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Bitki Bakteri Hastaliklar1 Uygulama Notlari I

BAKTERIYOLOJI LABORATUVARI

Calisma Kurallar1

Bitkilerde hastalik olusturan bakterilerden birkagi harig, insan ve hayvanlarda hastalik
olusturmazlar. Ancak, insanlar1 konuk¢u olarak se¢en ¢ok sayida bakteri tiird
laboratuvarda calistigimiz besi yerlerinde gelisebilmektedir. Ayrica yine laboratuvarda
bulunan bazi cihaz ve kimyasallarin da insan sagligt acisindan olumsuz etkilerinin oldugu
akildan ¢ikaridmamalidir. Bu nedenle bakteriyoloji laboratuvarinda ¢alisma aninda bazi
kurallara uyma zorunlulugu vardir.

Bu kurallaridan bazilarin1 asagidaki sekilde siralayabiliriz;

*
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Laboratuvara yalnizca gerekli malzeme alinmali palto, ¢anta vb. esyalar disarida
birakilmalidir.
Kesinlikle birsey yenip i¢ilmemelidir.
Calismalarinda dizleri 6rtecek uzunlukta bir laboratuvar gomlegi giyilmelidir.
Calismaya baslamadan 6nce ve calistiktan sonra ellerin iyice sabunlu suyla
yikanmalidir.
Goze veya cilde temas eden kimyasallar bol su ile yikanmali ve laboratuvar
sorumlusuna haber verilmelidir.
Hicbir kimyasal madde koklanmamalidir.
Uzerinde ¢aligilacak mikroorganizmalarin el, yiiz, agiz gibi organlara
bulagmasint 6nlemek gerekmektedir.
Isi biten kiiltiirler ve kullanilan tiim malzemeler yikama bolimlerine konmal,
cam malzemeler dezenfektan bir soliisyon igerisine konmalidur.
[zolasyon yapilan, agilanan petri, tiip ve diger kaplar iizerine;

» Tarih

» Numara, kod

»  Islemi yapanin ismi (gerekiyorsa)

silinmeyen cam kalemleri ile yazilmali veya etiketlenmelidir.

Laboratuvarda kullanilan kimyasal madde ve malzemeler kesinlikle laboratuvar
disina ¢ikarilmamalidir.
Laboratuvarda kullanilan aletlerin temiz tutulmasina, kullanilan kimyasal
maddelerin pahali olusu nedeniyle ekonomik davranmaya 6zen gosterilmelidir.
Herhangi bir kaza, ariza ve siipheli bir durumda hemen laboratuvar
sorumlusuna haber verilmelidir.
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Standart Bir Bakteriyoloji Laboratuvarinda Bulunan
Malzemeler ve Ekipmanlar

Cam ve Plastik Malzemeler:

Petri kabu (Petri dishes)

I¢lerine dokiilen besi yerlerinde mikroorganizmalarin
gelistirildigi camdan veya plastikten yapilmis yassi
kaplardir. Plastik olanlar steril olarak 25’li paketler i¢inde
ambalajlanmis olarak satilmaktadir. Isgiiciiniin pahali
oldugu iilkelerde steril-plastik petriler kullanilmaktadir.
Camdan yapilanlar ise, her kullanimdan sonra
temizlenerek, tekrar sterilize edilir ve kullanilir.
Genelde, cam bir petri 100 kez kullanilabilir. Petri
caplari: 6 - 8§ - 10 - 12 cm dir.

Porselen veya Cam Havanlar (Mortar-pestle)

Porselen veya camdan olabilir. izolasyon ve diger islemlerde bitki
materyali ve diger maddeleri ezmek i¢in kullanilir. Degisik
biiyiiklikte olanlart vardir.

Lam, Lamel, Cukur Lam ve
Saat Camlar1 (Microscope Slide)

Tim bu malzemeler camdan
yapilmistir. Otoklavda ve etiivde

sterilize edilebilir. Bir¢cok kez
kullanilabilir.

Cam Bagetler, Cam Cubuklar

(L shaped glass plate spreaders, glas rods)
Cam bagetler (Drigalski Spatula) olarak da isimlendirilir. Petrilerde,
kat1 besi ylizeyine ekilen bakterileri yaymak i¢in kullanilir. Yikanip
sterilize edilmek sartiyla pek ¢ok kez kullaniabilir. Cam ¢ubuklar
ise, daha ¢ok kimyasal maddeleri sv1 ortam iginde eritmek icin
karistirici olarak kullanilir.
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Balon ve Erlenmayer

(Erlenmeyer-flasks, boilingflasks)

Camdan yapilmistir. Genelde besi yerlerinin
yapimasinda kullanilir. Hacimleri;

§0 - 100 - 300 - 500 - 1000 ve 2000 ml dir.

Beherler (beakers)

Plastik veya camdan yapimistir. Sterilize
edilecekler genelde camdan olur. Olgiileri;
§0 - 100~ 250-§000 - 1000 ve 2000 ml dir.

Meziir (graduated-cylinders)

Swvilarin miktarlarint 6l¢mek i¢in kullanidir. Cam veya plastik olabilir.
Ancak, sterilize edileceklerin cam olmas: gereklidir.

Olgiileri; 25 - 50 - 100 - 250 - 500 ve 1000 ml dir.

Pipet (pipette)

Hacimleri o.1 ml ile 50 ml arasinda olan siwvilarin 6l¢iilmesinden
kullanilir ve camdan yapilmistir. Ayrica, ¢ok kiiciikk hacimlerde
maddeyi aktarmak i¢in, mikropipetler de kullanilir.

N g

Test Tiipii (Test Tube)

Test tipleri genelde camdan yapilmaktadir. Boylar1 ve
v caplar1 degisik tiptedir. Genelde boylar1 70 - 200 mm
caplari ise, 8 - 25 mm arasinda degismektedir.
Laboratuvarlarda genelde 160 x 16 mm boyutunda olan
tipler kullanilmaktadir.

Test tiiplerinin agzin1 kapatmak icin pamuk, metal kapak
yada bagalit kapak kullanilir.

Durham Tiip (Durbam tube)

2§-30 x 5-6 mm boyutlarinda ve camdan yapilmistir.
Ozellikle bakterilerin gaz olusturmalar1 testinde
yararlanilir.

Pastor Pipet (Pasteur pipette)

Camdan yapilmis olup, 2/3 lik boélimii daha incedir.
Stvi maddelerin alinmasinda ve 6zellikle siispansiyon
halindeki bakteri kiltirinden yapilacak
agilamalarda yararlanilir.
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Diger Malzemeler:

Oze ve Gubuk igne (Inoculating Loop and Needles)

Inokulasyonda kullanilir. Cabuk 1sinan ve soguyan bir metalden olmasi gerekmektedir. En
uygunu platinden olmasidir. Platin olusu, oksitlenme sorununu da ¢bzer. Ancak ¢ok
pahalidir, her zaman kullanilamaz. Bu durumda yukaridaki sartlart tagtyan bir metalden
olmalidir. U¢ kismi yuvarlak olanlarda, ¢cap 4 mm. olmalidir. Degisik ¢apta olanlar vardir.
Cubuk igne de u¢ kisim diizdiir. Ayni sekilde yapilir.

