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Vii
OZET

BAZI BIRYOFIT TURLERINDE SPOR CIMLENMESI VE ERKEN
GELISIM EVRELERININ IN VITRO KOSULLARDA
ARASTIRILMASI

Miinire Nihan BAGDATLI

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani: Dog. Dr. Bengi ERDAG
2014, 68 sayfa

Bu ¢aligmada karayosunu tiirlerinden Grimmia dissimulata E. Maier, Dicranella
varia (Hedw.) Schimp., Syntrichia ruralis (Hedw.) F. Weber & D. Mobhr,
Syntrichia laevipila Brid., Syntrichia princeps (De Not.) Mitt., ‘in in vitro spor
cimlenmesi ve erken gelisim evreleri arastirilmistir. Grimmia dissimulata tiiriinde
¢imlenme %1.5 (w/v) sukroz igeren distile su (DS) ortaminda ve sukroz icermeyen
¥ Murasige ve Skoog (MS) ortaminda elde edilmistir. Cimlenme yiizdeleri sirast
ile % 94 ve % 51°dir. Dicnella varia tiiriinde ¢imlenme %1.5 (w/v) sukroz i¢eren
ve icermeyen agar ile katilastirilmig distile su ortaminda ve sukroz icermeyen Y4
MS ortaminda elde edilmistir. Cimlenme yiizdeleri siras1 % 50 % 48 ve % 56 dur.
Syntrichia ruralis, Syntrichia laevipila ve Syntrichia princeps tiirlerinde ise
yalmzca %1.5 (w/v) sukroz igeren DS ortaminda ¢imlenme gozlenmistir.
Cimlenme yiizdeleri siras1 ile % 34, % 54 ve % 43’tlir. Denenen tim tiirlerde
¢imlenme ekzosporik tiptedir ve 2 farkli protonemal gelisim (sporeling tip)
gozlenmistir. Grimmia dissimulata, Dicranella varia ve Syntrichia laevipila
tirlerinde sporeling tipi Bryum tip, Syntrichia ruralis ve Syntrichia princeps
tirlerinde ise Encalypta tiptir. Grimmia dissimulata, Syntrichia ruralis, Syntrichia
laevipila, Syntrichia princeps’ te yaklasik ii¢ ay sonra gelisim protonemal evrede
ile siirlt kalmistir. Dicranella varia’ da ise protonemal kiiltiirler gametofor

tomurcugu olusturmus ve ileri evrede saglikli gametofitler tiretmistir.

Anahtar sozciikler: Grimmia dissimulata, Dicranella varia, Syntrichia laevipila,
Syntrichia ruralis, Syntrichia princeps, in vitro, spor ¢cimlenmesi, protonema






ABSTRACT

INVESTIGATION OF EARLY DEVELOPMENT STAGES AND
SPORE GERMINATION IN SOME BRYOPHYTE SPECIES UNDER
IN VITRO CONDITIONS

Miinire Nihan BAGDATLI

M.Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Associate Prof. Dr. Bengi ERDAG
2014, 68

In this study, in vitro spor germination and early developmental stages of
Grimmia dissimulata E. Maier, Dicranella varia (Hedw.) Schimp., Syntrichia
ruralis (Hedw.) F. Weber & D. Mohr, Syntrichia laevipila Brid. and Syntrichia
princeps (De Not.) Mitt. have been investigated. Germination was held on distilled
water (DW) containing 1.5% sucrose and ¥» Murashige and Skoog (MS) medium
without sucrose. Germination percentages were 94% and 51% respectively.
Dicranella varia gave germination in DW media with or without 1.5% sucrose and
2 MS medium. Germination rates were 50%, 48% and 56%. Germination in
Syntrichia ruralis, Syntrichia laevipila and Syntrichia princeps was only observed
in DW medium containing 1.5% sucrose. Germination rates were 34%, 54% and
43%. In all species examined, the germination was in exosporic type and two
different sporeling pattern has been observed. In Grimmia dissimulata, Dicranella
varia and Syntrichia laevipila sporeling type is Bryum type. In Syntrichia ruralis
and Syntrichia princeps sporeling type is Encalypta type. Grimmia dissimulata,
Syntrichia ruralis, Syntrichia laevipila and Syntrichia princeps post protonemal
development could not be observed after three months. In Dicranella varia
protonemata produced gametophore buds and then healty gametophytes.

Key words: Grimmia dissimulata, Dicranella varia, Syntrichia laevipila,
Syntrichia ruralis, Syntrichia princeps, in vitro, spore germination, protonemata
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1. GIRIS

Embriyophyta veya embryofitler (kara bitkileri olarak da bilinirler) yesil bitkiler
icerisindeki monofiletik bir gruptur (Sekil 1.1). Yaklasik 400 milyon yil &nce
Siliiriyen déneminde bitkilerin karaya ilk yerlesimi ¢ok sayida énemli 6zelliklerin
evrimiyle birlikte gerceklesmistir. Kara bitkilerinin dnemli bir yeniligi embriyo ve
sporofitin evrimidir. Embriyo, gametofite bagl veya onun tarafindan gevrelenmis
olgunlagsmamig bir sporofit olarak tanimlanir. Sporofit biitiin kara bitkilerinin
yasam dongiisiiniin ayr1 bir diploid evresidir. Sporofit soyun yasam dongiisiiniin
ayr1 bir evresi olarak uyumsal avantaji spor iiretimindeki biiyiik artigtir. ikinci
yenilik kiitin ve kiitikula’ nin evrimidir. Kiitikula kara bitkilerinin organlarinin en
dis tabakasi olan epidermis hiicrelerinin disina dogru salgilanan koruyucu bir
tabakasidir. Epidermis i¢ dokularin mekanik korunmasinda ve su kaybinin
onlenmesinde is goriir. Diger bir yenilik parenkima dokusunun evrimidir.
Parenkima hiicreleri solunum, fotosentez, lateral tasimim, depo ve
rejenerasyon/yara iyilesmesi gibi metabolik aktivitelerde is goriir. Bir bagka
evrimsel yenilik anteridyumdur. Cogunlukla steril “ceket” tabakasi olarak
adlandirilan bu sarict steril geper hiicreleri tabakasinin evrimi, gelisen sperm
hiicresini kurumaktan korumak amagli bir uyumdur. Bir diger yenilik disi
gametangium olan arkegonyumun evrimidir. Arkegoniyum, yumurtayi saran bir
dis steril hiicre katmani ile digerleri dis kisma dogru bir tiip seklinde uzanan
boyundan ibarettir. Yumurtay1 korumakta ve ddllenmede islev goriir (Simpson,
2012).

Kara bitkilerinin erken evrimleri sirasinda, ii¢ biiylik monofiletik soy, damarh
bitkilerden once ayrilmistir. Bu soylar damarsiz kara bitkileri veya “biryofitler”
olarak isimlendirilirler. Biryofitler parafiletik bir gruptur ve tiirevlenmis
Ozelliklerinin olmayisiyla tanimlanirlar. Bu grup gergek iletim dokularinin
olmayisi, fotosentetik ve yasam dongiisiinii serbest yasayan ve kalici bir evresi
olan baskin bir gametofite sahip oluslariyla damarli bitkilerden farklilik gosterirler
(Simpson, 2012).
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Sekil 1.1. Soyu tiikenmis ve giiniimiize kadar gelen kara bitkilerinin morfolojik
karakterlere dayanan filogenetik iliskisi (Vanderpoorten ve Goffinet,

2009).




Biryofitler;  Marchantiophyta  (cigerotlar1),  Anthocerotophyta (boynuzlu
cigerotlar1) ve Bryophyta (karayosunlari) olmak {izere ii¢ sinifa ayrilmakta (Glime,
2007; Goffinet ve Shaw, 2009) ve diinya iizerinde yaklasik 25.000 tiirle temsil
edilmektedir (Crum, 2001). En gelismis tiyeleri karayosunlaridir ve bu sinif
yaklagik 15.000 tiir icermektedir (Hallingback ve Hodgetts 2000; Gradstein vd.,
2001).

Biryofitler birkag mm’den 70 cm’ye kadar ulasabilen, genellikle kiiciik ve basit
yapidaki bitkilerdir. Karasal bitkiler olarak bilinmelerine ragmen, bazen tamamen
suya gomiili olarak yada topragin ve nemin ¢ok az oldugu kurak ortamlar gibi
ekstrem kosullarda da yasamlarimi siirdiirebilmektedirler. Daha ¢ok nemli iklime
sahip bolgelerde, golgelik alanlarda ve su kenarlarinda genis yayilisa sahiptirler.
Birka¢ karayosunu tiirii deniz kenarinda bulunmasina ragmen, higbiri denizlerde
yasamamaktadir (Oren, 2004).

Biryofitlerin yaprak ve govdeleri, vaskiiler bitkilerin yaprak ve govdeleriyle
homolog degildir. Biryofitlerin emici ve tutunucu organlar1 gercek bir kok olarak
adlandirilmaz. Tek hiicreli veya ¢ok hiicreli yapida ipliksi sekilde rizoid adi
verilen koksii yapilara sahiptirler (Altuner, 1997). Bu yapilarin gorevi biryofitleri
substrata (toprak, kaya, agac¢) baglamaktir.

Biryofitler disindaki diger biitiin bitkilerin iletim dokularinin, ksilem ve floemden
olugsmus olmasi1 bu grup ile diger bitkiler arasindaki 6nemli farklardan biridir
(Chien ve Croshy, 1999; Nyholm, 1981; Schofield, 1985). Biryofitlerin
nonvaskiiler (iletim demetsiz) bitkiler oldugu sdylenebilir fakat bu Biryofitlerin
iletim dokusunun olmadigi anlamina gelmez. Bir¢ok yaprakli karayosunu govdesi
ve birka¢ Cigerotu ile bazi yaprakli karayosunlarinin sporofitik setasi (spor
kapsiilli sap1) su ve diger madensel tuzlar ilettigi bilinen farklilasmis hiicrelerden
olusmus bolgelere sahiptir. Bu bolgeler, uzun 6lii hiicrelerden olusan, merkezde
bulunan ve hidroid adi verilen yapilardir. Bu yapilarin yan duvarlari kalindir ve
polifenolik bilesikler igerir. Fakat asla vaskiiler bitkilerin trakeidlerinin ve
damarlarinin ¢eper yapisinda bulunan karakteristik ligninsel kalinlagmaya sahip
degillerdir. Hidroid igeren birgok karayosunu, hidroidlerin gevresinde bulunan ve
elementlerin gegisini kontrol eden hiicrelere de sahiptirler. Bu hiicreler leptoid
olarak adlandirlirlar. Leptoidler uzun olup farkli bir sitoplazmaya sahip ve
plasmodesmataya kadar uzanan sitoplazmik uzantilara sahiptirler. Leptoidler
olgunlasinca sitoplazmalar1 ¢okelir ve u¢ kisimlarmin ¢eperi  bolgesel



kalinlagsmalarla ¢evrelenmis porlara sahiptir (Chien ve Crosby, 1999; Nyholm,
1981; Schofield, 1985).

Cok iyi gelismis leptoid ve hidroidler, Atrichum P. Beauv ve Polytrichum Hedw.
gibi yaprakli karayosunlari cinslerinin bazi tiirlerinde ve ayrica Dawsonia R Br.
cinsinin baz tiirlerinde bulunur. Bununla birlikte bir¢ok karayosununda su, dis
yiizeyden fiziksel olarak hareket eder. Bir¢ok cigerotu genellikle gevrede suyla i¢
icedir. Baz1 karayosunlarindaki hidroid ve leptoidlerin kara yasamina cevap olarak
gelismis olabilecegi diisiiniilmektedir (Chien ve Crosby, 1999; Nyholm, 1981;
Schofield, 1985).

