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OzZET

Amag: Anaerobik gut funguslarinin (AGF) kiltire alinmasi ve uzun slreli muhafazasi 6zellikle aerobik
mikroorganizmalar ve prokaryotik gut mikrobiyom ile karsilastirildiklarinda goreceli olarak dusuk verimlidir. Anaerobik
kosullar altinda yapilan bu muhafaza isleminde hucre yapilarinin disik sicakliklarda uzun sireli korunmasi amaciyla
gliserol, dimetil stlfoksit (DMSQ), kan serumu, polivinilpirolidon (PVP) ve sorbitol gibi kriyoprotektanlar kullanilir.
Materyal ve Metot: Bu calismada farkli enerji kaynaklar (bugday samani, sikroz, dekstroz, ksiloz ve glikoz)
kullanilarak dag kegisi digkisindan izolasyonu ve saflastiriimasi yapilan Caecomyces GMLF77 izolati ile kultur
koleksiyonundan temin edilen Orpinomyces GMLF18 izolati 6 aylik sureyle egik agar ve Roll tiip agar besi yerlerinde
farkh sicaklik kombinasyonlarinda muhafaza edilmis ve izolatlarin yagsama oranlari analiz edilmigtir.

Bulgular: Caecomyces GMLF77 izolati en yiksek yasama oranini (%67) ksiloz igeren egik agar icerisinde %15
gliserol varliginda dogrudan —-196 °C’de (sivi azot) muhafazaya alindiginda géstermistir. Orpinomyces GMLF18 ise
glikoz iceren egik agarli besi yerinde, 6 aylik siireyle 6n sogutmasiz —196 °C’de muhafazasinda %83 yasama orani
gostermistir. Diger taraftan her iki izolat da kullanilan tim besi yeri ve enerji kaynaklarinda 4 °C’de 6n sogutmaya tabi
tutulduklarinda yasama sansi bulamamislardir.

Sonug: Sonuglar fungal izolatlarin sivi azota aktariimadan 6énce 6n sogutma islemine tabi tutulmalarinin uzun sireli
yasama oranlarinin artirlmasina énemli bir katki saglamadigini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Agar, anaerobik gut fungus, kriyoprotektan, mikrobiyal muhafaza, sivi azot.

ABSTRACT

Objective: Culturing and long term storage of anaerobic gut fungi (AGF) is a more challenging process compared to
aerobic and prokaryotic gut microbiome. For prolonged storage, carried out under anaerobic conditions, various
cryoprotectans such as glycerol, dimethyl sulfoxide (DMSO), blood serum, sorbitol, and polyvinylpyrrolidone (PVP)
are widely used to protect the cell from possible damages of freezing.

Materials and Methods: Caecomyces GMLF77 was isolated and purified from wild goat feces using various energy
sources (wheat straw, sucrose, dextrose, xylose and glucose), and Orpinomyces GMLF18 was obtained from the
culture collection. Both isolates were stored in agar slant and Roll tube agar media at different temperature
combinations until 6 months and later survival rates of the isolates were analyzed.

Results: The isolate Caecomyces GMLF77 showed the highest survival rate (67%) when it was grown in the agar
slant medium containing xylose as sole energy source and stored directly at —196 °C (liquid nitrogen) under the
preservation of 15% glycerol. The isolate Orpinomyces GMLF18 showed survival rate of 83% after the six-month
storage period when it was grown in agar slant medium containing glucose as sole energy source and kept at —196
°C without any precooling. No survival was observed for both isolates when they were treated at 4 °C, regardless of
medium type and energy source used in the experiment.

Conclusion: The results suggest that precooling of fungal isolates in low temperatures just before long-term storage
in liquid nitrogen has no remarkable positive effect on their survival rates.

Keywords: Agar, anaerobic gut fungi, cryoprotectan, microbial preservation, liquid nitrogen.
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GIRIS

Mikoplazma, bakteriler, arkea, protozoanlar ve
funguslar gibi mikroorganizmalarin izolasyon ve
saflastinlma asamalarindan sonraki en énemli husus
uzun sireli canlihklari koruma amacgh muhafaza
edilmeleridir. Herhangi bir mutasyona ve genetik
varyasyona ugramadan mikroorganizmalarin saf kiltir
seklinde ve temel niteliklerini  kaybetmeden
korunmalari hayati bir konudur. Kiltirlerin saf olarak

ozelliklerini  koruyabilmeleri ve daha uzun sureli
canlihklarini  koruyabilmeleri agisindan  muhafaza
kosullarinin iyilestirilmesi 6nem arz etmektedir.

GUnumizde kilturlerin guvenli bir sekilde muhafaza
edilebilmeleri icin kisa sireli ve uzun sureli saklama
yontemleri kullaniimaktadir. Kisa sireli saklama
uygulamalari en yaygin ve en basit yontem olan
dongusel alt kiltire alma, sivi parafin altinda saklama
ve damitilmis su icerisinde saklama seklinde
siralanabilir (Ekinci ve ark., 2006; Oztirk ve ark. 2015).
Bu yontemlerin goreceli kolay uygulanabilir ve
ekonomik olmasina karsin, sureklilik gerektirmesi ve
bulagi riski altinda bulunmasi gibi nedenlerle 6nemli
dezavantajlari da bulunmaktadir (Oztirk ve ark. 2015).
Diger taraftan hucrelerin dondurulmasi ve kristalize
formdaki hicre i¢i sivinin vakum altinda sibliminasyon
ile ortamdan uzaklastiriimasi (liyofilizasyon) (Morgan
ve ark. 2005) ve diUsUk sicakliklarda korunma
(kriyoprezervasyon) yontemleri ise son yillarda en
yaygin olarak kullanilan uzun sireli mikroorganizma
muhafaza yontemini olusturmaktadir (Patapoff ve
Overcashier, 2002; Comlekgioglu ve ark., 2008; Clark
ve Stensvold, 2016). Ozellikle liyofilizasyon olarak
adlandirilan dondurarak kurutma, temel anlamda
prokaryotik  mikroorganizmalarin  genis  kiltsr
koleksiyonlarini depolamak, tasimak ve uzun surel
muhafaza etmek igin tercih edilen yéntemdir (Morgan
ve ark. 2005).

