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OZET

Global olarak yiiksek tohum ve lif verimine sahip olan oldukg¢a énemli olan endiistriyel
kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisi bu c¢alismada kullanilmistir. In vitro kosullarda
¢imlenmesi, biiylimesi, biyokimyasal ve molekiiler varyasyonu etkilerin arastiriimasi
hedeflenmistir. Bitki materyali olarak bir adet Narlisaray popiilasyonu ve bir adet Narli
¢esidi tohumlart kullanilmistir. Yiizey sterilizasyonu igin %70’lik EtOH ve %0.1 HgCl.
kullanilarak iki asamali bir protokol gelistirilmistir. Ardindan tohumlar, 48 saat boyunca
%2’lik H202 h/h ile muamele edilmistir. Daha sonra tohumlar1 farkli konsantrasyon ve tip
nanopartikiil iceren igeren MS ortama kiiltiire alinmistir. 17 gilinliik in vitro kiiltiir sonunda
fizyolojik parametreler; ¢cimlenme (%), slirglin uzunlugu (cm), kék uzunlugu (cm), ve
stirgiinlerin yas agirhigi (mg) belirlenmistir. Benzer sekilde, farkli tip NP ve bunlarin
konsantrasyonlarinin in vitro kosullar altinda gelisen kenevir bitkilerinin biiyiime tizerindeki
etkilerini kontrol etmek i¢in klorofil a ve b, toplam karotenoidler ve MDA igerikleri gibi
biyokimyasal parametreler de incelenmistir. Bununla birlikte, iPBS-retrotranspozon
primerleri kullanilarak genetik varyasyonlari de incelenmistir. Ag NP'lerin ¢imlenme
tizerinde olumsuz etkileri izlenirken, TiO2 NP kontrol ile hemen hemen benzer ¢imlenme
etkileri gostermis olup, kiyasla kok uzunlugu bakimindan her iki tip NP'den olumsuz etkileri
incelenmistir. Her iki tip NP takviyesi de kontrole kiyasla daha yiiksek yas agirlik ile daha
uzun siirgiinlerin olusumuna sebep olmuslardir. /n vitro kosullarda yetistirilen bitkilerin
biyokimyasal analizine iligkin sonuglarda aralarinda 6nemsiz farkliligi bulunurken kontrol
muameleler deki bitkilerine kiyasla her iki tipi NP'nin arasinda 6nemli derecede farkli etki
izlenmigtir. Tliim retrotransposan primerler ile kenevir klonlar1 arasinda polimorfizm
izlenmis olup, genetik varyasyonlarin varlig1 tespit edilmistir.
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ABSTRACT

Industrial hemp (Cannabis sativa L.) was used in this study, which is globally very important
due to its high seed and fiber yield. The study aimed to investigate the factors affecting plant
germination, growth, biochemical and molecular variation under in vitro conditions. The
seeds of Narlisaray hemp population and Narli hemp line were uses as plant material. A two-
step protocol was used for surface sterilization using 70% EtOH and 0.1% HgCl,. Thereafter,
the seeds were treated with 2% H,O> v/v for 48 hours and the seeds were cultured on MS
medium containing different types of nanoparticle and concentrations. At the end of 17-day
in vitro culture, physiological parameters; germination (%), shoot length (cm), root length
(cm), and shoot fresh weight (mg) were determined. Similarly, biochemical parameters such
as chlorophyll a, chlorophyll b, total carotenoids and MDA contents were also recorded. The
effects of genetic variation using iPBS-retrotransposon primers was also studied. Ag NPs
had a negative effect on germination, TiO, NP gave almost identical germination (%) in
comparison to the control. Root length also showed negative effect of both types of NPs
compared to the control. Both NP supplements yielded longer shoots with a higher fresh
weight compared to the control. The results for biochemical analysis of plants grown under
in vitro conditions were non significant, but a variable effect of both NPs was demonstrated
compared to control treatments. All primers showed polymorphism among the cannabis
clones and confirmed the presence of genetic variations.
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1. GIRIS

Cannabaceae (Kendirgiller), familyasi ¢igekli bitkiler sinifindan kiigiik bir bitki familyasidir.
Familya, yaklasik olarak 11 cinste gruplandirilmis 170 tiir icermektedir. Celtis (Citlembik)
cinsi yaklagik 100 tiir icermektedir ve familyadaki agik ara en biiyiikk cins olarak
nitelendirilmektedir. Cannabaceae, taksonomik siniflandirmada Rosales takiminda yer
almaktadir. Familyanin iiyeleri, ta¢ yapraklar1 olmayan ¢icekleri ve kuru, tek tohumlu
meyveleri olan dik veya tirmanabilen bitkilerdir. Kenevir (Cannabis) ve serbetgiotu
(Humulus) ekonomik agidan en 6nemli tiirler olarak bilinmektedir. Ortak bir evrimsel kdken
disinda, familyanin iiyelerinin ¢ok az ortak 6zelligi vardir; bazilar1 aga¢ yapisindadir (r.

Celtis), digerleri otsu bitkilerdir (6r. Cannabis) (Anonim, 2021a).

FAO (Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii) verilerine gére 2020 yilinda kenevirin,
diinya capinda 10 552 ha’lik bir alanda yetistiriciligi yapilmis ve toplam iiretim 5449 ton
olmustur. 2020 yil1 kenevir liretimi bakimindan {ilkeler siralandiginda, birinci sirada Rusya
Federasyonu (3128 ton), ikinci sirada Sili (1515 ton) ve {i¢iincii sirada Ukrayna (596 ton)
yer almaktadir. (FAOSTAT, 2021). Tiirkiye’nin kenevir ekim alani, iiretim ve tohum verimi
2020 yilinda sirastyla 4 252 da, 273 ton ve 64 kg/da’dir (TUIK, 2021). Kenevir, hem
farmasoétik (tibbi) hem de lif amaclh kullanilan tek yillik, dikotiledonlu, ¢igekli, genis bir
adaptasyon yetenegine sahip, tropik iklimlerden Alplere kadar diinyanin hemen hemen her
yerinde yetistiriciligi yapilabilen oldukg¢a faydali bir endiistriyel bitkidir (Pertwee, 2014).
Tohum yag1, sarhos edici regine, ilag ve tekstil lifi icin en eski bitki kaynaklarindan biridir
(Zuardi, 2006). Arkeolojik kanitlar, kenevir yetistiriciliginin, ilk olarak Cin'de lif iiriinii
amacl ortaya ¢iktigini ve 16. yiizyilin baslarinda Orta Dogu, Avrupa ve Giiney Amerika'ya
yayildigim1 gostermektedir (Nelson, 1996). Bu tiir, binlerce yildir insanlar tarafindan

yayildig1 ve degistirildigi i¢in orijinal cografi dagilimini kesin olarak belirlemek zordur.

Cannabis, Tetrahidrokannabinol (THC) konsantrasyonu >%0,5 ve cannabidiol (CBD)
konsantrasyonu <% 0,5 ise fenotip I (ilag tipi); ana kannabinoid olarak CBD ile, THC de
cesitli konsantrasyonlarda bulunur ise fenotip II (orta tip); ve 6zellikle diisiik THC igerigine
sahip fenotip III (lif tipi veya kenevir) olarak {i¢ ana biyotipe ayrilmaktadir (Chandra, Lata,
Khan ve EISohly, 2017).



(a) (b)

Resim 1.1. Cannabis sativa bitki tipleri (a) ilag ve, (b) lif tipi bitkileri (Chandra ve digerleri,
2017)

Global olarak, yiiksek THC (ilag tipi, psikoaktif) ve diisiik THC (lif tipi, endiistriyel kenevir)
kenevir tiirleri son yillarda tibbi, gida ve diger ¢esitli tiilketim pazarlarinda biiytik ilgi

gormektedir.

Kenevir bitkisinin yetistiriciligi ve kiiltiirli, tropik ve iliman bolgelerde yapilmaktadir.
Kenevir, sicaklik, giin uzunlugu gibi degisen c¢evre sartlarma hassas bir bitki olarak
bilinmektedir ve bu ¢evre sartlarina farkli tepkiler verip farkli biiylime sekilleri gosterir
(Aytag, Arslanoglu ve Ayan, 2018). Buna o6rnek olarak, sik yetistiriciligi yapilan
kenevirlerde THC oran1 diisiik kalirken giin 15181m1 daha ¢ok alan, seyrek yetistirilen
kenevirden daha yiiksek oranda THC alinabilmesi bilinmektedir. Kenevir, kazik kok
yapisina sahip bir bitkidir ve kok sistemi gelismistir. Kenevir saplari ise sert, otsu bir yapiya
sahip olup ceside ve yetistigi kosullara bagli olarak boyu 1- 6 metre arasinda
degisebilmektedir. Erkek kenevir bitkilerinde boy, disi bitkilere gére daha uzundur. Kenevir
bitkisinde disi ve erkek ¢igekler farkli bitkilerde bulunmaktadir, bu nedenle kenevir, dioik
(iki evcikli) bir bitkidir. Erkek bitkilerde, yaprak koltuklarinda, sari-yesil goriintimlii erkek
ciceklerden olusan seyrek yapili ¢icek salkimlari; disi bitkilerde ise yaprak koltuklarinda
yesil renkte disi gigceklerden olusan sik yapida gigek demetleri bulunmaktadir. Disi bitkilerin
lif verimi daha yiiksektir ve sap kalinlig1 erkek bitkilere gore daha fazladir. Erkek bitkilerde



ise, lif verimi daha diisiik olmakla birlikte lif kalitesi disi kenevirlere gore daha yiiksektir.
Disi bitkilerde yapraklar, daha yogun olarak bulunurken; erkek bitkilerde daha seyrek yapida
yapraklar goriilmektedir. Kenevir bitkisinin yapraklar: bir sap tizerinde, en uzunu ortada
olmak tizere, her iki yana dogru kisalan boylariyla, 3-11 dar yaprak¢igin ayni noktada ve
dipte birlesmesinden olusmaktadirlar. Yaprak¢iklarin kenarlar1 kabaca disli olup dar ve uzun

yapidadir (Anonim, 2021b).

Kenevir lifleri ve tohumlan tekstil, kagit yapimi, otomotiv, petrol, biyo-yakit, insaat ve
kozmetik gibi ¢esitli endiistriler i¢in 6nemli bir hammadde olarak kullanilmaktadir. (Alden,
Proops ve Gay, 1998; Salentijn, Zhang, Amaducci, Yang ve Trindade, 2015). Kenevir
bitkisi, tiimii oldukca yiiksek bir ekonomik degere sahip olan flavonoidler, alkaloidler,
fenolikler ve ligninler gibi sekonder metabolitlerin sentezi i¢in gercek bir kaynaktir (Flores-
Sanchez ve Verpoorte, 2008a). Kenevir iiriiniine olan talep, endiistriyel kenevirden elde
edilen psikoaktif olmayan kanabinoidler i¢in milyarlarca dolarlik bir sektor de dahil olmak
iizere tiim diinyada genisleyen bir oranda artmaktadir (Monthony, Page, Hesami ve Jones,
2021). Bununla birlikte, iiretim, endiistrinin talebini karsilayacak kadar iyi degildir.
Tiirkiye’de 2016’da resmi gazetede yayinlanan teblig ile birlikte; Zonguldak, Yozgat, Tokat,
Sinop, Samsun, Rize, Usak, Ordu, Malatya, Kiitahya, Kayseri, Kastamonu, Karabiik, izmir,
Corum, Burdur, Bartin, Antalya ve Amasya’da kenevir yetistiriciligi serbest hale gelmistir.
Bununla birlikte, Sivas Valiligi'nin 06.01.2021 tarih ve E-27 145502-160.99-3718439 say1li
yaziya gore Sivas ilinde kenevir yetistiriciligi yapmak i¢in izin alinmistir. Ayrica, bilimsel
arastirma amaciyla belirlenen bolgeler disinda, ana veya tali bitki olarak kenevir
yetistiriciligi i¢in Tarim ve Orman Bakanligi’nca izin alinabilmektedir. Tirkiye’de tescilli
ve iretim izinli kenevir ¢esidi bulunmazken, kenevir endiistrisinin giderek zayiflamasi
nedeniyle ekim alanlar1 da hizla azalmaktadir. Istenilen dzelliklere sahip yeni elit gesitlerin
gelistirilmesi ile birlikte ekili alanin arttirilmasina ihtiyac¢ vardir. Bu amaca klasik 1slahla
veya bitki doku kiiltiirii gibi modern biyoteknolojik tekniklerle ulasilabilir. Bitki doku
kiiltiirti, daha 1yi gida, yakat, lif ve yem gibi niteliklere sahip iiriinlerin gelistirilmesine olanak
saglayan dnemli bir biyoteknoloji teknigidir (Chandran, Meena, Barupal ve Sharma, 2020).
Aseptik kosullar altinda hazirlanan yapay bir besin ortaminda (kat1 veya sivi), cesitli bitki
eksplantlari, bitkinin meristematik hiicreleri, kallus hiicreleri, apikal meristem, kokler gibi
cesitli bitki boliimlerinden yeni bitki, doku veya metabolitler tiretilmesi bitki doku kiiltiirii

olarak adlandiriimaktadir (Babaoglu, Giirel ve Ozcan, 2001).



Kenevir, binlerce yildir tibbi ve eglence amacgli olarak kullanilmaktadir, ancak son
zamanlarda igerigindeki bilesiklerin yalnizca bir kismi belirlenebilmistir. Kenevir, timii
ticari degeri olan alkaloidler, flavonoidler, ligninler ve fenolikler gibi sekonder
metabolitlerin tiretimi i¢in miikemmel bir bitki olarak bilinmektedir. (Flores-Sanchez ve
Verpoorte, 2008a). Bugiine kadar, kenevirin 100'den fazla fitokannabinoid igeren 550'den
fazla farkli kimyasal bilesik i¢erdigi bulunmustur (Rock ve Parker, 2021). Bitkinin temel
metabolizmas1 yag asitleri, amino asitler ve steroidlerden olusurken, ikincil metabolizma
kanabinoidler, terpenler, flavonoidler, stilbenoidler ve alkaloidlerden olusur. Birbirine bagh
birkag¢ faktor, bu kimyasallarin miktarin1 ve oranini kontrol etmektedir. Bireysel bilesen
konsantrasyonlar1 biiylik dlgiide bitki genotipi ile degil, ayni1 zamanda fizyolojik durum ve
biiyiime kosullar1 ile de belirlenmektedir (Flores-Sanchez ve Verpoorte, 2008b).
Kanabinoidler en ¢ok konusulan ve tartisilan kenevir metabolitleridir (Tremlova ve digerleri,

2021).

Nanoteknoloji, iireme bilimi ve teknolojisi, gida ve tarimsal atiklarin enerjiye
doniistiiriilmesi, bitiklerde enzimatik nano-biyo-isleme icin ¢esitli nanositlerin kullanimi ve
hastaliklarin 6nlenmesi gibi tarimsal arastirmalarin gelisimini destekleyerek ilerlemesini
saglamaktadir ayrica nano cihazlarin ve nano malzemelerin gelistirilmesi, bitki
biyoteknolojisi ve tarimda yeni uygulamalarin 6niinli agacaktir (Scrinis ve Lyons, 2007).
Nanopartikiilleri diger biiyiik materyallerden ayiran sey, sadece boyutlarinin énemi degil,
aynt zamanda nanopartikiillerin, enerji tiiketimi, Kimyasal reaktiviteleri ve biyolojik
hareketlilikleri agisindan da biliylilk maddelerden farkli bir yap1 sergilemektedir.
Nanokompozit ve metal nanoto gibi nanoparcaciklar barindiran nanopartikiiller

nanomalzemenin ana pargalaridir (Nair ve digerleri, 2010).

