T.C.

ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIiM DALI
2016-YL-010

ENKAPSULASYON ISLEMI YOLUYLA BAZI
KARAYOSUNU TURLERININ
DIASPORLARININ SAKLANMASI

Ozge MUSLU

Tez Danismani:
Prof. Dr. Adnan ERDAG

AYDIN-2016






T.C.
ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGUNE
AYDIN

Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Program dgrencisi Ozge Muslu tarafindan
hazirlanan ENKAPSULASYON ISLEMI YOLUYLA BAZI KARAYOSUNU
TURLERININ DIASPORLARININ SAKLANMASI baslikli tez, ...../...../2016
tarihinde yapilan savunma sonucunda asagida isimleri bulunan jiiri iiyelerince
kabul edilmistir.

Unvani, Ad1 Soyadi Kurumu Imzas1

Jiiri tyeleri tarafindan kabul edilen bu Yiiksek Lisans tezi, Enstitii Ydnetim
Kurulunun ......... Sayili karariyla .................... (tarih) tarihinde onaylanmustir.

Prof. Dr. Aydin UNAY

Enstiti Mudura






T.C.
ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGUNE
AYDIN

Bu tezde sunulan tiim bilgi ve sonuglarin, bilimsel yontemlerle yiiriitiilen gergek
deney ve gozlemler ¢ergevesinde tarafimdan elde edildigini, ¢alismada bana ait
olmayan tiim veri, diisiince sonug ve bilgilere bilimsel etik kurallarin geregi olarak
eksiksiz sekilde uygun atif yaptigimi ve kaynak gostererek belirttigimi beyan
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OZET

ENKAPSULASYON ISLEMi YOLUYLA BAZI KARAYOSUNU
TURLERININ DiASPORLARININ SAKLANMASI

Ozge MUSLU

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dalt
Tez Danismani: Prof. Dr. Adnan ERDAG
2016, 57 sayfa

Enkapsiilasyon yontemi ¢ogalma etkinligine sahip bitkisel yapilarin alginat ile
kaplanarak bir tiir yapay tohum/ diaspor elde edilmesi islemidir. Bu ¢alisma da
cesitli biryofit tiirlerine ait vejetatif kisimlar veya sporlar %4’likk sodyum alginat
ile kaplanmis ve CaCl, ¢ozeltisinde sertlestirildikten sonra farkli kosullar altinda
¢imlenmeleri gbzlenmistir. Denemelerde, Conocephalum conicum (tallus
pargalar1), Marchantia polymorpha (gemma), Sphagnum centrale, Sphagnum
capillifolium, Bryum dichotomum (gametofit pargalar1), Timmiella barbuloides,
Ptreygoneurum ovatum, Encalypta vulgaris, Bryum capillare, Orthotrichum
pumilum, Hypnum cupressiforme (spor) tiirleri kullanilmis olup, bu tiirlere ait
enkapsiile materyal distile su, nemli toprak, mese talagi ortamlarinda kurutma,
dondurma ve oda sicaklig1 kosullarinda (nem korunarak) test edilmistir (dondurma
ve kurutma uygulamalar1 sadece Bryum capillare ve Hypnum cupressiforme
tiirlerinde uygulanmistir). Denemeler sonunda kullanilan iki cigerotu tiirii olan
Conocephalum conicum, Marchantia polymorpha ve ¢alisilan kara yosunu
tiirlerinden {i¢i Bryum capillare, Hypnum cupressiforme, Timmiella barbuloides
yiiksek ¢imlenme basarisi gostermistir. Arastirmanin tiim basamaklari minimum
teknik ekipman kullanimina 6zen gosterilerek gerceklestirilmistir. Bu yontem ile
basarili sonug alinan tiirlerin ¢ok diisiik teknik alt yap1 kullanilarak ve ¢ok diisiik

harcamayla ¢ogaltilabilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Biryofit, Ex situ Koruma, Enkapstilasyon, Propagiil, Alginat,
CaCIQ






ABSTRACT

PRESERVATION OF DIASPORES OF SOME MOSS SPECIES VIA
ENCAPSULATION

Ozge Muslu

M. Sc. Thesis, Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. Adnan ERDAG
2016, 57 pages

Encapsulation is a method to obtain synthetic seeds/diaspores by coating plant
propagules with alginate compound. In this study, spores or vegetative parts of
some bryophyte species has been coated by sodium alginate and then hardened in
CaCl, solution to observe germination capacity of the coated bryophyte
propagules under different conditions. In experiments, Conocephalum conicum
(thallus fragments), Marchantia polymorpha (gemmae), Sphagnum centrale,
Sphagnum capillifolium, Bryum dichotomum (gametophyte fragments), Timmiella
barbuloides, Ptreygoneurum ovatum, Encalypta wvulgaris, Bryum capillare,
Orthotrichum pumilum, Hypnum cupressiforme (spores) were the materials.
Propagules of these species were tested for germination in environments such as
humid soil, distilled water and oak sawdust. Desiccation and freezing applications
were used for Bryum capillare and Hypnum cupressiforme, remaining species
were kept at room temparature conditions by preserving humidity of environment.
Two liverworts (Conocephalum conicum, Marchantia polymorpha) and three
moss species (Bryum capillare, Hypnum cupressiforme and Timmiella
barbuloides) showed a high germination response. In all steps of the research,
using of sophisticated technics and equipments were avoided. It is seen that the
method may serve as a useful tool to obtain viable propagules by using non
sophisticated equipments and then minimum expense.

Key Words:Bryophyta, Ex situ Conservation, Encapsulation, Propagules,
Alginate, CaCl,
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CIZELGELER DiZIiNi

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan biryofit tiirleri, kullanilan propagiil ve deneme
0] ;1001 2 o 24






1. GIRIS

Dogal ortamlarin endiistrilesme ve buna paralel gelisen sehirlesme olgusuyla
beraber artan niifusun taleplerinin karsilanabilmesi amaciyla yogun bicimde
istismar1 sonucu, bir¢ok canli tiiriiniin yasam alanlar1 daralmis, yayilis 6zellikleri
degismistir. Artan niifusun dogal tiirler izerindeki degistirici etkisi mekan— yayilig
degisikligiyle smirli kalmamakta, ekonomik veya baska alanda deger sahibi
olanlarin asir1 tiikketimiyle yok olma olgusunu da giindeme getirmektedir. Dogal
yasam ve onun unsurlarinin karsilastigi her sorun dolaysiz olarak insan kiiltiiriiniin
ve varliginin sorunudur ve bu sorunlar giderilmedik¢e insan varliginin en azindan
bu haliyle siirdiiriilebilmesine olanak yoktur. Ortada duran bu kat1 gercekligin
bilincinde olarak, bilim insanlar1 sanayi devriminden bu yana her tiirlii asirilik
terimini dahi golgede birakacak denli tiiketti§imiz dogal yasami hi¢ olmazsa bu
haliyle korumak amaciyla ¢esitli yontem ve yaklasim bigimleri gelistirmeye
caligmaktadirlar. Giiglii bir sekilde vurgulamak gerekir ki, dogal yasami korumak,
onun unsurlarmin (tlirlerin) tasidigr biyolojik bilgiyi canli tutabilmek, aslinda
insanoglunun kendi var olus ¢abasindan 6te bir sey degildir. Hatirlatmak gerekirse,
giiniimiiz ekolojik sorunlarinin gezegenimizi getirdigi nokta 6. biiyiik yok olus
olarak tanimlanmaktadir ve insanoglu da kismen veya tamamen bu biiylik yok

olusun bir pargasi olacaktir.

Biyolojik varliklarin ya da daha net bir tanimla tiirlerin korunmasi temelde iki ana
yontemle gergeklestirilir: 1. In situ koruma, 2. Ex situ koruma (Edward ve ark,
2004)ilk koruma yéntemi, tiirlerin bulunduklar1 ortamda korunmalar girisimidir
ve tlirlin yasadigi ortamin tiim komponentlerinin de dogal haliyle korunmasini
gerektirir. Tkinci temel yaklasim da ise, tiir kendi dogal ortami disinda
yetigtirilerek cogaltilir ve korunma islemi yerine getirilmeye ¢aligilir. Bu yontem
bazen tiiriin dogal yasam alanimnin yok olmasi veya dogal kosullarda tireme -
cogalma basarisinin  diismesi (yabanci tilirlerle rekabet, kirlilik, habitat
degradasyonu vb. faktorler) durumunda zorunlu olarak kullanilir veya dogal
ortamlarda populasyon biiyiikligli azalmig ise populasyonu genisletmek iizere
basvurulur. Bunun disinda nedenler de sayilabilir ki, bunlardan ilki tiirlin
ekonomik o6zellikleri nedeniyle dogal ortaminda asir1 tiikketilmesidir. S6z konusu
tilketimin yayginlagmasi ve talebin artist bu tiire olan ihtiyac1 daha da artirirken bu
dogal kaynagin sinirlar1 asilmis olur ve yapay olarak bu kaynagimn siirdiiriilebilir

hale getirilmesi gerekir. Bu amacla bahse konu tiir, dogal ortami disindaki



alanlarda da {iretilerek hem duyulan ihtiyacin karsilanmasi hem de dogal varligin

korunmasina caligilir.

Ex situ koruma yontemlerinde bitkiler igin geleneksel tarim yontemleri de
kullanilir. Ancak baz1 durumlarda bu yontemin tiir 6zelliklerinin bir sonucu olarak
kullanilmasina olanak yoktur ya da az miktarda ana¢ ile neredeyse sinirsiz
miktarda nesil alinmak istenir. Boylesi durumlarda biyoteknolojik alternatiflere
bagvurulur. Biyoteknolojik alternatifler arasinda en bilineni bitki doku kiiltiirii
teknikleridir. Doku kiiltiirinde bir anagtan alinan hiicre veya hiicreler-dokular
steril ortamlarda gelistirilerek, ¢ok sayida yeni bitkicik elde edilir ve bu
bitkiciklerin bazilar1 ana¢ olarak secilerek gelecek nesillerin logaritmik olarak
cogaltilmasi1 saglanir. Ancak kullanilan anag¢ sayisi bir sonraki neslin genetik
cesitliliginin kaynagi oldugundan ve kural olarak higbir zaman dogadaki kadar
genis bir havuz anag olarak kullanilamayacagimmdan bu yontemin de sikintiya

diistiigli genetik sorunlar1 vardir.

