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1. GIRIS
Bitki patojenleri ile iliskili genotipik, fenotipik ve epidemiyolojik
verilerin kolayca erisilebilen ve aranabilen bir formatta arsivlenmesi,
patojenlerin  degisimini ve  hareketini  izlemeye yardimci
olabilmektedir. Dogada kesfedilmemis patojen cesitliligi, patojen
kiiltiirlerinin kataloglanmasimin 6nemi daha da artmaktadir. Etkili
hastalik kontrolii gelistirmek i¢in patojen genomiklerinin potansiyelinin

farkinda olmak referans olarak dizilenmis izolatlar1 ne kadar etkili

kullandigimiza da bagli olmaktadir.

Fungal kiiltiir koleksiyonlarinin amaci, izolatlar1 elde etme
zamanindaki kosullarindaki sekliyle, kiiltliriin genetik, fizyolojik veya
morfolojik ozelliklerinin higbirinde degisiklik olmaksizin canliligini
muhafaza ettirmek ve streyni sonraki arastirma, Ogretim ve
biyoteknolojik siirecler i¢in ana materyal kaynag: olarak korumaktir.
Biyolojik koleksiyonlarin olusturulmasi ve korunmasi siirekli bakim
gerektirmekte ve bu da arastirmacilar icin olduk¢a zorlayic
olabilmektedir. Funguslar i¢in koruma yontemlerinin, mikologlar ve
bitki patologlar1 i¢in bazi bilimsel ¢alismalarda yararli olan ve 6nemli
bir biyolojik miras1 temsil eden ex situ koleksiyonlarda (dogal
konumdan uzakta, drnegin bir laboratuvarda, koleksiyonda vb.) biiyiik
oneme sahip oldugu bilnmektedir. Bununla birlikte, farkli fungus
gruplarinda uygun ve basarili bir koruma yontemi tespit etmek icin
yeterli caligma bulunmamaktadir. En uygun koruma, uzun siireler sonra
bile kiiltiiriin orijinal 6zelliklerini (canlanabilirlik, sporiilasyon ve

patojenisite gibi) koruyan, mutasyon ve istenmeyen kontaminasyonlari
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engelleyen yontemin kullanilmasidir. Koruma yonteminin secimi,
arastirmacinin ~ laboratuvar  altyapisina, = mikroorganizmasina,

amaglarina, tercihlerine ve bilgisine baghdir (Beloti ve ark., 2017).

Tarim {riinlerinde patojenlerin  mikroorganizma koleksiyonlari,
uygulamal1 arastirmalar ve 6zellikle de dayaniklilik 1slahi ve patojen
adaptasyonu nedeniyle dayanikli konuk¢u genotiplerini arastirmalara
yonelik calismalarda kullanilmistir. Bazi durumlarda muhafaza etmek
i¢in en 1yi metodu bulmaya girmeden once kiiltiirler tizerinde ¢alismak
zorunludur. Koleksiyonlar ve kullanilan muhafaza ydntemleri
kiiltiirlerin maruz kalacaklar1 zararlari minimize etmek igin
tyilestirilmeli ve gelistirilmelidir. Diinya genelinde fungus kiiltiir
koleksiyonlar1 Biiyiik Britanya’da bulunan Commonwealth Mikoloji
Enstitiisi.  (C.M.L.), Hollanda’da bulunan Westerdijk Fungal
Biyogesitlilik Enstitiisii (daha onceden ismi C.B.S. kisaltmast ile
Fungal Biyogesitlilik Merkezi idi) ve 1925’te Amerika Birlesik
Devletleri’nde Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu ismiyle kurulan ama
su anda 150'den fazla iilkede dagitim yapan biiyiik bir kurulus olan ve
ismi Kiiresel Biyolojik Kaynak Merkezi olarak degistirilen A.T.C.C.
gibi uluslararas: enstitii kurulus ve ya merkezlerde ve diger pekgok
uluslararasi laboratuvardaki kiiltiir koleksiyonlarinda (CBS, IMI, BCC,
IHEM, FGSC, NRRL, UAMH vb) korunmaktadir. Fungal kiiltiirler bu
merkez veya kuruluslardaki koleksiyonlardan parayla temin
edilebilmektedir. Fakat bunlar bazi giivenlik Onlemleri olmaksizin
dagitilamamakta ve yalmzca deneyimli kisi veya kuruluslara

verilebilmektedir Ayrica ¢ogu mikoloji enstitiisii ve tiniversite
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laboratuvarlar1 kendi kiiltlirlerini uygun sekilde saklamak icin kii¢iik

capl koleksiyonlara sahiptir.
2. Funguslarin Muhafaza Yontemleri ve Giincel Calismalar

