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Derleme Makale

FUNGUS VE FUNGAL MATERYALLERIN UZUN DONEM SAKLANMASI,
KORUNMASI VE GERI KAZANIMI UZERINE VARILAN SON GELISME
VE YONTEMLER
Murat DIKILITAS", Y. Zekai KATIRCIOGLU?, H. Handan ALTINOK?

OZET

Genel olarak funguslar her yerde bulunurlar ve dogal veya suni olarak hazirlanmis bir dizi besin
maddelerini kullanarak ¢ok genis bir ¢evrede biiyiirler. Bazi funguslarin izole edilmesi ve
yetistirilmesi ¢ok kolay iken bazilar1 konukc¢uya 6zel oldugundan kiiltiir ortaminda biiylimelerini
engelleyen bir takim ilave maddelere ihtiya¢ duyarlar. Giliniimiizde arastiricilarin ihtiya¢ duyduklar
fungal materyallere hizl1 ve giivenilir bir sekilde ulagmasi, onlara hem zaman hem de izole etmek icin
harcanacak enerji kaybininin onlenmesini saglayacaktir. Arastiricilar, fungal materyallere her ne
sekilde ulasirlarsa ulagsinlar, fungal materyallerin virulensliklerini hala muhafaza ediyor olmalar1 ¢ok
biiylik 6nem arz etmektedir. Bu bakimdan funguslarin muhafaza edildikleri ortamlarda canliliklarini
kaybetmemeleri ve farkli karakterlere sahip olan irklarinin geri kazanimlari sirasinda dejenerasyon ve
kontaminasyona ugramamalari ¢ok 6nemlidir. Funguslari kiiltiir ortaminda muhafaza etmek igin ¢ok
cesitli metotlar vardir. Bu metotlarin hepsinin ortak yani, funguslarin izole edildikleri durumdaki
tazeliklerinin korunmasini amaglar.  Ulkemizde Kkaliteli bir “fungus kiiltiirleri bankasi”nin
olusturulmasi eldeki kiiltiirlerin sayisina, bu alanda harcanacak emege, zamana ve en 6nemlisi maddi
imkanlara baglidir. Bu derlemede diinyanin 6nde gelen laboratuvarlarinin kullandig: farkli metotlar ile
genis kullanim ve uygulama o&zelligine sahip olan ve kisa siirede aragtiricilara giivenle fungal
materyalleri saglayan metotlarin degerlendirilmesi yapilmustir.

Anahtar Kelimeler: Fungus, fungal partikiller, funguslarin saklanmasi, funguslarin korunmasi,
fungus kaltarleri.

LATEST DEVELOPMENTS AND METHODS ON LONG TERM STORAGE, PROTECTION,
AND RECYCLE OF FUNGI AND FUNGAL MATERIAL

ABSTRACT

In general, fungi inhabit everywhere and grow in a wide variety of environments utilizing a diverse
array of substrates both natural and artificial. Some are host specific thus they either require additional
substances that prevent them being grown in culture media or they grow on media that are formulated
from the natural materials from which they were isolated. Supplying rapidly and safely fungal
materials required by researchers would enable them to gain time and prevent them from spending
extra energy for fungal isolation. It is quite important to keep the virulence of fungal isolates under
preservation for the researches who reach the fungal materilas in anyway. Under preservation, it is
quite important to have viabile cultures as well as avoiding of strain deterioration and minimizing
contamination within the fungal population during regeneration. There are several methods of
maintaining fungi culture collections by which they aim to keep fungi as fresh as possible in which
they were at the time of isolation. Establishing of a “fungi culture collection bank™ in our country
depends on the available culture collections, time and effort as well as financial support. In this
review, several methods used by accredited laboratories around the globe and the commonly used and
practised methods enabling rapid and safe distribution of fungal materials to the researches were
evaluated.
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GIiRiS

Gilinlimiizde arastiricilarin ihtiyag duyduklar
fungal materyallere hizl1 ve giivenilir bir sekilde
ulagmalari, onlarin hem zaman hem de izole
etmek i¢in harcayacaklar1 enerji kaybimi
onleyecektir. Ancak aragtiricilarin - fungal
materyalleri her zaman dogadan elde etme
imkanlar1 yoktur, bu yiizden arastirmalarda
yaygin olarak kullanilan  funguslarm  iyi
kosullarda muhafaza edilmeleri ve yeniden
kullanim ic¢in hazir hale getirildiklerinde ilk
giinkii 6zelligini koruyor olmalar1 calismalarin
giivenilirligi acisindan cok Onemlidir.
Kiiltiirlerin uzun dénem canli ve stabil kalmalar1
gelisen biyoteknolojik c¢aligmalar ig¢in de ¢ok
onemlidir. Funguslari uzun siire muhafaza etmek
icin ¢ok cesitli metotlar kullanilmaktadir. Bu
metotlarda ortak oOzellik, funguslarin izole
edildikleri andaki virulensligini ve canliligimi
korumayi amaglar. Aragstiricilarin  fungal
kiiltiirlere ¢ok hizli bir sekilde ulagmalar1 i¢in bu
funguslarin iyi kosullarda saklanmalar1 ve bunun
icin  bir fungus  Kkiiltiirleri  bankasinin
olusturulmasi gerekmektedir. Bdyle bir bankanin
olusumu i¢in maddi destek yaninda pratik ve
masrafi az tekniklerin de kullanimi &nemlidir.
Bu derlemede diinyanin cesitli laboratuvar ve
enstitiilerinde kullanilan fungal materyalleri
muhafaza tekniklerinin yani sira imkanlar1 kisith
olan laboratuvar ve arastiricilarin kullandig1 yeni
ve modifiye edilmis metotlarin &zelliklerine yer
verilmis ve kargilagtirilmal olarak
degerlendirilmistir.

Funguslarin her zaman kullanima hazir
tutulmalart ya kiiltlirleri periyodik olarak alt
kulture almak ya da hastalikli bitkileri izolasyona
hazir halde tutmakla miimkiin olabilmektedir.
Burada 6nemli olan husus kiiltiir ortamlarinin ¢ok
dikkatli secilmesidir. Ornegin, baz1 funguslar
spesifik yetistirme ortamlarii tercih ederlerken,
bazilart ise uzun siire ayni ortamda muhafaza
edildiklerinde  dejenere  olarak  patolojik
ozelliklerini kaybederler, dolayis1 ile zaman
icinde yetistirme ortamlarinin  degistirilmesi
zorunluluk arz eder. Bu bakimdan kiiltiirleri
uzun siire devam ettirmek hem masrafli hem de
virulens kaybi ve dejenerasyondan dolayi
istenmeyen bir durumdur.

Kullanilacak kiiltiir ortamlar1 arastiricinin
tercihi ile birlikte tecriibe ile de dénem icerisinde
degisiklik gostermektedir. Ayni amag igin olsa
bile kimi arastiricilar Dox ortamini PDA (Patates
Dextrose Agar) ortamina tercih
edebilmektedirler. Yine hazir satilan ortamlar ile
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arastiricilarin ham madeleri kullanarak
hazirladiklart  ortamlar da  amaca  gore
degismektedir. Ciinkii ortamlardaki en ufak bir

degisiklik koloni yapisini, rengini ve hatta belirli
bir yapinin olusup olusmayacagina kadar birgok
kriteri etkileyebilir (Dikilitas, 2003). Bir¢ok
fungus PDA iizerinde gelisebilir ancak bu ortam
kimi funguslar icin c¢ok zengin olabilir ve
sporulasyondan ziyade misel gelisimini tesvik
edebilir. Boyle durumlarda besin igerigi
acisindan oldukga fakir olan Patates Carrot
(havug) Agar (PCA) kullanilarak sporulasyon
tesvik edilebilinir (Smith, 2002). Ayrica, Petri
kablarinin yakin UV 151k (300-380 nm) altinda
tutulmalar1 ile de sporulasyon tesviki miimkiin
olmaktadir (Smith ve Onions, 1994; CABI
Bioscience UK Centre, www.cabi.org).
Funguslar ¢esitlilik agisindan ¢ok genis bir
yelpazeye sahip canlilardir.  Yaklasik olarak
doksan bin tiir tamimlanmakta ve bunlarin her yil

1500 kadar1 isimlendirilerek bu listeye
eklenmektedir (www.cabi.org).  Hawksworth

(1991)’a gore yaklasik olarak 1.5 milyon fungus
tiirtiniin var oldugu ve yaklasik bir bu kadar tiiriin
de kesfedilmeyi beklendigi tahmin edilmektedir.
Bu fungus gruplari icinde patolojik ve mikolojik
acidan ¢ok Onemli tiirler mevcut olup,
laboratuvar ¢aligmalar1 yapilmak istendiginde
hem hazir olmalar1 hem de orjinal wklarmn
korunmasi agisindan bunlarin uzun siire saglikli
kosullarda saklanmalar1 biiyiik 6nem
tasimaktadir. Bunun icin Oncelikle asagidaki
hususlarin yerine getirilmesi gerekmektedir.

