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Ozet

Yararh pek ¢ok o6zellikleri nedeniyle briyofitler giiniimiizde biyoteknoloji alaninda oldukga yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Doku kiiltiirii
ile in vitro kosullarda briyofit ¢gogaltimi bu ¢aligmalarin temeli olarak kabul edilebilir. Doku kiiltiirii ile ¢ogaltim yalnizca biyoteknolojik
calismalara onciiliik etmez, ayn1 zamanda da iilkelerin biyolojik zenginliklerinin korunmasi amactyla da iiretilir. Ulkemizde briyofit doku
kiiltiirii ve buna bagli ¢alismalar baslangi¢ asamasinda olup devam eden yillarda hizla artacaktir.

Anahtar kelimeler: Briyofitler, in vitro kiiltiir, biyoteknoloji
Tissue Culture in Bryophytes

Abstract

Due to many useful features of bryophytes are a quite widely used nowadays in the field of biotechnology. In vitro bryophyte propagation by
tissue culture of this studies can be considered as a basis. Propagation by tissue culture does not only lead to biotechnological research but
also is produced for the protection of the biodiversity of the country. In our country, bryophyte tissue culture and its related studies are in the
initial stages and are expected to incerase rapidly in the following years.
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GIRIS

Biyoteknoloji canlilarin  veya onlarm {riinlerinin, llag ~ endiistrisinde hammadde kaynagi - gogunlukla

insana ve cevresine yararli bir {irlin iretmek veya bir
problemi ¢ézmek igin kullanilmasi olarak tanimlanir.
Bagslica odak noktasi molekiiler biyoloji olmasina ragmen,
biyoteknoloji tek basina var olan, dar kapsamli bir ¢aligma
alan1 degildir [1].

Briyofitler ekonomik, etnik kullaniminin yani sira ve
biyoteknoloji alaninda da olduk¢a yaygin kullanima
sahiptir. Cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanildiklar1
herkesge bilinmektedir. Ozellikle Cin’de briyofit tiirlerinin
pek c¢ogu yanik, ciiriik, digtan yaralanmalar, kiriklar,
konviilsiyonlar, yilan sokmasi, akciger tiiberkiilozu,
nevrasteni, Uropati ve pndmoni gibi durumlarda
kullanilmustir [2].

vaskiiler bitkilerdir. Karasal bitkilerin ikinci biiyiik grubu
olan briyofitler bu konuda onlardan sonra yer almaktadir.
Karayosunlarinin sekonder metabolit Uretimi,
antimikrobiyal ve antifungal aktiviteleri, sitotoksik etkileri
ve bu baglamda ila¢ olarak kullanilmalar1 son yillarda
biyoteknoloji ¢aliganlarinin ilgisini  ¢ekmektedir. Bu
calismalarda doku kiiltirii ile {iretim temel amagtir.
Diinyada ozellikle 1980 ve sonrast briyofitlerin doku
kiiltiirii ile tretimi hiz kazanmustir ancak tilkemizde bu
caligmalar baslangi¢ asamasindadir.
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Bitkilerde Doku Kiiltiirii

Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir besin
ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre, doku veya organ gibi
bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel tiriinlerin
(metabolitler gibi) tretilmesidir [3]. Bitki doku kiiltiirleri
yeni ¢esit geligtirmek ve mevcut ¢esitlerde genetik ¢esitlilik
olusturulmasinda, kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda,
bitkilerin  klonal hizli ¢ogaltilmasinda, geleneksel
yontemlerle ¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin iiretiminde
uygulanmaktadir [4].