Gilinlimiizde, ileride doku kiiltiirii, geleneksel tarim yontemleri ve o6zel bitki
yetistirme teknikleri vb. yollarla yetistirilmek {izere bir tiiriin g¢ogaltilabilir
kisimlarmin (doku parcgasi, spor, diaspor vb.) biyolojik olarak neredeyse tamamen
inaktif halde saklanmasi yoluna gidilmektedir. Bunun temel nedenlerinden biri
aktif halde kiiltiir ortamlarinda materyalin canli tutulmasmin gerektirdigi yogun
emek ve yiiksek maliyettir. Inaktif saklamaya alinan biiyiikk miktarlarda genetik
materyal (fidecik, spor vb.) gorece ¢ok daha diisiik maliyetle ve daha zengin ana
kaynak yaratarak depolama yoluyla saklanabilmektedir. Asir1 diisiik sicakliklarda
saklama (kriyopreservasyon) bu amagla kullanilmakta olup, bu konuda Ingiltere
Kraliyet Botanik Bahgesi gibi gelismis aragtirma merkezlerinde uygulama ve
arastirmalar siirmektedir (Rowntree ve Ramsay 2009). Bahsedilen tarzda genetik
materyalin saklanabilmesi i¢in kullanilan bitki parg¢asinin dis etkenlerden kismen
yalitilmasi ve canliligini kaybetmemesi i¢in yer kaplamayan, fakat makul bir
paketleme islevini saglayacak ve biyolojik olarak uyumlu bir materyalle sarilmasi
gerekir. “Enkapsiilasyon” adi verilen bu islem, en yalin tanimiyla bitki
diasporunun uygun bir kaplama materyali ile kaplanmasi yontemidir. Somatik
embriyolarin kapsiillenerek sentetik tohum elde edilebilecegi ve dogal tohum gibi
kullanilabilecegi ilk kez Murashige (1977) tarafindan onerilmis olup, Kitto ve
Janick (1982)’ingaligmalar1 sonucu enkapsiilasyon basari ile uygulanmistir. Bu
yontemle kaplanan ¢ogalabilir bitki pargast ya hemen ¢ogaltma icin kullanilabilir



ki bu durumda bir tiir “yapay tohum / spor / gemma” olarak ig goriir veya

saklamaya almir ve ileride kullanilacak “germ plazm” olarak depolanir.

Enkapsiilasyon, kullanilacak olan bitki diasporunun canliligini yitirmeden uzun bir
stire boyunca saklanabilmesine, korunabilmesine ve kullanilan bu bitki kismindan
tam bir bitki elde edilebilmesine olanak saglamaktadir. Redenbaugh ve ark.
(1986), yaptiklart ¢aligmada kullanilan sodyum alginat ¢dzeltisinin iyon degisim
reaksiyonlar1 sonucu kalsiyum tuzlari ile birlesip sertleserek kalsiyum alginat jeli
haline doniistiigiinii ortaya koymustur. Genel olarak agar, agaroz, alginat,
karboksimetilseliiloz, karragen, etilselilloz, gelrit, guargum, nitro seliiloz,
polyakrilamid, sodyum pektat ve polyox kullanilmaktadir (Datta ve ark. 2001,
Saiprasad 2001). Kaplama materyalinin kullanilacak bitki eksplanti igin toksik etki
gostermemesi, dis etkilere karst koruyucu olmasi fakat ¢imlenmeyi ve bitki
gelisimini engellemeyecek 6zellikte olmasi gerektigi goriilmistiir (Kitto ve Janick
1985b, Kim ve Janick 1989). Yapilan ¢alismalarda su tutma kapasitesi, kolay elde
edilebilirligi, hizli jellesme ve boncuk dayanikliligi gibi avantajlar1 nedeniyle
cogunlukla alginat kullanilmaktadir.

Karayosunlar1 spor canliliginin uzun siire devam etmesi, gemma gibi vegetatif
¢ogalma olanagi saglayan yapilar Tlretebilmeleri ve yiiksek regenerasyon
yetenekleri nedeniyle enkapsiile edilmis kisimlarindan etkin bir bigimde
cogaltilabilme imkani vermektedirler. Yiiksek bitkilerde kopan — koparilan doku
kisimlarinin dogal kosullar altinda yeni bir birey olusturmalari oldukga zor
olmasina ragmen, fragmentasyon adi verilen bu siire¢ karayosunlarimin rutin
cogalma olanaklarindan biri olmaktadir; hatta bir¢ok karayosunu vejetatif yolla
cogaldigindan, c¢ogalma siirecleri arasinda fragmentasyon Onemli bir yer
tutmaktadir. Bu oOzellikleri dikkate alinarak karayosunlarimin enkapsiile edilip
dondurarak saklanmas1 konusunda verimli bir ¢alisma alan1 ortaya ¢ikmistir. flk
kez Longton (1981) tarafindan dondurulmayi takiben bir karayosunu tiiriiniin
canliliginin devami gozlendikten sonra bu alandaki giincel ¢alismalar igin bilimsel
temel ortaya konulmustur. Aslinda dogal kosullar altinda da bu olayin
gergeklesebilecegini 6ngdrmek olasidir. Sozgelimi, tundra zonunda vejetasyonun
likenlerle birlikte temel komponentlerinden birini olusturan karayosunlari kis
aylar1 boyunca -70 °C ¢ e degin inebilen sicakliklara maruz kalmakta ve ¢ok kisa
olan biiylime donemi iginde tekrar canliligini geri kazanmakta ve de biiyiimesini
stirdiirmektedir(Longton 1988).Ancak daha 6nceden de bilinen bir sey olmasina
ragmen dondurarak saklama tekniginin uygulanmasi i¢in enkapsiilasyon gibi hem



4

izole edebilen hem de normal kosullara doniildiigiinde i¢indeki canli materyalin

gelismesine olanak veren koruyucu paketciklerin gelistirilmesi gerekmistir.

Dogada tehdit altinda olan tiirlerin korunmasinda etkin bir bicimde kullanilmaya
baglayan bu yontem ayni1 zamanda bir takim ticari olanaklar1 da barindirmaktadir.
Glinlimiiz Diinyas1 daralan ve ulagilmasi herkes i¢in kolay olmayan dogal
ortamlarin minyatiirlerini botanik bahgeleri gibi kurumlar araciligiyla sehirlilerin
ayagma getirmekte ve hizmet sunmaktadir. Yeterince gelismis her botanik
bahgesinde karayosunu kismi bulunmakta olup, bu uygulama iklimsel olarak
uygun bolgelerde 6zel konutlarin bahgelerine kadar uzanmaktadir. Bu giin internet
ortamimda “moss garden” anahtar sozclgl kullanilarak ¢ok sayida “6zel yosun
bahgelerine “ ulagmak olasidir. Karayosunlarinin boyle bahgelerde yetistirilmesine
iligkin 6zel regeteler veya uygulama bigimleri de gosterilmektedir (6rnek olarak
bkz.:www.mossandstonegardens.com).Bunun disinda geleneksel Japon
sanatlariin bazilarinin (bonkei, saikei) modern sehir evlerinde bir kase ya da kap
icinde karayosunlar1 ve diger bitkilerle diizenlenmis manzara sepetleri kullanimi
da yayginlagma egilimindedir. Bir bagka uygulama alam ise “green roof” veya
“green wall” isimleriyle yayginlasan bitki bezeli duvar ya da c¢atilardir ki,
buuygulamanin sadece ¢igekli bitkilerle yapilmig olanlarina biiyiik sehirlerimizde
(Istanbul, Denizli vd.) rastlanmaya baglanmistir. Her ne kadar biraz daha zor ve
iklimsel uygunluk gerektirse de karayosunu temelli uygulamalar digerlerinden ¢ok
daha cazip ve ihtisamlidir. Son yillarda belediyelerimizin gesitli i¢ ve dig
mekanlardaki dogal peyzaj unsurlarmin kullanimi konusundaki artan egilimi bize
bu amagla kullanilabilecek c¢ogaltma alternatifleri gelistirme ylkiimliligiini
vermektedir. Ulkemizde bdyle bir uygulama &rnegi heniiz goriilmemekle birlikte
giderek renklenen giinlik yasama ¢ok uzak olmayan bir tarihte girecegini
diisiinmek de mantiksiz degildir. Elbette, bir karayosunu bahgesi veya karayosunu
duvart (moss wall) yapmak i¢in dogadan alinan karayosunu ortiisiinii parcalayip
uygun kosullar altindaki substratla bulusturursaniz bir siire sonra bir yosun
bahgesinin veya duvarinin gelisimini izleyebilirsiniz. Buradaki kritik nokta uygun
mekana uygun yosun tirlerinin istenilen miktarda ve kompozisyonda
yerlestirilmesinin uzmanlik gerektiren ( en azindan tiir tanilanmasi agisindan) bir
ugras olmasidir. Yasanan pratikler gostermistir ki, boyle durumlarda talep edilen
dogal kaynagin (karayosunu Ortiisiiniin) dogadan sokiimiiniin uzmanligi ve dogaya
kars1 hassasiyeti az olan veya hi¢ olmayan, kazan¢ amagh sahis veya kurumlarca
yapilmasinin geri doniisii neredeyse imkansiz bir takim ekolojik sorunlar


http://www.mossandstonegardens.com/

olugturmasidir. 2006 yilinda Erdag ve Kirmaci tarafindan gerceklestirilen ve
Tiirkiye‘de karayosunu hasat1 iizerine hazirlanan bir TUBITAK raporu calismalar
esnasinda kendilerine ruhsatla karayosunu toplama izni verilmis koyliilerin
gerekmedigi kadar c¢ok miktarda karayosunu Ortiisiinii kaziyip, depoladiklar
gozlemlenmistir. Yine bu koyliilerin toplama yaptiklar tiirlerin biiyiikk kisminin
aslinda talep eden sirketin cesitli silis esyalar1 yapimi i¢in arzuladiklar tiirler
olmayis1 da dogal ortamm hi¢ gerekmedigi halde tahribatina Ornek
olusturmaktadir. Durum bu halde iken, ileride olusacak peyzaj amacli karayosunu

hasat1 taleplerinin siirdiiriilebilir bigimde devaminin saglanmasi i¢in;
e Olusturulacak yosun ortiisiinde kullanilacak tiirleri ayirt edebilen,

e Bu tiirlere ait diasporlar1 kisitli miktarda dogal hasat {iriini anag¢ bitki
kullanarak ¢ogaltabilen,

e Son kullaniciya istedigi miktar ve kompozisyonda karayosunu diasporu temin
edebilen bir kurumsallasmanin olusturulmasi adina tiim bu siireglerin,

ilk basamagi olan diasporlarin elde edilmesinin basit, diisiik maliyetli ve biyolojik

olarak etkin bigimde saglanmasinin yollariin gelistirilmesi gerekmektedir.

Ust diizey sterilizasyon kullanilarak yapilan islemler ve bu yollarla elde edilen
yapay tohum ya da germ plazm, bir tiirin korunmasinda ve saklanmasinda maliyet
hesaplarmin ¢ogu zaman yapilmadigi ya da gorece daha az dikkate alindig
siireglerdir. Zira burada 6nemli olan kritik derece tehdit altinda olan bir canli
tiirlinlin elden gelen tiim olanaklarla yasatilmaya caligilmasidir. Ancak, ticari olan
bir uygulamada, maliyet (burada hem dogal ortama maliyet hem de finansal
maliyet diisiiniilmelidir) siirecin en belirleyici noktasidir. Oyleyse, diisiik maliyetli
ve kolay uygulanabilen, dogal ortama giderilebilir bir etki yapan c¢ogaltma
yonteminin temellerin atilmasinda yarar vardir. Talep edilecek iiriin kolayca
¢ogaltilabilmeli, uzun siire diisiik masrafli kosullar altinda saklanabilmeli ve
tilketiciye istedigi/gerekli miktarlarda sunulabilmesiyle beraber kolayca tiiketici

tarafindan uygulanabilmelidir.