Fungus Gelisiminde Dikkat Edilmesi Gereken
Faktorler:
Kiiltiir akarlari:

Akarlar  (¢ogunlukla Tyroglyphus ve
Tarsonemus spp.) fungus kulturlerinde cok
yaygin ve bulagmasi ¢ok hizli olan canlilardir.
Akarlar, organik materyaller ve toprak zerinde
bulunduklarindan dolay1 laboratuvarlara girisleri
cok kolay olup, fungus kilturlerini yiyerek zarar
verirler ve {lizerinde tagidiklar1 fungal sporlar
veya bakterilerle dejenerasyona ve
kontaminasyona neden olurlar. Fungus kultdrleri
iizerinde bulunan akarlar genellikle ¢iplak gozle
kiiciik beyaz noktaciklar halinde
goriindiiklerinden fungal hifleri arasinda uzun
stire farkedilmeyebilirler.  Fungal kiltirlerin
bulundugu ortamda yiiksek sicaklik ile birlikte
nem de saglanmis ise ¢ok cabuk g¢ogalirlar ve
yayilirlar.  Boyle durumlarda birgok fungal
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kiltirler daha farkina bile varilmadan elden
¢ikmis olurlar (Smith, 2002).

Akarlar Kiiltiirlerden uzak tutmak icin mekanik
ve kimyasal bariyerler:

Iginde fungal Kkiiltiirleri ihtiva eden
siseler, tiipler ya da Petri kaplar1 etrafi su ya da
yag ile cevrilmig tizeri jelimsi yapiskan bir
platform iizerinde tutulduklarinda hareket halinde
olan akarlart tutmakta Onemli rol oynarlar.
Kiiltiir giseleri ya da agz1 pamuk ile ttkanmis olan
tipler ayrica sigara kagidi ile sarildilarinda
akalarin  kiiltlirlere  sizmasi  biiyiikk  6lgiide
engellenmis olacaktir. Bu islem icin bir sigara
kagidi ortadan ikiye ayrilir ve 180°C deki bir
firmda 3 saat sterilize edilir, siselerin veya
tiplerin boyun kismi bakir siilfat zamki (20g
jelatin 100 ml suda ¢dziiniir ve sonra 2 g bakir
stlfat ilave edilir) ile mihirledikten sonra sigara
kagidini bunun iizerine yapistirilir (Smith, 1996;
CABI Bioscience UK Centre, www.cabi.org).
Sisenin agiz kisimlarinda artan sigara kagitlari
alev ile yakilir ve tiipler depolanir. Ayrica kisa
donem icinde kullanilacak Petri kaplarinda ya da
siselerde akar sorununu azaltmak i¢in, kiiltiirlerin
bulundugu kaplarin Parafilm ile cevrilmesi de
faydali olacaktir (Dr. Mike Milton ile kisisel
goriisme, University of Wales, Swansea, 2007).
Diizenli olarak kullanilan kiiltiirlerde, 4-8°C
arasinda sogukta depolama kesinlikle akar
yayilmasini azaltir ancak dldiirmez. Eger akar ile
bulasik kiiltiirlerin yedegi yok ise ve yeniden
izole etme durumu s6z konusu degilse, kiiltiirler
en az 3 gln boyunca derin dondurucuda (-18°C)
depolanmalidir. Bu islem hem erginleri hem de
yumurtalart 6ldiirdiigii i¢in iyi sonu¢ vermektedir
(Dr. Mike Milton ile kisisel goriisme, 2007,
Smith ve Onions, 1994).

Kiiltiir Kolleksiyonlarinin Korunmasi:

Burada asil amag, kolleksiyon kaynaklarinin
morfolojik, fizyolojik ve genetik degisiklige
ugramadan canli  tutulmasim  saglamaktir.
Funguslarin korunmalari sogukta muhafazadan,
stirekli diigiik metabolik hizda ¢ogaltilmaya kadar
genis bir yelpazeyi igerir. Diinya Kiiltiir
Kolleksiyonu Fedarasyonu (WFCCQC)
“Mikroorganizmalarin Toplanmas1 ve
Olusturulmas1” adli rehberde gerekli kurallari
belirlemistir (Hawskworth ve ark., 1990).

Funguslar1 tiikkenmekte olan yetistirme
ortamlarindan yeni ortamlara sik sik alarak
siirekli  yetistirme veya alt kiiltiire almayi
geciktirici  teknikler kullanarak uzun sure
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muhafaza etmek wveya  kiltdrleri  derin
dondurucuda (-18°C), yag veya su altinda, ya da
sporlart silica jel {izerinde kurutarak saklamak
gibi bir¢cok yol mevcuttur (Nakasone ve ark.,
2004).

Funguslarda metabolizmanin yavaslatilmasi
veya durudurulmasi uzun siireli saklama i¢in en
ideal yoldur. Bu durum hicrelerde bulunan
suyun dehidrasyonu veya dondurulmasi ile
mimkinddr.  Fungal materyaller -70°C de
muhafaza edildiklerinde metabolizmalari
minumum diizeye inmekte, -139°C ve daha altina
inildiginde ise hi¢ biyokimyasal reaksiyon
olusmamakta ve buz kristallerinin goriilme
ihtimali ortadan kalkmaktadir (Pasarelli ve
McGinnis, 1992; Nakasone ve ark., 2004).

Funguslar1 saklama yollarindan baglicalar
asagida sunulmus olup avantaj ve dezavantajlari
degerlendirilmistir.

Filtre kagidi iizerinde saklama:

Bu yontem konidi veya misel olusturan tiim
funguslar igin kullanilabilir. Ik olarak Correll ve
ark (1986) tarafindan kullanilan bir yontem olup
Fusarium  oxysporum izolatlar1  iizerinde
denenmigtir. Fungus, su agar iizerine ya tek
mikrokonidi veya hif olarak kiiltiire alinmis daha
sonra PDA (zerine transfer edilmistir. Her bir
fungus izolat1 i¢in 7 cm ¢apinda steril Whatman
No.3 filtre kagitlar1 PDA ylizeyine yerlestirilmis,
kiitle halinde fungal materyallerin kagit iizerine
(yaklasik 1-2 giin) kolonize olmasi saglanmis ve
kagit diskler PDA yiizeyinden alinarak bos bir
Petri kabinda hava yardimi ile kurutulmaya
birakilmiglardir. Diskler daha sonra 2-3 mm? lik
parcalar halinde steril, agz1 vida kapakli kiigiik
tiiplere konularak 4°C de depolanmiglardir.
Yine, Fong ve ark (2000) modifiye edilmis filtre
kagit  metodunu kullanarak Fusarium,
Ganoderma ve Marasmiellus gibi tlrlerini
saglikli bir sekilde korumuslardir.