Bitkilerin 6zelliklerinin iyilestirilerek ¢ogaltilmasinda,
¢ogu 1960 ve 1970°li yillarda kurulmus bitki doku kiiltiirii
laboratuarlarmin ~ da  uyguladiklann ~ doku  kiiltiirii
teknikleridir [5]. 1lk izole edilmis hiicrelerin kiiltiirii [6],
1962 yilinda [7] MS besiyerinin gelistirilmesi ve 1970
yilinda HEPA filtrelerinin kullanilmaya baslanmas: bitki
doku kiiltiiriinde 6nemli galigsmalar olmustur [2, 8-10]. Bu
tarihten itibaren gerek vaskiiler bitkiler gerekse briyofit
doku kiiltiirii tekniklerinin gelistirilmesi yoniinde yapilan
calismalar hiz kazanmigtir. Pierik (1997) [11] tarafindan
doku kiiltiirii tekniklerinin bilimsel uygulamalar1 bitkilerin
islah1 ve molekiiler biyolojisi, botanik arastirmalari,
sekonder metabolit {retimi, fitopatolojik caligmalar ve
vejetatif cogalma olarak siralanmaktadir [5, 12].

Bitki doku kiiltiirli yontemleri ile sekonder metabolit
iretimi daha giivenilir, basit ve tahmin edilebilirdir.
Normalde ana bitkide bulunmayan bilesiklerin de
iretilebilmesine olanak saglamaktadir. Politik, cografik ve
mevsimsel engellerden bagimsiz iiretim  yapilabilir.
Karmagik bitki esktraksiyonlariyla karsilagtirildiginda
fitokimyasallarin  izolasyonu daha ¢abuk ve etkili
yapilabilir. Hiicre kiiltiirleriyle bitkinin kendisinden elde
edilen fitokimyasallarin miktar1 karsilastirildiginda hiicre
kiiltiirlerinden ¢ok daha fazla iiriin elde edilebilir ve hatta
tretim endiistriyel boyuta taginabilir [13].

Bitki Doku Kiiltiirii Ve Asamalari

Doku kiiltiirii  caligmalarinda  besiyeri ve kiiltir
kosullarin diizeni ¢aligilan bitki ve bitki dokusuna gore
degisiklik gosterir. Bu durum doku kiiltiirii ile beklenilen
sonuglari elde etmek agisindan olduk¢a bilyilk Gnem
tagimaktadir.

Steril kosullarda ve gelistirilmis besiyerleri iizerinde
kiiltire alinmak suretiyle dokulardan, hiicrelerden veya tek
bir hiicreden tam bir bitkiyi in vitro kosullarda elde etmek
miimkiindiir. Bu sayede, elit bitki ¢esitleri klon olarak
¢ogaltilabilir, tehlike altindaki bitkiler korunabilir ve
meristem kiltiiri ile viriissiiz bitkiler elde edilebilir,
bitkisel gen kaynaklari saklanabilir veya bitki hiicre
kiiltiirlerinden sekonder metabolitler elde edilebilir. Biitiin
bu uygulama alanlarinin yaninda, doku kiiltiirii ayrica
transgenik bitki {liretimi i¢in de vazgegilmez bir aragtir.
Doku kiiltiiriiniin bu 6zelligi, bitki hiicrelerinin totipotensi
ozelligine sahip olmalar1 ve biiyiime ortami ile hormonlarin
etkisiyle yonlendirilebilir olmasindan kaynaklanmaktadir.
Bununla beraber her bir bitki tiiriiniin ve eksplant tipinin
bilinmesi, etkili bir rejenerasyon sisteminin gelistirilmesi
icin gereklidir. Eksplantin  fizyolojik durumu, doku
kiiltiiriine verecegi tepki agisindan c¢ok 6nemli bir role
sahiptir. Ornegin, geng eksplantlar genellikle yash olanlara
gore daha basarili sonuglar verirler [14].

Doku Kkiiltiiriiniin ~ bagarisi, biiylime ortaminin
kompozisyonu ve hormonlar ile sicaklik, pH, 151k ve nem
gibi kiiltir kosullarina baglidir. Biiyiime ortami bitki
bliylime ve gelismesi icgin ihtiya¢ duyulan mineral ve
vitaminlerin bir karisimini igerir; bitkilerin gelismesi i¢in
ihtiyag duydugu her seyi (sekerler dahil) kapsar [14].