Glimiis nanopartikiiller (Ag NP'ler), gida tiretimi, ilag gelistirme, ¢esitli terapotik amaglar,
biyomolekiiler tespit, antibakteriyel maddeler ve tarimsal amaglar1 igeren biyolojik
uygulamalar i¢in en verimli nanopartikiillerden biri olarak kabul edilmektedir (Fahimirad,
Ajalloueian ve Ghorbanpour, 2019). Ag NP'ler, istiin fiziksel ozellikleri ve yiiksek
antibakteriyel yetenekleri ile iyi bilinmekte olup, ev dezenfektan maddeleri, tibbi
cihazlardan su aritma triinlerine kadar birgok ¢esitli alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ag NP'ler, hem gram negatif hem de gram pozitif bakteriler dahil olmak iizere genis
spektrumlu bakterilere kars1 etkili bir biyosit olarak bilinmektedir. Ag NP'ler paslanmaz

celik malzemelerin kaplanmasi, biyosensor olarak, discilik malzemeleri, giines koruyucu



losyonlar ve yanik tedavileri i¢in ilag, eczacilik ve kozmetik sektorlerinde kullanilabilir. Ag
NP'ler; nanofiberlere, ¢esitli kaplamalara, tekstillere, ilk yardim bandajlarina ve kendi
kendini temizleyen kumaslara iletken dolgu maddesi olarak eklendiklerinde antifungal,

antiviral ve antibakteriyel bir ajan olarak islev goriirler (Y1lmaz, 2020).

Yar iletken 6zellige sahip olan titanyum dioksit (TiOz2), pigmentler, optik filtreler, yansima
onleyici kaplamalar, kimyasal sensorler, katalizorler ve sterilizasyon malzemeleri gibi
bircok ¢esitli uygulama alani olan bir materyaldir. Bu genis uygulama alan1 temel olarak
TiO2’nin elektronik ve yapisal 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Bu malzemenin diger
onemli oOzellikleri ise yiiksek goriiniir spektrum gecirgenligi, yiiksek kirtlma indeksi,
kimyasal stabilite ve antimikrobiyal aktivite olarak bilinmektedir (Viana, Soares, Mohallem,
2010).

Tiirkiye’de kenevir; lif, sap ve tohum iiretimi gibi birgok farkli amag i¢in kullanilirken,
heniiz herhangi bir tescilli ¢cesidi bulunmamaktadir. Ayrica, bilimsel ¢calisma olarak THC’si
diisiik kenevir c¢esitlerinin gelistirilmesi, son zamanlarda oldukca énemli bir hedef haline
gelmistir. Bu kapsamda Tiirkiye’de farkli kuruluslar tarafindan desteklenen projeler
yuriitiilmektedir. Islah programlari arasinda, klasik 1slah yontemlerinin yani1 sira modern
biyoteknolojik yontemler kullanilarak daha kisa siirede bitki 1slahi1 yapilabilmektedir.
Tiirkiye’de kenevir bitkisinin in vitro ¢ogaltim ¢alismalar1 yok denecek kadar az oldugu i¢in
biyoteknoloji ve molekiiler biyoloji teknikleri ile elit g¢esitlerin in vitro rejenerasyon

optimizasyonu 6n plana ¢ikmaktadir.

Bu c¢alisma nanopartikiillerin, in vitro kosullarda kenevir bitkisi lizerindeki ¢imlenmesi,
biliylimesi, biyokimyasal ve molekiiler varyasyonu iizerindeki etkilerini arastirmak ig¢in
tasarlanmistir. Bugiine kadar kenevir bitkisinde nanopartikiillerin kullanimryla ilgili olduk¢a
az calisma bulunmaktadir. Calisma ayni zamanda, nanopartikiillerin bitki iizerindeki
bilinmeyen yonlerinin kesfedilmesine ve son zamanlarda arastirilmaya baslanan bu alana

kaynak saglamasina yardime1 olacaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Kenevir (Cannabis sativa L.), ¢ok eski tarihlerden itibaren insanoglu tarafindan kiiltiire
alindig1 bilinen, biiyiik, uzun ve kuvvetli lifleri ile birlikte ayn1 zamanda tohumu ig¢in
yetistirilen bir bitkidir (Aytag ve digerleri, 2018). Kenevir, Anadolu topraklarinda MO 700-
800°lii yillardan itibaren kullanilmaktadir ancak kenevir tarimmmn MO 1500 yilindan
itibaren Anadolu cografyasinda yapildig1 bilinmektedir (Gedik, Aving ve Yavas, 2010).
Pamuk bitkisinin tarimindan 6nce Anadolu’da yasayan insanlarin giyecek ve diger ¢esitli lif
gereksinimlerinin kenevir ve keten bitkisinden saglandigi bilinmektedir. Kenevir tarimi
Tiirkiye’de ¢ok eski tarihlere dayanmasina ragmen son yillarda tarimi olduk¢a azalmig
neredeyse yok olma noktasina gelmistir. Kenevir, olduk¢a degerli her yoniiyle
degerlendirilebilen bir bitki olarak bilinmektedir. Kenevir lifleri ¢ok dayaniklidir tekstil
endiistrisinin yani sira giinlimiizde yapt malzemelerinde ve otomotiv sanayisinde de
kendisine genis bir kullanim alani bulmaktadir. Ayn1 zamanda kémiir ve odun sikintisi
yasanan bolgelerde bitkinin lifleri alinmis odunsu kisimlar1 yakacak materyal olarak
kullanilabilmektedir (Aytag ve digerleri, 2018). Kenevir saplarinda yiiksek miktarda P ve K
bulunmasi nedeniyle de kiillerinin giibre olarak degeri yiiksektir (Turan, 2000). Kenevir
lifleri ve tohumlar tekstil, kagit yapimi, otomotiv, petrol, biyo-yakit, ingaat ve kozmetik gibi
birgok endiistri i¢in 6nemli bir hammadde kaynagidir (Alden ve digerleri, 1998; Salentijn ve
digerleri, 2015). Kenevir, timii ekonomik degere sahip olan flavonoidler, alkaloidler,
fenolikler ve ligninler gibi sekonder metabolitlerin sentezi i¢in dnemli bir kaynak olarak

bilinmektedir (Flores-Sanchez ve Verpoorte, 2008a).

Kenevir {irlinline olan talep, endiistriyel kenevirden elde edilen psikoaktif olmayan
kannabinoidler i¢in milyarlarca dolarlik bir sektér de dahil olmak iizere, tiim diinyada
genisleyen bir oranda artmaktadir (Monthony ve digerleri, 2021). Ancak iiretim, sektoriin
talebini karsilayacak diizeyde degildir. Istenilen o6zelliklere sahip yeni elit cesitlerin
gelistirilmesi ile birlikte ekili alanin arttirilmasina ihtiyag vardir. Diinya genelinde bitkilere
istenilen ozellikleri kazandirmak amaciyla hem geleneksel hem de modern biyoteknolojik
araclar kullanilarak elit ¢esitler gelistirilmektedir. Bu amaca klasik 1slah yoluyla veya bitki
doku kiiltiirii gibi modern biyoteknolojik tekniklerin yardimiyla ulasilabilir. Biyoteknolojik
yontemler arasinda 6n planda olan yontem in vitro ¢ogaltim olarak bilinmektedir. Bitki doku

kiiltiirti, daha 1yi gida, yakat, lif ve yem gibi niteliklere sahip iiriinlerin gelistirilmesine olanak



saglayan 6nemli bir biyoteknoloji teknigidir (Chandran ve digerleri, 2020). Kenevir bitkisine
bitki doku kiiltiirii gibi biyoteknolojik teknolojilerin uygulanmasi ve gelistirilmesi, tiretimi
artirma, hastaliga dayaniklilik, genetik manipiilasyon ve fonksiyonel genomik agisindan bazi
tiire 6zgii sinirlamalarin tistesinden gelinmesine yardimei olacaktir (Hesami ve Jones, 2021;

Hurgobin ve digerleri, 2021).

Bitki 1slah programinda, in vitro kiiltiir teknikleri uygulamalarinda bitki rejenerasyonu
onemli bir adimdir. Kenevir bitkisinde yapilan in vitro rejenerasyon ¢alismalarinda farkl
eksplantlar kullanilmistir. Apikal ve aksiller meristemleri (Lata, Chandra, Khan ve EISohly
20164, b), geng yapraklar (Lata, Chandra, Khan ve ElSohly, 2010) ve kotiledon (Chaohua
ve digerleri, 2016) eksplantlarindan yiiksek oranda in vitro bitki rejenerasyonu elde
edilirken, bazi ¢calismalarda ise farkli eksplantlardan in vitro rejenerasyonu elde edilemedigi
veya elde etmenin zor oldugu rapor edilmistir. Bu da bitkinin inatg1 (rekalsitrant) oldugunu
gostermektedir. Kenevir bitkisinde hem in vitro rejenerasyonu hem de ploidi seviyesi igin
birka¢ calisma bulunmaktadir. Galan-Avila, Garcia Fortea, Prohens ve Herraiz (2020)
tarafindan yapilan ¢alismada, kisa ve notr kenevir bitkilerinden elde edilen farkli eksplantlar
(yaprak, kotiledon ve hipokotil) farkli hormon igeren ortamda kiiltiire alinmistir. Hipokotil
eksplantlar1 hormon igermeyen ortamda %61,54 siirgiin rejenerasyon yiizdesi ve %17,94
koklendirilmis bitkicikler elde edilmistir. Ayrica, yapilan ¢calismada tiim ¢esitlerin hipokotil
ve kotiledonlar eksplantlarda polisomati saptanirken, diploid (>% 80) ve mixoploid (diploid
ve tetraploid hiicrelerle) bitkiler rapor edilmistir. Benzer sekilde kenevir bitkisinde in vitro
cogaltim ile elde edilen siirgiinlerde genetik stabilitesi Lata ve digerleri (2016a) tarafindan

da rapor edilmistir.

Kenevir bitkisi bir¢ok farkli endiistriyel alanda kullanimi olan bir bitkidir. Kenevirin dioik
ve yabanci dollenen bir bitki olmasi nedeniyle 1slah ¢alismalarinda birgok farkli sorun ile
karsilasilmaktadir. Bu nedenle ana ve baba birey olarak kullanilacak genotiplerin klonal
yontemler ile c¢ogaltilmasi olduk¢a Onem kazanmaktadir. Klonal c¢ogaltim igin,
biyoteknolojik yontemlerden biri olan mikrogogaltim uygulamasi hem hizli hem de oldukga
basarili sonuglar vermektedir. Kisa bir siire igerisinde, ayn1 6zelliklere sahip bir¢ok bitki
iretimi yapilabilmektedir (Yaman, 2020). Luwanska ve Wielgus (2009), anter kiiltiiri
caligmalarinda, bazi kenevir cesitlerinde kallus iiretimi gergeklesirken, bazilarinda
gbzlenmedigini bildirmislerdir. Wang ve digerleri (2009), yaptiklar1 ¢alismada kenevir

stirgiin uclarindan yeni bitkiler elde etmek i¢in etkili bir in vitro ¢ogaltma protokolii



standardize etmislerdir. 0,2 mg/L TDZ ve 0,1 mg/L NAA igeren MS ortaminda maksimum
tomurcuk orani siirgiin ucu basina 3,22 idi. Cogalan tomurcuklar, 0,1 mg/L. IBA ve 0,05
mg/L NAA ile takviye edilmis MS ortaminda bitkiler basarili bir sekilde %85’
koklendirilmistir. Galan-Avila ve digerleri (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, kisa ve notr
kenevir bitkilerinden elde edilen farkli eksplantlar (yaprak, kotiledon ve hipokotil) farkli
hormon igeren ortamlarda kiiltiire alinmistir. Hipokotil eksplantlar1 hormon igermeyen
ortamda %61,54 siirgiin rejenerasyon yiizdesi ve %17,94 koklendirilmis bitkicikler elde

edilmistir.

Yetistirmede kullanilan dikim materyallerinden biri olan doku kiiltiirli klonlari, hastaliksiz
ve tibbi kenevir liretiminin yani sira ¢esitli genetik gelistirme yontemlerinin kesfedilmesi ve
uygulanmasi gibi bir¢ok fayda sunmaktadir. Arastirma veya ticari gogaltim amacli, verimli
bitki doku kiiltiirii protokoliiniin olusturulmasi yeni Ozelliklere sahip yeni ¢esitlerin
gelistirilmesi i¢in kenevir 1slahi ile birlikte kullanilma potansiyeline sahiptir. Bunun yan
sira bitki doku kiiltiirli, bitkilerin ¢imlenmesi, biiyiimesi, gelismesi veya in vitro
organogenesis iizerindeki etkisini arastirmak icin stresorler, nanomalzemeler vb. gibi farkli

materyallerin uygulanmasini sunar.

Kenevir iiretiminin kisitlanmasina ragmen, son yillarda popiilerlik kazanan bir bitki olup bu
cok islevli bitki i¢in in vitro rejenerasyon protokolii gibi biyoteknoloji yaklagimlariyla ilgili
cok sayida arastirma belgelenmistir (Hesami ve digerleri, 2020). Bununla birlikte, bu
protokoller, diistik ¢cimlenme, rejenerasyon sikligi, koklenme ve iklimlendirme ile kenevirin
inatc1 dogasini agikca ortaya koymustur. Ayrica, diisiik cimlenme orant ile birlikte ekzojenik
ve endojenik kontaminasyonun varligi, kenevirde etkin ve tekrarlanabilir in vitro
rejenerasyon protokoliiniin olusturulmasini engellemektedir. Bu nedenle, kiiltiir ortaminda
minimum veya hi¢ kontaminasyon olmadan yiiksek ¢cimlenme orani elde etmek i¢in in vitro
sterilizasyon protokoliiniin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. In vitro calismalarin basinda yer
alan dezenfeksiyon adimi in vitro kiiltiirdeki en 6nemli asamalardandir. Bunun sebebi,
ylizeysel sterilizasyon asamasinda basar1 elde edilmeden, diger asamalara ge¢gmenin ve
ilerlemenin miimkiin olmamasidir. Sodyum hipoklorit (NaOCI), kalsiyum hipoklorit
(CaOCl), etanol (EtOH), civa kloriir (HgClz), hidrojen peroksit (H202), brom su (BW),
giimiis nitrat (AgNO3), fungisitler ve antibiyotikler gibi dezenfektanlarin konsantrasyonlari
ve eksplantlarin bu dezenfektanlara maruz kalma siiresi eksplantlarin  kalitesini

etkilemektedir (Leifert, Morris ve Waites, 1994). Son zamanlarda, in vitro kiiltiir



caligmalarinda bakteriyel kontaminasyonu onlemek icin farkli yontemler kullanilmaya
baglanmistir. Antibiyotikler, bitkinin biiyliyecegi ortamdaki istenmeyen bakteriyel
kontaminasyonlar1 Onlemek amaciyla otoklavdan sonra besin yerlerine eklenerek
kullanilmaktadir. Fakat antibiyotikler bitki biiyiimesini engelleyen ve geciktiren bir etki
(fitotoksisite) gosterebilmektedir. Cesitli mikroorganizmalar1 ortadan kaldirmak amaciyla
baz1 metal ve metal oksit nanopartikiillerin ise yararl etkilerinin oldugu bilinmektedir

(Wang, Hu ve Shao, 2017).

Son yillarda tohumlar1 su, kimyasallar, sicaklik, hormonlar vb. gibi farkli uyaranlara maruz
birakarak tohum ¢imlenmesini artirmak i¢in bir¢ok teknik gelistirilmistir. Hidrojen peroksit
(H202) stres kosullarinda tiretilen oksidan kimyasallardan biridir (Sevilgen, 2009). Bitkiler
ve H;0, arasindaki iliski karmasiktir ancak bitki metabolizmas1 ve bitki gelisimi i¢in
olduk¢a 6nemlidir. Hidrojen peroksit, oksidatif strese neden olmasinin yani sira, bitkilerde
oksidatif strese direnen 06zel enzimler tarafindan hedeflenen bir sinyal molekiiliidiir.
Hiicreleri oksidatif strese maruz birakmak, bazi fizyolojik bozukluklara, membran
gecirgenliginde degisikliklere yol acabilir ve en kotii senaryoda ise hiicre oliimiine yol
acabilir (Abbasi, M. Khan, Guo, Bokhari ve M.A. Khan, 2011; Zhang ve digerleri, 2015).
Bu nedenle, bitkilere dogrudan veya dolayli uygulama sirasinda H>O2'nin uygun dozunun ve
maruz kalma siiresinin se¢imi olduk¢a Onemlidir. Bitki doku kiiltiirinde H20>
uygulamasinin sterilizasyonu, c¢imlenmeyi ve rejenerasyon oranini iyilestirdigi ve
kontaminasyonu azalttig1 bulunmustur (Aasim, Karatas, Khawar ve Dogan, 2013; Zhang ve
digerleri, 2015; Sorokin, Yadav, Gaudet ve Kovalchuk, 2021). Ayrica énemli sekonder

metabolitler icin elisitdr olarak kullanilmistir (Leon-Lopez ve digerleri, 2020).