Magnetik Karistiricr (Magnetic stirrer)

Stvi maddelerin karigtiridmasinda kullaniir. Swvi icine atilan ve balik ads
verilen manyetik bir par¢anin cihaz tarafindan dondirilmesi ile ¢alisir.
Bu cihazin siticili olanlart da vardir.

Pens, Bistiirii, igne
(Forceps, Scalpel, needle)
Bu malzemeler, genelde paslanmaz celikten
yapilmistir. Gerekmedik¢e uzun siire alevde
tutulmamalidir. Aksi halde oldukga pahali olan bu
malzemeler kulanilmaz hale gelebilir. Sterilizasyon
veya yiizeysel dezenfeksiyonu, alkol veya bagka bir
madde ile yapidlmalidir.

Termometre (Thermometer)
Calisilan sivilarin ve ortamlarin sicakliklarinin
Olctimiiniinde kullanilir.

Siringa (Syringe)

Siringalar; o6zellikle inokulasyon
calismalarinda kullanilir. Cam ve plastik
olabilir. Cam olanlar sterilize edilerek bir¢ok

kez kullanilabilir.
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Ekipmanlar

Bunzen (Bunsen burner) )
Havagaz1 veya biitangazla calisabilir. Oze ve diger malzemelerin
sterilizasyonu veya yiizeysel dezenfeksiyonu i¢in kullanilir.

Karistirica (Vortex)

Tiplerdeki sivi maddeleri karigtirmak icin

kullanilir. Titresim yapan cihazin bashgina tiipiin degdirimesi ile
caligir.

Bakteri Filtresi (Syringe filter)

Bozulmalari nedeniyle otoklavda sterilize edilemeyen bazi maddelerin
sterilizasyonu i¢in kullanilir. Bunlar iki tiptir; Birincisi siringa seklinde
olup elle ¢alistirilir. Digeri ise vakumla ¢alisir. Vakum, hava pompasi ya
da su trompu ile elde edilebilir.

Koloni Sayma Aleti (Colony counter)
Petrilerde olugan bakteri kolonilerini saymak i¢in kullanilir.

Buzdolabi (Refrigerator; freezer)

Bakteriyoloji laboratuvarinda izole edilen kiiltiirlerin saklanmas: genelde +4 “C gibi diisiik
sicaklikta olmaktadir. Ayrica, bazi kimyasal maddeler, besiyerleri, bitki 6rnekleri ve diger
malzemeler buzdolabinda saklanur.

Eger olanak varsa degisik sicakliklara ayarl kii¢itk soguk hava depolar:1 yapmak ekonomik
ve uygundur. Cok fazla malzemeyi saklamak miimkiin olur.

Derin dondurucu (Deep-freezer)
Koleksiyon kiltiirleri, serum, antibiyotik gibi bazi maddelerin ¢ok disiik sicaklikta
saklanmasi gerekmektedir. Bunlar i¢in, -18°Cde ¢alisan derin dondurucular kullanilir.

Yikama Makinesi (Lab washer)
Kullanilan cam ve diger malzemelerin yikanmasi i¢in kullanilir. Pipet’lerin yikanmasinda
ayr1 bir aletten yararlanilir.
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Damutik Su Cihazi (Water Distiller)
Bakteriyoloji laboratuvarinda kullanilan sularin damitik olmas:
gereklidir. Bu cihaz yardimiyla musluk suyu

damaitilir,

Etiiv (Sterilisers oven)

Bakteriyoloji laboratuvarinda engok kullanilan aletlerdendir.
Cam ve 1siya dayanikli diger malzemelerin sterilizasyonunda,
bazi malzemelerin kurutulmasinda yararlanilir. Genelde; 100 -
300°C arasinda ¢aligirlar. Bakteriyolojide, 120 - 180°C arasinda
yararlanilir.

Liyofilize Cihaz1 (Lyophilizer)

Bakterilerin uzun siire saklanmas: igin liyofilize
cihazlarindan yararlanilir. Ancak ¢ok pahali
olduklarindan her laboratuvarda bulundurma
olanags yoktur.

Hassas Teraziler (Analitical balance)

Bakteriyolojide kullandigimiz bazi maddelerden

olduk¢a az miktarlarda yararlanilir. Bu nedenle

laboratuvarda ¢ok hassas ve normal olmak tizere iki tip teraziye gerek vardir.

Spektrofotometre (Spectrophotometer)
Bakteri siispansiyonlarinda, tiirbidimetrik olarak yogunluk 6l¢mek igin
spektrofotometreden yararlanilir.

Sprey (Sprayer)

Bakterilerin bitkiye inokulasyonunda yada ortamin dezenfeksiyonu igin spreylerden
yararlanilir. Cam ve plastikten olanlar1 vardir. Cam olanlarin sterilize edilme sansi
oldugundan inokulasyonda tercih edilir. Spreylerle piiskiirtme elle mekanik oldugu gibi
bir ucu hava pompasina baglanarak da yapilabilir.

Vakum Pompas1 (Vacuum. pump)
Laboratuvarda filtrasyon, piiskiirtme ve diger islerde basing
pompasindan yararlaniir.

Parcaliyici ve Ogiitiicii (Blender)

Hastalikli tohum veya diger bitki kistmlarindan yapilan izolasyonlarda
materyalin parcalanmasinda yada diger bazi parcalama islemlerinde
kullanilir.
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Santrifiij (Centrifuge)

Bakteriyoloji laboratuvarinda 6zellikle serolojik ve molekiiler
calismalarda ve diger islemlerde santrifijjlerden yararlanilir. Cogunlukla
dakikada devir sayis1t 6000-10000 olanlar kullanilmaktadir. Bu cihazda
kullanilan tiipler 1.5 - §oml hacmindedir.

Inkiibator (Incubator) :
Bakteriyoloji laboratuvarinda en ¢ok kullanilan aletlerdendir.
Bu aletler mikroorganizmlarin gelismesi i¢in gereken
optimum sicakligt saglarlar. 15 - 50°C arasi c¢alisanlar. Sicak
bolgeler i¢in sogutmali olanlar kullanilmalidur.

Su Banyosu (Waterbath)

Besin maddelerinin eritilmesinde, eritilen besin maddelerinin
belirli bir sicaklikta tutulmasinda su banyolarindan yararlanilir. 20 -
100°C arast ¢aligsanlar yeterlidir.

