T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

CAYIR-MERA VEJETASYONLARINDAN AZOTOBACTER iZOLATLARININ
ELDE EDILMESi VE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Ebru CELEN

DOKTORA TEZi
BiYOLOJi ANABILIM DALI

2009



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

CAYIR-MERA VEJETASYONLARINDAN AZOTOBACTER IZOLATLARININ
ELDE EDILMESiIi VE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Ebru CELEN

DOKTORA TEZIi
BiYOLOJi ANABILIM DALI

Bu tez 2005.03.0121.011 no’lu proje ile Akdeniz Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Yonetim Birimi tarafindan desteklenmistir.

2009



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

CAYIR-MERA VEJETASYONLARINDAN AZOTOBACTER IZOLATLARININ
ELDE EDIiLMESi VE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Ebru CELEN

DOKTORA TEZIi
BiYOLOJi ANABILIM DALI

Bu Tez 19.01.2009 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile kabul

edilmistir.

JURI: Yard. Dog. Dr. Mehmet Akif KILIC (Danisman)
Prof. Dr. Kayahan FISKIN
Prof. Dr. Atila YANIKOGLU
Prof. Dr. Hiiseyin BASIM
Dog. Dr. Refik UYANOZ



OZET

CAYIR-MERA VEJETASYONLARINDAN AZOTOBACTER iZOLATLARININ
ELDE EDILMESIi VE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Ebru CELEN

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Yard. Do¢. Dr. Mehmet Akif KILIC
Ocak 2009, 95 sayfa

Azot baglayan mikroorganizmalar ekosistemlere atmosferik azot gazini (N3)
amonyaga (NH3) dontistiirerek azot saglamaktadirlar. Azotobacter azot baglama
ozelliginden dolay1 ekosistemde ve ayni zamanda bitki biiylimesini artiran hormon ve
vitamin salgilamasindan dolay1 tarimsal iiretimde 6nemli bir yere sahiptir.

Bu caligmada Antalya bolgesinde bulunan farkli cayir-mera vejetasyonlarindan
(Elmali-Eymir, ibradi-Eynif, Akseki-Cimi, Manavgat-Demirciler ve Merkez-Asagioba),
tarlalardan (bugday, misir, yulaf, kereviz ve patates) ve Bolu musir tarlasindan farkli
Azotobacter izolasyon yontemleri kullanilarak 45 Azotobacter spp. izole edilmistir.
Azotobacter izolatlarinin molekiiler karakterizasyonunda, ARDRA (Amplifiye edilmis
ribozomal DNA restriksiyon analizi), 16S rRNA ve nifH geni dizi analizlerinden
faydalanilmistir. Bu izolatlardan besinin Azotobacter nigricans subsp. nigricans,
19’unun Azotobacter chroococcum, 18’inin  Azotobacter salinestris ve giinlin
Azotobacter vinelandii oldugu saptanmistir.

Bu calismaya gore A. salinestris ve A. chroococcum olarak saptanan izolatlarin
yaygin oldugu tespit edilirken, A. vinelandii ve A. nigricans subsp. nigricans olarak
tanimlanan izolatlarin dagiliminin sinirl oldugu belirlenmistir.

Ornek alman bitki rizosferleri arasinda yalmizca Apium graveolens (kereviz)
rizosferinden, Ui¢ farkli Azotobacter tirine (A. salinestris, A. chroococcum ve A.
vinelandii) ait izolatlar elde edilmesinden dolayr bu bitki rizosferinin Azotobacter spp.

cesitliligi bakimindan zengin oldugu belirlenmistir.



Azotobacter izole edilen topraklarin kimyasal 6zelliklerine gore Azotobacter spp.
dagiliminda kalsiyum miktarinin istatistiksel olarak o6nemli (P<0.05) oldugu

saptanmistir.
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ABSTRACT

THE MOLECULAR CHARACTERIZATION OF AZOTOBACTER ISOLATES
FROM VEGETATIONS OF GRASSLAND AND MEADOW

Ebru CELEN

Ph.D. Thesis in Biology
Adviser: Assistant Prof. Dr. Mehmet Akif KILIC
January 2009, 95 Pages

Nitrogen fixing microorganisms provide nitrogen for the ecosystems to
transform atmospheric nitrogen gas (N») into ammoniac. Azotobacter has an important
place in ecosystem due to its nitrogen fixing ability and in agricultural production due to
its hormone and vitamin releasing characteristic.

In this study, 45 Azotobacter spp. were isolated using a variety of isolation
methods from various types of meadow-pasture vegetation (Elmali-Eymir, Ibradi-Eynif,
Akseki-Cimi, Manavgat-Demirciler and Centre-Asagioba) and fields (wheat, corn, oat,
celery and potato) in the Antalya region and from a corn field in Bolu. In the molecular
characterization of Azotobacter isolates, the ARDRA method, 16S rRNA and nifH gene
sequences analysis were used. It became apparent that five of these isolates were
Azotobacter nigricans subsp. nigricans, 19 of them were Azotobacter chroococcum, 18
of them were Azotobacter salinestris and three of them were Azotobacter vinelandii.

While the isolates identified as A. salinestris and A. chroococcum were found to
be widespread, the isolates identified as A. vinelandii and A. nigricans subsp. nigricans
were found to be limited.

Because the isolates determined as three different Azotobacter speciess (4.
salinestris, A. chroococcum and A. vinelandii) were obtained from Apium graveolens

and it was concluded that this plant rhizosphere is rich in diversity of Azotobacter spp.
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According to the chemical characteristics of the areas in which Azotobacter was
isolated, calcium content was found to be statistically significant (P<0.05) in

distribution of Azotobacter spp.

KEY WORDS: Azotobacter, soil, ARDRA, 16S rRNA gene and nifH gene.

COMMITTEE:Asst. Prof. Dr. Mehmet Akif KILIC (Adviser)
Prof. Dr. Kayahan FISKIN
Prof. Dr. Atila YANIKOGLU
Prof. Dr. Hiiseyin BASIM
Assoc. Prof. Dr. Refik UYANOZ

v



ONSOZ

Azot baglayan bakteriler ekosistemler i¢in azot kaynaklaridir. Azot baglayan
bakterilerden Azotobacter bitki biiyiimesini zenginlestiren metabolitlere sahip
olmasindan dolay1 tarimsal alanlar i¢in Onemli bir mikroorganizmadir. Bu nedenle
tarimsal uygulamalarda biyolojik giibre olarak kullanimi yaygindir. Bu calismada,
cayir-mera vejetasyonlarindan ve tarlalardan farkli izolasyon yontemleri kullanilarak
Azotobacter izolatlar1 elde edilmistir. izolatlarin ARDRA, 16S rRNA geni ve nifH gen

dizi analizleri yapilarak molekiiler olarak karakterizasyonu saglanmustir.

Doktora ¢aligmalarimin ilk agamalarinda doktora danismanligini iistlenmis olan
ve tez konusunun belirlenmesinde bana anlayis gdsteren ve yardimei olan Sayin Prof.
Dr. Atila YANIKOGLU’na, doktora ¢alismalarimin iigiincii yilindan sonra doktora tez
danismanim olan Saymn Yard. Dog. Dr. Mehmet Akif KILIC a desteginden ve her tiirlii
yardimlarindan dolay1 tesekkiir ederim. Doktora tez calismalarimin ilk yilinda izole
etmis oldugum izolatlarin molekiiler ¢calismalarin1 yapmak iizere beni laboratuvarina
kabul eden ve destekleyen York Universitesi’nden Sayin Prof. Dr. J.W. Peter
YOUNG’a, aynt boliimden Saym Dr. Cyril BONTEMPS’e her tiirlii yardimlarindan
dolay1 tesekkiir ederim. Doktora tezimin izleme komitesinde yer alan Sayin Prof. Dr.
Kayahan FISKIN ve Sayin Prof. Dr. Hiiseyin BASIM’a doktora ¢alismama gostermis
olduklar1 ilgiye tesekkiir ederim. Biyoloji Boéliimii’nde gergeklestirmis oldugum
calismalarim sirasinda bana kolaylik saglayan tiim Biyoloji Béliimii Saymm Ogretim
Uyelerine ve Arastirma Gérevlisi arkadaslarima, aym1 zamanda Akdeniz Universitesi
Merkez Arastirma laboratuvar1 yonetimine ve calisanlarina tesekkiir ederim. Antalya
bolgesi ¢ayir-meralarindan 6rnekler almam i¢in meralar konusunda beni bilgilendiren
ve arazi galismalarima eslik eden Antalya Tarim il Miidiirliigii'nden Cayir-mera grubu
personeline, érnek aldigim bitkilerin teshisinde yardimci olan Doktora 6grencisi Ilker
CINBILGEL’e, DNA dizi analizi c¢alismalarim sirasinda PAUP uygulamalarinda
yardimct olan Yiksek Lisans Ogrencisi Sarp KAYA’ya ve toprak oOzelliklerinin
istatistiksel olarak degerlendirilmesinde yardimci olan Doktora &grencisi Pinar
KAYA’ya tesekkiir ederim. Calismalarim sirasinda ayni laboratuvari paylastigim Erdal

0zZLU’ye ve Tezin yaziminda yardimci olan Doktora dgrencisi Deniz SIRIN ve



Mehmet Sait TAYLAN’a da tesekkiir ederim. Her tiirli destekleriyle yanimda olan

aileme siikran ve tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez caligmasimni 2005.03.0121.011 no’lu proje ile destekleyen Akdeniz

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yénetim Birimi’ne de tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

ul Mikrolitre

ml Mililitre

L Litre

uM Mikromolar

mM Milimolar

mm Milimetre

M Molar

pH Hidrojen potansiyeli
cm Santimetre

Mt Megaton

gr Gram

dak Dakika

sn Saniye

Y Gama

°C Santigrad derece

bg Baz cifti

dNTP Adenin, Guanin, Sitozin ve Timin niikleotit karigimi1
KOH Potasyum hidroksit
NaCl Sodyum klortir
K>;HPO4 Dipotasyum hidrojen fosfat
FeSO, Demir siilfat
MgSOy4 Magnezyum siilfat
Na,MoOy Disodyum molibdat
CaCl, Kalsiyum kloriir
NO;s Nitrat

NO, Nitrit

N Azot

1X



Kisaltmalar

DNA
RNA
rRNA
TSA
PZR
TBE
BAB
ARDRA

UPGMA

PHYLIP

PAUP

NJ

ML

AIC

hLRT

DSMZ

NCBI
BLAST

Deoksiriboniikleik asit

Riboniikleik asit

Ribozomal RNA

Triptik soy agar

Polimeraz zincir reaksiyonu

Tris-borik asit-EDTA

Biyolojik azot baglanmasi

Amplifiye edilmis ribozomal DNA restriksiyon analizi (Amplified
ribosomal DNA restriction analysis)

Grup ortalamas1 kiimelemesi (Unweighed Pairgroup Method with
Arithmetic Average)

Filogenetik ¢ikarim paket programi (Phylogeny Inference
Package)

Parsimoni kullanarak filogenetik analiz (Phylogenetic Analysis
Using Parsimony)

Komsu Baglama (Neighbour — joining)

Maksimum olasilik (Maximum Likelihood)

Akaike Information Criterion

Hierarchical Likelihood Test

Almanya kiiltiir koleksiyonu (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

und Zellkulturen)
National Center for Biotechnology Information

Basic Local Alignment Search Tool
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1. GIRIS

Biyolojik azot baglanmasi yer kiireye azot saglayan onemli bir biyokimyasal
olaydir. Azot baglanmas1 yalnizca prokaryot mikroorganizmalar tarafindan
gerceklestirilir (Young 1992) ve Azotobacter’de serbest yasayan azot baglayan
mikroorganizmalardan biridir (Kennedy vd 2005). Ayn1 zamanda, Azotobacter bitki
verimliligini artiran etkilerinden dolayr tarimsal uygulamalarda biyolojik giibre olarak

kullanilmaktadir (Mrkovacki ve Milic 2001, Cebel 2004).

Tarimsal uygulamalarda bitkisel iiretimi artirmak i¢in en yogun olarak
kullanilan, mineral azot igerikli giibrelerdir. Mineral azot giibrelerinden % 14, hayvan
atiklarindan 9% 23 olmak iizere amonyak kaybi yasanmaktadir. Bununla birlikte global
diizeyde azot giibrelerinden azot kayb1 denitrifikasyon ve yikanma gibi
mekanizmalardan da kaynaklanmaktadir. Bu baglamda tarimsal faaliyetlerde uygulanan
mineral azot giibrelerinin, yaklasik % 50’si her yil kaybolmaktadir. Cevre kirliligine de
neden olan bu uygulama, aynm1 zamanda 3 milyar dolar ekonomik kayip olarak rapor
edilmistir (FAO 2001, Roy vd 2002). Bununla birlikte kullanilan giibrelerin canli ve
cevre lizerine de olumsuz etkileri bulunmaktadir. Bu nedenlerden dolayi, biyolojik azot
baglayan mikroorganizmalarin tarimsal uygulamalarda kullanimi yayginlastig

gorilmektedir.

Insan populasyonlarnin yasam alanlarnin genislemesi dogal alanlardaki azot
baglayan mikroorganizmalarin yasam alanlarmi daraltmaktadir (Galloway vd 2004).
Ekosistemlerdeki azot baglayan mikroorganizmalarin varliginin ve dagiliminin tespit

edilmesi biyolojik kaynaklarin degerlendirilmesini ve korunmasini saglayabilir.

Diinyada mikroorganizmalarin 6zellikle belirli bakterilerin (Rhizobium spp. ve
Pseudomonas spp. gibi) molekiiler karakterizasyon ve genetik ¢esitlilik aragtirmalari
yaygin olarak ¢alisilmaktadir (Pinero vd 1988, De Bruijn 1992, Spiers vd 2000). Ancak
Azotobacter tiirlerinin, molekiiler karakterizasyon calismalarinin son derece sinirli
kaldig1 goriilmektedir. Yirminci ylizyilin ilk ortalarina kadar Azotobacter ile ilgili

caligmalarin  morfolojik ya da biyokimyasal Ozellikler {izerine yogunlastig



gozlenmektedir (Lee ve Burris 1943, Alexander ve Wilson 1956, Dilworth ve Parker
1961, Socolofsky ve Wyss 1961, Layne ve Johnson 1964). Sonraki yillarda
Azotobacter’lerin  azot baglama ve bitki besleme Ozelliklerinin arastirildig
gorilmektedir (Jackson vd 1964, Mehrotra ve Lehri 1971, Cannon ve Postgate 1976,
Kennedy ve Robson 1983, Bishop 1986, Yates vd 1997 ).

Cok sayida iilkede yapilmis ¢ok sayida (Rusya, Kanada, Polonya ve Brezilya
gibi) Azotobacter ¢aligsmalarina rastlanmis olmasina karsin (Krasilnikov 1949, Kole vd
1988, Martyniuk ve Martyniuk 2003, Baldani ve Baldani 2005), Tiirkiye’de bu
konudaki arastirmalarin (Ozkan 1986, Kargi ve Ozmihci 2004, Kizilkaya 2008,
Kizilkaya 2009) ve azot baglayan mikroorganizmalarin molekiiler karakterizasyonu ile
ilgili calismalarin (Sahin 2005) ¢ok sinirli oldugu goriilmiistiir. Tiirkiye’de arastiricilar
ozellikle son yillarda genel olarak azot baglayan bakteriler arasinda yer alan Rhizobium,
Azospirillum ya da Azotobacter izolatlarinin bitkilere agilanmasi ve etkisi konusuna

yogunlasmistir (Kiziloglu ve Bilen 2004, Salantur vd 2005, Ogiit vd 2005).