Nanoteknoloji, yaklagitk 1 ila 100 nm'lik nano malzemenin davraniglarini anlayip
uygulanmasiyla ilgilenir (Allhoff, 2009). Bu tiir bir kontrol, bir¢ok farkli alanda radikal ve
temel yeniliklere yol agmaktadir. Glimiis nanopartikiiller (Ag NP'ler), gida tiretimi, ilag
gelistirme, cesitli terapdtik amaglar, biyomolekiiler tespit, antibakteriyel ajanlar ve tarimsal
amagclar dahil olmak tizere biyolojik uygulamalar i¢in en etkili nanopartikiillerden biri olarak
kabul edilmektedir (Fahimirad, Ajalloueian ve Ghorbanpour, 2019). Titanyum dioksit
(TiO2) yar iletken 6zellikler sergiler ve yiiksek goriiniir spektrum gegirgenligi, kimyasal
stabilite, antimikrobiyal yiiksek ve kirilma indeksi gibi 6zellikleri nedeniyle farkli alanlarda

kullanilmaktadir (Viana ve digerleri, 2010).
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Nanopartikiillerin belirli avantajlart nedeniyle bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarinda
uygulanmasi son yillarda arastirmacilar arasinda popiilerlik kazanmaktadir. Arastirmacilarin
ana odak noktalar1 arasinda tohum ¢imlenmesinin gelistirilmesi (Siddiqui ve Al-Whaibi,
2014), bitki biiytimesi (Delfani, Baradarn Firouzabadi, Farrokhi ve Makarian, 2014), genetik
transformasyon (Torney, Trewyn, Lin ve Wang, 2007), gelismis bitki biyoaktif bilesikleri
(Oloumi, Soltaninejad ve Baghizadeh, 2015), genetik modifikasyon (Wang, Lombi, Zhao ve
Kopittke, 2016; Ruttkay-Nedecky, Krystofova, Nejdl ve Adam, 2017) ve bitki koruma (Park,
Kim, Kim ve Choi, 2006; Gupta, Upadhyaya, Singh, Abd- Elsalam ve Prasad, 2018) yer
almaktadir. Son yillarda, nanopartikiillerin in vitro kosullar altinda bitki doku kiiltiirii
teknikleri kullanilarak bitkilerin sterilizasyonunu, ¢imlenmesini Vveya biiylimesini
etkileyerek, kallus veya siirgiin olusumu, somatik embriyojenez ve antioksidan enzim
aktivitelerini degistirerek kok olusumunu, gen ekspresyonunu, ROS iiretimini etkiledigini
ve etilen iiretimini engelledigi gosterilmistir. Giimiis (Ag), altin (Au), nikel (Ni), silisyum
(Si), silyum dioksit (Si02), titanyum dioksit (TiO2), demir oksit (Fe30a), aliiminyum oksit
(Al203), magnezyum oksit (MgO), ¢inko oksit (ZnO) ve bakir (II) oksit (CuO) gibi birgok
nanopartikiil ¢esitlerinin farkli bir¢ok mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktivitelere

sahip oldugu gortlmistiir (Beyth, Houri- Haddad, Domb, Khan ve Hazan, 2015).

Nanopartikiil konsantrasyonunun optimum seviyenin {iizerinde uygulanmasi, bitkilerde
fitotoksisiteye neden olan ana faktorlerden biri olarak yer almaktadir. Bu fitotoksikliklerin
orneklerinden bazilari, CuO nanopartikiilleri ile azaltilmig kok uzunlugu (Nair ve Chung,
2015), Seryum (IV) oksit (CeO2) nanopartikiilleri ile azaltilmis bitki biyokiitlesi (Frazier,
Burklew ve Zhang, 2014) veya TiO ile bitki biiylimesini (Morales ve digerleri, 2013) igerir.
Ancak, optimum seviyede yapilan c¢aligmalarda nanopartikiillerin olumlu etkileri birgok

caligmada rapor edilmistir.

Tung ve digerleri (2021), tarafindan yapilan c¢aligmada, giimiis nanopartikiillerin (Ag
NP’ler), cilek bitkisinin (Fragaria x ananassa) mikrogogaltimi sirasinda eksplant
dezenfeksiyonu, in vitro biiylime (siirgiin ¢ogalmasi ve ve kok olusumu) ve etilen birikimi
lizerine etkilerini incelemislerdir. Ug aylik ex vitro yapraklar nce, akan musluk suyu altinda
yikanmis, ardindan 30 saniye boyunca %70’lik alkol ile muamele edilmis ve daha sonra 3
kez steril distile su ile yikanmig ve farkli konsantrasyonlarda Ag NP soliisyonlar ile (50,
100, 200 ve 500 mg/L) 5, 10, 15, 20 ve 30 dakika boyunca dezenfekte edilmistir. Kontrol
grubu bitkilerinin sterilizasyonu ise 4 dakika boyunca 1 g/L HgCl> ile yapilmistir. Sonuglar,
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20 dakika boyunca 200 mg/L Ag NP ¢ozeltisi ile muamele edilmis yaprak eksplantlarinin,
eksplant dezenfeksiyonunda ve siirgiin rejenerasyonunda 1 g/L HgCl> kullanmaktan daha
etkili oldugunu gostermistir. Buna ek olarak, Ag NP’ler siirgiin ve bitkicik biiylimesini
uyarmis, ayrica mikrogogaltim sirasinda Ag NP bulunmayan kontrol grubu bitkilerine
kiyasla kok olusum siiresini (4 giin) kisaltmistir. Ayrica Ag NP’ler kontrollere kiyasla
(swrasiyla 1,77 ppm; 0,15 ppm) Kkiiltliriin siirgiin (0,66 ppm) ve bitki (0,06 ppm)

kanallarindaki etilen gazi birikimini azaltmistir.

Silika-giimiis nanopartikiilleri kullanilan bir c¢alismada, bitki patojenlerine karsi
antimikrobiyal aktivitenin olustugu belirlenmistir. Silika-giimiis nanopartikiillerin enfekte
olan yesil kabak bitkilerinde uygulanmasinin kiilleme kontrolii i¢in faydali oldugu

belirlenmistir (Park ve digerleri, 2006).

Cavdar otu (Lolium perenne) bitkisinde ZnO nanopartikiillerin hiicre i¢erisine alimi1 ve bitki
icerisindeki dagiliminin incelendigi bir ¢alismada, ZnO NP’lerin hiicrelerde birikimi sonucu
olusan toksik etki arastirilmistir. ZnO nanopartikiillerinin varliginda, ¢avdar otu
biyokiitlesinin 6nemli dl¢iide azaldigi, kok uglarinin kiiciildiigii ve kok epidermal ve kortikal

hiicrelerinin yiiksek oranda vakuolasyona ugradigi belirlenmistir (Lin ve Xing, 2008).

Nanopartikiil konsantrasyonlariin etkisinin incelendigi bir arastirmada, silika, paladyum,
altin ve bakir nanopartikiilleri 2 farkli dozda kullanilmistir. Nanopartikiillerin toprak
mikrobiyal toplulugu iizerindeki kisa siireli etkileri ve marul tohumlarinin ¢imlenmesi
arastirtlmistir. Marul tohumlarinin kok, gévde boy ol¢timleri alinarak Si, Pd, Au ve Cu
NP’lerin yiiksek ve diisiik dozlarda ¢cimlenmeye olan etkisi belirlenmistir. Calismada test
edilen tlim nanopartikiiller bitki gelisiminde 6dnemli derecede artisa neden olmustur (Shah

ve Belozerova, 2009).

Lee ve digerleri (2010), tarafindan yapilan ¢alismada 4 metal oksit nanopartikiiliiniin
Arabidopsis thaliana iizerinde uygulamasi yapilmistir ve nanopartikiil yapisindaki
metallerin bitki tizerindeki etkileri arastirilmustir. Bitkiler, Al2Os, SiO2, FesOs ve ZnO
nanopartikiillere, 3 farkli dozda (400, 2000 ve 4000 mg/L) maruz kaldiktan sonra 3 toksisite
gostergesi (tohum cimlenmesi, kdok uzamasi ve yaprak sayisi) Ol¢iilmiistiir. Bu NP’ler

arasinda en olumsuz etkiyi ZnO NP gostermis ve en toksik parcacik olarak belirlenmistir
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bunu sirasiyla FesO4 ve SiO; izlemis ve en diisiik olumsuz etkiyi gosteren pargacik ise Al2O3

olarak bulunmustur.

Salatalik bitkisi tohumlar1 (Cucumis sativus) tizerinde yapilan bir ¢alismada, Fe3Oas, TiO2 ve
karbonlu nanopartikiiller kullanilmis olup ¢imlenme indeksi, tohum ¢imlenme orani ve kok
uzamasi incelenmistir. Uygulanan nanopartikiillerin tohum c¢imlenme oranimm ve kok

uzamasini olumsuz yonde etkiledigi belirlenmistir (Mushtaq, 2011).

Elodea densa isimli bir bitkide yapilan bir ¢aligmada, bakir iyonlarinin ve bakir oksit
nanopartikiillerinin lipid peroksidasyon hizi, antioksidan enzimlerin (siiperoksit dismutaz,
katalaz ve peroksidaz) aktiviteleri ve fotosentez iizerine etkileri incelenmistir. Sonuglar,
nanopartikiillerin bitkiler tarafindan daha aktif olarak biriktirildigini gdstermektedir. Hem
bakir iyonlart hem de nanopartikiiller lipid peroksidasyonunu aktive etmistir (sirasiyla
kontrol seviyesinin %120 ve %180'ine kadar). Nanopartikiiller ile muamele edilmis
bitkilerde katalaz ve siiperoksit dismutaz aktiviteleri 1,5-2,0 kat artmistir. Ancak 1,0 mg/L
bakir nanopartikiil dozunda fotosentezin baskilandig1 gozlemlenmistir (Nekrasova,

Ushakova, Ermakov, Uimin ve Byzov, 2011).

Materyal olarak sogan bitkisinin (Allium cepa) kullanildigi bir ¢alismada, koklere uygulanan
4 farkli ZnO NP konsantrasyonlar1 (25, 50, 75 ve 100 pg/ml) sonucunda nanopartikiillerin
hem genotoksik hem de sitotoksik etki gosterdigi ve ayn1 zamanda hiicre boliinmesi oraninda
degisiklikler oldugu gosterilmistir. Ayrica ZnO NP’lerin lipid peroksidasyonu iizerindeki
etkisi TBARS konsantrasyonu oOlciilerek incelenmistir. Sonucglara gore ZnO NP
konsantrasyonu arttikca lipid peroksidasyonunda da artis gozlemlenmistir (Kumari, Khan,

Pakrashi, Mukherjee ve Chandrasekaran, 2011).

Yer fistig1 bitkisi tizerinde ZnO nanopartikiillerinin bitki biiyiimesi ve gelisimi {izerindeki
etkilerinin arastirildig bir ¢alismada fistik tohumlar1 farkli konsantrasyonlarda (400, 1000
ve 2000 ppm) ZnO NP ile 3 saat boyunca muamele edilmislerdir. Arastirmada tohum
cimlenmesi, fide giicii, bitki biiyiimesi, ¢iceklenme, klorofil ig¢erigi, bakla verimi ve kok
gelisimi incelenmistir. 1000 ppm ZnO NP konsantrasyonun hem tohum ¢imlenmesini hem
de fide canliligin arttirdig1 ve buna karsilik erken ¢igeklenme ve daha yiiksek yaprak klorofil
icerigi gosterdigi belirlenmigtir. Fakat 2000 ppm dozunda uygulanmis olan ZnO NP
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sebebiyle ortaya ¢ikan inhibisyon etkisi doz ayarlamalar1 konusunda daha dikkatli olunmasi

gerektigini gostermistir (Prasad ve digerleri, 2012).

Morfolojik ve molekiiler markorler, esas olarak germplazmi karakterize etmek igin
kullanilan iki 6nemli yaklagimdir. Bununla birlikte, DNA markdorleri morfolojik markorlere
gore daha giivenilir, reprodiiktif ve bilgilendiricidir. Molekiiler markdr teknolojisindeki
gelismeler, bitki 1slahinda bir devrim yaratmis olup bilim toplulugu tarafindan cesitli
molekiiler markorler gelistirilmistir (Nadeem ve digerleri, 2018). Bunlar arasinda, iPBS-
retrotranspozonlar, diger retrotranspozon bazli markorlerde bulunan sinirlamalarin
iistesinden gelinerek gelistirilmistir (Kalendar, Antonius, Smykal ve Schulman, 2010). Bu
markorii birgok bitki tlirlinde DNA parmak izi, filogenetik iligki arastirmasi ve genetik
cesitlilik degerlendirmesi i¢in kullanilmis olan "evrensel bir markor" olarak belirtmislerdir

(Barut, Nadeem, Karakdy ve Baloch, 2020).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitki Materyali ve Nanopartikiil Temini

Bu tez calismasinda bitki materyali olarak Narli kenevir c¢esit adayr ve Narlisaray
popiilasyonu kullanilmistir. Bitki materyalleri Samsun Gokhoyiik Tarmm Isletmesi
Miidiirliigi’nden temin edilmistir. Giimiis (NG02MDO01015; 18 nm, %99,995) ve titanyum
dioksit (NG02MDO01015; 25-45 nm, %42 agirlik) nanopartikiiller Nanografi'den (ODTU
Teknokent, N0:13/1-1 06800, Cankaya/Ankara, Tiirkiye) temin edilmistir.

3.2. Deneme Yeri

Bu calisma, Sivas Bilim ve Teknoloji Universitesi, Tarim Bilimleri ve Teknoloji Fakiiltesi,

Molekiiler Genetik ve Biyoteknoloji Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

3.3. Biiyiime Ortamlari ve Nanopartikiillerin Uygulanmasi

Bu tez ¢alismasinda MS (Murashige ve Skoog, 1962) mineral tuz ve vitaminleri biiyiime
ortamlar1 i¢in kullanilmistir. Biitiin besin ortamlar1 %0,44 MS ve %?3,0 siikroz kullanilarak
hazirlanmis olup %0,65 agar kullanilarak katilagtirilmistir. Ortamlarin hazirlanmasinda saf
su kullanilmig olup biitiin ortamlarin pH'l, 15 dk, 121 °C ve 1,5 atmosfer basincinda
otoklavlanmadan once 1,0 N HCI veya NaOH kullanilarak 5,8 olarak ayarlanmistir. Giimiis
ve titanyum nanopartikiillerin distile su ile stok c¢ozeltileri hazirlanmistir. Titanyum
nanopartikiiller otoklav isleminden 6nce, giimiis nanopartikiiller ise otoklav isleminden
sonra steril filtre ile sterilize edilerek ortamlara cesitli konsantrasyonlarda eklenmistir.
Resim 3.1°de kontrol grubu ortami ve otoklav isleminden sonra steril filtre ile sterilize
edilerek Ag NP eklenmis ortamlar goriilmektedir. Otoklav isleminden 6nce ortamlara
eklenerek sterilizasyonu saglanip dokiim islemi yapilan TiO2 NP iceren ortamlar ve kontrol

grubu ortamlar1 Resim 3.3.2°de gosterilmistir.
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Resim 3.2. Otoklav isleminden 6nce TiO2 NP eklenmis ortamlar

3.4. Yiizey Sterilizasyonu, Hidrojen Peroksit (H202) Uygulamalar1 ve Biiyiime
Kosullar:

Kenevir tohumlarmin yiizey sterilizasyonu, laminar hava akish kabin altinda, 6nce 3 dakika
boyunca % 70,0 etanol ile, daha sonra 10 dakika boyunca % 0,10 Civa kloriir (HgCl?) ile
yapilmustir ve ardindan {i¢ kez her biri 5-7 dakika boyunca otoklavlanmis distile su (dH20)
ile yikama iglemi yapilmistir. HgCl2’de bekletme ve yikama iglemleri sirasinda tohumlar bir
manyetik karistirict yardimiyla siirekli olarak karistirilarak homojen bir ortam olusmasi

saglanmistir.