Fungal kiiltiirlerin kisa siireli (<1 yil) ve uzun siireli (> 1 y1l) muhafaza
edilmesine yonelik bir dizi yontem agiklanmistir (Castellani, 1964;
Hwang, 1966; Gale ve ark., 1975; De Capriles ve ark., 1989; Nishii ve
Nakagiri, 1991; Pasarell ve McGinnis, 1992; Nakasone ve ark., 2004;
Baskarathevan ve ark., 2009; Guimaraes ve ark., 2014). Kisa siireli
koruma, kiigiik bir kiiltiir koleksiyonu i¢in uygun olan kiiltiirlerin
periyodik olarak alt kiiltiire alinmasiyla (Fennell, 1960) 6teden beri
gerceklestirilmektedir (Nakasone ve ark., 2004; Homolka, 2013). Alt
kiiltiirlemenin dezavantajlarini ortadan kaldirmak i¢in ¢esitli saklama
yontemleri gelistirilmistir (Heckly, 1978; Smith, 1982; Nakasone ve
ark., 2004). Uzun siireli koruma; Kkiiltiirlerin yag ile kaplanmasi,
damitilmis suya daldirilmasi, odun yongalari, tahil taneleri veya agar
seritleri gibi organik bir maddede saklama, silika jelde saklama,
—80°C'de veya siv1 nitrojen kullanilarak ultra diisiik bir sicaklik olan
—196°C'de  kriyoprezervasyon, liyofilizasyon gibi  yoOntemler
kullanilarak gerceklesmektedir (Castellani, 1964; Hwang, 1966; Gale
ve ark., 1975; de Capriles ve ark., 1989; Nishii ve Nakagiri, 1991;
Pasarell ve McGinnis, 1992; Smith ve Thomas, 1998; Nakasone ve ark.,
2004; Borman ve ark., 2006; Baskarathevan et al digerleri, 2009; Webb
ve ark., 2011; Guimaraes ve ark., 2014).
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Fungus kiiltiirlerinin korunmasi i¢in ucuz ve az bakim gerektiren suda
saklama yonteminde su kiiltiirii hazirlamak i¢in kullanilabilecek iki
basit teknik vardir. Bunlardan ilki uygun bir ortamda biiyiitiilen fungus
kiiltiirlerinden kesilmis birka¢ diskin, birka¢ mililitre sterilize su ile
doldurulmus steril, kiiciik vidali kapakli siselere aktarilmasidir.
Hazirlanan kiiltiirler kapatilarak oda sicakliginda veya buzdolabinda +4
C°’de saklanmaktadir. ikinci ydntemde ise kiiltiirlerin vidali kapakl
tiiplerde hazirlanan agar egikleri, 6-7 ml steril damitilmis su ile
kaplanmakta ve fungus sporlar1 ve hiflerini suya karistirmak i¢in hafifce
kanistirllmakta ve bu sekilde elde edilen fungus siispansiyonu, steril
cam siselere aseptik olarak aktarilmakta,siseler sikica kapatilmakta ve
etiketlenerek 4 C°'de saklanmaktadir (McGinnis ve ark., 1974). Suda
saklamanin degisik versiyonlar1 da vardir. Ornegin musir tohumlar
iizerinde steril deiyonize suda saklanan Phytophthora
clandestina kiiltiirleri i¢in patojenisite kaybi olmaksizin yiiksek
canlanma oranlar1 bildirilmistir (Simpfendorfer ve ark., 1996). Ayrica
ortam sicakliginda steril su i¢inde agar diskleri halinde
saklanan Gaeumannomyces graminis var. graminis izolatlari, 20 yildan
uzun siire canli kalmistir (Hornby ve ark., 1998) ve bugday bitkisindeki
viriilenslikleri 10 y1l sonra bile degismemistir (Elliott, 2005).

Fungus kiiltiirleri i¢in ikinci diisiik maliyetli ve basit koruma yontemi
mineral yag kullanimidir (Sherf, 1943). Bu yontemde vida kapakli
siselerdeki egik kiiltiirlerin lizeri az miktarda steril mineral yag ile
kaplanir. Siseler saklanmadan 6nce Parafilm ile de kapatilabilir (Elliott,

2005). Bu yontemde yag, uzun saklama siiresince ortamin
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dehidrasyonunu onler ve bu yontemin etkinligi birgok bitki patojenik

fungus i¢in kanitlanmistir.

Silika jelde saklama da ucuz ve basit bir yontemdir (Perkinsd,
1962). Bu yontemin 6ncesinde vidali kapakl tiipler 6 ila 22 gézenekli
sterilize edilmis (180°C’de 90 dakika steril edilmis) silika jel ile
doldurulur. Silika jel daha sonra yaklasik 4°C'ye sogutulur ve bir buzlu
su banyosuna yerlestirilir. Fungus sporlar1 kuru toz haline getirilmis
yagsiz siit ve distile su (%10) ¢ozeltisi i¢cinde (6nceden 4°C'ye
sogutulmus) siispanse edilir. Spor slispansiyonu silika jele eklenir ve 30
dakika buz banyosunda birakilir. Bu tiipler oda sicakliginda 1-2 hafta
tutulur ve funguslarin canhiliklart agar ortamlarinda degerlendirilir.
Kiiltiirler canliysa, tlipler iizerindeki kapaklar sikica kapatilir ve tiipler
4°C'de sikica kapatilmig bir kapta saklanir. Bu yontemin dezavantaji
baz1 funguslarin sporlanma yetenegini kaybetmesi ve saklama siiresinin

2—-4 y1l arasinda oldukga kisa olmasidir (Onions, 1983; Smith, 1993).

Toprak kokenli funguslarin uzun siireler boyunca saklanmasinda
toprakta saklama metodu gelistirilmistir (Atkinson, 1954). Bu
yontemde %20 su icerikli toprak veya kum 60 ml'lik cam siselere
konulur ve 121°C'de 25 dakika otoklavlanarak sterilize edilir. Bir
haftalik fungal bir kiiltire uygun hacimde sterilize su eklenerek
hazirlanan fungus spor siispansiyonu her siseye bir mililitre olacak
sekilde eklenir. Oda sicakliginda 2—14 giin inkiibasyondan sonra fungus
gelisimi olan siseler 4°C'de saklanir. Tahil taneleri (arpa, dari, yulaf,
cavdar, sorgum, bugday vb.), saman, filtre kagidi, odun yongalar1 ve