Otoklav (Autoclave)
Ozellikle besi yerlerinin ve sivilarin sterilizasyonunda kullanilir. |
Bunlarin degisik tipleri vardir. Yar1 otomatik olan ve elle ayarlanabilen
tipleri oldugu gibi tamamen otomatik olarak ¢alisanlar: da vardur.

v

pH Metre (pH meter)
Bakteriyolojide hazirlanan besiyerlerinde pH degeri olduk¢a 6nemlidir.
Genelde hazirlanan tiim besiyerlerinin pH degeri 6l¢iiliir.

Calar Saat (Timer)
Bakteriyoloji laboratuvarinda yapilan bazi deneyler ve islemler
stirelidir. Bunlarin zamaninda yapilmas: icin arastirictyr zamaninda
uyaran ¢alar saatler kullanilir.

Prof. Dr. Kemal Benlioglu-Dr. Umit Ozyilmaz 2011-Aydin



Bitki Bakteri Hastaliklar1 Uygulama Notlari 8

Ultra Violet (UV) Lambas1 (UV lamp)
Ogzellikle fluoresan pigment veren Pseudomonas genusunda yer
alan bakterilerin test edilmesinde kullanilr.

Elisa Okuyucu

(Elisa reader)

Bakterilerin ve viruslarin immunolojik
olarak tanilanmasinda ELISA okuyucu
denilen aletlerden yararlanilir.

Mikroskop (Microscope)

Gram boyama, endospor boyama gibi islemlerde yapilan
preparatlarin incelenmesinde kullanilir. Degisik tipte olanlar:
vardir. Genelde normal 151k mikroskoplarindan yararlanilir.
Bakterilerin incelemesinde kullanilan diger mikroskoplar;

* Faz - Kontrast Mikroskop

* Fluoresan Mikroskop
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ISIK MIKROSKOPU

» | <« Okiller

Makro ve Mikro
avar vidasi

Kondansér

Isik kaynagi

Genel olarak 1s1k mikroskopu iki blyUk kisma ayrilarak incelenir:

Mekanik kisim
Mikroskobun mekanik kismi ayak, gévde, tabla ve tipten ibarettir.

Mikroskop ayagi Genellikle fonttan yapilmis agir ve iyi denge saglayacak nal seklinde olup,
mikroskobun batiin agirhgini tasiyan kismidir. Mikroskop gévdesi Mikroskobun diger
parcalarinin tesbit edildigi oynakli madeni kismidir. Ozel bir vida ile gérmede istenilen rahatlig
temin edecek sekilde tesbit edilebilir. Mikroskop tablasi Daire veya kare seklinde olabilen sabit
ve bazan hareket edebilecek sekilde, ortasinda aynadan (isik kaynagindan) yansiyan isigin
gecmesine yarayan bir deligi bulunan kisimdir. Tabla, preparati koymaya yarar. Uzerinde
ekseriya, kendisini hareket ettiren vidalar ve preparati tesbitte kullanilan masalar bulunur.
Mikroskop tiipli igice gegmis iki madeni borudan ibarettir. Dis tiipl, diiz bir digliyle gévdeye
tesbit edilmistir. Bu kisim blyuk ve kUguk ayar vidalariyla asagi ve yukari hareket edebilir. Bu
sayede gdze gore nesnenin (objenin) net goérilmesi ayarlanmis olur.
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Optik kisim

Mikroskobun ikinci ve en énemli kismi optik kismidir. Optik kismi okllerle objektifleri tagiyan ve
dairesel dénebilen rovelver denilen kisimdan ibarettir. Okidler, farkli buyldtmelere sahip, goze
gelen tarafta bulunan yakinsak bir mercekten ibarettir. Objektifin meydana getirdigi gercek
gorintiyU bayuterek zahiri bir gérintt verir. Objektif ise cisme yakindir, cismin buyatilmus ters
gorintisunu verir. Buyutme dereceleri her ikisinde farkli buyukliklerde olabilir. Mesela, bir isik
mikroskobunda objektif bayitmesi, 100x,40x,10x olabildigi gibi, okller blyttmesi de 5x, 10x,
20x olabilir. (Buyutmeler x isaretiyle belirtilir.)

Rovelver: Bir, iki, i¢ veya daha fazla objektif takilmasina yarayan ve mikroskop tipinin alt
ucunda bulunan kisimdir. Rovelvere takilan mercekler de yakinsak merceklerdir. Nesneyi
aydinlatma sistemi ayna veya isik kaynagi, kondansor ve diyaframdan ibarettir. Ayna gelen isigi
alir. Ayna yerine bir 151k kaynagi da olabilir. Kondansér ise bir mercek sistemidir. Aynadan veya
Isik kaynagindan gelen iginlari preparat Uzerlerinde toplayip, objenin aydinlanmasini saglar.
Diyafram, kondansorin altinda bir kol araciligiyla ortasindaki delik kismi istendigi kadar daraltip
genigletmek suretiyle nesneye gelen i1sik miktarini ayarlar.

Mikroskopta incelenecek olan madde, mikroskobun tipine gore lam ve lamel adi verilen farkli
kalinhklarda iki ince cam kisim arasinda veya dogrudan mikroskobik olarak gdzlenir. (Lam: 75
mm boyunda 25 mm eninde ince camdan yapilmis bir plaktir. Lamel: 14, 18, 20 veya 22 mm en
ve boyunda c¢ok ince (0,2 mm kalinlikta) bir cam karedir.)

Mikroskoplarin ¢ogdu, 4x ile 15x arasinda degisen buyutme 6zelligini haiz U¢ objektif intiva eder.
Bunlarin odak noktalari, tzerlerinden ayarlanabilir 6zelliktedir. Her bir objektifte iki veya daha
fazla mercek bulunur. Okuler, objektife nazaran daha basittir. Yine merceklerden meydana
gelmistir. Blyutme orani 10x ile 20x arasinda degigir. Mikroskobun buyUtme oranini, objektifle
okuler blyutme orani tayin eder. Mesela objektifi 100x; okuleri 20x blyltme oranina sahip
mikroskobun buyutmesi 2000x olarak tarif edilir. Objektif ve okuilerin, vazifelerini yapabilmesi igin
yeterli 1s13a ihtiyac vardir. Isi1d1 toplayip incelenecek cisimden gecirerek objektife ulastiran optik
kondansor kismi da yine birkag mercekten meydana gelmistir. Kondansore 1sik ayna ile veya
gelismis mikroskoplarda halojen lamba ile génderilir. Objektife giden 1sik miktar ise, fotograf
makinalarinda oldugu gibi diyaframla saglanir. incelenecek cismin 1s1§1 gegirme 6zelligine gore
diyafram acikligi degistirilerek objektife gidecek isik miktari ayarlanir.