Biryofitlerde diger biitiin kara bitkilerinde oldugu gibi gametofitik ve sporofitik
doller arasinda birbirini takip eden diizenli bir degisim olayr vardir.
Karayosunlarinda eseyli lireme oogami iledir ve daima antitetik dol almasi
goriiliir. Canlilarin hayatinda morfolojik bakimdan birbirine benzeyen veya
benzemeyen eseyli bir dol ile eseysiz bir doliin diizenli bir sekilde birbirini takip
etmesine dol almasi adi verilmektedir. Goriilen en tipik seklide karayosunlarinda
oldugu gibi haploid gametofitle diploid sporofit arasindaki almastir (Ozdemir,
2000).
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Sekil 1.2. Karayosunu yasam dongiisti.
(http://www.esu.edu/~milewski/intro_biol two/lab 2 moss ferns/Moss
andFern_Diversity.html, 9 Haziran 2014).

Biryofitler yasamlarini siirdiirebilecekleri kadar nemin var oldugu tropikal
bolgelerden, subarktik ve subantartik bolgelere kadar diinyanin biitiin iklimlerinde
oldukga genis alan kaplamalarina ragmen, vaskiiler bitkilerin goélgesinde kalmus,
gdzden kagan organizmalardir. Oysaki biryofitler bir¢ok ekosistemin etkili
bilesenleri ve g¢evresel degisimin miikemmel gostergeleri olabilirler (Station,
2012). Ayrica birtakim genis Olgekli ekosistem prosesleri igin gereklidirler ve
karbon, su, besin dongiilerinde Onemli rol oynarlar (Vitt, 2000; Porley ve
Hodgetts, 2005).

Biryofitler karasal bitkilerin en genis 2. grubunu olusturmalaria ragmen, vaskuler
bitkiler ile kiyaslandiginda biyolojileri hakkinda daha az bilgi vardir. Bitki
morfogenez caligmalar1 temel olarak vaskuler bitkiler lizerine yogunlagmistir ve
biryofitler deneysel modeller olarak tercih edilmemektedirler (Sabovljevic vd.,
2005). Bu durumun olasi nedeni tiirlerin biyolojisi hakkinda az bilgiye sahip
olma, materyallerin genetik ¢esitliligi ve biryofitlerin iizerinde (ve/veya
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endobiyont olarak) yasayan organizmalarin ¢oklugu ile aksenik kiiltiir elde
etmedeki sikintilardir. Oysaki Biryofitlerle deneysel c¢alismalar oldukca
ekonomiktir ve bir¢ok temel ve uygulamali fizyoloji, genetik, morfogenetik,
ekolojik ve evrimsel sorunlar gibi konularda yiiksek bitkilere gore oldukca kolay
incelenebilir ozelliklere sahiptirler (Sabovljevi¢ vd., 2003). Ayrica biryofitler
protoplast biiylimesi ve fiizyon, bitkilerde strese-bagli hiicre cevabi, apospori,
apogami gibi kompleks biyolojik siireglerin agiklanmasi i¢in de yararh
materyallerdir (Lal, 1984; Cove vd., 1997; Oliver ve Wood, 1997; Schumaker ve
Dietrich, 1998; Reski, 1998; Wood vd., 2000; Bogdanovi¢ vd., 2009; Cveti¢ vd.,
2005, 2009; Sabovljevi¢ vd., 2010; Vujici¢ vd., 2010).

Biryofitlerde, yeni bitki olusturmak i¢in genellikle ii¢ yol vardir. Bunlar: 1. spor
¢imlenmesi 2. gemma c¢imlenmesi 3. ana bitki kisimlarinin rejenerasyonu’dur
(Nehira, 1983). Bu gelisim siireglerini arastirmak i¢in karsilastirmali pek ¢ok
arastirma yapilmustir  (Leitgeb, 1874,1875,1877,1881; Correns, 1899; Goebel,
1930; Chalaud, 1932; Fulford, 1956,1975; Nehira, 1976; Renzaglia, 1978).

Yukaridaki belirtilen ii¢ gelisim siireci arasinda, sporeling (sporun ilk
boliinmesinden yapraksi siirglin olusumuna dek gecen siirec) biyolojik olarak ¢ok
daha Onemlidir. Ciinkii spor ve sporeling gametofitin temel karakteristigini
olusturur ve sporeling modeli diger gelisim siireclerine gore daha spesifiktir
(Nehira, 1983). Genel olarak, spor ¢imlenmesi ve sporeling gelisimi ¢evre
kosullarinin  neden oldugu modifikasyona duyarhidir (Leitgeb, 1876;
Schostakowisch, 1894; Buch, 1920; Chalaud, 1932,1937; Miiler, 1958; Fulford,
1956,1975; Inoue, 1960; Doyle, 1962,1963; Schuster, 1966). Ancak bazi1 6zellikler
cevresel degisikliklerle modifiye olmaz. Bunlar, spor kabugundaki yarilma tipi,
protonema gelisiminin ekzosporun i¢ine veya disina dogru olmasi (ekzosporik
veya endosporik ¢imlenme) ve uygun kosullarda gelisen protonema yapisidir.
Bunlar sporeling tiplerini siniflandirmak i¢in kullanilabilecek temel karakterler
olarak kabul edilmelidir, ¢iinkii muhtemelen cins veya tiirlerin bireyleri i¢in essiz
ve ayirt edici dzelliktedir (Nehira, 1983).

Karayosunlarmin ~ ¢ogunda  ¢imlenme  ekzosporiktir, yani  sporlarin
birakilmasindan sonra sporda bulunan tek hiicrenin protoplastinin genislemesi
sonucu spor catlar. Andreaea (Hedw.), Drummondia Hook., ve Leucodon
Schwégr. gibi bazi karayosunun cinslerinde germinasyon daha erken dénemde,
sporlarin dagilmasi ve a¢ilmasindan 6nce yani endosporik olarak gergeklesir.



Spor agildiginda igerisinde birden ¢ok hiicre bulunur, bu nedenle boyle taksonlar
multiselliiler sporlara sahiptir.

Cok farklilagma gosterse de karayosunlarinda genellikle goriilen yapi yiiksek
derecede dallanmis filamentdz ve uniseriate protonemadir. Hiicre Ozellesmesi
protonemada iki tip filamentle goriiliir: Kirmizi kahverengimsi yatay baglayici
filamentler (kaulonema) ve yukariya dogru gelisen yesil filamentler (kloronema).
Her iki protonema birka¢ santimetreye kadar uzayip substrati iizerinde agik yesil
bir film halinde goriinim kazanabilir. Protonema fazi genellikle kisa siirelidir,
fakat Buxbaumia gibi taksonlarda bitkinin vejetatif neslini ifade eder. Protonema
gelistikge ¢ogu zaman kaulonema tizerindeki hiicreler siirgiin uglar1 gelistirirler ve
bu diizenli oblik siralar halindeki yapilar siirgilin apikal hiicrelerini olusturur. Bu
olay karayosununun yaprakli gametofor yada siirgiin safthasini baglatir. Her
protonemadan sayisiz siirglin ¢ikarak ortii halindeki karayosunu gibi yapilarn tek
bir spordan gelisebilmesini saglar (Crandall-Stotler ve Bartholomew-Began,
2007).

Spor ¢imlenmesi ve protonema gelisimini sahada c¢alismak olduk¢a zordur
(Wiklund ve Rydin, 2004). Bu durumda in vitro kiltir kosullar1 pratik bir
alternatif saglamaktadir. In vitro kiiltiir, biryofit gelisimi ve ¢imlenme
caligmalarimi kolaylastiran 6nemli bir tekniktir (Duckett vd., 2004; Hohne ve
Reski, 2005; Nehira, 1983; Goode vd., 1992; Duckett vd., 1998). Bu yontem
vejetatif lireyen tiirler hakkinda yeni bilgilere katkida bulunabilir (Duckett ve
Ligrone, 1992; Duckett vd., 2001). Ayrica besin gereksinimleri (Sabovljevic vd.,
2003), kurumaya tepkiler (Mishler ve Newton, 1988; Rowntree vd., 2007) ve diger
biyolojik olaylar1 yorumlamada yararli olabilir. Bunun yani sira biryofitler hasar
gormiis ekosistemlerin yeniden gii¢lendirilmesi ve ex-situ koruma ¢alismalarinda
onemli bir arag¢ olarak kabul edilmektedirler (Pence, 2004; Rowntree ve Ramsay,
2005; Rowntree, 2006; Sarasan vd., 2006). Ayrica son yillarda, fitokimya ve
farmokolojinin ilerlemesi ile biryofitlerde yeni yapilara sahip biyolojik aktif
bilesikler tespit edilmis ve dikkatler tibbi olarak biryofitlerin kullanimina daha
fazla yonelmistir ( Xia vd., 2001; Zhu vd., 2002; Wang ve Lou 2003; Stephen vd.,
2004).

Farkli karayosunu tiirlerine ait kontrollii kosullarda gerceklestirilen aksenik kiiltiir
calismalar1 pek ¢ok arastirici tarafindan rapor edilmistir (Basile ve Basile, 1988;
Kowalczyk vd., 1997; Sabovljevi¢ vd., 2003; Duckett vd., 2004; Rowntree, 2006;



Sabovljevi¢ vd., 2009). Ancak aksenik kosullarda gelisim yiiksek bitkilerdeki gibi
tiire 6zgldir ve in vitro kosullarda ayni1 uygulamada farkli tiirlerin cevabinda pek
cok farkliliklar vardir (Bijelovi¢ vd., 2004; Sabovljevi¢ vd., 2005).

Biryofitlerde aksenik kiiltiir ¢aligmalar1 ¢ok karmasik goziiktiigii i¢in bu tip
arastirmalar bir¢ok arastirici tarafindan denenmekten vazgecilmistir. Ancak,
aksenik olmayan kosullarda diger organizmalarla olasi etkilesim nedeniyle bazi
deneysel islemler igin steril kiltiirler gereklidir. Ayrica in vitro olusturulmus
aksenik kiiltiirler ile farkli tiirlere ait erken gelisim evreleri ve dolayst ile tiir
biyolojisine iligkin temel bilgilere ulagsmak miimkiindiir.

Planladigimiz bu c¢alismada Grimmia dissimulata E. Maier, Dicranella varia
(Hedw.) Schimp., Syntrichia ruralis (Hedw.) F. Weber & D. Mohr, Syntrichia
laevipila Brid., Syntrichia princeps (De Not.) Mitt.’e tiirlerine ait aksenik
kiiltiirlerin olusturulmast ile in vitro kosullarda spor ¢imlenme 6zellikleri,
protonema ve gametofit gelisimi asamalar1 ilk kez belirlenmis ayrica gametofit
farklilagmasi iizerine farkli bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkisi aragtirtlmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

De Luna (1990), Braunia secunda (Hook.) Bruch & Schimp., Hedwigia ciliata
(Hedw.) P. Beauv., Hedwigidium integrifolium (P. Beauv.) Dixon, Pseudobraunia
californica (Lesg.) Broth. ve Rhacocarpus purpurascens (Brid.) Par. tiirlerinde
¢imlenme ve protonemal gelisimi gozlemek igin sporlart kati ortama kiiltiire
etmistir. Bes tlirde de ¢imlenmenin ekzosporik oldugunu belirtmis ve denenen
tiirlerde iki protonemal gelisim tipi goézlemistir. Rhacocarpus purpurascens ‘ da
protonemanin Macromitrium tipte oldugu gibi rektangular veya kisa oblong
hiicrelerden olusan dallanmis filamentlerden meydana geldigini belirtmistir.
Braunia secunda, Hedwigia ciliata, Hedwigidium integrifolium, ve Pseudobraunia
californica’ min protonemasinin globular hiicrelerden ibaret oldugunu ve bu
durumun karayosunlarinda bilinmeyen bir tip oldugunu rapor etmistir.