bocekler, funguslarin organik madde kullanilarak saklanmasinda
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kullanilar substratlardan bazilaridir. Tahil tohumlarinin kullanildigi
yontemde tohumlar kloramfenikol (50 ng/ml) igeren suda bir gece
islatilir. Sulart uzaklastirildiktan sonra taneler vidali kapakli siselere
yerlestirilir ve 2 ardisik giin boyunca 121°C'de 1 saat otoklavlanir.
Siseler aktif olarak biiytiyen kiiltiirlerle inokule edilir ve 23—-27°C'de 7—
10 giin inkiibe edilir. Kiiltiirler bir kurutma g¢emberinde iyice
kurutulduktan sonra siselerin lizerindeki kapaklar sikilarak Parafilm ile
sarilir ve siseler —25°C'de saklanir (Sneh et al. 1991). Ayrica tahil
tanelerinin 50 ml'lik bir erlene konuldugu, esit hacimde damitilmis su
ilave edildigi ve siselerin 121°C'de 30 dakika otoklavlandigi, bu
tohumlarin fungusla inokule edildigi, inkiibasyon sonunda fungusla
kolonize olmus tohumlarin kii¢iik miktarlarinin aseptik olarak steril 2
ml eppendorf tliplerine aktarildigi, bunlarin etiketlenerek -80°C'de
saklandig1 farkli hazirlama yontemleri de kullanilmistir (Abd-Elsalam

ve ark., 2010).

Steril selofan kareler (SSK) ile muhafaza yonteminde funguslarin uzun
stireli korunmasi ve hizli canlandirilmasi i¢in SSK dayanan yeni,
ylksek verimli bir yontem agiklamigtir (Hu ve ark., 2013). Bu
yontemde selofan (1.0 m?; Shanghai Bio-Tech Co., Ltd.) kareler (40—50
mm?) halinde kesilmis ve 121°C'de 20 dakika cam Petri kaplarinda (90-
mm-c¢apli) otoklavlanmistir. Otoklavlamadan sonra, SSK yapismayi
onlemek i¢in steril suya batirilmis ve daha sonra steril pens yardimiyla
plastik Petri kaplarinda kati1 agar ortamimin (Patates Dekstroz Agar;
PDA) ylizeyine diiz bir sekilde yerlestirilmistir. Bu yontemde bir fungal
stok kiiltiiriinden alman 10° ml' spor yogunlugundaki 20-30 pul
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inokiilum dogrudan SSK'ye yerlestirilmistir. Bununla birlikte, SSK'nin
iizerine kiiciik agar-fungus parcalar1 (5—10 mm?) konulmas1 veya hif ve
fungus sporlari igeren slispansiyonun 6ze ile ¢izilmesi yontemleri ile de
benzer sonuglar elde edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan tiim streynler
icin, 28°C'de 4—5 giinliik bir inkiibasyon siiresi SSK kolonizasyonu
elde etmek i¢in yeterli olmustur ancak bu siire segilen streyne bagl
olarak uzatilabilmektedir. Fungusla iizeri tamamen kaplanmig SSK,
steril pens yardimiyla PDA'dan dikkatlice ayrilmig, hemen bos bir steril
Petri kabina yerlestirilmis ve steril makas kullanilarak daha kiiciik
kareler (10 mm?) halinde kesilmistir. SSK daha sonra 28°C'de
inkiibatérde 3 glin boyunca tamamen kurumaya birakildiktan sonra
fungus igeren SSK steril 2.0 ml hacimli kriyoviyallere yerlestirilmis ve
uzun siireli saklama i¢in ultra diigiik sicaklikta bir dondurucuda
—80°C'de dondurulmustur. Ayrica, fungus iceren SSK'nin de —196°C'de
de saklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Cilink{i birka¢ fungus streyninin
(6rn. Trichoderma ve Aspergillus tirleri) sivi nitrojende 50 giin

saklamadan sonra %100 canlanabilirlik gosterdigi rapor edilmistir.

Dondurarak muhafaza yontemi, egik agar kiiltiirlerinin uygun
biliylimeye ulastiktan hemen sonra veya gelismis kiiltiirlerden kesilen
disklerin kriyoprotektan olarak steril %15 gliserol ¢dzeltisi igeren
kriyoviyal tiiplerine aseptik olarak aktarilmasindan hemen sonra bu
tiplerin —20 ila —95°C arasindaki dondurucuya yerlestirilmesiyle

uygulanabilir (Carmichael, 1962; Ito ve Yokoyama, 1983).
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Tahil taneleri, bitki parcalari, agar seritleri, filtre kagidi ve kiirdan gibi
organik substratlar lizerinde gelistirilmis funguslar da donmus halde
kriyotiip, eppendorf tiip, sterl zarf vb. icerisinde saklanabilir. Sivi
nitrojende funguslarin korunmasinda (Loegering ve Harmon, 1961),
gelisen kiiltiirlerden kesilen 4 mm capli diskler, 0.5-1.0 ml steril %10
(v/v)’luk gliserol soliisyonu ile doldurulmus steril 2 ml’lik kriyoviyal
vidal1 kapakli tiiplere yerlestirilir. Alternatif olarak, petri kapaklarinin
yilizeyindeki fungus kolonisinin yiizeyine %10 (v/v)’luk gliserol veya
%S5 dimetil stilfoksit gibi hiicre zarlarindan gegerek fungal hiicreyi hem
hiicre i¢i hem de hiicreler aras1 koruyan kriyoprotektanlar dokiilerek
(glikoz, sukroz, laktoz, dekstran, mannitol, sorbitol, polivinil-pirolidon
ve hidroksietil nisasta gibi hiicre zarina niifuz etmeyen ve koruyucu
etkilerini fungal hiicre zarinin disinda uygulayan kriyoprotektanlar veya
bazi Basidiomycetes i¢in gelistirilen polipropilen ve perlit gibi
kriyoprotektanlar da kullanilbilmektedir) ince bir pipet ile hafifce
kazinir ve 0.5 mI’lik kisimlarlar halinde kriyotiiplere pipetle aktarilir.
Tiipler etiketlendikten sonra ya dogrudan bir sivi nitrojen tankina
(—170°C) ya da programlanmis bir dondurma bdlmesine yerlestirilir.
Diger bir segenek de, kriyotiiplerin 10 dakika 4°C'de tutulmasi,
ardindan 4°C'den —40°C'ye (1°C/dakika) ve —40°C'den —90°C’ye
(10°C/ dakika) ve daha sonra —150°C ila —180°C’deki siv1 nitrojen
tankina aktarilmasidir. 4 cm uzunlugundaki polipropilen pipetler ucuz
olduklar1 ve sivi nitrojen kaplarinda daha az yer gerektirdigi igin
kriyoviyallere oranla daha etkin bir alternatif olarak karsimiza