Doku kiiltiirinde ¢ogaltim igin izlenebilecek her biri
¢ok 6zel beslenme ve inkiibasyon kosullar1 gerektiren temel
dort asama tanimlanmugtir [5, 15]. Bu agamalar sirasiyla:
kiiltiirlerin baglatilmasi, siirglinlerin ¢ogaltilmasi, kdklenme
ve iklime aligtirmadir [5]. Briyofitlerde kok olusumu
goriilmediginden diger ii¢ asama ile doku kiiltiirleri
gerceklestirilmektedir.

Bitkilerin  Cogaltilmasinda  Kullamilan In  Vitro
Teknikler

Bitkilerin c¢ogaltilmasinda kullanilan biitiin hiicre ve
doku kiiltiirii tekniklerinde goriilen farklilagsma tipleri, kok
ve siirgiin dretimidir. Bu iki olaya birlesik olarak
organogenez adi verilir. Bazen bu iki siire¢ kendiliginden
diizenlenmis olarak (zigotik bitki embriyolarindaki gibi)
meydana gelir ve bu olay somatik veya adventif
embriyogenez olarak adlandirihr [5, 16-17]. Somatik
embriyolar bazi durumlarda zigotik embriyolara benzer
sekilde bir gelisme sirasi izlemektedir. Kok, siirgiin ve
somatik embriyolarm olusumu ¢ok sayida biyokimyasal
olay1 kapsamaktadir. Farklilagmanin diizenlenmesi i¢
kontrol mekanizmasi ile yapilir. Kiiltlirlerde morfolojik
degisiklikler goriilmesine karsin, morfolojik olarak ayni
tirin  olusmasmma neden olan baska biyokimyasal
farklilagmalar da meydana gelebilir [5].

Kiiltiir Tipleri

Bitkilerde doku kiiltiirii tiplerini kallus kiiltiiri, hiicre
stispansiyon kiiltiirii, anter/mikrospor kiiltlirli, protoplast
kiiltiirli, embriyo ve meristem kiiltiiri olarak siiflandirmak
miimkiindiir. Kallus hiicreler yaralandigi zaman gelisen
diizensiz bir hiicre yiginidir ve birgok in vitro kiltiir igin
kullaniglidir. Kallus eksplantlar; farklilagmamis hiicre
¢ogalmasini saglayan besiyerleri lizerinde kiiltiire alindigi
zaman gelisir ve genellikle organ olusumunun olmadigi
durumlarda, daha ¢ok tesvik edilir. Diger bir ifadeyle kallus
iretimi ¢ogunlukla organogeneze Onciiliik eder fakat kallus
organ olusturmaya bir kez baglarsa, takibinde kallus
olusumu durur. Bitki biiyiime hormonlart kullanilarak
kallus siirekli olarak ¢ogaltilabilir ve daha sonra da organ
veya somatik embriyo olusumuna yonlendirilebilir [14].
Gevsek ve kirllgan kallus dokusu, kiigiik pargalara
ayrilabilir ve hiicre siispansiyon kiiltiiriinii olusturmak igin
stvi besiyerlerinde biiyiitiilebilirler. Bu duruma hiicre
stispansiyon kiiltiirii denir [14]. Haploid bitki iretimi igin
anterlerin veya izole edilmis mikrosporlarin kiiltiirii anter
kiiltiiri veya mikrospor kiiltiirii olarak bilinir [14]. Hiicre
ceperleri yok edilmis hiicre zar1 ile gevrili hiicrelerin
kiiltiiriidiir. Bir hiicrenin duvari uzaklastirildiginda geriye
kalan kismina protoplast denir. Protoplastlar izotonik
ortamlarda canliligini siirdiirlip, yeni duvar olusturup,
mitozla boliinebilir, yeni hiicre gruplart ve daha sonra da
yeni bitkiler olusturabilirler [18]. Embriyo kiiltiird,
olgunlasmamis oviill veya tohumlardan izole edilen
embriyolarin in vitro kosullarda kiiltiire alimmasidir [14].

