genetik olarak aktarildigin1 bulmuslardir.

14.1.3. Kannabinoid Genetigi

De Meijer ve ark. (2003), kemotipin, iki alelli B lokusu tarafindan kontrol
edildigini bulmustur. Bu alellerden, Braleli THCA sentazi kodlar iken Bp aleli ise CBDA
sentazi kodlar. Bp alel bakimindan homozigot bitkilerde CBD miktar1 yiiksek iken THC
cok az veya yoktur. Esit miktarda THC ve CBD iireten bitkiler Bt/Bp genotipine sahiptir
(De Meijer, 2014). De Meijer’in modeline gore bu aleller kodominanttir.

Yotoriyama ve ark. (1980) islah ¢alismasinda, THCA baskin erkekler ile CBDA
baskin disileri melezlemislerdir. Elde edilen bulgulara gére; F2 popiilasyonunda THC
yiiksek bitkiler, THC-CBD esit bitkiler ve CBD ytiksek bitkilerinden olustugu sonucuna
varilmigtir. Yotoriyama 1slah ¢aligmasi sonucunda kodominant alel kalitimin1 dnermistir.

Campbell ve ark. (2020)’nin daha 6nceden yayimlanan iki ¢alismanin (De Meijer
ve ark., 2003; Staginnus ve ark., 2014) verilerini kullanarak yapmis olduklari istatiksel
calisma sonucunda; CBDA ekspresyonunun en az bir major ve birka¢c minor gen ile gen
ile kontrol edildigini, kannabinoidlerin sadece poligenik ve basit eklemeli gen kalitim
modelinden daha kompleks bir kalittm modeline sahip oldugunu, kannabinoid
konsantrasyonlarin da birden fazla genin yani sira mitokondri veya kloroplast genomunun
da etkisi oldugunu gozlemlemislerdir.

Kojoma ve ark. (2006) yapmis oldugu ¢alismada ilag tipi (yiiksek THC) ve lif tipi
(diisitk THC) kenevir cesitlerinden elde edilen THCA sentaz dizi analizlerinde, yiiksek
THC c¢esitlerinde THCA sentaz dizisinin, diisik THC cesitlerindeki THCA sentaz
dizisine kiyasla 37 major farklilik gdsterdigini bildirmislerdir.

Van Bakel ve ark. (2011) ¢alismasinda, THCA ve CBDA sentaz genleri igin
birden fazla genin yam sira, premature durdurma kodonlar1 ve g¢erceve kaymasi ile
psoddogenlerin varligini belirtmislerdir.

Muntendam ve ark. (2012), sentaz enzimleri ve bunlara karsilik gelen iiriinler
arasinda gii¢lii bir iligki bulamamigtir. THCAS ( THCA sentaz) gen ekspresyonu ile THC
iiretimi arasindaki negatif korelasyonu, ¢igek gelisimi sirasinda ve sonraki agamalarda
THC konsantrasyonu yiikselirken THCAS gen ekspresyon seviyesi azalmistir (Richins
ve ark., 2018; Liu ve ark., 2021).
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Apicella ve ark. (2022) galismasinda, THCA sentaz enzimi ile yiiksek THC
seviyesi arasinda anlamli bir sonu¢ olmadigini, disi ¢igek gelisiminin orta asamalarinda
kannabinoid biyosentez genlerinin ifadelerinin ve ¢igekler gelistikce kannabionid
birikiminin istikrarli bir sekilde arttigini belirtmislerdir.

1.4.1.4. Kannabinoid Biyosentezi

Kannabinoidler, alkil rezorsinol (olivetol veya olivetolik asit (OA)) ve
monoterpen parcgalarini i¢eren ikincil metabolitlerdir. Kenevir 6rneklerinden ¢ok sayida
kannabinoid izole edilmis ve bunlarin farmakolojik o6zellikleri detayli bir sekilde
aragtirtlmistir (EISohly ve Slade, 2005; Flores-Sanchez ve Verpoorte, 2008). Psikoaktif
ozelligi ile bilinen THC’iin, kemoterapinin neden oldugu mide bulantisini giderme
(Guzman, 2003), multipl skleroz ile iligkili kas kasilmalarini baskilama (Baker ve ark.,
2003) gibi ¢esitli terapotik aktiviteler sergiledigi gosterilmistir. THC, memelilerin
beyninde ve bagisiklik sistemindeki hiicrelerde eksprese edilen iki kananabinoid (CB1 ve
CB2) reseptoriine baglanir (Matsuda ve ark., 1990; Munro ve ark., 1993). THC’niin
izomeri olan CBD, gii¢lii bir antioksidatif ve anti-enflamatuar ajandir, akut ve kronik
norodejenerasyon vakalarinda norolojik koruma saglar (Hampson ve ark., 1998; Lastres-
Becker ve ark., 2005).

Kannabinoidler, karboksik grubu igerip igermemeleri gore notr kannabinoidler ve
kannabionid asitleri olmak {tizere iki gruba ayrilirlar. Sentezlenen kannabinoidler,
kannabinoid asitleri olarak biriktirilir ve dekarboksilasyon islemi ile nétr formlar: elde
edilir (Yamauchi ve ark., 1967; Kimura ve Okamoto, 1970). Sekil 1.7.’de kannabinoid
biyosentez yolag1 gosterilmektedir.
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Sekil 1.7. Kannabinoid biyosentez yolu.

Bu yolaktaki (Sekil 1.7.) biyosentez enzimleri sunlardir: geranil-
pirofosfat.olivetolat geraniltransferaz (1), THCA sentaz (l11), CBDA sentaz (lll), ve
kannabikromenik asit (CBCA) sentaz (IV). OLA, olivetolik asit; CBGA, kannabigerolik
asit (Sirikantaramas ve Taura, 2017).

CBGA, bir preniltransferaz yoluyla olivetolik asidin (OLA) geranil pirofosfat
(GPP) ile alkillenmesiyle sentezlenir. THCA, CBDA ve CBCA sirastyla THCA sentaz,
CBDA sentaz ve CBCA sentaz enzimleriyle CBGA’dan biyosentezlenir.

1.4.1.4.1. Geranil Difosfatin Biyosentezi

Kannabinoidlerin monoterpen kismi1 geranil disfosfat (GPP)’den {iretilir.
Izopentenil difosfat (IPP) ve dimetilallil difosfat (DMAPP), GPP’nin onciileri olup
%98’den daha biiyiik bir oranda, MEP (mevalonat olmayan yolak) yolagiyla sentezlenir
(Aytekin, 2020). Stout ve ark. (2012), MEP yolaginin plastidlerde lokalize oldugunu
gostermistir.  Geranil difosfat sentaz enzimi tarafindan katalizlenmesiyle GPP
olusmaktadir (Burke ve ark., 1999).
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1.4.1.4.2. Olivetolik Asit Sentezi

Kannabinoidlerin alkil rezorsinol kismi, poliketit yolagindan sentezlenen
olivetolik asit (OA)’dan gelir. Olivetolik asit, hegzanoil-CoA ile {i¢ malonil-CoA’dan
sentezlenir. Bu sentezleme sirasinda olivetal sentaz ve olivetolik asit sentaz enzimlerini
reaksiyona girer (Sirikantaramas ve Taura, 2017; Aytekin, 2020). Sekil 1.8’de kenevir
bitkisinde CBGA biyosentez yolagi gosterilmektedir.
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Sekil 1.8. Kannabigerolik asit (CBGA) biyosentezi.

Sekil 1.8. gosterilen Oncii sentez yolaklar1 a¢ik mavi (GPP) ve mavi (OA)
zeminleri lizerindeki gosterilirken, ana ara iirlin olan CBGA koyu yesil zemin iizerinde,
mindr Urlinler ise acik yesil tizerinde gosterilmektedir (Degenhardt ve ark., 2017).

1.4.1.4.3. Tetrahidrokannabinolik Asit (THCA) Sentezi

THCA ilag tipi kenevirin ana bilesenidir. THCA’nin, THCA sentaz enzimi ile
CBGA’den biyosentezlenir. THCA sentaz, pH 5.5-6.0 arasinda en yiiksek aktiviteye
sahip monomerik bir enzimdir. (Taura ve ark., 1995).

THCA sentaz dizisinin, Acem lalesi (Eschscolzia californica)’nin berberine
bridge enzimi (BBE) ile benzerlikleri goriilmiistiir (Taura ve ark., 1995). THCA sentazin
en tipi Ozelligi, Hisll4 ve Cysl76’dan FAD koenzimine kovalent baglidir
(Sirikantaramas ve ark., 2004; Shoyama ve ark., 2012). Ilac tipi ve lif tipi kenevir
bitkilerindeki THCA sentaz dizileri karsilastirildiginda, 37 aminoasidin degisik oldugu
goriilmiistiir. Bu farkliligin, 1if tipi bitkilerdeki THCA sentaz aktivitesinin az olmasinin
nedeni gibi goriinmektedir (Kojoma ve ark., 2006).
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THC, kenevir bitkisinin salgi tiiylerinin salgi boslugunda depolanmaktadir (Kim
ve Mahlberg, 1997). Salgi tiiylerinin salgi hiicrelerinin sadece metabolitleri degil, ayni
zamanda THCA sentaz, CBDA sentaz gibi enzimleri de salgilamaktadir. THCA sentaz
salgi bosluguna salinan ilk enzimdir (Sirikantaramas ve ark., 2005). THCA sentaz enzimi,
CBGA’nin oksidasyonu sirasinda THCA’nin yani sira hidrojen peroksit iretir
(Sirikantaramas ve ark., 2004). Yiiksek konsantrasyonda THC iiretimi sonucunda toksik
miktara hidrojen peroksit birikimi, hiicre hasarin1 yapabilecegi i¢in salgi boslugu gibi
hiicre dig1 bir kisimda sentezledigine inanilmaktadir (Sirikantaramas ve Taura, 2017).
Sekil 1.9.’da kannabionoidlerin biyosentezi gdsterilmektedir.
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Sekil 1.9. Kannabinoidlerin biyosentezi (Degenhardt ve ark., 2017).