Alt kultiire alarak saklama:

Funguslar1 Petri kablarinda agar ortaminda
stirekli alt kiiltire alarak canliligini devam
ettirmek funguslari saklamanin en kolay
yollarindan biridir.  Aslinda ¢ok pahali bir
yontem olmamasina ragmen alt kiiltlir icin
ortamlarin  hazirlanmas1  ve funguslari  bir
kiiltiirden digerine almak igin isgiicii gerekmesi
yontemin dezavantajlarindan sayilabilir. Ayrica
her fungus grubunun ayni anda alt kiiltiir ihtiyact
hissetmemesi (bazi funguslar 2-4 hafta, bazilan
2-4 ay ve bir kismi da 12 ay alt kiiltiire alinmadan
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muhafaza  edilebilirler)  isgiici  ihtiyacim
arttiracaktir.  Funguslarin ¢ok sik alt kiiltiire
almmast bazi sakincalar1 da  beraberinde
getirmektedir.  Ozellikle alt kiiltiire alinma
sirasinda fizyolojik ve morfolojik karakterler
degisime ugrayabilir, havadan ya da ortamdan
kontaminasyona maruz kalabilir, akar bulagma
olasilig artabillir, ayrica ¢ok sik kontrol edilmesi
gerektiginden zaman kaybma da neden olur.
Yine c¢ok sik transferlerin yasandigi durumlarda
orjinal kaltar yerine kontamine olan funguslar ya
da genetik olarak degisiklige ugrayan kiiltiirler de
transfer edileceginden orjinal kiiltiir kayb1 ¢ok sik
yasanmir. Ote yandan ¢ok sik transferin aslinda
avantajl tarafi da vardir. Bu yontemle kiiltiirler
uzun yillar hayatta kalabilirler, metot ¢cok ucuz
olup, herhangi bir ekipman gerektirmez ve
fungusun geri kazanilmasi ¢ok kolaydir, ayrica az
sayida kiltiir kolleksiyonu olan labiratuvarlar
icin uygun bir saklama yontemidir. Ancak 12 ay1
gecen sureler icin uygun bir saklama yontemi
degildir (Dikilitas, 2003).

Funguslar1 4-7°C’de buzdolabinda ya da
soguk odada saklamak 2-4 aylik transfer siiresini
4-6 aya kadar cikarabilir. Hatta, Verticillium
fungusu ile yapilan ¢alismalarda fungusun derin
dondurucuda (-20°C) 5 wil saklanabildigi ve
yeniden izole edildiginde de canliliklarini
korudugu belirlenmistir (Dikilitas, 2003; Dr
Chris Smith ile kisisel gorisme, 2007).

Cizelge 1°’de ¢esitli kaynaklardan alinan
funguslarin oda sicakliginda, buzdolabinda ve
derin dondurucuda saklama ve alt kiltiire alma
stirelerine yer verilmistir.

Odun pargalari iizerinde saklama:

Bu yontemle orman agaglart iizerinde
enfeksiyon yapan funguslar odun kiymiklar1 ya
da kirdanlar iizerinde basarili bir sekilde
saklanabilir (Singleton ve ark., 1992). Bazi
Basidiomycetes ve Ascomycetes sinifina ait
funguslar bu  sekildle 10 yila  kadar
saklanabilmislerdir. Ancak bunun i¢in fungusun
odun pargaciklarint tamamen kolonize etmesi
gerekmektedir. Inokule edilmemis odun
pargaciklari (1 cm uzunluk x 0.5 cm ¢ap) %2 lik
malt ekstrakt i¢inde karistirilarak (60 adet/100 ml
malt ekstrakt ortami) 20 dakika boyunca
121°C’de otaklav edilir, karisim 24 saat sonra
birkez daha otaklav edilir. Yaklagik 15 adet
pargacik ortam icinden alinip drene edildikten
sonra Petri kaplarinda malt ekstrakt agar {izerinde
gelisen fungal ortama birakilir. Petri kutulart
daha sonra Parafilm ile kapatilir ve fungusun
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pargaciklar  {izerinde  gelismesi  beklenir.
Yaklagik 10-15 giin sonra odun pargaciklart 6-7
ml %2’lik malt agar iceren steril test tliplerine
aktarilir. Test tiipleri agz1 pamuk ile
kapatildiktan sonra 1 hafta boyunca inkube edilir,
daha sonra pamuk c¢ikartilarak yerine Parafilm
veya aliminyum ile kaplanir ve 4°C’de saklanir.
Funguslan geri kazanmak igin, odun pargaciklari
tiiplerden alinarak taze hazirlanmis agar ortamina
konur ve kullanilan tiipler tekrar miihiirlendikten
sonra buzdolabinda saklanir (Delatour, 1991).

Tahil taneleri iizerinde saklama:
Sclerotinia,Magnaporthe, Leptosphaeria ve
Rhizoctonia gibi funguslar yulaf, arpa, ¢avdar
gibi taneler iizerinde uzun yillar
saklanabilmektedir (Singleton ve ark., 1992).
Omegin, Rhizoctonia tiirlerini saklamak igin
arpa, bugday, yulaf gibi taneler chloramphenicol
iceren (250 mg /ml) ortamda bir gece tlpler
icinde bekletilmis ve su kismi dokiildiikten sonra
taneler 1 saat boyunca 121°C de otaklav edilmis
ve otaklav 2 giin sonra tekrarlanmigtir. Daneler
daha sonra agzi vida kapakli tiiplere alinarak
tekrar otoklav edilmistir.  TUpler daha sonra
kiiltiirlerin kenarlarinda kesilen funguslar ile
inokule edilmisler ve 23-27°C de 10 giin boyunca
inkubasyona birakilmislardir.  Kiiltiirler daha
sonra desikkasyon ¢emberinde iyice kurutulmus
ve tiplerin agz1 daha sonra sikica kapatilarak
tizeri Parafilm ile kaplanmig ve -25°C de
depolanmuslardir (Sneh ve ark., 1991).

Kumda saklama:

Bu yontemle toprak kokenli funguslar uzun
yillar saklanabilmektedir. Yaklasik olarak 60
ml’lik siselerin 2/3’i kum ve toprak ile
doldurulur ve nem oraninin %20 olmasina dikkat
edilir. Bu sekilde siseler 20 dakika olarak 121°C
de otoklav edilir. Siseler sogumaya birakildiktan
sonra tekrar sterilize edilir. Daha sonra siselere
steril su ilave edilerek Petri kaplarinda gelisen
fungal kolonilerin yizeyinden, gelisen funguslar
aliir ve en az 5 ml’lik spor veya misel solusyonu
hazirlanir. Bu solusyondan 1 ml alinarak siselere
ilave edilir. Yaklasik 2 hafta oda sicakliginda
inkubasyona birakildiktan sonra, siseler gevsekge
kapatilir ve 4°C’de depolanir. Funguslarin geri
kazanimu ise siselerden alinan toprak pargalarinin
taze hazirlanimis agar ortamina serpilmesi ile
elde edilir (Sneh ve ark., 1991).
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Egik agarda saklama:

Fungal Kkiiltiirler test tiip ya da siselerde
genellikle agar iceren ortamlarda yillarca
saklanabilirler. ~ Ancak bu gibi durumlarda
fungusun iyi gelisen kismi egik agara alinmali ve
kontaminasyon = ve  genetik  varyantlarin
transferinden kaginmak i¢in 6zen gosterilmelidir.
Genellikle 15 ml hacminde olan kii¢iik siselere
Dox veya PDA ortamu hazirlanarak, agar
Uzerinde biylyen misel ya da sporlar transfer
edilir. Gelisme ve kontaminasyon durumlarinin
kontrolii i¢in siseler 3 hafta kadar oda
sicakliginda inkube edilir daha sonra uygun

olanlar buzdolabinda saklanirlar (Dikilitas,
2003).

Agar seritler iizerinde saklama:

Bu ydntemle saklanmak istenen Pythium,
Rhizoctonia ve baz1 Basidiomycetes sinifina ait
funguslar 18 ay muhafaza edilmisler,
Ascomycetes sinfina ait funguslar ise 5 yil kadar
saklanabilmislerdir (Nuzum, 1989). Fungal
kaltirler uygun ortamlarda Petri kaplarinda
gelistikten sonra koloninin kenar kisimlarindan 1
cm uzunluk kesilip steril bir Petri kabina
yerlestirilir ve oda sicakliginda yaklasik bir hafta
inkube edildikten sonra kurumus agar parcalari
steril ampiillere yerlestirilerek vakum altinda
kurutulur ve daha sonra mihirlenerek oda
sicakliginda saklanir. Funguslarin geri kazanimi
icin agar seritler taze ortama alinarak gelisimi
saglanir.