cikmaktadir. Bu pipetlerin sivi nitrojene aktarilmadan énce —70°C'lik
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bir dondurucunun iist kismma en az 4 saat siireyle yerlestirerek

sogutulmakta ve ug¢ kisimlari 1s1yla kapatilmaktadir.

Liyofilizasyon (dondurarak kurutma), bircok bilyiik kiiltiir
koleksiyonunun tercih ettigi uygun bir tekniktir (Onions, 1983; Gallo
ve ark. 2008). Bu islem ile fungal kiiltiirler 2040 y1l muhafaza
edilebilmektedir. Bu yontemin esast fungal spor silispansiyonunun
dondurulmasit ve daha sonra kurutulmasina dayanmaktadir. Smith ve
Onions (1994) tarafindan Ozetlenen prosediire gore egik agarda
gelistirilen bir fungal kiiltiirlin {izerine yaklasik 1.5-2 ml yagsiz siit
eklenir ve agarin yiizeyi bir pasteur pipetiyle hafifce kazinarak bir spor
stispansiyonu elde edilir. Spor silispansiyonu liyofilizasyon tlipiline
eklenir ve agizlar1 pamukla kapatilir. Her tlipiin igerigi, tiiplerin kuru
buz ve etilen glikol banyosuna daldirilmasiyla 10 dakikada dondurulur.
Cam tiipiin a¢ik ucu uygun bir sistem basincina ulasilana kadar yaklasik
30 dakika siireyle bir vakuma tabi tutulurken hint yag: ile yaglanir.
Tipler daha sonra vakum altinda oksijen gazi ile kapatilir. Liyofilize

kiiltlirler kullanilana kadar kapali plastik kaplarda 4°C'de saklanabilir.

Fungusun bitki 6rnegiyle birlikte kurutularak muhafaza edilmesini
saglayan herbaryum koleksiyonlar1 da gelecekteki arastirmalar icin
zengin bir DNA kaynagi olusturmaktadir. Herbaryum ornekleri yeni
tiirleri tanimlarken Botanik Kod'un bir gerekliligi olsa da, patojenik bir
tiirli tamimlarken yararli bilgiler saglayamamaktadir. Bitki patojenik
funguslarin sistematiginde molekiiler sekans analizinin artan kullanima,
kiiltiir koleksiyonlarinda funguslarin tek basina muhafaza edilmesinin

gerekli hale geldigini gostermektedir. Bir¢ok patojen grubu, tiir
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komplekslerinden olugmaktadir. Dolayisiyla morfoloji artik tek basina
tirler arasinda ayrim yapamamaktadir. Kiiltiirlerin saklanmast da
molekiiler tekniklerin kullanimini igeren tiir karsilastirmalart igin
gereklidir. Bu nedenle, herhangi bir yeni patojen tiirliniin eski tip
kiiltiirleri, yeni hastaliklar veya patojenik streynleri igeren caligmalar
yayilandiginda incelenen taksonlarin kiiltiirleri, yaygin olarak bulunan
kiiltiir koleksiyonlarinda tercihen de Diinya Kiiltiir Koleksiyonlar:
Federasyonu'nin en az ii¢ iiyesinde saklanmalidir (Abd-Elsalam ve ark.,

2010).

Fungal Kkiiltlirlerin farkli muhafaza yontemlerini igeren giincel
calismalar incelendiginde; Lastra ve ark. (2020) Arjantin’de 684 strain
kiiltlir koleksiyonunda silika jelde, kagit kiiltiirlerde ve distile suda ve
—20 ve —70°C dondurucuda saklanan ve liyofilize edilen kiiltiirleri

canlandirarak molekiiler yontemlerle teshisini gerceklestirmislerdir.

Mancera-Lopez ve ark. (2019) bu ¢alismada Trichoderma harzianum
streynini sodyum aljinat kapsiiller (beyaz kapsiiller) i¢inde hareketsiz
hale getirerek ve ardindan bunlari bir siitun kabarcik reaktoriinde (yesil
kapstiller) ¢ogaltarak gerceklestirilmistir. Emiilsiyon i¢ jellestirme ve
damlatma yontemleriyle tiretilen ti¢ kapsiil ¢ap1 (mikro, orta ve biiyiik
kapsiiller) test edilmistir. Orta kapsiillerin (1.5 + 0.3 mm) daldirilmig
kiiltiirde konidilerin ¢ok miktarda salinimina neden oldugu ve kapsiil
basina konidilerin yogunlugu ne kadar yiliksek olursa, ultraviyole
radyasyona karst korumanin o kadar biiylik oldugu sonucuna
vartlmigtir. Kalsiyum aljinatta konidilerin korumasiyla ilgili olarak,

hem beyaz hem de yesil kapsiillerde oda sicakliginda depolamadan iki
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yil sonra yaklasik %30'luk bir canlilik kayb1 gozlenmis; konidilerin
canliliginin analiz edildigi iki yi1l boyunca formiilasyonun safligi

dogrulanmustir.

