KATI BESi YERLERINDE FUNGAL GELISMENIN INCELENMESI VE .
FOTOGRAFLARININ CEKILMESI ICIN BIR YONTEM
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OZET

Gelistirilen bu yéntem selefon killtiir tekniginin uygun bir boyama ile birles-
tirilip, takiben siireli preparatlarimn hazirlanmasidir. Colletotrichum atramentarium
(B. et Br.) Taub., Rhynchosporium secalis (Oudem.) J.J. Davis fungus’lart uygin
bir besi yeri tizerine yerlegtirilen selefon diskler iizerinde gelismeye birakidi. Daha
sonra belirli araliklaria alman selefon diskler, tizerlerindeki fungus ile birlikte perio-
dik asit Schiff ydntemi veya analin mavisi ile bayarp, etil alkol serisi ve xylol den
gegirildikten sonra Kanada balzanmu, Euparal veya Entellan kullandarak siireli pre-
paratlart yapildi. Bu yintem fungus’larin kafi besi yerinde gosterdikleri gelismeyt
incelemede ve bunlarin fotograflariun gekilmesinde cok iyi sonug vermektedir.
Ayrica siireli preparatiar bir referans materyali olarak da saklanabilmekiedir.

GIRIS

Besi yerlerinde gelisme niteligine sahip fungus’larin burada gelisme durumlari,
gukur lamdai_ asili damla ydntemi ile veya dogrudan dogruya lam iizerine alinan bir
kisim koloni pargasinda incelenebilir. Cukur lamda astli damla yénteminde boya-
ma yapilamadifindan bilhassa renksiz olanlarm goriilebilmesi ve fotograflarinin ge-
kilebilmesi son derece giic olmaktadir. Diger taraftan lam {istiine alinan fungus bu-
rada boyanabilmesine ragmen fungus'un besi yerinden alinip lam iistiine aktarilir-
ken dopal gelisme durumunun- bozulmasi bilyitk bir mahsur olusturmaktadir.
Bu bakimdan daha iy1 bir yénteme ihtiyag duynlmaktadir.

Bazi fungus’larin besi yeri istiine konulan selefon kagitlar iizerinde gelisebil-
dipi cesitli arastiricilar tarafindan belirlenmistir. Nitekim Schmiedeknecht {1956},
Colletotrichum atigmentarium (B.et. Br.) Taub’un agar ortami iizerine yapistiri-
lan selefon kagitta gelistigini saptamstir. Diger taraftan fungus'larin selefon kagt

(1) Atatiirk’ Universitesi Ziraat Fakdiltesi Bitki Koruma Béliimii Dogenti.
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lizerinde gelistirilip siireli preparat durumuna getirilmesi Jones (1956) ve Atkin-
son (1967) tarafindan 6nerilen bir yontemdir.

Bu galismada amag fungus’un besi yeri istiindeki selefon kafitta gelistirilmesi
tekniginin uygun bir boyama yéntemi ile kombinasyonu ve takiben selefon kagitla
birlikte fungus’un siireli preparatinin yapiimasidir.

MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢alismada test materyali olarak C. atramentarium ve Rhynchosporivum secalis
(Oudem.) J.J. Davis fungus’lann kullanilmustir. '

Piyasadan temin edilen selefon kagtlar, tizerlerinde bulunabilecek kimyasal
maddelerden armdirilmak amaciyla yarim saat kaynatildiktan sonra bir cam levha
tistiine serilerek kurutuldular. Bu kagitlardan 1 cm ¢apindaki mantar tipa delicisi
ile kesilen selefon diskler igine rutubet girmeyecek sekilde etrafi aluminyum kagitla
iyice sarilmis olan petri kab icinde otoklavda sterilize edildiler. Selefon diskler
steril bir pens ile teker teker alinip petri kaplarindaki kati besi yeri tstiine altinda
hava kabarcigt kalmayacak sekilde yerlestirildiler. Burada fungus’un gida isteklerini
kargilayan besi yeri kullanildi. Ancak islemler siiresince digaridan bulasabilecek
mikroorganizmalarn daha siirath gelisip apladifimiz fungusun gelismesini basti-
rabilme tehlikesini azaltmak amaciyla besi yerindeki gida maddeleri oranlari belirli
diizeyde disiriildii. S6yleki C. aframentarium igin patates desktroz agari (PDA)
1PDA: 4 SA (su agari) oranunda ve R. secalis igin lima fasulyesi agari (LBA) | LBA:
3 SA oraninda su agar! ile karistirilarak hazirland. Asﬂarﬁa igleminde mikro pi-
petin her damlasinda 10-15 konidi olacak sekilde ayarlanan spor siispansiyonla-
rindan her selefon diske bir damla damlatildi. Her fungus igin ayr: ayrt hazirlanan
petri kaplart bunlarin en iyi gelistigi sicakhk derecesine (C. atramentarium i¢in 26°C
R. secalis igin 17°C) ayarh inkubatérlere konuldu. Bundan sonra belirli araliklarla
selefon diskler steril bir pens ile dikkatlice besi yerinden ahnarak fikse edilmek
tizere FAA igine konuldular. Buradan alinan selefon diskler Gizerlerinde bulunan
fungus'un boyanmas: igin asafida gosterilen boyama yéntemlerinden birisinden,
siireli peparatlari yapilmak istenenler de boyamayi takiben {istlerindeki suyun
ve sonra da alkeliin allmmas: igin alkol ve xylol serilerinden gegirildiler. Son ola-
rak xylolden alman her bir selefon disk iistiine damlatilan Euparal, Kanada
balzami veya Entellan igine vatirihp, tizerleri lamel ile kapatilarak siireli preparat
durumuna getirildiler. Periodik asit Schiff yontemi ile boyananlarin fotograflan-
nmn gekilmesinde yesil filitre kullanilds.