Mineral yag altinda saklama:

Egik agarda saklanan funguslar siselerde ya
da tiiplerde 30°’lik egim altinda 1 cm kalinliginda
mineral yag (sivi parafin) altinda birakilirlar ise
fungal materyallerde su kaybi1 az olacagindan
ayrica ortamda bulunan oksijen de azalacagindan
metabolizma yavaslayacak ve funguslar daha
uzun silre saklanabileceklerdir. Bunun igin yag
(yogunlugu 0.830-0.890 g/ml) 121°C’de 15
dakika olarak iki kez otoklav edilmelidir (Lopez
Lastra ve ark., 2002). Eger yag kalinligi ¢ok
kalin olursa funguslar yeterli oksijen alamaz ve
canliliklarim1 kaybederler, derinlik az olur ise,
kulturlerde kuruma meydana gelebilir. Bunun
icin hazir satilan mineral yaglar1 kullanmak daha
uygun olacaktir (Sigma Chemical Co., St. Louis,
Mo.). 100 x 10 mm lik ortam iceren test
tiplerine  fungus inokule edildikten sonra
kltdrlerin  sporulasyonu icin, genelde 7-10
gunlik bir sure verildikten sonra tzeri 1 ml’lik
mineral yag ile kaplanir. Yag altinda saklanmis
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funguslarin geri kazanimi, fungusun ¢ok az bir
kisminin ya da kolonisinin bir igne yardimi ile
almmast ve igne ucundaki yagin damlatilarak
geriye kalan kismin uygun bir agar ortamina
¢izilmesi ile elde edilir. Bazi arastiricilar mineral
yag altinda kalan fungal bloklar1 alarak 10-15
saniye 10 ml saf su iginde Petri kabinda
yikayarak yaglarin uzaklagmasini saglamislar ve
agar bloklar1 taze ortama alarak funguslarin geri
kazanimina ¢alismislardir (Lopez Lastra ve ark.,
2002). Egik agarlarda dikkat edilecek bir diger
husus da, egik agarm tam ortadan inokule
edilmesidir, bdylece fazla olan yag sisenin altina
ineceginden  fungusun  havasiz  kalmasi
engellenmis olur.

Bu yolla saklanan funguslarin ¢ogu yaklasik
40 wyil canli kalmiglardir. Kurulmast ve
kullaniminin ucuz olmasi ve akar probleminin
¢ok fazla goriillmemesi nedeni ile kisitl imkan ve
kaynaklart olan laboratuvarlar i¢in Onerilebilen
bir metotdur.

Mutant irklarin iiretilmemesi igin,
funguslarin  iki yildan fazla bu yolla
saklanmamasi tavsiye edilmektedir.

Suda saklama:

Ingiltere-CABI ~ Bioscience  arastirma

enstitiisiinde yaygin olarak kullanilan

yontemlerden biri olup, bir¢ok labarotuvarlarda

da tercih edilen metodlardan biri olmustur (Lopez

Lastra ve ark., 2002; Diogo ve ark., 2005).
Hazirlanig1 asagidaki gibi 6zetlenmistir.

1. Agar bloklar (6 mm?) gelismekte olan fungal
koloninin kenarlarindan kesilir.

2. Bloklar yaklasik 4 ml saf su igeren agz1 kapakli
tiplerin igine yerlestirilir (150 x 15 mm).
Tiiplerin kapaklar1 sikica kapatilir ve 20-
25°C’de depolanr.

3.Fungusun geri kazanimi, fungal blok’un
siseden c¢ikarilmasi ve misel kismi asagi
gelecek sekilde biiylime ortamina

yerlestirilmesi ile olur.
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Cizelge 1. Agar ortaminda saklanan bazi bitki patojeni funguslarin oda sicakliginda,
buzdolabinda ve derin dondurucuda raf dmiirleri.

Depolama sicakligi  Alt kiltere
Fungus (oda/buzdolabi/derin almadan  6nce Kaynaklar
dondurucu, °C) gecen slire

Alternaria 5 1 yil Kilpatrick (1976)

bassicola

Aspergillus 20-25/4 2-6 ay /2 y1l CABI Bioscience,
www.cabi.org

Orman 5 Iyl Chu (1970)

patojenleri

Phytophthora 16/4 2-3 ay/l yil Dick (1965)

Pythium 16/4 2-3 ay/1 y1l Dick (1965)

Zygomycota 20-25/4-7 1-2 ay/1 yil CABI Bioscience,
www.cabi.org

Verticillium 23/4/-20 2ay/2 yil/10 yil ~ Dr Mike Milton, Dr

dahliag” Chris J Smith, Dr
Murat Dikilitas
(Swansea University-
UK, 2007)"

Verticillium 23/4/-20 2 ay/2 yil/10 yil ~ Dr Mike Milton, Dr

theobrama’ Chris J Smith, Dr
Murat Dikilitas
(Swansea University-
UK, 2007)

Verticillium 23/4/-20 2ay/2 yil/10 yil ~ Dr Mike Milton, Dr

nigrescens” Chris J Smith, Dr
Murat Dikilitas
(Swansea University-
UK, 2007)

Verticillium 23/4/-20 2 ay/2 yil/10 yil  Dr Mike Milton, Dr

tricorpus’ Chris J Smith, Dr
Murat Dikilitas
(Swansea University-
UK, 2007)

Verticillium albo- 23/4/-20 2ay/2 yil/10yil ~ Dr Mike Milton, Dr

atrum’

Chris J Smith, Dr
Murat Dikilitas
(Swansea University-
UK, 2007)

*Cizelge iizerinde sunulan baz1 veriler yazarin kendi ¢alismalarindan ve kisisel goriismelerinden elde edilmistir.
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Su icinde depolama sirasinda eger spor ya da
misel, agar {iizerinden uzaklastirilir yani agar
siseye transfer edilmez ise fungal biiylime biiyiik
oranda yavaslatilir. Su agarinda 2-3 yillik bir
saklama sirasinda Phytophthora ve Pythium
funguslarinda  herhangi bir canlilik kaybi
olmadig1r rapor edilmistir (Onion ve Smith,
1984). Yine Brezilya Devlet Hastanesi
Dermatoloji Boluminde Diogo ve ark. (2005)
funguslar kisa donem muhafaza etmek igin ‘su
icinde saklama  yoOntemi’ni  gelistirmisler,
Aspergillus,  Cladosporium,  Fusarium ve
Penicillium gibi patolojik &zellikleri  olan
funguslarin yaninda 40 dan fazla fungus tiiriini
12 ay siire ile 4 ml saf su iginde agzi sikica
kapatilmig ve aluminyum folye ile sarilmis
flasklarda basarili sekilde muhafaza etmislerdir.
Funguslarin yapilarinda ve koloni 6zelliklerinde
degisiklik olup olmadigin1  anlamak igin
flasklardan her ay 200-250 pl’lik bir érnek alarak
PDA ortamina inokule etmisler, funguslarin
kontamine olmadan gelistiklerini ve bu sekilde
muhafaza edilen funguslarin depolanmasinin ve
ornekleme icin ihtiyag duyuldugunda
kullaniminin kolay ve ekonomik oldugunu ifade
etmiglerdir.  Yine birbagka yontemde sterilize
edilmis kiirdanlar steril suda 1islatilarak Petri
kaplarinda bulunan fungal koltirler Gzerinde
yuvarlanarak  fungus sporlarmin  yapismasi
saglanmig ve bir sisede bulunan steril su i¢ine (3-
5 ml) aktarilmis ve siselerin agz1 sikica
kapatilarak  elde edilen siispansiyon oda
sicakliginda tozsuz bir ortamda saklanmustir.
Funguslarin geri kazanimi igin, sterilize edilmis
bir  kirdan  fungal  slspansiyonun icgine
daldirilarak kiiltiir ortanmu igine aktarilmig ve
fungal gelisme saglanmigtir. Burada en 6nemli
husus fungal silispansiyondan asir1 miktarda
fungal kiltlir ortaminin alinmamasina dikkat
edilmeli ve ayrica siselerin agz1 sikica kapatilarak
ortamin buharlagmast engellenmelidir.
Kltdrlerin émriini uzatmak igin zaman zaman
stispansiyona steril su ilavesi yapildig1 da rapor
edilmigstir (www.hardydiagnostic.com). Ayrica
bu ybéntem ile pleomorfizim olarak bilinen
kiiltiirlerin dejenerasyonun da Oniine gecildigi
ifade edilmistir (Baskarathevan ve ark., 2009).