Biryofit tiirlerinin korunmasinda etkin bir bi¢cimde kullanilmaya baglayan
enkapsiilasyon igleminin yukarida belirtilen ihtiyaglara ydnelik olarak
degerlendirilmesinin pratik sonuglarini goérebilmek amaciyla tezimizin konusu

enkapsiilasyon islemi kullanilarak bazi karayosunlarinin diasporlarinin saklanmasi



olarak diisliniilmiis ve arastirma siirecinde en diisiik diizeyde laboratuvar imkanlar1
ve ekipman kullanilarak, ¢ok basit sterilizasyon islemleri disinda sofistike ve
pahali aygitlardan bagimsiz siire¢lerde bir kisim karayosunu tiiriiniin kalsiyum
alginat ile enkapsiile edilmis cesitli kisimlarinin enkapsiilasyon sonrasi maruz
birakildiklar1 zorlu kosullardan sonraki rejenerasyon durumlari incelenmis ve olasi
engellerin belirlenmesine calisilmistir. Ancak g¢alismanin 6zl itibariyle, uzun
yillara yayilacak uygulama ve gdzlem serilerini gerektirmesi ve bir yiiksek lisans
O0greniminin yasal sinirlara sahip olusu nedenleriyle, bitki tiirlerinin bahse konu
islemler serisinin ardindan verdigi rejenerasyon tepkisini gozlemek sinir olarak

belirlenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Calisma konumuzla dogrudan ya da tiir koruma c¢alismalari agisindan dolayl
iligkileri olana yakin donemde gerceklestirilen bazi arasgtirmalar asagida

sunulmustur:

Murashige (1977) bahgecilik ve bitki gelisimi tizerine bitki hiicre ve organ kiiltiirii
uygulamalarinin etkilerini gozlemlenildigi ¢alismasinda ilk kez somatik
embriyolarin enkapsiilasyonunu ele alinip, bu yontem ile elde edilen enkapsiile

embriyonun dogal bir tohum gibi kullanilabileceginden séz edilmistir.

Kitto ve Janick (1982)Aseksiiel embriyolarda yapay tohumelde edilebilmesi icin
kaplama materyali olarak Polyox kullamlmustir. ilk kez bu ¢alismada
enkapsiilasyon yontemi uygulandig1 gorilmiistiir.

Kitto ve Janick (1985a) havu¢ somatik embriyolarmi %2,5 polyoksietilen
(polyox) ile ilk kez basarili bir sekilde enkapsiile etmislerdir. Bu calismanin
devami olarak gergeklestirilen bagka bir calismada (1985b), stresin arttirildigi
¢imlenme ortaminda ¢imlenme durumlari gozlenmistir. Basarili bir sekilde
kaplanan havu¢ embriyolarinda kurutma iglemi sonrasi ¢imlenme orani diisiik
olmakla birlikte, enkapsiilasyon iglemi ile kaplanan embriyolarin hayatta kalma
giliciinlin arttig1, kaplama materyalinin embriyo canliligi lizerine olumsuz bir

etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Redenbaugh ve ark. (1988) hidrate edilerek ve kurutularak olmak tizere 2 ye
ayrilan yapay tohum yontemlerinden hidrate edilerek yani suyunu koruyarak elde
edilen yapay tohum ydntemini kullanmislardir. Suyunu koruyan yapay tohumlar;
somatik embriyolarin kalsiyum alginat gibi hidrojeller ile ayr1 ayr1 enkapsiile
edilmesi ile elde edilmistir. Embriyolar sodyum alginat ¢ozeltisi igerisine
karigtirllmig ve kalsiyum kloriir ¢ozeltisi igerisine damlatilarak icerisinde somatik
embriyolar1 barindiran kalsiyum alginat kapsiilleri olusturulmustur.  Yapilan
caligmada sodyum alginat ¢ozeltisi ile kalsiyum tuzlari, iyon degisim reaksiyonlari
sonucu yer degistirerek kalsiyum alginat jeli haline doniistligii ortaya koyulmustur.

Longton (1988)soguk iklimlerin hakim oldugu karasal habitatlarda yayilis
gosteren karayosunu ve likenler iizerine hazirladigi kitabinda bu habitatlar
iizerinde yayilis gosteren tiirlerin gelistirdigi adaptasyonlar, yasam formlar1 ve
stratejileri anlatilmaktadir.



Kim ve Janick (1989) tarafindan yapilan ¢aligmada kurutulmus kereviz somatik
embriyolarinin polyox ile enkapsiile edilmis ve ABA hormonu ile muamele
edilmigtir. Polyox enkapsiilasyonu sonucu saglanan nem artistninsomatik
embriyolardaki hayatta kalma oranini artirdigi gézlenmistir.

Redenbaugh ve ark (1991) vyapay tohumlarin potansiyelini gbéz Oniinde
bulundurarak bu tohumlarin gelisimi {izerine bir ¢alisma gelistirmistir. Diisiik
maliyet ve yliksek genetik homojenligi, hatta genotip dengesizligi ve diisiik tohum
verimligi gibi sorunlarin giderilebilirligi nedeniyle yapay tohum {iretiminin
uygulanabilir oldugu ileri siiriilmiistiir. Bahgecilik, tarla ve orman bitkilerinin
vejetatif ¢ogalma listeleri nedeniyle iyi bir somatik embriyogenez sistemi
mevcuttur. Bu sistem igerisinde sivi azota daldirma (Kriyopreservasyon),
kurutulmus kaplamalar, hidrojeller ve diger teknikler kabul edilmistir. Bitki
embriyolarmin hidrojel ile enkapsiilasyonu bu yontemler arasinda daha siklikla
uygulanmaktadir. 4 yaprakli yoncanin kullanildigi bu ¢alismada somatik
embriyolarinin ~ Gretimi  tarif edilmis olup, yapay tohum iretiminin

ticarilestirilebilmesi i¢in gerekenler 6zetlenmistir.

Gonzalez ve ark. (1997) yapmis olduklari ¢alismada endemik ve tehlike altinda bir
tir olan Centaurium rigualiiEsteve (Gentianaceae) ‘nin in vitro kosullar altinda
yetistirilen vejetatif siirgiinleri, dondurarak saklama yontemi ile basarili bir sekilde
saklanmugtir. Sivi nitrojen (-196 °C ) i¢ine dogrudan daldirma isleminden sonra
buz kristallerinin olusumunun engellenmesi amaciyla enkapsiilasyon teknigi
kullanilarak bir protokol gelistirilmistir. Enkapsiilasyon yapilan bitki farklh
sicaklik ve farkli konsantrasyonlardaki sukrozun MS besi yerine eklenmesine bagh
olarak gelisim siiresi agisindan degerlendirmeye alinmigtir. Bu ¢aligmadaki asil
amag, dondurarak saklama yapilacak C. rigualii’nin enkapsiilasyonu icin farkli
protokollerin  gelistirilmesi ve bu protokoliin koruma c¢aligmalarinda
kullanilabilirliginin ele alinmasidir. Calisma sonucunda en uygun protokol olarak
belirlenen 1 giin boyunca 0.3M sukroz ilave edilmis MS besi yeri ortaminda
tutulan enkapsiile edilmis C. rigualii tomurcuklar1 igin %70 en yiiksek sag kalim
orani elde edilmigtir.

Blandino ve ark. (1999) tarafindan yapilan caligma erken donem alginat
enkapsiilasyon kinetigi iizerine olup, ¢esitli katalizorler i¢in bir immobilizasyon
ortami olarak ele alinmig ve kinetik dzellikleri ortaya ¢ikarilmustir.



Blandino ve ark. (2000)nin c¢alismasi ayni arastirma ekibinin immobilize enzim

uygulamalarinda alginat kapsiillerinin kullanim olanaklari iizerinedir.

Datta ve ark (2001) tarafindan nesli tehlike altinda bir orkide tiirii olan Geodorum
densiflorum(Lam.)  Schltr.tiiriinin ~ protokormbenzeri  gévde  yapilarinin
enkapsiilasyonu ile yapay tohum {iretimi {izerine bir aragtirma yapilmistir. Bu
protokorm benzeri yapilar sodyum alginat ile enkapsiile edilip 30 giin beklemeye
almmistir. Kaplanmis olan yapay tohumlarin ¢imlenme ve rejenerasyon kapasitesi
besi yeri ortaminda tohumlarin ¢imlenmesine bagli olarak test edilmigstir. %88
¢imlenme kaydedilmistir. Yapay tohumlar 4°C’ de 120 giin bekletildiginde, tohum
canliliginda higbir azalma olmadig1 goriilmiistiir. Enkapsiile edilmemis kisimlar
4°C’de 30 giin sonra canliligini tamamen yitirmistir. Kaplama jelinin igine
gidakoruyucu ve mantar ilaci ilave edildikten sonra steril olmayan toprak ortamina

transfer edildiginde, sentetik tohumlar % 28 canlilik gostermistir.

Saiprasad (2001) yapay tohumlar ve uygulama alanlari tizerine yapmis oldugu
caligsmayla, tohum iiretemeyen bitkiler, transgenik bitkilerdeki propagasyon ve elit
ozelliklere sahip bitki tiirlerindeki tohum yayilim sorunlar igin yapay tohum
iiretiminin umut vaat eden bir yontem oldugu ortaya koyulmustur. Dogada klonal
tekniklerin kullanimi, geleneksel rekombinasyon ve bitki 1slahi i¢in secilmis daha
az zahmetli ve daha kisa siire gerektiren, daha diisiikk maliyetli ve daha etkin
sonuglarin elde edilebildigi bir calismay1 olugturmaktadir. Agar, alginat, poliko
2133, karboksimetil seliiloz, karragen, jelrite guargum, sodyum pektat, zamk vb
jeller ile yapilan denemelerde; sentetik tohum {iretimi icin alginat ile
enkapsiilasyonun daha uygun ve kullanilabilir oldugu ortaya konulmustur. Alginat
hidrojeli; ayarlanabilir viskozitesi, ¢ozelti igerisinde diisiik yapisal bozulma,
somatik embriyolar i¢in diisiik toksik etki, hizli jellesme, diisiik maliyet ve
biyolojik olarak uygun 6zellikleri nedeniyle siklikla sentetik tohum matriksi olarak
se¢ilmektedir.