1.4.1.4.4. Kannabinolik Asit (CBDA) Sentezi

CBDA lif tipi kenevirin baskin bilesenidir. CBDA’nin 6nciisii olan CBGA’nin
CBDA sentaz enzimiyle oksidasyonu sonucu olusur (Taura ve ark., 1996). CBDA sentaz
icin optimum pH 5.0’dir (Aytekin, 2020). CBDA sentaz reaksiyon mekanizmasinin,
THCA sentaz ile benzer oldugu diistiniilmektedir (Taura ve ark., 2007).

1.4.2. Kenevir Islah1

Tek yillik bir C3 bitkisi olan kenevir, lreticinin ve tiiketicinin istekleri
dogrultusunda yillar boyunca hedeflere ulasmak icin 1slah programlara tabii
tutulmustur. Genellikle dioik olan kenevir, yabanci tozlamayla devamli heterozigotik
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yap1 olusturarak siirekli degisim gosterir. Bundan dolayi, 1slah caligsmalarinda kenevirin
tozlagsmasinin kontrol altina alinmas1 6nemli unsurlardan biridir (A. Kog ve ark., 2020).

Yabanci tozlanan bir tiir olan kenevir, asagida belirtilen 3 agamadan olusan bir
1slah yaklasimini gerektirmektedir (Posselt, 2010):

e Amaca uygun bir popiilasyon olusturmak ve bitkideki dogal varyasyonu
aragtirmak,

e Scleksiyon yoluyla farkli ebeveyn hatlar olusturmak,

o Kiiltiir ¢esitlerini gelistirmek ve test etmek.

Mevcut kenevir ¢esitleri; Standart “agik tozlasmis™ ¢esitler ve 1slah yoluyla elde
edilmesi sonucu olusturularak gelistirilmistir. Kenevir 1slahinda kullanilan bazi
yontemler asagida sunulmaktadir (A. Kog ve ark., 2020):

= Toptan/Toplu/Kitlesel Seleksiyon
= Teksel Seleksiyon

= Marker Destekli Seleksiyon

* Yar Kardes Aile Seleksiyon

= Hibrit Islah1

= QGeriye Melezleme Islahi

= Resiprokal Melezleme

= Poliploidi Islah1

Endiistriyel kenevir yetistiren Italyan ciftciler, arzu edilen fenotiplere sahip birgok
bitkiyi toptan/toplu/kitlesel seleksiyon yontemini kullanarak se¢ilimi gerceklestirmistir.
Bu seleksiyon siireci; Ferrara, Bologna, Modena, Rovigo ve Carmagnola gibi geldikleri
ilin adin1 tagtyan yerel ¢esitlerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Grassi ve McPartland,
2017).

Dewey (1927), Ferrara’y1 Cin yerel ¢esitlerinden biri olan Kymington ile
melezlenmesi sonucu Ferramington ¢esidini gelistirmistir. Hirata (1927), monoik kenevir
tizerine ilk calismalart yapmustir. Neuer and Sengbusch (1943), monoik o6zelligini
sabitleyip, lif icerigini de arttirmistir. Bunun sonucunda Fibrimon ¢esidi gelistirilmistir.

1.4.3. Kannabinoidlerin Ekstraksiyon Yoéntemleri

Kenevir bitkisini ila¢ sanayisi i¢in bir hayli dikkat cekici haline getiren
kannabinoidler, bitkinin ¢igek, yaprak ve govde kisimlarinda degisik konsantrasyonlarda
bulunur ve elde edilmesi igin farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilmaktadir (Pellati ve
ark., 2018).

Ekstraksiyon islemi, bitkinin sahip oldugu aktif maddelerin elde edilmesindeki ilk
asamadir ve bu islem elde edilmesi istenen maddenin konsantrasyonu tlizerinde dogrudan
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ve kritik bir etkiye sahiptir. Teknolojik gelismeler sayesinde hizli, ekonomik, giivenilir
ve uygulanabilir ekstraksiyon yontemleriyle birlikte kromatografi ve spektrometrik analiz
yontemleri gelismis ve bitkilerdeki aktif maddelerin elde edilmesi daha kolay hale
gelmistir. Bitkinin genetik yapisi ve ¢evresel etkiler direkt olarak elde edilecek biyoaktif
maddeyi etkilemektedir (Azmir ve ark., 2013).

Bitkideki var olan biitiin kannabinoid miktarin1 ekstraksiyon yonteminde elde
etmek icin kullanilacak olan ¢oziicii, ¢oziicli miktari, sicaklik ve ekstraksiyon siiresi gibi
kosullar 6nemli bir yere sahiptir. Kannabinoidlerin polar yapisi nedeniyle etanol (EtOH)
ve metanol (MeOH) gibi alkoller ve daha az polar ¢oziiciiler olan hekzan, aseton gibi
uygun olan ¢oziiciiler tercih edilmektedir (Brighenti ve ark., 2017; Baranauskaite ve ark.,
2020).

Kenevir bitkisinde bulunan kannabinoidleri ekstrakte edebilmek i¢in kullanilan
teknikler bazilar1 sunlardir:

» Dinamik maserasyon

» Ultrason destekli ekstraksiyon teknigi

» Siiperkritik akigkan karbondioksit ekstraksiyon teknigi
» Zeytinyag ekstraksiyon teknigi

1.4.3.1. Dinamik Maserasyon

Geleneksel bir ekstraksiyon yontemi olan dinamik maserasyon, uygun polaritede
bir ¢oziicli kullanilarak karistirma veya calkalama seklinde uygulanmaktadir. Calkama
islemi yiizey alanindaki diflizyonu arttirarak ekstraksiyonu kolaylastirmaktadir. Bu
teknik 6zel bir ekipman gerektirmemesinden sebep ekonomi olmasiyla genellikle ugucu
yaglar ve biyoaktif bilesikleri elde edilmesinde yaygin olarak kullanilir. Kullanilan
coziiciilerin pahali olmasi, uzun siireli ve yiliksek miktarlarda kullanilmas: toksik ve
cevresel etkileri yontemin dezavantajidir (Azmir ve ark., 2013). Dinamik maserasyon
yonteminin uygulanmasinda genellikle farkli polaritelere sahip aseton, hekzan, metanol,
etanol, asetonitri, dikloromenta, etil asetat ve su gibi c¢oziiciiler laboratuvar ortaminda,
vorteks, karigtirict ve rotator gibi ekipmanlarla endiistriyel alanda ise sanayi tipi
karistiricilar kullanilarak yapilmaktadir (Brighenti ve ark., 2017; Baranauskaite ve ark.,
2020).

1.4.4. Kannabinoidlerin Tanimlama Yontemleri

Kenevir bitkisinde bulunan kannabinoidlerin miktarini belirlemek i¢in kullanilan
baslica yontemler; yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi
(GC) ve bu sistemlere eklenebilen kiitle spektrometresi (MS) teknigidir.

GC, kannabinoidlerin miktarlarin1 belirleme de hizli ve yiliksek dogruluk
saglamasinin yaninda, enjeksiyon portunun yiiksek sicakligindan dolay1 kannabinoidler
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dekarboksile olabilmekte ve cihazin asidik ile nétr kannabinoidler arasindaki farki
tanimlayamamasi dezavantajidir. Fakat HPLC yonteminde asidik ve ndtr kannabinoidleri
cihaz tanimlayabilmektedir (Citti ve ark., 2016; Zivovinovic ve ark., 2018; Deidda ve
ark., 2019). Tespit sinir1 (LOD), analitik bir metodla dogru bir sekilde dlgiilebilen en
diisiik analit konsantrasyonudur. Olgiit sinir1 (LOQ), analitik bir metotta raporlanabilir
diizeyde tespit edilen en diisiik degerdir.

20



KAYNAK TARAMASI E. GULMEZ

2. KAYNAK TARAMASI

Son zamanlarda 6zellikle medikal anlamda ilgileri tizerine toplayan Cannabaceae
familyasindan Cannabis sativa, iilkemizde bolgelere gore kendir, getene, kendirik veya
kinnap olarak bilinen bitkinin latince adidir. Kenevir tibbi ve endiistriyel alanlarda ¢oklu
kullanimlari nedeniyle giiniimiizde biiyiik ilgi géren bir tarimsal bitki tiirtidiir (Kovalchuk
ve ark., 2020). Kenevir bitkisi; liflik, tohumluk (doymamis yag asitleri bakimindan
zengin) ve disi ¢igcek salkimlarindaki kannabinoidler, terpenler ve fenolik bilesikler gibi
(psikotropik veya psikofarmasdtik etkileri olan bilesikler) sekonder metabolitler nedeni
ile ilag sanayisi i¢in de uzun yillardir kullanilmaktadir.

Kannabinoidler grubunda psikoaktif ve non-psikoaktif olmak tizere 90’dan fazla
aktif madde tamimlamakla birlikte, en bilinen aktif maddeler A9-THC, CBD, kanabinol
(CBN),CBC, CBG, kanabidivarin (CBDV) ve tetrahidrokanabivarin (THCV)’dir. THC
psikoaktif niteligi olan tek kannabinoid’dir (Pisanti ve ark., 2017). CBD psikoaktif
olmayan en yaygin kannabinoidlerden biridir. Kenevir bitkisinin ¢igek ve tohum yatagi
kisminda bulunan aktif maddelerin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen ¢alismalarda
cicek kisminda CBD miktarinin tohum yatagina kiyasla oldukca yiliksek diizeyde
bulundugu tespit edilmistir (Hadener ve ark., 2019).

Kanser hastalarinda, kannabinoidler oOncelikle agriyr ve mide bulantisini
hafifletmek ve istah1 uyarmak i¢in palyatif bakimin bir parcasi olarak kullanilmaktadir.
CBD psikoaktif niteligi bulunmayan, son zamanlarda ozellikle epilepsi hastaliginin
tedavisinde sentetik kimyasallara karsi alternatif etken madde olarak giindemde olan ve
kanser hiicre hatlar1 tizerinde yapilan ¢aligmalarda antitiimor etkisi gosterilmis 6nemli bir
bitki sekonder metabolittir (De Petrocellis ve ark., 2013; Solinas ve ark., 2013; Gongalves
ve ark., 2019).