Silika jel Gzerinde saklama:

Bu metot CABI Bioscience Enstitlsiinde
kullanilan metotlardan birisidir. En iyi sonucu
fungus  sporlarinin  korunmasinda  verdigi
bilinmekte ve dolayisi ile ince hiicre ¢eperlere
sahip sporlarda ve misellerin saklanmasinda
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kullanilmadigi i¢in ¢ok yaygin bir metot degildir.
Agz1 vida kapakli siselerin yaklasik 1/3’1 silika
jel ile doldurulduktan sonra 180°C’de 3 saat
firmlanir.  Daha sonra siseler kullanilincaya
kadar -20°C’de saklanir. Muhafaza edilecek
funguslarin spor solusyonu % 5°lik sade siit
icinde hazirlandiktan sonra yaklastk 1 ml
solusyon sterilize edilmis silika jel Uzerine
dokilir, siseler hafifce c¢alkalanarak spor
solusyonun yayilmasi saglanir ve 10-14 gin
sureyle 25°C’de silika jel kristalleri kuruyuncaya
kadar depolanir. Daha sonra hava gecirmeyen
silika jel indikatdrlerinde nemi alinarak depolanir
(Smith ve Onions, 1983; Nakasone ve ark.,
2004).

Hazirlanis agamasinda kontaminasyon riski
yiiksek olmasina ragmen, yontem ucuz ve basit
olup funguslarin geri kazamimi yiksektir.
Ayrica, funguslar kuru ortamda saklandigi igin
gelisme ve bilylime metabolizmalar1 6nlendigi
i¢in bakteri kontaminasyonu riski de azdir. Silika
jellerden funguslarin kazanilmasi kolay olup,
birka¢ adet jel kristalleri agar {izerine sagilarak
fungusun gelismesi beklenir. Depolanmasinin
kolay olmasi1 ve funguslarin geri kazaniminin
basarili olmasindan dolayr ‘The Fungal Genetics
Stock Center’ bu yontemi uzun yillardan beri
kullanmaktadir (University of Missouri, Kansas
City-USA).

Toprakta saklama:

Bu metot iki kez otoklav edilen (121°C/15
dakika) toprakta 1 mI’lik spor solusyonunun 20-
25°C’de 5-10 gun streyle inkube edilmesini
ihtiva eder. Inkubasyon siiresi fungusun biiyiime
hizina bagl olarak degismektedir. Fungus, ilk
biliylime sirasinda ortamda bulunan nemi kullanir
ve daha sonra kademeli olarak dormant hale
gecer. Topraklar siseler halinde daha sonra 4-
7°C’de buzdolabinda saklanir. Bu metot 6zellikle
Fusarium tdrleri ve hububat patojenlerinin
saklanmasinda ¢ok kullanigli bir metottur (Booth,
1971; Reinecke ve Fokkema, 1979).

Toprakta saklama ile kiltlrler genel olarak
stabil kalabilirler, bozulmazlar, canlilik durumlari
yiiksektir, akar olusumu hemen hemen
imkansizdir, defalarca kullanilabilir (ikinci bir
stok bulundurmak kontaminasyon riski igin
faydalidir), = metot ucuz ve  kolaydir.
Dezavantajlar1 ise bazen varyasyon olugmasina
neden olabilir, kurakliga dayanamayan funguslar
icin ¢ok uygun degildir ve funguslarin geri
kazaniminda kontaminasyon riski vardir.
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Dondurarak kurutma:

Fungal yapilardan suyun uzaklastiriimasi
metabolizmay1 yavaglatacagindan fungusun daha
uzun siire saklanmasina da imkan taniyacaktir.
Fungus Kkiiltiirlerinin {izerinden kuru havanin
gecirilmesi misel ya da sporlarda bulunan suyu

¢ok cabuk buharlagtirabildigi gibi fungal
kiiltiirlerin ~ vakum altinda kurutulmast da
metabolizmay1 yavaglatan bir metotdur. Ancak
bu yontem teknik ekipman ve aletleri

gerektirdiginden oldukca pahali bir yontemdir.
Dondurarak-kurutma, buharlagtirarak sogutmay1
esas alir ve birgok fungus icin basarilt bir
saklama teknigidir, ancak aletin sogutma hiz1
organizma igin uygun hale getirilmelidir (Smith,
1983). Her bir fungus i¢in sogutma ve 1sinma
stireleri ayarlandiktan sonra, islem sadece bir
asamadan olusur (Smith ve Kolkowski, 1996).
Bu yontemle melanin iceren funguslar daha iyi
korunmuslardir.  Yine aymi sekilde, Japonya
Tarim Bakanligt (MAFF) biinyesinde olusturulan
gen bankasinda 14836 fungus, maya ve bakteri
irklar1  dondurarak-kurutma  yontemleri ile
muhafaza edilmis, periyodik olarak yapilan
Olgtimlerde  yalmzea 5  fungus  wkinin
korunmasinda sorun yasandigini diger organizma
gruplarinda herhangi bir bozulma olmadigim
rapor etmislerdir (Nagai ve ark, 2005).

Dondurarak kurutma sirasinda canliligi etkileyen
faktorler;

Sogutma hizi: Yavag kurutmayr takiben
yavas sogutma hizi bircok fungus i¢in ¢ok
uygundur. Genel olarak funguslar igin 1 °C dak’
Llik sogutma hizi ¢ok yaygm kullamlan bir
hizdir.

Dondurma  asamasi:  Yiiksek  canlilik
seviyesini elde etmek icin, su seviyesi %5’in
altina ininceye kadar sicakligin -15°C’nin altinda
tutulmasi zorunludur.

Nem durumu: Dondurularak kurutulmus
materyalin i¢indeki su miktar1 fungal yapiya
kalict zarar olusmamasi igin %1’in altina
inmemelidir. ~ Eger yetersiz su miktar1 ilk
asamada uzaklastirilirsa bu durum canlilik ve
stabilite icin iyi olabilir ancak saklama sirasinda
fungusun yapis1 hemen bozulabilir.

Saklama kosullari: Ornekler kurutuldugu
zaman oda sicakliginda depolanabilirler, ancak -
20 ila -70°C arasinda depolamak orneklerin daha
uzun sire korunmasini saglayacaktir. . Is1
gegirmeyen tiip ya da siseler diisiikk basingta
saklandiklarinda ya da soy gazlar ile
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doldurulduklarinda, 6rneklerin oksijen ile iliskisi
kesileceginden bozulma daha hizli olacaktir.

Yeniden sulandirma: Yeniden sulandirma
funguslarin geri kazanimini etkileyen en 6nemli
faktordir. %0.1’lik pepton ile 24 saatlik yeniden
sulandirma hassas funguslarin geri kazanimi i¢in
¢ok basarili bulunmustur.

Ayrica Uluslararast  Mikoloji  Enstitiisii
(International Mycological Institute-1MI)
tarafindan onerilen bir baska yol ise iginde 6rnek
bulunan ampiil ya da tiipler 1sitilarak kirilir ya da
cam kesici ile kesildikten sonra 0.5 ml steril saf
su tliplin ya da ampiiliin igine bosaltilir ve agzi
pamuk ile kapatilir. Yeniden sulandirma
asamasinda hava kabarciklarinin olugsmamasina
dikkat edilmelidir. Yaklasik 30 dakika sonra, su
organizma tarafindan alindiktan sonra, steril bir
cubuk ile ortam hafifce sallanmali, ampiil ya da
tiplin kenarlarma yapigsmig olan sporlar nazikce
sallanarak almip uygun gelistirme ortaminda
inkube edilmelidirler (Laviola ve ark., 2006).