Tez caligsmast kapsamindaki denemelerde, sterilizasyon isleminden sonra, ¢imlenmeyi

arttirmak i¢in, kenevir tohumlar1 48 saat boyunca % 2,0 H2O2 viv (%34,5- 36,5 H202-
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Sigma-Aldrich) ile muamele edilmistir. Daha sonra ¢ikis gézlemlenen tohumlarin besin

ortamlarina ekimi yapilmistir.

Tez kapsamindaki biitiin kiiltiir ortamlar1 beyaz LED (Light Emitting Diod- Isik Yayan
Diyot) veya beyaz floresan 11k altinda, 16 saatlik 11k fotoperiyodunda 24+1°C’de bir

yetistirme odasinda tutulmustur. Denemeler i¢in Magenta GA-7 kutular1 kullanilmastir.

Resim 3.3. %2’lik H2O2 muamelesinden sonra ekimi yapilan tohumlar (Kontrol ve Ag NP
ortamlart)

Resim 3.4. %2’lik H.O> muamelesinden sonra ekimi yapilan tohumlar (TiO2 NP ortamlari)

3.5. Eksplantlarin In Vitro Kiiltiirii

Kurulan denemeler sonucundaki farkli parametreler veriler alinarak kaydedilmistir. In vitro
¢imlenme denemelerinde ¢imlenme yiizdesi, siirgiin olusumu (filizlenme %), siirgiin ve kok

uzunlugu ile beraber yas agirligi da kaydedilmistir.
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3.6. Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi

3.6.1. Taze agirhk miktarinin dl¢iilmesi

Farkli ortamlardan elde edilen siirglinler ve kontrol grubu bitkileri hassas terazide tartilarak

taze agirliklar: alinarak agirliklart tespit edilmistir.

3.6.2. Fenotipik ozelliklerin (kok ve siirgiin uzunlugu) belirlenmesi

In vitro kiiltiirde 17. giine gelindiginde ortamlarda kontaminasyon olusmaya baslamasi
nedeniyle deneme sonlandirilmigtir. 17 giinlilk deneme sonucunda elde edilen bitkilerin kok

ve siirgiin uzunluklar1 bir cetvel yardimiyla 6l¢iilerek kaydedilmistir.

3.6.3. Fotosentetik pigment analizi

Klorofil a, b ve toplam karotenoidlerin spektrofotometrik tayini i¢cin modifiye edilerek
diizenlenmis bir protokol kullanilmistir (Porra, Thompson ve Kriedemann, 1989). Ilk olarak
0,03 g yaprak ornekleri tartilarak sivi nitrojen ile dgiitiilmiistiir. %80,0 aseton ilavesinden
sonra numuneler 2 saat 65 °C'de ve 1200 rpm'de termo-¢alkalayiciya konulmustur. 10 000
g’de, 10 dakikalik bir santrifiiiden sonra, UV-visible spektrofotometrede (T60, PG
Instruments) 663, 646 ve 470 nm'de 31 kat seyreltilmis drneklerin dl¢limii 2 tekerriir 3

okuma olacak sekilde yapilmistir.

3.6.4. Lipit peroksidasyonunun belirlenmesi

Lipit peroksidasyonunun spektrofotometrik tayini malondialdehit (MDA) yontemi
kullanilarak yapilmistir (Chen, Zhang, Li, He, ve Cai, 2015). Ilk olarak yaprak érnekleri 0,1
g olacak sekilde hassas terazide tartilmis ve sivi azot yardimi ile ezilerek kiiciik pargaciklara
ayrilmistir. %0,1 TCA (trikloroasetik asit) eklendikten sonra 6rnekler 10 000 g'de 4 °C'de 5
dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatantlara %0,5 TBA (tiobarbitiirik asit) igeren
%20,0 TCA ilave edilmis ve 95 °C'de 30 dakika inkiibe edilmistir. 15 dakikalik 10 000 g’de

bir santrifiij isleminden sonra, UV-visible spektrofotometrede (T60, PG Instruments) 532 ve
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600 nm'de 10 kat seyreltilmis 6rneklerin 6l¢limii her 6rnekten 2 tekerriir 4 okuma olacak

sekilde yapilmigtir.

3.7. DNA lzolasyonu ve iPBS Markorleri

Narlisaray popiilasyonundan elde edilen in vitro bitkilerden her numuneden taze yaprak
ornekleri toplanmis olup, DNA izolasyonu CTAB protokoliine (Doyle, 1990) ve Diversity
Arrays Technology tarafindan Onerilen 06zel bir protokole gore yapilmistir
(https://www.diversityarrays.com/ order instructions/plant-dnaextraksiyon-protocol-for
adresinde mevcuttur). izole edilen DNA 6rnekleri, %0,8 agaroz jel kullanilarak belirlendi ve
NanoDrop (DS11 FX, DeNovix Inc., Wilmington, DE, ABD) araciligiyla dogrulama
yapilmustir. Ornekler polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) analizi igin nihai konsantrasyon
olarak toplam 10 ng/uL hazirlanmistir. Rastgele secilen dort 6rnek iizerinde toplam 30 iPBS-
retrotranspozon primeri tarandi ve 11 drnegin tamamu i¢in en polimorfik olan sekiz primer
se¢ilmistir. Endiistriyel kenevir (Cannabis sativa) arasindaki genetik ¢esitliligi incelemek
icin kullanilan i1PBS-retrotranspozon primerleri Cizelge 3.7.1.'de verilmistir. PCR

amplifikasyonu onerilen protokole gore gerceklestirilmistir (Kalendar ve digerleri, 2010).

Cizelge 3.7.1. Endistriyel kenevir (Cannabis sativa) arasindaki genetik varyasyonu
incelemek i¢in kullanilan iPBS-retrotranspozon primerlerinin listesi

Primerler Sekans Annealing Sicakhig (°C)
2225 AGCATAGCTTTGATACCA 55
2237 CCCCTACCTGGCGTGCCA 55
2272 GGCTCAGATGCCA 55
2095 GCTCGGATACCA 53
2228 CATTGGCTCTTGATACCA 53
2277 GGCGATGATACCA 52
2375 TCGCATCAACCA 52
2399 AAACTGGCAACGGCGCCA 52

Bu ¢aligmada kullanilan primerler Kalendar ve digerleri (2010)’dan alinmigstir.

3.8. Istatiksel Degerlendirme

Cimlenme, morfolojik 6zellikler ve biyokimyasal analizler ile ilgili veriler tek yonli

ANOVA (Varyans Analizi) ve grafikler kullanilarak SPSS ve Minitab yazilim programi
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yardimiyla analiz edilmistir. Istatistiksel analizden 6nce veriler arksiniis doniisiimiine
doniistiiriilmiis ve ortalamalardaki farkliliklar Duncan'in Coklu Aralik Testi (DMRT)
kullanilarak hesaplandi. Skorlama igin en goriiniir ve giiglii bantlar kullanilmistir. iPBS-
retrotranspozonlar baskin bir markér olup, bantlarin skorlanmasi sirasinda referans olarak
kullanilirken, 1 mevcut ve 0 yok alel olarak degerlendirilerek skorlama yapilmistir. Etkili
allel sayist (ne), Nei'nin (Nei, 1973) gen cesitliligi (h), Shannon'un bilgi indeksi (I) ve
beklenen heterozigotluk (Ht) gibi gesitli ¢esitlilik parametreleri Popgene ver. 1,32 ile
hesaplanmistir. (Yeh, Yang ve Boyle, 1999).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Kenevir tohumlari, sterilizasyon islemi tamamlandiktan sonra 48 saat boyunca %2’lik H2O»
ile muamele edildi ve her iki nanopartikiilii farkli oranlarda igeren ortamlarda 17 giin siireyle
kiiltiire alindi, kiiltiir sonunda ¢imlenme (%), siirgiin uzunlugu (cm), kok uzunlugu (cm) ve
stirglin taze agirlig1 (g) ile ilgili veriler alinip ve tablolagtirilmistir. 17.giinde ortamlarda
kontaminasyon olusmaya basladig1 i¢in saglikli olan bitkileri kaybetmemek amaciyla in
vitro  kiiltlir  sonlandirilmistir.  Benzer sekilde, farkli NP'lerin ve bunlarin
konsantrasyonlarinin in vitro kosullar altinda kenevir bitkisinin biiyiimesi tizerindeki etkisini
kontrol etmek ic¢in klorofil a, klorofil b, toplam karotenoidler ve MDA igerikleri gibi

biyokimyasal parametreler de kaydedilmistir.

4.1. Narhsaray Kenevir Popiilasyonunda In Vitro Kosullarda Fenotipik Ozelliklerin

Belirlenmesi

Narlisaray kenevir popiilasyonunda, nanopartikiillerin in vitro ¢imlenme, siirgiin uzunlugu
ve yas agirlik tizerindeki etkisi istatiksel olarak 6nemsiz diizeyde bulunmustur (Cizelge 4.1).
Diger yandan, nanopartikiil tipinin kok uzunlugu iizerinde p<0,05 diizeyinde onemli
bulunmustur. Sonuglar, TiO2 NP'lerin, Ag NP'lere ve hatta kontrol grubu bitkilerine kiyasla
tim bitki biiyiime parametreleri lizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu agikg¢a
gostermistir. Ortalama ¢imlenme (%), sirasiyla, kontrol (%72,50) > TiO2 NP (%70,50) > Ag
NP (%62,00) olarak kaydedilmistir. Ag NP uygulamasi bitkilerin kdk uzunlugunu 6nemli
olgiide azaltt1 ve sirasiyla kontrol (4,83 cm)> TiO2 NP (4,21 cm)> Ag NP (2,62 cm) olarak
kaydedilmistir (Cizelge 4.1). Diger yandan, her iki NP’de de kontrol grubuna gore nispeten
daha uzun siirgiinler olusmustur ve sirasiyla TiO2 NP (7,79)> Ag NPs (6,89 cm)> kontrol
(6,43 cm) olarak bulunmustur. Yapilan analize gore yas agirlik da istatistiksel olarak
onemsiz bulunmustur ve sirasiyla TiO2 NP (2,37 g) > Ag NP (1,64 g) > kontrol (1,57 g)
olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Farkli nanopartikiillerin in vitro kosullarda kenevir bitkisinin fenotipik

Ozelliklerine etkisi

Cimlenme Kok uzunlugu iu;%uzl Yas agirhk
Nanopartikiiller (%)% (cm)* u (gm)l:isgu (mg)?s
Kontrol 72,50 4,83a 6,43 1,57
Ag 62,00 2,62b 6,89 1,64
TiO2 70,50 4,21ab 7,79 2.37

 Onemsiz; *Aynu siitiin igerisinde farkli harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda LSD testine gore p<0,05 diizeyinde
onemli farklilig1 izlenmistir.

Nanopartikiillerin uygulanmasi, ¢imlenme ylizdesi lizerinde degisken etkilere neden
olmustur. Ag NP'ler i¢in, diislik konsantrasyonlarda ortalama ¢imlenme olumsuz etkilenmis,
ancak Ag NP'lerin dozajlan arttikca (800 mg/L ve lizeri), ¢cimlenme (%) de artmis ve
maksimum ¢imlenme (%92,50) ile 1600 mg/L Ag NP bulunan ortamda goriilmiistiir
(Cizelge 4.2). Benzer sekilde, 1600 mg/L TiO2 NP'lerin uygulanmasi en yiiksek ¢imlenmeyi
saglamistir (% 80,00). Her iki NP'nin 200 ve 400 mg/L dozunda, kontrole kiyasla daha az
cimlenme (%) kaydedilmistir. Kok uzunlugu da Ag NP'lere degisken bir tepki gostermis

olup ve 0,76 — 5,15 cm arasinda degisen degerlerde bulunmustur.

Cizelge 4.2. Nanopartikiil tiplerinin ve konsantrasyonun in vitro kosullarda kenevir
bitkisinin fenotipik 6zelliklerine etkisi

Kons. Cimlenme Kok Uzunlugu Surgul} Yas Agirhk
(mglL) (%)** (cm)* Uzunlugu (mg)*
(cm)*
Ag TiO2 Ag TiO2 Ag TiO2 Ag TiO2
200 42,50c | 65,00b | 0,76¢c | 3,23abc | 4,63b | 6,80ab | 0,73bc | 3,24a
400 27,50d | 67,50b | 1,79c | 3,57abc | 7,28a | 8,21a | 0,70c 2,74a
800 72,50b | 70,00b | 5,15ab | 3,23abc | 8,40a | 6,35ab | 2,85a | 1,54abc
1200 75,00b | 70,00b | 2,20bc | 6,12a |6,73ab | 8,98a | 1,78abc | 2,50ab
1600 92,50a | 80,00ab | 3,23abc | 4,93ab | 7,43a | 8,60a | 2,14abc | 1,82abc
Kontrol 72,50b 4,83ab 6,43ab 1,57abc

*Ayni siitlin icerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine gore p<0,05 diizeyinde dnemli
farklilig1 izlenmistir.
**Ayn siitiin igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine gore p<0,01 diizeyinde dnemli
farklilig1 izlenmistir.

Maksimum kok uzunlugu 800 mg/L Ag NP bulunan ortamda 5,15 cm olarak kaydedilmistir.
Diger tiim Ag NP konsantrasyonlarinin uygulanmasi zararli olarak sonug vermis ve kontrole

kiyasla daha diisiik kok uzunlugu ile sonug¢lanmistir (4,83 cm). Diger yandan, TiO2 NP'lerin
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uygulanmas1 Ag NP'lerden daha iyi sonug verdi ve daha uzun kokler tiretildigi goriilmiistiir.
Kok uzunlugu, 1200 mg/L TiO2 NP bulunan besin ortaminda 6,12 cm olarak 6l¢iilmiistiir
(Cizelge 4.2).

Sonuglar, daha diisiik TiO2 NP konsantrasyonunun (200-800 mg/L) kontrole kiyasla daha
kisa stirgiinler verdigini gostermektedir. Fakat, daha yiiksek konsantrasyonlarda TiO:
NP'lerin (1200 mg/L ve 1600 mg/L) takviyesi, kontrol grubuna kiyasla kok uzunlugu
iizerinde olumlu bir etkiye yol agmistir. Her iki NP'nin farkli konsantrasyonlarda eklenmesi,
kontrole kiyasla siirgiin uzunlugu tizerinde olumlu etki gostermistir (Cizelge 4.2). Genel
olarak, 200 mg/L. Ag NP iceren ortam haricinde, farkli konsantrasyonlarda her iki NP ile
desteklenmis ortamda daha uzun siirglinler kaydedilmistir. Kontrol grubuna kiyasla tiim
TiO2 NP dozlarinin uygulanmastyla siirglin uzunlugu artmistir. Siirgiin uzunlugu 4,63-8,40
cm (Ag NP) ile 6,35-8,98 cm (TiO2 NP) arasinda 6l¢iilmiistiir. Maksimum siirgiin uzunlugu
1200 mg/L TiO2 NP (8,98 cm) ve 800 mg/L Ag NP (8,40 cm) igeren ortamda kaydedilmistir.
Taze agirlik tizerindeki sonuglar, hem NP'lerin net fakat degisken etkisini sergilemis hem de
Ag NP'ler ve TiO2 NP'ler i¢in sirasiyla 0,70-2,85 g ve 1,54-3,24 g arasinda degiskenlik
gostermistir. Her iki NP de farkli konsantrasyonlarda maksimum taze agirligi uyarmis ve
2,85 g (800 mg/L Ag NP) ve 3,24 g (200 mg/L TiO2 NP) olarak kaydedilmistir (Cizelge
4.2). Genel olarak, 200 ve 400 mg/L'lik diisiik dozlardaAg NP'lerin eklenmesi, kontrol
grubuna (1,57 gr) kiyasla taze agirlik lizerinde zararli bir etki yaratmistir. Diger yandan,
TiO2 NP'lerin etkisi degisken olmakla birlikte, kontrole kiyasla nispeten daha fazla taze
agirlik ile sonuglanmistir (Cizelge 4.2). Maksimum taze agirlik (3,24 g), 200 mg/L TiO>
NP'leri igeren ortamda kaydedilmistir.