Bir bitkiden aktif maddelerinin elde edilmesinde ekstraksiyon metodolojisi ve
analiz yOntemleri Onemli rol oynamaktadir. FElde edilecek aktif maddenin
konsantrasyonunda bitkinin genetik yapisi ile ¢evresel faktorlerinin etkilerinin yani sira
ekstraksiyon ve analiz yontemi de etkilidir (Azmir ve ark., 2013).

Kenevir bitkisindeki kannabinoidler ¢igek, yaprak, govde, kok ve tohum gibi
bitkinin farkli kisimlarinda farkli konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Kannabinoidlerin
bu kisimlardan elde edilmesi icin farkli ekstraksiyonlar yontemleri kullanilmaktadir
(Pellati ve ark., 2018).

Kenevir bitkisinin i¢indeki kannabinoidlerin bilimsel ¢iktilarin 15181 altinda tedavi
amaciyla kullanilabilecegi gosterilmistir (Cascio ve ark., 2017). Kannabinoid igerigi
zengin kenevir ¢esitleri olusturulmasi icin ¢igek morfolojisinin bilinmesi ve daha da
onemlisi bitkinin ¢i¢ek baslangicindan 6nce cinsiyetinin belirlenebilmesi 6nemli unsurlar
arasindadir.
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Gerard (1597) keneviri ilk olarak dioik olarak tanimlamistir, ancak monoik ve
hermafrodit bitkilerin oldugu da bulunmustur (Ernest Small ve Cronquist, 1976; Robert
Connell Clarke, 1981; Ming ve ark., 2011). Tiim bu ¢gigek tip varyantlarinin lif ¢esitlerinde
cok sik oldugu bilinmektedir (Ernest Small ve Cronquist, 1976). Ayrica bu bitki eseysel
dimorfizm gosterir, erkek bireyler genellikle disilerden daha kisa bir {iriin dongiisii ve
daha uzun bir boy ile karakterize edilir (Fidan ve Karaismailoglu, 2020).

Kenevir bitkisi iireme sistemi, allogami (yabanci doéllenme) ve anemofili
(riizgarile meydana gelen tozlasma) ile karakterize edilir ve bu sebepten dolayi, agik
tozlasma, gelismis ve vahsi popiilasyonlar arasinda belirli bir derecede hibritlesmeden
sorumludur. Bu nedenle, Schultes'e gore, yerel kenevir tiirleri her on yilda bir genotip
olarak degismistir (Schultes 1970).

Cinsiyet belirleme, yeni kenevir ¢esitlerinin yetistirilmesinde temel sorunlardan
birini temsil eder, ¢linkii erkek ve disi ¢gigekler goriiniir ve ayirt edilebilir oldugunda,
ancak ciceklenme baslangicinda degerlendirilebilir.

Aksoy (2021), ¢alismasinda incelemis oldugu genotipler arasinda disi bitki orani
Finola genotipinde %45.13 iken Uso-31 genotipinde %7,95 oraninda bildirmistir.
Caligmada en yiiksek disi bitki oranina Narlisaray (%79,32), en diisiik disi bitki oranina
ise Futura-75 (%6,90) ¢esidinde gozlemlemistir. Pasli (2021), 2019 yili ¢aligmasina ait
bitki materyallerinden Narli-8 (%68,03) en fazla erkek bitki oranina sahipken, Futura-75
ise (%73,47) en fazla disi bitki oranina sahip olan gesit olarak bildirmistir. Giin (2019),
Nisan ayinda yapmis oldugu ekimler sonucunda %60,26 ile en fazla disi bitki oranina
TR31595 ¢esidi, en diisiik bitki orani i¢in ise TR82217 (%22,42) ¢esidini bildirmistir.

Kenevir bitkisinde cinsiyeti belirlemek i¢in yayimlanan birka¢ sekans vardir. Bu
sekanslar; MADC1, MADC2, MADC3, MADC4, MADC5 ve MADCG6 dizileridir
(Sakamoto ve ark., 1995; Mandolino ve ark., 1999; To6rjék ve ark., 2002; Sakamoto ve
ark., 2005). Punja ve Holmes (Punja ve Holmes, 2020) yaptiklar1 ¢alismada disi bitkiler
icin 540 bant, erkek bitkiler icin ise 390 bant veya 540 ile 390 olarak bant gdsterilmistir.
540 bg¢ bandinin MADC?2 ile %86 sekans benzerligi verirken, 390 b¢ bandinin MADC2
ile %100 sekans benzerligi gosterdigi tespit edilmistir.

Giin (2019), Nisan aymda yapmis oldugu ekim sonucunda Uso-31, Ferimon,
Santhica-27 yabanci gesitlerinin sirasiyla disi ¢igeklenme giin sayilar1 57, 55 ve 55°tir.
Calismasinda yerli ¢esitlerimizde Omu_can_8 45 giin ile en erkenci, TR47274 ise 118
giin ile en geg ciceklenen ¢esitler olmustur. Aksoy (2021), ¢aligmast sonucunda Uso-31,
Ferimon-12, Santhica-27 sirasiyla ¢igeklenme siireleri 38, 57, 51 giin olarak bildirmistir.
Calismada en gec ciceklenen cesit olarak Narlisaray (71 giin), en erkenci ¢esit ise Finola
(28 glin) olmustur.
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Koger (2022), sap kalinlig1 i¢in yapmis oldugu ¢aligma neticesinde; Van 18,71
mm ve Maltepe-3 16,19 mm c¢alismada en kalin sap kalinligina sahip ¢esitler olarak
bulunmustur. Maltepe-4 13,35 mm ve Narlisaray 13,35 mm ¢alismadaki sap kalinlig1 en
ince ¢ikan gesitler olarak bildirmistir. Aksoy (2021), Narlisaray ¢esidini 8,11 mm ile
caligmasindaki sap kalinlig1 en biiylik ¢esit olarak bildirirken, Finola ¢esidi ise 3,14 mm
ile sap kalinligr bakimindan en ince gesit olarak bildirmistir. Giin (2019), ¢alismasindaki
yabanci ¢esitlerin sap kalinliklarini inceden uzana dogru; Ferimon-12 (0,54 mm), Uso-31
(0,64 mm), Santhnica-17 (0,64 mm) olarak bildirmistir. Ayn1 ¢alismada yerel gesitlerde
1,58 ile TR67263 sap kalinlig1 en yiiksek ¢ikan gesit olarak belirtmistir. Pasli (2021),
2019 yili ¢aligmasi i¢in sap kalinlig1 en fazla olan ¢esidi 8,016 mm ile Narli-8, en az olan
¢esidi ise 6,360 mm ile Fedora-17 oldugunu belirtmistir. 2020 y1l1 ¢aligmasinda ise, Narli-
7’nin 12 mm ile sap kalinlig1 en fazla, Narli-12’nin ise 9,23 mm ile en ince genotip
oldugunu bildirmistir.

Aksoy (2021), calismasinda en yiiksek bitki boyunu Santhica-17 (1,63 m), en kisa
bitki boyunu ise Finola (0,53 m) ¢esitlerinde Ol¢tiigiinii belirtmistir. Yerli ¢esit olan
Narlisaray i¢in ise 1,54 m oldugunu belirtmistir. Koger (2022), Narlisaray i¢in bitki
boyunu 277,78 cm belirtirken, ¢alismasinda yabanci ¢esitler i¢in en uzun bitkinin Futura-
75 (207,33 cm), en kisasinin ise Uso-31 (135,42 cm) oldugunu belirtmistir. Giin (2019),
bitki boyu icin en kisa bitkinin yerel ¢esitle arasinda TR48445 (59,90 cm), yabanci
cesitler arasinda Santhica-17 (138,5 cm) ¢esidinden elde etmistir. Pasli (2021), 2019 yili
i¢in Futura-75’in 121 cm, en uzun bitkinin 153,4 cm ile Narli-8, en kisa bitkinin Fedora-
17°nin 117,47 cm olarak dlgmiistiir. Caligmanin devami olan 2020 yili 6l¢iimlerinde en
uzun bitki boyunu 295,1 cm ile Narli-7, en kisa bitki boyunu 252.8 cm ile Santhica-27
oldugunu bildirmistir.

Kocger (2022), monoik ¢esitlerde biyokiitle verimlerini 400 ile 2178 kg/da arasinda
degiskenlikle belirlemistir. En yiiksek biyokiitle verimini Futura-75 (2178 kg/da), en
diistik ¢esidi ise Uso-31 (400 kg/da) olarak elde ettigini bildirmistir. Ayni ¢alismada dioik
bitkiler i¢in; biyokiitle verimleri 21885,33 ile 4713,33 kg/da arasinda degistigini, en
yuksek biyokiitle verimini Narlisaray (4713,33 kg/da) elde ederken, Kavacik-3 igin en
diisiik degeri elde etmislerdir (2185,33 kg/da).

Sakar (2022) yapmis oldugu ¢alismada 20 cm sira arast ve 100 tohum/m? ekim
yaptiginda 11,8 ile en fazla ortalama yan dal sayis1, 20 cm sira arast ve 200 tohum/m?
ekim yaptiginda 9,8 ile en az ortalama yan dal sayis1 elde etmistir. Calismasinda sira arasi
x tohum sayis1 interaksiyonu uygulamalar1 bakimindan disi bitkilerin yan dal sayisinin
istatiksel olarak O6nemsiz oldugunu belirtmistir. Fakat disi bitkiler i¢in artan sira arsi
mesafe ve m? basina diisen daha az tohum sayzs1 ile disi bitkilerin daha fazla dallandigin
gbzlemlemistir. Kocer (2022), monoik bitkilerde yan dal sayis1 bakimindan en yiiksek
Uso-31 (8,75) cesidinden elde ederken, Ferimon c¢esidinde en diisiik degeri (7,13)
gbzlemlemistir. Dioik disi bitkilerde en yiiksek 14,83 yan dal sayisi ile Van ¢esidini, en
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diisiik ise 7,85 ile Maltepe-4 ¢esidi oldugunu belirtmistir. Narlisaray ¢esidi i¢in disi
bitkilerde yan dal sayisi i¢in 8,67 adet elde etmistir.