Dondurarak kurutma iglemi uzmanlik ve
tecriibe gerektirdiginden, ilk kez bu sistemi
calisacaklar i¢in Onerilmeyebilir, sitemin pahali

olusu ayrica bir dezavantaj olarak kabul
edilmelidir.
Sogukta saklama:

Funguslarin  sogukta saklanmasi pratik
olarak ii¢ sekilde gerceklesmektedir;

buzdolabinda, derin dondurucuda ve sivi azotta.
Hiicre igindeki su dondugu zaman metabolizma
askiya alinir. -70°C’nin altinda ¢ok az metabolik
aktivite devam etmesine ragmen
mikroorganizmalarin ¢ok ¢ok diisiik sicaklik olan
-190 veya -196°C’de saklanmasi metabolizmay1
tamamen durdurur ki bu ancak sivi azot ile
miimkiindiir ve bu en saglikli yontem olarak
kabul edilmektedir (Smith, 1998; Nagai ve ark.,
2000).

Sivi  azotta saklama; CABI Bioscience
Enstitistinde depolanan 695 cinse ait 3000
fungus tliriniin 7354 izolatt herhangi bir
fizyolojik ve morfolojik degisiklige ugramadan
bu yontemle saklanmaktadir (Dahmen ve ark.,
1983; Smith ve Onions, 1994). Bu yontemle
funguslar canliliklarini ve virulensini
koruyabilmektedirler. Raf émrii de sonsuz olarak
diigiiniilmektedir. Depolanan 6rneklerde sinir,
radyasyona ulagma sinirt olan 32000 yil olarak
kabul edilmektedir (Ashwood-Smith ve Grant,
1976).
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Sogukta saklama metodu:
1.Fungus hacreleri steril % 10 (v/v)’luk gliserol
icinde hazirlamr ve 0.5 ml aliquotlar halinde
tizerleri hangi 1rk oldugunu belirten silinmeyen
cam yazar kalemlerle etiketlenmis 2 ml’lik
borosilikat cam ampillere veya 2 ml’lik
polypropylen kryotiiplere aktarilir.
2.Akinti veya sizintt olup olmadigini kontrol
etmek igin 1s1 gegirmeyen cam ampuller
erythrocin B boyasina yerlestirilir.  Fungal
hicreler en az 1 saat gliserol i¢inde bekletilir.
3.Ampuller ya da kryotipler programlanabilir
uygun bir sogutma hizinda sogutulur. -1°C
dak* sogutma hiz1 birgok fungus i¢in uygundur
ancak yine de %100’lik bir basar
saglamayabilir. Sogutma hiz1 kritik nokta olan
5°C ila -50°C arasinda kontrol edilmelidir. Tlk
asamada sogutma hizi -10°C dak™ olarak
belirlenebilir.
4. Donmus solusyon -50°C’ye ulastiginda
en son depolama sicakligina ulasilacak 320 litre
hacminde sivi azot depolama kaplarina transfer
edilir. Kryotiiplerde organizmalarin depolanmasi
halinde ¢ok yiiksek oranda geri kazanim elde
edilecektir. ~ Fungusun geri kazaniminin ve
islemin saglikli yapilip yapilmadiginin kontrolii
i¢in dondurma isleminden dort giin sonra ampul
ya da kryotiplerin bir tanesi 37°C’de bir su
banyosunda ya da uygun bir sogutma programi
olan bir buyime cemberinde bekletilir. Ampiil
ya da kryotlp Uzerindeki buz ¢6zuldikten sonra
ortamdan alinir. Solusyounun kendi sicakliginin,
su banyosundaki sicakliga ulasmamasina 6zenle
dikkat edilmelidir. Tupler mikrobiyolojik olarak
emniyetli bir kabinde a¢ilmalidir. Ampiiliin ya
da tiiplin icerigi uygun bir ortama dokiilmelidir
(www.cabi.org). Kiiltiir ortaminda yetistirilmesi
zor ya da imkansiz olan funguslar bu yolla
saklanabilir.  Sclerospora tiirleri, rastik ve pas
funguslart sivi azotta saklama yontemleri ile
basarili bir sekilde muhafaza edilmiglerdir (Long
ve ark., 1978; Hoffmann, 1999). Hatta ylksek
forma sahip olan sapkali mantarlar da bu yolla
uzun siire saklanmislardir (Singh ve ark., 2004).
Ancak hicbir saklama tekniginin her fungus i¢in
hatta bir fungus tlrtiniin farkli wrklar1 igin
optimum kosullar1 saglayamadigmin bilinmesi
cok 6nemlidir. Ornegin, Peters ve Sturz (2001)
Phytophthora erythroseptica ve P. infestans
funguslariin -20°C’de saklandiktan 3 hafta sonra
geri kazanim ig¢in canliliklart test ettiklerinde P.
erythroseptica’nin canliblk oranin % 90 ile
oldukga yuksek olup istatistik olarak P.
infestans’tan farklilik gosterdigini belirtmislerdir.
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Siv1 azotta saklamanin avantajlari; funguslar
1s1 gecirmeyen ampiillerde kontaminasyon riski
tasimazlar, sporulasyon yapan ya da yapmayan
birgok fungus bu sistemde uzun siire yasayabilir.
En onemli dezavantaji ise sistem oldukca
pahalidir. Biiyiik tanklarda depolama yapilsa bile
her 3 giinde bir sivi azot temini gerekmektedir,
ayrica eger sivi azot temininde gecikme yasanirsa
buttin kiltir kolleksiyonu kaybolabilir. Saklama
kaplar1 iyi havalandirilmis odalarda tutulmalidir,
¢linkli sivi azot siirekli olarak buharlagir ve
calisanlar acisindan tehlike arz edeceginden iyi
havalandirilmis odalar bu durum igin ¢ok
uygundur. Hava gecgirmeyen veya iyice
yalitilmis saklama kaplarinin agimnmaya ugradigi
veya ¢atladigr bilinmektedir, bu gibi basarisizlik
durumu depolanan biitiin irklarin kaybolmasina
neden olabilir. Sivi azot igine fungal tlipleri
birakmak yerine sivi azot buharinda funguslarin
dondurulmas1 daha mantiklidir. Ciinkdi,
funguslarin bulundugu tiiplerin i¢ine herhangi bir
sekilde sivi azot sizintist olur ise fungal
kiiltiirlerin ~ geri  kazanimi  sirasinda  oda
sicakliginda veya 37°C’de hizla buharlasan gaz
patlamaya neden olablir (Nakasone ve ark.,
2004).