4.2. Narhsaray Kenevir Popiilasyonunda In Vitro Kosullarda Biyokimyasal

Parametrelerin Belirlenmesi

MDA, Kklorofil-a, klorofil-b ve total karotenoidler {izerine yapilan denemeler,
nanopartikiillerin istatistiksel olarak dnemsiz oldugunu gostermistir (Cizelge 4.3). Sonuglar,
maksimum Klorofil-a ve toplam karotenoid degerlerinin TiO2 NP'leri ile takviye edilmis
ortamda kaydedildigini gOstermektedir. Nanopartikiil uygulamast MDA (nmol/Q)
degerlerinin azalmasina neden olmus ve sirasiyla kontrol (16,66 nmol/g)> Ag NP (12,19
nmol/g)> TiO2 NP (9,77 nmol/g) olarak kaydedilmistir. Klorofil-a, NP tipinden agik¢a
etkilenmis ve TiO2 NP (1,77 mg/g)> kontrol (1,71 mg/g)> Ag NP (1,17 mg/g) olarak
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bulunmustur. Diger yandan, besin ortamina NP eklenmesi, kontrole kiyasla nispeten yiiksek
klorofil-b igerigi ve toplam karotenoid igerigi ile sonuglanmistir. Klorofil-b miktari sirasiyla,
Ag NP (0,754 mg/g)> TiO2 NP (0,689 mg/g) > kontrol (0,430 mg/g) olarak bulunmustur
(Cizelge 4.3). Toplam karotenoid igerigi ise sirasiyla, TiO2 NP (0,689 mg/g)> Ag NP (0,754
mg/g)> kontrol (0,430 mg/g) olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Farkli nanopartikiillerin in vitro kosullarda kenevir bitkisinde biyokimyasal
parametrelere olan etkisi

- MDA Klorofil-a |  Klorofil-b Toplam
Nanopartikiiller (nmol/g)* (malg)™ (malg)™ karotenOINdIer
(mg/g)®
Kontrol 16,66 1,71 0,430 0,453
Ag 12,19 1,17 0,754 0,606
TiO> 9,77 1,77 0,689 0.664
5Onemsiz

Tohumlarin farkli NP tiirlerine ve konsantrasyonlarina maruz birakilmasi, in vitro olarak
yetistirilen fidelerin biyokimyasal parametreleri lizerinde degisken etkiler gostermistir. Test
edilen parametreler arasinda sadece Klorofil-a, NP tipi ve konsantrasyonunun eklenmesiyle
istatistiksel olarak etkilenmistir (p<0,05). MDA, Klorofil-b ve karotenoid igerigi gibi diger

parametreler ise etkilenmeden kalmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Nanopartikiil tiplerinin ve konsantrasyonun in vitro kosullarda kenevir
bitkisinde biyokimyasal parametrelere olan etkisi

MDA Klorofil-a Klorofil-b Toplam
Kons. (nmol/g)* (ma/g)* (malg)™ karoten0|fjler
(mg/L) (mg/g)®
Ag TiO2 Ag TiO2 Ag TiO2 Ag TiO2
200 9,740 12,290 | 1,402abc | 0,836¢c | 0,590 | 0,587 | 0,496 | 0,362
400 10,410 | 12,475 | 0,809c | 1,294bc | 0,434 | 0,639 | 0,348 | 0,495
800 13,285 | 7,470 | 2,233ab | 2,261ab | 1,219 | 0,790 | 0,811 | 0,855
1200 | 16,055 | 8,105 | 2,335ab | 2,492a | 0,911 | 0,680 | 0,745 | 0,877
1600 | 11,465 8,500 |1,778abc | 1,971abc | 0,620 | 0,750 | 0,628 | 0,729
Kontrol 16,660 1,164bc 0,430 0,452

#Onemsiz; *Ayni siitiin igerisinde farkli harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda LSD testine gore p<0,05 diizeyinde
onemli farklilig1 izlenmistir.
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Her iki NP'nin besin ortamlarina eklenmesi, kontrolden (16,660 nmol/g) nispeten daha az
MDA olusumuna neden olmustur. MDA igerigi, yiiksek Ag NP konsantrasyonlarinda
azalmistir ve 1200 mg/L ile takviye edilen bitkilerden maksimum degerler (16,055 nmol/g)
kaydedilmistir, ardindan 1600 mg/L Ag NP'lerde (11,465 nmol/g) keskin bir diisiis
yasanmigtir. Bunun aksine, diisiik TiO2 NP dozlarinda (200-400 mg/L) yiiksek MDA
icerikleri kaydedilmis ve TiO2 NP'lerin daha fazla eklenmesi, MDA igeriginin azalmasina
neden olmustur (Cizelge 4.4). Maksimum (12,475 nmol/g) ve minimum (7,470 nmol/g)
MDA, sirasiyla 400 ve 800 mg/L TiO2 NP'leri i¢eren ortamda kaydedilmistir. Klorofil-a
icerigine iligkin sonuglar istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur ve genellikle kontrolden
(1,164 mg/g) daha fazla kaydedilmistir. Her iki NP de 1200 mg/L konsantrasyonda
maksimum Klorofil-a miktar1 tiretmis ve ardindan 800 mg/L NP bu degeri takip etmistir
(Cizelge 4.4). Diger yandan, her iki NP'nin 800 mg/L. dozunda, daha fazla Klorofil-b igerigi
kaydedilmis ve ardindan bunu 1200 mg/L konsantrasyonu takip etmistir. Her iki NP'nin daha
fazla takviyesi, Klorofil-a ve Klorofil-b igeriklerinde keskin bir diisiise neden olmustur.
Ortama Ag NP'lerin eklenmesi, kontrol grubuna (0,430 mg/g) kiyasla klorofil-b igerigi
tizerinde olumlu bir etkiye neden olmustur. Sonuglar, her iki NP'nin toplam karotenoidler
iizerindeki etkisinin degisken oldugunu gostermektedir. Toplam karotenoid igerigi (mg/g),
Ag ve TiO2 NP'ler i¢in sirasiyla 0,348-0,811 mg/g ve 0,362- 0,877 mg/g araliginda
kaydedilmistir (Cizelge 4.4). Her iki NP de, farkli konsantrasyonlarda kontrole kiyasla daha
az toplam karotenoid igerigi tiretmis ve minimum 0,348 mg/g (400 mg/L Ag NP) ve 0,362
mg/g (200 mg/L TiO2 NP) olarak 6l¢iilmiistiir. Diger yandan, maksimum toplam karotenoid
icerigi 800 mg/L Ag NP'de (0,811 mg/g) ve 1200 mg/L TiO> NP'de (0,877 mg/g)
kaydedilmistir (Cizelge 4.4).

4.3. Narh Kenevir Cesit Adayinda In Vitro Kosullarda Siirgiin Olusumu

Bu deneme, kenevir tohumlarinin MS ortaminda bulunan farkli oranlardaki nanopartikiiller
ile birlikte nasil gelisme gosterecegini belirlemek i¢in yapilmistir. Kenevir bitkileri, farkl
konsantrasyonlarda (200, 400, 800, 1200 ve 1600 mg/L) Ag ve TiO2 NP eklenmis ortamlarda
17 giin kiiltiire alindiktan sonra sonucglar alinmistir. Ag NP, besin ortamlarina, otoklav
isleminden sonra steril filtre ile sterilizasyonu yapilarak eklenmistir. 17 giin sonra elde edilen

verilere Minitab ve SPSS programu ile varyans analizi uygulanmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin siirgiin olusumuna (%) ait
varyans analizi

VK ) AKT AKO F-degeri | P-degeri
NP’ler x Kons. 10 3197 319,7 1,95 0,064
Hata 44 7230 164,3 - -
Toplam 54 10427 - - -

VK= Varyans kaynagi; SD= Serbestlikderecesi; AKT= Ayarlanmis kareler toplami; AKO= Ayarlanmis kareler ortalamasi

Cizelge 4.5’de kenevir bitkilerinde farkli oranlarda Ag ve TiO2 NP uygulamalarinin siirgiin
olusumuna ait varyans analizi gosterilmistir. Stirgiin olusumu (%) istatiksel olarak 6nemsiz

bulunmustur.

Cizelge 4.6. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin siirgiin olusumuna (%) etkisi

NP’ler (ﬁ%r/‘f_) S“rg“(‘(‘, /0")';:5““‘“ ss %695 GA
Kontrol 0 82,18a 16,89 (70,63; 93,73)
200 82,142 14,89 (70,59; 93,69)
400 84,40a 14,94 (72,85; 95,95)
Ag 800 73,268 12,66 (61,71; 84,81)
1200 77.72a 20,79 (66,17; 89,27)
1600 95,52a 6,13 (83,97; 107,07)
200 88,86a 15,75 (77,31; 100,41)
400 93,30a 9,98 (81,75; 104,85)
Tio 800 97,76a 5,01 (86,21; 109,31)
1200 84,342 6,06 (72.79; 95,89)
1600 95,52a 6,13 (83.97; 107,07)

% Onemsiz; SS: standard sapma; Birlestirilmis Standart sapma = 12,8188

Sterilizasyon islemi yapilip Kkiiltiire alinan tohumlarin 17 giin sonraki gelismeleri
kaydedilmistir. Nanopartikiil uygulamasi yapilmayan kontrol ortaminda (sadece MS),
slirgiin olusumu yiizdesi %82,18 olarak bulunmustur. Cizelge 4.6’da goriildiigii lizere en
yiiksek siirglin olusumu %97,76 ile 800 mg/L TiO2 NP igeren ortamda gozlenirken, ikinci
sirada 1600 mg/L Ag NP ve 1600 mg/l TiO2 NP igeren MS ortami (%95,52), ti¢lincii sirada
ise %93,30’luk siirgiin olusumu orani ile 400 mg/L TIO, NP iceren MS ortami oldugu
kaydedilmistir. En diisiik siirglin olusum orani ise 200 mg/L Ag NP igeren MS ortaminda
kaydedilmistir (%82,14). 1600 mg/L Ag ve TiO2 NP igeren ortamlarda siirgiin olusumu
%95,52 ile ayn1 deger olarak bulunmustur. Ortamlara farkli konsantrasyonlarda Ag NP
uygulamasi, siirgiin olusumu ytiizdesini %82,14 ile %95,52 arasinda etkilemistir. En yiiksek
sonu¢ 1600 mg/LL Ag NP igeren ortamda, en diisiik sonu¢ ise 200 mg/LL Ag NP igeren
ortamda bulunmustur (Cizelge 4.6). Ortamlara TiO2 eklenmesiyle birlikte kontrol grubuna
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kiyasla, ilk 6nce siirgiin olusumunda bir artis gozlenirken 1200 mg/L TiO2 i¢eren ortamlarda
siirglin olusumunda bir diislis olmustur. TiO2 NP eklenmis ortamlar arasinda en yiiksek
stirgiin olusumu %95,52 ile 1600 mg/L TiO2 NP konsantrasyonunda, en diisiik sonug ise
1200 mg/L TiO2 bulunmustur (Cizelge 4.6). Kontrol grubuna kiyasla Ag NP eklenmesiyle
stirglin olusumunda 6nce bir azalma goriilmesine ve 800, 1200 mg/L Ag NP’lerde kontrole
gore bir diislis olmasina ragmen en yiiksek Ag NP dozu (1600 mg/L) iceren ortamda siirgiin
olusumu %95,52 olarak bulunmustur (Resim 4.1).

Resim 4.1. In vitro kosullarda Narli gesit adayr kenevir tohumlarmin kontrol ve farkli
konsantrasyonlarda (200, 400, 800, 1200, 1600 mg/L) Ag NP eklenmis ortamlarda kiiltiire
alinma sonucu

TiO2 NP eklenmis ortamlarin hepsinde, siirgiin olusumu kontrol grubuna gore artmistir.
1200 mg/L TiO2 NP’de bir diisiis olsa da yine de siirgiin olusum yiizdesi kontrol grubuna
gore yiiksek olarak gozlenmistir (Resim 4.2).
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Resim 4.2. In vitro kosullarda Narli gesit adayr kenevir tohumlarmin kontrol ve farkli
konsantrasyonlarda (200, 400, 800, 1200, 1600 mg/L) TiO2 NP eklenmis ortamlarda kiiltiire
alinma sonucu

4.4. Narh Kenevir Cesit Adayinda in Vitro Kosullarda Siirgiin Uzunlugu

Tez kapsaminda yapilan denemeler sonucunda, magentalarda ¢ok kontaminasyon olustugu
icin 17 giin sonra in vitro kiiltlir sonlandirilmis ve veriler alinarak varyans analizine tabi
tutulmustur. Cizelge 4.7°de kenevir bitkilerinde farkli konsantrasyonlarda Ag ve TiO2 NP
uygulamalarinin siirgiin uzunluguna ait varyans analizi gdsterilmistir. Siirgiin uzunlugu (cm)

istatiksel olarak 0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.7. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin siirgiin uzunluguna (cm) ait
varyans analizi

VK SD AKT AKO F-degeri | P-degeri
NP’ler x Kons. 10 96,36 9,636 5,10 0,000
Hata 44 83,18 1,890 — -
Toplam 54 179,53 - — -

VK= Varyans kaynagi; SD= Serbestlikderecesi; AKT= Ayarlanmis kareler toplami; AKO= Ayarlanmis kareler ortalamasi
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Cizelge 4.8. Farkl1 nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin siirgiin uzunluguna (cm) etkisi

R Kons. Siirgiin
NP’ler (malL) uzunluglgl (em)™ SS %95 GA

Kontrol 0 1,340b 1,180 (0,101, 2,579)
200 1,260b 0,607 (0,021; 2,499)

400 1,780b 2,39 (0,54; 3,02)

Ag 800 2,440b 2,39 (1,20; 3,68)
1200 2,142b 1,738 (0,903; 3,381)
1600 5,540a 1,282 (4,301; 6,779)
200 1,020b 1,021 (-0,219; 2,259)
400 1,220b 1,006 (-0,019; 2,459)
TiO2 800 0,380b 0,476 (-0,859; 1,619)
1200 0,720b 0,396 (-0,519; 1,959)
1600 2,160b 0,713 (0,921; 3,399)

**Ayni siitiin i¢erisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda LSD testine gore p<0,01 diizeyinde 6nemli farkliligt
izlenmistir; Birlestirilmis Standart sapma = 1,37490

Cizelge 4.8’de goriildiigii gibi Narli ¢esit aday1 kenevir bitkilerinde in vitro kiiltiir sonrasi
stirgiin uzunlugu 0,380— 5,540 cm arasinda degismistir. Herhangi bir nanopartikiil eklemesi
yapilmamis olan kontrol ortaminda siirgiin uzunlugu 1,340 cm olarak kaydedilmistir. En
yuksek siirgiin uzunlugu (5,540 cm) 1600 mg/L. Ag NP, en diisiik siirgiin uzunlugu (0,380
cm) ise 800 mg/L TiO2 NP igeren ortamda gozlenmistir. Kontrol grubuna gore, ortamlara
Ag NP eklenmesiyle birlikte siirgiin uzunlugunda 6nce bir diisiis goriilirken daha sonra
konsantrasyon orani arttik¢a siirglin uzunlugu da artmistir. Ag NP iceren ortamlarda siirgiin
uzunlugu 1,260- 5,540 cm arasinda degismistir. Ortama 200 mg/L Ag NP eklemesiyle
stirgiin uzunlugu, kontrol grubuna (1,340 cm) gdre bir diislis gostermistir (1,260 cm). Ag
NP iceren ortamlar arasinda 1200 mg/L konsantrasyonda 800 mg/L’ye gore diisiis
gbzlenmistir (2,142 cm). Ag NP’nin en yliksek dozunda en yiiksek siirgiin uzunlugu
kaydedilmistir (Cizelge 4.8). TiO2> NP eklenmis ortamlarda konsantrasyon arttik¢a siirgiin
uzunlugunda kontrol grubuna goére diisiis goriilmiistiir. Fakat TiO2 NP’nin en yliksek
dozunda (1600 mg/L), slirglin uzunlugunda artis gézlenmistir (Cizelge 4.8). TiO2 NP igeren
ortamlarda siirglin uzunlugu 0,380- 2,160 cm arasinda degigmistir. Ag NP ile benzer olarak
TiO2 NP’nin en yiiksek dozunda (1600 mg/L) en yiiksek siirgiin uzunlugu o6l¢iilmiistiir
(Cizelge 4.8).
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4.5. Narh Kenevir Cesit Adayinda In Vitro Kosullarda K6k Uzunlugu

Kenevir bitkilerinde farkli konsantrasyonlarda Ag ve TiO2 NP uygulamalarina ait varyans
analizinde kok uzunlugu (cm) istatiksel olarak 0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge

4.9).