Sabovljevi¢ vd. (2003), farkli konsantrasyonda oksin ve sitokinin igeren ve
herhangi bir bitki biliyiime diizenleyicisi icermeyen MS ortamlarinda bes
karayosunu tiirii i¢in in vitro kiiltiirleri olusturmuslardir. Eurhynchium praelongum
(Hedw.) B.S. & G. tiiriiniin in vitro kiiltiiriine gametofitlerin ug siirgiinlerinden,
Aloina aloides (K.F.Schultz) Kindb., Brachythecium velutinum (Hedw.) B.S. &
G., Ceratodon purpureus (Hedw.) Brid. ve Grimmia pulvinata (Hedw.) Sm.
tirlerinin in vitro kiiltiirlerine ise olgunlasmamis sporofitlerin sporlarindan
baglamiglardir. Eurhynchium praelongum tiiriinde sekonder protonemayi basarili
bir sekilde elde eden arastiricilar; Aloina aloides, Brachythecium velutinum,
Ceratodon purpureus tiirlerinde protonema kiiltiirlerinin tomurcuk formasyonunu
gerceklestirdigini ve daha sonra kaulonema kiiltiirine dontstiigini, Grimmia

pulvinata tiiriiniin ise protonema evresinde kaldigini rapor etmiglerdir.

Bijelovi¢ vd. (2004), Bryum argenteum (Hedw.) ve Atrichum undulatum (Hedw.)
P. Beauv. karayosunu tiirlerini, morfolojilerini arastirmak amaciyla in vitro
kosullarda farkli fitohormonlar ile muamele etmiglerdir. Kiiltlirleri steril
sporlardan kurmuslar, in vitro yetistirilen steril gametofitlerin apikal siirgiinlerini,
gametofit cogalmasi, biiylimesi ve sekonder protonema iizerine farkli bitki
bilyiime maddelerinin etkisini arastirmak icin kullanmuslardir. Iki karayosunu
tiriiniin de uygulanan biiyiime diizenleyicilerine farkli tepki gosterdigini rapor

etmislerdir.
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Zhao vd. (2004), bir karayosunu tiirii olan Lindbergia brachyptera (Mitt.) Kindb.
'da spor ¢imlenmesi, protonemal gelisim ve gametofit farklilasmasinin gozlenmesi
igin in vitro kiiltiirler olusturmuslardir. Denemelerin sonunda spor ¢imlenmesinin
yaklasik 3 giin sonra gerceklestigini ve ¢imlenme tipinin ekzosporik oldugunu
belirtmiglerdir. Kiiltiire alindiktan 8 giin sonra, sporlarda ¢imlenme oran1 %95 tir.
Lindbergia brachyptera protonemasinin, ipliksi kloronema ve rizoid igerdigini ve
gametofit baslangicinin, kloronemadan farklilasma ile olustugunu rapor
etmislerdir.

Sabovljevi¢ vd. (2005), Bryum argenteum ve Atrichum undulatum tirlerinde in
vitro kiiltirleri Murashige & Skoog (MS) (1962) ortamu iizerine steril edilmis
sporlardan baslatmuglardir. Iyi gelismis gametofitlerin apikal siirgiinlerini,
gametofit biiyiimesi, gogalmasi ve sekonder protonema iizerine sekerlerin (sukroz,
fruktoz ve glukoz) farkli konsantrasyonlarinin (0.01M, 0.03M, 0.05M, 0.1M,
0.2M, 0.3M) etkisini arastirmak i¢in kullanmislardir. Bryum argenteum’ un in
vitro kiiltiirlerinde test edilen sekerlerin, protonemal gelisim ve siirgiin gogalmasi
tizerine pozitif, Atrichum undulatum’ un in vitro kiltirlerinde ise negatif etki

gosterdigini rapor etmislerdir.

Cveti¢ vd. (2005), bir karayosunu olan Amblystegium serpens’ i (Hedw.) Schimp.
in vitro kosullarda 7 g/L agar, 30 g/L sukroz, yar1 makro ve mikro mineral tuzlar,
vitaminleri igeren hormonsuz MS ortaminda kiiltiire etmislerdir. Sonugta sporlar,
16/8 saat fotoperiyod kosullarinda, 25+ 2 °C, %60-70 nem ve 47 pmol/ m%s 151k
siddetinde ¢imlenmis ve primer protonema geligsmistir. Primer protonemanin
gelisiminden ii¢ hafta sonra, dol almasi olmadan primer protonemadan dogrudan
yeni sporofit meydana geldigini gozlemislerdir.

Gonzélez vd. (2006), Splachnum ampullaceum (Hedw.) un protonema
eksplantlarini, BS (Gamborg vd., 1968) vitaminleri veya sukroz ilavesi olmayan,
azot iceren, 10 farkli mineral ortam iizerinde biiyiitmiislerdir. Kiiltiirleri
24+4/20+2 °C giindiiz/gece sicaklikta ve 16-h fotoperiyotta (25 umol m? s* 1s1k
siddeti) inkiibe etmislerdir. Sukrozun protonema g¢apina az etki ettigini ya da hig
etki etmedigini ve yiiksek-amonyumlu ortamin veya yalniz nitratli ortamin
tomurcuk sayisini azda olsa arttirdigin1 ya da hi¢ etkilemedigini, fakat diisiik-
amonyumlu ortamin tomurcuk sayisint O6nemli derecede azalttigin1 rapor
etmislerdir. B5 vitaminlerini i¢eren ortamda kiiltiirlerin 1 yil siireyle hayatta
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kaldigini, uzun-dénem Kkiiltlirler ig¢in en iyi ortamun diisiik konsantrasyonlu
amonyum fosfat veya sulfat iceren ortam oldugunu gozlemislerdir.

Sabovljevi¢ vd. (2006), in vitro kiiltiirde Atrichum undulatum tiiri karayosununun
morfojenisi tizerine mineral tuzlar ve sukrozun etkisini test etmiglerdir. In vitro
kiiltiirleri MS ortamina aktarilan steril edilmis sporlardan kurmuslardir. Gametofit
bliylimesi, ¢ogalmasi ve protonemal biiyiime iizerine mineral tuzlarin ve sukrozun
etkisini arastirmak i¢in, gametofitlerin apikal siirgiinlerini kullanmislardir. Sporofit
ylizey sterilizasyonunu basariyla saglamislar, en iyi spor ¢imleme yiizdesini 30
gt/L sukroz igeren MS ortaminda elde etmislerdir. Spor ¢imlenmesinden 15 giin
sonra protonema gelisimi ve 2 ay sonrada tomurcuk olusumunu rapor etmislerdir.
Denemeler sonucu gametofit gelisimi igin en iyi ortamin 15 g/L sukroz iceren MS
ortami oldugunu, yiiksek sukroz konsantrasyonunun (30 g/L) tam bir bitki
olusumunu engelledigi fakat protonema gelisimini tegvik ettigini gozlemislerdir.

Cveti¢ vd. (2007), Pogonatum urnigerum (Hedw.) P. Beauv. tiirii karayosununda
in vitro kiltiirleri olusturmuslardir. Gametofit gelisiminde protonema ve
gametofor asamalarinin her ikisini de elde etmislerdir. MS ve yari-giicli MS
olmak {izere iki besin ortami denemislerdir. Ayrica kallus kiiltiiriinde, hormonsuz
MS besin ortami kullanmiglardir. Gametofit gelisimi i¢in en iyi besin ortaminin 15
gr/lL sukroz ilave edilmis yari-gligli MS ortami oldugunu tespit etmislerdir.
Denemelerde; tomurcuk gelisimini etkileyen faktorleri test etmek ig¢in 1uM indol-
3-asetik asit (IAA) ve benziladenin (BA) igeren yari-giigli MS ortamini
kullanmiglardir. IAA igeren ortamda kallus olusumu olmadan protonemanin
kloroplastlarim1 kaybettigini, BA igeren ortamda yetisen dokularda ise higbirinde
gametofit iiremedigini ve uzun siireli uygulamalarda canliliklarin yitirdigini rapor

etmislerdir.

Silva vd. (2009), Thamniopsis incurva (Hornsch.) W.R. Buck’ da spor
¢imlenmesi ve canli kalma siiresinin yani sira farkli 1s1k siddetleri ve su
potansiyelleri altinda protonemal biiylimeyi arastirmuslardir. Olgun  spor
kapsiillerini sterilize edip, sporlart Knop (Nehira 1988) besin ortamina
aktarmuslardir (siv1 ve %0.4 agar ile katilastirilmis). Denemeler sirasinda sporlarin
ii¢ ay iginde hizlica canliliklarimi kaybettigini, ¢imlenmenin, hem 1sik (12h
fotoperiyod) hem de siirekli karanlik kosullarinda meydana geldigini
gozlemislerdir. Cesitli 151k denemelerinin ( 1.4-14.4 pmol/m?s™) tomurcuk
olusumu ve protonemal biiyiimeyi inhibe ettigini, diger yandan; spor ¢imlenmesi,
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protonemal biiyiime ve gametofit olusumunda —0.06 MPa su potansiyeli ile sinirli
oldugunu rapor etmislerdir.

Cveti¢ vd. (2009), aseptik kiiltiirde biiyiiyen karayosunu tiirii Atrichum undulatum
da giin uzunlugunun etkilerini arastirmislardir. Fotosentetik pigmentlerin, farkli
fotoperiyodlarda biiyiimenin sonucunda 6nemli farkliliklar gostermedigini tespit
etmislerdir. Protein icerigi ve malat dehidrogenaz aktivitesinin, kisa giine (8
151k/16 karanlik) gore, uzun giinde (16 151k/ 8 karanlik) yetisen bitkilerde daha
yliksek oldugunu, toplam fenolik bilesiklerin iceriginin yani sira antioksidatif
kapasitenin uzun-giin kosullarinda yetistirilen bitkilerde daha yiiksek oldugunu
rapor etmiglerdir. Ayrica peroksidaz aktivitesinin, uzun giinde yetistirilen
bitkilerde daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Denemelerin sonunda farkl
fotoperiyodlarda biiyiiyen karayosunu tiirlerinde antioksidan metabolizmada
bilesiklerin  diizenlenmesini, yiiksek bitkilerdeki benzer parametrelerle
iliskilendirmislerdir.

Silva vd. (2010), Bryum argenteum sporlarinda farkli ¢imlenme fazlarinda 151k ve
besin maddelerinin etkisini arastirmuglardir. Denemelerde siirekli karanlik ve 151k
(12 saat) kosullar1 uygulanmis ve sporlar distile su ve besin soliisyonu igeren
ortamlara inkube edilmistir. Kullanilan her iki ortam birbirinden bagimsiz olarak
denenmistir. Sporlarin sadece 1s18a maruz kaldiginda ¢imlendigini, karanlikta ise
¢imlenmenin sigsme asamasinda kaldigini bildirmislerdir. Ayrica besin soliisyonu
varliginda, distile suyla kiyaslandiginda ¢imlenmenin daha erken gergeklestigini
rapor etmislerdir. Denemelerin sonunda Bryum argenteum sporlarinin ¢ogunda
besinlerin, son ¢imlenme fazini tamamlamak ve protonemal biiylimeyi saglamak

icin gerekli oldugu sonucuna varmislardir.