Sivi azot icinde funguslarin saklanmasi
durumunda ortama gliserol veya DMSO gibi
korucuyucu maddeler ilave edilerek fungus
hiicreleri icinde olusabilecek muhtemel buz
kiitlelerinin engellenmesi hedeflenmistir
(Dahmen ve ark., 1983). Ancak, yapilan bir
caligmada nematodlarin biyokontroliinde
kullanilan Arthrobotrys robusta ve
Monacrosporium thaumasium fungus tirleri 18
ay boyunca 4°C, -196°C ve -196°C’de koruyucu
madde ilave edilerek muhafaza edilmisler,
funguslarin geri kazanimi saglandiginda misel
capt veya misel kuru agirhgr bakimindan
incelendiginde gruplar arasinda her hangi bir fark
goriilmedigi rapor edilmistir (Mota ve ark.,
2003). Yine benzer bir ¢alisma, Simpfendorfer
ve ark. (1996) tarafindan yapilmig olup,
Phytophthora clandestina fungusunu sivi azotta
ve sterilize edilmis saf su iginde bulunan dari
tohumlar1 Uzerinde 4°C’de olmak {izere 2 farkl
yontemle saklamiglar ve aylik olarak canlilik ve
patojenisite testleri yapilmig, 4 °C’de su i¢inde
saklanan funguslarin 10 aylik siire sonunda
canliliklarin1 ve virulenslerini kaybetmediklerini
bildirmislerdir. Kisa ve orta donem funguslarin
saklanmasinda bu yontemi hem ucuz hem de
kolay oldugu i¢in tavsiye etmislerdir.
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Buzdolabinda saklama (-20°C); 5 mm?®lik
inokule edilmis agar bloklar steril 1.5 ml’lik
mikrosantrifuj tiiplerine aktarilir ve {izerine
sterilize edilmis % 10’luk gliserol ilave edilerek
bir gece 4°C’de bekletilir. Genelde bir adet tiip
icine 5 agar blok yeterlidir. Tupler daha sonra —
20°C’de depolanir (Ito, 1991; Lopez Lastra ve
ark., 2002). Bu sekilde fungal yapilar
saklanabildigi gibi, enfekteli bitki artiklar1 da
muhafaza edilmektedir. Ornegin, Laviola ve ark.
(2006) yaprak dokular1 {izerinde bulunan
Plasmopara viticola’ya ait fungal yapilari -

25°C’de muhafaza ederek Petri kaplarina
yerlestirmisler ve herhangi bir 06n islem
yapmadan 8 yil gibi bir siire korumayi

basarmislardir. Orneklerin canliligim test etmek
icin, yapraklar oda sicakliginda 30 dakika kadar
bekletilmis ve enfekte edilen yaprak parcalar 10
ml’lik tlplere alinarak iizerine 2 ml sterilize
edilmemis musluk suyu ilave edilerek 3-4 dakika
calkalanip bir fungal siispansiyon elde edilmistir.
Daha sonra taze koparilmis asma yapraklarinin
alt kismu iiste gelecek sekilde 15 ml saf su igeren
bir Petri kabina yerlestirilmis ve yaprak damarlari
arasina 10 damla fungal siispansiyon damlatiimis
20-22°C’de inkubasyona birakilarak enfenksiyon
gelismesi basari ile gdzlenmistir.

Derin  dondurucuda saklama (-80°C);
inokule edilmis agar bloklar 2 ml hacminde
kryotliplere (Nalgene Co., Rochester, N.Y)
yerlestirildikten sonra iizerlerine 1.5 ml hacminde
sterilize edilmis % 10’luk gliserol ilave
edildikten sonra isopropanol iceren 06zel
dondurma kutularma (“Mr. Frosty”, Nalgene Co.)
konup bir gece 4°C’de bekletilir, daha sonra
dondurma kutulart — 80°C’ye alinarak orada da
24 saatlik bekleme silresinden sonra tlpler
kutudan aliarak -80°C’de depolanir.
Funguslarin geri kazanimi ise su banyosunda
37°C’de  siseler iizerinde bulunan buz
parcaciklar1 eriyinceye kadar bekletilip daha
sonra alt kiiltiire alinmasi ile miimkiin olmaktadir
(Lopez Lastra ve ark., 2002). Bu metodu
modifiye eden Kitamoto ve ark. (2002)
Oomycota, Zygomycota, Ascomycota ve
Basidiomycota’ya ait 66 fungus tiriinii talas
ortaminda % 10’luk gliserol kullanarak (% 65
nem igerigi saglamistir) hemen -85°C’de
dondurmuslardir. Kiiltirler ~ kullanilmak
istendiginde ise oda sicakliginda bekletilip uygun
sicakliga gelince bir alt kiiltiire alinarak
funguslarin geri kazanimi elde edilmistir. Bu
sekilde kiiltiirler 10 yildan fazla korunmus
herhangi bir sogutma programi uygulanmamaistir.

64

Genel olarak bakildiginda iki tip koruma
amacli kimyasal bulunmaktadir.  Bunlardan
birincisi; hiicre duvarini gegerek hiicre igi ve
hiicreler arasi bosluklara penetre ederek koruyan
gliserol ve DMSO gibi kimyasallar; digeri ise
penetre kabiliyeti olmayan sukroz, glikoz, laktoz,
mannitol, PVP (polyvinyl pyrrolidone) ve
polietilen glikol gibi hiicre duvarmin disinda
koruyucu etkiye sahip olan kimyasallardir
(Simpfendorfer ve ark., 1996; Palagyi ve ark.,
1997). Ancak en iyi korumanin % 10’luk
gliserol tarafindan saglandig1 ifade edilmistir
(Denning ve ark, 1992; Baskarathevan ve ark.,
2009). Dolayist ile bu derlemede gliserol ile
yapilan ¢alismalara yer verilmistir.

Ayrica, son yillarda North Dakota State
Universitesi tarafindan -80°C’de sogukta saklama
ile ilgili yeni bir metot gelistirilmis ve bu yéntem
Moss ve ark. (2011) tarafindan Stereum spp.,
Nectria spp. ve Armillaria spp. funguslarinin
korunmasi i¢in kullanilmistir (Colorado State
University, www.treehealth.agsci.colostate.edu).
Buna gore; Petri kaplarinda gelisen funguslarin
Uzerlerine iki adet otoklav edilerek sterilize
edilmis arpa taneleri yerlestirilmis ve bu taneler
kolonize olduktan sonra arpa taneleri eppendorf
tiiplerine yerlestirilerek — 80°C’de depolanmustir.
Funguslarin geri kazanimi, kolonize olmus arpa
tanelerinin  PDA  ortamina aktarilmasi ile
yapilmigtir.  Yontem olduk¢a ucuz olup, geri
kazanim yiizdesi olduk¢a yiiksek bulunmustur.
Pasarelli ve McGinnis (1992) tarimsal alanlardan
ve hastanelerden izole edilen kiif, maya ve gesitli
aerobik funguslara ait 1447 adet fungusu kisa (6
ay) ve uzun doénem (13 yil) olarak — 70°C’de
muhafaza etmigler, belirtilen siireler sonunda
funguslar1 25°C’de alt kiilltiire alarak canlilik
derecelerini kontrol etmislerdir. Elde ettikleri
sonuca gore depolama siresinin ve fungus
tiirlinliin canlilikta ¢ok 6nemli rol oynamadigim
ancak dislik sicakligin hem kisa hem de uzun
donem saklama i¢in en iyi yol oldugunu rapor
etmiglerdir.

Suni dehidrasyon yoéntemi ile saklama:

Bu yontem normal sartlarda funguslarin
yapisina zarar vermeden biinyelerindeki suyu
uzaklastirarak metabolizmanin  yavaglamasini
esas alir. Bu metot i¢in, 4 g CaCl, bir test tipiine
konur ve yaklasik olarak 1 cm kalinliginda bir
pamuk tabakasi ile {lizeri kaplanir ve yaklasik
olarak 1 cm?lik geng, sporulasyon halinde olan
yaprak veya Petri kabindan kesilmis taze fungal
pargalar pamuk lizerine yerlestirilir. Daha sonra
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bunun iizeri de ince bir pamuk tabakasi ile
kaplanarak tlipiin agz1 parafilm ile kapatilir.
Tilpler daha sonra 4-6°C’de depolanir ve
funguslarmm geri kazamimi Laviola ve ark.
(2006)’na gore yapilmis olup konu ile ilgili
detayli bilgi “Buzdolabinda saklama (-20°C)”
kisminda verilmistir.

Bu calismada, arastiricilara sunulan detayli
bilgilerin kisa degerlendirilmeleri Cizelge 2’de
sunulmustur.

