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ÖZET

Geliştirilen bu yöntem selefolJ, .kültür tekniğinin uygun bir boyar/ıa ile birle$
tirilip, takiben süreli preparatlarımn /ıazıdanmasıdır. Colletotrıcht!m atramentarium
(B. et" Br.) Taub., Rhynchosporium secalis (Oudem.) J.J. Davis fiıngus'ları uygun
bi~ besi yeri üzerine yerleştirilen selefon diskler üzerinde gelişmeye bırakıldı. Dllha
sf)nra belirli aralıklarla alınan selefon diskler, üzerlerindeki fungus ile blrlikte perio
dik asit Schiff yöntemi veya analin mavisi ile boyanıp, eti! alkol serisi vexylol den
geçirildikten :Sonra Kanada balzamı, Euparal veya Entellan kullanılarak süreli pre
paratları yapıldı. Bu yöntem fu~gus'ların katı besi yerjnde gösterdikleri gelişmeyi
incelemede' vi'" bunların fotoğraflarımn çekilmesinde çok iyi .~o'1;uç }'ermektedir. .
Ayrıca süreli preparatlar bir referaJ1s materyali olarak da saklanabilmekıedir.

GıRıŞ

Besi yerlerinde gelişme niteliğine sahip fungus'larııi. burada gelişmeduruml'arı,

çukur lamda asılı damla yöntemi ile veya doğrudan doğruya lam üzerine alınan bir
kısım koloni parçasında incelenebilir. Çukur lamda asılı damla yönteminde boya
ma yapılamadığından bilhassa renksiz olanların görülebilmesi ve fotoğraflarının çe.
kilebitmesi son derece güç olmaktadır. Diğer taraftan lam üstüne alınan fungus bu
pida boyanaoilmesine rağmen fungus'un besi yerinden alınıp lam üstüne aktarılır·

ken doğal gelişme durumunun bozulması büyük bir mahsur oluşturmaktadır.

Bu bakımdan daha ıyi .bir yönteme ihtiyaç. duyulmaktadır.

Bazı fungus'Iann besi yeri üstüne konulan seıefon kağıtlar üLerindegelişebil

diği çeşitli araştırıcılar tarafından belirlenmıştir. Nitekim Schmiedeknecht (1956),
Colletotrichum atı amerıta.rium (B.et. Br.) Jaub'un agar ortamı üzerine yapıştırı

lan selefen kağıtta geliştiğini saptamıştır. Diğer taraftan fungus'ların ,elefon kağıt
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üzerinde geliştirilip süreli preparat durumuna getirilmesi Jones (1956) ve Atkin
son (1961) tarafından önerilen bir yöntemdir.

Bu çalışmada aınaç fungus'un besi yeriiistündeki selefon kağıtta geliştirilmesi

tekniğinin uygun bir boyama yöntemi ile koınbinasyonu ve takiben selefon kağıt1a

birlikte fungu3'un süreli preparatının yapılmasıdır.

MATERYAL ve YÖNTEM

Bu çalışmada test materyali olarak C. atramentarium ve Rhynehospor;um seca/is
(Oudem.) J.l. Davis fungus'ları kuUandmıştlr.

Piyasadan temin edilen selefon kağıtlar, üzerlerinde bulunabilecek kimya~al

maddelerden arındırılmak amacıyla yarım saat kaynatıldıktansoma bir cam levha
üstüne serilerek kurutuldular. Bu kağıtlardan i cm çapındaki mantar tıpa delicisi
ite kesilen selefön diskler içine rutubet girmeyecek şekilde etrafı aluminyum kağıtla

iyice sanlmış olan petri kabı içiı~de otoklavda sterilize edildiler. Selefon diskler
steril bir pens ile teker teker alımp petri kaplarındaki katı besi yeri üstüne altında

hava kabarcığı kalmayacak şekilde yerleştirildiler. Burada fungus'un gıda isteklerini
karşılayan besi yeri kullanıldı. Ancak işlemler süresince dışarrdan bulaşabilecek

mikroorganizmaların dan.a süratlİ gelişip aşı1adlğımız fungusun gelişmesini bastı

rabilme tehlikesini azaltmak amacıyla besi yerindeki gıda maddeleri oranları belirli
düzeyde düşürüldü. Şöyleki C. atrameııtarium için patates desktroz agarı (PDA)
1 PDA: 4 SA (su agarı) oranında ve R. seealis için lima fasulyesi agarı (LBA) i LBA:
3 SA oranında su agarı ile karıştırılarak hazırlandı. Aşılama işleminde mikro pi
petin her damlasında LO-IS konidi' olacak şekilde ayarlanan spor süspansiyonla
rından her selefon diske bir damla damlatıldı. Her fungus için ayrı ayrı hazırlanan