Webb ve ark. (2018) bu calismada 24 6zel tiir de dahil olmak {izere
Fungal Genetik Stok Merkezi'nden saklanan 374 Fusarium streyni
koleksiyonu kopyalanarak sivi nitrojenin lizerindeki buhar fazinda
saklanmak tlizere Ulusal Genetik Kaynaklarin  Korunmasi
Laboratuvari'ma gonderilmistir. Sonuglar —165°C'de sivi nitrojen
saklamasinin Fusarium spp.’nin 5 yildan fazla bir siireyle saklanmasi
icin gilivenilir bir metot oldugunu ve Kkiiltir canlilii verileri ek
depolama sirasinda daha uzun siireler boyunca canli kalacagini da

gostermistir.

Lakshman ve ark. (2018) kriyojenik kosullar altinda spor olusturmayan
iic basidiomiset cinsi i¢in Rhizoctonia solani (teleomorf:
Thanatephorus cucumeris), bir Ceratobasidium tiiri ve Waitea
circinata ve spor olusturmayan askomiset Sclerotinia sclerotiorum,
karsilagtirma i¢in spor olusturan askomiset funguslardan, Alternaria
alternata, Bauveria basiana, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum
f.sp. gladiolii, Trichoderma spp. ve Thielaviopsis basicola’da ticari
olarak temin edilebilen gozenekli boncuklarda (Microbank ™M)
kriyoprezerve edilmistir. Test edilen tiim fungal izolatlar, =80 ° C'de
bes yil siireyle saklamadan sonra Microbank boncuklardan tekrar elde
edilebilmistir ki bu siire agar disklerde ve kolonize bugday
tohumlarinda dondurularak saklanan izolatlarin canliliklarindan daha

uzun bir siirede gerceklesmistir.
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Ayala-Zermeno ve ark. (2017) entomopatojenik funguslarin (EPF)
Beauveria bassiana, Metarhizium acridum, M. anisopliae, M. rileyi,
Isaria javanica, Hirsutella thompsonii, H. citriformis ve Lecanicillium
lecanii'yi mineral yag (MO), steril su (SW), silika jel ( SG),
liyofilizasyon (L), —70°C'de ultra-soguk dondurma ve —196°C'de
kriyoprezervasyonla saklanmistir. Genetik stabilite 24. ayda amplified
fragment length polimorfizmi (AFLP) analizi ile test edilmistir. 24 aylik
saklamada AFLP modellerinde 6nemli bir degisiklik gdzlenmemistir.
EPF i¢in en etkili koruma ydntemleri SG, L, =70 ve —196°C olmustur.
Beauveria bassiana, M. acridum, M. anisopliae, M. rileyi ve I. javanica

tiim yontemlerde stabil kalirken, kalan tiirler daha az stabil kalmistir.

Beloti ve ark. (2017) fitopatojenik funguslar i¢in daha Once hig
kullanilmayan jelatin koruma ydntemini 17 kiiltiirde degerlendirmek
icin galigmalarin1 Brezilyanin Uberlandia (MG) sehrinde UFU'da
(Universidade Federal de Uberlandia) Mikoloji ve Bitki Koruma
Laboratuvari'nda (LAMIP) gerceklestirmistir. Steril toprak (68 kiiltiir),
4°C'de (10 streyn) direngli yapilar (Sclerotinia sclerotiorum) ve mineral
yag (31 kiltlir) gibi diger klasik yontemler de bu yontemle birlikte
degerlendirilmigtir. Jelatin yontemi 10 kiiltiirde uygulanabilirlik
saglamistir. Colletotrichum spp., Septoria spp., Fusarium spp., F.
moniliforme var. Subglutinans, Macrophomina spp., Phomopsis spp.ve

Verticillium spp. cins ve tiirlerin korunmasi i¢in uygun bulunmustur.

Sari ve ark. (2017) entomopatojenik fungus Metarhizium majus’un 15
giinliik kiiltiirlerinin steril su ve kriyoprotektanlarla kazinmasiyla elde

edilen soliisyonlarla yaptiklar1 ¢alismada, steril suda —80°C'de koruma
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yontemi fungusun geri kazanilmasina izin verirken, 10%’luk gliserol ve
%S5 trehaloz’lii 10%’luk gliserol gibi kriyoprotektanlarda —80° C'de
korumanin etkili olmadig1 (diisik oranda geri kazanimina neden

oldugu) gosterilmistir.

Crahay ve ark. (2017) arastirmacilar bu ¢alismalarinda, alti
ektomikorizal (ECM) fungus izolatinin genetik stabilitesini AFLP
kullanarak analiz etmistir. Izolatlar ya kriyoprezervasyonla
(—130°C'de) veya diizenli alt kiiltiire almayla 4°C'de saklanarak 2 yil
stireyle saklanmistir. Petri kaplarinda 22-23°C'de 2 y1l (yani herhangi
bir alt kiiltiire alma olmadan) tutulan izolatlardan olusan {i¢iincii bir
koruma yontemi de caligmaya dahil edilmis ve kontrol olarak
kullanilmistir. Her iki yontemin de ECM fungal izolatlarinin 2 yillik bir

stire boyunca saklanmasi i¢in kullanilabilecegi bildirilmistir.