Bu ¢aligmanin birinci amaci farkli ¢ayir-mera vejetasyonlarindan ve tarlalardan
Azotobacter izolatlarin1 elde etmek ve izolatlarin molekiiler karakterizasyonunu
yapmaktir. Azotobacter izolatlarin molekiiler karakterizasyonunda ARDRA
(Amplified ribosomal restriction analaysis), 16S rRNA geni ve nifH gen dizi
analizlerinden faydalanilmistir. Calismanin diger amaci ise elde edilen Azotobacter
izolatlarinin, izole edildikleri bitki rizosferi ya da toprak ozellikleri ile iliskilendirmek

ve Azotobacter’in dagilimini arastirmaktir.



2. KURAMSAL BiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Azot Dongiisii ve Azot Baglanmasi

Azot canlilarin yapisinda bulunan temel elementlerden biridir. Azot yerkiirede
kimyasal ve biyolojik olaylarla farkli formlar (NH3;, NO;, NO,, NO, N, gibi)
alabilmektedir ve atmosfer ile yerylizii arasinda azot dongiisii olarak adlandirilan
dontisiimii gerceklestirmektedir. Bu dongii igerisinde yer alan biyolojik ve biyolojik
olmayan azot baglanmasi; atmosferik azotun (N,), gaz olmayan azotlu bilesiklere
(NH,4") déniisiimiidiir. Biyolojik olmayan azot baglanmas1 (20 Mt N yil) karasal yasama
biyolojik azot baglanmasindan (175 Mt N yil) daha az katki saglar (Paul ve Clark 1996)
ve biyolojik azot baglanmasinin % 60" toprak, % 401 okyanus kaynaklidir (Madigan vd
2000).

Biyolojik azot baglanmasi (BAB) N'un enzimatik rediiksiyon reaksiyonlariyla
amonyaga (NH;3) doniisiimiidiir. Ik olusan azotlu bilesik olan amonyak, aminoasit
biyosentezinin baslangic molekiiliidiir (Madigan vd 2000). Bu giinkii bilgimize gore
yalmizca prokaryotlar BAB yetenegine sahiptir (Young 1992). Insanlar tarafindan
besinlerle alman azotun 23 milyon m’lik hacminin yaris1 bakteriler tarafindan

gerceklestirilen biyolojik azot baglanmasidir (Halleib ve Ludden 2000).

Karasal yasamda azot denitrifikasyon, erozyon ve yikanma gibi olaylardan
dolay1 topraktan ya da biyosferden devamli uzaklagsmaktadir. Bu nedenle BAB karasal
yasam i¢in en onemli azot kaynagidir (Paul ve Clark 1996). Ekosistemlerde bulunan
azotun canli i¢in kullanilabilir olmas1 azotun formuna baghdir. Azot organik bilesikler
ya da biyokiitle icinde buluna bileceginden dolayr azotun kullanilmasi i¢in mineralize
edilmesi gerekmektedir. Genel olarak bitkiler NH; ya da NOs™ seklinde mineral azotu
tercih etmektedir. Oksijensiz kosullarda NH," hareketsizdir ancak katyon olmasindan
dolayr negatif yiiklii kil mineralleri tarafindan adsorbe edilebilmektedir (Madigan vd
2000). Aerobik kosullarda NHy4 nitrifer mikroorganizmalar1 (amonyak okside edenler
ve nitrit okside edenler) tarafindan hizla nitrata (NOs") cevrilmektedir. NO;3', suda

NH,"a kiyasla daha fazla hareketlidir ve toprakta bitkiler ve diger canlilar tarafindan



kullanilmadiginda suyla uzaklasa bilmekte (yikanma) ya da denitrifikasyon bakterileri
tarafindan azot gazina doniistiiriilerek atmosfere geri verilmektedir (Madigan vd 2000)

(Sekil 2.1).

Dogal kosullar altinda azot baglanmasi sonucu azot girisinin ve sistemden ¢ikan
azotun bir denge i¢inde oldugu varsayilir. Ancak modern tarim ve endiistriyel
uygulamalardan dolay1 sentetik azot giibresi gibi yeni azot girdileri eklenmistir. Cok
sayidaki ekosistemde, artan azot diizeyleri gozlenmistir ve bu azot doygunlugu ciddi
ekolojik sorunlara neden olmakta ve ayni zamanda canli sagligimi tehdit etmektedir
(Barabasz vd 2002, Sulak ve Aydin 2005). Bu problemlerin basinda yiizey sularinda
gelisen otrofikasyon, sera gazlarinin artmasi, igme sularina azotlu (nitrit, nitrat ya da
nitrosamin) bilesiklerin bulagsmasi ve biyocesitliligin azalmasi gelmektedir (Tokmak

1995, Socolow 1999, Barabasz vd 2002, Hopkins ve Holz 2006).
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2.2. Cayir-Meralarda ve Tarimsal Alanlarda Azot Dongiisii

Besin dongiisii belirli kaynaklar arasinda bir elementin hareketidir ve mikro
alanlarda ya da daha biiyiik alanlarda giris ve kayiplar yasanir. Meralara azot girisi
simbiyotik ya da simbiyotik olmayan azot baglanmasi, inorganik ya da organik giibre,

hayvan ya da bitki atiklar1 gibi yollarla saglanmaktadir (Sekil 2.2) (Rotz vd 2005).

besin destegi drianler amonyak
e
‘ |~ amonyak
| Tl
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N v/
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Sekil 2.2. Merada azotun kaynaklar1 ve kaybolma yollar1 (Rotz vd 2005)

Merada baklagiller tarafindan baglanan azotun 10-270 kg N ha” arasinda
degistigi tahmin edilmektedir (Ledgard 2001). Farkli bir ¢alismada, hayvanlarin yem
bitkisi olarak kullandig1 baklagil bitkileri i¢in bu tahmin 100-200 kg N ha™' olarak rapor
edilmistir (West ve Mallorina 1996). Literatiirdeki bu sayilar, genel olarak yazarlarin
azot baglanmasimin Olciilmesindeki metodolojik ve hesaplama farklilifindan dolay:

degisebilmektedir. Tarimsal alanlarda farkli biyolojik sistemler tarafindan baglanan

azotun tahmini degerleri ¢izelgede sunulmustur (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1. Tarla bitkisi, mera ya da hayvan yemi baklagillerindeki Rhizobium, ya da
baklagil olmayan bitkilerdeki endofitik ya da serbest yasayan bakteriler

tarafindan tarimsal sistemlerde yillik baglanan azotun tahmini degerleri

(Herridge vd 2008)

Azot birikim oran1 ve zamani bir ¢ok faktdre (fosfor girdisi, diger elementlerin
girdisi, bitki vejetasyonu, meranin yonetimi gibi) baglidir (Rotz vd 2005) bundan dolay1
azotun idaresi kirillgan bir dengeye sahiptir (Janzen vd 2003). Bu baglamda tarimsal
iretim sistemlerinde azotun giris ve kaybolma yollarinin bilinmesi ve azot biit¢esinin
belirlenmesi 6nemlidir. (Giileg ve Karaman 2004, Giileg ve Derici 2004). Meralarda
sigir ya da koyun otlatmasi hayvansal atiklar aracilig1 ile azot dongiisiinii etkilemektedir
(Clegg 2006). Hayvan digkis1 ve idrariin igerdigi azot formu ve oranlari birbirinden
farklidir. Digkida % 20-25 suda ¢6ziiniir amonyak (Kirchmann ve Witter 1992), hayvan
idrarinda ise % 50-80 iire bulunmaktadir (Hynes ve Williams 1993). Hidrolize olan iire
nitrifikasyon ile uzaklasmasina karsin yiiksek pH’dan (lirenin parcalanmasi sonucu)
dolay1 kismen buharlasabilmektedir. Otlatma yapilan meralarda hayvanlarin geride
biraktig1 bitki atiklarida pargalanmakta ve azot, fosfor gibi besinlerin serbest kalmasini
saglamaktadir (Peyraud ve Delaby 2006). Azot hareketli bir element olmasindan dolay1
meralarda eksikligi goriilebilmektedir. Genelde bu problem inorganik giibre kullanimi
ile giderilmeye c¢alisilmaktadir. Ancak azotlu gilibre kullanimi 6zellikle pH’i
diisiirmesinden dolay1 mikroorganizmalarin miktarini olumsuz etkilemektedir (Barabasz

vd 2002, Clegg 2006). Meralardan azot, genel olarak bitkiler tarafindan alinma,



amonyak buharlagmasi, suyla yikanma, hayvansal {riinler (siit, tily, et), erozyon gibi

nedenlerle uzaklagmaktadir (Rotz vd 2005).

Tiirkiye topraklarimin % 73’1, toprak, bitki ve hayvan verim kaybina, toprak
besin maddelerinin azalmasina ve sularin kirlenmesine neden olan erozyona maruz
kalmaktadir (Balabanli vd 2005). Erozyonun olusmasi topografik ve jeolojik olarak bir
cok nedene baghdir. Tiirkiye’de dogal cayir-mera alanlar1 21.7 milyon hektar alan
kaplamaktadir ve bu alanlarin ekolojik kosullarindan ve yanlis kullanimlarindan dolay1
verimleri ¢ok diisiik kalmistir (Okuyucu ve Okuyucu 2006). Meralarin bitki Ortiisii
bakimindan zayif olmasi erozyon olasiligini da artirmaktadir. Egimli (% 16) ve milli
tinl1 bir arazide 18 cm kalinligindaki bir topragin yok olmasi i¢in ge¢mesi gereken
zaman nadas alanlarinda 7 yil, yalniz misir ekilen alanlarda 11 yil, misir-arpa-yoncanin
karisik ekildigi arazilerde 40 y1l ve siirekli ¢ayir bitkilerinin bulundugu alanlarda 33600
y1l oldugu tahmin edilmektedir. Toprak yiizeyinde ¢im Ortiisiiniin olmas1 ve genis kok
sistemleriyle biiyiik toprak kitlelerini muhafaza etmesi cayir ve mera bitkilerinin
erozyonu Onlemede (6zellikle e§imli arazilerde) etkili olabilecegini isaret etmektedir

(Balabanli vd 2005).

Tiirkiye’de topraklarin 6nemli bir boliimii tortul ve metamorfik kayaclardan
olusmus olup, % 64’linde organik madde orant % 1’in altinda, % 22’sinde % 1-2
arasinda ve % 14’iinde % 2’nin iizerindedir, sonug olarak bu topraklarin organik madde
yoniinden olduk¢a fakir oldugu rapor edilmistir (Karasahin 1995). Cayir-mera
bitkilerinin verimini artirmak i¢in azot, fosfor ve potasyum gibi giibre kullanimlarinin
etkili oldugu gosterilmistir (Elliott ve Abbott 2003, Gierus vd 2005, Albayrak vd 2008).
Ancak, kimyasal tarimsal uygulamalar (kimyasal giibre gibi) ileriki donemlerde
cevresel problemler yaratmaktadir (Socolow 1999, Janzen vd 2003). Bu nedenlerle
tarimsal alanlarin veriminin artirilmas: i¢in mikroorganizmalarin aktivitelerinden
faydalanilan alternatif yaklasimlar (mikrobiyal giibre gibi) ileri siiriilmektedir (Cebel
2004, Arcak ve Glider 2004).



2.3. Biyolojik Azot Baglanmasinin Biyokimyasi ve Genetigi

BAB’da gorev alan nitrojenaz enzimi kompleksi biyokimyasal ve molekiiler
olarak en fazla c¢alisilmis proteinlerden biridir. Nitrojenaz protein kompleksi
dinitrojenaz (MoFe proteini, nifDK) ve dinitrojenaz rediiktaz (Fe proteini, nifH) olmak
tizere iki ayr1 metal proteinden olugmaktadir. MoFe proteini a,f, heterotetramer yapida
olup her bir dimer bir FeMo kofaktorii ve bir fosfat grubu igcermektedir. Fe-proteini ise
iki ayni alt iiniteden olusan bir dimerdir. MoFe proteini substratin (N,) indirgenmesi
icin aktif alan icermektedir. Fe ve MoFe proteini arasinda kalan P bolgesi (cluster), Fe
proteininden gelen elektronlart MoFe proteinine aktarmaktadir. Fe proteininde ise
elektronlarin kaynagini olusturan ATP hidrolizi gerceklesmektedir (Eady 1996, Rees vd
2005, Dance 2007) (Sekil 2.3).

() alt Gnitesi P- kumesi [4F e:4S] kamesi

MoF e-protein Fe protein

Sekil 2.3. FeMo ve Fe nitrojenazlarinin polipeptitleri (Rees vd 2005)

N,+8H +8¢+16MgATP T 2NH;+H,+16MgADP+16Pi

N, ti¢ bagh bir molekiil olmasindan dolay1 ¢ok fazla stabildir ve aktivasyonu ¢ok
yiiksek enerji gerektirmektedir. Azot gazini 2 molekiill amonyaga doniistiirmek igin 8
elektrona ihtiya¢ duyulmaktadir. Azot baglanmasi indirgenme reaksiyonlarindan

meydana geldigi icin oksijen molekiiline karsi ¢ok duyarlidir. Bu nedenle hiicreler




(0zellikle zorunlu aerobik organizmalar) azotun baglanmasi agamalarin1 oksidasyondan
korumak i¢in hiicre i¢i diizenlemeler gelistirmislerdir. Siyanobakterilerde heterokist
yapist gozlenirken, Azotobacter hiicrelerinde alginat kapsiilleri goriilmektedir.
Leghemoglobin iceren Rhizobium gibi simbiyotik bakterilerde ise bitki kdklerinde nodiil
olusumu yaparak hiicrelerini oksijen basincindan kismen korumaktadirlar.
Leghemoglobin oksijeni baglayarak ortamdaki oksijen konsantrasyonunu kontrol
etmektedir (Madigan vd 2000). Azotobacter gibi bakterilerin solunumu ¢ok yiiksektir bu
sekilde oksijeni, hizli solunum yoluyla uzaklastirabilmektedirler (Kennedy vd 2005).
Sonu¢ olarak her hiicre azot baglanma reaksiyonlarim1 kendine 6zgii diizenleyici

sistemleriyle kontrol etmektedir (Madigan vd 2000).

Biyolojik azot baglanmasindan sorumlu genler 6zellikle Klebsiella pneumoniae
(Madigan vd 2000) ve Azotobacter vinelandii bakterilerinde molekiiler olarak yogun bir
sekilde calisilmistir (Kennedy vd 2005). Genel olarak BAB’dan sorumlu genler ve
diizenlemeleri organizmalar arasinda farklilik gostermektedir. Bu bdliimde tezin konusu
Azotobacter grubu olmasindan dolay1 6zellikle bu organizmanin genleri goz Oniinde

tutulmustur.

NifHDK genleri nitrojenaz enziminin ana yapisal proteinlerini kodlamaktadir.
Nif grubundaki diger genlerinin (nifV, nifEN, nifH) liriinlerinin 6zgiin fonksiyonlar1 azot
baglanmasinda ve rediiksiyonunda enzim icin gerekli bilesen olan Fe-Mo kofaktoriiniin
sentezi i¢in gereklidir. NifU, nifS enzimde kofaktore elektron transferi ile ilgili Fe-S
grubunun olusumunda katki saglamaktadir. NifM ve nifW enzimin olgunlagmas ile
ilgilidir (Kennedy vd 2005). Bunlarin disinda A. vinelandii de nifA ve nifL regiilator
proteinlerini kodlayan bir operonda nif4 ve nifL genlerini de bulundurmaktadir. NifL, nif
genlerinin  yliksek amonyum ve oksijen kosullarinda enzimin ekspresyonunu
engellemektdir. Flavin kofaktorii tasiyan NifL proteini, nif genlerinin ve operonlarinin
transkripsiyonel aktivatorii olan nif4’nin aktivitesini inhibe eder (Dixon 1998).
Proteobakterideki diger azot baglayan mikroorganizmalardan farkli olarak A4. vinelandii
de amonyumla azot baglanmasi inhibisyonu nifL tarafindan nif4 nin inaktivasyonu ile

olugmaktadir (Kennedy vd 2005).