petri kaplan bunların en iyi geliştiği sıcakhk derecesine (C. atran:entarium için 26'C
R. seealis için 17°C) ayarlı ınkubatorlere konuldu. Bundan sonrabelirli aralıklarla
selefondiskler steril bir pens ile dikkatlice besi yerinden almarak fikse edilmek
üzere FAA içine konuldular. Buradan alınan selefon diskler üzerlerinde bulunan
fungus'un boyanması için aşağıda gösterilen boyama yönt~mlerinden birisin<len,
süreli peparatları yapılmak istenenler de boyamayı takiben üstlerindeki suyun
ve sonra da alkolün a" nması için alkol ve xylol serilerinden geçirildiler. Son ola
rak xylolden alman her bir selefon disk üstüne damlatılan Eupaxal, Kanada
baIzamı veya Entellan içine yatmlıp, üzerleri lamel ile kapatılarak süreli preparat
durumuna getiriIdiler. Periodik asit Schiff yöntemi ile boyananların fofoğrafları

nın çekilmesinde yeşil filitre kullanıldı.

Analin mavisi Yöntemi Süre

1. Analin mavİsi 15 dk

2. Damıtık su Fazla boya akıtılıncaya kadar
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Period ik asit Schiff Yöntemi

1. Periodil asit (i;; 1) 5 dk

2. Damıtık su , 5 dk

3. Decolorised bazik fuksin ' 5 dk

4. Potasyum metabisulfit(1;; ıo} 5 dk

5. Daırutık su , ".. , .. 5 dk

Suyun ve alkotün aLınması .

r. Eti! alkol (% 40) _ ,.. 5 dk

2. Etil alkol (i;; 70) - 5 dk

3. Absolut etil alkol 5 dk

4. Absolut etil alkol T Xylol (l :l) ıo dk

5. Xylol _ " ıo dk

6. Xylol , LO dk

FAA 90 ml % 50 etiI alkol --;- 5 mı glasial asetik asit + 5 ml formalin (Purvis ve
arkadaşları, 1963); Analin ~avisi eriği 1 gr analin mavisi ıoo ml i;; 85 etil alkol
(Vardar, 1962) terkibinde hazırlandı. Periodik asit Schiff Preece (1959) 'un geliş

tirdiği" bir boyama yöntemidir.

SONUÇLAR \'e TARTIŞMA

C. Gtramentarium, R. seca/is besi yerleri üstüne yapıştırılan selefon diskler
üzerinde n,ormal bir gelişme göstermiştir. Konidi'lerin çimlenmesi ile başlayan

gelişme süreçleri içindeki çeşitli dönemlerde alınan örneklerin boyanıp incelenmesi
sonucu bu fungus'tarın besi yerlerinde gösterdikleri gelişmenin her kadarnesinin
kolayca ve net olarak takip edilebileceği ve incelenebileceği görülmüştür. Analin
mavisi ile boyananlarda renk mavi, Periodik asit Schiff yöntemi ile boyama sonucu
re.nk kırmızı olmaktadır. Her iki boyamada da selefon disk biraz boyanınakta ise
çle fungus'ların çeşitli organları hemen hemen ayni düzeyde selefon diskten çok
daha koyu bir renkte boyanmaktadır. Periodik asit Schiff boyama yöiltemi daha
iyi sonuç vermektedir. Her iki boyama sonucu hazırlanan süreli preparatların fo
toğrafları- net olarak çekilebilmekte, "ançak Periodik asit Schiff ile kırmızıya bOya
nan fungus'un yeşil filitre ile çekilmesi çok daha iyisonuç vermektedir.

Geliştirilen bu yöntem fungus'ların katı besi yerlerinde. gösterdikleri gelişme

menin net bir şekilde fotoğraflarla tespit edilmesine ek olarak süreli preparat du
rumunda her zaman için incelenebilecek bir referans materyali olarak saklanabil
mesini de sağlamaktadır. Bu yöntemin besi yerlerinde gelişme gösterebilen diğer

fungus'larda da uygulanabileceği sanılmaktadır.
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SUMMARY

A METHOD FOR OBSERVING AND PHOTOGRAPHING THE DE
VELOPMENT OF FUNGI ON SOLID MEDJUMS

The method deseribed is the eombination of ıl cellophane culture technique
witha staiııihg method and then the preparation of permanent mounts. 'The fungi

. f
Ce/letotrichum atramentarium (B. et BL). Tııub., RhyııchosporiumsecaHs (Oudem.)
J.J. Davis ate grown on cellophane discs pIaeed on a suitable medium. Then the cel
lophane discs with their fungus colony are carefulIy Iifted from the surface of the

, medium and stained with Periodic acid Schiff method or analin blue. For the pre
paratian of permanent mounts theyare passed through graduated series of ethyl
alcohol and transfered ·to xYloL. Then theyare mounted: on microscope slides'İn
Canada ba1sam. Eupara1 or Entellen. .'

This technique perrnit the preparation of permanen-t môuuts r-etaıning diagnos
tic characteristics of spore stages and mycelium besides giving an opportunity of
observing and photographing the development of a fungus on cultiıre mediums.
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