Briyofitler Ve Doku Kiiltiirii

Briyofit terimi, herbiri farkli &zelliklere sahip
karayosunlar1 (Bryophyta), cigerotlar1 (Marchantiophyta)
ve boynuzlu cigerotlarinin (Anthoceratophyta) hepsini
kapsamaktadir. Onlar1 birbirinden ayiran 6zelliklere karsin
hayat dongiileri temelde aynidir.

Ototrofik haploid gametofit nesil yasam dongiilerinde
hakim durumdadir ve heterotrofik diploid sporofit nesli
destekler. Gametofit iki farkli gelisim asamasiyla
karakterize edilir. Bunlardan ilk asama (protonema yolu);
apikal ve subapikal hiicre boliinmesi ve gelismesi ile
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kloronema ve kaulonema denilen yapilarin ipliksi bir ag,
basit apikal meristemden kaulonemal biiyiime ile ayrilan
gametofor ya da yaprakh siirgiiniin olusmasidir. Ikinci
asama ise vaskiiler olmayan fotosentetik sap olusumudur;
bu sap yapraklari, iireme organlarini ve gévde tabanindan
gelisen ipliksi rizodi tasir [19].

Briyofitlerde yasam dongiisii onlarin iiremelerini ifade
etse de bu tanim belirsizlik/eksiklik igermektedir. Egeyli
iremeleri bir sperm ve yumurta hiicresinin birlesmesiyle
olurken, ayni zamanda eseysiz (vejetatif) ireme ile de
fizyolojik olarak bagimsiz olan pek c¢ok bitki
olusturabilirler. Bu organizmalar sadece birkac¢ hiicreden
yeni bir bitki tiretme kabiliyetine sahiptirler. Onlar1 6ldiiren
durum ne olursa olsun hayatta kalmak i¢in farkli sekillerde
donatilmig, farkli 6zel hiicrelere sahiptirler. Bu sayede
somatik mutasyonlara kars1 adapte olabilirler [20].

Gametofit fizyolojisinin yiiksek abiyotik stres toleransi
ve poikilohidrik (ortamda bulunan su miktarina gére su
gereksinimini ayarlamak) bir yol igermesi onlarin ilging bir
aragtirma yoniinii ortaya ¢ikarir. Buna ilaveten bazi
briyofitler muazzam bir metabolit ¢esitliligine ve biyolojik
olarak aktif bilesiklere sahip olduklart igin biyoteknolojik
ve biyofarmakolojik  yaklasimlara  bir  potansiyel
olustururlar [21-27].

Briyofitler i¢in ilk aksenik (axenic) kiiltir Servettaz
(1913) [28] tarafindan kurulmustur ancak, bu ¢aligmanin in
vitro kiiltiir ile ilgili pek ¢ok sorunu olmustur. Servettaz
(1913)’a gore ise ilk karayosunu kiiltiirii Becquerel (1906)
[29] tarafindan yapilan Atrichum undulatum ve
Brachythecium velutinum protonemasimnin saf kiiltiiriiniin
gelistirilmesi  olarak tanimlanan bir ¢aligmadir [30].
Briyofitlerde doku kiiltiiri ¢aligmalar1 bu tarihlerden
itibaren 1940’lara kadar yilda ortalama bir ya da birkag
calisma ile devam etmistir. 1940’lardan sonra yapilan
calisma sayisi ise ilk doneme gore daha da artarak
1960’lara kadar bu sekilde devam etmistir. Bu konu
iizerindeki ¢aligmalar vaskiiler bitkilerde de gergeklestirilen
doku kiiltiirii ¢alismalarindaki ilerlemelere paralel olarak
1960 ve sonrasinda oldukga biiyiik bir artis gostermistir.
Yapilan gesitli literatiir ¢alismalar1 sonucu briyofitlerde
doku kiiltiirii ¢aligmalar1 sayisinin yillara gére dagilimu
Sekil 1.’de gosterilmistir [31].