Test edilen tiim Azotobacter tiirlerinn Mo icermeyen bir ya da daha fazla
alternatif nitrojenaz enzimi sentezleme potansiyelleri vardir. Biyokimyasal ve dizi
analizleri verilerine gore, 4. vinelandii farkli yapisal alt {initeli 3 farkli nitrojenaz
enzimini kodlamaktadir. 1) Mo nitrojenaz (nitrojenaz 1 nifHDK genleri tarafindan
kodlanmakta), ii) V igeren enzim (nitrojenaz 2 vnfH, vnfDGK genlerini ile
kodlanmakta), iii) nitrojenaz 3 Fe iceren nitrojenaz (anfHDGK gen grubu tarafindan
kodlanan) (Bishop ve Joerger 1990, Rangaraj vd 2000). Benzer sekilde 4. chroococcum
MCDUI’de de, Nif ve Vnf enzimleri tespit edilmistir. 4. chroococcum (MCDI, ATCC
480, ATCC9043), A. beijerinckii (ATCC 19360), 4. nigricans (ATCC35009) ve A.
salinestris (ATCC49674) yalnizca nif ve vnf genlerini icermektedir. A. vinelandii ve A.
paspali (ATCC23367 ve ATCC23833) nif, vaf ve anf genlerini tasimaktadir. Azomonas
agilis de bu ti¢ gene sahiptir (Loveless ve Bishop 1999).

2.4. Azot Baglayan Mikroorganizmalar ve Azotobacter

BAB yalnizca prokaryotik organizmalara ait bir Ozelliktir. Azot baglanmasi
bakterilerin filogenetik gruplarmmin ¢ogunda (siyanobakteriler, alfa, beta, gama
proteobakteri, Firmicutes, Actinobacteria gibi) ve c¢ok sayida cinse dagilmis bir
ozelliktir (Young 1992). Farkli azot baglayan organizmalar ve simbiyotik bitkiler,
tarimsal ve dogal ekosistemlerde yaygin bir sekilde bulunmaktadir (Sekil 2.4) (Herridge
vd 2008).
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Sekil 2.4. Farkli ekosistemlerde biyolojik azot baglayan mikroorganizmalar
(Herridge vd 2008)

Azotobacter tiyeleri, bakteri domaninde vy-proteobakteri grubunda yer alan
Azotobactereaceae familyasinda Azotobacter cinsine dahildir. Azotobacter fiyeleri
zorunlu aerobik solunum yapan, heterotrofik ve serbest yasayan organizmalardir ve
tanimlanmis 7 tiirli bulunmaktadir: Azotobacter vinelandii, Azotobacter armeniacus, A.
chroococcum, A. beijerinckii, Azotobacter paspali, Azotobacter salinestris ve
Azotobacter nigricans (Kennedy vd 2005). Azotobacter’e en yakin akraba grup
Azomonas’dir ve ayni familya icindedir. Pseudomonas aeroginosa gibi Pseudomonas
cinsine ait bazi tiirler de Azotobacter’e yakin akraba olarak gozlenmektedir (Sekil 2.5 ve
Sekil 2.6) (Young ve Park 2007).
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X. fastidiosa AE003861
Azs. lipoferum EF100150*

i E Azs. lipoferum EF100149
Azs. brasilense AY324110"

E. coli AEQ00460*

P. fluorescens AJ308308*
P. tolaasif AJ308317*
P. aurantiaca AJ308299*
P. aureofaciens AJ308300*
P. chlororaphis AJ308301*
P. syringae AJ308316*
P. putida AJ308313*
P. flavescens AJ308320"
P. mendocina AJ308310*
r P. stutzeri AJ308315*
__1 Azm. macrocylogenes EF100146*
Azm. macrocytogenes EF122433
Azt. vinelandii EF100155*
Azt paspali EF100148
Azt. paspali EF100147"
Azt beiferinckil EF100151
- Azt. beiferinckii EF100152*
Azl chroococcum EF100153
Azt. chroococcum EF100154*
_L_ P. resinovorans AJ308314*
P. aeruginosa AJ308297*

Sekil 2.5. Azotobacter (Azt), Azomonas (Azm), Azospirillum (Azs) ve Pseudomonas
cinslerine ait tiirlerin 16S rRNA gen dizilerinin NJ algoritmas1 kullanilarak

karsilastirmali analizi (Young ve Park 2007)
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X. fastidiosa clone 9a5c
E. coli 15663"

- |Azm. macrocytogenes 4308
Azm. macrocytogenes 8674"

Azt. beijerinckii 4032
Azt. beijerinckii 8673"
Azt. chroococcum 4031

Azt. chroococcum ATCC 90437
Azt. vinelandii ATCC 478"
_L‘Azt. paspali 7469"
Azt. paspali 7470
P. resinovorans 135417
P. aeruginosa 8647’
P. flavescens 13539’
P. mendocina 13540"
P. stutzeri 125617
— P. putida 2758’
P. agarici 2656
P. fluorescens 3512
P. tolaasii 12833"
P. chiororaphis 13613’
P. aurantiaca 6003’
P. aureofaciens 13610

_:P. cichorii 5707"
P. syringae 30237

T

T

Sekil 2.6. Azotobacter (Azt.), Azomonas (Azm.) ve Pseudomonas cinslerine ait tlirlerin
atpD, carA ve recA gen dizilerinin NJ algoritmas1 kullanilarak karsilagtirmali
analizi (Young ve Park 2007)

Azotobacter hiicreleri kiiltiiriin yasina ya da ortamina bagli olarak diiz comak ya
da daha ¢ok elipsoid, kok seklinde goriilmektedir. Hiicreler 2 pum capa, 4 pm uzunluga
sahiptir.  Azotobacter paspali hiicrelerinin  uzunlugu c¢ogunlukla 5-10 um
uzunlugundadir. Karbon kaynagi olarak glikoz bulunan azotsuz Winogradsky ortaminda
farkli Azotobacter tiirlerinin geng hiicrelerinin goriiniimleri olduk¢a benzer olup, uglar
yuvarlak ¢omak seklindedir. Bazi tiirlerin yaslh kiiltiirlerinde hiicreler elipsoid yada kok
seklinde de olabilmektedir. Azot baglama kosularinda hiicreler amonyakli ortama gore
daha kiiciiktlir. Hiicreler genellikle tek ancak, ¢iftler halinde de bulunabilmektedir.
Hiicreler peritrikus kamcilariyla hareketli ya da hareketsizdir. A. beijerinckii ve A.
nigricans hareketsiz olan tiirlerdir. Hiicre duvar igerigi ile ilgili olarak hiicrelerin en dig
yiizey bileseni, protein i¢eren S tabakadir. Tabaka yapisal olarak Pseudomonas tiirlerine
ve Aeromonas salmonicida’ninkine benzerlik gostermektedir. Azot baglayan
Azotobacter hiicreleri ¢ok karmasik bir i¢ zar (membran) agina sahiptir. Bu ag,
nitrojenaz sentezinin ve solunum derecesinin artmasina paralel olarak olusmaktadir

(Kennedy vd 2005).
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Azotobacter c¢ogaltmak icin Winogradsky, Brown, Burk’un azotsuz besi
ortamlar1 kullanilmaktadir (Kennedy vd 2005). Azotobacter seker, alkol ve organik
asitleri karbon kaynagi olarak kullanabilmektedirler. Azotobacter’ler azotun yeterli
olmadigi durumda atmosferik azotu baglamaktadirlar. Azot baglayan bakterilerin
¢ogalmasi i¢in optimum pH 7,0-7,5’dir (Becking 1992, Kennedy vd 2005). Azotobacter
azot kaynagi olarak nitrati da kullanabilmektedir. Nitrat1 6ziimleme seklinde nitrit ve
nitrat rediiktazlar aracihig ile NH4a doniistirmektedir (Ramos vd 1993). Tiim
Azotobacter tiirleri azot kaynagi olarak iireyi de kullanabilmektedir ve bu o6zellik
Azomonas tiirlerinden Azotobacter tiirlerini ayirmaktadir (Thompson ve Skerman 1979).

Azotobacter igin NH, "1n aksine, iire azot baglanmasinm engellememektedir.

Azotobacter’in besi ortamlarindaki kolonileri diiz, parlak, opak, hafif konveks ve
mukoid goriinmekle beraber varyasyon gosterebilmektedir. A. vinelandii kolonileri
hiicre dis1 polisakkarit iiretimi az olmasindan dolayr daha kiiciiktiir. Azotobacter
armeniacus seffaf koloniler vermektedir. 4. chroococcum, A. beijerinckii ve
Azotobacter nigricans sikroz ve raffinoz gibi sekerlerden diflize olabilen

homopolisakkaritler tiretmektedir (Thompson ve Skerman 1979, Kennedy vd 2005).

Baz1 Azotobacter tiirleri demirin smirli oldugu kosullarda sari-yesil floresan
peptit sidefor olan azobaktin iiretmektedir. 4. vinelandii floresans 6zelligi olmayan
katekolat, azotokelin, protekelin ve aminokelin gibi sideforlar1 iiretmektedir. Sideforlar
tarafindan demir alim enerjiye bagimhidir. Sideforlar tarafindan Fe™ alim metal
tuzlarma kars1 hassasiyet gosterir ve bu nedenle yiiksek konsantrasyonda Na®, K', Li"

ya da Mg™ demir alimini azaltir (Cornish ve Page 1998, Kennedy vd 2005).

A. vinelandii 6zellikle AvO (ATCC 12518) susu genetik olarak en fazla
calisilmig ve DNA dizi analizi tamamlanmis olan sustur. Bu sus endojen plazmitlere
sahip degildir. A. paspali’de de herhangi bir plazmit belirlenmemis olmasina karsin A.
chroococcum 8§ strainin her birinde 2-6 arasinda degisen plazmit igerdigi gortilmiistiir.
Bu plazmitlerin biiyiikliikleri 10,5-300 kb arasinda degismektedir. 4. chroococcum da
genetik olarak calisilmig tlirlerden biridir (Kennedy vd 2005). Bazi Azotobacter
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tirlerinin genom biiyiikliikleri pulse field jel elektroforez ile belirlenmistir. A.
chroococcum NCIB 9043 igin 3.10 Mb, A. chroococcum M4 5,3 Mb ve A. vinelandii
UW i¢in 4,57 Mb’dir (Manna ve Das 1994, Kennedy vd 2005).

Test edilen A. vinelandii ve A. chroococcum tiirlerinde ¢oklu kromozomlar
yaygindir. A. vinelandii de kromozom sayisi, degisken olmakla birlikte, durgun fazda
hiicre basina 80 kopyaya ulasabilmektedir. Durgun fazin sonlarinda DNA kopya sayisi
azalmaktadir (Lakshmi vd 2002). 4. chroococcum MCDI Kkiiltiirlerinde hiicreler 20-25
kopya genom igermektedir (Robson vd 1984). Azotobacter tiirlerinin, TRNA gen
gruplar alti, yedi yada sekiz kopyali olabilmektedir (Macdonald ve Melton 1996,
Kennedy vd 2005).

2.5. Azotobacter Dagilim ve Ekolojisi

Azotobacter tiirleri genellikle toprakta bulunmaktadir (Becking 1992). Bakteri
sayist genellikle diisiiktiir (topragin gr’1 basma <10%). Diinyanin her yerinde goriilmekle
birlikte ancak kutuplarda nadiren bulunmaktadir. Fosfora olan bagimliliklarindan dolay1
ozellikle verimli topraklarda ¢ok daha fazla yaygindir (Kennedy vd 2005). Bakteri
sayis1 rizosfer bolgelerinde topraga kiyasla ¢ok daha fazladir (Becking 1992). A.
chroococcum’un ¢ok sayida izolati akarsu, kanal ve su kaynaklarindan da izole
edilmistir. 4. vinelandii bu alanlarda daha az izole edilmistir ancak bu tiir tropik
bolgelerde daha yaygindir. 4. beijerinckii diger Azotobacter tiirlerinden farkli olarak
asidik topraklarda da bulunmaktadir ve bu bakterinin aside kars1 daha toleransl oldugu
gorilmektedir (Kennedy vd 2005). Sodyuma bagimhi A. salinestris ylksek tuzlu
topraklardan (Kanada, Misir Avusturalya) izole edilmistir (Page ve Shivprasad 1991,
Wang vd 1993). Diger tiirler ise nadiren izole edilmistir. 4. nigricans ve A. armeniacus
tiirlerinin dagilimi1 konusundaki bilgi sinirhdir (Kennedy vd 2005). 4. paspali yalnizca
bir bitkinin (Paspalum notatum cv Batatais) kok sistemleriyle birlikte ortak

yasamaktadir. (Kennedy 2000, Kennedy vd 2005).

Bir calismada, Poznan botanik bahcesinin dort farkli habitatindan 13 bitki

tiriniin  rizosferinde Azotobacter bollugu degerlendirilmistir (Golebiowska ve
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Pedziwilk 1975). Belirli bitki habitatlarinin Azotobacter’in bollugunu etkiledigi
goriilmiistiir. Martyniuk ve Martuniuk (2003) 31 Polonya topragi 6rneginde Azotobacter
olusumunu incelemis ve 1917-1918 yillarinda ayni boélgede yapilan bir ¢alisma ile
Azotobacter bollugunu karsilagtirmistir. 2003 yilinda 6rneklenen topraklarin % 52’sinin
Azotobacter ile kolonize oldugu ve 1917-1918 yilinda yapilan Onceki calismanin
sonuclarina benzer oldugu goriilmiistiir. Sonu¢ olarak 6rnekleme alaninda son yillarda
uygulanan yogun tarimsal faaliyetlere karsin Azotobacter igeren toprak ornegi sayisinin
artmadigr gozlenmistir. Diger bir calismada, Mangrov ormaninda 16 farkli bitki
tiiriinden izole edilen Azotobacter miktar bitki tiirline gore degisiklik gdstermekte olup,
toprak Orneklerinden daha ¢ok (10 kat) bitki koklerinde (rizosferde) yogun olduklari
belirlenmistir. Farkli bitki tiirii topraklarinin azot baglama derecesinin de farkli oldugu
ve bunun kok florasindaki farkli bakteri tiirlerinin birlikteliginden kaynaklandig: ileri

stiriilmiistiir (Ravikumar vd 2004).

Toprakta Azotobacter miktar1 biiyiime sezonu siiresince bitki tiirlerine ve
giibrelemeye bagl olarak degisebilmektedir, 6rnegin bugday rizosferine piring bitkisi
saplar1 ya da mineral giibre verilmesi Azotobacter gelisimini engelledigi gozlenmistir
(Sariv vd 1983). Azotobacter chroococcum hiicreleri piring bitki dokusunda tespit
edilmistir (Rai-eviv vd 1995). Azotobacter'in bitki dokusuna penetrasyonu in vitro da
doku Kkiiltiiriinde incelendiginde kallus hacmini artirdigi gozlenmistir (Mezei vd

1997/1998).

2.6. Azotobacter'in Bitkiler Uzerine Etkisi, Tarimsal Uygulamalari ve Endiistriyel

Kullanimlari

Azotobacter grubu iiyelerinin, bitkilerin biiyiimesini uyaran hormon (indol-3-
asetik asit (IAA), giberilin, oksin, sitokinin) ya da vitamin gibi bilesikler salgiladig1 bir
¢ok calismada rapor edilmistir (Gonzalez-Lopez vd 1986, Nieto ve Frankenberger 1989,
Revillas vd 2000). Bu grubun iiyelerinin fosfatin mineralizasyonunda da etkili oldugu
ve fosfatin alimini kolaylastirdigi rapor edilmistir (Ramos vd 1972, Narula vd 2000).

Azotobacter bitki ve ekosistemlerdeki bu faydali 6zelliklerinden dolay1 topragin
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verimini artirmak, bitki gelisimini zenginlestirmek amaciyla tarimsal faaliyetlerde

kullanilmaktadir (Cebel 2004).

