Bitki infeksiyon Yéntemiyle Rhizobium Sayimi '
Velittin GURGUN, A. Kadir HALKMAN

01. Genel Bilgiler

Kok nodiil bakterilerinin (Rhizobium) diger mikroorganizmalar ile karigik olmalart durumunda,
sayimlar1 i¢in gilivenilir bir kati besiyeri sayim yontemi yoktur. Rhizobium bakterilerinin
tiretildigi kat1 besiyerlerinde diger pek ¢ok mikroorganizma da rahatlikla gelisebildigi gibi,
farkli Rhizobium tiirleri koloni yapilarindan ayirt edilemez. Eger Rhizobium bakterilerinin
sayilacagi ortamda baska mikroorganizmalar da varsa (6rnegin steril olmayan pit ile
hazirlanmis Rhizobium inokiilantinda oldugu gibi), ve/veya sadece bir Rhizobium tiiriiniin
sayimi isteniyorsa, EMS yontemindeki yaklasim ile gelistirilmis olan bitki infeksiyon yontemi
en uygun sayim yontemidir. Bu yOntemin prensibi; sayimi istenen Rhizobium tiiriiniin nodiil
olusturdugu baklagil bitkisinin ¢imlendirilmis tohumuna bakterinin asilanmasi, bitki gelisimi
tamamlandiginda nodiil olusumunun saptanmasi, nodiil olusan toplam bitki sayisinin EMS
tablolar1 gibi hazirlanmig 6zel tablolardan hesaplanmasina dayanir. Bir kag tiir istisna olmak
tizere, her Rhizobium bakterisi 1 ¢esit baklagil kokiinde nodiil olusturur. Bir diger deyis ile R.
cicer sadece nohutta nodill olusturabilir. Dolayist ile sayimi yapilacak Rhizobium tiiriiniin
gelisecegi baklagil bitkisinin se¢imine 6zen gosterilmesi gerekir. Bu durumda bitki infeksiyon
yontemi ile Rhizobium sayiminda, materyaldeki cesitli Rhizobium tiirlerinin toplam sayisi
degil, sadece kullanilan baklagil bitkisinde nodiilasyon olusturan bir tek Rhizobium tiirii sayilir.

Bu amagla 100 gr inokiilant tartilip, 900 ml su icine alinir, 5-10 dakika kadar karistirilip, 107'%a
kadar diliisyonu yapilir. Diger yandan her diliisyon i¢in 4 ayr1 Leonard kavanozu, Pouch (zarf)
veya tiip hazirlanir. Bunlarin igine, daha 6nce ylizey sterilizasyonu yapilip steril kosullarda
¢imlendirilmis baklagil tohumlarindan ekilir. Genellikle Leonard kavanozuna 3'er, Pouch'a
2'ser ve tiiplere 1'er adet tohum ekilir. Diliisyonu yapilan kiiltiir ¢ézeltisinden tohum yuvalarina
I'er ml ilave edilip nodiil olusumu i¢in beklenir (her Leonard kavanozuna 3'er tohum ekildi ise
her tohum yuvasi i¢in 1 ml hesabi ile kavanozlara 3 ml ilave edilmelidir). 3. haftadan itibaren
nodiil olusumu kontrol edilir. Ekimi yapilan tohum sayisi ve olusan nodiil sayisina
bakilmaksizin, Leonard kavanozlar1 (+) ya da (-) olarak degerlendirilir. Degerlendirmede
toplam (+) sonug veren kavanoz sayisi 6nemlidir.

Asagida ¢izelgede bitki infeksiyonu yontemi ile yapilmig bir denemenin sonuglar1 verilmistir.

Diliisyon Tekerriirlerdeki Nodiilasyon Nodiilasyon Goériilen toplam bitki sayisi
10 - - - - 4
10° + + + + 4
107 + + + - 4
10" + - + + 3
10” - - + + 2
10° - - - - 1
10”7 - - + - 1
10° + - - - 1
10” - - - - 0
107" - - - - 0

Toplam 20
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Yukaridaki 6rnege gore hesaplanmig olan toplam (+) bitki sayisina gore Rhizobium sayisi
asagidaki tablodan hesaplanir.

Ardisik 10 diliisyondan (Standart 1:9 oraninda diliisyon) 4'er bitkiye yapilan inokiilasyon
sonrasi nodiilasyon goriilen (+) toplam bitki sayisina gére en muhtemel Rhizobium sayisi.