Gutierrez ve ark. (2017) 23 entomopatojen cinse ait (16 Ascomycota, 4
Entomophthoromycotina, 2 Glomeromycota ve 1 Oomycota) 421
strainlik entomopatojen kiiltiir koleksiyonunda —20°C ve —70°C’de
dondurucuda, kagit kiiltlirlerde ve distile suda sakalanan ve liyofilize
edilen Kkiiltiirleri canlandirarak molekiiler yoOntemlerle teshisini

gerceklestirmislerdir.

Fraser ve ark. (2016) ¢cam ibresi patojeni Dothistroma septosporum
saklanmasi i¢in yaygin olarak kullanilan 4°C'deki egik agar, —20°C'de
egik agar, 4°C'de steril ters ozmoz (RO) suyu altinda miselyal diskler,
4°C'de steril mineral yag altinda miselyal diskler, 4°C'de {izeri herhangi
bir seyle ortiilmemis miselyal diskler ve —80°C'de steril %10 gliserol

altinda miselyal diskler olmak iizere alt1 yontemle karsilastirmiglardir.
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Bu calismada, kiiltiirlerin yeniden canlanmasi 12 ve 21 ay sonra
degerlendirilmistir. Miselyal disklerin 4°C'de steril RO suyu altinda ve
—80°C'de steril %10 gliserol altinda saklanmasi, her iki zaman aralig1
icin de kiiltiirlerin %100 canlanmasina neden olmus ve bu nedenle de
bu yontemler bu fungusun saklanmasi i¢in tavsiye edimistir. Kalan dort
yontem kullanildiginda canlanma oranlar1 12 ayda %70'in altinda

olmustur.

Hiruma ve Saijo (2016) bir askomycete cinsi olan, hemibiotrofik bir
infeksiyon stratejisi kullanan ve model bitki Arabidopsis thaliana’da
dahil olmak iizere c¢esitli konukcu bitkilerde antraknoz hastaliklarina
neden olan Colletotrichum tiirlerinin uzun siireli korunmasi igin
kullanilan yontemleri agiklamaktadir. Colletotrichum tiirlerinin uzun
vadeli korunmasi i¢in gliserol ve filtre kagidi stoklarinin nasil
hazirlandigin1  agiklamiglar, her iki yoOntemin de kolaylikla
kullanilabildigini ve en az birka¢ yil boyunca stabil bir koruma

sagladigini belirtmislerdir.

Thach ve ark. (2015) Puccinia striiformis'in genellikle "Stubbs
koleksiyonu" olarak anilan bir spor ornekleri koleksiyonunu 18 ile 45
yil arasinda s1v1 nitrojende saklanmistir. Canlanma orani, 1rk tespiti ve
onceden belirlenmemis viriilenslik 35 tilkeyi ve 28 yili temsil eden bir
ornek alt kiimesinde arastirilmistir. Konukcu bitkileri inokule ederek
izolatlarin geri kazanimi i¢in, bir pistol piiskiirtiicii ve Novec ™ 7100
kullanarak gelistirilen yeni bir yontem olduk¢a basarili olmustur. Bu
yontemle 231 izolatin %96’s1 geri kazanilmistir. Bu ¢alismada cesitli

aragtirmalar ve bitki 1slahinda kullanilan biyolojik koleksiyonlarin
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degeri, biyotrofik mikroorganizma koleksiyonlarint silirdiirmenin

zorluklar ile birlikte tartisilmistir.

Wu ve ark. (2013) diinya capindaki mikroorganizma katalogunu
(Global Catalogue of Microorganisms-GCM) incelemislerdir. Bu
katologta 25 iilke ve bolgeden 52 kolleksiyonda 43,436 bakteriyel,
fungal ve arke tiirlinden olusan 273,933 streyn yer almistir. Bu
kapsamda mikrobiyologlarin faaliyetlerini kolaylastiracak ve dinamik

mikrobiyal kaynak veritabani olusturulmustur.

Hu ve ark. (2013) steril selofan kare (SSK) yontemini, yagli tohumlarda
Sclerotinia gévde cliriikliigliniin biyokontrol ajanlar1 olarak tanimlanan
bir mikoparazitik streyn koleksiyonunun uzun vadeli korunmasi i¢in
test etmistir: Aspergillus sp. ASP-4; Trichoderma viride streyni Tv-36;
Trichoderma sp. TRI-1, filogenetik olarak farkli birka¢ baska fungus da
test edilmistir. Aspergillus aculeatus, Aspergillus niger, Penicillium
oxalicum, Rhizopus stolonifer, Mucor circinelloides ve Neurospora
crassa funguslarinda SSK yontemi kullanilarak korunan fungus
streynleriin canlanma oranlarn tesipit edilmistir. Tiim streynler
—80°C'de bir yillik saklamadan sonra %100 biiylime ve canli kaldigini
gostermistir. Ayrica bitki patojeni Sclerotinia sclerotiorum'un
(korunmus tiim mikoparazitik streynlerin 6rn. Aspergillus sp. ASP-4,
Trichoderma viride Tv-36 ve Trichoderma sp. TRI-1) —80°C'de 10
yildan fazla bir siire de %100 canli kaldiklar1 gériilmiistiir. Ascomycota
ve Zygomycotanin ¢esitli iiyelerini iceren funguslarda canliligi

stirdiirmek i¢in kullanilabilecegini gostermistir.
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Abd-Elsalam ve ark. (2010) bitki patolojisinde kiiltiir koleksiyonlarinin
Oonemini tartigsmakta ve bitki patojen kiiltiirlerini saklamada kullanilan
yontemleri gdzden gecirmektedir. Bu derlemede arastiricilar, 6rnek
olarak Aspergillus, Colletotrichum, Phyllosticta ve Mycosphaerella ve
anamorflarim1  kullanarak bitki ve hasat sonrasi patojenlerin
tanimlanmasindaki yonelimleri tartismis; miimkiin oldugunda birkag
farkli koruma yonteminin birarada kullamilmas1 gerekliligini

savunmuslardir.