Goruntindn meydana gelmesi Ayna veya isik kaynagindan gelen isinlar, optik kondansérden bir
iIstk hizmesi halinde c¢ikarak incelenecek cisimden gecip objektife varir. Objektif, kuvvetli bir
projeksiyon makinasinda oldugu gibi, mikroskop tlptnin Ust kismindan 11 mm asagida birinci
goérintliyl meydana getirir. Burada bir prizma vasitasi ile okilerden gikan goruntl, gézin
retinasina ulasir. Okuler mercekleri, objektiften gelen gorintiyl gbézden 25 cm uzakta tekrar
blyUterek gosterir. Aslinda g6z retinasina diasen goérinti bu son goérintlnin, géruntlsudur.
Objektifte 150x mertebesinde blyutyen ilk goérintl, okulerle 20x kadar daha buydtulince; goz,
cismi 150x20= 3000x misli buyuk gérmus olur.
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Mikroskop optigi:

Mikroskop optiginde bilinmesi gerekli iki 6nemli 6zellik vardir. Birincisi objektif acikligidir.
Mikroskobun cisimleri inceleme kabiliyeti, objektif agikligina baghdir. Objektif acikhgr formuli ile
tarif edilmistir. Burada n ortamin kiriima indeksi U ise objektife gelen 1sik hizmesinin agisinin
yarisidir. Hava igin n = 1, daha gucli mikroskoplarda kullanilan 6zel yagdlar icin ise n = 1,40 ile
1,52'dir. Ikinci miihim 6zellikse mikroskobun giiclidiir. Objektifin 151§1 kirmasi ve dolayisiyle tam
toparlayamamasi sebebiyle, ortada meydana gelen nokta 1sik etrafinda, dairevi 1sik gizgileri
hasil olur. Disa dogru gittikge soluklasan bu isik halkalari aslinda mikroskop gticu igin kayiptir.
Mikroskobun gucu, merceklerde meydana gelen 1sik halkalarina baglh olarak degisir. Mikroskop
glcu nokta 1s1gIn yaricapi olarak tarif edilir ve:formadlu ile ifade edilir. r kiguldikge mikroskop
gucu artar. Buna gore 1s1gin dalga boyunun kigulmesi, n kirlima indisinin ve objektife gelen 1si1k
konisinin acisinin U buylmesi istenir ve mikroskop mercekleri buna gore secilir.
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BESI YERLERI

Bakterilerin i¢inde veya lizerinde gelistikleri sivi veya kati besi ortamlarina besi yeri adi verilir.
Besi yerleri herhangi bir canli organizma icermemeli yani steril olmak zorundadir. Genellikle besi
yerleri buharla otoklavda 121 °C de 15 dakika sterilize edilirler. Besi yerleri i¢inde bakterilerin
geligmeleri i¢in gerekli olan makro ve mikro besin elementleri yer alir. Bunlar;

C | Glikoz, ¢esitli organik maddeler (Alkol, organik asitler), maya ekstrakti, et ekstrakti,
pepton

H [ Damaitik su ve gesitli organik maddeler

Damutik su ve ¢esitli organik maddeler

Organik: amino asitler, azot bazlari, pepton ve komples organik maddeler
Inorganik: NH4Cl, (NH4)2SO4, KNO3

P | KH2PO4, NaaHPOg4

S | Na2SOs, (NH4)2SO4, HaS

K | KCIL KoHPOg4

Mg | MgClz, MgSO4

Na | NaCl

Fe | FeCl

Mikro besin elementleri: ZnCl,, CaClz, NazMoO4, CuCla, MnSOs, NiClz, Na2SeOq

Yukarida belirtilen maddeler kullanilarak hazirlanan besi yerleri sivi besi yerleridir. Sayet kati besi
yeri hazirlanacaksa katilagsmay1 saglamak ve gecirgen bir yap1 elde etmek iizere deniz yosunundan
yapilan agar adi verilen bir madde ilave edilir. Agar yaklasik 80-90°C de erir ve 42-43°Cnin altinda
sertlesir. Bitki patojeni bakterilerin gelisimi i¢in kullanilan besi yerlerinde agar ilave edilmeden
once ortamin pH degeri bir pH metre ile Ol¢iilerek ayarlanmalidir. Fitopatojen bakteriler igin
optitmum pH degeri 6.8-7.2 arasindadir. Besi yeri hazirlanacagi zaman, besi yeri hacminin iki kati
kadar hacimde bir erlen kullanilmalidir. Daha sonra erlenin agzina aliiminyum folyo kapatilarak
otoklav edilmelidir. Besi yeri petri kaplarina veya tiiplere dokiilmeden 6nce 50-55°C ye kadar
sogutulmali ondan sonra steril petrilere (petri kabinin i¢inde 0.4-0.5cm kalinlik yapacak sekilde)
dokiilmelidir.

Besi yeri kullamldig1 amaca gore cesitli isimler alir.

1- Genel besi yeri: Genel olarak pek ¢ok bakterinin iireyebildigi besi yerlerine denir. Bunlar:
Peptonlu su; Peptone (Protein hidrolizi ile elde edilmis ¢6ziilebilir maddeler) %1, NaCl %0.5
Nutrient broht: Peptone %1, NaCl %0.5, Et ekstrakt1 %0.5-1

Nutrient agar: Nutrient broth + %1.5-2 agar
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2- Secici besi yeri: Bu besi yerleri sadece bir cinsin yada tiiriin gelismesine imkan veren diger
bakterilerin ve mikroorganizmalarin gelisimini engelleyen besi yerleridir. Ornek: Sadece Erwinia
carotovora ssp. carotovora ve E.c. ssp. atroseptica nin tipik krater seklinde koloniler olusturarak
gelistigi Crystal Violet Pectate (CVP) besi yeri.

3- Ayiricr besi yeri: farkli bakteri
tiirlerinin farkli gelisme, koloni sekli veya
koloni rengi olusturduklar1 besi yerleridir.
Ornek Pseudomonas lardan bazilar1 King
B adi verilen besi yerinde (Proteose
peptone [Difco No 3] 20g, K:HPO4 3 H2O
1.5g, MgSO4 7 H20 1.5g, Glycerol 10g,
Damitik su 1000ml, agar 15g, pH 7.2)
ultraviolet 151k altinda parlak mavimsi

yesil renkli 1s1ma yapan koloniler King B ayirici besiyerinde UV 151k altinda fluoresans veren
olusturmaktadir. bakteri kolonileri, sagda fluoresans vermeyen koloniler

Besi yerine inokulasyon

Bir bakteri tliriinii besi yerinde gelistirebilmek i¢in o tiirlin canli hiicrelerini igeren bir miktar bakteri
kitlesini veya sulandirilmis bakteri siispansiyonundan kiiciik bir hacmi steril besi yerine ilave etmek
gerekir. Iste canli bakteri hiicrelerini iceren bu kii¢iik miktara inokulum, bunun besi yerine ilave
edilme islemine inokulasyon adi verilir. Inokulasyon islemleri aseptik kosullarda yapilmalidir.