Cizelge 4.9. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin kok uzunluguna (cm) ait varyans
analizi

VK SD AKT AKO F-degeri | P-degeri
NP’ler x Kons. 10 77,54 7,754 4,37 0,000
Hata 44 78,07 1,774 — —
Toplam 54 155,61 - - -

VK= Varyans kaynagi; SD= Serbestlikderecesi; AKT= Ayarlanmig kareler toplami; AKO= Ayarlanmig kareler ortalamasi

Farkli konsantrasyonlarda nanopartikiil uygulamalar ile kok uzunlugu 5,180- 9,340 cm
arasinda degisiklik gostermistir (Cizelge 4.10). En yiiksek sonu¢ 800 mg/LL Ag NP
konsantrasyonunda, en diisiik sonu¢ ise 200 mg/L TiO2 NP konsantrasyonundan elde
edilmistir. Herhangi bir NP icermeyen kontrol ortaminda kok uzunlugu 6,620 cm olarak
bulunmustur. Ortamlara Ag NP eklenmesiyle kok uzunlugunda kontrol grubuna gore artis
meydana gelmistir. 1200 mg/L. Ag NP konsantrasyonunda, kok uzunlugunda bir diisiis
(7,430 cm) goriilse de bu deger de kontrol grubuna gore yiiksektir.

Ag NP iceren ortamlar arasinda en diisiikk kok uzunlugu (7,430 cm) 1200 mg/L
konsatrasyonunda, en yiiksek kok uzunlugu ise (9,340 cm) 800 mg/L konsantrasyonunda
Olclilmiistiir. Ortamlara TiO2, NP eklenmesiyle birlikte, kontrol grubuna kiyasla, kok
uzunlugunda 6nce bir diisiis daha sonra artis ve en yiiksek dozda (1600 mg/L) tekrar bir
diisiis goriilmektedir (Cizelge 4.10). TiO2 NP igeren ortamlar arasinda kdk uzunlugu 5,180-
7,620 cm arasinda degismektedir. En diisiik kok uzunlugu (5,180 cm) 200 mg/L TiO2 NP
konsantrasyonunda, en yiiksek kok uzunlugu (7,620 cm) ise 800 mg/L TiO2 NP

konsantrasyonunda bulunmustur.
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Cizelge 4.10. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin kok uzunluguna (cm) etkisi

NP’ler (ﬁ%?i) K"k((‘:‘rf]‘;‘,?}“g“ ss %95 GA
Kontrol 0 6,620abcd 0,669 (5.419; 7.821)
200 7.860abcd 1322 (6.659: 9,061)
400 9.140ab 2,071 (7.939; 10,341)
Ag 800 9.340a 1853 (8,139; 10,541)
1200 7.430abcd 2.36 (6.23; 8.63)
1600 8.220ahc 0,249 (7.019; 9,421)
200 5,180d 1,636 (3,979; 6,381)
400 7.220abcd 0.676 (6.019: 8,421)
TiO2 800 7.620abcd 0,618 (6,419; 8,821)
1200 6.420bcd 0,228 (5.219: 7.621)
1600 6.280cd 0,626 (5.079: 7.481)

** Aynt siitiin igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda LSD testine gore p<0,01 diizeyinde 6nemli farklilig
izlenmistir. SS: standard sapma; GA: giiven araligy; Birlestirilmis Standart sapma = 1.33201

17 giinliik in vitro kiiltiir sonunda kenevir bitkilerinde, kontrol grubuna kiyasla Ag NP igeren
ortamlarda kok uzunlugundaki artis Resim 4.3°de goriilmektedir.

M A

Resim 4.3. Narli ¢esit aday1 kenevir tohumlarinin kontrol ve farkli konsantrasyonlarda (200,
400, 800, 1200, 1600 mg/L) Ag NP eklenmis ortamlarda kiiltiire alinma sonucu
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4.6. Narh Kenevir Cesit Adayinda in Vitro Kosullarda Toplam Uzunluk

Narli ¢esit aday1 kenevir bitkilerinde farkli oranlarda Ag ve TiO2 NP uygulamalarinin toplam
uzunluga ait varyans analizi gosterilmistir. Toplam uzunluk (cm) istatiksel olarak 0,01

diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin toplam uzunluga (cm) ait
varyans analizi

VK SD AKT AKO F-degeri P-degeri
NP’ler X Kons. 10 234,9 23,487 6,99 0,000
Hata 44 147,8 3,360 - —
Toplam 54 382,7 - - -

VK= Varyans kaynagi; SD= Serbestlikderecesi; AKT= Ayarlanmis kareler toplami; AKO= Ayarlanmig kareler ortalamasi

Cizelge 4.12’de farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin toplam uzunluga (cm) olan
etkisi gosterilmistir. Toplam uzunluk sonuglar1 6,380- 13,760 cm arasinda 6l¢iilmiistiir. En
yiiksek sonu¢ 1600 mg/L Ag NP uygulamasinda iken en diisiik sonu¢ 200 mg/L TiO2 NP
uygulamasidir. Kontrol grubundaki ortamlarda ise toplam uzunluk 7,960 cm olarak

bulunmustur.

Cizelge 4.12. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarimin toplam uzunluga (cm) etkisi

, Kons. Toplam
NP’ler (ma/L) uzunlupk o)™ SS %95 GA
Kontrol 0 7,960bcd 1,095 (6,308; 9,612)
200 9,120bcd 1,404 (7,468; 10,772)
400 10,92abc 3,15 (9,27; 12,57)
Ag 800 11,780ab 1,215 (10,128; 13,432)
1200 9,570bcd 3,71 (7,92; 11,23)
1600 13,760a 1,343 (12,108; 15,412)
200 6,380d 1,757 (4,728; 8,032)
400 8,440bcd 1,426 (6,788; 10,092)
TiO2 800 7,960bcd 0,639 (6,308; 9,612)
1200 7,140cd 0,305 (5,488 8,792)
1600 8,440bcd 1,108 (6,788; 10,092)

** Aynu siitiin icerisinde farkl: harflerle gosterilen ortalamalar arasinda LSD testine gore p<0,01 diizeyinde 6nemli farklilig
izlenmistir; SS: standard sapma; GA: giiven araligy; Birlestirilmis Standart sapma = 1,83298

Ortamlara Ag NP eklenmesiyle, kontrol grubuna kiyasla toplam uzunlukta bir artis
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gorllmiistiir (Cizelge 4.12). Konsantrasyon arttik¢a buna bagli olarak toplam uzunluk da
artmistir fakat sadece 1200 mg/L Ag NP iceren ortamda bir diisiis (9,570 cm) goriilmektedir.
Ag NP bulunan ortamlarda toplam uzunluk 9,120- 13,760 cm arasinda degismektedir. En
diisiik toplam uzunluk 200 mg/L, en yiiksek toplam uzunluk ise 1600 mg/L Ag NP
konsantrasyonunda kaydedilmistir. Ag NP’den farkli olarak ortama TiO2 NP eklenmesiyle
birlikte toplam uzunlukta 6nce bir diislis olmustur (Cizelge 4.12). TiO2 NP igeren ortamlarda
toplam uzunluk en diisiik (6,380 cm) 200 mg/L TiO2 NP’de, en ytiksek (8,440 cm) 400 ve
1600 mg/L TiO2 NP’de bulunmustur. Herhangi bir NP bulunmayan kontrol ortamiyla 800
mg/L TiO2 NP igeren ortamlarda toplam uzunluk ayni degerde (7,960 cm) kaydedilmistir.
TiO2 NP igeren ortamlar arasinda ise 400 ve 1600 mg/L’de toplam uzunluk ayni degerde
(8,440 cm) bulunmustur (Cizelge 4.12).

17 giinliik in vitro kiiltlir sonunda kenevir bitkilerinde, ortama TiO2 NP eklenmesiyle olusan

degisim Resim 4.4’de goriilmektedir.

Resim 4.4 Narli ¢esit aday1 kenevir tohumlarinin kontrol ve farkli konsantrasyonlarda (200,
400, 800, 1200, 1600 mg/L) TiO2 NP eklenmis ortamlarda kiiltiire alinma sonucu
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4.7. Narh Kenevir Cesit Adayinda in Vitro Kosullarda Siirgiin/ Kok Uzunlugu Oram

Farkli oranlarda Ag ve TiO2 NP uygulamalarinin siirgiin/ kok uzunlugu oranina ait varyans
analizi Cizelge 4.13’de gosterilmistir. Siirgiin/ kok uzunlugu orani istatiksel olarak 6nemsiz

bulunmustur (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin siirgiin/ kok uzunlugu oranina
ait varyans analizi

VK SD AKT AKO F-degeri | P-degeri
NP’ler x Kons. 10 10235 1023,5 3,00 0,006
Hata 44 15000 340,9 - -
Toplam 54 25236 - = -

VK= Varyans kaynagi; SD= Serbestlikderecesi; AKT= Ayarlanmis kareler toplami; AKO= Ayarlanmig kareler ortalamasi

Cizelge 4.14°de farkli NP uygulamalarinin siirgiin/ kok uzunluguna oranina olan etkisi
gosterilmistir. Cizelge incelendiginde siirgiin/ kok oranmnin 1,550 ile 51,400 arasinda
degistigi gorlilmektedir. En diisiik deger Ag NP’de en yiiksek doz olan 1600 mg/L’de
kaydedilirken, en yiiksek deger 800 mg/L TiO2 NP’de kaydedilmistir. Buna karsilik
herhangi bir NP bulunmayan kontrol grubunda siirgiin/ kok uzunlugu oran1 19,300 olarak

bulunmustur (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin stirgiin/ kék uzunlugu oranina
etkisi

NP’ler Kons. Sirgiin/ Kok SS %95 GA
(mg/L) uzunlugu oran®
Kontrol 0 19,300b 30,8 (2,7, 35,9)
200 9,860 10,37 (-6,78; 26,50)
400 28,400ab 32,4 (11,8; 45,0)
Ag 800 10,270b 9,17 (-6,38; 26,91)
1200 5,250 3,22 (-11,39; 21,89)
1600 1,550b 0,360 (-15,092; 18,191)
200 8,610b 5,05 (-8,03; 25,25)
400 10,900b 8,74 (-5,75; 27,54)
TiO2 800 51,400a 36,3 (34,8; 68,1)
1200 13,200b 11,54 (-3,44; 29,84)
1600 3,259b 1,494 (-13,382; 19,901)

65Onemsiz; SS: standard sapma; GA: giiven araligt; Birlestirilmis Standart sapma = 18,4639
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Ortamlara Ag NP eklenmesiyle birlikte, 400 mg/L Ag NP hari¢ diger tiim dozlarda kontrol
grubuna gore bir diisiis goriilmiistiir (Cizelge 4.14). Ag NP iceren ortamlar arasinda siirgiin/
kok uzunlugu orami 1,550- 28,400 arasinda degismistir. En yliksek deger 400 mg/L Ag
NP’de, en diisiik deger 1600 mg/L Ag NP’de 6l¢iilmiistiir. TiO2 NP’de de Ag NP’de oldugu
gibi benzer bir durum goriilmektedir. TiO2 NP eklenmesiyle birlikte dnce bir diisiis
gerceklesmis fakat 800 mg/L TiO2 NP’de oldukca yiiksek bir artis (51,400) goriilmiistiir
(Cizelge 4.14). En yiiksek deger (51,400) 800 mg/L TiO2 NP’de, ikinci en yiiksek deger
(13,200) 1200 mg/L TiO2 NP’de, tigiincii yiiksek deger (10,900) ise 400 mg/L TiO2 NP’de
kaydedilmistir. Her iki NP i¢in de en diisiik degerler en yiiksek doz olan 1600 mg/L’de
kaydedilmistir (Cizelge 4.14).

4.8. Narh Kenevir Cesit Adayinda In Vitro Kosullarda Yas Agirhk Miktan

17 giinliik in vitro kiiltiir sonunda kenevir bitkilerinin yag agirlig1 bir hassas terazi yardimiyla
Ol¢iilmiistiir. Bu sekilde veriler alindiktan sonra varyans analizine tabi tutulmustur. Cizelge
4.15°de kenevir bitkilerinde farkli konsantrasyonlarda Ag ve TiO2 NP uygulamalarinin yag
agirlik miktarina (mg) ait varyans analizi gosterilmistir. Yas agirlik (mg) istatiksel olarak

0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.15. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin yas agirliga (mg) ait varyans
analizi

VK SD AKT AKO F-degeri | P-degeri
NP’ler x Kons. 10 28,00 2,7996 6,87 0,000
Hata 44 17,94 0,4077 - -
Toplam 54 45,93 — — —

VK= Varyans kaynagi; SD= Serbestlikderecesi; AKT= Ayarlanmis kareler toplami; AKO= Ayarlanmis kareler ortalamasi

Farklt NP uygulamalarinin ve dozlarinin yas agirlik miktarina (mg) olan etkisi Cizelge
4.16°da gosterilmistir. Cizelge incelendiginde yas agirlik miktarinin 0,77796- 3,380 mg

arasinda degistigi goriilmektedir. En diisiik deger TiO2 NP’nin en yiiksek dozunda (1600
mg/L) kaydedilirken en yiiksek deger ise 800 mg/L Ag NP dozunda kaydedilmistir.
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Cizelge 4.16. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin yas agirliga (mg) etkisi

NPler Kons. (mg/L) Y?fngfl‘k ss 9695 GA
Kontrol 0 0,994c 0,282 (0,418; 1,569)
200 1,909bc 0,614 (1,334: 2,485)
400 2,439ab 0,548 (1,863 3,014)
Ag 800 3,380a 1,558 (2,804: 3,955)
1200 1,898bc 0,875 (1,323: 2,474)
1600 1,943bc 0,362 (1,367; 2,518)
200 1,176bc 0,285 (0,601; 1,752)
400 1,960bc 0,490 (1,384: 2,535)
TiO2 800 1,534hc 0,244 (0,959: 2,109)
1200 1,0768bc 01374 |(0,5013: 1,6523)
1600 0,7796¢ 0,0646 | (0,2041: 1,3551)

**Ayn siitiin igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda duncan testine gére p<0,01 diizeyinde dnemli
farklilig1 izlenmistir; SS: standard sapma; GA: giiven araliy;, Birlestirilmis Standart sapma = 0,638496

NP icermeyen kontrol grubunda, yas agirlik miktar1 0,994 mg olarak bulunmustur (Cizelge
4.16). Buna karsilik yas agirlik miktari, Ag NP eklenmesi ile birlikte olumlu yonde
etkilenerek biitiin dozlarda kontrol grubundan daha yiiksek bulunmustur. TiO2 NP iceren
ortamlarda ise en yiiksek doz hari¢ (1600 mg/L), diger biitiin konsantrasyonlarda yas agirlik
miktart kontrol grubundan daha yiiksek olarak bulunmustur. Ag NP iceren ortamlar arasinda
yas agirlik miktar1 1,898 ile 3,380 mg arasinda ol¢iilmiistiir (Cizelge 4.16). En diisiik deger
1200 mg/L Ag NP’de bulunurken, en yiiksek deger 800 mg/L Ag NP’de kaydedilmistir.
1200 mg/L Ag NP’ye kadar yas agirlik miktar1 konsantrasyon arttik¢a artmis fakat 1200
mg/’de bir diislis gorilmiistiir. TiO2 NP iceren ortamlar arasinda yas agirlik 0,7796- 1,960
mg arasinda degisiklik gostermistir (Cizelge 4.16). Kontrol grubuna kiyasla, TiO2 NP
eklenmesiyle birlikte yas agirlik konsantrasyon arttik¢a artmis, 800 mg/L’de ise diislis
baslamis ve 1600 mg/L’de en diisiik deger (0,7796 mg) kaydedilmistir. En yliksek deger ise
400 mg/L TiO2 NP igeren ortamda kaydedilmistir (Cizelge 4.16).