Analin mavisi Ydéntemi Siire.
I=Analin-mavist . Sl e e 15 dk
2 At T s e st Fazla boya akitilincaya kadar
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Periodik asit Schiff Yéntemi

IEPeriodile goif- {50 ) el o it e 5 dk
2. Daniiile S .o a e S 5dk
3. Decolorised bazik fuksin ............ 5dk
4, P_otasyum metabisulfit(% 10y ...... 5 dk

S DAaMILK S, .ot iiiaans 5dk

Suyun ve alkoliin alinmas: -

1. Etil alkol (% 40) ....ccvreeerirrnnns 5 dk
2 BOREGL L T s i e 5 dk
3. Absolut etil alkol ............c..covniie 5dk
4. Absolut etil alkol + Xylol (1:1} ... 10 dk
T T e e e 10 dk
O B ey | e T e S e 10 dk

FAA 90 ml %; 50 etil alkol -+ 5 ml glasial asetik asit + 5 ml formalin (Purvis ve
arkadaslari, 1963); Analin mavisi erigi 1 gr analin mavisi + 100 ml 9 85 etil alkol
(Vardar, 1962) terkibinde hazirlandi, Periodik asit Schiff Preece (1959) "un gelis-.
tirdigi - bir boyama yontemidir.

SONUCLAR ve TARTISMA

C. atramentariurm, R. secalis besi yerleri iistiine yapistirilan selefon diskler
dlizerinde normal bir gelisme gdstermistir. Konidi'lerin g¢imlenmesi ile baslayan
gelisme siiregleri igindeki ¢esitli dénemlerde ahinan drneklerin boyanip incelenmesi
sonucu bu fungus’larin besi yerlerinde gdsterdikleri gelismenin her kadamesinin
kolayca ve net olarak takip edilebilecegi ve incelenebilecefii goritlmiistiir. Analin
mavisi ile boyananlarda renk mavi, Periodik asit Schiff yontemi ile boyama sonucu
renk kirmizi olmaktadir. Her iki boyamada da selefon disk biraz boyanmakta ise
de fungus’lanin gesitli organlart hemen hemen ayni diizeyde selefon diskten ¢ok
daha koyu bir renkte boyanmaktadir. Periodik asit Schiff boyama yéntemi daha
iyi sonug vermektedir. Her iki boyama sonucu hazirlanan siireli préparatlarin fo-
tograflarr net olarak gekilebilmekte, ancak Periodik asit Schiff ile kirmiziya béya-
nan fungus’un yesil filitre ile gekilmesi gok daha iyi sonu¢ vermektedir.

Gelistirilen bu yontem fungus’larin kati besi yerlerinde gosterdikleri gelisme-
menin net bir sekilde fotograflarla tespit edilmesine ek olarak siireli preparat du-
rumunda her zaman igin incelenebilecek bir referans materyali olarak saklanabil-
mesini de saglamaktadir. Bu y8ntemin besi yerlerinde gelisme gosterebilen diger
fungus’larda da uygulanabilecegi samlmaktadir.
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SUMMARY

4 METHOD FOR OBSERVING AND PHOTOGRAPHING THE DE-
VELOPMENT OF FUNGI ON SOLID MEDIUMS

The method described is the combination of 4 cellophane culture technique
with a staining method and then the preparation of permanent mounts. The fungi
Celletotrichum atramentarium (B. et Br.). Taub., Rhynchosperium secalis (Oudem.)
J.J. Davis are grown on cellophane discs placed on a suitable medium. Then the cel-
lophane discs with their fungus colony are carefully lifted from the surface of the
medium and stained with Periodic acid Schiff method or analin blue. For the pre-
paration of permanent mounts they are passed through graduated series of ethyl
alcohol and transfered to xylol. Then they are mounted on microscope slides ‘in
Canada balsam, Euparal or Entellen. :

This technique permit the preparation of permanent mounts retaining diagnos-
tic characteristics of spore stages and mycelium besides giving an opportunity of
observing and photographing the development of a fungus on culture mediums.
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