Giin (2019), bin tohum agirliginda yerel ¢esitlerde en az agirligi 11,68 gram ile
TR50196 genotipinde, en yliksek agirligi ise 22,48 gram ile TR 15171 genotipinden elde
etmistir. Yabanci ¢esitlerde ise Uso-31°de 13,45 gram, Ferimon-12’de 16,68 gram ve
Santhica-27’de 14,1 gram olarak elde etmistir. Pasli (2021) ¢alismasinda 2019 yili igin
bitkilerin bin tane agirligi bakimindan en verimlisi 16,65 gram ile Narli-12, en diistk
agirliga sahip olan ¢esit ise Futura-75 olarak goézlemlemistir. Calismanin 2020 yili igin
Ol¢iimlerde bin tohum agirlig1 i¢in en agir 20,978 gram ile Narli-14, en hafif olani ise
12,689 gram ile Santhica-27 g¢esidi oldugu belirtmistir. Schultz ve ark. (2020)
calismasinda bin tohum agirliklari i¢in Uso-31°de 16,00 gram ve Fedora-12’de 15.00
gram olarak belirlemislerdir. Aksoy (2021), kenevir genotiplerinin ortalama bin tohum
agirligin icin en yiiksek Fedora-17 (14,59 g), en diisiik Finola (7,82 g) tespit ederken
Narlisaray cesidi i¢in 14,48 gram olarak belirmistir. Koger (2022) Tokat’ta yapmis
oldugu calismada bin tane tohum i¢in en agir Maltepe-2 (19,2 g), en hafif olaninin ise
Uso-31 (15,3) belirtken Narlisaray cesidi i¢in 18,5 gram oldugunu tespit etmistir.

Bouali (2021) yapmis Ferimon ¢esidi tizerine ¢alismasinda, dinamik maserasyon
tekniginde ¢oziicii olarak etanol kullanarak CBD miktar1 i¢in 5304,53 ppm elde etmistir.
CBD miktari; ¢esidin genetik yapisina, ¢evre sartlarina ve bakim kosullarina gore
degisiklik gosterir. Aksoy (2021) yapmis oldugu ¢alismada % THC/CBD orani en yiiksek
Finola (%0,090) ¢esidi, en diisiik ise Futura (%0,018) ¢esidi oldugunu tespit etmistir.
Calismadaki Narlisaray ¢esidinin %THC/CBD orant %0,047, Fedora-12 c¢esidini ise
%0,02 olarak elde edilmistir. Pash (2021) calismasinda % THC/CBD oran1 en yiiksek
deger Narli-12 (%0,075), en diisiik deger ise Fedora-17 (%0,02) tespit etmistir.

Hibridizasyon, farkli tiirlerin bireyleri veya ayni tiirden genetik olarak farkli
bireyler arasinda melezlesme siirecidir. Heterozis, homozigot bireylere gore bitkilerin
cevresel faktorlerden daha az etkilenmesini saglar. Heterozis (veya hibrit canlilik), hem
modern lif hem de ilag tipi ¢esitlerin gelistirilmesini amaglayan 1slah programlart i¢in itici
bir faktor olmustur. Heterotik etki genellikle, iki farkli soy ve/veya antagonist genotipin
(yani lokuslarin ¢ogunda antagonist gen formlari i¢in yliksek homozigotluk gosteren ana
hatlarin kullanilmas1) ¢aprazlanmasiyla iiretilen yiliksek oranda heterozigot bitkilerle
kendini gosterir (Allaby, 2022; Anonim, 2022b).

Heterozigot avantaji, iki farkli ebeveyn arasindaki ¢aprazlamada, melezlerde
goriilen listiin uyum giiciidiir. Bir heterozigot, her ebeveynden bir alel alan iki farkli alelli
olan bir organizmadir. Uyum giicii, hayatta kalma ve yavru verme anlamma gelir.
Heterozigot avantaji ise belirli bir gen i¢in heterozigot olan bir organizmanin iistiin uyum
giictinii kasteder. Heterozigot avantajin1 agiklayan iki farkli hipotezi vardir.  Birinci
hipoteze gore soy i¢i melezleme de iki ebeveyn her biri, bir veya daha fazla 6zellik igin
homozigot resesiftir ve her birinin uyum giicii azaltilmistir. Hibridizasyon her 6zellik i¢in
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dominant bir alelle sahip olan heterozigot yavrular yaratir, boylece uyum giiclinii ve
canliligin1 arttirir. Bu hipotezde, heterozigotlar homozigot resesif kosuldan istiindiir,
ancak homozigot baskin kosuldan {istiin degildir. Diger hipotez ise, heterozigotun iki
homozigottan iistiin olmasidir. Bu genellikle asir1 dominant hipotezi olarak adlandirilir.
Misirdaki melez giicii, normal dominant yerine asir1 dominanttan kaynaklanmaktadir.
Asir1 dominantlik, gen havuzunda zararh resesif alellerin ¢ekinik kalmasini agiklamaya
yardimci olabilir (Anonim, 2022a).

CBD iizerine yapilan ve yapilmakta olan ¢aligmalar neticesinde saglik kismindaki
degerinin anlagilmasi sonucunda, kanunlar ¢ergevesinde tibbi kenevirin kullanimi bazi
ilkelerde yasallagtirllmigtir. Bu tezin basariya ulagsmasi neticesinde kenevir islahinda
tibbi kenevir yetistirmek i¢in hangi bitkisel materyalin anne hat olacagina 1s1k tutacaktir.
Bu c¢alisma kenevir endiistrisinde yiiksek CBD igeren hibrit adaylar i¢in anne genotipinin
seciminde yardimci olacaktir. Bu tez kapsaminda CBD igerigi farkli olan iki lif tipi
kenevir genotipi resiprokal melezlenmistir. Ebeveyn hatlar ve resiprokal melezler ayni
serada yetistirilerek morfolojik 6zellikleri belirlenmistir. Hasat edilen bitkilerde CBD
diizeylerinin belirlenmesi i¢in bitkilere ekstraksiyon islemi uygulanmis ve ardindan ve
HPLC cihazinda analiz edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan BitKi cesitleri ve Ekim Kosullari

Proje kapsaminda “Bilimsel Amacgli Kenevir Yetistiriciligi 1zin Belgesi” i¢in
gerekli belgeler hazirlanarak yasal mercilere miiracaat edilmis ve Antalya Valiligi
tarafindan verilen izin belgesi kapsaminda Antalya i1 Tarim ve Orman Miidiirliigii
gozetiminde kenevir yetistiriciligi yapilmistir. Sunulan tez calismasi igin kullanilan
kenevir materyallerinin yetistirilmesi amaciyla resmi kurumlardan, {iniversitelerden ve
aragtirma merkezlerinden tohumlar tedarik edilmistir. Temin edilen bu tohumlar
kontrollii sartlar altindaki ekimleri Antalya ili, Konyaalt1 lgesi, Pinarbasi Mahallesi,
Dumlupinar Bulvarinda bulunan Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Venlo tipi ve 24
saat kamera ile kayit altina almabilme imkanina sahip olan 100 m?’lik akilli sera alaninda
gerceklestirilmistir. Deneme Tesadiif Bloklar1 deneme desenine gore ii¢ tekerriirlii sekilde
ylriitiilmistiir. Yetistirilen materyaller hasat olgunluguna eristiklerinde toplanilmis ve
kannabinoid profilleri agisindan analiz edilmislerdir. Bu kapsamda en yiiksek CBD
icerigine sahip olan genotip (YG) tespit edilmis ve bu materyalle Narlisaray (NS) ¢esidi
denemeler kapsaminda kullanilmistir.

Bu tezin arazi c¢alismalari iki basarili sezonla tamamlanmistir (sonbahar ve
ilkbahar, 2021-2022). Bitkilerin ilgili sezonlardaki seraya ekim tarihleri; Haziran 2021 ve
Kasim 2021 olarak belirlenmistir. Ekim yapilmadan 6nce deneme alani siiriilmiis, tasfiye
yapilmis, taban giibresi uygulanmis ve ardindan Kenevir fideleri sira lizerinde aralarinda
40 cm olacak sekilde el ile dikimi yapilmigtir. Denemeler kapsaminda kullanilan kenevir
bitkilerinin yetistirildigi seraya ait bir gorsel Sekil 3.1°de sunulmaktadir.
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Sekil 3.1. Son sezonda seradaki kenevir bitkileri

Damlama sulama yontemiyle sulanan sera, hava duruma baglh olarak gerektigi
zamanlarda sulanmistir. Her iki sulamanin birinde 2 kg/da dozunda 18-18-18+ME NPK
kompoze giibre uygulanmustir.

Tozlama islemleri serada bulunan havalandirma fanlarinin olusturmus oldugu
hava akimi sayesinde agik tozlama seklinde gergeklestirilmistir. Genotipler igin
kullanilan kisaltmalar Cizelge 3.1.’de sunulmaktadir.

Cizelge 3.1. Resiprokal Melezleme sonucu olusan F1’lerin isimleri

Disi Olarak Kullanilan Erkek Olarak Kullanilan Olusan Bireyin
Genotip Genotip Ismi
NS YG NSYG
YG NS YGNS

3.1.1. Melezlemeler

Eyliil 2021 tarihinde yapilan ekimde, YG cesidi yar1 kardes aile seleksiyonu, disi
bitkinin belli oldugu fakat aile arasinda hangi erkek bitkiden polen aldig1 bilinmeyen
seleksiyon yontemi, ile ekilen bitkiler arasinda ¢evresel sartlara en uygun, agronomik
olarak en iyi bitkiden tohumlar elde edilmistir.
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Haziran 2021 yilinda yapilan ekimde, bir 6nceki sezon YG ¢esidinden aldigimiz
tohumlardan ¢imlenen disi bitkileri NS g¢esidinin erkekleri hava akimi sayesinde
tozlamustir. Farkli bir serada NS ¢esidinin disilerini ise bir dnceki sezon YG ¢esidinden

aldigimiz tohumlardan ¢imlenen erkek bitkiler hava akimi sayesinde tozlamistir.