Mikroorganizmalarin  hicre  yapilarinin  saklama
kosullarindan etkilenmemesi icin koruyucu kimyasallar
kullanilmaktadir. Bu kimyasallar igerisinde yaygin
olarak kullanilmakta olan gliserol, dimetilsulfoksit
(DMSO) ve polietilen glikol (PEG) gibi
kriyoprotektanlar hicre icerisine de girerek donma
zararina karsi hiicre bitinligini hem icerden hem de
disardan korurken, sakkaroz, glikoz, sorbitol, mannitol,
dekstran ve nisasta gibi maddeler koruyuculuklarini
sadece hicre disindan sergilemektedirler (Korbutt ve
ark. 1997). Bu aditifler icerisinde anaerobik gut
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funguslart  (AGF)'nin  okaryotik hicre yapilarinin
korunmasi amaciyla en yaygin olarak kullanilanlari ise
molekiler agirhigr (MW) g92.09 olan ve goreceli daha
yavas bir hiicre penetrasyonuna sahip gliserol ile disuk
molekiler agirlikl (MW=78.13) ve hicre penetrasyonu
30 dakikadan daha kisa siren DMSO'dur (Yarlett ve
ark., 1986).

AGF'nin ilk olarak kiltire alinmalari 1975 yilinda Orpin
(1975) tarafindan gergeklestirilmistir. AGF, ruminantlar
basta olmak Uzere bir¢cok herbivor ile baz
stringenlerin sindirim sisteminde yasam alani bulurlar
(Davies ve ark., 1993; Atanasova-Pancevska,
Kungulovski, 2018). Ginimuize kadar 20 cinsi rapor
edilmis olan ve enerji gereksinimi igin mitokondri
yerine hidrojenozom iceren (Yarlet ve ark. 1986;
Yazdi¢ ve ark., 2021) bu mikroorganizmalarin hemen
tamamina yakininin ortak 6zelligi hayvanlar tarafindan
alinan bitkisel biyokiutlenin di(mono)merlerine kadar
enzimatik ve kismen fiziki olarak parcalanmasi oldugu
bilinmektedir (Joblin, 1989; Ekinci ve ark. 2006; Hooker
ve ark., 2018). Genis yelpazeli endistriyel dneme sahip
enzimatik sistemleri (Akyol ve ark., 2009) nedeniyle
hayvan besleme dahil ginimiz biyoteknolojik
calismalarinda (Ozkose ve ark., 2009) yogun olarak
kullanilan  bu  mikroorganizmalarin  uzun  sireli
muhafaza edilmeleri konusu her gegen giin dnemini
biraz daha artirmaktadir (Chetverikova 2009; Solomon
ve ark., 2016).

AGF in vitro sartlarda kullanilan besi yerindeki karbon
kaynaginin yapisina bagh olarak (glikoz, ksiloz gibi
suda eriyebilir hazir enerji kaynaklari kullanildiginda
daha kisa olmak Uzere) 8-32 saat siren bir hayat
déngusine sahiptir (Lowe ve ark. 1987; Ozkose ve
ark.2001). AGF'nin in vitro sartlarda ideal kultir
sicakhigi 39 °C'dir ve bu sicaklikta uzun sireli kiltire
alinabilmeleri i¢in 2-5 ginlik sureler igerisinde yeni
besi yerlerine aktarilmalari gerekir. Bu islem
yapilmadigi durumlarda karbon kaynaginin azalmasi,
metabolik faaliyet sonucu agiga ¢ikan gazlar nedeniyle
ortam basincinin  yiUkselmesi ve en &nemlisi pH
seviyesinin dismesi gibi nedenlerle funguslarin yasam
kistaslari 6nemli 0Ol¢ide kisitlanmakta ve sonunda
koltur 6limU gerceklesmektedir (Milne ve ark., 1989).
Diger taraftan bazi monosentrik Greme sistemine sahip
fungal izolatlarin 7 aya kadar enerji kaynagi olarak sisal
iceren bazal besi yerlerinde 39 °C'de alt kiltire
alinmadan  yasamlarini  surdirebildikleri  rapor
edilmistir (Joblin 1981). Benzer sekilde polisentrik
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Ureme sistemine sahip Anaeromyces sp EO12 susunun
yaklasik 2 ay kadar benzer sartlarda canliligini
koruyabildigi bilinmektedir (Brookman ve ark., 2000,
Ozkose, 2001). Anaerobik fungal cinsler icerisinde yer
alan ve kiresel rizodial yapiya sahip Cyllamyces sp. ve
Caecomyces spp'ye ait bireyler digerlerine gore disuk
sicaklikta muhafaza sonrasi  canlandirmalarinda/
aktiflestiriimelerinde  disik  canliik  oranlarina
sahiptirler (Ozkose, 2001; Nagpal ve ark. 2012). Bu
cinslerin kiltur koleksiyonlarindaki canlilik oranlarini
arttirmak amaglh sinirli sayida yapilan ¢alismalarda -70
°C'de en iyi saklama ydntemi %10 gliserol ile saklama
olarak onerilmistir. Bunu %10 DMSO ve %10 etilen
glikol takip etmistir. Ancak bitin bu ¢alismalar yine
diger cinsler arasindaki canllik oraninin altinda
kalmakta ve yine diger cinslere oranla daha kisa zaman
diliminde canh kalabilmektedirler (Nagpal ve ark.