Aseptik teknik: Laboratuvarda bakterilerle ilgili olarak yapilan
calismalarda aletlerin, besi yerlerinin ve ortamin c¢evredeki diger
mikroorganizmalar ile bulagsmasinin O6nlenmesi anlamindadir.
Bakteriyolog bu kosullar1 yerine getirmek i¢in bir dizi 6nlemler almak
durumundadir. Ornegin: besi yerleri, kullanilan aletler, petri kaplari
sterilize edilir. Oze, bistiiri, pens gibi aletler alevden gegirilir. Calisilan
masa veya banko Ustli %70 lik etil alkolle iyice silinip temizlenir.
Cogunlukla laboratuvar ¢alismalarinda Laminar Flow kabin veya steril
bench adi verilen steril hava iifleyen ekim kabinleri kullanilir.

St besi yerinin inokulasyonu: Alevden gegirilmis ve sogutulmus 6ze
(Sekil 1) yardimiyla daha once gelistirilen bakteri kolonisinden veya
sivi besi yerinden bir 'n?lktar' s1v1 (1‘31.1' 0ze d(.)l.usu yaklasik Sekil 1. Ozenin sterilize
0.01-0.005ml) alinarak tiip i¢indeki besi yeri inokule edilir. edilmesi

Kati besi yerinin inokulasyonu: Kati besi yeri bir ka¢ sekilde inokule edilebilir. En ¢ok kullanilan
yontem ¢izgi ekimidir. Bunun i¢in alevden geg¢irilmis ve sogutulmus 6ze ile bir miktar bakteri alinir
ve petri kaplari sekil 2 de belirtildigi gibi inokule edilir. Once steril 6ze yardimiyla alman inokulum
petri kabinin bir kenarina karalama seklinde ¢izim yapilarak bakteriler iyice yayilir (1). Daha sonra
0ze tekrar alevden gegirilip sogutularak 1 nolu alandan bir ¢izgi ¢ekilerek tekrar temiz bir alanda
cizgi ekim yapilir (2). Ayni islemler tekrarlanarak 3 ve 4 nolu alanlara ekim yapilir. Bu sekilde
bakterilerin besi yeri yiizeyinde tamamen seyreltilerek tek bir bakterinin oratama dagilmasi
saglanmaya calisilir. Oze ile ¢gizgiler cekilirken 6ze miimkiin oldugu kadar yiizeye paralel tutulmali
ve fazla bastirilmamalidir.
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Sekil 2. Oze ile besiyerine bakteri ekimi, sagda ¢izgi ekimi yapilmis bir besiyerinde 24 saat inkubasyon sonrasi
kolonilerin goriintimii

Baz1 durumlarda kat1 besi yerleri L seklinde kivrilmis cam ¢ubukla
(baget) inokule edilirler. Bunun i¢in bakteri siispansiyonundan bir
pastor pipeti yardimiyla 0.05-0.1ml alimip petri kabinin ortasina
damlatilir. Daha sonra alevden gecirilmis ve sogutulmus bagetle
dairesel hareketlerle bakterileri igeren su damlasinin besi yeri
ylizeyinin yiizeyine tamamen homojen bir sekilde yayilmasi
saglanir (Sekil 3).

Daha sonra besi yerleri bir inkubatore konularak bakterilerin
gelismesi saglanir. Fitopatojen bakteriler genellikle 25-27°C
sicakliklarda gelistirilirler. Bu isleme inkubasyon adi verilir. Eger petrilere yapilan ¢izgi veya
bagetle yapilan ekimlerde yaterli seyreltme yapilabilmisse 24-48 saat sonra kati besi yerinde tek tek
koloniler goriiliir (Sekil 2). lyi seyreltme yapilamayan durumlarda bakteriler tabaka halinde
koloniler {ist liste binmis sekilde geligirlerki saflagtirma ve tanilama islemi yapilamaz. Bu durumda
ekim tekrarlanmalidir.

Sekil 3. Bagetle besiyerine ekim
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KOLONIi MORFOLOJISI

Bir bitki patojeni bakterinin tanilanmasi yada aktivitesinin saptanabilmesi i¢in o
mikroorganizmanin kiiltiir ortaminda saf olarak yetistirilmesi gerekir. Yani kiiltiir tamamen diger
mikroorganizmalardan arinmis olmalidir. Cok kii¢iik olan bir mikroorganizma i¢in bu saflig
saglamak oldukca zordur. Bir damla bitki 6z suyu yada bir damla viicut sivist iginde birbirinden
farkli birgcok mikroorganizma bulunmakta ve besi yerinde birlikte gelismektedirler. Bir siv1 igindeki
mikroorganizmalar yeterince seyreltilip genis bir kat1 besi yeri yiizeyine yayildiklarinda her bir
mikroorganizma hiicresi ¢ogalip kendi basmna gozle goriilebilir ayni tiir hiicreler toplulugu
olusturmaktadir. Buna koloni adini verilmektedir. Robert Koch ilk defa mikroorganizmalar1 kati
besi yerinde gelistirerek onlarin koloniler olusturdugunu saptayan bilim adamidir. Koch’un bu saf
kiiltiir elde etme bulgusundan giiniimiizde agar igeren kat1 besi yeri kullanilarak tip, veterinerlik ve
bitki koruma alanlarinda genis ¢apta yararlanilmaktadir.

Hastalikl1 bitki kisimlarindan yapilan izolasyon amagh ekimlerde inkubasyonun ardindan kati besi
yeri yiizeyinde pek cok koloninin gelistigi goriiliir. Bunlar renkleri, yapilar1 ve sekilleri itibariyle
birbirinden farklilik gostermektedirler. Tek bir koloni bir 6ze yardimiyla alinarak c¢izgi ekim
yontemiyle kati bir besi yerine tekrar ekilip bir siire inkube edilirse renk ve sekil olarak ayni
ozellikte bir ¢ok bakteri kolonisinin gelistigi goriiliir. Eger gelisen koloniler arasinda farkli koloniler
mevcutsa ayni islemi besi yerinde ayni 6zellikte homojen koloniler elde edilinceye kadar devam
ettirmek gerekir. Bu sekilde yapilan islemlere saflagtirma adi verilir. Ancak yeterli saflagtirma
yapildiktan sonra bu bakteri lizerinde tanilama, patojenisite ve benzeri g¢alismalar yapilabilir.
Kangik kiiltiirlerle yapilan ¢alismalarin bosa zaman harcamaktan baska bir ise yaramiyacagi ve bu
durumda elde edilen sonuclara da higbir zaman giivenilemiyecegi unutulmamalidir. Saflastirilan
izolatlar egik besi yerlerine ekim yapilarak bir siire gelistirilir ve buzdolabinda yada diger saklama
yontemlerinden biriyle stoklanir, ardindan tanilama, aktivite testleri gibi islemlerine gegcilir.
Calismalar sirasinda kullanilan izolatin safligindan siliphe ediliyorsa tekrar kati besi yerine ekim
yapilir ve ayni tip kolonilerin gelisip gelismedigi kontrol edilir.