Fungus Tiirlerinin Dagitim:

Ulusal ve uluslararasi kurallar biyolojik
materyallerin  dagiimim1  bir dizi kurallara
baglamistir.  Birgok hiikiimet yurt disindan
fungal 1rklarin Gzellikle bitki  patojenlerin
ithalatin1 kisitlamakta, bu ylizden arastiricilar
fungal 1wrklarin ithalatindan ve kullanimindan
once ¢ogunlukla resmi yazili izin alinmak
zorundadir. Cabuk bozulan bulasici ve bulasici
olmayan biyolojik materyallerin milli posta
servisi ile ithalat ve ihracatin1 kisitlayan kurallar
“Official Compendium of Information of General
Interest Concerning the Implemantation of the
Convention and Its Detailed Regulations-
Mikrobiyal materyallerin durumu hakkinda resmi
olarak yerine getirilmesi gereken detayli kurallar
ve genel bilgiler ” International Bureau of the
Universal Postal Union, Berne tarafindan
hazirlanmigtir (Smith, 1996). Diinyanin bir¢ok
yerlerinde  milli  postaneler  Uluslararasi
Postaneler Sendikasinin iiyesidirler ve dolayisi
ile fungal kiiltiirlerin tasinimi konusunda detayli
bilgilere sahiptirler.

CABI Bioscience UK nematodlar, bocekler,
bitki bakterileri ve funguslarin tanimlanmasi
konusunda {icret karsilig1 hizmetler sunmaktadir.
Ucretler bazi 6zel durumlar igin alinmamaktadir.
Bu konular ile ilgili detayli bilgiler CABI
Bioscience UK, Bakeham Lane, Egham, Surrey
TW20 9TY UK adresinden alinabilir.

Funguslar ile her zaman ¢alisma yapilmasi
gesitli sebeblerden dolay1 miimkiin
olmamaktadir, ya kullanilacak fungusun izole
edilmesinde karsilasilan sorunlar ya da muhafaza
altindaki funguslarin deneylerde kullanilmadan
once patojenisite testine tabi tutularak yeniden
izole edilmesi hem zaman kaybina hem de
calismalarin gereksiz yere uzamasina neden
olmaktadir. Bu konular g6z Oniinde
bulunduruldugunda funguslarin aktif
maddelerinin koruma altina alinarak yapilacak
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deneylerde amaca uygun olarak degerlendirilmesi
hem zaman kaybini 6nleyecek hem de kiiltiirler
konusunda  yukarida  belirtilen  sorunlar
yasanmayacaktir. Bunun i¢in funguslarin
bitkilerde savunma reaksiyonu olusturacak kadar
protein ve karbohidrat depolamasimi saglamak
yani onlardan elisitér elde etmek patolojik
caligmalar i¢in ¢ok dnemlidir (Dikilitas, 2003; Dr
Chris J Smith ile kisisel goriisme, 2010).

Funguslardan elisitér elde edilmesi:

Fungal izolatlar Dox veya PDA {zerinde
gelistirildikten sonra 1 cm’lik diskler alinarak
250 ml’lik konikal flasklar i¢inde hazirlanmig
olan 100 ml’ lik stvi Dox ortama aktarilir ve
fungusun  optimum  gelisme  sicakliginda
calkalayicida 6 hafta kadar inkubasyona birakilir.
Bu siire sonunda sivi ortamda gelisen funguslar
kaba filtre kagitlarindan gegirilerek misel kismi
atilir ve sivi kisim 10000g de 4°C’de 20 dakika
santrifuj  edilerek  -20°C’de  depolanarak
dondurak-kurutmaya maruz birakilir. Daha sonra
elde edilen organik kisim 200 ml saf su iginde
cozllerek 4 °C’de diyaliz edilir. Bu asamadan
sonra ham elisitor ikinci kez dondurarak-
kurutulur ve tekrar yukaridaki gibi santrifyj

edilir. Hazirlanan elisitor 5 ml’lik hacimler
halinde -20°C’de saklanarak protein  ve
karbohidrat konsantrasyonu tayin edilir ve

calismalarda kullanima hazir hale getirilir
(Dikilitas, 2003). Bu sekilde hazirlanan elisitor
patolojik  ve  biyokimyasal  ¢alismalarda
funguslarin yerine kullanilabilir.
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Cizelge 2. Funguslar1 saklama yontemlerine iliskin degerlendirmeler

Tavsiye edilen saklama

Metot Masraf Stabilite o
omri

Filtre kagidi iizerinde saklama Diisiik Iyi 2 yil
Alt kiiltire alarak saklama Diisiik Iyi 1 yil
Odun pargaciklari tizerinde saklama Diisiik Iyi 10 y1l
Tahil taneleri iizerinde saklama Diisiik Iyi 1-2 yil
Kumda saklama Diisiik Iyi 2-4 y1l
Egik agarda saklama Diisiik Iyi 2-4 yil
Agar seritler lizerinde saklama Diisiik Iyi S5yl
Mineral yag altinda saklama Diisiik Iyi 5-20 y1l
Suda saklama Diisiik Iyi 2-4 y1l
Silika jel tizerinde saklama Diisiik Iyi 5-20 yil
Toprakta saklama Diisiik Iyi 5-20 yil
Dondurak-kurutma seklinde saklama Cok Yuksek Cok iyi 10-40 y1l
Derin dondurucuda saklama (-75°C) Y uksek Cok iyi 10-15 yil
S1vi Azotta saklama Cok Yuksek Cok iyi 32.000 y1l
Buzlukta saklama (-20 °C) Diisiik Iyi 8-10 yil
Buzdolabinda saklama (4°C) Dustiik Iyi 1-2 yil
Suni dehidrasyon yontemi ile saklama Diisiik Iyi 2-3 yil
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Sonuglar:

Laboratuvar ¢aligmalari i¢in kullanilacak
funguslarin calisma yapilmadigi dénemlerde
veya gen kaynaklarininn muhafaza edilmesi
acisindan uzun siire canliligini muhazafa
ederek saklanmasi bilyiik dnem tagimaktadir.
Ancak, unutulmamasi gereken Onemli bir
husus butun fungal organizmalar igin tek ve
mukemmel bir koruma ydntemi yoktur. Bu
derlemede yer ve finansal sorunlar1 6n plana
¢ikan laboratuvar ve enstitiller igin
hazirlanmig en ucuz ve uygun metotlar,
diinyanin saygin laboratuvarlarmin giivenle
kullandig1 metotlardan secilmistir. Fungus
veya fungal materyallere c¢ok hizli ve
giivenilir  bir  sekilde ulagmak  hem
¢aligmalarin kalitesini arttiracak hem de rutin
olarak  kullanilan  mikoroorganizmalarin
yeniden temin edilmesi icin gececek sireyi
onleyecektir. Bunu saglamak igin yapilacak
en 6nemli adim onlarin giivenli bir sekilde
muhafaza edilmesinden geger. Bunun icin en
uygun muhafaza ve saklama yoéntemleri her
labaratuvar icin ayrintilart ile
degerlendirilmeli ve uygulanmalidir.  Bu
labarotuvarlarda funguslarin canliligi  ve
stabilitesi alt1 ay arayla test edilmelidir
(Espinel-Ingroff ve ark., 2004).

Ulkemizin de ¢nde gelen fakiilte ve

arastirma kuruluslarinda boyle bir
yapilanmaya giderek merkezi bir fungus
bankast olusturulmalidir. Son yillarda
Avrupanin bazi iilkelerinde
mikroorganizmalarin  gen  kaynaklarinin

korunmasi igin projeler baslatilmig ve bu
kapsamda iiyelerine ya da ilgili kuruluslara
iicretsiz olarak materyal dagitimini 3 yil gibi
kisa bir slirede bagarmis, mikroorganizmalara
iligkin tiim veriler elektronik veri tabam ile
internet  lizerinden  hizmete  agilmugtir
(Kubatova,

2010; www.vurv.cz/collections/vurv.exe/sear
ch).  Aslinda ilkelerarasi merkezi bitki
patolojisi laboratuvarlari aralarindaki
isbirligini arttirmak stiretiyle kendi hastalik
etmenleri listesini ¢ikarmali ve yeni izolatlar
karsilagtirarak ortaya c¢ikan hastaliklarin

teshisine ¢ok hizli ve saglikli sekilde
gidebilmelidir.
Kiltir bankasi olusturulurken ihmal

edilmemesi gereken bir diger husus ise,
ikinci bir kolleksiyon merkezinin bir baska
bina ya da yerde de kurularak kultirlerin
giiven altina alinmasi saglanmalidir.
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