Longton (1981) bu ¢alismada 1liman, tropikal ve soguk bolgelerden alinan Bryum
argenteumHedw.klonlarmin  diisilk ve yiiksek sicakliga maruz birakilarak
protonema ve siirgiin gelisim tepkileri incelenmigtir. Farkli sicakliklarda
tutulmasindan sonra goriilen ¢imlenme, sonraki caligmalar i¢in temel bilgiyi

olusturmaktadir.
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Burch (2003)’un yaptigi bir calismada, bazi karayosunu tiirlerinde 6n islem
olmaksizin dondurarak saklama sonrasi hayatta kalma oranlar1 degerlendirilmistir.
Sukroz veya absisik asit ile n muamele edilen bitki dokularinda dehidrasyon ve
dondurma islemi sirasinda kuruma toleransini arttirarak koruma sagladig
diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada bazi karayosunlarinda dogal kuruma toleransinin
dondurma sirasinda yeterli korumay1 sagladigi goriilmiistiir. Bu ¢alismanin amact;
kuruma tolerans1 seviyeleri birbirinden farkli 3 karayosunu tiirliniin bir 6n islem ve
enkapsiilasyon islemi yapilmadan dondurma sonrasi hayatta kalma ve
rejenerasyon yeteneginin belirlenmesidir. Kurumaya toleransli, toleransi sinirh ve
toleransi olmayan bu 3 tiir, enkapsiile edilmis ve enkapsiile edilmemis olmak {izere
2 ayr grup halinde ele alinmistir. 2 grup i¢inde kurumaya toleransli olan tiirde
kurutma sonrasi hayatta kalim %100, tolerans1 sinirhi olan tiirde ise %40°dr.
Dondurma sonrasi hayatta kalim kurumaya toleransh tiirde %100-90, toleransi
sinirlt olan tiirde %30-20 oldugu goriilmiistiir. Kuruma toleransi olmayan tiirde
hem kurutma hem de dondurma isleminden sonra hayatta kalim olmamustir.
Sonucta dogal olarak kurumaya toleransl baz1 karayosunu tiirlerinin bir 6n islem
olmaksizin dondurma isleminin hayatta kalim icin yeterli olacagt sonucuna

varilmigtir.

Rowntree ve Ramsay ‘m 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, biryofitlerin
enkapsiilasyon yoluyla dondurularak saklanmasina iliskin metodolojinin
gelistirildigi ilk yayilardan biri olarak géze ¢carpmaktadir. Bu ¢alismada yontemin
uygulanist hakkinda detayli bilgi verilmistir.

Erdag ve Kirmacit (2006)’min ¢alismasi ise bir TUBITAK projesi olup,
Tiirkiye’den hasat edilen Biryofit tiirlerinin durumu iizerine bir rapor halindedir
(Tibitak proje no: 104T126).

Mallénve ark. (2007)’nin yapmus olduklar1 ¢alismada nadir bir karayosunu olan
Splachnum ampullaceumHedw.’ ingametofitik tomurcuklari kullanilmistir. Bu
tomurcuklar dondurarak saklama &ncesi bir 6n hazirlik olarak kalsiyum alginat ile
kaplanmistir. Karayosunu koruma c¢aligmalarma etkilerini gozlemek igin
karayosunu rejenerasyonu farkli zaman araliklarinda degerlendirilmistir.
Protonemal koloni ¢api, tomurcuk uzunlugu ve tomurcuk sayisi ve gelisimi
iizerine enkapsiilasyon ve soguk uygulamasinin etkileri ele alimmistir. Sonug
olarak karayosunu enkapsiilasyonunun uzun siire koruma ve saklama g¢aligsmalari

icin bir tehlike olusturmadigi, uygun bir yontem oldugu gorilmistiir.
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Enkapsiilasyon yontemiyle saklanan bitki materyalinde canlilik 2,5 yil sonra
%350’nin {izerinde iken; dondurma yontemiyle saklanan bitkilerde ise canlilik
%0’ dr.

Rowntree ve Ramsay (2009) Kew Kraliyet Botanik Bahgesinde bulunan ve
Ingiltere’de nesli tiikkenme tehlikesi altinda olan 22 tiiriin korunmasma yodnelik
yaptiklar ¢alismada dondurarak saklama icin basit bir enkapsiilasyon protokolii
gelistirmislerdir. Test edilen tiim tiirler i¢in dondurulmus materyalde rejenerasyon
orant %068’den biiyiiktiir. Tiirlerin yarisinda rejenerasyon oranin %100 oldugu
goriilmiigtiir. Sonug olarak diinya genelinde yapilan uzun siire saklama ve benzer

koruma calismalar1 i¢in uygun ve basarili bir yontem oldugu goriilmiistiir.

Kikowska wve Thiem (2011) alginat enkapsiilasyonu yoluyla iiretilen yapay
tohumlarin biyoteknolojik aragtirmalarda ve gen bankalarinda genetik materyalin
korunmasindaki 6nemine vurgu yapmistir ve bu yontemin uygulanisma iliskin
bilgiler vermistir. Ayrica tibbi bitkilerin mikropropagasyonu arastirmalarinda bu

yontemin uygulanmasindaki yararlara deginmistir.

Rowntree ve ark. (2011) Avrupa genelinde biryofit tiirleri {izerinde yapilan
koruma ¢alismalari, bu ¢alismalarda kullanilan ve gelistirilen in vitro teknikler ve
bu tekniklerin kullanimi ile olusturulan korunmus biryofit koleksiyonlarmi bir

derleme halinde sunmustur.

Reed ve Sarasan (2011)’in gergeklestirdigi bir calismada, biyocesitliligin
korunmasinda in vitro tekniklerin timiine iligkin degerlendirmeler sunulmustur.
Bu tekniklerin gerekliligi ve kullanislilig1 hakkinda bilgiler verilmis olup, koruma
caligmalarinda destekleyici 6zelliklerinden bahsedilmistir.

Ros ve ark. (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada kurumaya toleransli 4 Akdeniz
tirtinii kullanarak in vitro kiiltiir ¢alismalarinda ve dondurarak saklama Oncesi
hazirlik asamasinda kullanilmak {izere enkapsiilasyon metotlar1 denemislerdir.
Calismada Entosthodon conmutatus Durieu &Mont,E. hungaricus (Boros)
Loeske,Funariella curviseta (Schwégr.) Sérgio,Orthotrichum handiense F. Lara,
Garilleti & Mazimpaka kullanilmistir. Bu 4 tirden Entosthodon conmutatus,
Funariella curviseta Akdeniz bolgesinde nadir rastlanan endemik tiirlerdendir. Her
tiirde koruma c¢aligmalar1 da gz Oniinde bulundurularak kiiltiir ve dondurma
islemlerinin basari ile gerceklestirildigi goriilmiistiir. Protonema ve gametoforlar
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%3 ‘lik alginat ile kaplanip CaCl, ¢ozeltisi igerisinde katilasma i¢in 3 dakika
bekletilmistir. Bu ¢alismada s1vi azot uygulamasindan ¢ok kisa bir siire sonra bitki
canliligr test edilmistir. Dondurarak saklama Oncesi hazirlanan protokollerin
germplazmin uzun siireli depolanmasi i¢in uygulanabilir oldugu sonucuna

varilmistir.

Sabovljevi¢ ve ark. ‘nin 2014 yilinda yaptiklari arasgtirma biryofitlerin ex situ
korunmalar i¢in in vitro tekniklerin uygulanisi ve gerekliligi hakkinda kapsamli
bir caligmadir. Makale i¢inde bazi tiirlere ait mikropropagasyon ornekleri
sunulmus olup, Belgrad Universitesinde bu giine degin korumaya alinan
(saklanan) in vitro biryofit kiiltiirleri de listelenmistir.



13
3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Denemelerimizde arastirma materyali olarak Conocephalaceae familyasina ait
Conocephalum conicum L. Underw.,Marchantiaceae familyasina ait Marchantia
polymorpha L., Sphagnaceaefamilyasina ait Sphagnum centrale C.E.O. Jensen, S.
capillifolium (Ehrh.) Hedw., Pottiaceacfamilyasia ait Timmiella barbuloides
(Brid.) Monk.,Pterygoneurum ovatum (Hedw.) Dixon, Encalyptaceae familyasina
ait Encalypta vulgaris Hedw, Bryaceae familyasina ait Bryum dichotomum Hedw,
B. capillare Hedw.,Orthotrichaceae familyasina ait Orthotrichum pumilumDicks.,
Hypnaceaefamilyasina ait Hypnum cupressiforme Hedw. kullanilmigtir. Asagida
kullanilan biryofit tiirlerine iliskin kisa agiklamalar verilmis olup, bu agiklamalar
taksonomik betimlerden ziyade tanitict amaglhdir:

3.1.1. Conocephalum conicum

Tallusu 17 mm genislige ulasabilen iri bir cigerotudur. Tallus ylizeyi hegzagonal
boélmelere ayrilmig goriiniimde olup, bu bélmelerin orta kisminda belirgin solunum
acikliklarina (baca) sahiptir. Enine kesitlerde fotosentetik tabakayi olusturan
hiicreleri lobut-konik bigimlidir. Islak (¢esme veya dere kenarlar1 gibi) ortamlarda
yayilis gosterir. Ulkemizin neredeyse tamaminda yayilmaktadir.

Sekil3.1. C. conicum (Foto: Mesut KIRMACI)


http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=15577
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=15956
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=15879
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=16299
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3.1.2.Marchantia polymorpha

Iri talluslu bitkilerdir. Gemma canaklarmin silindirik yapilar halinde
yiikselmesiyle kolayca taninirlar. Oldukga iri arkegonioforlar1 ve anteridioforlari
ile belirgindirler. Yine 1slak ortamlarda ilkemizin tim bolgelerinde
bulunmaktadirlar.

Sekil 3.2. M. polymorpha (Foto: Adnan ERDAG)

3.1.3. Sphagnum centrale

Dal yapraklarmin klorositleri varil veya mercek seklinde, hiicre ¢eperleri adaksiyal
yizeyde kalinlasmistir. Karadeniz boélgemizde Giresun — Rize arasindan
bilinmektedir.
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Sekil 3.3 S. centrale(Foto: Mesut KIRMACI)

3.1.4. Sphagnum capillifolium

15 cm. ye kadar uzayabilen iri tiirlerdir. Kirmizimsi pembemsi tonlarda renklenme
gosterir. Klorositler enine kesitte {iggensi goriniimliidiir. Yine Karadeniz

bolgelerimizden bilinen bir tiirdiir.
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Sekil 3.4. S. capillifolium(Foto: Mesut KIRMACI)
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3.1.5. Timmiella barbuloides

Uzun silindirik sporofitleri, olduk¢a uzun setasi ve belirgince disli yapraklari ile
kolayca taninabilen ve de toprak banklar lizerinde genis oOrtiiler olusturan bir
karayosunudur. Bat1 Anadoluda son derece yaygindir. Toprak banklarin iizerinde

vertikal olarak gelisim gosterirler.