Kat1 besi yerinde gelisen bakteriler sekil, tekstiir, ylizey sekilleri, kenar sekilleri, renk, 151k
gecirgenligi (saydam, mat) ve gelisme hizi yoniinden farkliliklar gostermektdirler. Bu 6zellikler,
kullanilan besi yerinin igerigine, gelistikleri sicaklik vs. gibi cevre kosullarina gore de
degisebilmektedir. Bitki patojeni bakterilerin tanilanmasinda genel amagli besi yerlerinde bakteriler
gelistirilerek 6n ayrim yapilabilir. Genel olarak hastalikli dokudan yapilan izolasyonlarda 1yi bir
ylizey dezenfeksiyonu yapilmigsa gelisen patojen bakteriler oldukca saftir ve aymi tipte bir ¢ok
koloni olustururlar. Bununla birlikte besi yerinde yinede bitki, toprak vs. de bulunan pek ¢ok diger
bakteri ve fungusun gelismesi de olasidir. Bitki patojeni bakterilerin saprofit olanlardan bir diger
farkida ortamda saprofitlere gore daha yavas geligsmeleridir. Saprofit bakteriler hizli gelisir ve
ortami kisa zamanda kaplayabilirler.

Cizelge 1’de genel amaclh besi yerinde saf kiiltiir halinde gelistirilen bakterilerin olusturduklari
kolonilerin morfolojik o6zellikleri verilmisti. Bu morfolojik 06zelliklere bakarak fitopatojen
bakterilerin 6n tanilamalar1 yapilabilir. Ancak bu sekilde yapilan 6n ayrim sadece ilerideki testleri
kolaylastirmak amaciyladir. Hicbir zaman bakteriler koloni yapisi ve sekline bakarak genel amagh
besi yerinde teshis edilemezler.
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Cizelge 1. Genel amacli besi yerinde saf kiiltiir halinde gelistirilen bakterilerin olusturduklar
kolonilerin morfolojik 6zellikleri

Nokta Diizgiin Ipliksi Diizensiz Rhizoit ig (Mekik)
BiCiM
Diiz Kabarik Konveks Kubbe Diigmeli
YUKSEKLIK
Diiz Dalgal1 Loblu Disli Ipliksi Bukleli
KENAR

Koloni Renkleri; Saydam, yar1 saydam, opak (mat), krem, beyaz, kirmizi.
Ayrica bazi bakteriler besi yerinde yayilan ve suda eriyebilir pigment olusturabilmektedirler.

Fitopatojen bakterilerin genel amagli besi yerinde (Nutrient Agar), 25-27°C de, 24-48 saat
inkubasyon sonrasinda olusturduklar1 kolonilerin 6zellikleri ise asagida verildigi gibidir;

Bigim : Diiz

Yiikseklik : Diiz, kabarik, konveks ve kubbeli

Kenar : Diiz, dalgali

Renk : Saydam, yar1 saydam, opak (mat), krem, parlak sar1, bej
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GRAM BOYAMA

Canlilar1 birbirinden ayirt etmek icin bazi karakteristik Ozelliklerini diger canlilar ile
karsilastirir, farklilik ve benzerliklerini ortaya koyarak isimlendirmeye calisiriz. iste birbirine
cok benzeyen ve mikroskobik canlilar olan bakterilerin tanilanmasinda da bu temel
kurallardan yararlanilir. Cogunlukla renksiz olan bakterileri mikroskop altinda
inceleyebilmek icin Oncelikle onlar1 sabitleyip boyamak gereklidir. Bu amagla kullanilan
yontemlerden biride Gram boyama’dir. Ilk defa 1880 yilinda Cristian Gram isimli
Danimarkali bir bilim adamu tarafindan bulunan bu yontemle bakteriler 2 biiyiik ana gruba
ayrilmaktadir. Fitopatojen bakterilerde gram pozitif ve gram negatif olarak 2 ana grupta
toplanmaktadir.

Boyama

Gram boyama; 1s1 ile 6ldiiriilmiis ve lam {izerine sabitlenmis bakteri hiicrelerinin crytal violet
ad1 verilen bir boya ile boyanmasi, daha sonra bu boyanin iyotla bir kompleks olusturmasi
temeline dayanir. Sayet crytal violet ve iyotla islem gormiis bakteri hiicreleri organik bir
coziicii (etil alkol veya aseton) ile yikanirsa bakteri tliriine gore de§isen 2 farkli sonug
cikmaktadir. Bunlardan birincisinde hiicre ¢eperindeki boya-iyot kompleksi organik ¢oziiciide
coziinmez ve bakteriler mavimsi-mor renkli goriiniirler. Bu gruba gram pozitif adi1 verilir.
Ikincisinde ise boya-iyot kompleksi ¢oziiniir ve bakteriler renksiz goriiniir. Iste bu hiicreleri
mikroskopta gorebilmek i¢in kirmizi renkli safranin ad1 verilen bir boya ile boyanir. Sonucta
bu hiicreler pembemsi-kirmiz1 renkte goriiliirler. Bunlara da gram negatif ad: verilir.

Gram Boyamada Kullanilan Soliisyonlar (Hucker ’in Degistirilmis Yontemi)

1- Crytal violet soliisyonu

Crystal violet 100 ml su i¢ine 0.5 g boya konup eritilip ve filtre kagidandan siiziilerek
kullanilir.

2- Lugol soliisyonu

Iyot 1g

25 ml damitik su i¢inde Potasyum iyodiir 2g eritilir, lizerine 1 g iyot ilave edilir ve 100 ml
tamamlanarak koyu renkli sisede karanlikta saklanir.

3- Safranin soliisyonu

Safranin O 0.5 g boya tartilt ve 100 ml suda eritilerek kullanilir.
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Bakterilerin Mikroskopta incelenmesi

Petride Nutrient Agar besi yerinde 24-48 saat gelistirilen kiiltiiriinden alevden ge¢irilmis ve
sogutulmus steril bir 6ze yardimiyla bir miktar bakteri
alinir ve iizerinde bir damla su bulunan lam tizerinde ince
bir film tabakasi olusturacak seklinde yayilir.