Azotobacter tiirleri en basta A. chroococcum olmak iizere, Misir ve Rusya da
1950-1970 yillar1 arasinda cesitli bitkilerin biiylimesini artirmak i¢in genis Olciide
calisilmistir (Kennedy vd 2005). Cesitli iilkelerde yapilan ¢alismalar Azotobacter ile
yapilan asilamalarin bitki ve {iriin gelisimini etkiledigini rapor etmektedir. Azotobacter
asilamalarinin, pamuk (Iruthayaraj 1981), bugday (Soliman vd 1995, Kumar ve Narula
1999, Narula vd 2007), Hindistan sakiz agaci (Ravikumar vd 2004), piring (Kanungo vd
1997, Yanni ve El-Fattah 1999, Piao vd 2005) gibi bitkilerin gelisiminde ve iiriin
eldesinde farkli oranlarda etkiledigi belirtilmektedir. Azotobacter su sistemlerinde de
azot baglayabilmesinden dolayi, su kiiltiirlerinde de kullanilabilmektedir (Niewolak

1972, Tripathy ve Ayyappan 2005).

Polihidroksialkonatlar (PHA) karbon ve enerji depo molekiillerinin bir grubudur
ve Azotobacter hiicreleri tarafindan iiretilebilmektedir. Cok sayida bakteri tarafindan
biliylime sirasinda inklizyon cisimcikleri seklinde hiicre i¢inde biriktirilmektedir. PHA
birikiminin hiicrenin degisen ¢evre sartlarina uyum saglamada, karbon ya da enerji
molekiillerinin sinirli oldugu kosullarda rekabetini artirmada, stres kosullarini tolere
edebilmede katki sagladigi belirtilmistir (Kadouri vd 2005). PHA beta pozisyonunda
farkli alkil grubu iceren homopolimer ya da kopolimerlerdir (Anderson ve Dawes
1990). Hiicrelerde PHA molekiilleri hiicrenin  kuru agirh§mm %  90'nini
olusturmaktadir. Bu molekiiller polipropilen gibi plastiklere benzemesinden dolay:
materyal oOzellikleri vardir ve bakterilerin endiistriyel kullanim  alanlarimi
olusturmaktadir (Byrom 1987). Azotobacter vinelandii’nin amonyakh kiiltiirlerindeki
hiicreleri biiylik miktarda poly-B-hidroksibiitirat (PHB) depolar1 bulundurmaktadir ve
sitoplazmalar1 daha az yogun goriinmektedir. PHB depolari nitratla ¢ogalan ya da azot
baglayan hiicrelerde goriilmemektedir. Azotobacter beijerinckii’de, PHB sentezi kiiltiir

kosullarina ve ortama bagli olarak degismektedir (Bormann vd 1998).

Alginat, 4. vinelandii tarafindan iiretilen en 6nemli polisakkaritlerden biridir

(Gorin ve Spencer 1966). Alginat biyosentezi A. vinelandii’de kist olusumu igin
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gereklidir ¢iinkli mutant hiicrelerde kist olusumu gozlenmemektedir (Moreno vd 1998).
Alginat tiretimi Pseudomonas aeroginosa’ninkine son derece benzerdir. A. vinelandii ve
A. chroococcum tarafindan sentez edilen polisakkaritler endiistriyel 6nem tasimaktadir
bu nedenle bu polisakkaritler kiiltiir kosullarina bagl olarak yiiksek konsantrasyonlarda
tiretilebilmektedir (Pena vd 2000, Vargas-Garcia vd 2003). Aynm1 zamanda tibbi
transplantasyon ya da ila¢ tasiyici sistemlerinde de kullanilmaktadir (Draget 1997).
Alginat sentezi ile ilgili genler Azotobacter’in tim iyelerinde Azomonas ve

Pseudomonas grubu bakterilerde de bulunmaktadir (Kennedy vd 2005).

2.7. Mikroorganizmalarin Tanimlanmasinda 16S rRNA Geninin Onemi

Ortak evrim genotipik diizeyde fenotipikten daha az problemlidir. Benzer segici
kuvvetlerin etkisi farkli organizmalarda bagimsiz sekilde ayni metabolik yetenegin
olusmasina neden olabilmekte ancak ilgili gen dizileri karakteristik farkliliklar
gosterebilmektedir. Dizi degisiminin oranmi sec¢ilimle sabit kalir ve bir genden bir
baskasina ve ayn1 genin farkli parcalarinda ve farkli gruplarda degisebilmektedir. Sonug
olarak bazi dizilerin varyasyon hiz1 digerlerinden daha yiiksek olabilmektedir. Ornegin,
enzim ya da diger proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlari, genelde organizma
tolere edebilmektedir. Ancak yasamsal fonksiyona sahip diziler biiylik oranda sabit
kalmakta ve tiim organizmalarda tanimlanabilmektedirler (Young 1992). Bununla
birlikte evrensel filogenetik agac i¢in kullanilan pek ¢ok evrensel protein dizisi
horizontal gecisler ge¢irmis olmasindan dolayi, organizmalarin evrimsel agacini
olusturmada anlamli dallanmalar vermemektedir (Lawrence ve Ochman 1998). rRNA
geni tiim organizmalarda bulunur ve protein sentezinde yer alir, bu genin dizisindeki
degisiklik organizmanin normal fonksiyonlarini etkilemesinden dolay: ribozom yiiksek
oranda korunmustur (Staley 2001). Bakteri cinslerinin niikleotit baz komposisyonlarinin
G+C orant % 30-70 oraninda degisirken, rRNA genlerinin G+C oranlar1 % 50-60
oraninda degigsmektedir (Staley ve Colwell 1973). Bakterilerdeki 1500 ya da daha fazla
baz ¢ifti uzunlugundaki 16S rRNA geni, bakterilerin tanimlanmasinda yeterli olabilecek
bilgiyi igermektedir. Bu genle ilgili olarak diger onemli bir 6zellik ise organizmalar

arasinda horizontal olarak gectigine dair herhangi bir verinin mevcut olmamasidir
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(Staley 2001). Sonug olarak, 16S rRNA geni evrensel olup, tiim bakteriler arasindaki
iligkileri belirleyebilmektedir (Woese vd 1985, Woese 1987).

Yukaridaki 6nemli nedenlerden dolayr son yirmi yildan fazla siire i¢cinde 16S
rRNA bakterilerin tanisinda ve filogenetik iligkilerinin belirlenmesinde, mikrobiyal
populasyon calismalarinda yaygin olarak kullanildigi gézlenmektedir. Ayni1 zamanda
hibridizasyon gibi giivenilir diger tekniklerle karsilastirildiginda maliyetinin de ucuz
oldugu diisiiniilebilinir. Son yillarda bu gene ait dizilerin artmast ve DNA baz
dizilerinin yer aldig1 veri bankalarmin olusmasi ve bu verileri degerlendirebilecek
bilgisayar programlarinin ve modellerinin gelistirilmis olmast bu genle yapilan

calismalarin ¢ok yaygin oldugunu ve kullanigliligini isaret etmektedir.

16S rRNA dizisini elde etmek ve kullanmak icin Oncelikle dizinin basinda ve
sonunda korunmus bolgeye karsilik gelen evrensel primerler segilmektedir. Genel
olarak 500-1500 baz ¢ifti uzunlugundaki diziler karsilastirma i¢in kullanilmasina karsin
veri bankalarinda dizi uzunluklar1 degisebilmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu ile
cogaltilan gen bolgesinin dizisi elde edildikten sonra PHYLIP, BLAST ve PAUP gibi
paket programlar1 aracilifiyla dizilerin karsilastirilmasi ve anlamli veriler haline
dontistiiriilmesi saglanmaktadir (Miyamoto ve Cracraft 1991, Clarridge 2004, Hall
2005, Albert 2005).

2.8. Bakterilerin Karakterizasyonunda ARDRA (Amplifiye edilmis ribozomal

DNA restriksiyon analizi)

ARDRA, rRNA genindeki taksonomik ve filogenetik bilgiyi arastirmak igin
uygulanan bir metotdur. Genin restriksiyon enzimleri ile muamelesinden sonra
restriksiyon alanlarinin haritalanmasi ya da kesim sonucu elde edilen jel elektroforetik
bantlarindaki 6rnekler arasinda paylagilan DNA pargalarinin oranlarinin belirlenmesini
saglamaktadir (Heyndrickx vd 1996, Olive ve Bean 1999). Paylagilan DNA pargalarinin
orani ve bu sonuglara bagli olarak ornekler arasinda matematiksel iliskilerin kurulmasi
ve gruplandirilmast paket programlariyla yapilabilmektedir (Nei ve Li 1979). Cok

sayida ¢aligmada ARDRA, bakterilerin cins ya da tiir diizeyinde tanimlanmasinda pratik
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bir yaklasim olmasindan dolay1 gruplara 6zgili olarak gelistirilmeye calisilmistir (Ruiz
vd 2000, Atalan 2001, Coelho vd 2003, Aquilanti vd 2004b, Sudagidan vd 2005, De
Albuquerque vd 2006, Dickerman vd 2006).

2.9. NifH Geninin Filogenideki Onemi

BAB’nin canliligin ilk boliimiinde mi ya da sonraki zamanlarda m1 gelistigi
tartisma konusudur. Arastirmacilarin bir kismi rRNA genlerinin filogenesi ile nifH
genlerinin baz alindig1 filogenilerin genel olarak birbiriyle uyumlu oldugunu ve benzer
sekilde gelistigi konusunda birlesmektedir (Hennecke vd 1985, Young 1992).
Klebsiella, Azotobacter, Rhizobium ve Bradyrhizobium gruplarina ait nifH genlerinin
16S rRNA geninden elde edilen agaci yansittigi belirtilmistir (Hennecke vd 1985).
Ancak, horizontal gen akisi evrimsel geg¢miste genlerin dagilimini etkileyen bir
durumdur ve bazi caligmalar hem vertikal hem de horizontal gen akislarinin
olabilecegini bildirmektedir (Cantera vd 2004). Ornegin Frankia ve Anabaena
gruplarinin nifH genlerini proteobakterilerden horizontal gen akisi ile aldiklar1 rapor
edilmistir. Benzer sekilde Haukka ve arkadaslar1 da horizontal gen akisinin cins ya da
daha diisiik taksonomik diizeylerde 6nemli rol oynadigini belirtmektedir (Haukka vd
1998). NifH geni, 16S rRNA geni gibi yalnizca kromozamal DNA da bulunmaz,
Rhizobium gibi bakterilerde sym plazmit DNA’s1 iizerindedir ve kromozomal nifH
genlerine kiyasla horizontal gen akislarina maruz kalmasi ¢ok daha kolaydir (Young

1992).

NifH geninin filogenetik kullanimlarinda diger bir sorun duplikasyonlardir. Bazi
organizmalarda nifH geninin birden fazla bulunmasindan dolayr nifH genlerinin
gelisiminde duplikasyona maruz kaldigi goriinmektedir. Alternatif gen gruplarinin
dizileri farkli gen ailelerini isaret etmektedir. Buna gore, farkli gen ailelerinin bakteri ve
arke domainlerinin ortak atasindan gen duplikasyonlari sonucu olusmus olabilecegi
disiiniilmektedir (Young 1992). Buna gore Azotobacter ve diger organizmalarda da
bulunan vafH dizileri bir ¢ok organizmada kaybolmus olan genin duplike edilmis
versiyonunun bir kalintis1 oldugunu isaret etmektedir. NifH geni protein kodlayan bir

gendir ve bazi kosullarda organizmanin yasami i¢in avantaj saglayabilmektedir. Bu
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genin horizontal gen akislar1 gegirmis olmasi sasirtict olmayabilir. Bu genin filogenetik
kullanimlara uygun olmasimin nedeni 16S rRNA geni gibi az mutasyonlara maruz
kalmasidir ve istisnalar1 olmakla birlikte bir ¢ok grup i¢in 6zellikle proteobakterilerde

bu genin filogenisinin 16S rRNA gen filogenisi ile uyumlu olmasidir (Young 1992).

2.10. Azotobacter Karakterizasyonu Uzerine Calismalar

Azotobacter’in genel olarak Bergeys Manual’e gore biyokimyasal yontemlerle
tanimlandigr gozlenmektedir (Ravikumar vd 2004, Ahmad vd 2008). Suslar azot
baglama ozellikleri, olusturduklart PHB graniilleri ya da salgiladiklar1 fitohormonlar

gibi 6zellikleri ile karakterize edilmeye calisildigr goriilmiistiir.

Martinez-Toledo ve arkadaslar1 (1985) Ispanya’da piring kéklerinden azotsuz
ortamda en hizli ¢ogalan ve nitrojenaz aktivitesi yiiksek olan Azotobacter izolatlarim
elde etmeyi amaglayan calismalarinda, biyokimyasal olarak A. chroococcum suslarini
azot baglama ve PHB ozelliklerini belirlemislerdir. Avusturalya’da sodyuma bagiml
Azotobacter’in tespiti icin 27 toprak ornegi incelenmis ve bunlardan yalnizca 8’inde
Azotobacter izole edilebilmistir. Bu izolatlardan da iki susun sodyuma gereksinim
duydugu anlasilmistir. Bu izolatlarin A. salinestris’e benzer oldugu ifade edilmistir
(Wang vd 1993). Brezilya topraklarindan izole edilen Azotobacter izolatlar1 farkli
karbon, pigment iiretimi ve melanin liretimi, sodyuma bagl biiyiime, siderofor iiretimi,
streptomisin antibiyotigine direng gibi 6zellikleri incelenerek karakterize edilmistir. Bu
izolatlardan dordi tanimlanarak birinin A. armeniacus ve diger Ugiliniin de A. paspali

oldugu belirlenmistir (De Mattos ve De Oliveira 1997).

Aquilanti ve arkadaslart (2004b) Azotobacteraceae familyasinin ARDRA
analizinde Rsal, Hhal, Hpall, FnuDII ve Alul restriksiyon enzimlerini kullanmistir. Bu
calismada, farkli bakteri gruplari (Rhizobium, Agrobacterium, Beijerinckia, Azospirllum
Pseudomonas gibi) ile Azotobacter referans bakteriler analiz edilmis ve Azotobacter
cinsi Uyeleri i¢in Rsal enzim profillerinin ayni oldugu tespit edilmistir. Yalnizca

Azomonas cinsine ait Azm. macrocytogenes’in, Rsal profilleri Azotobacter iiyelerine
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benzer bulunmustur. Bu calismada ozellikle Rsal, Hhal ve Hpall enzimlerinin

Azotobacter tiirlerini ayirmada ¢ok daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Bhatia ve arkadaglar1 (2008) Hindistan’da pamuk ve bugday yetistirilen
tarlalardan izole edilen 20 Azotobacter spp. izolatinin metabolik ve genetik parmak izi
caligmasinda; izolatlarin BIOLOG profillerinde benzer karbon kullanim yetenekleri
oldugunu géstermistir. Ug enzimle (Haelll, Mspl ve MnlIl) yapilan ARDRA analizlerine
gore ise tlim izolatlar iki ana gruba ayrilmis ve gruplardan biri kendi i¢inde dort gruba
daha ayrilmistir. Bu calismada BIOLOG, Azotobacter izolatlarinin cesitliliginin

belirlenmesinde yetersiz kalmistir.

Betancourt ve arkadaslar1 (2008) farkli ¢evrelerden molibdenden bagimsiz azot
baglayan bakterileri izole etmislerdir. Bu ¢alismada elde edilen izolatlar arasinda 18
Azotobacter tiirline ait izolat 16S rRNA genine gore filogenetik olarak analiz edilmistir.
A. beijerinckii ve A. vinelandii tiirlerine ait olduklar1 belirlenen bu izolatlarin ayni

zamanda AnfG ve VnfG genlerininde molekiiler karakerizasyonu yapilmaistir.
Azotobacter populasyonlarina ait molekiiler ¢alismalarinin, Rhizobium gibi azot

baglayan ya da bitki patojeni bakterilerine ait ¢aligmalara kiyasla ¢ok sinirli oldugu

gorilmektedir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Toprak Orneklerinin Alinmasi

Bu c¢aligmada, Antalya bolgesinde yer alan farkli meralardan ve tarlalardan

toprak ornekleri alindi (Cizelge 3.1). Her bir alandan her bir bitkiye ait rizosferden ve

bitkisiz topraktan ii¢ tekrarli olarak ornekler alindi. Bitki rizosfer ornekleri kokleri ile

birlikte, rizosfersiz &rnekler ise 5-10 cm derinliginden alindi. Ornekler topraga

saplanabilir ve kokle birlikte topraktan kesit alabilen bir alet (kiirek) yardimi ile

toplandi. Toprak Ornekleri buz kutusu icinde ayni giinde laboratuvara getirilerek + 4

°C’de bakteri izolasyonu islemine kadar (en fazla bir gece) depo edildi.