Liang vd. (2010), zarar gormiis dogal ekosistemlerin iyilestirilmesi ve habitat
yesillendirmesi uygulamalarinda kullanilmak iizere Bryum argenteum  tiirii
karayosununun mikrogogaltim prosediirlerini arastirmislardir. Baslangi¢c materyali
olarak steril edilmis siirglinlerin yaklagik 5 mm’lik u¢ kisimlar1 kullanilmistir.
Denemelerde kiilttirler 0.01, 0.1, 1 ve 10 uM [AA, BA ve GA; ile desteklenmis
Knop (Reski ve Abel, 1985), BCD (Ashton ve Cove, 1977) ve Beneke (Basile,
1975) ortamlan iizerine kurulmustur. Denemelerin sonuglarina goére, protonema
Knop soliisyonunda (BCD ve Beneke ortamlar ile kiyaslandiginda) daha kolay
¢ogalmis ve Knop ortamui {izerinde gelisen protonema, diger ortamlarda gelisen
protonemalara gore daha fazla gametofor iiretmistir. Denemelerde kullanilan
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fitohormonlarin  hi¢ biri {iretilen gametofor sayisin1 belirgin bir sekilde
etkilememistir. Ancak 0.1 uM GA; ilaveli Knop ortamimda gametofor belirim
stiresi nispeten azalmistir. In vitro elde edilmis gametoforlar ve dogal ortamindan
toplanmig gametofitler fragmente edilmis ve vermikulit ve turbadan olugan karigim
(6:1) tizerine aktarilmislardir. Yaklasik bir ay sonra karayosunu mati (hasir)
olustugu goézlenmislerdir. In vivo ve in vitro elde edilmis materyallerin
kolonizasyonu karsilastirildiginda, in vitro elde edilmis materyalin daha iyi
kolonize oldugu rapor edilmistir.

Vuyjici¢ vd. (2010a), tehdit altinda olan Herzogiella seligeri (Brid.) Z. lwats.
karayosunu tiiriiniin korunmasi i¢in uygun prosediirii olugturmak ve aktif ¢ogaltim
saglamak amaci ile aksenik kiiltirler olusturmuslardir. Eksplant olarak sporofit ve
gametofitleri kullanmiglardir. Sporofit yiizey sterilizasyonunda, %10 luk ticari
sodyum hipoklorid (NaOCI) ile 5 dakika muamele etmeleri sonucunda %2100 steril
kiiltiirler elde etmiglerdir. Farkli giin-uzunlugu ve sicakligin gelisimde etkili
olmadigimi belirtmislerdir. Ayrica, sukrozun spor ¢imlenmesini tesvik ederken,

gametofit gelisimini durdurdugunu rapor etmislerdir.

Boisselier ile kurduklari in vitro kiiltiirlerde, en uygun kosullar, mineral besinler,
1s1k ve sicaklik ile diger sabit kosullar1 arastirmiglardir. Aseptik in vitro kiiltiirler
icin gemmalar1 baslangi¢c materyali olarak kullanmislardir. Gemmalarin yiizey
sterilizasyonunu %7 lik ticari camasir suyu ile saglamiglardir. Bitkilerin, 18-20 °C
sicaklik, yiiksek nem ve uzun giin kosullarinda tam gelisim gosterdigini ve en iyi
biokiitle veriminin, 15 gr/L sukroz ilave edilmis yari-gii¢lit MS besin tuzlari igeren
ortamda olustugunu rapor etmislerdir.

.....

olusturulmast igin gerekli kosullar ve siirgiin ¢ogaltimi ¢aligmalarini
gergeklestirmek i¢in pleurokarp karayosunu Hypnum cupressiforme (Hedw.)’ nin
in vitro kiltliriinii olusturmuslardir. Sporofit ve gametofitlerin apikal siirgiinlerinin
sterilizasyonu i¢in 5 dakika %3,5,7,10,13 ve 15°lik ticari sodyum hipoklorid
(NaOCl) ¢ozeltilerini uygulamiglardir. Sporofit sterilizasyonunda %10 ve %13’liik
NaOCl de %100, gametofit sterilizasyonunda ise %3’liik NaOCI de %70 basari
saglamiglardir. Ayrica farkli gelisim asamalarinda sicaklik, giin uzunlugu ve
besinlerin  etkisini  tartigmuslardir.  Denemelerin  sonunda  siirgiinlerin
mikrogogaltimi i¢in en iyi kosullarin diisiik sicaklik (18-20 °C) oldugunu tespit
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etmisler, stirglin gelisiminin seker icermeyen MS ortaminda ise giin uzunlugundan
bagimsiz oldugunu goézlemislerdir. Ayrica ortamda seker varliginin spor
cimlenmesini tesvik ettigini ve gametofit olusumunun yani sira kaulonemanin da

meydana geldigini rapor etmislerdir.

Sabovljevi¢ vd. (2012), pleurokarp karayosunu Thamnobryum alopecurum
(Hedw.) Nieuwl. ex Gangulee “un in vitro kiiltiirlerinin farkli gelisim asamalarinda
sicaklik, gin uzunlugu ve MS ve BCD ortamlarinda besinlerin etkisini
arastirmislardir. Siirglinlerin mikrogogaltimi i¢in en iyi kosullarin diisiik sicaklik
(18-20 °C) oldugunu tespit etmisler, BCD ortaminda ise giin uzunlugundan
bagimsiz oldugu gozlemislerdir. Ortamda seker varliginda spor ¢imlenmesinin
tesvik edildigi fakat gametofit gelisimi ve kaulonema olusumunun durdugunu
gozlemiglerdir.

Sabovljevi¢ vd. (2012), Entosthodon hungaricus (Boros) Loeske karayosunu
tiriinde optimum biiyiime kosullarim1 tespit etmek ve gametofit gelisimini
gerceklestirmek igin in vitro kosullarda aksenik Kkiiltiirler olusturmuslardir.
Baslangi¢ materyali olarak gametofit ve sporofitleri kullanmislardir. Orneklerin
sterilizasyonu i¢in etanol, NaOCl, NaOCIl ve etanol kombinasyonu, Sodyum
dikloroizosiyaniirat ~ (NaDCC)  sterilizant ~ maddelerini  kullanmiglardir.
Gametofitlerin, etanol, NaOCl, NaOCl ve etanol kombinasyonlarinin tiim
konsantrasyonlarinda 6ldigiinii, NaDCC konsantrasyonlarinda %2 ile %60 arasi
hayatta kaldigin1 rapor etmislerdir. Sporofitlerde ise NaOCI konsantrasyonlarinda
%33-90 aras1 ve NaDCC konsantrasyonlarinda %45-80 arasi1 basar1 saglamuslar,
ancak etanol, NaOCIl ve etanol kombinasyonlarinin tiim konsantrasyonlarinda
canliliklarini yitirdiklerini goézlemislerdir. Sporofit sterilizasyonu ig¢in %3’likk
NaOCl konsantrasyonunun, gametofit sterilizasyonu icin ise %3’lilkk NaDCC
konsantrasyonun optimum konsantrasyon oldugunu belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL

Bu ¢alismada Bryophyta divisio’su Bryopsida sinifindan; Grimmia dissimulata E.
Maier, Dicranella varia (Hedw.) Schimp., Syntrichia ruralis (Hedw.) F. Weber &
D. Mohr, Syntrichia laevipila Brid., Syntrichia princeps (De Not.) Mitt., tiirleri
materyal olarak kullanilmustir.

Tiirlerin sistematikteki yerleri ve 6zellikleri:

Subclass: Bryidae

Ordo: Grimmiales

Familia:  Grimmiaceae

Genus: Grimmia

Species:  Grimmia dissimulata E. Maier (Sekil 3.1)

Dioik, yesilimsi halilar olusturan, kuruyken tiyli gortiniimlii kisa bitkiler (2 cm),
Yapraklar gevsekce yapisiktan imbrikata dogru, kuruyken dik ve yassi,
islandiginda yaygin, lanseolat, yapraksi u¢ akut, iist lamina kanalsi bir oluk
olusturur, Hiyalin tily laminanin yaris1 kadar hafif¢e disli, Kosta i¢ kisimda 4
hiicre genisliginde, en alt kisminda 4 hiicrelik tek tabaka halinde, seta kivrik,
kapsiil ovoid seritli. Kalkerli kayalar iizerinde, Avrupa-Akdeniz’ de bulunur
(Smith, 2004).

Mo e IEeRe IVIeSUL !
Sekil 3.1. Grimmia dissimulata’ nin dogal habitatinda genel bir goriintiisii
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Subclass: Dicranidae

Ordo: Dicranales

Familia: Dicranaceae

Genus:  Dicranella

Species: Dicranella varia (Hedw.)

2-10 mm boyunda kiiciik bitkiler, yapraklar dik yada hangersi bigimde kivrik, tist
yapraksi linear lanseolat, apeks akuminat, yaprak kenar1 geriye kivrik, diiz yada
hafifge disli (uca dogru), st laminal hiicreler rektangular-linear, 4-9 um
genisliginde, diizensiz, agik renkli rizoidal gemmalar mevcut, kapsiil egik, ovoid,
gibboz, kuruyken diiz yiizeyli, ekzotesiyal hiicrelerin boyuna g¢eperleri daha fazla
kalinlagmis, kapak konik veya kisaca gagali, sporlar 24-28 pum. Genellikle 1slak
bazik topraklarda, yol kenarlari, tarlalar ve agir metalli maden atiklar1 {izerinde.
Sirkumpolar Borea 1liman (Smith, 2004).

Subclass: Dicranidae

Ordo: Pottiales

Familia: Pottiaceae

Genus:  Syntrichia

Species:  Syntrichia ruralis (Hedw.) F. Weber & D. Mohr (Sekil 3.2)
Syntrichia laevipila Brid. (Sekil 3.3)
Syntrichia princeps (De Not.) Mitt. (Sekil 3.4)

Syntrichia ruralis

Ustii altinst yesil, alt kisim kirmizimsi, 1-8 cm boyunda, dioik bitkiler. Govdeler
merkezi 0z tagimaz, yapraklar basik, lingulat, bazen orta kisminda kenari ige
¢okiik, ucu dairesel veya emarginat, optuz, tily tabanda kirmizi ugta hiyalin, disli,
kosta kalin, hiicreler orta laminada hegzagonal, yogun dallanmis papillali 12-16
um, kapsiil silindirik, hafifce kivrik, peristom tubular ugta spiral olarak kivrik,
spor 10-12 pm. Yaygin (Smith, 2004).
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Foto Adnan ERDAG

Sekil 3.2. Syntrichia ruralis’ in dogal habitatinda genel bir goriintiisii

Syntrichia laevipila

1.5-3 cm boyunda kiigiik karayosunlari, kuruyken yapraklar kivrik, i1slandiginda
yaygin duruslu, genisce spatulat, orta kisminda yaprak kenari i¢e dogru girintili,
kosta saglam, kiiclik hiyalin bir ¢ikint1 olusturur, orta ve iist lamina hiicreleri
hegzagonal 10-14 um, bazal hiicreler rektangular, gemmalar kiigiik yapraklar
bi¢iminde, kapsiil silindirik 2-3 mm, sporlar 14-20 um, peristom alt kisimda tiipsii,
epifitik bitkiler nadiren  kaya veya duvarlar {iizerinde. Submediterranean,
Subatlantik (Smith, 2004).
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Sekil 3.3. Syntrichia laevipila’ nin dogal habitatinda genel bir goriintiisii

Syntrichia princeps

1-4 cm uzunlukta sinoik bitkiler, govdede merkezi 6z bulunur. Yapraklar oblong-
spatulat, kenarlar1 orta kisma yakin bdlgede ice ¢okiintii yapar, apeks dairesel,
bazen emarginat, kosta kalin, hiyalin disli ve tabanda kirmizi, orta lamina hiicreleri
hegzagonal 12-20 um genislikte, kapsiil silindirik, hafifce egik, sporlar papilloz
12-14 um. Yaygin (Smith, 2004).