3. Kullanilan Materyaller

Bu tez caligmasinda kullanilan alet ve ekipmanlar Cizelge 3.2.°de verilmistir.
Ayrica ekstraksiyon yonteminde, ¢ozeltileri hazirlamada ve kromatografik analizler
sirasinda kullanilan etanol, asetonitril ve asetik asit analit saflikta olup Merck (Darmstadt,

Almanya) isimli firmadan temin edilmistir.

Cizelge 3.2. Denemeler kapsaminda kullanilan alet ve ekipmanlar

Materyal

Marka, Model, Sehir, Ulke

HPLC cihaz1

Agilent, 1200 Infinity, Santa Clara, ABD

Ultrasaf su sistemi

MES, MP Minipure, BASIC M UP, Ankara, Tiirkiye

Ultrasonik banyo

ISOLAB, 621.06.003, Eschau, Almanya

Ultrasonik prob

SONICS VIBRA, CELL VCX 750, Newtown, ABD

Hassas terazi

Ohaus Pioneer, PX224/E, Ninikon, Isvicre

Laboratuvar tipi 6giitiicii

IKA, MF10 Basic, Staufen, Almanya

Su banyosu

Mikrotest, DT107, Ankara, Tiirkiye

Polimeraz Zincir
Reaksiyonu

Biorad, T100, California, ABD

Jel Elektroforezi

Biorad, PowerPac, Colifornia, ABD

Tissue lyser

Restch, Qiagen, Newtown, ABD

Santrifiij

Rotina 420R, Hettich, Tuttlingen, Almanya

3.3. DNA Ekstraksiyonu

Son donem dikim yapilan toplam 260 kenevir bitkisinin geng¢ yapragindan izole
edilen DNA’lar molekiiler analizler i¢in kullanilmistir. DNA izolasyon islemi CTAB
protokoliine gore tissue lyser cihazinin yardimiyla yapilmistir. CTAB tampon ¢ozeltisi;
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2% CTAB, 2% PVP, 10 mM Tris HCI (PH=8), 20 mM EDTA, 1.4 M NaCl ve 0,2% 8-
mercaptoethanol gére hazirlanmistir.

Taze kenevir yapraklarinin bulundugu tiiplere demir bilyeler konulmugtur. Her
tipe 150 uL CTAB cozeltisi eklenmistir. Tiiplerin kapaklar1 kapatilip tissue lyser
cihazinda ezme islemi gergeklestirildi. 4000 rpm’de yaklasik 15 saniye santrifiijlenmistir.
Ezilen 6rneklerin tizerine 300 uLL CTAB ¢o6zeltisi eklenerek yaklasik 1 saat 65 °C’de sicak
su banyosuna birakilip inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan alian 6rneklere 24:1
oraninda klorofom-izoamil alkol ¢ozeltisinden 450 pL eklenip 4000 rpm’de 20 dk
santrifiijlenmistir. Olusan iki fazla ¢ozeltinin st kism1 alinarak yeni tiiplere aktarilmigtir
(yaklasik 200 pL). Yeni tiiplere aktarilan iist faz kadar izopropanol eklenmistir ve -20
°C’de bir gece bekletilmistir. Ertesi giin -20 °C’dan alinan 6rnekler 4000 rpm’de 20
dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonrasinda tliplerdeki sivi kisim dokiilmiis ve
tiiplere 70%’lik etanolden 300 pL eklenmistir. Ornekler 4000 rpm’de 15 dakika
santrifiijlenmistir. Etanol yikama islemi bir kez daha yapildiktan sonra, tiiplerde bulunan
etanol dikkatlice dokiiliip kurumaya birakilmistir. Kuruyan tiiplere 150 uL sterilize su
eklenmis ve oda sicakliginda 1 giin bekletildikten sonra 4 °C’ye kaldirilmistir.

3.4. Markor Analizi

Punja and Holmes (2020) ¢alismasindaki kenevir i¢in cinsiyet belirleme primeri
ve PCR kosullarinda minér degisiklikle bitkiler taranmistir. Sunulan tez kapsaminda
kenevir bitkisinde cinsiyet belirleme primeri Cizelge 3.3.’te sunulmaktadir.

Cizelge 3.3. Cinsiyet belirleme primeri

Primer ismi Sekans Bilgisi (5°- 3°)
SFU1 GTGACGTAGGTAGAGTTGAA
SFU2 GTGACGTAGGCTATGAGAG

Solis BioDyne firmasimin 5x Hot FIREPol® Blend Master Mix kullanilmis ve PCR
karsimi1 hazirlanaraktan cihaza konulmustur.

Cinsiyet belirleme analizlerinde kullanilan PCR bilesenleri Cizelge 3.4.°te
sunulmaktadir.
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Cizelge 3.4. PCR karsimi i¢in gerekli olan bilesenler

Bilesenler Miktar
DNA 3ul
5x Hot FIREPol Blend® Master Mix 1,5 uL
SFU1 0,32 uL
SFU2 0,32 pL
H20 5,2 ulL
Toplam 10,34 pL

Cinsiyet belirleme i¢in kullanilan PCR dongiisii Cizelge 3.5.’te sunulmaktadir.

Cizelge 3.5. PCR Dongiisii

Bilesenler Siire Dongii sayisi
94 °C 13 dk
95 °C 30 sn 39
50°C 30 sn 39
72 °C 45 sn 39
72 °C 10 dk
4°C 0

3.5. Jel Elektroforezi

PCR fiiriinlerini UV altinda goriintiileyebilmek i¢in %1,5’Iuk jel (400 ml TBE
tampon ¢ozeltisi, 6 g agaroz, 8 uL etidyum bromid) kullanilmistir. Jelin hazirlanmasi i¢in
kullanilan TBE tampon ¢ozeltisi; 108 g tris, 55 g borik asit ve 7.5 g EDTA’nin 1000 ml
saf suda ¢ozdiiriilerek 10X’lik stok ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan bu stok cozelti
tizerine 19 L saf su eklenerek 0,5X’lik seyreltilmis ¢ozelti hali ile kullanilmistir. PCR
tirlinlerinin lizerine 3 pL yiikleme boyasi (15 ml gliserol, 35 ml saf su ve 0,05 g
bromofenol blue) eklendi ve jele yiiklemesi yapildi. Uriinler 100 V elektrik akimi ile
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yaklasik 3 saat 0,5X’lik TBE tampon ¢ozeltisinin igerisinde kosturuldu. Her jelin ilk
kuyucuklarma 3 pL 100 bp’lik DNA Ladder (Solis BioDyne) yiliklenmistir. Jel
goriintiilenmesi Minilumi, DNR Bio-Imaging Systems markali cihazda yapilmistir.

3.6. Agronomik Gozlemler

Sira tizerinde aralarinda 40 cm araliklarla dikilen kenevir fidelerinin gézlemleri
bitki biiyiimesi ve gelisimine uygun asamalarda kaydedilmistir.

Fenotipik olarak cinsiyet karakterizasyonu, bitkilerinin ilk ¢icegini
belirginlestirdigi tarihi ve fenotipik olarak disi ya da erkek oldugu not edilmistir. Yaklagik
olarak 6 ay sonra hasat zamani gelen bitkilerinin ortalama nod uzunlugu; ilk nod ile son
nod araligimin uzunlugunun, nod sayisina boliinerek bulunmustur. Hasat zaman1 gelen
bitkilerin, toprak tistii uzunlugu, kok bogazi ¢api, gdvde kalinligr 6l¢iilmiistiir. Sokiilen
bitkilerin; toprak {istii biyokiitlesi, dal sayis1 ve cicek biyokiitlesi dl¢iilmiistiir.

3.7. CBD’iin Ekstraksiyonu ve Tanimlanmasi

Bitkilerdeki CBD’iin ekstrakte edilmesi ve tanimlanmasi ¢alismalar1 kapsaminda
Bouali (2021) tarafindan bildirilen majér kannabinoidlerin optimizasyonu igin
gerceklestirilen ekstraksiyon ve tanimlanma yontemi kullanilmigtir.

e Serada kurutulan kenevir Ornekleri, laboratuvar tipi O6glitme cihazi
kullanilarak 6giitiilmiis ve ardindan laboratuvar tipi eleme cihazi
kullanilarak parcacik ¢aplari esit numuneler elde edilmistir. Elde edilen
numuneler 50 ml santrifijj tiipleri i¢inde karanlik ortamda oda kosullar
altinda muhafaza edilmistir.

e Her 6rnekten 0,25 gram tartilmis ve cam tiiplere aktarilmistir.

e Cam tiiplere aktarilan numuneler, 142,50°C’de 59 dakika etiiv i¢inde
dekarboksilasyon islemi gerceklestirilmistir.

e Dekarboksilasyon islemi sonrasi, her bir numunemiz {izerine 10 ml etanol
eklendi ve 15 dakika oda sicakliginda ultrasonikatore yerlestirilmistir.

e Islem sonucunda, drneklerimiz filtre kagt iizerinden siiziilerek cam siseye
aktarilmistir. Cam tiiplerin kenarinda kalan Orneklere 10 ml etanol
eklenmis olup ayn1 kagit filtre tizerinde kendi cam siselerine siiziilmesi
saglanmustir.

e FElde edilen filtrat 0,45 pm filtreden gecirilmistir ve temizlenmis
ekstrakttan 400 L. HPLC vialine alinmistir ve iizerine 600 uL metanol
eklenerek HPLC cihazina yerlestirilmistir.

CBD’nin tanimlanmasi kapsaminda, HPLC cihazinin analitik kosullar1 Cizelge
3.6.’da sunulmaktadir.

31



MATERYAL VE METOT E. GULMEZ

Cizelge 3.6. HPLC cihazi analitik kosullart

Dedektor Diode Array Detector (DAD)

Kolon ODS3 Intersil (4.6x250 mm) 5um

Akis orani 1,5 mL/dak

Kolon sicakligt 35°C

Enjeksiyon hacmi 20 uL

Dalga boyu 210 nm

Hareketli faz %0.1 (v/v) asetik asit igeren asetonitril (A),
%0.1 (v/v) asetik asit igeren su (B)

Hareketli faz profili %65 A, %35 B

HPLC igin hareketli fazlarin hazirlanmasi;
» Mobil faz A %0,1 (v/v) asetik asit igeren asetonitril: 1 litre asetonitril
icinde 1 mililitre asetik asit.
» Mobil faz B %0,1 (v/v) asetik asit igeren su: 1 litre ddH20O iginde 1 mililitre
asetik asit.