Sekil 3.5. T. barbuloides(Foto: Mesut KIRMACI)

3.1.6. Pterygoneurum ovatum

Oldukga kiigiik boylu (2-5 mm) karayosunlaridir. Kapsiil silindirik oval ve yakl. 1-
1,5 mm uzunluktadir. Gametofit son derece kisa olup (1-2 mm) az sayidaki
yapraklarim i¢ yiizeylerinde katlanmig kumaslar gibi gériiniin fotosentetik lameller
bulunur. Kurakeil ve kalkerli ortamlarda sikga rastlanir.
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Sekil 3.6. P. ovatum(Foto: Adnan ERDAG)
3.1.7. Encalypta vulgaris

Kalkerli kayalar iizerindeki kiiciik agikliklarda dahi gelisebilen kisa gametofitli
(ca 0,5 cm) ve gorece uzun setali (ca 1,5 cm) ve silindirik kapsiillii
karayosunlaridir. Kurakeil ortamlarm bitkileridir. Olgunlagan sporofitin kukullat
kaliptras1 uzun siire diismedigi icin arazi kosullarinda kolayca ayirt edilebilen

taksonlardir (cins bazinda).

Sekil 3.7. E. vulgaris(Foto: Adnan ERDAG)
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3.1.8. Bryum dichotomum

Bryum L. cinsi i¢inde kompleks olusturan bir taksondur. Kii¢lik ve egik
kapsiillerinin gelisme esnasinda yariya kadar agik ve uca dogru koyu tonlanmasi
nedeniyle daha onceden B. bicolor olarak isimlendirilmistir. 0,5 ile 1 cm kadar
toplam uzunluga sahip olan bu tiir her tiirli cografyada karsilasilabilen bir

taksondur. Cok sayida biryofit topluluklarina katilir.

Sekil 3.8. B. dichotomum(Foto: Adnan ERDAG)

3.1.9. Bryum capillare

Son derece yaygin bir karayosunudur. Sernuoz kapsiilleri ve kurudugunda spiral
olarak kivrilmig yapraklariyla nispeten kolayca taninabilen karayosunlaridir.
Kirmiziya kagan tonlarda renklenmelere sahip olabilir. Rizoidleri papillali olup

kirmizimsi renktedir. Bazen gemma (rizoidal) tasirlar.
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Sekil 3.9. B. capillare(Foto: Adnan ERDAG)
3.1.10. Orthotrichum pumilum

0,5 cm boylarinda otoik kiigiik epifitik bitkilerdir. Genellikle diger Orthotrichum
tiirleri arasina karigsarak gelisirler. Kapsiiller gdmiik olup 8 serit tasirlar. Bos
kapsiiller kuru oldugunda sulkattir. Peristom disleri 8 ¢ift halindedir, kuru halde
geriye dogru uzanirlar. Stomalar1 gémiik (Kriptopor) tiptedir.

Sekil 3.10. O. pumilum(Foto: Adnan ERDAG)
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3.1.11.Hypnum cupressiforme

Ulkemizde HypnumHedw.cinsinin en yaygm tiiriidiir. Bir yone dogru kivrilmis
falkat yapraklariyla cins diizeyinde kolayca ayirt edilmekle beraber sporofit
tagimayan Orneklerinin uzman olmayanlarca taninmasi oldukca zordur. Genis bir
tiir ve alt1 taksonlardan olusan bir kompleks olarak degerlendirilir. Hali tipi ortii
olusturmasi nedeniyle hortikiiltiirel kullanimi belkide en yiiksek tiirlerimizdendir.
Gelistigi ortama ¢im kaplama goriintiisii verdigi gibi katlandiginda birbirinden
ayrilmayan dokusu nedeniyle ¢esitli kaplama (ornamental) islemlerinde yayginca
kullanilir.

Sekil 3.11. H. cupressiforme(Foto: Adnan ERDAG)

3.2. Yontem
3.2.1. Bitkilerin Toplanmasi ve izolasyonu

Denemelerimizde Aydm ili g¢evresinden ve Karadeniz bolgesinden Prof. Dr.
Adnan Erdag, Dog. Dr. Mesut Kirmaci, Dog. Dr. Hatice Ozenoglu Kiremit
tarafindan toplananMarchantia polymorpha (AYDN 2348), Conocephalum
conicum (AYDN 2512), Sphagnum centrale (AYDN 3237), S. capillifolium
(AYDN 3238), Timmiella barbuloides (AYDN 3094), Pterygoneurum ovatum
(AYDN 2216), Encalypta vulgaris (AYDN 2725),Bryum dichotomum (AYDN
2576), B. capillare (AYDN 2670), Orthotrichum pumilum (AYDN 2528),
Hypnum cupressiforme (AYDN 2851)tiirleri caligma materyali olarak
kullanilmigtir. Arazi ¢alismasi ile toplanan bitkiler uygun torbalara aktarilarak
laboratuvar ortamina getirilmistir. Tayin edilip adlandirilan bitki tiirlerinin ¢alisma
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icin kullanilacak olan kisimlari stereo mikroskop altinda ana bitkiden ayrilmistir.
Tayin islemleri yukarida adi gegen biryologlarca yapilmistir. Calismamizda
Conocephalum conicum, Sphagnum centrale, Sphagnum capillifolium ve Bryum
dichotomum tiirlerinin vejetatif kisimlari;; Marchantia polymorpha tiiriiniin
gemmalart; Timmiella barbuloides, Pterygoneurum ovatum, Encalypta vulgaris,
Orthotrichum pumilum,Bryum capillare, Hypnum cupressiforme tiirlerinin ise

sporlar1 kullanilmistir.

3.2.2. Enkapsiillasyon Uygulamasi ve Enkapsiilasyon Sonrast1 Deneme
Ortamlan

Denemelerde kullanilan tiim materyaller (tallus, gametofit, gemma, spor) i¢in ayni
enkapsiilasyon islemi uygulanmistir. Enkapsule edilmis boncuklarin olusturulmasi
icin, 25 ml % 4 lik distik viskoziteye sahip sodyum alginat c¢dozeltisi
hazirlanmistir. Sodyum alginat ¢ozeltisinin yogunlugu % 1, 2, 3 ve 4’liik seriler
hazirlanarak n denemeler sonucu belirlenmistir. Istenilen diizgiin sekil ve kalite
acisindan degerlendirilen boncuklarin olusturulmasi i¢in % 4 lilk sodyum alginat
¢oOzeltisi uygun bulunmustur. Bunun i¢in 100 ml distile su iginde 4g sodyum
alginat (Sigma A1112) manyetik karistirictyla isitilarak (20°C) ¢oziindiiriilmiistiir.
Daha oOnceden hazirlanmig olan propagiiller sodyum alginat c¢ozeltisi igine
aktarilmistir. Ayrica boncuk sertligi ve katilagmasi i¢in 100mM CaCl, ¢ozeltisi
hazirlanmigtir. Damlatma iglemini saglamak icin siradan plastik laboratuvar
pipetleri kullanilmigtir. Damlacik boyutu, olusacak boncuk boyutunu dogrudan
belirlediginden, pipetler yaklasik 2 mm kadar genisleyen kisimlarma dogru
kesilmis ve istenen aciklik elde edilmistir.  Sodyum alginat + propagiil
karigimindan bu pipetlerle, CaCl, ¢ozeltisine el kontrolilyle damlatma yapilmustir,
Bilindigi iizere CaCl, c¢ozeltisinde karistirarak bekletme esnasinda sodyum
alginattaki Na* iyonlar1 ile Ca®" iyonlari yer degistirerek sonugta kalsiyum alginat
haline doniislim saglanir ve bu yolla istenen boncuk sertligi ve dayanikliligi elde
edilir (Blandino vd., 1999). Iyon degisimi ve sertlesmeyi saglamak icin 20 dakika
boyunca manyetik karistiricida karistirllmaya devam edilmistir. Bu  siirenin
sonunda propagiilleri igeren boncuklar (yaklasik 4-5mm c¢apinda) elde edilmistir.
Yapilan islemlerin genel bir semas1 Sekil 3.12’de sunulmustur.
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Kaldyum aignat

Sekil 3.12. Enkapsiilasyon islemi genel semast
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Denemelerimizde C. conicum talluslarinin siirgiin uglart 4-5 mm’lik boncuklarin
icerisine sigabilecek sekilde bisturi ile kesilerek kiiciik parcalara ayrilmistir. Sekil
3.12 de belirtilen yontem uygulanarak olusturulan boncuklar 3 kez distile su ile
yikandiktan sonra ¢imlendirme igin igerisinde 2ml distile su bulunan petrilere

aktarilmis ve oda sicaklig1 kosullarinda bekletilmistir.

M. polymorpha’nin gemmalar1 bir pens yardimiyla ¢anaklarindan ¢ikarilarak Sekil
3.12°de gosterilen yontem ile enkapsiile edilmistir. Elde edilen boncuklar 2ml
distile su bulunan petrilere aktarilmis ve oda sicakligi kosullarinda bekletilmistir.

S. centrale, S. capillifolium, B. dichotomum’un gametofit kisimlar1 enkapsiilasyon
isleminde kullanilmistir. Gametofitler teflon baglikli homojenizatoér yardimiyla
parcalanmigs ve fragmentler Sekil 3.12 de belirtilen yontem ile enkapsiile
edilmigtir. B. dichotomum’un gametofitleri bir makas yardimiyla kii¢iik parcalara
ayrilmigtir. Bu gametofit parcaciklarini kalsiyum alginat ile kaplayabilmek igin
sekil 3.12’de belirtilen yontem uygulanmistir. Olusturulan kalsiyum alginat
boncuklar oda sicakliginda steril (121°C de 15 dk otoklav ile sterilize edilmistir)

nemli toprak lizerinde ¢imlenme i¢in birakilmistir.

T. barbuloides, P. ovatum, E. wvulgaris, O. pumilum, B. capillare, H.
cupressiforme’nin spor kapstilleri kullanilmistir. Stereo mikroskop altinda ana
bitkiden ayrilan kapsiiller, igerisinde 1ml steril distile su bulunan ependorf tiipleri
icine steril pens yardimiyla acgilarak muhteviyatinin dogrudan tiip i¢ine bogalmasi
saglanmigtir. Bu yolla kapsiil sterilizasyonu isleminden kaginilmigtir.
Homojenizasyon ig¢in titresimli karigtirict  yardimiyla olusturulmus spor
siispansiyonlar1 i¢inden bir damla alinarak, damlacik igindeki spor dagilimi
mikroskop altinda incelenmis ve homojen dagilimlart onaylanmistir.
Sporlarmenkapsiilasyonu sekil 3.12 de gosterilen yontem ile aynmi sekilde
gerceklestirilmistir. T. barbuloides sporlar1 kullanilarak olusturulan boncuklar
¢imlenme igin steril nemli toprak tizerine birakilirken; P. ovatum, E. vulgaris, O.
pumilum, B. capillare, H. cupressiformeile elde edilen boncuklar ise distile su
icinde oda sicakliginda tutulmustur. H. cupressiforme ve B. capillare i¢in ayrica
kurutma veya dondurma uygulamasi yapilmigtir. Kurutma iglemi i¢in boncuklar
petri icinde (susuz) oda sicakligi kosullarinda 1 ay agikta birakilmis, dondurma
islemi icin ise 1 ay siire ile (£2) -20°C de derin dondurucuda tutulmuslardir.
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Tim denemelerde petri kapaklarinin etrafi parafilm ile ¢evrilmistir. Her bir
deneme seti i¢in petri basina 50 boncuk kullanilmigtir ve denemeler 2 kez tekrar
edilmistir.