Sekil 3.4. Syntrichia princeps’ in dogal habitatinda genel bir goriintiisii
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3.2. YONTEM

Dicranella varia (AYDN 3404), Grimmia dissimulata (AYDN 3405), Syntrichia
princeps (AYDN 3406) Aydin Balikkdy’ den, Syntrichia ruralis (AYDN 3407),
Syntrichia laevipila (AYDN 3408) Mugla, Ula Geyik Kanyonu, 2013-2014
yillarinin Mart-Nisan aylarinda toplanmistir. Toplanan &rnekler laboratuar
kosullarinda saklanmis ve her tiire ait birer iiye Adnan Menderes Universitesi
Herbaryumunda (AYDN) saklanmigtir.

3.2.1. Spor Kapsiillerinin Sterilizasyonu ve Spor Siispansiyonlarinin

Hazirlanmasi

Kiiltiirler agilmamig spor kapsiillerindeki olgun sporlardan baglatilmigtir. Araziden
toplanan sporofitli drnekler oncelikle stereo mikroskop altinda karismis olmasi
muhtemel diger tiirlerden ayrilmis ve kaba kirlerinden arindirilmistir. Daha sonra
taze, agilmamisg spor kapsiilleri steril kabin icerisine alinmis ve 6nceden hazirlanan
ependorf tiipleri i¢inde sterilizasyon islemine tabi tutulmustur. Spor kapsiilleri %
I’lik ticari NaOCl’de 6 dakika tutulmak sureti ile sterilize edilmis ve ardindan
steril distile su ile 3 kez durulanmustir.

Spor siispansiyonlarin1 olusturmak i¢in, steril edilen kapsiiller laminar akiml
caligma kabini iginde steril pens ve disseksiyon ignesi yardimi ile agilmis ve
sporlar 1 ml distile su igeren eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Elde edilen spor
siispansiyonlarindan mikropipet ile yaklagik 10 mikrolitre alinmis ve steril

kosullarda 25 ml ortam igeren 90 mm c¢apindaki steril petrilere aktarilmistir.

3.2.2. Denemelerde Kullamilan Besi Ortamlarimin  Hazirlanmas1 ve
Sterilizasyonu

In vitro ¢imlenme denemelerinde spor ¢imlenmesi iizerine ortam bilesenlerinin
etkisini arastirmak igin distile su (DS), Murashige ve Skoog (MS) (Murashige and
Skoog, 1962) ve yari-giicli MS ortamlar1 temel ortamlar olarak kullanilmistir
(Cizelge 1). Cimlenmeyi tesvik etmek amaci ile ortamlara 1, 3 ve 10 uM giberellik
asit (GAz ) ilave edilmistir. Ayrica sukroz konsantrasyonunun ¢imlenme tizerine
etkisini arastirmak icin sukrozsuz ve % 1.5 (w/v) sukroz iceren ortamlar

kullanilmustir.
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In vitro kosullarda gelisen protonemalar gametofit farklilagsmasi {izerine eksojen
uygulanan bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkisini arastirmak icin, oksinler
[Indol-3-asetik asit (IAA) ve Indol-3-biitirik asit (IBA): 0.1, 1 ve 2 mg/L] ve
sitokininler [Benzil adenin (BA), Kinetin (KIN): 0.5, 1 ve 2 mg/L] ile
desteklenmis ortamlara aktarilmistir. Bitki biliylime diizenleyicisi igcermeyen
ortamlar kontrol olarak kullanilmustir.

Denemelerde kullamilan Distile su ortami, agar ve sukroz disinda higbir ilave
bilesen igermemektedir. MS ve yari-gicli MS (1/2 MS) ortamlari asagida
belirtildigi sekilde hazirlanmustir:

Besi ortaminin igerdigi makro besin elementleri ayr1 ayrn tartilarak, bir litrelik
erlen igerisine konulmus ve bir miktar distile su igerisinde ¢Oziindiiriilmiislerdir.
Mikro besin elementleri ve vitaminler i¢in ise stok ¢ozeltiler hazirlanmustir. Stok
cozeltiler, 5 ml igerisinde kullanilmas1 gereken miktar olacak sekilde, 100 ml lik
stoklar halinde hazirlanmistir. Stok cozeltiler daha sonra koyu renkli siselere
aktarilarak +4 °C’de karanlikta muhafaza edilmistir. Onceden hazirlanmis olan bu
stoklardan 5 er ml lik pipetlerle ¢ekilerek erlene ilave edilmis ve istenilen sukroz

miktar1 eklenerek hepsi birlikte distile suda ¢oziindiiriilmiislerdir.

Besi ortamlarinin pH ayar1 0.1 N NaOH ve 0.1 N HCI ¢ozeltileri ile (Barnes, 1979;
Fonnesbech and Fonnesbech, 1980) 5.8” e ayarlanmustir.

Hazirlanan besi ortamlarinin katilastirilmas: igin 8 gr/L agar-agar (Sigma)
kullanilmigtir. Toz halindeki 8 gr agar erlende bulunan besi ortamina ilave edilmis
ve final hacmine tamamlanmustir. Hazirlanan besi ortaminda agarin ¢6ziilmesi ve
homojenize olmasi i¢in ortam benmaride yiiksek derecede calkalanmigtir. Besi
ortami homojen hale geldiginde agizlar1 kapatildiktan sonra otoklavda 105 kPa
basing altinda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmislerdir. Sterilize edilen besi
ortamlari, otoklavdan c¢ikarilip sogumaya birakilmig, soguduktan sonra
kullanilincaya kadar karanlik kosullar altinda +4 °C’ de dolapta saklanmuistir.

Ortamlara ilave edilen gibberellik asit (GA3) i¢in de 10uM / 1ml madde olacak
sekilde stok soliisyonlar hazirlamustir (Smith, 1992; Franklin and Dixon, 1994;
Gamborg and Philips, 1995; George, 1993). Stok ¢ozeltiler koyu renkli siselere
aktarilarak +4 °C’de karanlikta muhafaza edilmistir. Calismalar sirasinda laminar
hava akimh steril kabin igerisine alinan GAj ¢ozeltisi steril enjektdr yardimiyla
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cekildikten sonra, enjektoriin ucuna 0.22 pum’lik filtre takilarak ¢ozelti steril bir
erlene siiziilmiistiir. Bu sekilde steril edilen stok GA3, daha 6nceden steril edilmis
ortamlara hesaplanan miktarlarda (1, 3 ve10 uM) eklenmistir.

Denemelerde kullanilmak {izere, bitki biiylime diizenleyicileri ig¢in de stok
¢ozeltiler hazirlanmistir. Kinetin (KIN), Benzil adenin (BA) NaOH’de, indol-3-
asetik asit (IAA) ve indol-3-butirik asit (IBA) EtOH’ da ¢oziindiirilmistiir. Bitki
biiyiime diizenleyicilerinin stok ¢ozeltileri 5 mL’sinde 1 veya 0.1 mg/L madde
olacak bi¢ciminde 20-30 mL’lik hacimde hazirlanmis ve ¢ozeltilerin pH’s1 5.0°e
ayarlanarak koyu renkli siselerde +4 °C’ta buzdolabinda karanlikta muhafaza
edilerek, amacina uygun kiiltiir ortamlarinda kullanilmigtir (Smith, 1992; Franklin
ve Dixon, 1994; Gamborg ve Phillips, 1995; George, 1993). Kullanilacak bitki
biiylime diizenleyicilerinden gereksinim duyulan miktar, pipet veya mikropipet
kullanilarak ortamlara ilave edilmistir.
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Cizelge 3.1. Cimlenme denemelerinde kullamilan Murashige ve Skoog (1962)
ortaminin bilesenleri ve miktarlari

Makro elementler mg/L
KNO, 1900
NH;NO; 1650
MgS0O,.7H,0 370
CaCl,.2H,0 440
KH,PO, 170
Mikro Elementler mg/L
Kl 0.83
H3BO; 6.20
MnS0O,.4H,0 22.3
ZnS0,.7H,0 8.60
Na,Mo00,.2H,0 0.25
CuS0,.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
Na,EDTA 37.30
FeS0O,.7H,0 27.80
Vitaminler ve Organikler mg/L
Myo-inositol 100
Nicotinic acid 0.50
Pyridoxine-HCI 0.50
Thiamin-HCI 0.10
Glycine 2.00
Sukroz 15¢g/L
Agar 8g/L
pH 5.8

3.2.3. Alet ve Ekipmanlarin Sterilizasyonu

Biitiin in vitro ¢aligmalarin ger¢eklestigi laminar hava akimli steril ¢aligma kabinin
ici ve dis1 kontaminasyonu engellemek icin ¢aligmaya baslamadan once %70 lik
etil alkolle silinmis ve sonrasinda kabin igerisinde 1 saat UV lamba ¢alistirilmustir.
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Sterilizasyon ve ekim sirasinda kullanilacak mikropipet uglari, erlen, pens ve
ependorf tiipleri aliiminyum folyo ile sarilarak ve agizlar1 kapatilarak 105 kPa
basing altinda 121°C de 20 dakika boyunca otoklavda sterilize edilmisler ve
otoklavlama sonrasi hizli bir sekilde kabin igerisine alinmislardir. Steril plastik
petriler ve mikropipetler ise alkollenerek direk kabin igerisine aktarilmustir.

3.2.4. Kiiltiir Kosullar

Kiiltlirler 2442 °C’de daimi karanlikta ve 16/8 fotoperiyoda sahip iklim odasinda
inkiibe edilmistir (1s1k yogunlugu yaklasik 20 pmol m?s™). Altkiltirleme 4
haftalik araliklarla yapilmustir.

3.2.5. Veri Toplama ve Orneklerin Goriintiilenmesi

Spor ¢cimlenme denemeleri, denenen ortam bagina 2 petri icerecek sekildedir ve 3
kez tekrar edilmistir. Kiiltiir baglangicindan sonraki 4-8 hafta iginde spor
¢imlenme Ozellikleri ve farkli ortamlardaki spor ¢imlenme yiizdeleri belirlenmistir.
Bunun igin her petriden tesadiifi olarak 100 spor optik mikroskop altinda
gbzlenmis ve germ tiiblii tarafindan spor geperi yirtilmis ve/veya 1-2 hiicreli
protonemaya sahip bir spor “gimlenmis” olarak kabul edilmistir.

Cimlenme ve protonema morfolojisine iliskin goriintiiler Olympus CX 31 optik
mikroskoba eklenmis Olympus E 330 digital fotograf makinesi veya Leica SSAPO
stereomikroskoba eklenmis Leica EC3 digital fotograf makinesi ile elde edilmistir.
Ornekler ya Kkiiltir ortaminda ya da ortamdan ayrilarak lamel fiizerinde

fotograflanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Spor kapsiillerine uygulanan sterilizasyon protokolii basarili olmus ve % 100
oraninda steril kiiltiirler elde edilmistir. Optik mikroskop altinda yapilan
gozlemler, tlim tiirlere ait sporlarin diizgiin kiiresel yapida ve isosporik oldugunu
gostermistir.