Physcomitrella patens Hedw. (Bruch & Schimp.)
briyofit gelisimi iizerine bilimsel bir model organizma
olarak Oncii bir 6rektir [27, 32-38]. Diger briyofitler
arasinda P. patens’in (Funariaceae) en 6nemli avantaji kati
mineral besiyeri [39] ve sise ya da bio-reaktor igerisindeki
sivi ortamda aksenik in vitro kiiltiriiniin kolay olmasidir
[27, 40-42]. Bu nedenle doku kiiltiiri materyali oldugu pek
¢ok calisma mevcuttur [43-46].
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Sekil 1. Briyofitlerde doku kiiltiirii ¢alismalar1 sayisinin yillara
gore dagilimi

Briyofitlerde eksplant tiirleri

Kiiltire alinan bitki dokusuna eksplant denir. Gemma,
yaprak pargalari, rizoidler, rizoidal gemmalar ve sporlar
briyofit tiiriine bagl olarak segilen eksplantlar arasinda yer
alir.

Briyofitlerde vejetatif iireme iki temel durumla
gergeklesir. Bunlardan ilki bitki {izerinden kopan pargalarin
gelisimi ile olan kopma (fragmentasyon); digeri ise vejetatif
diasporlar adi verilen yapilarin gelisimi ile olan eseysiz
iremedir. Kopma eseysiz iiremenin basit bir seklidir ki
briyofit bahgeleri diizenlemek i¢in Japonlarin kullandig bir
yontemdir. Vejetatif diasporlar g¢esitli tipte olan ve farkli
iilkelerde farkli isimlerle benimsenen eseysiz iireme
yapilaridir. Bunlardan bazilar1 dokiiliicli slirglin uglart ve
dallari, bulbiller, rizoidal tuberler, flagelliform dallar ve
gemmalardir (Sekil 2-5) [47]. Ornegin epifitik Orhotrichum
Iyelli Hook. & Taylor’nin yapraklar: iizerinde yogun bir
sekilde gemmalar, Campylopus subulatus Schimp.’ta
dokiiliicti ~ stirgiinler, Dicranum montanum Hedw.’ta
flagelliform dallar, Pohlia annotina (Hedw.) Lindb‘da
bulbil, Bryum ruderale Crundw. & Nyholm’de rizoidal
tuber bulunur.

Briyofitlerin gemmalari tek, ¢ift veya ¢ok hiicreli ve
cesitli sekillerde (kiiresel, disk seklinde, yildiz seklinde,
plak seklinde) olabilir. Goebel (1905) [48], gemmalar
tutuklu tomurcuk ya da sinirlanmig tomurcuk veya diiz
tomurcuk olarak diizenlenmis olduklarin1 kabul eder.
Worsdell (1915)’e [49] gore gemma anormal sekilde
diizenlenen minyatiir siirgiinlerdir [50]. Yaprak veya tallus
iizerinde, rizoidlerde, 6zellesmis gemma kaplar1 icerisinde
bulunabilen gemmalar briyofit yasaminin dogal siirecinde
bitkiden ayrilip uygun ortam kosullarinda yeni bir bitki
meydana getirebilirler  [50]. Cigerotu Marchantia
polymorpha (L.)’da gemmalar bir arada ve ¢anak benzeri
bir yap1 igerisinde dururlar. Bu yapiya da gemma ¢anagi adi
verilir.

Sporofit icerisinde mayoz boliinme ile olusan sporlar da
doku kiiltiirii ¢aligmalarinda eksplant olarak segilir.
Gametofit sterilizasyonunun zor oldugu durumlarda
ozellikle briyofit doku kiltiirii sporlar kullanilarak
gerceklestirilmektedir.