4.9. Narh Kenevir Cesit Adayinda in Vitro Kosullarda Fotosentetik Pigment Miktar

In vitro kiiltiir sonunda elde edilen kenevir bitkilerinden, klorofil a, b ve toplam
karotenoidlerin spektrofotometrik tayini i¢in modifiye edilerek diizenlenmis bir protokol
kullanilmistir. UV-visible spektrofotometrede 663, 646 ve 470 nm'de 31 kat seyreltilmis

orneklerin 6l¢timii 2 tekerriir 3 okuma olacak sekilde yapilarak veriler alinmistir.
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4.9.1. In vitro kosullarda klorofil-a miktar

Ik olarak kenevir bitkilerinden alinan yaprak oOrnekleri tartilarak sivi nitrojen ile
ogutilmiistir. Daha sonra modifiye edilen protokol izlenmis ve UV-visible
spektrofotometrede Glglim yapilarak veriler alinmis ve varyans analizine tabi tutulmustur.
Cizelge 4.17°de kenevir bitkilerinde farkli konsantrasyonlarda Ag ve TiO2 NP
uygulamalariin klorofil- a miktarina (mg/g) ait varyans analizi gosterilmistir. Klorofil- a

(mg/g) istatiksel olarak 6nemsiz bulunmustur.

Cizelge 4.17. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin klorofil-a (mg/g)’ya ait varyans
analizi

VK SD AKT AKO F-degeri | P-degeri
NP’ler x Kons. 10 2,080 0,2080 1,20 0,385
Hata 11 1,915 0,1741 — —
Toplam 21 3,995 4 - -

VK= Varyans kaynagi; SD= Serbestlikderecesi; AKT= Ayarlanmis kareler toplami; AKO= Ayarlanmis kareler ortalamasi

Cizelge 4.18°de NP’lerin ve konsantrasyonlarinin klorofil-a’ya olan etkisi gosterilmektedir.
Herhangi bir NP eklemesi olmayan kontrol grubunda, klorofil-a degeri 1.340 mg/g olarak
bulunmustur. En yiiksek deger (1,815 mg/g) 1600 mg/L. Ag NP’de, en diisiikk deger (0,866
mg/g) ise 800 mg/L Ag NP’de kaydedilmistir.

Cizelge 4.18. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin klorofil-a (mg/g)’ya etkisi

, Kons. Klorofil-a o
NP’ler (ma/L) (malg)” SS 695 GA
Kontrol 0 1,3400 0,0863 (0,6907; 1,9893)
200 1,605 0,234 (0,956, 2,255)
400 0,924 0,462 (0,275; 1,573)
Ag 800 0,866 0,371 (0,217; 1,515)
1200 0,8755 0,0643 (0,2262; 1,5248)
1600 1,815 0,979 (1,165; 2,464)
200 1,179 0,431 (0,529; 1,828)
400 1,136 0,407 (0,487; 1,785)
TiO:2 800 1,317 0,202 (0,667; 1,966)
1200 1,174 0,366 (0,525; 1,823)
1600 1,6580 0,1089 (1,0087; 2,3073)

65Onemsiz; SS: standard sapma; GA: giiven araligt; Birlestirilmis Standart sapma = 0,417197
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Ag NP Klorofil-a iizerinde dnce pozitif bir etki gostererek artisa neden olmus daha sonra ise
konsantrasyon arttikca diismiis, 1600 mg/L. dozda ise en yiiksek degere (1,815 mg/g)
ulagmustir (Cizelge 4.18). Ag NP iceren ortamlar arasinda klorofil-a degeri 0,8755- 1,815
mg/g arasinda degiskenlik gostermistir. 1200 mg/L Ag NP iceren ortamda en diisiik deger
(0,8755 mg/g) kaydedilmistir. TiO2 NP’de ise Ag NP nin aksine kontol grubuna gore siirekli
bir diislis goriilmektedir. Buna karsilik en yiliksek TiO2 NP dozunda (1600 mg/L) Kklorofil-
a’da bir artig goriilerek en yiiksek klorofil-a miktar1 (1,6580 mg/g) Sl¢iilmiustiir (Cizelge
4.18). TiO2 NP igeren ortamlar arasinda klorofil-a degeri 1,136 ile 1,6580 mg/g arasinda
kaydedilmistir. En diisiik deger 400 mg/L TiO2 NP’de, en yiiksek deger ise 1600 mg/L TiO>
NP’de bulunmustur.

4.9.2. In vitro kosullarda klorofil-b miktar

UV-visible spektrofotometrede yapilan Olgiimlerden sonra veriler alinmig ve varyans
analizine tabi tutulmustur. Kenevir bitkilerinde farkli konsantrasyonlarda Ag ve TiO2 NP
uygulamalarinin  klorofil-b miktarina (mg/g) ait varyans analizi Cizelge 4.19°da

gosterilmistir. Klorofil-b (mg/g) istatiksel olarak 6nemsiz bulunmustur.

Cizelge 4.19. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin klorofil-b (mg/g)’ye ait varyans
analizi

VK SD AKT AKO F-degeri | P-degeri
NP’ler x Kons. 10 0,1784 0,01784 0,85 0,598
Hata 11 0,2310 0,02100 - -
Toplam 21 0,4094 - — —

VK= Varyans kaynagi; SD= Serbestlikderecesi; AKT= Ayarlanmis kareler toplami; AKO= Ayarlanmis kareler ortalamasi

Farklt NP’ler ve dozlarinin kenevir bitkileri {lizerinde klorofil-b’ye olan etkisi Cizelge
4.20’de verilmistir. Cizelge incelendiginde klorofil-b miktarmin 0,3360 — 0,5940 mg/g
arasinda degistigi goriilmektedir. En diisiik deger 800 mg/L. Ag NP’de kaydedilirken, en
yiiksek deger TiO2 NP’nin en yiiksek dozu olan 1600 mg/L.’de kaydedilmistir. Kontrol

grubundaki klorofil-b degeri ise 0,4445 mg/g olarak bulunmustur (Cizelge 4.20).
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Cizelge 4.20. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin klorofil-b (mg/g)’ye etkisi

, Kons. Klorofil-b o
NP’ler (mg/L) (Mg/g)® SS %95 GA

Kontrol 0 0,4445 0,0474 (0,2190; 0,6700)
200 0,4020 0,0212 (0,1765; 0,6275)

400 0,3590 0,190 (0,133; 0,585)

Ag 800 0,3360 0,187 (0,111: 0,562)
1200 0,3655 0,0573 (0,1400; 0,5910)

1600 0,5870 0,190 (0,361; 0,813)

200 0,3520 0,189 (0,127; 0,578)

400 0,3780 0,150 (0,152; 0,604)

TiO2 800 0,5310 0,174 (0,305; 0,757)
1200 0,4265 0,1096 (0,2010; 0,6520)
1600 0,5940 0,1329 (0,3685; 0,8195)

6SC)nemsiz; SS: standard sapma; GA: giiven araligy; Birlestirilmis Standart sapma = 0,144905

Ortama Ag NP eklenmesiyle birlikte, Ag NP konsantrasyonu arttik¢a klorofil-b miktarinda
herhangi bir NP icermeyen kontrol grubuna gore bir diisiis goriilmektedir (Cizelge 4.20).
Buna karsilik, en yiiksek Ag NP dozunda (1600 mg/L), Ag NP iceren ortamlar arasinda en
yiiksek klorofil-b degeri (0,5870 mg/g) Ol¢iilmiistiir. Ag NP igeren ortamlarda klorofil-b
degeri 0,3360- 0,5870 mg/g arasinda degisiklik gostermistir. Minimum deger 800 mg/L,
maksimum deger ise 1600 mg/L Ag NP’de bulunmustur. TiO2 NP iceren ortamlarda en
yliiksek klorofil-b miktar1 0,5940 mg/g, ikinci en yiiksek deger 0,5310 mg/g, liciincii yliksek
deger ise 0,4265 mg/g olarak sirastyla 1600 mg/L, 800 mg/L ve 1200 mg/L TiO2 NP igeren
ortamlarda kaydedilmistir (Cizelge 4.20). TiO2 NP’nin en diisiik dozunda (200 mg/L) ise en
diisiik klorofil-b degeri (0,3520 mg/g) elde edilmistir.

4.9.3. In vitro kosullarda toplam karotenoid miktar

In vitro kiiltiir sonunda spektrofotometrede 6lg¢iim yapilip veriler alindiktan sonra varyans
analizi yapilmistir ve sonuglar Cizelge 4.21°de verilmistir. Toplam karotenoid (mg/g)

yapilan varyans analizi sonucunda istatiksel olarak 6nemsiz bulunmustur.



Cizelge 4.21. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarmin toplam karotenoidlere ait

varyans analizi

VK SD AKT AKO F-degeri | P-degeri
NP’ler X Kons. 10 0,2498 0,02498 1,36 0,312
Hata 11 0,2027 0,01843 — -
Toplam 21 0,4525 - — -

VK= Varyans kaynagi; SD= Serbestlikderecesi; AKT= Ayarlanmis kareler toplami; AKO= Ayarlanmig kareler ortalamasi

Cizelge 4.22’de farkli NP’ler ve konsantrasyonlarinin kenevir bitkilerinde toplam
karotenoidlere olan etkisi gosterilmistir. Toplam karotenoid miktar1 0,3280- 0,6735 mg/g
arasinda degisim gostermistir. En diisiik karotenoid degeri 400 mg/L Ag NP’de, en yiiksek
karotenoid degeri ise 1600 mg/L TiO2> NP’de kaydedilmistir (Cizelge 4.22). Toplam

karotenoid, kontrol grubunda ise 0,4725 mg/g olarak bulunmustur.

200 mg/L ve 1600 mg/L. Ag NP iceren ortamlarda kontrol grubuna gore toplam karotenoid
miktarinda bir artig goriilitken Ag NP’nin diger dozlarinda toplam karotenoid miktari
olumsuz yonde etkilenmis ve diislis goriilmiistiir (Cizelge 4.22). Ag NP iceren ortamlarda
toplam karotenoid miktar: 0,3280- 0,599 mg/g arasinda bulunmustur ve bu degerler sirasiyla
400 mg/L ve 1600 mg/L Ag NP’de kaydedilmistir. TiO2 NP iceren ortamlarin hepsi, kontrol
grubuna gore daha yiiksek toplam karotenoid miktari ile sonuglanmustir (Cizelge 4.22). TiO2
NP igeren ortamlarda topla karotenoid degeri 0,484 ile 0,6735 mg/g arasinda degisiklik
gostermistir. En diisiik deger 200 mg/L, en yiiksek deger ise 1600 mg/L TiO2 NP’de
kaydedilmistir. TiO2 NP konsantrasyonu arttik¢a toplam karotenoid miktar1 da buna bagh
olarak artmistir. Ancak bu durum 1200 mg/L TiO2 NP’de bozulsa da (0,540 mg/g) 1600
mg/L’de tekrar bir artig gérilmiistiir.



Cizelge 4.22. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlariin toplam karotenoidlere etkisi
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Kons T°p'af“
NP’ler ' karotenoidler SS %95 GA
(mg/L) h
(mg/g)*
Kontrol 0 0,4725 0,0375 (0,2612; 0,6838)
200 0,5805 0,0233 (0,3692; 0,7918)
400 0,3280 0,158 (0,116; 0,539)
Ag 800 0,3630 0,143 (0,152; 0,574)
1200 0,3515 0,0460 (0,1402; 0,5628)
1600 0,599 0,210 (0,387; 0,810)
200 0,484 0,149 (0,273; 0,696)
400 0,490 0,147 (0,279; 0,701)
TiO2 800 0,5740 0,0933 (0,3627; 0,7853)
1200 0,540 0,211 (0,329; 0,752)
1600 0,6735 0,1096 (0,4622; 0,8848)

65C)nemsiz; SS: standard sapma; GA: giiven araligi; Birlestirilmig Standart sapma = 0,135764

4.10. Narh Kenevir Cesit Adayinda In Vitro Kosullarda Lipit Peroksidasyonu Miktari

Lipit peroksidasyonunun spektrofotometrik olarak belirlenmesi malondialdehit (MDA)
yontemi kullanilarak yapilmistir. In vitro kiiltiir sonunda elde edilen kenevir bitkilerinin UV-
visible spektrofotometrede 532 ve 600 nm'de 10 kat seyreltilmis 6rneklerinin 6l¢timii her
ornekten 2 tekerriir 4 okuma olacak sekilde yapilmistir. Daha sonra veriler alinmis ve
Cizelge 4.23’de bitkilerinde farkl

konsantrasyonlarda Ag ve TiO2 NP uygulamalarinin lipit peroksidasyonuna (nmol/g) ait

varyans analizine tabi tutulmustur. kenevir

varyans analizi gosterilmistir. Lipit peroksidasyonuna (nmol/g) istatiksel olarak 6nemsiz

bulunmustur.

Cizelge 4.23. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin lipit peroksidasyonuna ait
varyans analizi

VK SD AKT AKO F-degeri | P-degeri
NP’ler X Kons. 10 233,6 23,36 1,23 0,366
Hata 11 208,3 18,93 - -
Toplam 21 441,8 - — -

VK= Varyans kaynagi; SD= Serbestlikderecesi; AKT= Ayarlanmis kareler toplami; AKO= Ayarlanmis kareler ortalamasi
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Farkli NP’ler ve konsantrasyonlarinin kenevir bitkilerinde lipit peroksidasyonuna olan etkisi
cizelge 4.24’de gosterilmistir. Cizelge incelendiginde, lipit peroksidasyonunun 12,150-
23,550 nmol/g arasinda degistigi goriilmektedir. En diisiik lipit peroksidasyonu 200 mg/L
Ag NP’de, en yiiksek lipit peroksidasyonu degeri ise 1200 mg/L TiO2 NP’de bulunmustur.
Herhangi bir NP icermeyen kontrol grubunda ise lipit peroksidasyonu 17,450 nmol/g olarak

kaydedilmistir (Cizelge 4.24).

Cizelge 4.24. Farkli nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin lipit peroksidasyonuna etkisi

R Kons. MDA
NP’ler (mg/L) (nmol/g)® SS %095 GA
Kontrol 0 17,450 5,09 (10,68; 24,22)
200 12,150 5,85 (5,38; 18,93)
400 14,790 7,76 (8,02; 21,57)
Ag 800 22,270 5,99 (15,50; 29,04)
1200 22,765 0,156 (15,993; 29,537)
1600 17,590 5,87 (10,82; 24,36)
200 19,133 0,407 (12,360; 25,905)
400 18,248 1,206 (11,475, 25,020)
TiO2 800 17,250 3,89 (10,48; 24,02)
1200 23,550 1,82 (16,78; 30,32)
1600 17,510 1,42 (10,74, 24,28)

éss(")nemsiz; SS: standard sapma; GA: giiven araligi; Birlestirilmis Standart sapma = 4,35130

Ag NP’nin ilk iki konsantrasyonunda (200 ve 400 mg/L), lipit peroksidasyonu kontrol
grubuna gore bir diisiis gostermistir (Cizelge 4.24). Daha yiiksek konsantrasyonlarinda ise
MDA, her dozda kontrol grubundan daha yiiksek olarak bulunmustur. Ag NP bulunan
ortamlar arasinda MDA, 12,150 ile 22,765 nmol/g arasinda degismistir. En yiiksek deger
1200 mg/L’de bulunurken en diisiik deger ise 200 mg/L’de kaydedilmistir. 800 mg/L TiO>
NP bulunan ortamda kontrol grubuna gore bir diisiis (17,250 nmol/g) goriiliirken, diger tim
TiO2 NP igeren ortamlarda MDA degeri kontrol grubuna goére hep yiiksek olarak
kaydedilmistir (Cizelge 4.24). TiO2 NP’de lipit peroksidasyonu 17,250- 23,550 nmol/g
arasinda degisiklik gostermistir. Minimum MDA miktar1 800 mg/L’de, maksimum MDA
miktart ise 1200 mg/L TiO2 NP’de kaydedilmistir.
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4.11. Narhsaray Kenevir Popiilasyonunda PCR Sonuclar1 ve iPBS Markorleri

Resim 4.5, iPBS-retrotranspozon primerleri kullanilarak yapilan PCR sonuglarini
gostermektedir. Bu calismada toplam 101 goriiniir ve puanlanabilir banttan olusan toplam
sekiz 1PBS-retrotranspozon primeri kullanilmistir (Cizelge 4.25). Uygulanan bu
primerlerden 2277 numarali primer ile maksimum bantlar (23) ve 2225 ile minimum bantlar
(05) elde edilmistir. 101 banttan 98" (%97,02) polimorfik bulunmustur. 2095 numarali
primer ile minimum polimorfizm bulunurken, bes primer %100 polimorfizm géstermistir.
Maksimum ve minimum etkili alel sayist sirasiyla 1,60 ve 1,43, sirasiyla 2225 ve 2237
numarali primerlerden elde edilirken, ortalama etkili alel sayisi 1,55 idi. Minimum ve
maksimum gen ¢esitliligi, sirasiyla 2095 ve 2228 numarali primerlerden 0,28 ve 0,42 olarak
bulunmustur. Ortalama Shannon'un bilgi indeksi 0,50 iken, maksimum ve minimum |
sirastyla 2228 ve 2095 numarali primerlerden elde edilmistir. Minimum ve maksimum
beklenen heterozigotluk, sirastyla 2375 ve 2228 numarali primerler tarafindan elde edilmis
olup degerleri sirasiyla 0,16 ve 0,42 iken, ortalama beklenen heterozigotluk 0,29'du (Cizelge
4.25). Resim 4.5’de agaroz jel elektroforezi sonucunda elde edilmis jel goriintiileri

gosterilmistir.