2012). Neocallimastix patriciarum, kriyoprotektan
olarak %5 DMSO iceren sivi ortamda basaryla
muhafaza edilebildigi daha onceki calismalarda

gosterilmistir (Orpin ve Bountiff, 1978). Bu cinse ait
muhafaza calismalarinda —-8o °C'de uzun sureli
muhafaza test edilmis ancak fungusun sadece sivi azot
ile uzun sireli muhafazada basari elde edilebildigi
rapor edilmistir (Yarlett ve ark., 1986). Rumenin iki
onemli Okaryotik mikrobiyal grubunu olusturan
protozoa ve AGF'nin in vitro kosullarda uzun sureli
muhafazalar diger gruplarn olusturan okaryotik
mikroorganizmalara gore ¢ok daha problemlidir
(Campbell ve ark., 2020). Gerek AGF gerek protozoa
grubu icin heniz etkin bir uzun sireli muhafaza
yéntemine ait protokol olusturulamamis olup, 6zellikle
funguslar icin kullanilan protokoller ise ok cesitli
etkinlikler gostermektedir. Bu nedenle bu calismada
kiresel (bulbous body) rizodial sisteme sahip
Caecomyces sp GMLF77'nin izolasyonu, saf kiltirinin
elde edilmesi, putatif olarak tanimlanmasi yapilmis ve
on sogutma ile iki farkl agarli besi yerinin disiUk

sicakliklarda uzun sireli muhafaza kosullarinin
optimize edilmesindeki etkinliginin  arastirlmasi
hedeflenmistir. Uzun sireli muhafaza sartlarinin

belirlenmesi asamasinda misel yapisinda bir rizoidal
tallus sistemine sahip olan ve polisentrik Ureme
ozellikleri gosteren Orpinomyces sp GMLFa8 ile birlikte
arastirmaya tabi tutulmustur. Boylece kiresel rizoidal
sisteme sahip fungal izolat ile misel/filament formunda
rizoidal yaplya sahip izolat arasinda uzun sureli
muhafaza yontemlerinin karsilastirlmasina olanak
saglanmistir. Ayni zamanda anaerobik funguslarin
muhafaza altina alinmasi sirasinda kullanilan 6n
sogutma islemine tabi tutulmus dondurulma yontemi
ile muhafazanin  funguslar  aktiflesme  oranlari
Uzerindeki etkileri de arastiriimis ve bdylece optimum
sire ve optimum sicaklk ile kullanilan fungal

kiltirlerin uzun sireli canli kalabilme yeteneklerinin
belirlenmesi hedeflenmistir.

MATERYAL VE METOT

Anaerobik Gut Funguslarinin
Saflagtirilmasi ve Kijltir Sartlari

izolasyonu,

KSU Ziraat Fakiltesi Zootekni B6lumu, Biyoteknoloji
ve Gen Miuhendisligi Laboratuvari (BIGEM) digki
koleksiyonunda bulunan Kahramanmaras'in Andirin
ilcesi kirsalindan toplanmis dag kegisi digkisi fungus
izolasyon kaynadgr olarak kullanilmistir.  Fungal
izolasyon asamasinda Orpin‘in (1976) anaerobik besi
yerlerinde bugday samani, sukroz, dekstroz, glikoz
veya ksiloz (5 g/L) tek enerji kaynagi olarak kullanilmig
(kati besi yerlerine %1 agar eklenmistir) ve CO, akimi
altinda kultir tUplerine aktarilmistir (Theodorou ve
ark., 1994). izolat kati besi yeri olan ve enerji kaynagi
olarak ksiloz iceren Roll tip metodu kullanilarak
saflastirilmis (Joblin, 1981) ve bu izolat GMLF77 olarak
adlandinlmistir. GMLF77 icin yapilacak olan deneysel
calismalarda karsilastirma yapabilmek amaciyla yine
BIGEM fungus kiltir koleksiyonunda (sivi  azot
icerisinde) yer alan ve putatif sekilde Orpinomyces
olarak tanimlanmis filamentli tallus yapisina sahip
GMLFa8 izolati kullanilmigtir.

GMLFa8 izolatinin aktiftestirilmesi

izolatlarin  dondurulma ve tavlama iglemleri
Comlekcioglu ve ark. (2008) tarafindan rapor edilmis
olan metodoloji kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu
asamada GMLF18 izolati sivi azottan cikartildiktan
sonra yavas tavlama (buz icerisinde bekletilerek)
seklinde ¢6zUndurilmistir. Daha sonra CO, akimi
altinda kriyoprotektan olarak kullanilan gliserol
enjektor yardimi ile alinmis ve fungal hicreler enerji
kaynadi olarak glikoz iceren anaerobik sivi besi
yerlerine aktarilmistir. Olasi  mikrobiyal bulasiyi
engellemek amaciyla kiltir sartlari ve inokilasyon
prosedurlerinde gerekli dnlemler alinmistir (Brookman
ve ark., 2000).

Uzun sireli muhafaza deneme deseni

Uzun siireli muhafaza yonteminde Roll tUp agar ve egik
agar ile birlikte kullanilmak Uzere hazirlanan ve enerji
kaynagi olarak sirasiyla ksiloz ve glikoz iceren besi
yerlerine GMLF77 ve GMLFa8 izolatlari inokile edilerek
39 °C'de 24 saat sireyle Hungate tiplerinde (125x16
mm, Bellco Glass Inc., USA) inkibe edilmistir.

inkibasyon sonunda egik agar ve roll tip agar
denemelerinde her bir ornek hatti icin 24'er adet
kriyoviyal tip (4 muhafaza siresi x 6 tekerrir) %ag
gliserol  (Solomon ve ark., 2016) kullanilarak
muameleye alinmistir. Bu érnekler ya dogrudan —20 °C,
-80 °C ve —196 °C'de (sivi azot — LN,) muhafazaya tabi
tutulmus ya da dort farkh asamali sogutma ile
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Uzun sureli saklama kosullarini belirlemek Gzere planlanan deneme deseni. Her bir izolat (GMLF77 ve GMLF18) icin

Sekil 1.
kurulan deneme hattinda 2x4x6 (agar ¢esidi x muhafaza siresi x tekerrir) = 48 adet kriyoprotektan (%215 gliserol)
iceren kriyoviyal tup kullanilmistir.