Gleason ve ark. (2007), Chytridiomycota kiiltiirlerinde %10 gliserol
dimetilsiilfoksit gibi kriyoprotenktantlar icerisinde aerobik ve
anaerobik chytrid’lerin sogukta saklanmasinin yiiksek oranda canlilik
sagladig bildirilmistir. Bu ¢alismada dondurma ve eritmenin kontrollii

kosullarda yapilmasi gerektigi bildirilmistir.

Morgan ve ark. (2006) mikroorganizmalarin 6zellikle dondurarak
kurutmanin mikroorganizma tiirlerinin genis kiiltiir koleksiyonlarinin
taginmast ve depolanmasi i¢in tercih edilen bir yontem oldugunu
belirtmislerdir. Kiiltiirler azaltilmis basing altinda su buharinin geri
cekilmesi ile donmus durumda kurutulur. Kurumus kiiltiirler ve spor
stispansiyonlar1 kapaklanir ve cam ampuller icinde muhafaza edilir. Bu
saglikli sporlanan kiiltiirlere uygulanir. Phytophthora, Phytium spp.
gibi miselyal formlar ilk muamelede canli kalmayabilir. En son
kiiltiirler tamamen cam iginde kapaklanir. Boylece ¢apraz infeksiyon
veya akar riski olmaz. Fungus ilk uygulamada canli kalirsa 10 y1l veya

daha fazla bir suire canliliklarini stirdiireceklerdir.
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Borman ve ark. (2006), Bristol’de Birlesik Krallik Mikoloji Referans
Laboratuvari'nda bulunan Birlesik Krallik Ulusal Patojenik Mantarlar
Koleksiyonu'nda (NCPF) bulunan ve ‘Castellani’ yontemi ile steril suda
saklama metodunu degerlendirmistir. Bu funguslarin saklanma siiresi 2
aydan 21 yila kadar degismistir. Aragtirma sonucunda saklanan
organizmalarin yilizde doksaninin canli kaldigi tespit edilmistir.
‘Castellani’ yonteminin ¢ogu fungusun uzun vadeli korunmasi i¢in
kolay ve ucuz bir yontem olmaya devam ettigini, buna karsin uzun
stireler boyunca hem canlilik hem de morfolojik stabiliteyi muhafaza
etme sansim1 artirmak i¢in suda saklamanin ikinci bir saklama

yontemiyle desteklenmesi gerektigini de gostermistir.

Elliott (2005), fungal bitki patojeni Gaeumannomyces graminis var.
graminis’t 12 farkli saklama yontemi ile korumustur. Saklama
uygulamalar1 4°C, 28°C ya da ortam sicakliginda mineral yag ile ya da
mineral yag olmadan patates-dekstroz agar egiklerini; —75°C veya
—20°C'de gliserol soliisyonuna yerlestirilmis miselyal agar disklerini;
4°C'de veya ortam sicakliginda steril deiyonize suya yerlestirilen
miselyal agar disklerini; ve kurutulup kiigiik parcalara kesilmis (ortam
sicakliginda kiiciik siselerde saklanmig) veya kesilmemis (ortam
sicakliginda 1styla kapatilmis torbalar iginde saklanmais) filtre kagitlar:
iizerinde miselyal biiyiimeyi icermistir. Canlilik 6., 12., 24., 36., 48. ve
120. aylarda degerlendirilmistir. Izolatlarin canl kalmasi i¢in en iyi ii¢
uygulama tiimii ortam sicakliginda olmak iizere mineral yag i¢eren veya
icermeyen PDA egikleri ve suda saklanan miselyal agar diskleri

olmustur. En kotli uygulamalar ise 4°C'de saklanan agar egikleri ve
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sudaki agar diskleri ve —20°C'de gliserol i¢inde saklanan agar diskleri
olmustur. Calisma sonucunda ortam sicaklifinda suda saklanan
miselyal agar disklerinin bu tiiriin uzun siireli siirdiiriilebilir bir saklama

yontemi oldugu savunulmustur.

Nagai ve ark. (2005) 14.836 fungus, bakteri, maya ve diger
mikroorganizmalar, kriyoprezervasyon ve dondurarak kurutma dahil
olmak iizere cesitli yontemlerle korundugunu belirtmistir. Test edilen
maya, bakteri ve Actinomycetes'in 2.334 streyninden test edilen
streynlerin neredeyse tamami (5 streyn disinda) dondurularak
kurutulmus formda iyi korunmustur. Bu da dondurarak kurutmanin
bunlarin korunmast igin uygun oldugunu gostermistir. Funguslarin test
edilen 6.681 streyninden 6.578’1 (%98,5) ve Oomycetes’lerin 414
streynin  264'4  (%63,8) sivi nitrojenin buhar fazinda bir yillik
korumadan sonra canlanmigtir. Korunan fungus streynlerinin canli
kalmasina iliskin ayrintilar su sekilde olmustur: Ascomycota'nin
%99.0°’1 (1.107 streyn/1.118 test edilen streyn), Basidiomycota'nin %
96.1°1 (1.552/1.615), Zygomycotanin %98.6’s1 (73/74) ve anamorfik
funguslarin  %99.3’i  (3.846/3.874) canli kalmistir. Bu nedenle
kriyoprezervasyon ¢ogu fungus streyninin korunmasi i¢in miikemmel
bulunmasina karsin birgok Oomycetes streyninin korunmasi i¢in uygun

bulunmamustir.