Cizelge 3.1. Toprak 6rneklerinin toplandig1 alanlar, bitkiler ve tarihler

Yer Bitki Tarih
*Manavgat — Demirciler merast Hordeum sp. 04.2006
*Akseki Cimi yaylast Hordeum bulbosum, Vicia villosa 05.2006
*Elmali1 — Eymir Hordeum sp., Medicago sp. 05.2006
*[brad1 — Eynif Hordeum sp., Medicago sp. 06.2006
*Asagioba Hordeum sp., Medicago sp. 04.2007
*Belek golf alam Cayir bitkileri 04.2007
*Belek Zea mays 04.2007
*Korkuteli — Sogiitciik Triticum sativum, Avena sativa 05.2007
*Altinova Apium graveolens, Solanum tuberosum 05.2007
*Manavgat — Demirciler Hordeum sp. 06.2007
* Akseki Cimi yaylasi Hordeum bulbosum, Vicia villosa 06.2007
*Elmal1 — Eymir Hordeum sp., Medicago sp. 06.2007
*Ibrad1 — Eynif Hordeum sp., Medicago sp., Trifollium sp. 06.2007
Bolu Zea mays 08.2007

* Antalya ili sinirlar iginde yer alanlar
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3.2. Topragn izolasyon i¢in Hazirlanmasi

Bitki ile birlikte laboratuvara getirilen rizosfer topragi dikkatlice bitki
koklerinden uzaklastirildi. Her toprak 6rnegi ayri ayri elekten (4 mm ¢apli) gegirildi ve
homojen dagilmasi icin steril bir spatula ile karistirildi. Tiim islemler steril sartlar

altinda yapildi (Wollum 1982).

3.3. Calismada Kullanilan Referans Bakteriler

Topraktan Azotobacter izolasyon calismalarinda, italya’dan Dr. Aquilanti
tarafindan gonderilen referans A. vinelandii susu kullanildi. Izolatlarin molekiiler
karakterizasyonu c¢aligmalart icin (ARDRA), Almanya DSMZ’den referans bakteri
temin edildi. Calismada, Azotobacter cinsine ait A. vinelandii DSM87, A. chroococcum
DSM?2286, A. beijerinckii DSM378, A. salinestris DSMZI11553, A. armeniacus
DSM2284 ve Azomonas cinsine ait Azm. macrocytogenes DSM722 ve Azm. agilis

DSM375 olmak tizere toplam 7 sus kullanildi.

3.4. Azotobacter izolasyonu ve Azotobacter izolatlarimin Segilmesi

Azotobacter izolatlarinin elde edilmesi i¢in li¢ farkli izolasyon yontemi
kullanildi.

Kullanilan ilk yontemde (2006); 10 gr toprak 6rnegi 90 ml % 0,85 NaCl iceren
250 ml’lik erlenlere konularak 100 rpm’de 15 dak. oda sicakliginda calkalayicida
inkiibe edildi (Wollum 1982). Toprak siispansiyonu 107-10~ sulandirma tiiplerinden
Brown Azotobacter zenginlestirme besi ortamina (mannitol; 5 gr, MgS0O4.7H,0; 0.2 gr,
FeS04.7H,0; 0.04 gr, Na,M004.2H,0; 0.005 gr, CaCl,; 0.15 gr, noble agar; 12 gr ve
K,HPO,; 0.8 gr (K,HPO,4 ayn olarak otoklav edilir), pH; 6.8-7) aktarildi (Knowles
1982, Kennedy vd 2005). Mikroorganizmalar 29-30 °C’de 5-9 giin inkiibe edildi.
Ozellikle 102-107 sulandirmadan gelen plaklardaki mukoid, sulu koloniler segilerek

TSA (Triptic Soy Agar) besi ortamina aktarildi ve saflagtirildi.
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Soil past olarak adlandirilan ikinci yontemde (2006); toprak orneklerinin 30-50
gr’1, % 1 mannitol ile steril bir plakta karigtirilarak macun kivamina getirildi ve temiz
bir plaga aktarilarak {izeri diizlestirildi (Aquilanti 2004a). Plaklar 29-30 °C’de 5-9 giin
inkiibe edildi ve parlak, koloni benzeri bulunduran toprak partikiilleri secilerek,
mannitol iceren Brown’un azotsuz kati besi ortamina aktarildi. Bu besi ortamindaki

mukoid ve sulu koloniler segilerek TSA besi ortamina aktarildi ve saflastirildi.

Birinci ve ikinci izolasyon besi ortamlarindan gelen bakteri izolatlarmin ilk
asamada Gram Ozellikleri belirlendi. KOH testi uygulanarak Gram negatif izolatlar
secildikten sonra, izolatlar Azotobacter igin segici LG (siikroz; 20 gr, MgSQO4.7H,0; 0.2
gr, FeS04.7H,0; 0.003 gr, Na,Mo004.2H,0; 0.001 gr, CaSO4.2H,0; 0.05 gr, NaCl; 0.2
gr, KoHPOy; 0.64 gr, KH,POy; 0.2 gr, agar; 15 gr, 2 ml bromthymol blue (% 0.5 etanol
icinde) (Fe, Mo ve karbon kaynaklar1 ayr1 ayr1 otoklav edildi) besi ortaminda ¢ogaltildi
(Kennedy vd 2005). LG besi ortaminda Azotobacter kolonileri sar1 gdriinmesinden

dolayi sar1 koloniler se¢ildi (Aquilanti vd 2004a).

Uciincii izolasyon yonteminde (2007); Burk’un sivi besi ortami (LG besi
ortammna bromthymol blue eklenmemisi) kullanildi (Kennedy vd 2005). Toprak
orneginin 2 gr’1 250 ml’lik erlen i¢inde 18 ml Burk sivi besi ortamina eklendi ve iki
giinliik inkiibasyon aralarinda kiiltiir ortaminin besi ortami yenilenerek dort pasajdan
sonra Burk’un kat1 besi ortamina aktarildi. Bu ortamdan beyaz, mukoid ve sulu
koloniler secilerek Burk kati besi ortaminda izolatlar saflastirildi. Burk ortaminda
gelisen izolatlar mikroskop kullanilarak Azofobacter hiicresi goriiniimii veren koloniler
secildi. Koloniden alinan 6rnek basit boyama (Metilen boyas1) yapildiktan sonra 400 ve
1000°1ik biiyiitme ile 151k mikroskobunda incelendi ve Azofobacter hiicre morfolojisine
benzer koloniye sahip izolatlar gliserol (% 40) stoklarinda -80 °C de ve -20 °C de depo
edildi.

3.4.1. KOH testi

% 3’liik KOH ¢ozeltisinden bir yada iki damla lam {izerine damlatildiktan sonra

bakteri izolatlarinin kolonilerinden alind1 ve lam iizerinde damla halindeki ¢ozelti iginde
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oze yardimiyla karistirildi. Ornegin 6ze ile karistirilmas: sirasinda lam iizerinde vizkoz
hal almasi ve uzantilar meydana getirmesi 6rnegin Gram negatif oldugunu, ¢cokelme

olusuyorsa Gram pozitif oldugunu gostermektedir (Ryu 1938).

3.5. Izolatlarin Molekiiler Karakterizasyonu

Azotobacter oldugu varsayilan izolatlarin kesin tanist ve aralarindaki

farkliliklarinin belirlenmesi amaci ile molekiiler karakterizasyon yapilmistir.

3.5.1. DNA izolasyonu

TSA ya da Burk kati1 besi ortaminda gelistirilen izolatlarin iki farkli metot
kullanilarak DNA’lar1 izole edildi.

Birinci yontemde; Iki ya da ii¢ koloni, 500 pl steril ¢ift distile steril su icinde
stispansiye edildikten sonra santrifiijle ¢oktiiriildii ve 100 pl su i¢inde tekrar siispansiye
edildi ve 10 mM Tris-HCl’den (pH, 8.2) 100 pl eklendikten sonra karigtirildi.
Stispansiyona 1 mg/ml proteinaz K’dan 13 pl eklendikten sonra su banyosunda 55
°C’de 2 saat inkiibe edildi (Aquilanti vd 2004a). Lizize ugrayan hiicreler santrifiij edildi.
Stipernatant yeni bir tiipe alinarak + 4 °C de depo edildi.

Ikinci yontemde; iki ya da ii¢ koloni, 100 pl ¢ift distile steril su iceren PZR
tiipiinde slispanse edildi ve termal dongii cihazinda DNA izolasyon programina tabii

tutuldu (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Bakteri hiicresinden DNA izolasyonunda kullanilan PZR dongii programi

94 °C 4 dak
94 °C 30 sn

4 dongii
4 °C 30 sn ﬁ
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3.5.2.16S rRNA geninin ¢ogaltilmasi

Genin c¢ogaltilmasinda bakterilerin  16S rRNA genini hedefleyen 27f
(GAGATTTGATCCTGGCTCAG) ve 1495r (CTACGGCTACCTTGTTACGA)
evrensel primerler (Weisburg vd 1991) kullanildi. PZR ile 16S rRNA genin ¢ogaltilmasi
25 pl karigim (master mix) (5 pl 5X tampon, 0.25 pl 25 mM dNTP, 1.5 pl 25 mM
MgCl,, 0.5 pl 20 pmol 27f primer, 0.5 pl 20 pmol 1495r primer, 0.5 U GoTaq DNA
polimeraz) icinde gergeklestirildi. Her karisima 2 pl 6rnek DNA eklendi. izolatlarin bir
cogu icin Cizelge 3.3’deki PZR dongiisii kullanilmasma karsin, bazi izolatlarin

PZR’nunda tutunma sicakligi bir derece yiikseltildi.

Cizelge 3.3.16S rRNA genin ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR déngii programi

Baslangi¢ inkiibasyonu 95 5 dak.
DNA denaturasyonu 95 30 sn

Tutunma 55 30 sn 35 dongii
Uzama 72 1.30 sn
Son inkiibasyon 72 5 dak.

3.5.3. ARDRA

Cogaltilmis 16S rDNA’nin restriksiyon analizi i¢in, Rsa [ (Biolab) ve Hha I
(Biolab), Hpall (Fermentas), FnuDII (Fermentas) restriksiyon enzimleri kullanildi. Bu
restriksiyon enzimlerinin se¢imi hem literatiirden (Aquilanti vd 2004b) hem de 16S
rRNA gen dizilerinin elektronik ortamda workbench programi kullanilarak en uygun
profili verenlerine gére secildi. Izolatlara ait 16S rDNA PZR firiinii (8 pl), 10 U
restriksiyon enzimi, BSA ve NaCl ile toplam hacim 10ml olarak (enzimin alindig1
sirketin Onerdigi sekilde) karistirildi. Karigimi iceren ependorf tiipler 37 °C’de etiivde
12 saat inkiibe edildi.

3.5.4. NifH genin PZR ile ¢cogaltilmasi

Genin ¢ogaltilmasinda bakterilerin nifH genini hedefleyen primer g¢ifti; nifHgl-f
(GGTTGTGACCCGAAAGCTGA) ve nifHgl-r (GCGTACATGGCCATCATCTC)
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kullanildi (Biirgmann vd 2004). PZR ile nifH geninin ¢ogaltilmasi 25 pl karigim (master
mix) (5 pul 5X tampon, 0.25 pl 25 mM dNTP, 1.5 ul 25 mM MgCl,, 0.5 pl 20 pmol
nifHg1-f primer, 0.5 ul 20 pmol nifHgI-r primer, 0.5 U GoTaq DNA polimeraz) iginde
Cizelge 3.4°deki PZR dongii programi kullanilarak gerceklestirildi. Her karisima 2 pl
ornek DNA eklendi.

Cizelge 3.4. NifH genin ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR dongii programi

Baslangi¢ inkiibasyonu 95 5 dak.
DNA denaturasyonu 95 30 sn

Tutunma 50 30 sn 35 dongii
Uzama 72 30 sn
Son inkiibasyon 72 7 dak.

3.5.5. DNA icin agoroz jelin hazirlanmasi

PZR iiriinleri i¢in agoroz; ¢ogaltilmig DNA iiriinleri, % 0.5’lik agoroz jelde 1x
TBE (10x i¢in, tris baz; 108.55 gr, borikasit; 61.83 gr, EDTA; 0.5 M, pH; 8) tamponu
igeren elektroforez sisteminde 90 voltta 30-60 dak. yiiriitiildi. ARDRA i¢in 16S rRNA
geninin restriksiyon enzimleri sonucu olusan DNA parcalart % 2.5’luk agoroz jelde 1x
TBE tamponu i¢inde 70 voltta 2-3 saat yiiriitiildii. PZR iriinlerinin ya da ARDRA’dan
elde edilen DNA pargalarinin biiyiikliiklerinin saptanmasinda belirte¢ olarak DNA
ladder kullanildi. Jeller etidium bromid ile boyanarak jel goriintileme cihazinda

goriintiilendi.
3.5.6. ARDRA sonuglarinin degerlendirilmesi

16S rRNA geninin kesim sonuglarinin agoroz jelde elde edilen bant profillerinin
degerlendirilmesinde her bant bir karakter olarak kabul edildi. izolatlarm 16S rRNA
genlerinin restriksiyon enzimleri ile kesiminden elde edilen, belirli molekiil agirligina
sahip bantlarin varlig1 yada yoklugu temeline dayanan 1 ya da 0 kodlamas1 yapilarak bir
matris olusturuldu. Tiim izolatlar i¢in tiim enzimlerden elde edilen data matrisi Bioedit
5, PHYLIP 3.66 programlar1 kullanilarak bakteri izolatlart UPGMA (Unweighed

Pairgroup Method with Arithmetic Average) gruplandirma analizi ile gruplandirildi
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(Felsenstein 1990, Sneath ve Sokal 1973). Gruplar arasindaki genetik uzaklik Nei ve
Li’e (1979) gore hesaplandi. Izolatlarin gruplandirilmasimni gostermek igin Treeview
1.66 programinda (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/rod.html) dendrogramlari
yapild.