Denemelerde kullanilan tiirler i¢in enkapsiile edilen materyal tipi ve
enkapsiilasyon sonrast gelisimlerin gozlendigi deneme ortamlar1 Cizelge 1°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan biryofit tiirleri, kullanilan propagiil tipi ve

deneme ortamlari

Kullanilan Deneme Ortamlar:
Tiir biryofit Nermli | Distil
propagiilii emi Istile |\ urutma | Dondurma | Mese
Toprak Su Talas1
Conocephalum | Gametofit i + ) i )
conicum Fragmenti
Marchantia
Gemma - + - - -
polymorpha
Sphaghum Gametofit i + i i i
centrale Fragmenti
. capillifolium | Gamewofit | " ] i ]
Fragmenti
Timmiella Spor + i ) i )
barbuloides P
Ptreygoneurum Spor + + ) i )
ovatum
Encalypta Spor + + ) i )
vulgaris
B. Gametofit + i i i i
dichotomum Fragmenti
Orthotrichum
. Spor - - - - +
pumilum
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Fotograflama ¢aligsmalari i¢in Leica S-ATO8 stereomikroskop (fotograf atagmanli)
ve Olympus CX 31 mikroskop Olympus E330ADU1 foto atagmanli ekipman
kullanilmigtir.  Arastirmamiz  sirasinda kullanilan sporlarla ilgili sayisal
degerlendirmeler (boncuk basina spor sayisi, ¢imlenen spor sayist vb.) kiiresel
formun ve 15181 istenmedik Ol¢lide kiran kaplama malzemesinin yarattigi gorsel
sorunlar nedeniyle gergeklestirilememistir. Bunun yerine boncuklarin goriilebilen
yilizey kisimlarindaki ¢imlenmeler / gelismeler iizerinden degerlendirilmistir. Baz1
boncuklarin bitkisel materyal igermedigi goriilmiis bunun temel nedeninin spor
gibi kiiglik materyalin birbirine yapisarak yogunlagma odaklar1 halinde dagilmasi
oldugu anlagilmistir. Deterjan gibi kimyasallarla bunu kismen agmak miimkiin olsa
da, ¢alismanin elden geldigince dogal kosullara yakin ve minimum kimyasal ajan
kullanarak yapilmasi istendiginden boyle bir uygulamadan kaginilmistir. Buna
ragmen boncuklara dagilan bitkisel materyalin homojenizasyonuna azami 6zen
gosterilmis ve en azindan her boncuga materyal girmesinde (sporlar icin) basari
saglanmistir. Buna ragmen, bazi boncuklarda digerlerinden daha yogun spor
birikimi oldugu da gortilmiistiir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Arastirmamiz enkapsiile edilmis bitkisel materyalin nemli toprak, distile su ortami
ve bir epifit oldugu i¢in Orthotrichum pumilum i¢in nemlendirilmis mese agaci
talas1 tizerinde gelisimlerinin gozlenmesi ekseninde yiirtitiilmistiir (gizelge 1).

4.1. Conocephalum conicum

C. conicum‘un tallus uglariin basarili bir sekilde kalsiyum alginat ile kaplanip,
oda sicakliginda, distile su ortamina aktarilmasinin ardindan 17. giin, 1 ay, 3 ay, 5
ay sonraki donemlerde gozlemleri yapilmigtir. Tallus uglarinin ¢imlenme ortamina
aktarilmasindan 17 giin sonra yapilan ilk gozlemlerde, vejetatif siirglinlerin
gelismeye bagladigi goriilmistiir (sekil 4.1). 1. ayin sonunda gelisen kisimlarin
kapsiil digina ¢iktig1 belirlenmistir (sekil 4.2). 3. ayda vejetatif siirgiin gelisiminin
devam ettigi (sekil 4.3), 5 ay sonra yapilan gozlemlerde ise herhangi bir
kontaminasyon olmadan tallusun bagimsiz olarak yasayabilecek kadar gelistigi ve
rizoidlerinin tamamen tesekkiil ettigi goriilmistir (sekil 4.4). Denemenin
baslangicindan sonraki 1 yillik dénem boyunca siirgiinler canlilig1 ve rejenerasyon

yetenegini devam ettirmistir.

Sekil 4.1. C. conicum, Siirglin gelisiminin devami (17.giin)



Sekil 4.2. C. conicum, gelisen siirgiinler (1. ay)

Sekil 4.3. C. conicum, gelisen siirgtinler (3. ay)
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Sekil 4.4. C. conicum, 5. ay olgunlagma siirecine dogru birey (oklar rizoidleri
gostermektedir.)

4.2. Marchantia polymorpha

M. polymorpha 'ningemmalar kalsiyum alginat ile bagarili bir sekilde kaplanmigtir
(sekil 4.5. a). Kaplama sonrasi ilk 1 ay i¢inde herhangi bir gelisme olmamustir. 2.
ay itibartyla gemmalar siirglin vermis ve siirgiinler hizli bir gelisim gdstermigtir
(sekil 4.5.b.). Bu arada siirgiin u¢lariin kapsiil disina ¢ikisi ve rizoid gelisimi de
baglamistir. 6 ay boyunca yapilan gézlemlerde gemmalardaki gelisimin 3.aydan
sonra yavasladigi gozlenmistir. Bu gelisimsel yavaglamaya ragmen herhangi bir
kontaminasyon belirtisi goriilmemistir (sekil 4.6). Gemmalardan herhangi bir
sterilizasyon islemi uygulamadan ¢imlenme ve gelisme saglanmasi tiiriin ileride
yapilacak farkli c¢alismalarda gemmalar {izerinden c¢ogaltilmasina temel
olusturacak durumdadir. Cok yillik bitki olusu nedeniyle bu tiiriin g6zlemlerinin
devaminda tez siiresi igerisinde olgunlasmis bireylere ulasilamayacagindan
gbzlemlere son verilmis ve enkapsiilasyon islemine yanitinin olumlu oldugu kabul

edilmistir.



Sekil 4.5.a. M. polymorpha, gemmalarin kalsiyum alginat ile kaplanmig hali b.
gemmalarda 2 ay sonraki gelisme durumu

Sekil 4.6. M. polymorpha, 3.ay itibariyla gelisme durumu

C. conicum veM. polymorpha iki higrofitik cigerotu olarak enkapsiile
diasporlarmin kendi dogal kosullarma yakin bir islak ortamda ¢imlenme ve
nispeten ileri seviyede gelisme egilimi gostermeleri nedeniyle bu ¢alisma bazinda
basarili tiirler olarak bulgulanmiglardir.



30
4.3. Sphagnum capillifolium ve S. centrale

Sphagnum tiirlerine ait fragmentler son derece basarili bigimde enkapsiile
edilmesine ragmen (sekil 4.7 ve 4.8) islemi takip eden hafta iginde
kontaminasyona ugramiglar ve siire¢ basarisiz olmustur. Bulundugumuz bolge
itibariyla taze materyalin teminindeki giigliikler nedeniyle bu grup fizerine

caligmalara son verilmistir.

Sekil 4.7. S. centrale, enkapsiile gametofit parcalari
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Sekil 4.8. S. capillifolium, enkapsiile gametofit parcgalari

4.4. Bryum dichotomum

Enkapsiilasyon yontemi basarili bir sekilde uygulanip, gametofitler kalsiyum
alginat ile kaplanmistir. B. dichotomum yalnizca nemli toprak iizerinde gametofit
fragmentleri diaspor olarak kullanilarak denenmistir. Denemenin baglamasini takip
eden hafta icinde gelisen kontaminasyon denemeleri sonlandirmistir. Bir bagka
Bryum tiriiniin (B. capillare) denemelerimizde kullaniliyor olmast nedeniyle bu
tiirle ilgili caligmalar terkedilmistir.

4.5. Timmiella barbuloides

Enkapsiilasyon yonteminin uygulanmasit sonucu sporlar kalsiyum alginat ile
kaplanmistir. Enkapsiile T. barbuloides sporlarinin nemli toprak ortami iizerine
birakilmalarmmdan 45 gilin sonra sporlarin ¢imlenmeye basladiklar1 ve bazi
¢imlenen sporlarin protonemal iplikleri tirettikleri gézlenmistir (sekil 4.9 ve 4.10).
Topraga birakilan boncuklar bulunduklar: ortamin rengini alarak koyulagmislardir.
Bu yiizden sporlarin gelisimini takip edebilmek i¢in, sodyum alginatin ezilerek
pargalanmasi saglandiktan sonra lam lamel arasi binokiiler mikroskop ile

incelemeler yapilmistir.



Sekil 4.9. T. barbuloides,a. Sigmis ve sismemis sporlar a. germ tiibii olusumu

Sekil 4.10. T. barbuloides, protonemal ipliklerin olusumu
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Basarili ¢imlenme ve gelisme goOstermesine ragmen bu tarihten sonra gelisen
kontaminasyon deneyi sonlandirmistir. Kserofitik karakterli bir taksonun
muhtemelen gereksiniminin Gtesindeki sulu ortam kosullarinda mantarlarin
kendisinden daha hizli geliserek siireci sonlandirdigi diisiincesine bu noktada
deger verilebilecegi akla gelmektedir. Ancak, deney ortamlari dogal kosullarin
mikro Ol¢ekli simulasyonlari oldugundan ve higbir zaman gergek bir esitligin
saglanamayacagl mutlak oldugundan bu tiiriin ¢imlenme ve sonrasi gelisime
yonelik cevap vermis olmasinin bu noktada diger olumsuzluklardan daha énemli
oldugunu ileri siirmek olasidir. Zira genis bir dogal ortama uygun bir mevsimde
birakilacak enkapsiile materyalin en azindan g¢imlenecegi ve hi¢ olmazsa kabul
edilebilir miktarda protonemanin daha ileri gelisme evrelerine ulasabilecegini
diisiinmek hayal degildir. Bilindigi iizere dogal kosullar altinda tiiketilme riski ne
kadar biiylikse tiiketicilerin (burada mantar tiirleri) inhibitorleri de o olgiide
yaygindir. Yine anlagilacagi iizere bir tiirli yeni bir alana ya da kendisine ait
kaybettigi bir alana tekrar yaymaya calisirken normal sinirlarin ¢ok {izerinde
diasporun ortama birakilmasi en temel basar saglayici dnlemlerden biri olacaktir.
Dolayistyla enkapsiile materyalde gozlenen c¢imlenme bagarist en azindan
sporlarinin veya kullanilan diger diasporlarmin dogal kosulda ¢iplak kalacak
olanlardan daha uzun siire koruma altinda kalacagini, daha az su stresi yasayarak
olumsuz kosullar1 gegirecegi disiiniildiigiinde gercek bir basar1 olarak
degerlendirilebilecektir. Daha miitevazi bir diislince ile, denenen ve ¢imlenebilen
karayosunu tiirleri i¢in enkapsiilasyonla propagasyon umut vaat eden bir alternatif
olmaya devam edecektir. Bizim bu noktada kontaminasyon ve zaman sinirlamasi
gibi engellere ragmen ¢imlenme ve miimkiinse gametofor baglangicina dogru
yonelen gelisme gozlemlerini tiir bazinda basar1 6lgiitli olarak almamiz asir