Figure 1. Experimental design planned for long-term storage conditions. In the experimental line established for each isolate

(GMLF77 and GMLF18), 2x4x6 (agar type x storage period x repeats) = 48 cryovials including cryoprotectant (15%

glycerol) were used.

muhafazaya tabi tutulmustur. Bu asamalarda 6rnekler;
) —20 °C’'de 1 saat soutulup —8o °C’'de muhafaza
edilmis; 1) —80 °C'de 1 saat sogutulup sonra —196 °C'de
muhafaza edilmis; 1) —20 °C’de 1 saat sogutulup —196
°C'de muhafaza edilmis; v) sirasiyla —20 °C ve 8o
°C'de 1'er saat sogutulup -196 °C'de muhafaza
edilmistir (Sekil 1). Muhafaza sireleri her bir drnek
hatti icin 1 hafta, 2 hafta, 3 hafta ve 6 ay olarak
uygulanmistir.

Her bir muhafaza periyodundan (1 hafta, 2 hafta, 3
hafta ve 6 ay) sonra soguk muhafaza ortamindan
¢ikarilan kriyoviyal tUpler (6'sar adet) buza konularak
oda sicakhiginda ¢6zdirilmUstir (yavas ¢ozinme).
C6zUnmis olan GMLF77 izolati enerji kaynagi olarak
ksiloz, GMLF18 izolati ise glikoz iceren sivi besi
yerlerine (ortamdaki kriyoprotektan madde
uzaklagtinildiktan sonra) karbondioksit akimi altinda
0ze kullanilarak aktarlmistir. Anaerobik funguslarin
optimum gelisim gosterdigi 39 °C'de inkibatére
birakilan &rneklerin gelisimleri 14 gun sireyle ters
(inverted) mikroskop (SOIF XDS-1B) kullanilarak
gozlemlenmistir (Theodorou ve ark., 1994).
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BULGULAR

GMLF77 izolatinin izolasyonu asamasinda 5 farkl enerji
kaynagi (bugday samani, sikroz, dekstroz, glikoz veya
ksiloz) kullanilmis ve izolatin optimum gelisim ve
Uremeyi besi vyerlerinde ksiloz  kullanildiginda
gerceklestirdigi belirlenmistir. izolat en zayif metabolik
faaliyeti ise besi yerlerinde enerji kaynagi olarak sikroz
kullanildiginda gostermis, hatta uzun sireli sUkroz
iceren besi yerlerinde alt kiltir ¢alismasi yapildiginda
izolatin gelisiminin olduk¢a yavaslamasi ve kiltirin
kaybedilme riskinin ortaya ¢ikmasi s6z konusu
olmustur. Fakat doniusimli olarak sikroz-dekstroz
veya sukroz-glikoz ya da stkroz-ksiloz gibi sirali kiltor
cahsmalar yapildiginda izolatin normal gelisimine
devam ettigi gozlemlenmistir. Besi yerlerinde suda
erimeyen enerji kaynag olan bugday samani
kullanildiginda ise metabolik faaliyetin  minimum
oldugu ve gelisimin goreceli olarak zayif oldugu
belirlenmistir. Ayni zamanda enerji kaynagi olarak
bugday samani kullanildiginda GMLF77'ye ait gelisim
incelenmis ve populasyonda zoospor salinimi
gozlemlenememigken, enerji kaynadi olarak ksiloz
bulunan besi yerinde ise yaygin bir zoospor salinimi
gozlemlenmistir (veri gosterilmemistir). Bu nedenle
arastirmada GMLF77 izolatinin kiltir calismalar ve
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uzun sireli  muhafazalart  denemelerinde  besi
yerlerinde enerji kaynagi olarak ksiloz kullanilmigtir.

GMLF77 izolatinin ag seklinde filamentli yapida degil
kiresel rizoidal yapida tallus formuna sahip olmasi,
zoosporlarinin ¢cok kamgili olmasi, her bir tallus igin bir
adet kese boynu ve bir adet zoospor kesesi icermesi
gibi temel morfolojik 06zelliklerinden dolay! putatif
olarak Caecomyces olarak tanimlanmistir (Sekil 2).

Orpinomyces GMLFa8 izolati sivi azottan ¢ikarildiktan
sonraki kiltir calismalarinda besi yerlerinde dekstroz,

a
Sekil 2.

sukroz, ksiloz, glikoz ve bugday samani olmak Uzere 5
farkh enerji kaynadi kullaniimistir. Arastirmanin ilk
asamalar olan kiltire alistirma doéneminde (5-6 alt
kiltir) kullanilan bu enerji kaynaklarinin tamaminda
GMLFi18 izolatinin  benzer biyime aktivitesi
gostermesi (veriler gosterilmemistir) ve agarli besi
yerlerinde kullanim kolayli§i nedeniyle glikoz enerji
kaynadi olarak belirlenmistir. Dolayisiyla arastirmanin
sonraki asamalarinda (kiltire alma ve uzun sireli
muhafaza denemeleri) GMLF18 izolati icin besi

yerlerinde enerji kaynagi olarak glikoz kullanilmistir.

GMLF77 izolatinin farkli enerji kaynaklari iceren besi yerlerindeki gelisimini 6rnekleyen mikroskobik gorintiler.

Enerji kaynagdi olarak ksiloz iceren besi yerinde gelisim (a), glikoz iceren besi yerindeki gelisim (b), dekstroz iceren
besi yerindeki gelisim (c) (100 x 0.25 SOIF XDS-1B ters mikroskop gorintusu).

Figure 2. Exemplified microscopic images of the isolate GMLF77 growing on the media containing various energy sources. Xylose
(a), glucose (b), and dextrose (c) as sole energy sources (100 x 0.25 SOIF XDS-1B inverted microscope image)

Sekil 3. Enerji kaynagi olarak ksiloz iceren Roll tip agar
tiplerinde GMLFy7 izolatinda 48 saat sonunda
gelisim gozlenmeye baslamigken (a), glikoz iceren
besi yerinde inkibe edilen GMLF18 izolatinda ilk
koloni gelisimi 24 saatin sonunda gergeklesmistir (b).

Figure 3. In Roll tube agar tubes containing xylose as an energy
source, the GMLF7y isolate started to grow at the end
of 48 hours (a), while the first colony development in
the GMLF18 isolate incubated in the medium
containing glucose was observed at the end of 24
hours (b).