Daimi karanlikta birakilan tiirlere ait sporlar denenen tiim ortamlarda herhangi bir
gelisme gostermemistir. Sisme ve ardisik olarak gergeklesen g¢imlenme siireci
farkli tiirler i¢in farkli ortamlarda sadece 16/8 saat fotoperiyod kosullarinda
gozlenmistir. Karayosunlarinda spor ¢imlenmesi i¢in 151k gereksinimi tiire 6zgiidiir
(Meyer, 1948). Pek cok arastirict ¢imlenmenin ilk evresi olan gisme igin 15181
gerekli olmadigini, ancak final evresinin (protonemanin hiicresel boliinmesi)
tamamlanmasi igin 15181in énemli olabilecegini belirtmektedirler (Silva vd., 2010).
Ayrica Valanne (1966) in vitro ortamda karbon kaynagi (6rnegin sukroz)
bulunmasin1  karanlikta ¢imlenmeyi tesvik edici bir unsur olarak
degerlendirmektedir. Bizim denemelerimizde denenen bazi ortamlarda karbon
kaynagi olarak sukroz bulunmasina ragmen, karanlikta ¢imlenme siirecinin sisme
asamasit dahi ger¢eklesmemistir. Denemelerimizin sonuglarina gore Grimmia
dissimulata, Dicranella varia, Syntrichia ruralis, Syntrichia laevipila, Syntrichia
princeps sporlarmin sigme ve ¢imlenmesi 1s1ga bagimlidir. Cimlenme siirecinin
151k kosullar1 saglanincaya dek bloke edilmesi 6nemli bir yasam stratejisi olarak
degerlendirilmektedir (Silva vd., 2010). Bu durum sporlarin 15181 alamayacagi bir
yerde veya toprak altinda ¢imlenmesini engellemektedir (Glime, 2007).

Ortamlara ilave edilen farkli konsantrasyonlardaki GA3 spor ¢imlenmesini tesvik

edici bir etki gostermemistir.

4.1. Grimmia dissimulata E. Maier ‘min In Vitro Spor Cimlenmesi ve
Erken Gelisim Evreleri

Bu tiire ait sporlarin normal boyutu 8-13 um araligindadir. Kiiltiir baglangicindan
4 hafta sonra in vitro ortamlarda sismis spor boyutu yaklagik 20 pm’dir (Sekil
4.1). Bu siireden 10 giin sonra sisen sporlarda spor ceperi yarilmig, germ tiibii
olusmus ve 1-2 hiicreli protonema gelismistir. Grimmia dissimulata sporlarinin
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cimlenmesi ekzosporik tiptedir. Cimlenme polaritesi cogunlukla monopolar, nadir
olarak bipolar yapidadir (Sekil 4.2).

Denemelerimizde sadece %1.5 (w/v) sukroz igeren distile su ve sukroz icermeyen
Y2 MS ortaminda sisme ve ardisik olarak ¢imlenme goriilmiistiir (¢cimlenme
yiizdesi sirasi ile % 94 ve % 51°dir). Diger ortamlarda ¢imlenmenin herhangi bir
asamas1 gerceklesmemistir. MS ortami yiiksek mineral igerikli bir ortamdir.
Yiiksek mineral igerigine sahip ortamlarda ¢imlenmeye ket vurulmasi mineral
besleyici oranindaki artigin daha negatif ozmotik potansiyele neden olmasindandir.
Sukroz igermeyen DS ortaminda sisme ve ¢imlenme gozlenmemesine ragmen,
%1.5 (w/v) sukroz igeren DS ortaminda yiiksek ¢imlenme yiizdesi (%94)
gorlilmesi bu tiiriin herhangi bir mineral madde icermeyen ortamda sporlarinin
¢imlenmesi i¢in bir karbon kaynagina ihtiya¢ duydugunu gostermektedir. Ekzojen
rapor edilmistir. Ancak %1.5 (w/v) sukroz iceren 2 MS ortaminda ¢imlenme
gergeklesmezken, sukroz igermeyen ‘2 MS ortaminda ¢imlenme % 51
civarindadir. Biryofit spor ¢imlenmesinde mineral madde gereksinimi hakkinda
cok az bilgi vardir (Inoue, 1960; Voth, 1943; Voth ve Hamner, 1940). Mineral
madde ve sukrozun her ikisini iceren ortamda ¢imlenmeye ket vurulmasinin
olasilikla mineral maddeler ve sukrozun negatif interaksiyonu nedeni ile

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Cimlenen sporda olusan protonemal baslangi¢ hiicresi bazi durumlarda kendisini
olusturan hiicreye yapisik ikizi gibi goriinebilir (Sekil 4.3). Bu hiicrenin bir ug
kismi kolayca algilanabilir ki genellikle obtuz ugludur, nadiren akut goriiniimlii
olanlara da rastlanabilir. Aslinda yukarida bahsedilen ikiz goériinimiin nedeni
hiicrelere arka cephelerinden bakiyor olmamizdir. Bu durumu takiben gergeklesen
ilk boliinme ile uzun silindirik kloronemal hiicreler olusurken s6z konusu hiicrede

uzayip incelmeye baslar (Sekil 4.3). Protonemal silindirik hiicreler ¢cogunlukla 20

pm’ den uzundur.

Spor ¢imlenmesi ve baslangi¢ protonemal gelisim agisindan degerlendirildiginde
tiire iliskin sporeling tipi olasilikla Bryum tiptir. Bu sporeling tipi uzun silindirik
hiicreler igeren ipliksi protonema formu ile karekterize edilmektedir ve sadece

oronema ve/veya kloronema ve kaulonema ‘nin her ikisini de icermektedir
kl / kl kaul ¢ her ik d kted
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(Nehira, 1983). Bizim denemelerimizde kaulonemal filamentlerin varligina
rastlanmamustir.

Her iki ortamda da baslangi¢ kloronemal dallanma ve gelisim acisindan belirgin
bir farklilik goriilmemistir. Bu ortamlarda ¢imlenmis sporlardan; bol yuvarlak
kloroplastli, uzun silindirik ve vertikal septali hiicreler igeren kloronemalar
gelismistir. Gelisimin erken evrelerinde ana kloronema filamentinin iizerinde ¢ok
sayida primer kloronemal dal olusumu gergeklesmis, bunlar1 sekonder dallar
izlemistir (Sekil 4.4).

Her iki ortamda gelisen protonemalar benzer morfolojiye sahiptir (Sekil 4.5 ve
4.6) ve protonemal gelisime ragmen, yaklasik 3 ay sonra gametofor farklilagmasi
gerceklesmemistir.

Gametofor farklilagmasi {izerine eksojen olarak ilave edilmis bitki biiyiime
diizenleyicilerine herhangi bir cevap gelmemis ve gametofor farklilagmasi
gerceklesmemistir. Kiiltiir baglangicindan yaklasik 3 ay sonra gelisim kloronemal
evrede durmaktadir.

Sekil 4.1. Grimmia dissimulata’ da a. normal spor b. sismis spor (Bar: 10 um)
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Sekil 4.2. Grimmia dissimulata’ da a. monopolar ¢imlenmis sporlar b. bipolar
cimlenmis sporlar

Sekil 4.3. Grimmia dissimulata’ da ikiz goriiniimlii hiicreler a. obtuz ug b. akut u¢
c.uzayan kloronemal iplik
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Sekil
4.4. Grimmia dissimulata’ da primer ve sekonder dallanmalar

Sekil 4.5. Grimmia dissimulata’da %]1.5 (w/v) sukroz igeren DS ortaminda
gelismis kloronemal iplikler
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Sekil 4.6. Grimmia dissimulata’da sukroz icermeyen %2 MS ortaminda gelismis
kloronemal iplikler

4.2. Dicranella varia (Hedw.) ’min In Vitro Spor Cimlenmesi ve Erken
Gelisim Evreleri

Bu tiire ait sporlari normal boyutu 25-28 um araligindadir. Kiiltiir baglangicindan
yaklagik 7 hafta sonra in vitro ortamlarda sismis spor boyutu 36-40 um’ye
ulagsmistir (Sekil 4.7). Bu siireden yaklagik 10 giin sonra sisen sporlarda spor
ceperi yartlmig, germ tiibii olugsmus ve 1-2 hiicreli protonema gelismistir.
Dicranella varia sporlarinin ¢imlenmesi ekzosporik tiptedir. Cimlenme polaritesi
cogunlukla monopolar, nadir olarak bipolar yapidadir (Sekil 4.8).

Denemelerimizde sukroz icermeyen ve % 1.5 (w/v) sukroz igeren Distile su ve
sukroz icermeyen 2 MS ortaminda sisme ve ardigik olarak ¢imlenme goriilmiistiir
(cimlenme yiizdesi siras1 ile % 48, % 50 ve % 56’dir). Diger ortamlarda
c¢imlenmenin herhangi bir asamasi gerceklesmemistir. Distile su ortamina ilave
edilen sukroz ¢imlenme yiizdesini ¢ok diisiik oranda arttirmis ve c¢imlenme
siiresini az da olsa azaltmistir. Sukroz ilaveli ortamlarda ¢imlenmenin tesvik

ey

edilmistir.
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En yiiksek ¢imlenme ylizdesi sukroz icermeyen 2 MS ortaminda (%56) elde
edilmesine ragmen, sukroz iceren 2 MS ortaminda ¢imlenme engellenmistir.
Mineral madde ve sukrozun her ikisini i¢eren ortamda ¢imlenmeye ket vurulmasi
olasilikla mineral maddeler ve sukrozun negatif interaksiyonu nedeni iledir.

Baslangic protonemal gelisim her 3 ortam tipinde de benzerlik gdstermektedir. ilk
olusan subgloboz-globoz hiicreleri, uzamis silindirik hiicreler izler. Dalin apikal
hiicresi asagi-yukar1 obtuz-dairesel sonlanir. Bazi dallarda ise yogun ve hizli
bolinmeden dolay1 hiicreler oldukga sik yerlesimlidir. Bu durumdaki dallarda
karemsi-kisa dikdortgen hiicrelerin arasina kama bigimli hiicreler yerlesir.
Protonemal dallarin hiicre tipi agisindan siirekli aynilik gostereni bulunmamakla
beraber sik hiicre yerlesimli olanlar ve bunlar arasinda veya uglarinda uzun
silindirik hiicrelerden olusan kisimlar topluca bir biitlinliik sergilerler ve kabul
edilebilir bir morfolojik goriiniim birligi sunarlar. Uzun silindirik hiicrelerin farkl
noktalarindan globoz hiicreler olusur. Bu hiicreler yandan bakildiklarinda ana dala
bagli yeni dalcik baslangict olduklarini diisiindiiren goériiniime sahiptirler. Uzun
silindirik hiicre uzunluklari, 2-3 ile 10-15 kisa dikdortgen-karemsi hiicre
uzunlugu/boyutu arasindadir. Ug¢ kisimlarindaki hiicreler ¢ogunlukla spatulat-
obtuz bi¢imlidir (Sekil 4.9 ve 4.10). Bu hiicrelerde kloroplastlar seyrek dagilimh
ve nispeten daha az kalabaliktir. Halbuki dalin sik hiicreli kisimlarinda hiicre
boyutlariin kiiciilmesi yoluyla kloroplastlar olduklarindan daha kalabalik

goriiniirler.

Sik yerlesimli hiicrelerden olusan dal/dalciklar, bunlar1 izleyen veya Oncesinde
gbzlenen uzun silindirik hiicreli kisimlar her {i¢ tip ortamda da goriilmektedir
(sekil 4.11, 4.12 ve 4.13). Ancak %]1.5 (w/v) sukroz igeren DS ortaminda uzun
silindirik hiicrelerden olusmus dallarin belirgin bigimde baskin oldugu
gbzlenmistir. Bu durumun nedeni olarak seker varliginin etkili olup olmadig
konusu acgikliga kavusmamustir. Nitekim daha ileri evrede sik yerlesimli
hiicrelerden olusan gorece sikisik dal/dalciklarin sayisinin belirgin bigimde artmasi
bu goriisiimiizii destekler niteliktedir. Bu ortamda gelisen protonemanin {izerinde
yine dallanma noktalarinda globoz-subgloboz hiicreler olugsmaktadir.