3.5.7. Dizi analizleri

16S rRNA ve nifH genleri PZR aracilig1 ile ¢ogaltildiktan sonra toplam 23 pl
olan PZR iirlinleri MACROGEN-Kore firmasina gonderildi. 16S rRNA i¢in yaklasik
850 be , nifH geni i¢in yaklasik 340 b¢ uzunlugunda okuma yapildi. 16S rRNA geni i¢in
yapilan yaklasik 850 b¢ uzunlugundaki hem ileri (5°-3’) hem de ters (3’-5’) okumalar
Bioedit programinda birlestirildi ve yaklasik 1430 bg¢ uzunlugunda tek diziye
doniistiiriildii. Izolatlara ait 16S rRNA dizilerinin NCBI’in web sitesinde BLAST
analizleri yapildi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). 16S rRNA gen dizileri
Bioedit 5 ve CLUSTAL X (1.83) programlar1 kullanilarak dizilerin hizalanmasi
(alignment) yapildi. Azotobacter tiirlerine ait olan ve yakin akraba Azomonas ve
Pseudomonas cinslerine ait tiirlerin 16S rRNA gen dizileri NCBI gen veri bankasindan
temin edildi. Referans bakterilerin ve izolatlarin 16S rRNA gen dizilerinin hizalanmasi
sonucu esit uzunlukta diziler elde etmek icin dizilerin bas ve son boliimleri kesilerek
esitlenmesi saglandi. 16S rRNA genin hizalanmasi sonucu yaklasik 1316 bg
uzunlugundaki dizi matrisi elde edildi. NifH geni i¢in ise 265 b¢ uzunlugundaki diziler
kullanildi. Hem 16S rRNA hem de nifH geninden elde edilen dizi matrisleri MacClade
v4.03 programinda nexus formatina doniistiiriilerek PAUP uygulamasi yapildi. Nexus
formatindaki dizi matrisine MODEL TEST v3.06 uygulanarak hem Akaike Information
Criterion (AIC) ve hem de Hierarchical Likelihood (hLRT) esasina uygun modeller
saptand1 (Akaike 1974, Posada ve Krandal 1998). DNA dizi matrisine farkli
algoritmalar kullanilarak PAUP v.4.0b10 (Cracraft ve Helm-Bychowski 1991, Swofford
2002) programi ile filogenetik olarak analiz edildi. Maksimum Likelihood (ML)
opsiyonu altinda komsu baglama (Neighbor-joining (NJ)) genetik uzaklik ve Uzaklik
(Distance) opsiyonu ile 1000 tekrarli seg-bagla (Bootstrap) filogenetik analizleri ayri
ayr1 uygulandi (Felsenstein 1981, Saitou ve Nei 1987).
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3.6. Toprak Analizi

Toprak ornekleri bakteri izolasyonu yapildiktan sonra + 4 °C depo edildi.
Toprak 6zelliklerinin analizi i¢in 6zel toprak analiz laboratuvarindan (Laben, Antalya)
faydalanildi. Bu laboratuvarda yapilan analizler ve kullanilmis olan teknikler Cizelge

3.5’de sunulmustur.

Cizelge 3.5. Toprak analizleri ve kullanilan metotlar

Yapilan Analizler Metotlar

pH -- 1:2,5

Kireg (%) Kalsimetrik
Tuz (%) 1:2,5
Doygunluk (%) Saturasyon
Nem (%) Kuru Yakma
Organik Madde (%) Kuru Yakma
Organik C (%) Walkey-Black
Toplam N (%) Kjeldahl

Alnabilir P (kg P,Os/da) Olsen-ICP

Almabilir K (kg K,O/da) A.Asetat-ICP
Almabilir Ca (kg CaO/da) A.Asetat-ICP
Almabilir Mg (kgMgO/da) A.Asetat-ICP

Alinabilir Fe (ppm) DTPA-ICP
AlmabilirMn  (ppm) DTPA-ICP
Almabilir Zn (ppm) DTPA-ICP
Almabilir Cu (ppm) DTPA-ICP

Bakteri izole edilen ve edilemeyen topraklarin kimyasal 6zellikleri arasindaki
farkliliklar istatistiksel olarak analiz edildi. Organik madde, organik karbon, toplam
azot, potasyum, kalsiyum ve bakir miktarlar1 arasindaki farklilik t Testi ile analiz
edilmistir. C/N, fosfor, magnezyum, demir, tuz, kire¢, nem ve pH miktarlar1 arasindaki
farklilik Mann-Whithney Testi (U testi) ile analiz edildi. Bu analizler Windows’da
SPSS 13.0 (SPSS Inc.) paket programi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

Antalya bolgesine ait farkli cayir-mera (Elmali-Eymir, Manavgat-Demirciler,
Ibradi-Eynif, Merkez-Asagioba, Akseki-Cimi yaylas1) ve tarlalardan (Korkuteli, Belek,
Altinova) 2006-2007 bahar aylarinda (Nisan, May1s, Haziran) farkli bitki rizosferi ve

bitkisiz toprak drneklerinden Azotobacter izolasyonu ¢aligmasi yapilmistir.

4.1. Azotobacter izolasyonu

Farkli yillarda (2006 ve 2007) gergeklestirilen Azotobacter izolasyonlarinda
farkli izolasyon metotlar1 uygulanmigtir. Izolasyon caligmalarinin birinci yilinda
Brown’nun azotsuz kat1 besi ortami ve soil-past kullanilmistir. Bu ortamlarda beyaz,
sulu, koloniler secilerek saflagtirilmistir. Gram testi yapilarak Gram negatif izolatlar LG
besi ortamina aktarildiktan sonra kolonilerin sar1 pigment olusturma 6zelliklerine gore
taranmis ve sart pigment verenler belirlenmistir. Yaklagik 800 bakteri izolati
saflagtirilmis ve bu izolatlar arasindan 120 izolat ARDRA analizi i¢in se¢ilmistir.
ARDRA uygulanan izolatlarin se¢ilmesinde Brown besi ortamindaki biiyiime 6zellikleri
(mukoid ve sulu) ve LG secici besi ortamindaki pigment (sart renk kolonilerin

goriilmesi) 6zellikleri dikkate alinmistir.

Calismada ilk yil (2006) izole edilen 120 izolatin Azotobacter olmadig
belirlenmistir. Bu nedenle ikinci yil (2007) Azotobacter izolasyon metodu degistirilmis
ve ayn1 zamanda Ornek alman toprak sayist da artirilmustir. Ikinci yil Azotobacter
izolasyon calismalarinda Burk’un azotsuz sivi besi ortami kullanilmistir. Bu ortamda
cogalan bakteriler Burk’un azotsuz kati besi ortamina ekilmis ve beyaz, sulu, mukoid
koloniler saflastirildiktan sonra Gram testi yapilmis ve Gram negatif izolatlar basit
boyama yapilarak 151k mikroskobunda incelenmistir. Azotobacter hiicre morfolojisine
benzeyen izolatlar belirlenmistir. Isik mikroskobunda 1000°lik biiyiitme giiciinde,
hiicreler tek ya da ¢ift ya da zincir halinde ve genel olarak oval sekilde gozlenmistir
(Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Azotobacter’lerin Burk kat1 besi ortamindaki goriintiisii Sekil
4.3, Sekil 4.4. ve Sekil 4.5’ de sunulmustur. Bu Azofobacter izolasyon ¢alismasindan 80

izolatin Azotobacter olabilecegi belirlenmis ve ARDRA analizi igin secilmistir.
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Sekil 4.1. A. beijerinckii DSM378 hiicrelerinin 151tk mikroskobunda goriintiisii
(Biiyiitme giicii 1000)

Sekil 4.2. BZ1 izolat1 hiicrelerinin 151k mikroskobunda goriintiisii (Biiylitme giicii 1000)



Sekil 4.5. AA11 izolatinin TSA kat1 besi ortamindaki goriintiisii
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4.2. Izolatlarim Molekiiler Karakterizasyonu

4.2.1. ARDRA

Azotobacter tanis1 ve karakterizasyonunda, 16S rRNA genin ¢ogaltilarak bu
bolgenin restriksiyon enzimleri ile kesilmesinden sonra elde edilen DNA profillerinden
faydalanilmistir. Izolatlarm yaklasik 1500 b¢ uzunlugundaki 16S rRNA genleri, 27f ve
1495r evrensel primerlerle ¢ogaltilmistir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7). 16S rRNA geninin
ARDRA analizinde Rsal, Hhal, Hpall ve FnuDIl olmak fiizere dort enzim

kullanilmistir.

AAD] AAD2 AADZ AAD4 AADS AADG AADT AADS AADD AAID AALL AAT2 AS] AS2 AS3 AS4 ASS AS6 M

Sekil 4.6. izolatlarin 16S rRNA genlerinin 1500 b¢ uzunlugundaki PZR iiriinlerinin
Agoroz jel goriintiisii. AAOL, AA02, AAO3, AA04, AAOS, AA06, AAO7, AAOS,
AA09, AA10, AA11, AA12, AS1, AS2, AS3, AS4, AS5, AS6 ve M (belirtec)
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CV4BI1 BI? BiI3 BI4 Bi5 DH1 DH? DH3I DH4 DHS C51C52 C53 C54 C55 ASF AH M

Sekil 4.7. izolatlarin 16S rRNA genlerinin 1500 b¢ uzunlugundaki PZR iiriinlerinin
Agoroz jel goriintiisii. CV4, BZ1, BZ2, BZ3, BZ4, BZ5, DH1, DH2, DH3, DH4,
DHS, CS1, CS2, CS3, CS4, CS5, CS7 AH ve M (belirteg)

2006 yilinda izole edilen izolatlarin 120’sine ARDRA analizi yapilmistir. Bu
izolatlarin hi¢ birinde 16S rRNA geninin Rsal restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu
elde edilen bantlar Azotobacter profiline karsilik gelmedigi igin bu izolatlarin

Azotobacter olmadigina karar verilmistir.

2007 yilinda 1zole edilen 80 izolata ARDRA analizi yapilmistir. Ayni sekilde,
Azotobacter ve Azomonas referans bakteri suslarina da ARDRA uygulanmistir (Sekil
4.8 ve Sekil 4.9). Azotobacter referans bakteri suslarinin (4. vinelandii DSM87, A.
chroococcum DSM2286, A. armeniacus DSM2284, A. beijerinckii DSM378, A.
salinestris DSM11553) Rsal restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu agoroz jel iizerinde
650, 350, 240, 150 ve 120 bg biiyiikliigiinde bantlar vermistir (Sekil 4.8). ARDRA
uygulanan 80 izolattan, 45 izolatin 16S rRNA geninin Rsal profilleri Azotobacter cinsi
tiyelerinin Rsal restriksiyon enzimi profiline benzer sonug vermistir (Sekil 4.10 ve Sekil
4.11). Bu 45 izolatin 16S rRNA genleri ayr1 ayr1 Hhal, Hpall ve FnuDII restriksiyon
enzimleri ile kesildikten sonra olusan profiller, izolatlarin birbirinden ayrilmasi igin
kullanilmistir. Azotobacter referans suglarmin (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9) ve izolatlarin
cogaltilmis 16S rRNA genlerinin FnuDII (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13), Hpall (Sekil 4.14
ve Sekil 4.15), Hhal (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17) restriksiyon enzimleriyle kesimi sonucu

elde edilen % 2.5’luk agoroz jel goriintiileri sekillerde sunulmustur.
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Sekil 4.8. Azotobacter ve Azomonas referans suslarinin 16S rRNA genlerinin Rsal
(soldaki) ve Hhal (sagdaki) enzimlerinin kesiminden elde edilen agoroz jel
gorlintiisii. 2284: A. armeniacus DSM; 2286: A. chroococcum DSM; 375: Azm.
agilis DSM; 378: A. beijerinckii DSM; 87: A. vinelandii DSM; 11533: A.
salinestris DSM; 722: Azm. macrocytogenes DSM, M: belirteg (100 -1500 bg)

M

375 722 11533 2286 87

2284 378 M 375

722 11533 2286 87 22284 378 M

100 be

Sekil 4.9. Azotobacter ve Azomonas referans suslarinin 16S rRNA genlerinin Hpall
(soldaki) ve FrnuDII (sagdaki) enzimlerinin kesiminden elde edilen agoroz jel
goriintlisti. 2284: A. armeniacus DSM; 2286: A. chroococcum DSM; 375: Azm.
agilis DSM; 378: A. beijerinckii DSM; 87: A. vinelandii DSM; 11533: A.
salinestris DSM;, 722: Azm. macrocytogenes DSM, M: belirteg (100 -1500 bg)
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Sekil 4.10. izolatlarin 16S rRNA genlerinin Rsal enziminin kesiminden elde edilen

CE LR .

L 100

agoroz jel gorlintiisi. AA11, KA2, AS3, BZ2, BZ1, DH2, DH4, AS2, M, BGl,
AS5, AAO0S, CS5, BZ3, BZ4 ve M: belirteg (100 -1500 bg)

M AADd AADS AADG AADT AADD AAIZ AAMD KT2 EKT1 KAl DH1I M

sl 500 bg

100 bg

Sekil 4.11. izolatlarin 16S rRNA genlerinin Rsal enziminin kesiminden elde edilen
agoroz jel goriintiisi. M, AA04, AAOS, AA06, AAO7, AA09, AA12, AA1O,
KT2, KT1, KA1, DHI ve M: belirte¢ (100 -1500 bg)
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Sekil 4.12. Izolatlarin 16S rRNA genlerinin FnuDII enziminin kesiminden elde edilen
agoroz jel goriintiisii. M, AA10, AA09, CS1, CS2, AAO1, AA02, AAO3, KT1,
KT2, AA07, AAOS5, AA04, CS5, AA06, AAOS, AA1l, AA12, CV1 ve M:

belirteg (100 -1500 bg)

M DH1 DH2 DH3 DH4 DH3 C53 C54 BG1 KAl EKA2 BZ1l B0Z3 B0Z2?2 BZ4 BZD CV2 CV3

500 bg

bl B -
- -

100 bg

Sekil 4.13. Izolatlarn16S rRNA genlerinin FrnuDII enziminin kesiminden elde edilen
agoroz jel goriintiisti. M, DH1, DH2, DH3, DH4, DHS5, CS3, CS4, BGI, KAI,
KA2, BZ1, BOZ3, BOZ2, BZ4, BZ5, CV2 ve CV3. M: belirteg (100 -1500 bg)
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DPH3 C53 CS4 Cs1 BZ3 DH1 AADS AS2 BOF1 BOZ2 BOZ3 M CS55 AAl1? ASS5 AADT CW2

Sekil 4.14. izolatlarin 16S rRNA genlerinin Hpall enziminin kesiminden elde edilen
agoroz jel goriintiisi. DH3, CS3, CS4, CS1, BZ3, DHI1, AA09, AS2, BOZI,
BOZ2, BOZ3, M, CS5, AA12, ASS5, AA07 ve CV2. M: belirteg (100 -1500 bg)

M AADS CV3 C52 DH4 DHS AH AAD6 BZ4 KT2 BZ2 DH2 CV1 BZ5H AAD]1 AADZAADT AALL KI1 M

100 bg

Sekil 4.15. izolatlarin 16S rRNA genlerinin Hpall enziminin kesiminden elde edilen
agoroz jel goriintiisii. M, AAOS, CV3, CV2, DH4, DHS, AH, AA06, BZ4, KT2,
BZ2, DH2, CV1, BZ5, AA01, AA02, AAO03, AA1l, KT1, M: belirte¢ (100 -
1500 bg)
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Sekil 4.16. izolatlarn 16S rRNA genlerinin Hhal enziminin kesiminden elde edilen
agoroz jel goriintiisii. M, AAOS, KA1, KA2, AS1, AA06, AS2, AS3, AS4, ASS,
AS6,BZ1, BZ2, BZ3, BZ4, BZ5, AA0S, BG1, CS5, M: belirte¢ (100 -1500 bg)
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Sekil 4.17. Izolatlarin 16S rRNA genlerinin Hhal enziminin kesiminden elde edilen
agoroz jel goriintlisii. M, BOZ1, BOZ2, DHS, AA10, AA09, AAOS5, DH1, KT1,
KT2, CS1, CS2, CS3, M: belirteg (100 -1500 bg)
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ARDRA verilerine gore izolatlarin haplotipleri belirlenmistir. Haplotipler,
ARDRA yapilan izolatlarin ve referans bakterilerin 16S rRNA genlerinin restriksiyon
enzimleriyle kesilmesi sonucu elde edilen ve agoroz jel {izerinde gozlemlenen farkli
bliyiikliikteki DNA bantlar1 esas alinarak olusturulmustur (Cizelge 4.1). ARDRA
sonucunda, 45 izolatin ve referans Azotobacter’lerin Rsal profilleri ayni haplotipi (a)
vermistir. Yalnizca Azm. macrocytogenes DSM722 susu Rsal enzimiyle farkli bir
haplotip (al) vermistir. Izolatlar Hpall ve Hhal enzimleri ile bes haplotip olustururken
FnuDII enzimi yalnizca ii¢ haplotip vermistir. Izolatlarin ve referans bakterilerin

gostermis olduklar haplotip cesitleri Cizelge 4.2°de sunulmustur.