Lam oda sicakliginda bekletilerek iizerindeki suyun
kurumasi saglanir. Kisa siirede kuruma saglamak igin
lam ¢ok kisa siireli alevden gecirilir. Bu igslem bakteri
hiicrelerinin boyama ve yikama iglevleri sirasinda lam
ylizeyinde sabit kalmasini1 saglar. Bu isleme fiksasyon
adi verilir.

Asagidaki siraya gore fiksasyonu yapilan bakterilerin boyamast yapilir.
GRAM BOYAMA

Lam {iizerine crytal violet soliisyonundan dokiiliir ve 1 dakika beklenir,
Musluk suyunda yikanir,

Iyot soliisyonu dokiiliir ve 1 dakika beklenir,

Musluk suyunda yikanir,

Etil alkol dokiiliir ve 30 saniye beklenir,

Musluk suyunda yikanur,

Safranin soliisyonu dokiiliir ve 30 saniye beklenir,

®©® ®© ®@ ®© ®©® ® ® @

Musluk suyunda yikanir ve ardindan hafif¢e kurutma kagidi ile kurulanir.

Hazirlanan preparatlar mikroskopta 100 biiylitmelik objektif ile incelenir. Bu objektif ile
calisgirken immersiyon yaginin kullanilmasi gerektigi unutulmamalidir. Boyama sonucunda
bakteri hiicrelerinin gram pozitif veya gram negatif olduklarinin yaninda hiicre sekilleri
hakkinda da bir bilgiye sahip olunur.
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POTASYUM HIDROKSIT TESTI

*  Gram-negative and Gram-positive bacterial kiiltiirleri
. Steril yassi kiirdan

. Lam

. %3 KOH i¢eren damlalik

Kiiltiir ortamindan bir miktar bakteri kitlesi kiirdan yardimiyla alinir ve temiz bir lam
iizerinde 2-3 damla KOH solusyonu i¢inde iyice dairesel hareketlerle cabucak yayilarak
karistirilir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvar1 %3 KOH iginde erir (liziz) ve 15-20 saniye
icinde yapiskan agdali (viskoz) bir sivi haline gelir. Kiirdan asagidaki sekilde siviya
dokundurulup yavasca kaldirilirsa sivinin uzadig: goriiliir. Bu gram negatif bakterinin hiicre
duvarinin erimesi sonucu agiga ¢ikan DNA’dir. Gram pozitif bakterilerde ise %3 KOH hiicre
duvarini etkilemedigi i¢in sivida bir degisiklik olmaz ve uzama goriilmez.
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PATOJENISITE TESTLERI

Bitkilerde hastalik yapan bakterilerin en 6nemli 6zellikleri patojenik olmalar1 yani konukcu bitkileri
hastalandirma yetenegine sahip olmalaridir. Izole edilen bir bakterinin bitkide hastalik olusturup
olusturmadigin1 yada virlilensini laboratuvar kosullarinda patojenisite testleri disinda baska bir
yontemle 6lgmek miimkiin degildir. Bu nedenle canli bitkiler kullanilarak suni inokulasyonlarla
dogal infeksiyonlar olusturulmaya ¢alisilir. Fitobakteriyolojide suni inokulasyonlar baslica 2 amagla
kullanilir. Birincisi bakterinin patojen olup olmadigini belirlemek ikincisi de bitkileri hastaliga
duyarhilik yada dayaniklilik amaciyla testlemektir. Bunlardan birincisi hastalikli bir bitkiden izole
edilen bir bakterinin hastalig1 olusturan etmen olup olmadigini belirlemek yani Koch postiilatini
dogrulamak amaciyla kullanilir. Bu postulat mikroorganizmalarin canlilarda hastalik ousturdugunu
ilk kez bulan Robert Koch tarafindan ortaya konmustur. Kisaca 4 kosuldan olusur.

1- Hastaliga neden olan etmen o canli da siirekli mevcuttur.

2- Etmen o canlidan izole edilmeli ve suni besiyerinde saf olarak yetistirilmelidir (izolasyon)

3- Izole edilen etmen aymi fakat saglikli canliya tekrar verildiginde aym hastalifi olusturmalidir
(Reinokulasyon)

4-Hastalik etmeni tekrar izole edilebilmeli ve suni besiyerinde saf kiiltiir halinde tekrar
yetistirildiginde ilk izole edilen etmenle ayni 6zellikleri tagimalidir (Reizolasyon)

Izole dilen ve saf kiiltiir olarak gelistirilen bir fitpatojen bakterinin basarili sekilde inokulasyonu
icin ise 3 6nemli kosul yerine getirilmelidir. Bunlar;

1- Virulent ve patojenik bir bakteri,
2- Duyarli konukgu,
3- Hastalik olusumu ve belirtilerin ortaya ¢ikmasi i¢in optimum kosullar olarak tanimlanir.

Basarili bir inokulasyon i¢in Oncelikle {izerinde durulmasi gereken bitkiye verilecek olan patojen
miktart yani inokulum' un hazirlanmasidir. Bu amagla saf kiiltlir olarak genel besiyerlerinde 24-48
saat gelistirilmis taze kiiltiirler kullanilmalidir. Bu kiiltiirlerden i¢inde 10-12 ml steril damitik su
veya steril fizyolojik serum (1 litre suda 8.5 gram NaCl) bulunan bir tiip ig¢inde bakteri
slispansiyonu hazirlanir. Bu siispansiyonlardaki bakteri konsantrasyonu ¢ok énemlidir. Hazirlanan
siispansiyonun mililitresindeki canli bakteri sayist1 ¢ok diisiik olursa hastalik belirtileri

olusmayabilir. Konsantrasyon ¢ok yiiksek olursa (108 den fazla) patojen olmayan bakteriler
(saprofitler) konukcu bitkilerde asir1 duyarhilik nedeniyle yumusak ciiriikliik yada suda haslanmis

gbriinlim gibi bazi yaniltict belirtilere neden olabilirler. Bunun i¢in 107-108 hiicre/ml' lik bakteri
konsantrasyonu pek ¢ok amag i¢in yeterlidir.

Suni inokulasyon yontemleri patojen bakteri tiirli ve konukgu bitkiye gore degismektedir. Bunlar
her hastalik grubu i¢in 6nem siras1 dikkate alinarak asagidaki sekilde 6zetlenmistir.
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Yaprak hastahklar:

* Piiskiirtme

* Yiiksek basingl bir piilverizator veya el sprayi ile doku i¢ine infiltrasyon,

« Siringa ile doku igine infiltrasyon,

* Yaprak yiizeylerine steril yumusak bir obje (ucuna pamuk sarilmis bir ¢ubuk) ile inokuluma
bandirarak slirtmek yada ovalamak. Bu amagla daha 6nceden karborandum tozu serpilerek yaprak
ylizeyinde yara agilabilir.