Fizyolojik bir siire¢ olan ¢imlenme, distile su gibi besin maddesi igermeyen
ortamlarda gergeklesebilir (Meyer, 1948; Mogensen, 1978; Olesen ve Mogensen,
1978). Ancak besleyiciler protonema gelisiminde onemlidir (Nishida, 1978;
Nehira, 1983, 1988; Duckett vd., 2004). Bu gelisim siirecinde seyreltilmis kiiltiir
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soliisyonlan tercihi arastiricilar tarafindan not edilmistir (Voth, 1943; Awasthi
vd., 2010a,b). Protonemal gelisim siirecinde uygun olmayan kosullar protonema
morfolojisini etkileyebilmektedir. Ancak Dicranella varia’ da ortam farki
protonema morfolojisini belirgin bir sekilde etkilememistir. Sadece sukroz igeren
ortamlarda gelisim biraz daha hizlidir.

Spor ¢imlenmesi ve ilk olusan subgloboz-globoz hiicreleri, uzamis silindirik
hiicrelerin izlemesi bulgular dikkate alindiginda Dicranella varia’ nin sporeling
tipi Bryum tiptir. Kiiltiirlerde kloronemanin yani sira kaulonema da gézlenmistir.

Sukroz igeren ve sukroz icermeyen DS ortamlarinda yeni farklilagsmis kaulonema,
kloronemal gegiginden kalan bolca kloroplasti tasiyabilir. Bu geng¢ kaulonema
ipligi tizerinde gametofor baslangiglarina rastlamak olasidir (Sekil 4.14). Sukroz
icermeyen DS ortaminda gametofor baslangici geng bir yaprakli tomurcuk
goriiniimiinden ziyade globoz hiicre yiginlarindan olusmus kallus benzeri bir
bicime sahiptir (Sekil 4.15). Sukroz iceren DS ortaminda ise gametofor
baglangiclari yine yogun hiicrelerden olugsmus ancak kompakt kitleler formundadir
(Sekil 4.16). ilerleyen dénemlerde her iki form da hemen normallesir ve gametofor
alisildik gametofit goriiniimiine kavusur (Sekil 4.17). Her iki ortamda da gametofit
sayis1 petri basmna yaklasik 90 gametofittir. Iki ortamda elde edilen gametofit
bireylerin gelismislik agisindan farklari yalnizca gelisme siirelerinde goriiliir (Sekil
4.18-4.19). Sukroz igeren ortamda gelisim daha hizlidir.

Her iki ortamda da kiiltiir baglangicindan yaklasik 6 ay sonra gametofitler saglikli
bir sekilde yasamaya devam etmistir. Son arastirmalar klorofilli eksplant ve/veya
bitkilerin seker igermeyen (fotoototrofik) in vitro kiiltiir kosullarinda biiyiiyebilme
yeteneginde oldugunu gostermektedir (Xiao vd., 2010). Ancak, hi¢gbir mineral
madde igermeyen agar ile katilagtirllmis DS ortaminda ¢imlenme, protonemal
gelisim ve saglikli gametofit yapis1 goriilmesi oldukga ilgingtir. Bu durum tiiriin
hemen her tiirlii substratta genis yayilisini bir 6l¢iide aciklar niteliktedir.



Sekil 4.7. Dicranella varia’ da a. normal spor b. sismis spor (Bar: 30 um)

Sekil 4.8. Dicranella varia’da a. monopolar ¢imlenmis spor b. bipolar ¢imlenmis spor
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Sekil 4.9. Dicranella varia’ da a. Subgloboz-globoz hiicrelerin silindirik hiicrelere
dontisiimii b. obtuz-dairesel apikal ug c. spatulat-obtuz apikal ug

Sekil 4.10. Dicranella varia ‘da a. kama big¢imli hiicre b. globoz dal baslangig yeri
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Sekil 4.11. Dicranella varia’ da % 1.5 (w/v) sukroz i¢eren DS ortaminda gelisen
kloronemal iplikler

Sekil 4.12. Dicranella varia’ da sukroz igermeyen DS ortaminda gelisen
kloronemal iplikler

Sekil 4.13. Dicranella varia’ da sukroz icermeyen '» MS ortaminda gelisen
kloronemal iplikler
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Sekil 4.14. Dicranella varia’ da a. kaulonema b. kallus benzeri yapida gametofor
tomurcugu
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Sekil 4.15. Dicranella varia ‘da sukroz igermeyen DS ortaminda olusmus kallus
benzeri gametofor tomurcugu

Sekil 4.16. Dicranella varia’ da % 1.5 (w/v) sukroz igeren DS ortaminda olusmus
gametofor tomurcugu
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Sekil 4.17. Dicranella varia’da yapraksi gametofit olusumu

Sekil 4.18. Dicranella varia’ da sukroz icermeyen DS ortaminda gelismis yapraksi
gametofit
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Sekil 4.19. Dicranella varia’ da % 1.5(w/v) sukroz igeren DS ortaminda gelismis
yapraks1 gametofit

Y2 MS ortaminda kaulonemal gelisim ve gametofit farklilagmas1 gozlenmemistir.
Gametofit farklilagsmas1 iizerine bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkisinin
arastirildign denemelerde yaklasik 2 mm ¢apindaki protonemal pargalar sitokinin
ve oksinlerin farkli konsantrasyonlarmi igeren 2 MS ortamlarina inkiibe
edilmistir. Sitokininlerin baz1 karayosunu tiirlerinde tomurcuk olusumunu tesvik
ettigi arastiricilar tarafindan rapor edilmistir (Bopp, 1968; Valadon ve Mummery,
1971). Ancak bizim denemelerimizde sitokininlere cevap, 2 mg/L KIN igeren
ortamda canhligin devami ve 1mg/L KIN igeren ortamda ise canlilik ve
kalluslagsma seklindedir (Sekil 4.20) . 1mg/L KIN igeren ortamda olusan kalluslar
yaklasik 1 ay sonra belirli bir kitleye ulasmis ve bu kalluslardan sekonder
kloronemal dallar olusmustur. Bu dallardaki hiicrelerden bir miiddet sonra minik
kalluslar gelismeye baglamistir. BA’nin higbir konsantrasyonunda gametofit
farklilagsmas1 meydana gelmedigi gibi, protonemalar canlhiliklarim yitirmislerdir
(Tablo 4.1).

Sitokinin iceren ortamlarda gametofit farklilagmasinin saglanamamasi, olasilikla
hiicrelerde sponton olusan endojen sitokinin sentezi ile iliskilidir. Endojen ve
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ekzojen sitokinin dengesi farklilasmay1 hatta protonemal gelisimi inhibe etmistir.
Denemelerimizin sonuglari gametofit farklilagsmasinin eksojen uygulanan oksin
tipi ve konsantrasyonuna bagli oldugunu gostermektedir. 1 ve 2 mg/L IAA ve 2
mg/L IBA iceren ortamlarda protonemal canlilik devam etmektedir. Sadece 1
mg/L TAA iceren ortamda gametofit farklilagsmasi gerceklesmistir (yaklasik 130
gametofit/petri) (Sekil 4.21). Diger hi¢bir konsantrasyonda gametofit farklilagmasi
goriilmemigtir. Gametofit farklilasmasi iizerine oksin etkisinin konsantrasyona
bagli oldugu Bijelovi¢ vd. (2004) tarafindan da rapor edilmistir.

Cizelge 4.1. Dicranella varia’da canlilik ve gametofit farklilasmasi {izerine
ekzojen olarak uygulanan fitohormonlarin etkisi

Protonemal Gametofit Kalluslagma

canlilik farklilagsmasi
0.1 mg/L IAA - - -
1 mg/L IAA + + -
2 mg/L IAA + . -
0.1 mg/L IBA - - -
1 mg/L IBA - - -
2 mg/L IBA + . -
0.5 mg/L KIN - - -
1 mg/L KIN + - +
2 mg/L KIN + - -
0.5 mg/L BA - - -
1 mg/L BA - - -
2 mg/L BA - - -
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Sekil 4.20. Dicranella varia’ da Img/L KIN igeren ortamda a. ana kallus b.
sekonder kloronemal dallar iizerinde yeni olusan kalluslar

Sekil 4.21. Dicranella varia’ da 1 mg/L TAA igeren ortamda gametofit
farklilagsmasi
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4.3. Syntrichia ruralis (Hedw.) F. Weber & D. Mohr ‘in In Vitro Spor
Cimlenmesi ve Erken Gelisim Evreleri

Bu tiire ait sporlarin normal boyutu 10-12 pm araligindadir. Kiiltiir baglangicindan
yaklagik 6 hafta sonra in vitro ortamlarda sigsmis spor boyutu 40-50 pm’ye
ulagsmustir. Syntrichia ruralis sporlarinin ¢imlenmesi ekzosporik tiptedir. Sisen
sporlarda spor c¢eperi yarilmis ve iki hiicre olusturan ¢eper olusumu
gerceklesmistir. Daha sonraki boliinmelerle 1-2 globoz hiicreli masif protonema
gelismistir. Primer protonemada masif globoz hiicre yumaklart daha sonra
kloronema ve kaulonema formundaki filamentli protonemayi olusturmustur. Bu
ozellikler Syntrichia ruralis’ in sporeling tipinin Encalypta tip (Nehira, 1983)
oldugunu diisiindiirmektedir. Cimlenme polaritesi ¢ogunlukla monopolar, nadir
olarak bipolar yapidadir (Sekil 4.22).

Denemelerimizde sadece % 1.5 (w/v) sukroz igeren Distile su ortaminda sisme ve
ardisik olarak ¢imlenme goriilmiistiir (¢imlenme yiizdesi % 34). Diger ortamlarda
¢imlenmenin herhangi bir asamasi gerg¢eklesmemistir. Sukroz igcermeyen DS
ortaminda ¢imlenme gergeklesmemesine ragmen sukroz ilaveli ortamda ¢imlenme
goriilmesi ¢imlenme i¢in sukrozun etkisinin oldugunu disiindiirmektedir. Sukroz
ilaveli ortamlarda ¢imlenmenin tesvik edilebilecegi Sabovljevi¢ vd. (2012) ve

.....

Denemelerimizde sporlar ¢ok yogun olarak kiiltiire alindiginda, spor yigminin
kallusvari bir goriinim aldigt ve kararmaya ugradigi goézlenmistir. Spor
yogunlugunun gelisimde self-inhibisyona neden oldugu diistiniilmektedir. Ancak
bir miiddet sonra bu kararan yigin ftizerinde yeniden kloronemal iplikler
goriilmiistir  (Sekil 4.23). Ilerleyen siirelerde kaulonemaya  doniisiim
gergeklesmemistir.

Seyrek olarak kiiltiire alinmig sporlardan gelisen uzun silindirik hiicrelerden olusan
kloronemal iplikler hafifce bogumlu goriiniime kavugmakta ve bu bogumlar
giderek globoz hiicrelerden olusan tesbihsi bir gériintim almaktadir. Bu tesbihlerin
u¢ kisimlari uzun silindirik hiicrelerden olusur ve dallanmalarin artisiyla
kloronemal yayilim devam eder. (Sekil 4.24). Kaulonemaya doniisiim hizlidir ve
ortam yesilden ziyade kahverengi goriiniim alir (Sekil 4.25). Ortamda seker
varhiginin kaulonema farklilismasini tegvik ettigi Vuji¢i¢ vd. (2011) tarafindan da
rapor edilmistir. Ancak denemelerimizde kaulonemal hiicrelerden gametofor
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farklilasmasi ger¢eklesmemistir. Sabovljevi¢ vd. (2012)’ de seker varliginda spor

.....

tersine gametofit gelisimi ve kaulonema olusumunun durdugu rapor etmislerdir.