bulunmayacaktir.
4.6. Pterygoneurum ovatum

Enkapsiilasyon islemi uygulanmis sporlar basariyla sodyum alginat ile
kaplanmigtir. Topraga koyulan boncuklar bulunduklari ortamin rengini alarak
koyulagtiklarindan sporlarin  gelisimsel takibi, sodyum alginatin ezilerek
parcalanmasi saglandiktan sonra lam lamel arasi binokiiler mikroskop ile
incelemeler yapilarak saglanmustir (sekil 4.11). ilk 1 ay icinde sisme oranlarinin
diisiikliigii bu tiire ait sporlarda canlilik sorunu oldugu endisesini getirmistir. Kisa
stire icinde de (ilk 30 giin) sisen sporlarin da canliligini kaybettigi goriilmiistiir.
Hem distile su ortaminda hem de nemli toprakta ayni durumun goézlenmesi
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nedeniyle en azmdan elimizdeki populasyonun bu islem i¢in uygun
olmayabilecegi diisiincesiyle denemeler sonlandirilmigtir. Bazi durumlarda son
derece fertil sporlar lireten karayosunlarinda dahi boyutca kii¢iik ve canli olmayan
sporlar tiretilmektedir.

Sekil 4.11. P. ovatum, 1 ay sonra toprakta

4.7. Encalypta vulgaris

Sporlar basarili bir sekilde enkapsiile edilmistir. Topraga koyulan boncuklar
bulunduklari ortamin rengini alarak koyulastiklarindan sporlarin gelisimsel takibi,
sodyum alginatin ezilerek parcalanmasi saglandiktan sonra lam lamel arasi
binokiiler mikroskop ile incelemeler yapilarak saglanmistir (sekil 4.12). Ancak P.
ovatum gibi bu tiirde de sisme sonrasi gelisme durmustur. Kontaminasyon
nedeniyle de deneme sonlandirilmigtir.
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Sekil 4.12. E. vulgaris, 2 ay sonra toprakta

4.8. Orthotrichum pumilum

Enkapsiilasyon islemi basari ile uygulanmustir. Enkapsiile O. pumilum sporlar
(sekil 4.13) mese odunu talasi {izerine birakilmis ancak hizhi gelisen
kontaminasyon sporlarin sismesine dahi izin vermemistir. Bitkinin epifitik olusu
ve vertikal diizlemde yayilan bir tiir olusunun bir sonucu olarak kalsiyum alginat
boncuklarinin yatay konumda tutulmasi igin bagka c¢oziimler gerektirecegi ve
bunun da tez kapsamini daha da genisletecegi diisiincesiyle bu tiir iizerine daha
baska deneme yapilmamasina karar verilmistir. Epifitik tiirler i¢in olast ¢dzlimler
muhtemelen bir bagka calismanin konusu olacaktir.
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Sekil 4.13. O. pumilum, alginat ile kaplanmis boncuklarin gériinimii

4.9. Bryum capillare

Sporlar basarili bir sekilde enkapsiilasyon yontemi ile alginat ile kaplanmistir
(sekil 4.14). Oda sicakliginda distile su ortamina koyularak yapilan gézlemlerde;
sporlarin alginat ile kaplanmasindan 2 ay sonra spor ¢imlenmelerinin basladig
belirlenmistir (Sekil 4.15). B. capillare 6rneklerinde 2. ay iginde gelisme bazi
boncuklarda agir1 hizlanmig ve protonema agi gézlenmistir (sekil 4.16). 4. ayda
yapilan gozlemlerde ise gelisimin devam ettigi sporlarda goriilen ¢imlenmenin
boncuk i¢ kismmi bir ag gibi sardigi ve boncuk disina dogru kaulonemal
geligimini siirdiirdigii tespit edilmistir (sekil 4.17). 5. ay siiresince benzer gelisim
devam etmistir (sekil 4.18). 6. aydan sonra gelisim hizinda ciddi diisiis gézlenmis
ve 10. ay i¢inde yapilan gdzlemde de benzer formun korundugu ve tomurcuk
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olusturma evresine heniiz gegilmedigi gozlendiginden tez siiresini asacagi asikar
olan bu siirecin izlenmesi terkedilmistir ancak kaulonemal evrenin belirginligi bu
donemde artmustir.

Sekil 4.15. B. capillare, sisme ve ¢imlenme (2.ay)
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Sekil 4.16. B. capillare protonemal gelisim ve disa biiyliyen kaulonemal iplikler,
4. ay

Sekil 4.17. B. capillare, ileri protonemal gelisim 5.ay
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Sekil 4.18. 6. ayda protonemal ve kaulonemal iplikler

Denemelerin bir baska asamasi olan kurutma islemi i¢in enkapsiile materyal 1 ay
siireyle oda kosullarinda bekletilmis ve ardindan 2 ml. distile su i¢eren petrilere

aktarilarak ¢cimlenme durumu goézlenmistir.

B. capillare’de ¢imlenme ortaminin olusturulmasindan 1 ay sonra sporlar sismis
ve ¢imlenme gozlenmistir. Kurutma iglemine tabi tutulmus materyallerde ideal
boncuk formunun bozuldugu fakat i¢ kisimlarinda sporlarin halen kalsiyum alginat
yiginlari i¢inde koruma altinda kaldig1 goriilmuistiir (sekil 4.19 ve 4.20).

Sekil. 4.19. Kurutulma islemi sonunda kalsiyum alginat kaplamanin durumu
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Sekil 4.20. B. capillare, kurutma sonrast nemlendirme ve sporlar

Yeniden nemlendirmeyi takiben gegen 1 ay sonunda sporlarda gozlenen sigsme
durumu sekil 4.21°de gosterilmistir.

Sekil 4.21. Nemlendirmeden 1 ay sonraki sisme durumu

2 Ay boyunca yapilan gézlemlerde sisme olgusunun devam ederken bazi sporlarin
¢imlenmeye bagladiklar1 goriilmistiir (sekil 4.22).
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Sekil 4.22. 2.Ay sonunda sporlarin ¢imlenmeye baslamasi (oklar ¢gimlenen
sporlarin bazilarii géstermektedir.)

3. ay sonunda ise halen ¢imlenmenin erken safhalarinda yavas gelisimin devam
ettigi gozlenmis olup, B. capillare sporlarinin diger denemelerde gbzlenen agresif
gelisiminin gergeklesmeyecegi kanaati olugsmustur (sekil 4.23).

Sekil 4.23. 3. ay sonunda ¢imlenme siirecinde gelisme durumu

Gelismedeki bu yavaslamaya ragmen ¢imlenmenin baglamasi bu geciktirilmis
biliyiimenin muhtemelen zamanla kirilacak bir fizyolojik tepki oldugunu akla
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getirmistir. B. capillare kurutma sonrasi uygulamaya da olumlu yanit vermis
olarak degerlendirilmistir.

Dondurulan ornekler derin dondurucudan ¢ikarildiktan sonra oda sicakligina
ulasana degin beklenmis ve yeniden nemlendirme islemi bu noktadan itibaren
uygulanmigtir. Bu materyalde de ayni kurutulan materyalde gozlenen sekil
bozulmas1 gozlenmis ancak olusan kalsiyum alginat yiginlarmin dagilmis
yigmlardan ziyade biiziilmiis veya ezilmis topaklar biciminde eski kiire formlarm

animsatan bir yapiya biiriindtigti gézlenmistir (sekil 4.24).

Sekil 4.24. Dondurma sonrasi yeniden nemlendirme ve boncuklarin durumu (Spor
y1ginlar1 merkezin sol kisminda goriilmektedir)

-20 °C + 2 sicaklikta dondurulmus orneklerde goriilen sporlarm canlihigi gok
belirgin oldugundan ¢imlenme siirecine erken girecegi diisiiniilerek gozlemler
siklagtirilmig ve 1 ay itibaryla ilk protonemal ana ipligin olusumu gdzlenmistir
(sekil 4.25).
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Sekil 4.25. 1. ay itibariyla protonemal ana ipligin olusumu

Ikinci ay siiresince daha ¢ok sayida spor protonemal iplik iiretmeye baslamis ve 3.
ay itibariyla ilk kaulonemal doniisiimiin izlerine rastlanmigtir (sekil 4.26).

Sekil 4.26. Kaulonemal evrenin erken safhasi
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Her ne kadar kaulonemal evreye kurutma denemelerindekinden hizli girmis olsa
da benzer fizyolojik tepki (duraksama) bu denemede de karsimiza ¢ikmustir. Ug
farkli kosul altinda yapilan deneylerin ortak bulgusu B. capillaresporlarin
yiiksek cimlenme kapasitesini ortaya koymaktadir. Gozlem siiresinin yillara
dagilmasi durumunda tam gelismis bireylerin eldesi uzak bir ihtimal degildir.
Caligmamizin ana amaci inceledigimiz tiirlerin smirh zaman araliginda
enkapsiilasyon islemine yatkinliklarini denetlemek oldugundan, enkapsiilasyonun
B. capillare’nin ¢esitli amaglarla propagasyona son derece uygun oldugunu ileri
stirmek olasidir.

4.10. Hypnum cupressiforme

Denemelerimizde kullanilacak olan sporlara enkapsiilasyon yontemi basari ile
uygulanmistir (sekil 4.27).

Sekil 4.27. Enkapsiile edilmis sporlar (oklar boncuk icinde daginik halde bulunan
sporlarin bazilarin belirtmektedir.)