Hoopen ve ark. (2004) bitki patojen arastirmalarinda kullanilan ii¢
Rosellinia  izolati i¢in  uygun koruma tekniklerini bulmay1
amaclamiglardir. Rosellinia bunodes mineral yag ve silika jelde

geleneksel saklama yontemleri kullanilarak alti ila dokuz aya kadar
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canli kalmis ve saklanmasi en zor olan tiir olmustur. Rosellinia necatrix
ve Rosellinia pepo cesitli tagiyicilarda en az 16 aya kadar ve R. necatrix
silika jel iginde iki yila kadar basarili bir sekilde saklanmistir. R.
necatrix veya R. pepo sivi nitrojende %100 canli kalma oraniyla sorun
yaratmamis ancak canlandirma sonrasi radyal biliylime oranlari
kriyoprotektan ve ¢oziilme oranlarindan etkilenmistir. Sogutma
oranlar1 izolatlarin higcbirinde radyal biiylimeyi etkilememistir.
Sonuglar, Rosellinia tiirlerinin saklanmasi igin genellestirilmis bir
prosediiriin gelistirilmesinin miimkiin olmadigini ve ayr1 ayri izolatlar
icin basarili saklama protokollerinin gelistirilmesi  gerektigini

gostermistir.

Santos ve ark. (2000) Oswaldo Cruz enstitiisiinde bulunan 3—44 yil
stireyle steril mineral yag altindaki PDA kiiltiirlerinde saklanan degisik
Absidia tirlerinde (Zygomycota subesi) %81 oraninda canlilik elde
etmiglerdir. Bunlardan %14’{i kontamine olmus, %5 inin de 61t oldugu
sonucuna vararak uzun siire saklama i¢in PDA’da mineral yag altinda

saklamanin uygun bir yontem oldugu saptamaistr.

Ryan ve ark. (2000) degerli fugus Kkiiltiirlerinin uzun vadeli
korunmasinin birkag¢ yolla saglanabildigini ve metodoloji se¢iminin
sorun olabildigini ve tiim funguslara evrensel olarak higbir yontemin
uygulanamayacagini belirtmistir. Bu c¢alismada arastiricilar  bazi
tiirlerin korunmasinin oldukca zor ve diger bazi funguslarin ise hemen
hemen her yontemle korunabildigini belirterek, kiiltiirlerin uzun vadeli
korunmasinda en uygun yontemi belirlemek igin fungus 6zellikleri,

kullanic1 olanaklar1 ve ekonomiyle ilgili sorunlari kullanan karar
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temelli bir anahtar gelistirmistir. Bu anahtar, O6nemli fungus
kiiltiirlerinin  korunmas1 diisitiniildiiglinde mikrobiyologlarin karar
vermesini kolaylastirmaktadir. Ayrica diger bazi arastirmacilar
funguslarin korunmasi i¢in kullanilan tekniklerin tekrarlanabilirliginin
ve kalitesinin nasil stirdiiriildiigiinii agiklayan kilavuzlar yaymlamistir

(Smith ve Ryan, 2008; Smith ve Ryan, 2012; Wiest ve ark., 2012).
3. SONUC

Bitki patojenik funguslarin uzun siireler boyunca hatta mikologlarin
bir¢ok generasyonu boyunca canli tutulmasi ve bunlarin istikrarli bir
durumda korunmasi ve siirdiiriilmesi fitopatolojide her zaman
onemlidir. Funguslarin kiiltiirel 6zelliklerine uygun, giivenli ve uzun
vadeli muhafaza yontemlerinin kullanilmasi, kiiltlirlerin  tekrarh
transferlerle kontaminasyona, akarlarla infeksiyona ve sicaklik, 1s1k ve
nem gibi olumsuz kosullara maruz kalmasini, mutant veya
sporlanmayan streynler gelismesini Onlemektedir. Morfolojik,
fizyolojik veya genetik degisiklik riskini en aza indirmek igin
koleksiyonu olusturan cinsler ile bu funguslarin korunmasi diigiiniilen
ozellikleri (morfoloji, viriilens vb.) g6z 6niinde bulundurularak kosullar
elverdigi oOl¢lide birden ¢ok yontemle stoklar yedeklenmeli ve
laboratuarlarda hijiyene onem verilmelidir. Benimsenen metodlar
muhafaza edilecek kiiltlirlin sayisina, zamana ve mevcut olanaklara
bagli olarak degisim gosterecektir. Su anda endiistri, tarim ve
arastirmalar i¢in 6nemli pek¢ok fungal kiiltiirlin giivenilir ve yeniden
iiretilebilir  kaynaklarin1  sunabilen diinya genelindeki c¢esitli

koleksiyonlarda, biyolojik kaynaklarini arttirma egilimi mevcuttur. Bu
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koleksiyonlarda kriyoprezervasyon muhafaza yontemlerinden sivi
nitrojende (—196°C) saklama, liyofilizasyon ve dondurarak saklama
genomik ve fenotipik Ozellikleri koruma becerisi yoOnleriyle diger
tekniklerden daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlardan en
popiileri olan sivi nitrojende saklama, zahmetli koruma adimlari
gerektirmektedir. Gene kriyoprezervasyonda fungal kiltlirii soguga
kars1 koruma saglayan bir ajan (kriyoprotektan) kullanilmakta ve
kriyoprotektan se¢imi uygulanan organizmaya gore degismektedir.
Kiiltiir koleksiyonunu uzun siireli muhafaza etmek genellikle ekipman
ve personel gerektirmekte ve finans bakimindan zorluklar
olusturmaktadir. Ayrica yeterli bir sivi nitrojen tedariki saglama

ihtiyaci da bir dezavantaj sayilabilmektedir.
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