Cizelge 4.25. iPBS-retrotranspozon primerleri kullanilarak endiistriyel kenevir (Cannabis
sativa) arasindaki genetik varyasyonun belirlenmesi i¢in hesaplanan gesitlilik parametreleri

Primerler | TB pg | Polimorfizm |\ h | Ht
(%)
2225 5 5 100,00 160 | 036 | 054 | 036
2237 8 8 100,00 143 | 029 | 045 | 029
2272 6 6 100,00 159 | 035 | 052 | 035
2005 16 15 93,75 146 | 028 | 044 | 028
2228 15 15 100,00 174 | 042 | 060 | 042
2277 23 22 95,65 155 | 033 | 050 | 025
2375 9 9 100,00 155 | 031 | 047 | 016
2399 19 18 94,74 150 | 031 | 047 | 022
Ortalama | 12,63 | 12,25 98,02 155 | 033 | 050 | 0,29
Toplam 101 98

Ne= Etkili alel sayisi1; h= Nei'nin (Nei, 1973) gen ¢esitliligi; I= Shannon'un bilgi indeksi; Ht= Beklenen heterozigotluk
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e i I R O D D e

Resim 4.5. Endiistriyel kenevirin in vitro bitkilerinde NaNsz polimorfizmine dayanan iPBS
primerlerine genel bakis
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5. SONUC VE ONERILER

In vitro ¢imlenme ve bitki ¢ikisi, bitki olusumu i¢in olduk¢a 6nemli fizyolojik siireclerdir.
Bu her iki fizyolojik slire¢ de degisken i¢ ve dis uyaricilar tarafindan diizenlenir. Disg
uyaricilarin uygulanmasi, nispeten daha hizli ve homojen ¢imlenmeye ve ardindan bitki
cikisina  yol agabilir.  Uyaricillarin  uygulanmast  veya tohumlarin  degisken
konsantrasyonlarda ve maruz kalma siiresinde de§isken uyaricilara maruz birakilmasi, tim
¢imlenmeyi ve bitki gelisimini diizenler. Son yillarda, bitki bilimlerinde, 6zellikle tohum
¢imlenmesini, bitki olusumunu, bitki biiyiimesini ve gelisimini ve sekonder metabolitleri
arttirmak igin farkli NP'ler kullamilmistir (EI-Shazoly ve Amro, 2019). Bununla birlikte,
bitkilerde NP'lerin neden oldugu annotoksisite hakkinda tartismalar vardir ve uygun NP ve
konsantrasyon sec¢imi hedefe bagli olarak olumlu etkilere yol agabilmektedir (Khot,
Sankaran, Maja, Ehsani ve Schuster 2012). In vitro ¢imlenme ve bitki ¢ikisi, kenevir
tohumlarmin en onemli konularindan biridir ve her zaman tlniform ve saglkli bitki
olusumuna ihtiyag¢ vardir. Bu caligsmada, farkli konsantrasyonlarda farkli NP'ler ile takviye
edilmis MS ortamina ekimi yapilmis, yiizey sterilize edilmis tohumlar, ¢imlenme, bitki
biliyiimesi ve gelisimi tizerinde 6nemli bir etki sergilemistir. Farkli konsantrasyonlarda farkli
NP'lerin uygulanmasiyla farkli bitkilerde tohum ¢imlenmesi, fide ¢ikist ve bitki biiyiime
parametreleri degismistir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, Ag ve TiO2 NP tipi ve
konsantrasyonunun endiistriyel kenevirin tohum ¢imlenmesi, bitki ¢ikisi ve bitki biiylime
parametreleri lizerindeki net etkisini acikg¢a ortaya koymaktadir. Nispeten daha hizlhi
cimlenme, Ag NP iceren ortam ile karsilastirildiginda TiO2 NP igeren ortam iizerinde gelisen

tohumlarda gergeklesmistir (Khot ve digerleri, 2012).

Tohum ¢imlenmesine iligkin sonuglar, NP tipinin ve konsantrasyonunun in vitro ¢imlenme
(%) tzerindeki Onemini ortaya koymustur. Her iki NP de kontrole kiyasla ters etki
gostermistir. Ag NP'lerin eklenmesi ¢imlenme {izerinde olumsuz etki gosterirken, TiO2 NP
kontrol ile hemen hemen benzer ¢imlenme (%) vermistir. Ote yandan, her iki NP de daha
yiksek konsantrasyonla desteklendiginde daha fazla tohum ¢imlenmesi saglamistir. Daha
onceki calismalar iizerinde yapilan aragtirmalar, NP'lerin tohum ¢imlenmesi iizerindeki
degisken etkisini, esas olarak NP'lerin tiirii, konsantrasyonu, uygulama siiresi ve bitki tiirii
gibi degisken faktorlere bagh olarak ortaya ¢ikarmaktadir. Son ¢aligmalar ayn1 zamanda Ag

NP'lerle muamele edilmis tohumlarin kontrole kiyasla diisilk tohum ¢imlenmesi
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gerceklestigini belgelemistir (Tymoszuk ve Kulus, 2022). Diger yandan, 35 giin boyunca Ag
NP'ye maruz kalan Artemisia absinthium'un kontrol tohumlarmma kiyasla tohum
¢imlenmesinin (%) arttig1 da rapor edilmistir (Hussain ve digerleri 2017). TiO2 NP'lerin
uygulanmasi genellikle sogan (Raskar ve Laware, 2013) ve 1spanakta (Zheng, Hong, Lu ve
Liu, 2005) ¢imlenme ve fide olusumu iizerinde destekleyici bir etki gosterir. TiO2 NP'lerin
daha fazla ve hizli ¢cimlenme iizerindeki olumlu etkisi, su ve oksijen alimindan (Khot ve
digerleri, 2012), ardindan hiicre alt1 lokasyonlarinda birikim ve tohum antioksidan

sisteminin gelismesinden (Zheng ve digerleri, 2005) kaynaklantyor olabilir.

Kok uzunlugu iizerindeki sonuglar, kontrole kiyasla her iki NP'nin de olumsuz etkisini
gostermistir. Ag NP'ler daha fazla strese neden olmustur ve kokler kontrole kiyasla oldukga
uzundu. Sonuclar ayrica TiO2 NP destekli ortamlardan elde edilen koklerin kontrolden biraz
daha az oldugunu ortaya koymustur (Shah ve digerleri, 2021). Hem NP tipinin hem de
konsantrasyonunun karsilagtirilmasi, Ag NP'leri igeren ortamlara kiyasla TiO2 NP destekli
ortamdan daha i1yi kok biiylimesini ortaya ¢ikarmis olup, kiiltlir kosullarinin kok biiylimesi
iizerindeki Onemini dogrulamistir (Geisler-Lee ve digerleri, 2012). Engellenen kok
biiyiimesi, hidroponik olarak yetistirilen bitkilere atfedilirken, Ag NP'ler ile takviye edilmis
toprak yetistirme kosullarinda higbir etki gozlenmemistir. Oysa, daha yiiksek Ag NP
konsantrasyonunda in vitro yetistirilen inci dar1 fidelerinin kdk uzunlugunun azaldig: da
belgelenmistir (Khan ve digerleri, 2019). Benzer sekilde, TiO2 NP'lerinin kok uzunlugu
iizerindeki degisken (Szymanska ve digerleri, 2016) veya olumsuz etkisi (Kumar ve
digerleri, 2015) diger {irtinlerde de goriilmistiir. Her iki NP'nin kok uzunlugu iizerindeki
degisken etkisi, kiiltiir kosullari, genotip, NP'lerin boyutu vb. gibi degisken faktorlerden
kaynaklanabilir (Geisler-Lee ve digerleri, 2012). NP'lerin spesifik konsantrasyonu, kok
uzunlugunu diizenleyen bir diger 6nemli faktordiir (Clement, Hurel, ve Marmier, 2013).

Her iki NP takviyesi de, kontrole kiyasla daha yiiksek taze agirlik ile daha uzun stirgiinler
vermistir. NP'ler arasindaki karsilagtirma, hem siirglin uzunlugu hem de yas agirlik icin Ag
NP'lere kiyasla kiiltiirde TiO2, NP’nin daha tesvik edici etkisini sergilemistir. NP
konsantrasyonunun karsilastirilmas: ayrica, daha uzun siirglinler ve daha fazla yas agirlik
iirettigini ve daha yiiksek NP konsantrasyonunun 6nemini sergilemistir. Bununla birlikte,
TiO2 NP, Ag NP'lere kiyasla genel olarak yiiksek siirgiin uzunlugu ve daha fazla yas agirhik
ile sonu¢lanmigtir. Yiiksek Ag NP konsantrasyonunun siirgiin uzunlugu (Zia, Yaqoob,
Mannan, Nisa ve Raza, 2020 ve taze biyokiitle (Khan ve digerleri, 2019) {izerindeki

baskilayici etkisi, in vitro indiiklenmis siirgiinler i¢in ortak bir 6zelliktir. Aksine, Ag NP'lerin
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in vitro olarak yetistirilen domates, turp ve lahana fidelerinin siirgiin agirlig1 iizerinde
degisken etkisi (Tymoszuk ve Kulus, 2022) gosterilmistir. Benzer sekilde, Nicotiana
tabacum i¢in TiO2 NP’ye yanit olarak diisiik taze agirlik da belgelenmistir (Du ve digerleri,
2017). Ag-Cs NP'lerin nohut tohumlarinda kullanimi, %93,0 ¢imlenme ile gelismis biiyiime
ve gelisme ile sonu¢lanmistir. Benzer sekilde, kontrol nohut tohumlarina kiyasla Ag-Cs
NP'leri ile muamele edilmis nohut tohumlarinda fide uzunlugu, taze ve kuru agirlik 6nemli

oOl¢iide daha fazla olarak bulunmustur (Anusuya ve Banu, 2016).

In vitro yetistirilen bitkilerin biyokimyasal analizine iliskin sonuglar énemsiz kalmustir,
ancak kontrol bitkilerine kiyasla her iki NP'nin de degisken etkisi gosterilmistir. NP'lerin
eklenmesi, kontrole kiyasla daha az MDA igerigi ile sonuglanmistir. TiO2 NP bulunan
ortamlarda biiyiiyen siirgiinlerin MDA igerikleri de Ag NP'lerinkinden daha azdi. Ote
yandan, 200 ve 400 mg/L TiO2 NP takviyesi Ag NP'lere kiyasla daha fazla MDA igerigi
gostermistir. Aksine 800, 1200 ve 1600 mg/L Ag NP'lerde TiO2 NP'lere kiyasla daha fazla
MDA igerigi kaydedilmistir. Ag-Cs NP'leri ile muamele edilmis nohut yaprak ornekleri,
kontrole kiyasla daha fazla MDA seviyesi sergilemistir. MDA igeriginde 6nemli bir artigin
varligi, NP'lerin daha etkili bir koruyucu fonksiyona sahip olabilecegini diistindiirmektedir.
NP takviyesi, kontrol islemine kiyasla fotosentetik parametreleri etkiledi, ancak NP'lerin tip
x konsantrasyonunun sadece klorofil-b igerikleri istatistiksel olarak anlamli olarak
bulunmustur. Ag NP'li fidelerde klorofil-a igerigi, kontrol ve TiO2 NP'lere kiyasla daha az
bulunmustur. Genel olarak, her iki NP'nin de yiiksek konsantrasyonu (800-1600 mg/L),
kontrolden daha fazla klorofil-a igerigi ile sonu¢lanmistir. Klorofil-b ve karotenoid igerikleri
icin benzer sonuglar kaydedilmistir. Onceki ¢alismalarin arastirilmasi, fotosentetik
parametreler lizerinde NP tipi ve konsantrasyonunun 6nemli etkisini vurgulamistir. Yiiksek
konsantrasyonda Ag NP'lerin uygulanmasi, 7 giinliik B. Juncea'nin (Sharma ve digereleri,
2012) yiiksek klorofil igerigine, B. rapa ssp. Rapa 'da (Thiruvengadam, Gurunathan ve
Chung, 2015) klorofil igeriginin azalmasina yol agmistir veya farkl iirlinler {izerindeki
degisken etkileri test edilmistir (Tymoszuk ve Kulus, 2022). Bunun aksine, TiO2'nin
yapraklarin klorofil igerigi iizerindeki olumsuz etkisi domates i¢in belgelenmistir (Song ve
digerleri, 2013). Ag-CS NP muamelesinden sonra artan klorofil a, b ve karotenoid
konsantrasyonu, NP muamelesinin pigment durumunu iyilestirebilecegini gostermektedir
(Anusuya ve Banu, 2016). Son galigsmalara gére nanoparcacitk muamelesi, fotosentetik

pigment iiretimini artirarak fotosentetik hizi arttirmaktadir (Siddiqui ve Al-Whaibi, 2014).
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Fotosentetik pigmentteki artisin nedeni, daha hizli elektron tagima oranlarindan

kaynaklaniyor olabilir (Giraldo ve digerleri, 2014).

Uygun molekiiler markdrlerin secimi olduk¢a Snemlidir ve birgok arastirmaci bitkiler
arasinda yiiksek genetik cesitliligin tanimlanmasinda bu markdr sisteminin yiiksek
verimliligini ve tekrarlanabilirligini dogrulamistir (Nadeem, 2021). Degerlendirilen
orneklerdeki degiskenligi dogrulamak i¢in bitki doku kiiltiirlinde molekiiler markorlerin
uygulanmasi (Zahumenicka ve digerleri, 2018) somaklonlar1 kontrol etmek i¢in popiilerlik
kazanmaktadir. Genetik aslina uygunluk, kenevir klonlar1 arasinda degerlendirildi ve iPBS-
retrotranspozon markdrleri kullanilarak ana bitkileriyle karsilagtirilmigtir. Kenevirde genetik
uygunluk testi i¢in toplam 30 iPBS-retrotranspozon pimeri tarandi ve bunlardan sekiz primer
genomik fragmanlar1 biiylitti ve gorliniir, puanlanabilir ve tekrarlanabilir bantlarla
sonuc¢landi. Tiim primerler, kenevir klonlar1 arasinda polimorfizm gosterdi ve hesaplanan
cesitlilik indeksleri, degerlendirilen kenevir klonlar1 arasinda genetik varyasyonlarin
varligini1 dogruladi. Bu sonuglar, ¢alisilan popiilasyonun heterozigot yapisin1 dogrulamistir.
Iki farklt NP'nin karsilastiriimasi, Ag NP'lere kiyasla TiO2 NP’nin daha iyi performansini
ortaya ¢ikarmistir. Bunun sebebi, muhtamelen, TiO2 NP’nin sitokinin ve gibrellinler gibi
bitki biiytimesini hizlandiran etkisi olabilir. Bu sonuglar, uygun NP'lerin se¢iminin ve
konsantrasyonunun bitki biiylimesi ve gelisimi icin olduk¢a Onemli oldugunu

gostermektedir.
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