Fungal gelisimi belirlemek amaciyla Caecomyces
GMLF77 ve Orpinomyces GMLF18 izolatlari enerji
kaynagi olarak sirasiyla ksiloz ve glikoz kullaniimis olan
roll tUp agara ekimleri yapilmis, 39 °C'de koloni gelisimi
gorilene kadar inkibasyona birakilmistir. Mevcut
calisma kapsaminda izolasyonu ve saflastiriimasi
gerceklestirilmis olan GMLF77 izolati icin 48 saatlik
inkibasyon sonrasi koloni gelisimi gozlemlenmisken
(Sekil 3a), GMLF18 izolati i¢in daha hizl bir gelisim s6z
konusu olmus ve 24 saatin sonunda koloni gelisimi
gozlemlenmistir (Sekil 3b). Bu durum ayni sekilde
izolatlar egik agar icerisinde kiltire alindiklarinda da
gozlemlenmistir.

Farkh Sicakliklardaki Muhafaza Sonuglar

Fungal izolatlarin muhafaza sicakligi olarak —20 °C, 80
°C ve -196 °C ile bu sicakliklarin dort farkli
kombinasyonu denenmistir. Bu diUsuk sicakliklarda 1
hafta, 2 hafta, 3 hafta ve 6 ay sireyle muhafaza edilen
izolatlar yavag c¢ozinme ile ¢6zdUrGlmis (her bir
deneme icin 6 kriyoviyal tipin tamami) ve GMLF77
izolati ksiloz iceren, GMLF18 izolati ise glikoz iceren sivi
besi yerlerine aktarilmistir. Deneme hatasini mimimize
etmek amaciyla her birinden 2 tipe aktarim yapilmis
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olan izolatlar 39 °C'de inkibe edilmistir. inkibasyon
siresince tUm tipler gunlUk olarak mikroskop
yardimiyla incelenmis ve pozitif tUpler belirlenmistir.

inkibasyonun 14. gininde hala fungal geligim
gozlenemeyen tipler negatif (aktiflesme
gerceklesmeyen) olarak degerlendirilmistir.

Caecomyces GMLF77 izolati, muhafaza sicakliginin —20
°C oldugu ve bu sicaklikla baslayan tim sicaklik
kombinasyonlarinda yasama sansi bulamamis sadece
—20 °C ve sonrasinda —196 °C'ye aktarildiginda 1. hafta
sonunda %a7'lik zayif bir aktiflesme s6z konusu
olmustur. Muhafaza sicakhigi olarak dogrudan —196 °C

kullanilmasi  durumunda ise %67 ile en yiksek
aktiflesme  orami  gdzlemlenmistir.  Orpinomyces
GMLF18 izolati ise 1 haftalik muhafaza sirecinde
kullanilan tim sicakhklar ve sicaklik

kombinasyonlarinda yasama sansi bulmustur. Bu
izolatin en yUksek aktiflesme orani (%100) ise kiltirin
dogrudan —196 °C'ye aktariimasi ve bu sicaklikta
muhafaza edilmesi durumunda elde edilmistir.
Orpinomyces GMLF18 izolati icin de GMLF77 izolatina
benzer sekilde, dogrudan —20 °C'ye aktariima ve —20°C

on sogutma ile baslayan muhafaza sicakliklari deneme
sonunda olcilen aktiflesme oranlar, —20 °C ve
sonrasinda -196 °C'ye aktarma haric, en disik
seviyede gergeklesmistir (Cizelge 1, Cizelge 2). Calisma
kapsaminda ©n sogutma olarak 1 saatlik 4°C
(buzdolabi sicaklig) muamelesi de denenmis fakat
hi¢bir kombinasyon ve muhafaza sirecinde her iki
izolat icin de aktiflesme gergeklesmemistir (veri
gosterilmemistir).

Egik Agar Uzerinde Uzun Sireli Muhafaza

Egik agar teknigi ile muhafaza  sonuglan
incelendiginde,  hichir ~ 6n  sogutma islemi
uygulanmadan -196 °C'de 1 haftalik muhafazadan
sonra GMLF77 ve GMLFa8 izolatlarina ait aktiflesme
oranlari sirasi ile %67 ve %100 olarak belirlenmistir.
Diger yandan dogrudan —20 °C'ye aktarilmis drnekler
ile —20 °C'de 6n sogutma yapilip —80 °C'de muhafaza
edilen ve egik agar Uzerinde kiltire alinmis olan
GMLF77 izolatinda deneme sirelerinin higbirinde
akliflesme / canllik gorilmemistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Egik agarda farkl surelerde disik sicakliklarda muhafazadan sonra aktiflestirilen GMLF77 ve GMLF18'in enerji
kaynagdi olarak sirasiyla ksiloz ve glikoz bulunan besi yerlerindeki yasama oranlari (---: Aktiflesme negatif).

Table 1.

Survival rates of the isolates GMLF77 and GMLF18, activated after storage at low temperatures for different periods of

time in the agar slant, in media containing xylose and glucose as energy sources, respectively (---: No resuscitation)

EGIK AGAR
GMLF77 GMLF18
(Enerji Kaynag Ksiloz) (Enerji Kaynag Glikoz)

Saklama Siireleri 1. Hafta | 2. Hafta 3. Hafta 6. Ay 1. Hafta | 2.Hafta 3.Hafta 6. Ay
Dogrudan -20 °C — — — — %33.3 — — —
Dogrudan -80 °C %]16.6 %33.3 %50 %16.6 %33.3 %66.6 %50 %33.3
Dogrudan -196°C %66.6 %50 %50 %066.6 %100 %66.6 %66.6 %83.3
-20 °C’°den -80 °C — — — — %16.6 %16.6 %16.6 —

-80 °C’den -196°C %33.3 — %33.3 — %66.6 %33.3 %50 %33.3
-20 °C’den -196°C %]16.6 — — — %50 %]16.6 — —