Izolatlar1 gruplandirabilmek, benzerlik ve farkliliklarmin belirlenmesi igin,
ARDRA analizi sonucu agoroz jellerde goriilen her bir bantin varligi (1) ya da
yokluguna (0) dayali olarak olusturulan matris PHYLIP programinda restriksiyon
analizlerini degerlendiren Nei ve Li benzerlik indeksi ile UPGMA kullanilarak
dendrograma doniistiiriilmiistiir (Sekil 4.18). Dendrogramda DSMZ’den temin edilen 5
Azotobacter (A. vinelandii DSMS87, A. chroococcum DSM2286, A. beijerinckii
DSM378, A. armeniacus DSM2284 ve A. salinestris DSM11553) ve Azomonas (Azm.
agilis DSM375 ve Azm. macrocytogenes DSM722) referans susu kullanilmis ve 45
izolat gruplandirilmistir (Sekil 4.18).

Azotobacter izolatlari, ARDRA’dan elde edilen UPGMA dendrograminda iki
ana gruba ayrilmistir (Sekil 4.18). Bunlardan birincisi kendi i¢inde dort alt gruba (I, 11,
III ve IV) daha ayrilmigtir. V. alt grup ise diger (ikinci) ana grup i¢inde yer almistir. 1.
ve Il. alt gruplar 4. salinestris ile gruplanirken, I11. alt grup ise hem diger izolatlardan
hem de referans suslardan ayrilmistir. III. alt grupta yer alan AA06, BZ3 ve AA06
izolatlar1 III grupta yer alan diger izolatlardan da aynlmigstir. IV. alt grupda, A.
armeniacus ve 5 izolat birlikte gruplanmistir. V. alt gruba ise 4. chroococcum ve A.
beijerinckii referans suslariyla birlikte19 izolat yerlesmistir ve bu 19 izolat A.
chroococcum ile gruplanmistir. Azm. macrocytogenes en dis grup olarak ayrilirken,

Azm. agilis ise A. beijerinckii ve A. chroococcum’un oldugu gruptan ayri bir dalla

ayrilmistir (Sekil 4.18).
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Sonug olarak, ARDRA’dan elde edilen UPGMA dendrogramina gore, 1. ve II.
gruplara ait izolatlarin A. salinestris’e yakin oldugu, III. gruba ait izolatlarin ise bir
referans bakteri ile birlikte gruplanmadigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.1. Izolatlara ve referans bakterilere ait 16S rRNA genlerinin dort farkli
restriksiyon enzimleri ile kesilmesinden elde edilen agoroz jel {izerindeki bg
uzunlugundaki bant biiyiikliikleri ve bu biiyiikliiklere karsilik gelen haplotipler

Enzimler = Haplotip be
PR 650; 350; 240; 150; 120
al 500; 350; 240; 180; 150,120
b 410; 380; 280; 180; 160
bl 410; 380; 280; 260; 180;160
b2 410; 380; 280; 260; 200
¢ 580; 410; 280; 260
Hhal @ 580; 410; 280; 260; 160
2 580; 410; 280; 180
d 410; 280; 260; 160
¢ 410; 280; 180; 160; 120
£ 410; 280; 180; 160
2 400; 280; 150; 140; 80
gl 400; 280; 150; 140
h 400; 280; 250; 150; 140; 80
P 400; 280; 250; 140
h2 400; 280; 240; 150;140;80
h3 400; 280; 240; 150;140
i 400; 280; 180; 150; 80
ji 400; 280; 180; 150; 140
i 550; 500; 140; 120; 80
’ i1 650; 500; 140; 120
2 650; 420; 140; 120; 80
I 420; 380; 140; 120; 80
Hpall 550; 420; 140; 120; 80
Kl 550; 440; 140; 120; 80
m 420; 140; 120; 80
n 550; 420; 380; 140; 120; 80

Renkli bolgeler referans bakterilere ait haplotiplerdir
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Cizelge 4.2. Izolatlarin ve referans suslarin restriksiyon enzimlerine karsilik gelen

haplotipleri

* Referans suslar
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Sekil 4.18. ARDRA verilerinden elde edilen UPGMA dendrogrami. Dendrogram, Azotobacter
ve Azomonas  referans suslar (4. vinelandii DSM87, A. chroococcum DSM2286,  A.
armeniacus DSM2284, A. salinestris DSM11533, Azm. agilis DSM375 ve Azm.
macrocytogenes DSM722) ve 45 Azotobacter izolatinin dort farkli enzim kullanilan
ARDRA verilerinden elde edilmistir. Izolatlarin benzerlik tahminleri Nei ve Li’e gore
hesaplanmigtir (Nei ve Li 1979)
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4.2.2. 16S rRNA geni dizi analizi

ARDRA analizi sonucu Azotobacter profili veren izolatlarin Azotobacter
olduklarimi teyit etmek igin 16S rRNA genlerinin dizi analizi yapilmustir. izolatlarin 16S
rRNA genlerinin yaklasik 1500 b¢ uzunlugunda DNA kismi 27f ve 1495r evrensel
primerleri kullanilarak PZR ile ¢ogaltildiktan sonra DNA baz dizileri belirlenmistir. 16S
rRNA geninin ¢ift tarafli (5’-3” ve 3’-5° yonlerinde) yapilan baz okumalari sonucu her
bir yonden yaklagik 850 baz dizilik kismi belirlenmistir. Her iki (5°-3” ve 3°-5’) okuma
yoniinden elde edilen diziler Bioedit programinda diizenlenerek 16S rRNA geninin
1430 baz uzunlugundaki dizileri elde edilmistir. izolatlara ait 16S rRNA genlerinin,
NCBI'in web sayfasinda BLAST analizleri yapilmistir. BLAST analizlerinden elde
edilen benzerlik yiizdeleri ve karsilik gelen bakteriler ¢izelgede sunulmustur (Cizelge
4.3).

Cizelge 4.3. BLAST analizi sonucu izolatlara karsilik gelen bakteriler ve benzerlik

oranlari
izolat benzerlik Erisim no isim
*AY336565.1, EF620447.1,
% 99 EF620452.1, AB175657, A. vinelandii
a ) AALL EF620451, EF620449.1
EEP EF620439, EF620434,
% 97 A. vinelandii
EF100155.1
% 97 *AB175656.1 A. salinestris
EF620439, EF620434,
% 99 A. vinelandii
( ) EF620436
II ve IIIL AS3, BZ3,
SHP % 99 *AB175656.1 A. salinestris
CV1, CV3,KA2
% 98 *AB175655.1 A. armeniacus
% 97 *AB175651.1 A. nigricans
(IV. grup) DH3 ve DHS5 %100 *AB175651.1 A. nigricans
EU930421.1, AB430880.1,
% 99 A. chroococcum
(V. grup) AA04, AA09, AAIO, *AB175653.1, *EF100153.1
AH, CS1, CS2, CS3 ve BOZ3 EF620440.1, AB429527.1,
% 99 A. beijerinckii
EF620428.1, EF620427.1

* Tip suslar
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Bu calismadan elde edilen 45 izolat ARDRA uygulamasiyla bes gruba
ayrilmistir. Gruplar: temsil eden toplam 18 izolatin 16S rRNA geninin dizi analizi
yapilmistir. Bunlardan iki izolatin (AAO8 ve BG1) dizi analizi sonuglariin kullanissiz
olmasindan dolay1 bu izolatlarin 16S rRNA gen dizileri dizi hizalama uygulamasina
dahil edilmemistir. Izolatlarin 16S rRNA gen dizileri ve NCBI gen veri bankasindan
elde edilen Azotobacter tiirlerine ve yakin akraba cins (4zomonas ve Pseudomonas)
tiyelerinin (Azm. macrocytogenes ve Azm. agilis, P. aeroginosa) 16S rRNA gen dizileri
CLUSTAL X (1.83) programiyla homolojik ve varyasyonel bolgelerine gore
hizalandirilmistir (alignment). Onalt1 izolata ait ve gen dizi bankasindan elde edilmis 17
bakteriye ait 16S rRNA gen dizilerine en uygun substitiisyon modelini belirlemek
amaciyla MODELTEST v.3.6 programi kullanilmistir. Buna gére en uygun model hem
Akaike Information Criterion (AIC) opsiyonu hem de hLRT opsiyonuna gore TrN + 1 +
G (Tamura-Nei) olarak secilmistir. Bu testin sonuclarina goére —InL = 3208.9802, (I) =
0.7437, (G) = 0.3617 olarak belirlenmistir. Onerilen model ve parametrelere bagl
olarak PAUP v4.0b10 programi kullanilarak farkli algoritmalarla filogenetik analizler
yapilmistir. Filogenetik aga¢ icin kullanilan baz dizi matrisindeki degisken baz dizisi
bolgeleri ¢izelgede sunulmustur (Cizelge 4.4). Analizde kullanilan 1316 bazin, 1186’s1
korunumlu, 36’s1 degisken ve 94’iliniin parsimonik olarak bilgi verici oldugu
saptanmistir. Uzaklik opsiyonuyla AIC’nin onerdigi TrN + I + G modeline gore
uygulanan NJ algoritmasiyla se¢-bagla degerli (Sekil 4.19) ve ML opsiyonuyla uzakliga
bagl (Sekil 4.20) iki agac¢ elde edilmistir. Her iki agac iizerinde P. aeroginosa dis grup
olarak secilmistir. Bu agaclara gore Azm. macrocytogenes ve Azm. agilis, Azotobacter

cinsinden uzaklagsmistir (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20).

Bu agaclar {lizerinde Azotobacter tiirleri iki ana gruba bolinmiistiir. A.
salinestris, A. tropicalis, A. vinelandii, A. nigricans subps. nigricans ve A. armeniacus
gruplardan birincisi (I, II, IIT ve IV); 4. chroococcum ve A. beijerinckii ise ikinci ana
grubu (V) olusturmustur (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20). A. tropicalis, A. vinelandii’nin
bulundugu gruptan ayri bir dalla uzaklasmistir. A. salinestris, A. vinelandii, A.
armeniacus, ve A. nigricans subsp. nigricans bulundugu politomik grup 64 se¢ bagla
degeri ile desteklenmistir (Sekil 4.19). Bununla birlikte bu ¢alismadan izole edilen ve

bu gruba ait Azotobacter izolatlari ise yliksek se¢ bagla degerleri ile farkli gruplara
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ayrilmistir. BG1, AA11 ve AAI12 izolatlari, ARDRA’dan elde edilen dendrogramda I.
grup i¢inde yer almaktadir (Sekil 4.18) ve bu grubu temsil eden AA11 izolat1 16S rRNA
gen dizisi NJ agaci lizerinde A. vinelandii DSM576 susuyla ayni1 grupta yer almakta
olup, 100 se¢-bagla degeriyle desteklenmistir (Sekil 4.19).

AS3, BZ3, KA2, CV1 ve CV3 izolatlart (grup II ve III), 4. salinestris ve A.
vinelandii 380 susuyla ayr1 bir monofiletik grup olusturmus ve bu grup 99 se¢ bagla
degeriyle desteklenmistir (Sekil 4.19). 4. salinestris ve A. vinelandii 380, CV3 ve CV4
(grup II) susunun yer aldig1 monofilitik grup 88 ve AS3, KA2 ve BZ3 (grup III) 94 se¢
bagla degerleri ile iki ayr1 gruba daha ayrilmigtir. Bu monofiletik gruplardaki izolatlar
ARDRA’dan elde edilen UPGMA dendrograminda da benzer sekilde gruplanmislardir.
DH3 ve DHS5 (IV) izolatlar1 diger tiirlerden ayrilarak A. nigricans subsp. nigricans ile
grup olmustur ve bu grup 100 se¢ bagla degeriyle desteklenmistir. 4. beijerinckii, A.
chroococcum’dan farkli gruplanarak bu ¢aligmadaki izolatlardan ayrilmistir. Bu
calismadan elde edilen AA04, AA09, AA10, AH, CS1, CS2, CS3, BOZ3 izolatlar1 (V),
A. chroococcum suslar1 ve A. beijerinckii 347 grubuna dahil olmustur (Sekil 4.19 ve

Sekil 20).

Sonug olarak I. gruba ait izolatlar A. vinelandii ile, 11 . ve IIl. gruplara ait
izolatlar ise A. salinestris ve A. vinelandii 380 suslar1 ile yakin iligkilidir. IV. grupta yer
alan izolatlar A. nigricans subsp. nigricans ve V. gruptaki izolatlar ise A. chroococcum

ile yakin iligkilidir.

47



87

(epeyae TweAsp) LIe[eJewny WISLIO ISeyueq
LIOA US3 ULID[LIS)NEQ SUBIJY 5 “JIPIP[OULISISOT (JISIW[LIOA SULYIP ISIKES BIIS Z8q) IUISLIIS Zeq SIWUS[II[3q YeIeul[e Zeq n8ns [0y dIND] 1220200442 “y umins Y|

JLO-D09D0DILOIDDIL-IDLVIDVIDIVOVIOLLLIDLIDLYIDOVIDIDVIDDLIDIVLIDOIDDDDLOIDLILOIDV-VYDILYILLIDODLOILLIDODDIDIDDLYLVYOIDDLYYYIVILLIDOVYIDILOVIOIDOL
GHA

DIL.D-90929DLIIDIIIL-DDLYDOVDIOYOYOILLLIDLIDLYIDYIDDOYIDDLIIOVLODIDIDDLODD IO LOIOVY YOI L¥DLLIDDDLIILLIDDDIDIDI LV LYY IIDDIVYYOYOLLIIIYIDDLOVIDDIDL
(T°1S9GLIHY) » sueorzbru -dsqns suedoTibru 'V

JLO-D090DILOIDDIL-IDLVIDVIDIVOVIOLLLIDLIDLYIDOVIDIDVIDDLIDIDVLIDOIDDDIDLOIDLILOIDV-VYDILYILLIDODLOILLIDODDDIDDLYLVYOIDDLYYYDVILLIDOVYIDILOVIOIDOL
€Ha

OLL-9D 292D2LO92JL-IDL¥IDVIILLIODVILOOLLIOLIDLYIDVIOOOVLODLOIIDVLIDIDLIDLOOLLILIDOV-VYIILYODLILIDIODLIDIDIOOVLOLIDLYLVVIOVYILOVYOVILLIDOVYIDDLOVOIDDDL
(T°SS9GLIAY) x SnoPTUSWI® ¥

JLO-9ILODOILOIDDIL-IDLYIOVIOIDDIVLIDOLILIDL DOVIODIDVLODLIDIVLIDOIDOILOIDLLILOIOV-VOILYIILIOVIOILOIDODIDOVLOLIDLYLVYYOIDOLOVVYYOILOVLOVIOILOVOOIDOL
7AD

OLO-DLODDILOIDDIL-IDLVDDVIIIDDIVLIDDLILIDLYIDOVIDIDVILIDLIOIVLIDOIDDDDLODLLILOIDV-YDILYIILIVOILOIDDIDOVLOLIDLYLVYYOIDDLOVYYOILOVLOVIDILOVIOIDOL
(I°7EV0Z94H) x 08E TTPUBTSUTA ¥

DI1O-91929DLOIDIIL-DILYDOTIDDDIOYIONDLOLIDLYIOYIDIOVIODLIDIDYLIDIDINDLID LI LDV - YOI LYDDLOYIDLOIIDIDDYLOLID LY LYY IDIDLOVY YOI LIV LOYIDILOYOIIIOL
(1°9G9GLTHEY)x STIFSSUTTES °Y

OLO-9LOHDDDLOIDIDL-DILYDIVIDIDIDVLIDDLILIDLYIDVIDDIVILIDLIIDYLIDIDIDILIDLIOLIDIDV-YIDOLYDDLOVIDLIDDDDIDVILILIDLYLYYOIDDLOVVYYIDLOVLIOVOIDILOYDIDIDL
EAD