Kanser ve geriye dogru oliim hastalhiklar:

*Yaralama

*Budama

*Geng siirgiinlere veya meyvelere ucunda inokulum bulunan steril bir igne ile batirma
*Govde veya sapa siringa ile injeksiyon

Tletim demetleri solgunluklar:

*Govdeye ucunda inokulum bulunan bir igne ile batirma,
*Kesik yaprak saplarina bakteri siispansiyonu damlatma,
*Kesik kokleri bakteri siispansiyonuna bandirma

Yumusak ciiriikliik hastahiklar

*Bitkinin etli kisimlarina (patates) ucunda inokulum bulunan bir igne veya kiirdanla batirma,
*Kesik yiizeye bakteri siispansiyonu damlatma,
Siringa ile doku i¢ine bakteri siispansiyonunun infiltrasyonu

Tiimorler

*Govdeye veya sapa ucunda inokulum bulunan bir igne ile batirma,
*Yaralama seklindedir.

Inokulasyondan sonra patojenin konukgusu icine yerlesip hastalik iliskisinin kurulabilmesi i¢in
(enfeksiyon) bitkilerin optimum kosullarda bulundurulmasi gerekir. Bu nedenle patojenisite
caligmalar1 sicaklik, nem ve 151k kontrolu yapilabilen iklim odalarinda ytiriitiiliir. Sicaklik patojenin
kolaylikla gelisip ¢ogalabilecegi optimum degerde olmalidir. Isik 12 saat karanlik 12 saat aydinlik
peryodu pek cok calisma i¢in yeterlidir. Orantili nem ise ilk 48 saat i¢in %95-99 gibi yiiksek
degerde olmalidir. Bu amagla Inokulasyondan hemen sonra (6zellikle piiskiirtme seklinde yapilan
inokulasyonlarda) bitkilerin iizeri 1slatilmis polietilen torbalarla ortiiliir ve 36-48 saat beklenir. Daha
sonra torbalar ¢ikarilarak bitkiler sicaklig1 sabit bir ortamda yaklasik % 60-70 nisbi nemde belirtiler
olusuncaya degin tutulur. Belirli araliklarla kontrol edilerek sonuglar degerlendirilir.
Degerlendirmeler amaca gore, 0rnegin patojen leke olusturuyorsa leke ¢api veya sayisi, sapta
kanser olusturuyorsa lezyon boyu, bitkide tiimdr olusturuyorsa ur ¢ap1 veya agirligi gibi kriterler
dikkate alinarak yapilabilir.

Patojenisite ¢aligmalarinda hastalikli bitkiden izole edilen ve patojenisite testi yapilacak bakterinin
yanisira daha 6nceden tanilanmis bilinen bir bakteri kiiltiirii de kullanilmali ve bu bakteri ile ayr1 bir
bitki de inokule edilerek sonugta belirtiler karsilastirilmalidir.
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TUTUNDE ASIRI DUYARLILIK (Hipersensitiv Reaksiyon=HR) TESTI

Bilindigi gibi hastalikh bitki materyalinden izolasyonda genel besiyerinde
pek cok bakteri kolonisi gelismektedir. Bu kolonilerden bazilari bitki
patojeni bakterilere ait olabilecedi gibi bazilari da saprofit karakterli
bakterilere ait olabilir. ilk bakista koloni sekline gére bunlari gdzle
ayirtetmek miimkiin degildir. Oncelikle birbirlerine benzeyen her koloniden
temsilci bir koloni 6ze ile alinip besiyerine saflagtirilir. Bu saf kiltirlerin
elde ediimesinden sonra tanilama testleri yapilabilir. iste bitki patojeni
bakterileri saprofit olan bakterilerden ayirt etmek ic¢in kullanilan
yontemlerden birisi de Tutinde Asiri Duyarlilik testidir. Bu test Zoltan
Klement isimli bir Macar arastrici tarafindan 1963 yilinda gelistiriimis olup
ginidmizde kisa zamanda sonug¢ vermesi ve pek ¢ok bitki patojeni bakteri
icin dogru sonu¢ vermesi nedeniyle  bakteriyoloji laboratuvarlarinda
pratikte kullaniimaktadir.

Bu amacgla saksilarda yetistiriimis White Burley cesiti tutin bitkileri

kullanilir. TGtdn bitkilerinin 5-6 yaprakl oldugu dénemde, testlenecek her

bakteri izolati icin slUspansiyon hazirlanir ve ince uglu bir sinnga

yardimiyla ttin yapraginda iki damar arasina enjeksiyon yapilir. Bakteri

suspansiyonu yapraklara siringa edilirken ignenin kesik ucu yaprak icine

bakacak sekilde olmak Uzere (Sekil 1) igne hafifce damar kenarindan yaprak dokusu icine sokulur ve
piston ileri itilerek sivinin hicreler arasi boslugu doldurmasi saglanir. Bir yaprak Uzerinde birer sira
atlamak kaydiyla birka¢ tane bakteri izolati testlenebilir. Testlenecek her bakteri stispansiyonu bitkilere
verildikten sonra ayrica bir yapraga da steril su kontrol amaciyla verilmelidir. Daha sonra bitkiler 20-25 °C
de bir iklim odasina konur ve belirti olusumu i¢in beklenir. Xanthomonas cinsi bakteriler icin énce bitkiler
18-20 °C de tutulmali enjeksiyon sonrasi 30-32 ° de bekletilmelidir.

inokulasyondan 24 saat sonra (Pseudomonas cinsi bitki patojeni bakteriler 6-7 saat) bakteri siispansiyonu
siringa edilen damar aralarinda beyazlasma seklinde doku &6lUmu (nekroz) gdzlenirse enjekte edilen
bakteri izolatinin bitki patojeni olabilecedi kanisina varilir. Saprofit bakteriler nekrotik simptomlara neden
olmazlar, ancak bir ka¢ glin sonra hafif bir sararma gdézlenebilir. Su enjekte edilen yapraklarda da
herhangi bir sararma, nekroz vb belirti gbzlenmemelidir. Bakteri stspansiyonlarinin hazirlanmasi icin
24-48 saat sure icinde besiyerinde saf olarak yetistirilmis bakteri kalttrleri kullaniimalidir. Bu kdltirlerden
steril bir 6ze yardimiyla bir tip icine bir miktar steril su konur ve koloniden bir miktar alinarak su icinde
karistirihr. Hazirlanan suspansiyonun mililitresindeki bakteri sayisi 107-108 civarinda olmalidir. Bu
konsantrasyon basit olarak daha 6nceden hazirlanmig farkli bulaniklik derecelerine sahip MacFarland
tupleri yardimiyla bakteri sispansiyonu karsilastirilarak kabaca yapilabilir.

Sekil 1. Bakteriyel slispansiyonun siringa ile titin yapragina verilisi
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