-20 °C’*-80°C ve -196°C | — — — — %33.3 %33.3 %33.3 —

iki haftalik muhafaza sirecinin sonunda —20 °C'de
muhafaza edilen GMLF77 ve GMLF18’e ait 6rneklerin
hicbir tekerririnde canllik gdzlemlenmemistir. On
sogutma islemi yapilmamis ve dogrudan —196 °C'de
muhafaza edilen her iki ornek igin kullanilan 6
kriyoviyal tUpten yapilan aktiflestirme sonucunda
GMLF18 izolatinda %67 aktiflesme séz konusu iken,
GMLFy7 izolatinda %50 oraninda gelisim belirlenmistir.
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Egik agar yontemi ile yapilan 3 haftalik muhafaza
sUresinin sonunda GMLF77 izolatinin aktiflesme orani
diger haftalarla karsilastirldiginda —8o °C'de arttig
ancak en yuksek yasama oranina ise izolatin 6n
sogutma islemi yapmadan dogrudan -196 °C'ye
alindigi ve bu sicaklikta muhafaza edildigi durumda
gerceklestigi belirlenmistir (Cizelge 1).
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GMLF18 ve GMLFy7 izolatlarinin ayni deneme
deseninde 1 aylik ve 3 aylik uzun sireli muhafaza
sonucu yasama oranlarinin 3 haftalik muhafaza
sonuglari ile paralel gerceklestigi belirlenmistir (veri
gosterilmemistir). Egik agarda 6 aylik muhafaza siresi
sonunda en vyiksek aktiflesme orani GMLF77 ve
GMLF18 izolatlari igin sirasi ile %67 ve %83 ile 6n
sogutma uygulanmadan —196 °C 'de muhafaza edilen
kriyoviyallerde gozlemlenmistir. Her iki izolat igin de
—-20 °C ve 6n sogutmada —20 °C'nin kullanildigi tom
kombinasyonlarda, GMLF18 icin bazi istisnalar disinda,
aktiflesme oraninin en disik seviyede gerceklestigi
tespit edilmistir (Cizelge 1). EgJik agar denemesi
dederlendirildiginde genel olarak uzun sireli muhafaza
isleminde basari yuzdesi olduk¢a disik olan GMLF77
izolati ve diger izolat GMLF18 icin en uygun muhafaza
yonteminin dogrudan —196 °C uygulamasi oldugu
belirlenmistir.

Roll Tip Agar Uzerinde Uzun Sireli Muhafaza

Roll tip yonteminde agar iceren besi yerleri kiltir
tUplerinin i¢ yizeyinde goreceli ince (ca 0.5 mm) bir

tabaka olusturmasi ve fungal gelisimin temel olarak
agar yuzeyinde gerceklesmesi nedeniyle egik agar
metodundan ayrilmaktadir. Bu farkliligin funguslarin
uzun sireli disUk sicaklikta muhafaza kogsullarinda
yasama oranlarina olasi etkisi de bu calisma
kapsaminda arastinlmistir. Bu amagla asamali olarak
disik sicakliklarda tutulan her iki fungal izolat egik
agarda yetistirilen izolatlar ile ayni deneme modeline
tabi tutulmus (Sekil 1) ve ayni periyotlarda yeniden
aktiflestirme  denemeleri ~ gergeklestiriimistir.  Bu
yontemle farkli 6n sodutma muamelelerine tabi
tutulmus ve belirlenen sirelerde muhafaza edilmis
izolatlara ait bulgular Cizelge 2’de verilmistir. Roll tip
agar kullanilarak yapilan deneme sonucunda her iki
izolat icin en iyi gelisimlerin kiltUrlerin dogrudan —196
°C sicakliga aktariimalari ve burada muhafaza
edilmeleri durumunda gergeklestigi belirlenmistir.
Muhafaza sicakliklarindan —20 °C'nin  kullanildigi
denemelerde ise GMLFy77 izolatinda aktiflesme
olmazken, GMLF18 izolatinda en dusik aktiflesme
orani gbzlemlenmistir.

Cizelge 2. Roll tip agarda farkli sirelerde disuk sicakliklarda muhafazadan sonra aktiflestirilen GMLF77 ve GMLFa8'in eneriji
kaynagdi olarak sirasiyla ksiloz ve glikoz bulunan besi yerlerindeki yasama oranlari (---: Aktiflesme negatif).

Table2. Survival rates of the isolates GMLF77 and GMLF18, activated after storage at low temperatures for different periods of
time in the Roll tube agar, in media containing xylose and glucose as energy sources, respectively (---: No resuscitation)
ROLL TUP AGAR
GMLF77 GMLF18
(Enerji Kaynag Ksiloz) (Enerji Kaynag Glikoz)

Saklama Siireleri 1. Hafta | 2. Hafta 3. Hafta 6. Ay 1. Hafta | 2.Hafta 3.Hafta 6. Ay

Dogrudan -20 °C — — — %33.3 %16.6 — —

Dogrudan -850 °C %33.3 %50 %33.3 %383.3 %50 %50 %33.3
Dogrudan -196°C %066.6 %50 %50 %50 %83.3 %83.3 %83.3 %066.6

-20 °C’den -80 °C — — — %33.3 — — —

-80 °C°den -196°C %33.3 — — %66.6 %33.3 %33.3 %33.3

-20 °C’den -196°C — — — %16.6 — — —

-20 °C’ -80°C ve -196°C | — — — %16.6 — — —

Roll tip agar muhafaza denemesinde GMLF77 ve
GMLFa8 izolatlar icin en kisa sUre olan 1 haftalik
muhafaza siresinde en yuksek canlilik orani sirasi ile
%67 ve %83 ile dogrudan -196 °C'de saklanan
orneklerde gozlemlenmistir. Bu besi yerinde 2 hafta
boyunca muhafaza edilen GMLF77 ve GMLF18
izolatlar i¢in elde edilen aktiflesme verilerinin, 1
haftalik muhafaza siresinde elde edilen veriler ile