Kannabionoidlerin dogrulamasi sonuglar1 Cizelge 3.7.’de sunulmaktadir.
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Cizelge 3.7. Kannabinoidlerin bazi yontem dogrulamasi sonuglari (Bouali, 2021).

Dogrusal . i Cikag
Kannabinoid Kisaltma | arahk K:h;zlﬂsy?n r! | zamam LOE LOE R:,:S,D
(mg/L) enkiemi (dak) (mg/L) | (mg/L) | (%)
0.51- ¥ =0,0000x" +
Kannabidivarin cBDV | 2oL | T0007125x+ 100 | 619 | 015 | 051 |34
2%0; 0,4599
0.85. v =0,0000 x" +
Kanmabidiolikasit | CBDA | oo | 001549x+= | 100 | 858 | 026 | 085 | 286
250, 0,4085
0.45- v =0,0000x" +
Kanmabigerolikasit | CBGA | ,oior | 001453x+ | 100 | 035 | 014 | 043 | 222
250, 04565
073 ¥ =0,0000 x" +
Kannabigerol CBG | f5pp | 0008252x+ |100| 1006 | 007 | 023 | 128
250; 01675
0.10- ¥ =0,0000 x" +
Kannabidiol CBD | 50, | 0008534x+ |100| 1046 | 003 | 010 | 056
250: 01553
0.55. ¥ =0,0000x" +
Kannabinol BN | oo | T oonix- 100 | 1659 | 016 | 055 | 324
250; 00531
¥ =0,0000x" +
Dt okmatingy | A9THC | aro> | " 0,008033x- 100 | 2124 | 019 | 063 | 376
kann 250, 0,0332
. v =0,0000x" +
Do kmabing | ASTHC | atogp | 0.008983x- 100 | 2234 | 018 | 059 | 354
— 230, 0,0262
1.00- v =0,0000x" +
Kannabikromen CBCRA | oo | 001783x= [100 | 2975 | 033 | 109 | 550
250, 0,0159
—— [ v=0,000001 %
[etahidrolabinolic | rgea | 2| T+001620x+ [ 100 | 3020 | 025 | 085 | 373
250, 0,7539

3.8.  Verilerin Analizi

Elde edilen verilerin istatiksel analizleri, Tesadiif Parseller Deneme Desenine gore
SPSS bilgisayar programi ile varyans analizine tabi tutulmustur. Farkliliklar
karsilastirmak i¢cin LSD veya Dunnet T3 testleri tercih edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. 1Ik Cicek Géoriilme Zamam

Denemede kullanilan ebeveynler ve hibritler arasinda fidelerin sasirtilmasi
sonucunda ilk ¢icek goriilme zamani (Cizelge 4.1.) 17 giin ile NS genotipi en erkenci
olmustur. En geg ise 33 giin ile YGNS (YG x NS)) diye adlandirilan hibrit g¢esidi
olmustur. Digerlerinde ise YG 26 giin, NSYG (NS x YG) 23 giin olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.1. 11k Cigek goriilme zaman1 ortalamasi

Genotip Tohum ekim Fidelerin Ik cicek Ik cicek
zamani sasirtilma goriilme goriilme
tarihi zamani zamani
ortalamasi ortlamasi
(tarih) (giin)

NS 11.12.21 17
YG 05.11.21 24.11.21 20.12.21 26
NSYG 17.12.21 23
YGNS 27.12.21 33

Calismalar kapsaminda yetistirilen bitkilerin ekim tarihi ve seraya fide halinde
dikim yapilmasindan, gevresel faktorlerin degisiminden ve bitkinin stres altinda olmasi
kaynakl1 diger yapilan ¢alismalardan farkli sonuclar elde edilmistir. Yapilan Welch ve
Brown-Forsythe testleri sonucunda genotipler arasinda ilk ¢igek goriilme zamani igin fark
bulunmustur (p<0,05). Dunnett T3 testi; YG genotipinin her iki hibrit i¢inde arasinda ilk
cicek goriilme zamani i¢in aralarinda dnemli derece fark bulunmadigini gostermektedir.
NS genotipi ile YG genotipi arasinda fark bulunmamistir (p<0,05). Fakat iki hibrit i¢in
arasinda ilk ¢igek goriilme tarihi igin bir fark vardir (p<0,05). YGNS hibritinin, NSYG
hibritiyle aralarinda ilk ¢igcek goriilme tarihi i¢in 6nemli diizeyinde anlamli bir fark
bulunmustur (p<0,05).

4.  Erkek Disi Oram ve Cinsiyet Belirlemek I¢in Markér Sonucu

Ebeveyn ve hibrit genotiplerde disi oran1 en yiiksek YG olurken, en diisiik disi
orant %30,4 ile NSYG genotipi olmustur. NS ve YGNS genotipi sirastyla %39,9 ve
%34,8 oraninda disi bitki bulundurmaktadir (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. Genotiplerde erkek disi bitki oran1

Genotip Erkek bitki oram (%) Disi bitki orani (%)
NS 39,1 60,9
YG 30,4 69,6
NSYG 39,8 60,2
YGNS 34,8 65,2

Kenevir bitkisindeki erkek/disi oranimin farkliligi genotip farklilik olmasinin
yaninda, ¢evre sartlarinin kenevir bitkisinde cinsiyeti etki ettigi bilinmektedir (Glawe ve
de Jong, 2005).

Punja and Holmes (2020), kenevir igin MADC2 geninden gelistirmis oldugu
primer, disi kenevir i¢in 540 bp’da, erkek igin 390 bp veya 390 bp ve 540 bp ile jelde
ayirt edilebilecegini belirtmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda bu primer kullanarak alinan
sonuglar, arazideki fenotiple uyumlu olarak bulunmustur. Antalya’da sera ve diizenli
bakim kosularinda, denemelerde kullanilan genotipler ve resiprokal hibritleri ig¢in bu
primeri kullanarak cinsiyet ayrimi yapilabilmistir.

-~

o ;.;fful_?am "
@

540 bp
390 bp

7

Sekil 4.1. Bir genotipte cinsiyet belirlemek i¢in kullandigimiz primerin 6rnek jel
goruntusu

4.3. Govde ve Kok Bogazi Kalinhg

Antalya sera kosullarinda sonbahar sezonunda yetistirilen ebeveyn ve hibritler
bitkilerimizden en kalin kalin gévde ortalamasina sahip olan genotip NSYG hibriti, en
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kalin kok bogaz1 ortalamasina sahip olan genotip ise NS ¢esidi olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Genotiplerin kok bogaz1 ve gdvde kalinlig1 ortalamasi

Genotip Kok Bogazi Kok Bogazi Govde kalinhgi Govde

kalinhg: kalinhgi ortalamasi kalinhg
ortalamasi (mm) ortalamasi (mm) ortalamasi

standart standart

sapma sapma

NS 10,2625 +4,623 4,0125 +1,4090
YG 8,5167 +2,724 3,5083 +0,5534
NSYG 10,1538 +3,975 4,6108 +1,1992
YGNS 9,7239 +4,234 4,2845 +1,1049

Cizelge 4.4. Ebeveyn ve hibritlere ait gévde kalinliklarina iligkin varyans analizi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F degeri
Kaynaklan Derecesi Toplam ortalamasi

Genotip 3 16,095 5,365 4,423"
Tekerriir 2 18,981 9,490 7,823
Hata 6 191,661 1,213

Genel 12

“: %5 diizeyinde, " %1 diizeyinde énemlidir.

Varyans analiz tablosuna gore, gdvde kalinlig1 bakimindan genotipler arasinda
fark vardir (Cizelge 4.4.). LSD sonuglarina gore; NS cesidinin, NSYG hibritiyle arasinda
govde kalinligr bakimindan anlaml bir fark yoktur (p>0,05). YG genotipinin; NSYG
hibriti ile arasinda ciddi, YGNS hibriti ile arasinda anlamli bir fark vardir (p<0,05).

Kok bogazi kalinligi bakimindan varyans analize gore genotipler arasinda anlaml
bir fark bulunamamastir.

Bitkinin yetistirme sartlari, sicaklik, dikim araligi, bakim kosullar1 kenevir
bitkisinde sap kalinligin1 etkileyen faktorler arasinda yer almaktadir. Sonbahar
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mevsiminde dikim yapilmasi, dikim araliginin sira {izeri 40 cm olmas1 gibi gevresel ve
uygulama farkliliklarindan kaynakli denemelerde, diger ¢alismalara gore sap kalinligi
bakimindan farklilik tespit edilmistir.

4.4. Bitki Uzunlugu ve Nod Arahg:

Bitkilerin boyu, kok bogazindan baslayarak en u¢ noktaya kadar ol¢iilmiistiir.
Genotipler arasinda bitki boyu en uzun olan 78,77 cm ile YGNS hibriti, en kisa olani ise
71,58 cm ile YG genotipi olmustur (Cizelge 4.5.). Ortalama nod araligi bakimindan
genotipler ve hibritler karsilastirildiginda ise NS genotipi 10,7 ile en uzun nod araligina
sahipken, YG 6,35 ile en kisa nod araligina sahip olan genotip olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. Kenevir genotiplerin ve hibritlerin bitki boyu ortalamasi (cm) ve nod aralig
ortalamasi (cm)

Genotip Bitki boyu Bitki boyu | Nod arahg (cm) | Nod arahg:
(cm) SD sD
NS 74,52 +19,526 10,7 +2,309
YG 71,58 +20,385 6,35 +2,292
NSYG 76,48 +20,048 9,19 +2,366
YGNS 78,77 +16,195 7,38 +1,915

Cizelge 4.6. Genotiplerin ve hibritlere ait bitki boyu uzunluklarina iligkin varyans analizi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F degeri
Kaynaklari Derecesi Toplamm ortalamasi
Genotip 3 788,876 262,959 0,811
Tekerriir 2 4956,161 2478,080 7,639
Hata 6 70070,460 324,400
Genel 12

*: %5 diizeyinde, " %1 diizeyinde 6nemlidir.