Enkapstile sporlarin distile su igine alimmasi ile yapilan denemelerde bu tiir ilk iki
ay icinde cimlenme tepkisi verdigi gibi protonemal iplikleri de olusturmaya
baglamustir (sekil 4.28).
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Sekil 4.28. H. cupressiforme, 2 ay sonraki protonemal gelisim

Ik ekimi takiben gecen 4 aylik siirede boncuklarda yogun protonemal iplikler
gelismis ve bu gelisme 3 boyutlu olarak boncugun her tarafin1 sarmustir (sekil
4.29.a). Sekil 4.29. b de de goriildiigii lizere gelisen iplikler boncugun dis ylizeyine
dogru ilerlemis (bir tiir 15182 yonelme tepkisi) ve disariya uzanmaya baglamisgtir.
Bu tiir geligsim, ilerleyen donemde enkapsiilasyonun sadece merkezi protonemal
yap1 disinda yeni iplikleri saramayacag1 ve giderek yok olacagina isarettir. Dogal
olan ve beklenen de tam olarak bu durumdur. Enkapsiilasyon sinirli zaman
araliginda diasporlarin dis etmenlerden korundugu (kuruma vb.) ve uygun
zamanda terk edecegi gegici bir sigmaktir.
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Sekil 4.29.a. H. cupressiforme, ileri derecede protonemal gelisim, b. Dig ylizeye
gelisim gosteren protonemal iplikler, 4.ay
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Besinci ayda yapilan gozlemde, gelisimin ilerledigi ve bazi ipliklerin tamamen
boncuk disina ¢iktigr gorilmistir (sekil 4.30).Altinci ay siiresince de benzer
gelismeler devam etmis disar1 uzanan iplikler kaulonemal evreye ilerlemeye
baslamuslardir (sekil 4.31).

Sekil 4.30. H. cupressiforme, disar1 uzanan protonemal iplikler, 5.ay



Sekil 4.31. H. cupressiforme, kaulonemal gelisim detay 6.ay

Distile su ortaminda yapilan denemeler 1s183inda H. cupressiforme’nin uygulanan
yonteme uygunlugu ortaya c¢ikmistir. Cimlenme gosteren sporlarin g¢oklugu ve
bunlarin neredeyse es zamanli gelisme gostermesi bu tiirliin enkapsiile sporlarinin
nispeten daha uygun siirede bir yesil oOrtii halinde yayilmasina yol acacagi
goriilmektedir.

Nemli toprak denemelerinde H. cupressiforme sporlari 45 giinde ¢imlenmeye
baglamig gelismeler devam ederken bir fungal atak eldeki kiiltiiri tamamen yok
etmistir. Ancak ¢imlenmenin baglamig olmast ve ilk protonemal uzantilarin
goriilmesi tiiriin uygulamaya kosullar degistirildiginde kolayca olumlu cevap

vereceginin igareti olarak degerlendirilmistir.

Kurutma islemine alinan enkapsiile sporlar higbir ¢imlenme belirtisi
gostermemisler ve nemlendirildiklerinde 6lii olduklart kanisina varilmistir.

Dondurma islemine tabi tutulan orneklerde de ¢imlenme tepkisi alinamamig ve
sisme dahil higbir gelisim gdzlenmemistir. Muhtemelen bu tiiriin sporlarinin derin
dondurucuda kademeli sogutma yerine ani dondurma (sivi azot) uygulamasina

kars1 test edilmeleri uygun olacaktir.
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5.SONUC

Calismamiz kapsami i¢ine alinan 11 tiir iizerinde yapilan tiim deneylerin bir kismi
kontaminasyon, bir kismi da muhtemel spor canliligi sorunu gibi nedenlerle
basarisiz sonu¢ vermistir ( Sphagnum tiirleri, E. vulgaris, P. ovatum, B.
dichotomum, O. pumilum). Geriye kalan 5 tiir i¢inden en basarili sonuglar B.
capillare’den alinmig, H. cupressiforme dondurma ve kurutma islemi diginda
basarili olmus, T. barbuloides toprak iizerinde gelisim gostermis ve iki ciger otu
tiurtt olan C. conicum, M. polymorpha ise distile su ortaminda olduk¢a basarili

sonuglar vermistir.

Enkapsiilasyon isleminin karayosunlarinda sofistike sistemler ve pahali
kimyasallar kullanmaksizin kullanisliligina iligskin olarak elde edilen veriler umut
vericidir. Denemelerin farkli diaspor kaynaklar1 ve kismen sterilizasyon
uygulamasiyla daha basarili sonuglar vermesi beklenmektedir. Ancak bu galigma
heniiz iilkemiz i¢in bir oncli ¢alisma (calisilan bitki grubu itibariyla) olmasi
nedeniyle elden geldigince fazla sayida tiirlin ¢imlenme tepkilerini almak
hedeflenmis ve daha ileri gbzlem ve deneysel uygulamalardan bir yiiksek lisans
tezinin sinirlamalar1 nedeniyle kaginilmistir. Buna ragmen caligmalardan gelen
sonuglar bu uygulamanin karayosunlar1 ve ilgili gruplarda uygun bigimde
kullanilabilecegini gostermistir. Yine calismalarin 1s18inda enkapsiilasyon igin
sterilizasyondan kaginilarak uygulama yapildiginda en uygun materyalin sporlar
ve gemmalar oldugu, gametofit fragmentlerinin iizerlerinde tasidigir bir kisim
mikroorganizma nedeniyle kontaminasyona daha agik oldugunu belirtmekte yarar
vardir. Tamamen vejetatif olarak ¢ogalan biryofitler i¢in gametofit fragmentlerinin
ciddi sterilizasyon igleminden gegirilmesinin zorunlulugu asikardir. Dondurarak
saklama ve koruma c¢aligsmalarinda (Rowntree ve Ramsay 2009, Mallon ve ark.
2007) ve diger bitki gruplari tizerine yapilan propagasyon ¢alismalarinda (Aplodon
wormskioldii (Hornem.)R. Br., Bartramia stricta Brid., Bryum calophyllum R.Br.,
B. rubens Mitt., B. schleicheri Schwigr., B. uliginosum(Brid) Bruch & Schimp., B.
warneum (Ro6hl.) Brid., Buxbaumia viridis (DC.) Moug. & Nestl. , Cyclodictyon
laetevirens (Hook. & Taylor)Mitt., Ditrichum cornubicum Paton, Leptodontium
gemmascens (Mitt.) Braithw.Micromitrium tenerum (Bruch & Schimp.) Croshy,
Orthodontium gracile (Wilson) Schwigr. ex Bruch & Schimp., Orthotrichum
pallens Bruch ex Brid., Rhynchostegium rotundifolium (Scop. ex Brid.) Schimp.,
Seligeria carniolica (Breidl. & Beck) Nyholm, Sematophyllum demissum (Wilson)
Mitt., Tortula cernua (Huebener) Lindb., Weissia multicapsularis (Sm.) Mitt., W.
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squarrosa (Nees & Hornsch.) Miill. Hal.,, Sphagnum fallaxH. Klinggr.,
Jamesoniella undulifolia (Nees) Miill. Frib.) siire¢ tamamen steril kosullar altinda
gelistirilmis ve sonuglar alinmistir. Bu tip ¢aligsmalarin tehdit altinda olan tiirlere
yonelik veya Ozel arastirmalara materyal temini (genetik vb.) i¢in yapildigim ve
ciddi maliyet ve 6zel ortam gereksinimi gosterdikleri ortadadir. Ancak, bu yolla
elde edilen materyalle ticari yonlii hasata maruz tiirlerde tacir veya kullanici
taleplerini karsilama olanagi yoktur. Eldeki mevcut bilimsel yontemlerin daha
diisik maliyet ve oOzellesmis is giicli gereksinimi kosullarinda c¢aligabilen
versiyonlarinin da {iretilmesine ihtiya¢ vardir. Konumuz o6zelinde g¢esitli
ornamental amaglarla tiim Diinya’da hasat edilen biryofit tiirlerinin dogadaki
kayiplarinin geri verilmesinde veya talebin diger yollarla karsilanarak dogal
ortlilerin korunmasinda hasatgilarin veya korumacilarin kullanabilecegi bir
yontemin olusturulmasinda biiyiik yarar vardir. Enkapsiile edilmis materyalin
saklama siiresinin standardizasyonu, bu siire¢ zarfinda olusan 6liim veya canli
kalabilme olgularinin degerlendirilmesi, hangi tiirlerin bu amagla kullanima yatkin
oldugunun bilinmesi-belirlenmesi, enkapsiile materyalin ¢imlenme ve ileri
diizeyde gelisime devam edebilme 6zelliklerinin bu diisiik maliyetli uygulamalar
altinda anlagilmasi gibi bilgiler ileride ortaya gikarilabilecek yontemlerin temel
gereksinimleri olacaktir. Bu sayede bahgesine yosun bahgesi eklemek veya
karayosunlariyla sepet aranjmanlarini doldurmak isteyen tiiketici ve fiireticiler

dogal ortamlara daha az zarar vererek faaliyet gosterebileceklerdir.

Aragtirmamiz sonunda B. capillare ve H.cupressiforme’nin minimum laboratuvar
gereksinimi kosullarinda bu uygulamaya yatkinlig1 ortaya konmus ve geri kalan 3
tirin ( C. conicum, M. polymorpha, T. barbuloides) de uygulamaya pozitif
tepkileri alinmigtir. Caligma sirasinda karsilasilan kontaminasyon gibi engelleyici
olgularin bertaraf edilmesi i¢in yine diisiilk uygulama maliyeti ve teknik kapasite
gerektiren alternatif yontemler sonraki ¢alismalarin konusu olmalidir. Kalsiyum
alginat boncuklar igine alimmis sporlarmn B. capillare ve H.cupressiforme’de
verdigi neredeyse es zamanli ¢imlenme tepkisi bu ve bunlara benzer tiirlerin
istenen mekanlarda propagasyonu i¢in umut vericidir. Bu siiregte hi¢bir hormon
veya besleyici desteginin verilmemis olmasi bu iki tiiriin biyolojik kapasitesinin bu
anlamda giiciiniin ifadesidir. Ozellikle H. cupressiforme’nin iilkemizde en yogun
hasat edilen karayosunu tiirii olmasi bu yolla hasatin yarattif1 veya yaratacagi

sorunlara kars1 bagka ¢oziimler tiretilebilecegine iliskin bir umut vermektedir.
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C. conicum ve M.polymorpha’nin gosterdigi gelisme hizi da, bu tiirlerin siis
bahgelerinin olusturulmasinda kullanilma potansiyeli olan iki higrofit olmasi
sebebiyle Onemlidir. Zira giiniimiiz modern yasaminda yapay dogal ortamlar
alisilmisin 6tesinde ilgi gekmekte ve bu alanda bir ¢cok 6nemli mekanda moss wall
veya moss roof gibi uygulamalara rastlanmaktadir. Bu uygulamalarda kullanilacak
karayosunu veya genel adiyla biryofit materyalinin ekonomik kosullara sahip
kiiltiirlerden elde edilmesi dogayi koruma adma Onemli bir katki olacag
diisiincesini tagidigimizdan; calismamiz bazi biryofit tiirlerinin enkapsiilasyon
yoluyla saklanmasi basligiyla olusturulmus ve c¢alisma siiresince bu yolla saklanan
materyalin tekrar ¢ogalabilme ozellikleri gelecekte biryofit kiiltiirlerini bu amagla

olusturabilmenin yollarin1 aramak iizere incelenmistir.
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