yaklasik 6zellikleri tagidigr belirlenmistir. En uzun sureli
saklama sureci olan 6 aylk dénem icin en yUksek
canlilik orani GMLF77 ve GMLFa8 izolatlari igin sirasi ile
%50 ve %67 oraninda dogrudan —196 °C'de muhafaza
edilen kilturlerde g6zlemlenmistir. Roll tip agar
kullanilarak dogrudan -196 °C'de yapilan 6 aylik
muhafaza isleminin GMLF77 izolatinin yasama oranina
onemli bir etkisinin olmadigr fakat GMLF18 izolatinin
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%83 olan aktiflesme oraninin bu sire¢ sonunda kismen
etkilenerek %67'ya geriledigi belirlenmistir. Buna gore
Roll tUp agar yontemi ile stok alinan GMLF77 ve
GMLFa8 izolatlarinin muhafaza siUresinin uzamasinin (6
aya kadar belirlenmistir) stoklardaki canlilik oranlarini
onemli 6lcide degistirmedigi gorilmuistir (Cizelge 2).
Roll tip agar ile muhafaza calismasinin diger zaman
dilimlerinden 1 aylik zaman dilimi ile 3 aylk zaman
dilimindeki muhafaza sonuglar (veri gosterilmemistir)
ile 6 aylik muhafaza sireci sonunda elde edilmis olan
aktiflesme oranlari benzer bulunmustur. Bir baska
anlamda bu sireler icerisinde aktiflesme oranlarinda
bir azalma gorulmedigi gibi aktiflesme
gozlemlenmeyen sicakliklarda da herhangi bir
degisiklik olmadigi belirlenmistir.

Sonu¢ olarak hem Caecomyces GMLF77 hem de
Orpinomyces GMLF18 izolatlarinin  6n  sogutma
islemine tabi tutularak daha sonra disiUk sicakliklarda
(LN, icerisinde) muhafazasinin kiltirlerde aktiflesme
oraninin kayda deger oranlarda dUsmesine neden
oldugu gérilmistir. Diger taraftan dogrudan —196 °C
sicakliklarda muhafaza edilen hicrelerin ise muhafaza
sUrelerinin  uzamasina paralel olarak aktiflesme
oranlarinin énemli 6l¢ide azalmadigi belirlenmistir.
Genel olarak degerlendirildiginde ise Roll tip agar
kullanilarak yapilan uzun sireli muhafaza sonucunda
kultirlerin aktiflesme oraninin ayni sartlarda egik agar
yontemi kullanilarak yapilan uzun sireli muhafazaya
gore daha disuk oldugu belirlenmistir.

TARTISMA

Caecomyces GMLF77 izolatinin enerji kaynagi olarak
ksiloz iceren sivi besi yerlerinde 24 saatlik zaman
diliminde  gelisimini  tamamladigi  (bir  sonraki
generasyonu olusturma siresi) ve zoospor saliniminin
tetiklenerek daha fazla zoospor popilasyonunun
oldugu gozlemlenmistir. Ceacomyces spp.'nin farkli
enerji kaynaklari kullanildiginda yasam siklusunun 48
saatlere kadar ¢ikmasi ve ¢ok az zoospor salinimi
gorilen bir cins (Chen 2007; Henske ve ark. 2017)
olarak  bilinmesi nedeniyle bu cinsin  kiltir
calismalarinda besi yerlerinde enerji kaynagi olarak
ksiloz kullanimi dnerilebilir. Mevcut ¢alismada Roll tip
agar igerisinde bu izolatin ancak 48 saat sonra
gozlemlenebilir hale gelmesi ise ilk kiltir esnasinda
inokUle edilen canli hicre sayisinin sinirli olmasi ile
agiklanabilir.

Calismada kullanilan her iki AGF izolati icin egik agar
Uzerinde kulture alindiklarinda en uygun muhafaza
yontemi dogrudan sivi azot (LN,) igerisinde
saklanmalar olmustur. Bu sekilde yapilan muhafaza
isleminde GMLF18 ve GMLF77 izolatlan icin 6 ay
sonunda sirasiyla %83 ve %67'lik bir aktiflesme s6z
konusu olmustur. Ozellikle LN, icerisinde uzun sireli
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muhafazasi goreceli olarak daha zor olan Caecomyces
spp g6z oninde bulunduruldugunda (Ozkose, 2001)
GMLF77 icin 6 ayhk sire¢ sonunda ulasilan %67'lik
aktiflesme orani 6nem arz etmektedir. Caecomyces
spp, diger AGF izolatlarinda oldugu gibi kisa sureli
muhafaza edebilmek adina laboratuvar kosullarinda
temel besi yerlerinde 2-7 gin icerisinde taze besi
yerlerine alt kiltore alinmasi gerekir (Theodorou ve
ark., 1994). Ayrica Caecomyces cinsinin uzun sireli
muhafazasi icin —80o °C’'de koruyucu madde olarak
etilen glikol ya da DMSO kullaniimasi durumunda
gliserol kullanimina oranla daha yuksek aktiflesme
oranlari elde edilmis (Nagpal ve ark., 2012), ancak en
yUksek korunma orani DMSO kullanildiginda yine LN,
icerisinde muhafaza edildiginde gerceklesmistir.
Mevcut calismada GMLF77 izolatinin —8o °C'de
koruyucu etken madde olarak gliserol kullanilmasina
ragmen aktiflesme oranlarinin digik olmasi 6nceki
cahismalari destekler niteliktedir. Ayrica ¢alismaya ait
en uzun muhafaza (6 ay) siresi icerisinde optimum
aktiflesmelerin kiltirler dogrudan LN,’ye (-196 °C)
aktarildiginda gergeklestigi belirlenmistir. Caecomyces
spp. i¢in Orpin besi yerinde (Orpin, 1976) yapilan
calismada buzdolabi sicakhgr olan 4-7 °C'ler arasinda
ikinci haftadan sonra koltirler yasama sansi
bulamadigr gibi (Nagpal ve ark., 2012) mevcut
calismada 6n sogutma kisminda 4 °C'de yapilan
denemelerin hig birinde aktiflesme gerceklesmemistir.