Genotipler arasinda varyans analiz sonuglar1 (Cizelge 4.6.) bitki boyu ortalamalari
karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Fakat tekerriir aras1 anlaml

37



BULGULAR VE TARTISMA E. GULMEZ

bir fark vardir (p<0,05), bu da tekerriirler arasinda g¢evresel faktorlerden kaynakli

bunlardan biri yeterince gilines 15181 almamaktan kaynakli bitki boylarinda farklilik
oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.2. Araziden sokiilen genotiplerden 6rnekler; A) NS, B) YG, C) YG x NS hibriti,
D) NS x YG hibriti

Cizelge 4.7. Genotiplerin ve hibritlere ait nod araligina iligskin varyans analizi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler

F degeri
Kaynaklan Derecesi Toplam ortalamasi
Genotip 3 335,486 111,829 31,125
Tekerriir 2 264,441 132,220 36,800
Hata 6 776,069 3,593
Genel 12

*: %5 diizeyinde, : %1 diizeyinde 6nemlidir.

Varyans analizi sonucu (Cizelge 4.7.) genotipler arasinda nod ortalamalari
bakimindan ¢ok 6nemli bir fark vardir. Tekerriirler arasinda 6nemli bir fark oldugu
goriilmektedir (p<0,01). Tespit edilen farklilik bitki boylarindan kaynaklanmaktadir.
Uzun bitki boyuna sahip olanin nodlar aras1 mesafesi biiyiimektedir. LSD sonucu, YG ile
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YGNS genotipi arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05). Onun disinda
genotiplerin birbirleriyle 6nemli bir derecede bir farklilik vardir (p<0,01).

Kenevir bitkisinde bitki uzunlugunu iyi bakim kosullar1, ekim tarihi, ekim sikligi,
cevresel faktorler etkilemektedir. Yapilan caligmalarda da gorildiigi gibi genotip
farklilikta bitki boyuna etkisi olmaktadir. Tez calismasi kapsaminda tespit edilen

farkliliklar ¢evresel faktorler ve ekim tarihinden kaynaklanmaktadir.

4.5. Biyokiitle ve Cicek Demeti Agirhg

Bitki basina biyokiitlesi bakimindan en yiiksek verimi YG (182,8 g) genotipinden
elde edilmis olup en diisiik deger ise NS (117,2g) genotipi olmustur (Cizelge 4.8.). Cigek
demeti agirlig1 bakimindan bir bitki basina diisen ortalama agirligin en yiiksek verim YG

(132,2 g), en diisiik verim ise NS (36,4 g) olarak bulunmustur.

Cizelge 4.8. Genotiplerin, biyokiitle ve ¢icek demeti agirliginin ortalamasi

Genotip Biyokiitle Biyokiitle Cicek demeti Cicek
ortalamasi (g) | ortalamasi agirhg demeti
SD ortalamasi (g) agirhg
ortalamasi
SD
NS 117,2 +0,1641 36,4 +0,0266
YG 182,8 +0,0783 132,2 +0,0576
NSYG 133,8 +0,0888 98,2 +0,0638
YGNS 165,8 +0,0718 131,7 +0,0869
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Cizelge 4.9. Genotiplerin ve hibritlere ait biokiitleye iliskin varyans analizi

Varyasyon  Serbestlik Kareler Kareler F degeri
Kaynaklar Derecesi Toplam ortalamasi
Genotip 3 0,054 0,018 2,088
Tekerriir 2 0,078 0,039 4,485
Hata 6 1,146 0,009
Genel 12

“: %5 diizeyinde, " %1 diizeyinde énemlidir.

Genotiplerin varyans iliskisi sonucunda birbirleriyle anlami bir fark olmadigini
gostermektedir. Fakat tekerriirlerin biyokiitle bakimindan birbirleriyle arasinda farklilik
bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.9.). Tekerriirler arasindaki farkin bitki boyunda oldugu
gibi cevresel faktorlerden kaynakli oldugu sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.10. Genotip ve hibritlere ait ¢icek demeti agirligina iligskin varyans analizi

Varyasyon  Serbestlik Kareler Kareler F degeri
Kaynaklari Derecesi Toplam ortalamasi
Genotip 3 567,185 189,062 17,327
Tekerriir 2 17,208 8,604 0,789"
Hata 6 1440,298 10,911
Genel 12

“: %5 diizeyinde, " %1 diizeyinde énemlidir.

Cicek demeti agirliklar bakimindan genotipleri degerlendirildiginde genotiplerin
birbirleriyle arasinda 6nemli bir farklilik bulunmustur (p<0,01) (Cizelge 4.10.). LSD
sonucuna gore; YG ebeveyn genotipin, resiprokal hibritlerle arasinda anlamli bir fark
bulunmamustir (p>0,05). Bu sonucun diginda genotiplerin birbirleriyle demet ¢gicek yapisi
bakiminda anlamli fark bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.3. Genotiplerin iist kisimlarinda alinan ¢igek demeti 6rnekleri; A) YG, B) NS, C)
NS x YG hibriti, D) YG x NS hibriti.

Gergeklestirilen c¢alismada NS i¢in 293 kg/da verim alinirken, en yiksek
biyokiitleyi veren YG ise 457 kg/da verim elde edilmistir. Bitkilerin ekim siklig1 ve ekim
tarihlerinin biyokiitleyi etkileyecegi gibi, denemeler sirasinda biyokiitle i¢in 6rnek
alinirken toprak usttii kismi1 yani kok bogazinin iist tarafi tartilmistir. Bu da sonuglarin
farkli olmasinda en biiyiik sebeplerden birisidir.

4.6. Yan Dal Sayis1

Kenevir bitkisinde dallanma orani gesit ve tarimsal uygulamalara gore degisiklik
gosterir, ekim siklig1 bunu etkileyen faktorlerden biridir (Robert C Clarke ve Watson,
2007). Denemelerde bitki basina en yiiksek yan dal sayis1 YG (13,33) genotipinde elde
edilirken en diisiik yan dal sayis1 NS (8,29) genotipinde belirlenmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Genotiplerin bitki basina yan dal say1 ortalamasi (adet)

Genotip Yan dal sayisi (adet) SD
NS 8,29 +3,17
YG 13,33 +5,43

NSYG 8,34 +3,16
YGNS 12,21 +3,05
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Cizelge 4.12. Genotip ve hibritlere ait bitki bagina yan dal sayisina iligkin varyans analizi

Varyasyon  Serbestlik Kareler Kareler F degeri
Kaynaklan Derecesi Toplam ortalamasi
Genotip 3 567,185 189,062 17,327
Tekerriir 2 17,208 8,604 0,789
Hata 6 1440,298 10,911
Genel 12

“: %5 diizeyinde, " %1 diizeyinde énemlidir.

Genotipler arasinda bitki basina yan dal sayisinda énemli bir fark bulunmustur
(p<0,01) (Cizelge 4.12.). LSD sonucuna goére; NS genotipinin NSYG hibritiyle arasinda
anlaml1 derece fark bulunamamistir, YG ebeveyn genotipinin YGNS hibritiyle arasinda
anlamli derece fark bulunamamistir (p>0,05). Bu iki sonu¢ disinda genotiplerin
birbirleriyle bitki bagina yan dal sayisinda 6nemli bir fark bulunmustur (p<0,01).

Yapilan calismada NS ¢esidinin yan dal sayis1 i¢in daha dnceki ¢aligmalara yakin
sonuglar elde edilmistir. Genotip farklilig1 yan dal sayisini etkilemektedir.

4.7. Bin Tohum Agirhg:

Kenevir tohumu iilkemizde 06zellikle Anadolu boélgesinde cerezlik olarak
tiketilmektedir. Kenevir tohumu; %30-35 yag, %22-23 protein ve 21 oraninda
karbonhidrat bulundurur (Grassi ve McPartland, 2017). Bin tane agirliklar
incelendiginde; en az agirlik 13,46 gram ile YG, en yiiksek agirlik ile 16,09 gram ile
NSYG hibritine ait oldugu bulunmustur (Cizelge 4.13.).

Cizelge 4.13. Bin tohum agirliginin ortalamasi

Genotip Bin Tohum Agirh@inin SD
Ortalamasi (Q)

NS 14,95 +0,864
YG 13,46 +0,612
NSYG 16,09 +0,326
YGNS 14,65 +2,047
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Cizelge 4.14. Genotip ve hibritlere ait bin tohum agirliginin ortalamasina iligkin varyans
analizi

Varyasyon  Serbestlik Kareler Kareler F degeri
Kaynaklan Derecesi Toplam ortalamasi
Genotip 3 34,146 11,382 7,832"
Tekerriir 2 1,151 0,575 0,396
Hata 6 40,689 1,453
Genel 12

*: %5 diizeyinde, *: %1 diizeyinde 6nemlidir.

Bin tohum agirliginin ortalamasina bakiminda genotipleri degerlendirildiginde
genotiplerin birbirleriyle 6nemli bir fark vardir (p<0,01). LSD testi sonucunda; NS
genotip sadece YG genotipinden bin tohum agirligi bakimindan anlamli fark bulunmustur
(p<0,05). YG ise YGNS hibritiyle arasinda bin tohum agirlig1 bakimindan anlamli farkli
bulunamamistir fakat diger iki genotip ile aralarinda anlamli fark vardir (p<0,05). YGNS
hibriti sadece NSYG hibriti ile bin tohum agirligi 6nemli fark bulunmustur (p<0,01).

B)

A)

Sekil 4.4. Genotiplerin tohumlari; A) NS, B) YG, C) NS x YG hibriti, YG x NS hibriti.