Toplam (+) Bitki Sayisi EMS Toplam (+) Bitki Sayisi EMS
40 >7.0x10° 20 1,7x10*
39 7,0x10° 19 1,0x10*
38 6,9x10° 18 5,8x10°
37 3,4x10° 17 3,1x10°
36 1,8x10° 16 1,7x10°
35 1,0x10° 15 1,0x10°
34 5,9x10’ 14 5,8x10°
33 3,1x10’ 13 3,1x10°
32 1,7x10’ 12 1,7x10?
31 1,0x10’ 11 1,0x10?
30 5,8x10° 10 5,8x10"
29 3,1x10° 9 3,1x10'
28 1,7x10° 8 1,7x10"
27 1,0x10° 7 1,0x10"
26 5,8x10° 6 5,8
25 3,1x10° 5 3,1
24 1,7x10° 4 1,7
23 1,0x10° 3 1,0
22 5,8x10* 2 0,6
21 3,1x10* 1 <0,6

Yukarida verilen 6rnekte toplam (+) bitki sayis1 20 olduguna gore, ¢izelgede 20 rakaminin
karsisina gelen 1,7X10* degeri asagidaki formiilde yerine konularak 1 g inokiilantta bulunan
Rhizobium sayis1 tahmin edilir.

1 g inokiilantta bulunan Rhizobium sayist (EMS) =(m X d) / V formiili ile hesaplanur,

Burada;

m = Cizelgeden bulunan deger

d = En disiik diliisyon, yani agilamada kullanilan birinci dilisyon faktorii

V = Her tohum ig¢in inokiile edilen hacim (ml).

Buna gore, yukarida verilen 6rnek igin 1 g pitte bulunan en muhtemel Rhizobium sayisi
1,7X10° adettir.

Cizelgede goriilen degerler ardisik 1:9 oraninda yapilmis 10 diliisyondan 4 'er kavanoza ekim
(4 paralelli ekim) i¢indir. Standart EMS tablolarinda oldugu gibi, bitki infeksiyonu yontemi
icin de farkli diliisyon oranlar1 ve sayilari ile farkli paralel ekimler yapilmasi durumunda da
kullanilabilecek tablolar hazirlanmistir.

Bitki infeksiyonu yontemi ile Rhizobium sayiminda yukarida agiklanan teknigin modifiye
edilmis sekilleri de bulunmaktadir. Standart yonteme alternatif olarak en yaygin kullanilan bir
baska yontemde ardisik 4 diliisyondan 3 paralelli nodiilasyon denemesi yapilir. Bu yontemde,
en son (en diisiik) diliisyondan asilanan 3 kavanozda 3 (+) deger elde edilemeyecek sekilde



diliisyonlar seg¢ilmelidir. Cizelgede bu deneme plani i¢in nodiilasyon sayisina kars1 gelen EMS

degerleri verilmistir.

Ardisik diliisyonlarda (+) bitki sayis1 Toplam pozitif EMS
10’ 10 10 107 bitki sayisi
3 3 3 3 12 >2300,0
3 3 3 2 11 919,0
3 3 3 1 10 424.0
3 3 3 0 9 230,0
3 3 2 1 9 147,0
3 3 2 0 8 91,8
3 2 1 0 7 42,4
3 3 0 0 6 23,0
3 2 1 0 6 14,7
3 2 0 0 5 9,2
3 1 0 0 4 4,2
3 0 0 0 3 2,3
2 1 0 0 3 1,5
2 0 0 0 2 0,9
1 0 0 0 1 0,4

Bu cizelgede de degerler en kiigiik diliisyon igin verilmistir. 10°, ekim yapilan materyalin
kendisidir. Sayim sirasinda kullanilan diliisyonlarin en kii¢iigii, diliisyon faktorii olarak

kullanilir.

Ornek

10° diliisyonda 3, 107 diliisyonda 3, 10 diliisyonda 2 ve 107 diliisyonda 1 adet bitkide

nodiilasyon olusmustur. Materyaldeki Rhizobium sayis1 nedir?

Coziim: 3 3 2 1 kodunun kars1 geldigi deger cizelgeden 147 olarak bulunur. Buna gore,
materyaldeki Rhizobium sayis1 en muhtemel olarak 147X10° = 1,5X10%g'dur.