Caecomyces sp.'i diusuk sicakliktan alp tekrar
aktiflestirmek icin denenen farkli yéntemler olmasina
ragmen aktiflesme yizdesinin diger cinslerin yasama
oranlari géz éninde bulunduruldugunda disik oldugu
gorilmuistir. Mevcut calisma kapsaminda etkinlikleri
arastiriimis olan Roll tUp agar ile egik agar igerisinde
yapilan uzun sireli muhafaza yontemlerinde ise egik
agar kullaniminin temel anlamda daha basarili oldugu
belirlenmistir. Egik agar ydnteminin goreceli olarak
daha basarili olmasi ise bu yéntemde agarin AGF
hicrelerini sarmasi ve disuk sicakliklara karsi hicre
yapilarinin ve bitinlugunin korunmasinda
kriyoprotektan ~maddelere yardimci  olmasindan
kaynaklandigi 6ngorilmektedir. Fakat bu etkinlikte,
kullanilan kriyoprotektanin hicre igcine emilim hizinin
mi (Gaidhani ve ark., 2015) etkili oldugu yoksa agar
miktarinin - mi kritik 6neme haiz oldugu heniz
bilinmemektedir.  Bununla  birlikte, dondurarak
saklamada DMSO kullaniminin, ¢6zdirme sonrasinda
kilture alma noktasinda yaklasik %30-50 oraninda
kayipla sonuglanabildigi rapor edilmistir (Yarlett ve
ark., 1986). Bu calismada ise DMSO yerine %15 gliserol
kullanilmis ve dondurarak muhafaza edilerek agar
icerisindeki kolonilerin disik sicakliklardan daha az
etkilenerek  hicre  biUtinliklerinin  korunmasi
amaclanmistir. Yine ayni sekilde mikroorganizmalarin
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istemleri dogrultusunda optimum gelisim gosterdigi
enerji kaynaklarinda gelisimleri de g6z 6ninde
bulundurulmus ve buradan dogabilecek olumsuzluklar
da giderilmek istenmigtir. Dolayisi ile GMLF77 izolat
icin enerji kaynagi olarak en iyi metabolik faaliyet
gosterebildigi  ksiloz kullanilarak agarli besi vyeri
icerisindeki gelisimlerinin iyilestirilmesi saglanmistir.
GMLF18 izolati icin uzun sireli dusik sicaklikta
muhafazadan sonra elde edilmis olan sonuglar GMLF77
izolati ile paralellik gostermistir. Enerji kaynadi olarak
glikoz kullanilan besi yerlerinde kilture alinan ve agarli
besi yerlerinde uzun sireli muhafazaya alinmis olan bu
izolat i¢in en wuygun yontemin 6n sogutma
uygulanmadan  kriyoviyallerin ~ dogrudan  LN,'ye
aktarilmasi oldugu belirlenmistir. Ancak GMLF77
izolatiyla karsilastirildiginda daha yuksek aktiflesme
oranina (%1o0'e varan) sahip oldugu belirlenmistir. Bu
izolat icin de en disik aktiflesme orani 6n sogutma
olarak —20 °C'nin kullanildigi denemelerde elde
edilmistir. Diger bir ckaryotik mikroorganizma grubu
olan algler (Campbell ve ark., 2020) ile 6karyotik
anaerobik gut mikroorganizmasi olan protozoanlar
(Ksidayova, 1995) icin uygulanan iki asamali muhafaza
yonteminde daha basarl sonuglar elde edilmesine
karsin benzer sonuglar bu deneme kapsaminda
kullanilan AGF i¢in s6z konusu olmamistir.

Sicakhk degisimleri goz 6nune alindiginda —20 °C'de,
-80 °C'ye ya da —196 °C'ye gore daha yavas dondugu
icin canliliklarini yitirdikleri dUsUnulmektedir. Ayni
zamanda —-8o °C'de ya da -196 °C'de bekletilen
funguslarin daha hizli donup daha az hicre 6liminin
gerceklesmesinden  dolayr  ¢6zindurildiklerinde
aktiflesme sansinin —20 °C’de muhafaza edilenlere
gore daha yiuksek oldugu disinilmektedir. Diger
taraftan, funguslarin muhafaza edildikleri ortamlarda
canliliklarini  kaybetmemeleri ve farkl karakterlere
sahip olan cinslerin geri kazanimlari sirasinda canlilik
oranlarinin  6nemi  biUyuktir.  Anaerobik  gut
funguslarinin agik alanda hava ile temasl konumda 10
ay kadar diski icerisinde canli kalabilmeleri (Milne ve
ark. 1989; Theodorou ve ark. 1990; McGranaghan ve
ark. 1999) veya dondurulmus diski icerisinde
popllasyon c¢esitliligi ve miktarinda onemli  bir
degisiklik olmadan muhafaza edilebilmeleri (Griffith ve
ark., 2009), saf kiltir halinde uzun siureli muhafaza
edilmelerine bir alternatif olarak dUsunilebilir. Fakat
bu gibi durumlarda mikroorganizmanin tekrar
izolasyon ve uzun siren bir saflastirma islemine tabi
tutulmasi gerekir ki bu olgu onerilen alternatiflerin
kullanimini 6nemli 6l¢ide kisitlamaktadir.

GUnumize kadar anaerobik gut funguslarinin disik
sicaklikta uzun sireli muhafazasi i¢in heniz optimum
muhafaza kosullarini iceren standart bir protokolin
mevcut olmayisi bu konuda yeni calismalarin

olusturulmasini  kaginilmaz ~ kilmaktadir.  Mevcut
¢alisma, bu baglamda, giincel bilgi birikimimize 6nemli
katkilar ~ sunacaktir. Ozellikle kriyoprotektan
maddelerin korunmasi planlanan hicre igerisine gecis
hizlarn  ve LN, igerisine  konmadan  once
mikroorganizmalarin kriyoviyal icerisinde optimum
kalma sirelerinin belirlenmesi (kriyoprotektanlarin
hicre icerisine emilimine vakit taninmasi agisindan) bu
konudaki bilgi birikimine onemli katkilar saglayacak
sonraki calismalar olacaktir.
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