Bin tohum agirhigr icin elde edilen sonuglar Aksoy (2021) calismasindaki
sonuglarla paralellik gostermektedir. Bin tane agirliginin ¢evre sartlarinin etkilendigi gibi
genotip olarak da farklilik géstermektedir (Schultz ve ark., 2020).
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4.8. CBD Miktar1 ve % THC/CBD Orani

Denemeler kapsamindaki genotiplerin igermis oldugu CBD miktar1 (ppm)
bakimindan en zengin olan genotip YG (22330,83 ppm), en diisiik ise NS (4398,13 ppm)
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.15). Kannabinoid kalitesi bakimindan yani kenevir
kemotip yapisini belirmek igin incelenen % THC/CBD orani en yiiksek NS (%0,031) iken,
en diisiik NSYG (%0,011) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. Genotiplerimizin ortalama CBD miktar1 (ppm) ve % THC/CBD oran1

Genotip CBD Miktar1 CBD % THC/CBD %
(ppm) miktari SD THC/CBD
SD
NS 4398,13 +3393,37 0,0310 +0,00209
YG 22330,83 +5364,75 0,0128 +0,01527
NSYG 11836,92 +4589,74 0,0111 +0,00777
YGNS 15501,05 +8361,04 0,0150 +0,01069

Cizelge 4.16. Genotip ve hibritlere ait kannabidiol miktar1 (ppm) ortalamasina iliskin
varyans analizi

Varyasyon Serbestlik ~ Kareler Toplami Kareler F degeri
Kaynaklan Derecesi ortalamasi
Genotip 3 2237705453,394  745901817,798  18,548™
Tekerriir 2 28159777,612 14079888,806 0,350
Hata 6 5026804851,485 40214438,812
Genel 12

*: %5 diizeyinde, " %1 diizeyinde 6nemlidir.

Genotiplerin kannabidiol miktar1 (ppm) arasinda onemli bir fark bulunmustur
(p<0,01) (Cizelge 4.16.). LSD test sonucuna gore, genotipler birbirleriyle CBD miktari
bakimindan anlamli fark bulunmustur (p<0,05).

Cizelge 4.17. Genotip ve hibritlere ait % THC/CBD ortalamasina iliskin varyans analizi
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Varyasyon  Serbestlik Kareler Kareler F degeri
Kaynaklarn ~ Derecesi Toplam ortalamasi
Genotip 3 0,001 0,000 3,656
Tekerrtir 2 0,000 0,000 1,019
Hata 6 0,007 9,882E-5
Genel 12

“: %5 diizeyinde, : %1 diizeyinde énemlidir.

%THC/CBD bakimindan genotipleri degerlendirildiginde, genotiplerin
birbirleriyle arasinda fark bulunmustur (p<0,05) (4.17). LSD testi sonucunda, NS
genotipinin; YG ile arasinda % THC/CBD bakimindan arasinda fark (p<0,05), resiprokal
hibritler i¢in 6nemli fark bulunmustur (p<0,01). YG genotipinin, resiprokal hibritler i¢in
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir (p>0,05). Resiprokal melezler kendi
aralarinda % THC/CBD oran1 bakimindan istatiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilememistir (p>0,05).

Farkli konsantrasyonlarda kannabinoid igeren standartlara ve kenevir
orneklerinden elde edilen 6rnek bir HPLC kromatogramlart Sekil 4.5.’te sunulmaktadir.
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DAD1 A, Sig=210.4 Ref=360,100 (HPLCAENES TEZ SON § 2021-08-02 15-28-06\STD MIX 10 PPM.D)
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Sekil 4.5. Kannabinoid kromatogramlari; A) Farkli konsantrasyonlarda kannabinoid
iceren standartlara ait kromatogramlar B) Kenevir 6rneklerinden elde edilen 6rnek bir
HPLC kromatogrami

Gergeklestirilen ¢calismada daha 6nceki ¢calismalardaki NS i¢in % THC/CBD orani
arasinda farkli sonuca ulasilmasinin sebebi kannabinoid miktarini tanimlama cihazlarinin
farkliligindan kaynaklanmaktadir. HPLC kannabinoidlerin asidik ve notr formlarim
ayrimi kolaylikla yapilirken, GC tekniginde enjeksiyon portundaki yiiksek sicaklik
nedeniyle kannabinoidler dekarboksile olabilmekte, bu da asidik ve nétr formlarini
ayrimini gii¢lestirmektedir (Bouali, 2021).
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5.  SONUCLAR

Ilag sanayisi icin giin gectikge daha degerli hale gelen kenevir dioik tek yillik bir
bitkidir. Lifleri, tohumu ve 6zellikle i¢inde bulundurdugu kannabinoidler nedeniyle son
zamanlarda bu konuda yapilan akademik ¢alismalarin sayis1 ve niteligi hizla artmaktadir.
Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda yerli bir genotip olan NS ile YG genotipinin
resiprokal melezlenmesi sonucunda hibritlerdeki yiiksek CBD bakimindan hibrit
potansiyeli degerlendirilmistir. Bu c¢alisma Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi
arastirma alaninda kontrollii sera denemesi olarak yiiriitiillmiis ve asagida belirtilen
sonuclara ulagilmistir:

Ebeveyn ve resiprokal melezlerin fideleri sasirttiktan sonra ilk ¢igek goriilme
zamani incelendiginde, en erkenci olan 17 giin ile NS genotipi olmustur. En geg ilk ¢igek
goriilmesi ise 33 giin ile YGNS hibritinde olmustur. NS genotipinde her iki resiprokal
melezler i¢in ilk ¢igcek goriilme zamani farklidir. YGNS hibriti iki ebeveynden de ilk ¢igek
belirgin zamani igin farklidir. NSYG hibriti ise, YG ebeveyn i¢in ilk ¢igek belirginlik
zamani i¢in bir fark bulunamamistir. Resiprokal melezler kendi aralarinda ilk ¢igek
belirginligi i¢in zaman farki oldugu tespit edilmistir. Cinsiyet belirleme i¢in kullanilan
primer denememizde yer alan genotiplerimizde sonbahar zamaninda fenotipik gozlemle
uyumlu sonuglar ortaya ¢ikarmigtir. Denemelerde kullanilan genotipler i¢in kullanilan
primer sonbahar zamaninda kullanilabilir.

Kok bogazi ortalamasi (mm) bakimindan, en genis olan genotip 10,244,623 mm
ile NS iken, en ince olan ise YG olarak tespit edilmistir. Kok bogazi bakimindan varyans
analizi sonucunda genotipler arasinda bir fark bulunamamistir. Genotiplerin goévde
kalinlig1 (mm) i¢in dlglimlerinde; en biiyiik 6lglim ortalamasi NSYG (4,6+1,199 mm)
olurken, en kiigiik 6lgim ortalamasi YG (3,5+£0,553 mm) oldugu elde edilmistir. Gévde
kalinhigi, liflik kenevir yetistiricileri igin 6nemli bir kriterdir. Ince gdvde kalmhig
makinal1 hasatta kolaylik saglarken ve lif kalitesini artirmaktadir.

Lif elde edilecek bitkiler icin govde kalinligi ince ve uzun olmas: lif kalitesi
bakimindan iyi bir &zelliktir. Calisma kapsamindaki genotiplerin boylar1 bakimidan
karsilagtirildiginda en kisa olanin YG oldugu, en uzunun ise YGNS (78,77+16,195 cm)
elde edilmistir. Varyans analizi sonucunda genotipler arasinda anlamli bir deger
bulunamamistir. Nod aralig1 bakimindan, en kisa YG (6,39+2,292 cm) olurken, en uzun
NS (10,7 £2,309 cm) olarak tespit edilmistir. Nod araliginin kisalmasi ekim sartlar1 ve
genetik altyapiya bagli olarak degismektedir. Kannabinoid i¢in yetistiricilik yapanlar kisa
nod araliginda daha fazla dal say1 isteyerek ¢icek demeti kiitlesinin artmasi
istemektedirler.

Genotipler arasinda biokiitle bakimindan varyans analizi sonucunda anlamli bir
sonug¢ bulunmamustir. En fazla biyokiitle verimi YG (182,8 +0,0783 g) verirken, en az ise
117,2 +0,1641 g degeri ile NS genotipinde bulunmustur. Kannabinoid yetistiriciligi igin
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onemli faktorlerden biri olan ¢igek demeti agirligi, en yiiksek YG (132,22 + 0,0576 Q),
en disik ise NS (36,4 £ 0,0266 g) genotipinden elde edilmistir. Varyans analizi
sonucunda resiprokal hibritlerin ¢icek demeti agirligi bakimindan YG ebeveyn
genotipinden istatiksel olarak bir farklarinin olmadigi tespit edilmistir. Dal sayisi
bakimindan en ¢ok bitki basina ortalama dal sayis1 olan genotip YG olurken, en az ise NS
cesidi olmustur. Resiprokal hibritlerde, dal sayis1 bakimindan hibritin annesiyle arasinda
bir fark olmadigi tespit edilmistir. Yan dal sayis1 ve bitki boyu kenevirin ekim sikligina
bagl olarak degismektedir.

Bin tohum agirlig1 agisindan NSYG hibriti 16,09 + 0,326 g ile ne agir iken, YG
genotipi 13,46 + 0,612 g ile en hafif oldugu tespit edilmistir. Resiprokal melezler arasinda
bin tohum agirlig1 bakimindan fark vardir. NSYG hibriti ebeveyn genotiplerle arasinda
bin tane tohumu i¢in 6nemli derece fark vardir fakat YGNS hibritinin ebeveynlerden
anlamli fark: yoktur.

Kannabidiol miktari, QTL genlerle kontrol edildigi i¢in genetik alt yap1 ve gevre
onemli rol oynamaktadir. Genotiplerin kannabidiol miktarlarinin ortalamasi1 bakimindan
birbirleriyle farklidir. Fakat YGNS hibritinde, anne ebeveyni ve en yiiksek ortalamaya
sahip olan YG (22330,83 +5364,75 ppm)’den daha yiiksek kannabidiol miktarina sahip
bitkiler tespit edilmistir. Kenevirde kannabinoid kalitesi (kemotip), ¢cevre kosullarinda
oldukca az etkilenir. Resiprokal melezlerin kannabinoid kaliteleri ortalamalari; NS
ebeveyn ile anlamli bir fark varken, YG ebeveyn ile aralarinda anlamli bir fark
bulunamamustir. Hibritlerin kendi aralarinda kannabinoid kaliteleri agisindan anlamli bir
fark bulunamamustir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda iiretilen verilerin, 6zellikle eczacilik sektoriinde
popliler hale gelen CBD’lin 1slah ¢alismalar1 agisindan akademik ve endiistriyel
diizeydeki ¢aligmalara katkilar saglamasi beklenmektedir.
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