Marchantia
gemmalar

Sekil 2.
polymorpha’da
(Orijinal, 2013)

Sekil 3. Bryum ruderale’de
rizoidal tuber (Orijinal, 2013)

‘/

4

Sekil 4. Orhotrichum lyelli’nin
yapraklari tizerindeki gemmalar
(Orijinal, 2013)

Sekil 5. Pohlia annotina‘da
bulbil (Orijinal, 2013)
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Briyofit doku kiiltiirii hazirhk asamalar:

Arastirma materyaline bagli olarak degisik hazirhik
caligmalart mevcuttur. Vujicic ve arkadaslarinm yaptigi bir
calismada [51] toplama isleminden sonra bitkiler +4°C’de
plastik torbalarda depolanmis ve deneysel caligmaya kadar
dinlendirilmistir. Laboratuar kosullarinda, diseksiyon
mikroskobu  altinda  goriinen  mekanik  kirlilikten
arindirilmistir. Olgunlasmis ya da neredeyse olgunlagsmakta
olan sporofitten Kapsiiller ayrilmis ve basarili bir sekilde
ayrilan gametofitler cam siseye konularak, iizeri tiilbentle
kaplanmigtir ve musluk suyu altinda 30 dakika boyunca
durulanmustir [51]. Sabovljevic ve arkadaslarina gore [52]
ise sterilizasyondan 6nce dogada, kontrol gartlar1 altinda ya
da sera kosullarinda yetistirilmis, sporofiti olan ya da
olmayan briyofit drnegi 18+2°C’de 10/14 saat 1s1k/karanlik
periyodunda tutulmalidir, bu tutulmanin sebebi bitki
dormansisinin  kirilmasidir.  Doku  kiiltiirii  sporofitli
kisimdan  baglatilacaksa, olgun sporofit 5 dakika,
gametofitten baslatilacaksa 30 dakika musluk suyu ile
yikanir [52].

Briyofit doku kiiltiiriinde sterilizasyon

Cogunlukla in vitro kiiltiir islemleri briyofitler igin
sorunsuz olmamaktadir. Ozellikle cigerotlart ve boynuzlu
cigerotlarmin  aksenik  kiiltiirleri mantarlar ya da
siyanobakteriler gibi simbiyotik ortaklar1 tarafindan
engellenmis olabilir [27, 53]. Bu nedenle briyofit doku
kiiltiiriinde sterilizasyon islemi bilyilk 6nem tasimaktadir.
Sterilizasyon ile briyofitlerle aym ortamu paylasan senik
(xenic) organizmalar steril edilebilir fakat briyofit
dokularin1 sterilizasyon ¢ozeltisi ile gereginden fazla
muamele etmek hayati faaliyetlerini engelleyebilir.

Briyofitlerle yapilan onceki ¢alismalarda hipoklorit
bazli ¢amasir suyu sterilizasyon ajani olarak kullanilmistir
[64-56] fakat gametofit  dokularinin  hassasiyeti
gozlenmistir [56]. Son yillarda sterilizasyon araci olarak
sodyum dikloroizosiyaniirat (NaDCC) kullanimi artmigtir
[56, 57]. Briyofit tiirii ve eksplant tipine gore sterilizasyon
¢Ozeltisinin yiizdesi ve muamele siireci de degisir.

Briyofit yapraklarinin ¢ogunlukla kiitikiilsiiz tek hiicre
tabakasi igermesi gbéz Oniine alindiginda, ticari ¢amagir
suyunun kullanilmas: ve kullanim siiresi islemleri olduk¢a
kritiktir. Briyofit gametofiti camasir suyunun yiiksek
konsantrasyonlar1 ile steril edilebilir ancak bu durum
olimciil olabildigi gibi eksplantlara zarar verici de olabilir.
Bu ylizden apikal siirgilinler i¢in en uygun camasir suyu
konsantrasyonu %7-10 arasinda degisir [52]. Bunun yani
sira sporofitin % 70 lik etanol ile birkag saniye muamele
edilip %1 lik NaOCl igerisinde 3 dakika kadar bekletildigi
[58] calismalar da mevcuttur.