Gametofor farklilagmasi {izerine eksojen olarak ilave edilmis bitki biiyiime
diizenleyicilerine herhangi bir cevap gelmemis ve gametofor farklilagmasi
gergeklesmemistir. Kiiltiir baglangicindan yaklasik 6 ay sonra gelisim kaulonemal

evrede durmaktadir.

Sekil 4.22. Syntrichia ruralis’ de a. globoz hiicreli masif protonema olusumu b.
monopolar ¢imlenmis sporlar ¢. bipolar ¢cimlenmis spor
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Sekil 4.23. Syntrichia ruralis’ de a. yogun spor y1gin1 b. spor yigininin kalluslasip
kararmasi c. yeni gelisen kloronemal iplikler
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Sekil 4.24. Syntrichia ruralis’ de %1.5 (w/v) sukroz igeren DS ortaminda gelismis
protonemalar

Sekil 4.25. Syntrichia ruralis’ de %1.5 (w/v) sukroz igeren DS ortaminda
kaulonemal goriiniim
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4.4. Syntrichia laevipila Brid.’nin In Vitro Spor Cimlenmesi ve Erken
Gelisim Evreleri

Bu tiire ait sporlarin normal boyutu 16-20 pm’dir. Kiiltiir baglangicindan yaklagik
4 hafta sonra in vitro ortamlarda sismis spor boyutu 35-40 pum araligindadir (Sekil
4.26). Bu siireden yaklasik 10 giin sonra sisen sporlarda spor ¢eperi yarilmis, germ
tiibli olugmus ve 1-2 hiicreli protonema gelismistir. Syntrichia laevipila sporlarinin
cimlenmesi ekzosporik tiptedir. Cimlenme polaritesi cogunlukla monopolar, nadir
olarak bipolar yapidadir (Sekil 4.27). Baslangic protonema uzun, silindirik
hiicreleri igermektedir.  Spor ¢imlenmesi ve baslangic protonemal gelisim
agisindan degerlendirildiginde tiire iliskin sporeling tipi olasilikla Bryum tiptir.

Denemelerimizde sadece % 1.5 (w/v) sukroz igeren distile su ortaminda sisme ve
ardisik olarak ¢imlenme goriilmiistiir (¢imlenme yilizdesi % 54). Diger ortamlarda
¢imlenmenin herhangi bir asamasi ger¢eklesmemistir. Sukroz icermeyen distile su
ortaminda c¢imlenmenin gergeklesmemesine ragmen, sukroz ilaveli ortamda
¢imlenme  goriilmesi  ¢imlenme i¢in  sukrozun  etkisinin  oldugunu

diisiindiirmektedir. Sukroz ilaveli ortamlarda ¢imlenmenin tesvik edilebilecegi

.....

Protonemanin ilk dallanma noktast spor hiicresine yakin gerceklesmektedir. Bu
bazen 3. hiicreden dallanma baslangici olarak gdzlenebilir. Fakat ayni1 zamanda
300 pm den uzun hi¢ dallanmamis uzun silindirik hiicrelerden olusan protonemal
iplikler goriliir (Sekil 4.28). Olusan ikincil ve ftgiinciil dallarda silindirik
hiicrelerin hafifce sigkinlesme yaptiklar: da gézlenmistir. Bu siskinlesmis hiicreler
yeni dal baglangi¢larinin dogum noktalaridir. S.laevipila tiiriiniin kloronemal
iplikleri cok zaman gecirmeden ve daha fazla dallanmadan kaulonemaya doniisme
egilimindedir (Sekil 4.29).

Kaulonemaya donilisiim sirasinda bazi ipliklerde, siskin globoz hiicrelerden
olusmus topluluklarin pargalanarak, birka¢ hiicreli ya da tekil isodiametrik iri
hiicrelere ayrildigi ve canliliklarimi koruduklari gozlenmis olup, s6z konusu
hiicrelerin iplik olusturmaya devam edecegi izlenimi edinilmistir. Cimlenmenin
devaminda ortamin kalabaliklasmasi nedeniyle bu goriise net kanitlar
gdzlenememis olmasina ragmen, bu hiicrelerin tmema hiicresi (absisyon hiicreleri)
olarak yorumlanmasi tercih edilmistir (Sekil 4.30). Tmema hiicreleri, vejetatif
iireme icin protonemal filamentlerden ayrilan islevsel hiicrelerdir. Bu hiicreler
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gemma gibi davranir. Bu durum bazi tiirlerde kisa 6miirlii protonemalarda gozlenir
(Sabovljevi¢ vd., 2014).

Kiiltiirtin ilerleyen siirelerinde kaulonemal filamentlerden gametofor farklilasmasi
gergeklesmemistir.

Gametofor farklilasmasi {izerine eksojen olarak ilave edilmis bitki biiylime
diizenleyicilerine herhangi bir cevap gelmemis ve gametofor farklilagmasi
gergeklesmemistir. Kiiltiir baglangicindan yaklasik 6 ay sonra gelisim kaulonemal
evrede durmaktadir.
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Sekil 4.26. Syntrichia laevipila’ da a. normal spor b. gsigsmis spor (Bar: 20 um)

Sekil 4.27. Syntrichia laevipila’ da a. monopolar ¢imlenmis spor b. bipolar
¢imlenmis spor
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Sekil 4.28. Syntrichia laevipila’ da %1.5 sukroz igeren DS ortaminda kloronemal
dallanma

Sekil 4.29. Syntrichia laevipila’ da sukroz igeren DS ortaminda kaulonemal
iplikler
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Sekil 4.30. Syntrichia laevipila’ da oklar tmema hiicrelerini géstermektedir
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4.5. Syntrichia princeps (De Not.) Mitt.” in In Vitro Spor Cimlenmesi ve
Erken Gelisim Evreleri

Bu tiire ait sporlarin normal boyutu 10-12 pm’dir. Kiiltiir baglangicindan yaklagik
5 hafta sonra in vitro ortamlarda sismis spor boyutu 45-55 um araligindadir (Sekil
4.31). Syntrichia princeps sporlarmin ¢imlenmesi ekzosporik tiptedir. Sisme
sonrasi sporlar 6nce 1-3 ardisik mitozla Nehira (1983) tarafindan masif protonema
olarak tanimlanan formu olusturmak {izere es goriiniimlii hiicreler iiretirler. Bu
hiicreler ilk spor hiicresinin germ tiibii olusturmasindan sonra germ tiibii
olustururlar. Cimlenme polaritesi ¢ogunlukla monopolar, nadir olarak bipolar
yapidadir (Sekil 4.32). Denemelerimizde sadece % 1.5 (w/v) sukroz igeren Distile
su ortaminda sisme ve ardisik olarak ¢imlenme goriilmiistiir (¢cimlenme yiizdesi %
43). Diger ortamlarda ¢imlenmenin herhangi bir asamasi ger¢eklesmemistir.
Sukroz igermeyen distile su ortaminda ¢imlenmenin gerceklesmemesi ¢imlenme
icin sukrozun etkisinin oldugunu diisiindiirmektedir. Sukroz icermeyen distile su
ortaminda ¢imlenmenin gergeklesmemesine ragmen, sukroz ilaveli ortamda
¢imlenme  goriilmesi  ¢imlenme i¢in  sukrozun  etkisinin  oldugunu

diisiindlirmektedir. Sukroz ilaveli ortamlarda ¢imlenmenin tesvik edilebilecegi

ceye

Cimlenmenin ilk evresinde, goriiniim ¢oklu hiicre gruplarindan tiiremis bir veya
iki protonemal iplik gelistirmis hiicreler yumag: seklindedir. Bu topluluklar 2-4-8
hiicrelidir (Sekil 4.33). Daha ileri evrelerde hiicrelerin sayilmasi ortamin
yogunlugu nedeniyle olast degildir. Gelisen kloronema ipligini olusturan silindirik
hiicreler orta kisimlarindan bir siskinlesme kazanarak ipligi seyrek bogumlu bir
zincir haline getirirler (Sekil.4.34). Bu esnada, uzun silindirik hiicrelerin
birbirlerine bakan ceperleri kahverengilesmeye ve giderek yatik olmaya baslar ki
bu durum kaulonema doniisiimiidiir. Kaulonemal iplikler havai olarak da gelisir ve
kivriml yapida oldugundan kivircik bir gériiniim alir. (Sekil 4.35).

Ekzosporik ¢gimlenme, primer protonemada masif globoz hiicre yumaklarinin daha
sonra kloronema ve kaulonema formundaki filamentli protonemay1 olusturmasi
gibi ozellikler Syntrichia princeps’ in sporeling tipinin Encalypta tip oldugunu

diistindiirmektedir.

Baglangic  ortaminda  kaulonema  iizerinde  gametofor  farklilagmasi
gerceklesmemistir.
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Gametofor farklilagmasi {iizerine eksojen olarak ilave edilmis bitki biiylime
diizenleyicilerine herhangi bir cevap gelmemis ve gametofor farklilagmasi
ger¢eklesmemistir. Kiiltiir baglangicindan yaklasik 6 ay sonra gelisim kaulonemal
evrede durmaktadir.

Sekil 4.31. Syntrichia princeps’ te a. normal spor b. sismis spor Bar: 5um)

Sekil4.32. Syntrichia princep’ te a. monopolar ¢imlenmis spor b. bipolar
¢imlenmis spor
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Sekil 4.33. Syntrichia princeps’ te %1.5 sukroz igeren DS ortaminda ¢oklu hiicre
gruplarindan tliremis bir veya iki protonemal iplik gelistirmis hiicreler

Sekil 4.34. Syntrichia princeps’ te %1.5 sukroz i¢eren DS ortaminda kloronemal
iplik
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Sekil 4.35. Syntrichia princeps’ te %]1.5 sukroz i¢eren DS ortaminda havai geligen
protonemalar
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5. SONUC

Denemelerimizde materyal olarak kullandigimiz tiirlerin erken gelisim evrelerine
iligkin ozellikler Cizelge 5.1° de verilmistir. In vitro kosullarda olusturulmus
aksenik kiiltlirler ile tiirlere ait spor ¢cimlenme Ozellikleri ve protonema gelisimi
gibi erken gelisim evrelerine ait bu bilgiler tiir biyolojisine 151k tutacak niteliktedir.
Ayrica bu tiirlere iliskin olarak gerceklestirilecek morfolojik, fizyolojik, genetik ve
biyokimyasal ¢alismalara temel olusturmasi agisindan da 6nem arzetmektedir.

Cizelge 5. 1. Tiirlerin spor ¢cimlenmesi ve erken gelisim evrelerine iliskin sonuglar

G.dissimulata D.varia S.ruralis S.laevipila | S. princeps
Normal spor
biiyiikliigii 8-13 p 25-28 10-12 p 16-20 p 10-12 p
Sismis spor | 20 36-40 p 40-50 35-40 p 45-55 pn
biiyiikliigii
Germ tiibii | 5 hafta 8 hafta 6 hafta 5 hafta 6 hafta
cikig siiresi
Cimlenme Ekzosporik Ekzosporik Ekzosporik Ekzosporik | Ekzosporik
Sporeling Bryum Bryum Encalypta Bryum tip Encalypta
tipi
Cimlenme Monopolar Monopolar Monopolar Monopolar | Monopolar
Polaritesi bipolar bipolar bipolar bipolar bipolar
Masif - - + - +
protonema
Kloronema + + + + +
Kaulonema - + + +
Protonema Obtuz- nadiren Spatulat- Uzun- Uzun- Uzun-
apikal akut obtuz silindirik silindirik silindirik
hiicresi
Protonemal Tesbih
iplikte - + gorintimil + +
siskinlik
Havai
protonemal - - - - +
gelisim
Tmema - - - + -
Gametofor - Kalloz yapida - - -
baslangici
Gametofit - + - - -
olusumu
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