Briyofit doku kiiltiiriinde besiyeri ve bilesenleri

Briyofit doku kiiltiirii ¢aligmalarinda briyofit ¢esidine
gore hazirlanan besiyerleri de cesitlilik gosterir. MS [7],
BCD [59] ve Knop [60] besiyerleri yaygin olarak briyofit
doku kiiltiiriinde kullanilir. Bu besiyerleri cesitli oranlarda
vitamin ve mineral tuzlar igermektedir ancak seker ve
hormon yiizdeleri degisiklik gdsterir. Zenginlestirilen
besiyerlerinde pH, otoklavda sterilize edilmeden &nce
(114°C ve 108kPa, 25 dakika) genellikle 5.8 olarak
ayarlanir.

Asir1 miktarda karbonhidrat bitkilerde eseysel iiremeyi
tesvik eder [50]. Yiiksek bitkilerde ¢iceklenme
karbonhidrat-nitrojen oranina baghdir [50, 61, 62].
Marchantia polymorpha’da da nispeten bdyle bir durum

soz konusudur yiiksek oranda karbonhidrat-nitrojen eseysel
dallanma ile sonuglanir [50, 63]. Karbonhidrat Riccia
crystaliana’da gametangial tretimi destekler ve aym
zamanda etkiler. Siikroz ile optimum gametangial biiylime
goriiliirken, fruktoz ve glukoz gametangial biiyiimede daha
az etkilidir. Buna ilaveten siikroz yoklugunda ve %8 siikroz
bulunmast durumunda gametangia iretilmez [50, 64].
Bryum argenteum ve Atrichum undulatum’un kullanildig:
bir c¢alismada in vitro kiltirde sekerlerin etkisi
aragtirilmistir  [65]. Bu calismada MS besiyeri farkh
konsantrasyonlarda ve farkli sekerlerle (siikroz, fruktoz,
glukoz) zenginlestirilmigtir. Fruktoz diger sekerlere kiyasen
en etkili seker olarak belirlenmistir.

Bilinen briyofit hormonlari sunlari igermektedir: oksin
(IAA) biiyiime ve gametangial {iretimi diizenler; sitokinin
(izopenteniladenin, zeatin ve bilyiik olasilikla Faktér H)
protonemal tomurcuk formasyonu ve dallanmay1 diizenler;
giberellin benzeri bilesikler sitokinin tepkilerini inhibe
eder; lunularik asit ve ABA dormansiyi ve kuruma
direncini diizenler; etilen anteridiyal iiretimi kontrol eder ve
yaslanmay tetikler; asetil kolin ve kriptokromlar (foto-alici
pigmentler) ise briyofit bilyiime ve gelismesinin kontrol
edilmesinde 6nemli bir rol oynar [47]. Bryum argenteum ve
Atrichum undulatum morfogenezisi iizerine fitohormonlarin
etkisi arastirildigi bir galismada, IBA (indol-3-biitirik asit),
NAA (o) ve BAP (6-benzilaminopurin)  farkli
konsantrasyonlarda besiyerine eklenmigtir [66]. Calisma
sonucunda diisiik konsantrasyonlarda protonema boyutu
artarken, yiiksek konrantrasyonlarda (1puM ve sonrasinda)
azalma gorilmistir. Bryum argenteum morfogenezisi
tizerine fitohormonlarin etkisinin arastirlldigi bir diger
caligmada  giberellinler (GA; ve GA;)  ¢esitli
konsantrasyonlarda besiyerine eklenmistir [67]. Bryum
argenteum her iki bilesikle de benzer tepki gostermistir,
giberellin konrantrasyonunun arttig1 besiyerlerinde hafif bir
sekilde protonema ¢ap1 da artmustir.

Briyofit doku kiiltiiriinii etkileyen fiziksel faktorler

Diger doku kiiltiirii ¢aligmalarinda oldugu gibi briyofit
doku kiiltiirii ¢alismalar1 da steril malzemelerle steril kabin
icerisinde gergeklestirilir. Doku kiiltiiri ¢aligmalarinin
basaris1 i¢in hazirlik asamalar1 ve sterilizasyona Gnem
verilmelidir. Hazirlanan besiyerlerine briyofit tiiriine gore
secilen eksplantlar yerlestirilir, daha sonra kiiltiirler
biliyiime odalarinda veya biiyiime dolaplarmda biyiitiiliir.
Kiiltiirlerin iyi bir sekilde biyiitiilmesi i¢in nem, 151k ve
sicaklik kontrol altinda tutulmalidir. Kiiltiirler, petri kaplari,
test tiipleri, magenta kaplari, sigeler ve erlenler gibi farkli
kaplarda biiyiitiilebilirler [14].

Briyofitlerin in vitro kiltiriinde basarih bir sicaklik
kontrolii 6nemlidir [68]. Arastirmalarda pek c¢ok briyofit
15-25°C aras1 sicaklikta optimal biiyiime gdstermistir, 30-
35°C aras: ise onlar icin zararlidir [68, 69]. Sicaklik, 151k
yogunlugu ve giin uzunlugu gametangia ve sporofit
indiiklenmesinde 6nemli bir faktordiir. Diisiik sicaklik
(15°C) biiyiimeyi uyarabilir ancak bu duruma kars: verilen
cevap tlire 6zgiidir. Isik yogunlugu ve giin uzunlugunun
etkisi daha degiskendir [64, 68, 70-72]. Son yillarda
yapilan caligmalarda kiiltiir kosullar1 genellikle 2542%C’de
beyaz floresan 1sik altinda (47pumol ms?s™ parlaklik) ve
16/8 saat aydinlik/karanlik rejiminde tutulacaktir [67, 73].
Daha sonra kiiltiirler 4-6 haftalik periyotlarla altkiiltiire
alinir [73]. Bu sartlar disinda briyofit doku kiiltiiriinde
sicaklik ve giin uzunlugunun ¢esitli kombinasyonlarinin da
yapildig1 pek ¢ok calisma mevcuttur [74-76].
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Briyofitlerin ekonomik ve endistriyel faaliyetlerde
materyal olmasi diginda, bazisi belirlenmis bazist muhtemel
olan faydalarindan dolay: giinlilk yasamdaki onemi hizla
artmaktadir. Briyofitler {izerine yapilan biyoteknolojik
caligmalar, biyolojik aktivitelerine paralel olarak gerek
diinya capinda yapilan ¢aligmalarin devamui olarak, gerekse
ilkemizde daha once bu tarz g¢alismalarin yapilmamig
olmast sebebiyle artacaktir.

Briyofitlerin cesitli biyolojik aktivitelerinin
belirlenmesi, bu aktivitelere sebep olan maddelerin
tanimlanmas1 veya ¢esitli laboratuar caligmalart ile
gergeklestirilir. Yasadiklari ortamdan dogrudan etkilenen
briyofitlerden elde edilecek sonuglarin dogrulari tam olarak
yansitamayacag1 diisiincesi sebebiyle, laboratuarda briyofit
doku kiiltiirii ile briyofitlerin ¢ogaltilmas: ve bu sekilde
analiz yapilmasi zorunludur.

Briyofitlerde uygulanan doku kiiltiirli ¢alismalar1 temel
olarak ayni islemlerle yapilsa da her tiiriin kendi gelisim
istegine bagli olarak sonuglar farklilasmaktadir. Ciinki
briyofitler farkli morfoloji ve fizyolojiye sahip pek c¢ok
bitki cesidinin bir arada oldugu (yaprakli karayosunlari,
cigerotlari, boynuzlu cigerotlar1) genis bir gruptur.
Briyofitlerin doku kiiltiirii ¢aligmalar1 briyofitler {izerine
yapilan  biyoteknolojik  c¢alismalar arasinda  temel
asamalardan biri olarak 6nemli bir yer tutmaktadir.

Bu derleme ¢aligmasi ile iilkemizde briyofitler iizerine
yapilacak olan biyoteknolojik aragtirmalara bir baslangig
olusturmak amaclanmugtir.
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