OLO-9LODDDLOIDIDL-DIDLYDIVIVIDIDVLIDDLOLODL DDVIIDIVILIDLIIDYLIDIDIDILIDLIOLIDDV-TYIDLODDLOVIDLIDIDIIDVLILIDIVLYYOIDDLVYVYIOLOVLOVIDILOYDIDIOL
4 5.8

OLOLOLODDILOIDDIL-IDLYDDVIVIIOIVLIDDLILIDLYIDOVIDIDVLIDLIDIVLIDOIDIDDLODLLILOIDV-YDILOIDLIOVOILOIIDIDOVLOLIDIVLYYOIIDLYYVYOILOVLOVIDILOVIODDOL
€zd

OLO-DLODDILOIDDIL-IDLYDDVIVIDIDOIVLIDDLILIDLYIDOVIDIDVLIDLIDIVLIDODIDDLODLLILOIDV-YDILODILIOVOIDLOIDDIDOVLOLIDIVLYYOIIDLYYVYOILOVLOVIDILOVIOIDOL
E€SY

9GVVILVLE69TSLYLYVETO
TTITILECCIVYPECT000006L9G9G208VECTOECTO67C0829T060698LLECTO68LLYEICBICEIGVEBLYECTBTO68SVCT68LIGYECTOGVECTO68LSVYCCOV06S6VT
€EECTCCCTITITTITITIT00006666000688888LLLLI999EECTTO068ETOTTITO0066688LLLIGSSSV VPV VTO66LLGSECEEEEEEEECTCCCCITIOOVLGEECCTITTLG6VI6L90068LI9GVEGBLIST
TITITTTITIITIITTITITIIITIT666666688888888888888LLLLLLLI999OGSSGGSV IV VIV IV VIV I VIV P PECEEEEEEEEEEEEEEEEEECEEEEECECTTTTTITITTT88LLLI999GVCCCCCCITTITIT

119[03[0q uoySI13op UTULI[IZIP UAS YN SO ULIB[IB[OZI dA ULID[LIdEq SUBIJY “§'f IS[IZI))



6%

(epeyae TweAdp) LIe[eIRWNU WISLIO 1Seyueq
LIOA UST ULID[LId)Rq SUBIJY 4 “TIPIPJOULINSQT (ANSIWI[LIOA SUDYIP ISIARS BIIS ZBQ) IUISBIIS Z8q SIUUIII[Q YeIeul[e Zeq nSns [0y JINDI Uno20000.4yd Y umns ||

JLL-9LODDILIOLODLO-DDIIOVIVLYLLYDODDLLLYLODLYDDVIODIOVLYDLODD-LDD-9099LODLLILY LDV - VOO LYDLLOVIDLLOIDDOVYLOLODLYLYVYOLYDLYDLYYOLLOLOYOVYYOOVOLLLOD
(T°L2702943) » L¥E TTYOUTISLTOq ¥

DLIL-9I929022LODLO-DDDIVOVIVIIYIDIDLLIVIIDIYIOY IOV IYILOIOVLIDIDIDDLIDLIO LIV -¥OILYDLIOVIDLLOIDIOVYIOLOLIVIVYOLYDILYILYYILLILOYIVYIIYILLLOD
(1°0880EVEY) x YZIWY WnoO0200Iyd 'V

OLL-9LODDIDDLODLI-IDDIVOV LY LLYIDOILLLYLIODLYIOVIOIDVLVYOLIOIVLIDOIDOILOILLIOLOIOV - VYOI LYILLOVOILLIDOIOVVLOLIOLLVLVVOLYOLYOLYYOLLOLOVOVYOOVILLLOD
HY

OLL-9LODOILOLODLI-IDDIVOV LY LLYIDOILLLYLIDLYIOVIOIDVLVYOLIOIVLIDOIDOILOILLIOLOIOV - VYOI LYILLOVOILLIDOIOVVLOLIOLLVLVVOLYOLYOLYYOLLOLOVOVVYOOVILLLOD
(T°€STO0TAH) » TEOYF dWOI WNOO0D00IYD ¥

OLLLOLIODDILOLIDLI-IDDIVOV LV LLYIDOILLLYLIODLYDIOVIDIDVILVDLIDOIVLIDOIDDOILODLLIOLOIDV-VOILYILLOVOILLIDODIDVVLOLOLLYLVYVOLYDLYDLYYOLLOLOVOVYDOVILLLOD
€S0

OLL-DILOJ29ILIOLOLLO-DIDIVIVILYLLYIDDDLLLY LODLYIDOVYIODOOVILYDLOIIDVLIDDDIDDLODLLOLIDOV - YOI LYDLILOVIOLLIIDIOVY LOLIOLLY LVYILYDLYDLYYOLLOLOVYOVYDOVOLLLOD
(T°£59G6LTdV) x WNDO0D00IYD “Y

DLL-9I909DIDIOLID-HIDIVOVIYLIVODIDLLLYIDD LVODY IOV IVDLIIOVLODDDIDD IO LIDLOIOY -~ YOO LYDLIOVIDLLIIDIOVYIOLOLIVIVYOLYD LY LVYOLIDLOVOVYOOVOLLLIOD
(1" 7STOOTAH) x PIZST dWOI WNODOD00IYD ‘¥

DLL-9I9I9DLIIDILO-DIDIYOYIILLIOVILIDLLOLIDILYIOY IOV IO LIV LIDIDIDDIOYILO LIV -¥OILYDLIOVIDLLOILODDVIOLODIYIV YOI LI LYY YOYILLIDIYIDILOYIIDIOL
(1°2919€249%) » STTROTdOI3 "V

OLO-DLODDILOLYDIL-IILVYIDVIDLLYILYOLLLILIDLYIDVIDIDVIDDIDLOVYOIDDDDDIDDIIDLILOIDV-VDILYIILIDOIVOIIDLIDILODDLLYLVYYOIVOLYYVYOIDOVLOVIDILOVIOIDDOL
TIVY

DLO-9ILOIDDLIOLYIDL-DDLYDIDVIIDLVDLYDLLLOLIDLYDDOVIDDOVIDDDLIOVTIDIIDIDDI9DDLOLOIDV-YIILYDDLODDOVTIIIDLODDLIODDLLYLYYIIOVILYYYYDIDIOVLOVIDILO-D9909L
(I°SSTO0TdH) » dNDOI TTPUBTSUTA ¥

OLO-9LODODLOLYIDL-DIILYDIVIDILVYOLYOLLLILIDLYIDVIDD-TYIIDDLOVEIIDIDIDIDIDILOLIDDV-YIDOLYDDLOIDOVEIIIDLIDILIDILLYLYVYOIVILVYVYIOIOVLOVIDILOYDIDIODL
(T°G9G99€EEAY) » 9LSWSA TTPUBTSUTA 'Y

9GVVILVL69TSLYLVETO
TITLECCIVPVECTO000006L959C08VECTOECTO67C08C9T060698LLCTO68LLYEITBICEIGVEBLYECTIBT68SVCT68LISVECTOSVECTO68LSYCZOV06S6VT ™~
E€EECCCCCITTITITTI00006666000688888LLLLI999EECTTO068ETOTTITO00066688LLLIGSSSYV VI PV T066LLGSEEEEEEEEEECCCCCCTTITO0VLGEECCTTILS6VT6L90068LIGVEGBLIST
TITTITIITIITTITITITITIT666666688888888888888LLLLLLLI9999GSSOSSV IV I VYV VPV VPV VPV VPV VECEEEEEEEEEEEEEEEEEECEEECEECTTITTITTTTITIB8LLLI999GVCCCCCCTITITITT

119193[0q USIZOP UTULIMIZIP U3 VNI SO ULIB[IB[OZI dA ULIQ[LId)B] SURIJY ' IS[IZI))



0s

LIe[eIRWNU WISLIO 1Seyueq
LIOA USS ULID[LIOPR SUBIQJDY 4 “IIPIP[OUIISISOT (ANSIW[LIOA SUDYIP ISIARS BIIS ZBQ) IUISBAS ZBq SIWUD[I[Dq YeIRUl[R Zeq NSNS [¢p JINDI Un220000.4yd "y umns ||

YLL-¥YOOLOLLLOODLOLVYLVYOVOLILYLIVOVLOLLLYYDLLYLILYVVVYYOV LYY LOLOVLOLOVOLYLYDLLOLODOV-OVLOVYLOVILOODLODLODVYOLLY LLLY LY LOLLVYYYYYYOLLYLOVODDLOVOODODLL
(T°2G9GLIEV) » STTTDOR seuowozy

OLL-YIOLLOLLOYOLO-DDDIOVIOVOVLLYDLYDLLLILODLYLIDDVYOODIVILOIIDVLLIDDIDDIODLIDLODODD-OVLIOVOLILOVIODLIIDLILODIIDLILLIIDLILYVVV VYV Y LLLYLOYOVODOVOILILOL
(T°7#S9GLTILOY) » Seusbozhfoozoew seuowozy

YO9-YIOLLOLLOVOLO-DIDIVOVILYLLVODDDLLLYLOIOVYDLYVOIDVLOVOLOVYLODIDILOIOVYILOLOIOV - YOI LVYLLIOLODLLODLLOVYLOVOLLY LY VLOVOLVYLVYOLLYLYDODDDOVOIDIOL
(1°2680600T) y BSoUTHNISE SeUOWOPNOSJ

OLL-DLODDILOLIDLOLYIDIVOVIIILOIVLIDDLILIDLYIOVIDIDVILYDLIDOIVLIDOIDDILODLLILOIDV-VOILYILLIOVOILLIODLLOVYLOLOLLYLYVOIOVOLYODLYYOLLOLOVOVYDOVOLLLOD
(T°2STO0TJH) » €L98 AWOI TTYOUTISLTOq 'V

OLL-DLODDILOLIDLILYIDIVOVIIILOIVLIDDLILIDLYIOVIDIDVLVDLIOIVLIDOIDODIDLODLLILOIDV-VOILYILLOVOILLIODLLOVYLOLOLLYLYVOIOVOLYOLYYOLLOLOVOVYDOVILLLOD
(T°TSTOOTdH) + ZEOV AWDI TTYOUTISLTOq 'V

LLO-9LODOILOIDDLI-IDDIVOV LY LLYIDOILLLYLIDLYIOVIOIDVLVOLIOIVLIDOIDOILOIDLLIOLOIOV-VYOILYIDOIVOILLIDLLOOVILOLLLLYLVVOLYOLYOLVYYOLLOLOVOVYOOVILLLOD
4044

LLLOLOIDDLIDIILI-DIDDOVIVILVLLYIOIDDLLLYLOILYIDVIDIDIVLYDLIDOVLOIDDIDDLIDLLOLIOIV - VIO LYDIDOVIDLLOILLIDVLOLLLLYLYVOLYDLYDLYVOLLOLOVOVYIDVOLLLOD
60VY

JLL-DLODDILOIDDOLI-IDDIVOV LV LLYIDDOILLLYLIODLYIOVIODIDVILVDLIDOIVLIDOIDDILODLLILOIDV-VOILYDDOIVOILLODLLOOVILOLLLLYLVVOLYDLYDLYYOLLOLOVOVYDOVILLLOD
0TIVY

OLL-9LODODLOLOILD-DIDIVOVILVLIYOIDILLLVYLODLYODVODDDVILYDLIIDVLIDIDIDILIDLIOLODIOV-YIDOLYDLLOVIDLLIODDDOVYOIIDLIOLLYLYVOLYDLVDLYVOLLOLOVOVYODVYOLLLOD
€209

LLD-9LODODLOLOILD-DIDIVOVILVLILYOIDILLLVYLODLYODVODDDVILYDLIIDVLIDIDIDDLODLIOLODIOV-YIDOLYDLLOVIDLILIODDIOVY LOLOLLYLYVOLYDLVDLYVOLLOLOVOVYODVOLLLOD
ZsO

LLIOLOLODDILOLIDLI-IDDIVOV LY LLYIDOILLLYLIODLYDOVIDIDVILVDLIOIVLIDOIDDIDLODLLILOIDV-VOILYILLOVOILLIDODIDVVLOLOLLYLVYVOLYDLYDLYYOLLOLOVOVYDOVILLLOD
180

9GVVTILVLE69TSLYLYVETO
TITLEZCIVPVECTO000006L959C08VECTOECTO67C08C9T060698LLCTO68LLYEITBICEIGVEBLYECTIBT68SVCT68LISVECTOSVECTO68LSYCZOV06S6VT ™~
€EECTCCCTITITITITITIT00006666000688888LLLLI999EECTTO068ETOTTITO0066688LLLIGSSSV VIV VYV TO66LLGSECEEEEEEEECTCCCCITIOOVLGEECCTITITLG6VI6L90068LI9GVEGBLIST
TITITTTITITITITITTITITITIITT666666688888888888888LLLLLLLI999OGSSGGSV I VIV IV IV VI VI VIV VPP PECEEEEEEEEEEEEEEEEEECEEECECECTTITTTTITTIT88LLLI999GVCCCCCCITTITIT

119193[0q UNSIZOP UTULID[IZIP U3 YN YT SO ULIB[JB[OZI dA ULIQ[LId) B SURIJY ' I[IZI))



5]

s

85

_ B4

a8

94

g5

1

AS3
KAZ2
BZ3

Cv3
A. salinestris

A. vinelandii 380

Cv4

A. armeniacus

77

DH3

a5

DHS

A nigricans subsp. nigricans
A. vinelandii DSM 576

A vinelandii ICMP

AATT

ar

g4

g6

B4

A. tropicalls

A. chroococeum ICMP 15214

94

64

A. ehroococcum

C53

A chroococeum ICMP 4031
AH

a1

A. ehroocoecum AM12A

BOZ3
A. beljerinckil 347
C51

86
Cc52

— AAID

—— AAD9
AAD4

—— A. bejjerinckii ICMP 4032

71

L A bejjerincKii ICMP 8673

—— AZm. macrocytogenes

Azm. agilis

P. geroginosa

Sekil 4.19. 16 izolat ve Azotobacter, Azomonas ve Pseudomonas cinslerine ait  tiirlerin
rRNA geni filogenetik (1000 tekrarli se¢ bagla) agaci. Agag, NJ
algoritmasi kullanilarak olusturulmustur
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Sekil 4.20. 16 izolat ve Azotobacter, Azomonas ve Pseudomonas cinslerine ait  tiirlerin

16S rRNA geni filogenetik (uzaklik) agaci. Agag, NJ algoritmas1 kullanilarak
olusturulmustur
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4.2.3. NifH gen dizi analizi

NifH gen dizi analizi 16S rRNA verilerini desteklemek ve izolatlar arasindaki
iliskiyi gorebilmek igin yapilmistir. Izolatlarin nifH genleri Azotobacter grubunun nifH
genlerini hedef alan primerlerle PZR ile ¢ogaltilmis ve yaklagik 500 bg biiyiikliigiinde
agoroz jel lizerinde bantlar elde edilmistir (Sekil 4.21). ARDRA sonucu elde edilen
gruplara ait toplam 22 izolatin nifH geninin dizi analizi yapilmistir. Bu gene ait PZR
tirtinleri Kore-Macrogen firmasma gonderilmis ve 340 b¢ uzunlugunda dizi okumasi
yapilmustir. Cift tarafli okunan diziler Bioedit progaminda cakistirilarak tek diziye
doniistiiriilmiistiir. Izolatlara ait nifHf gen dizileri NCBI'm web sayfasinda BLAST
yapilmis ve dizilere yakin bulunan diziler se¢ilmistir. Gen veri bankasindan elde edilen
ve 22 izolata ait nifH genin 265 b¢ uzunlugundaki dizileri CLUSTAL X (1.83)
programlarinda karsilastirllmigtir. Yirmi iki izolata ait ve bes gen bankasindan elde
edilmis nifH gen dizilerine en uygun substitiisyon modelini belirlemek amaciyla
MODELTEST v.3.6 programi kullanilmistir. Buna gore en uygun model AIC’e gore
TrN + I olarak belirlenmistir (I = 0.7381). Onerilen model ve parametrelere bagl olarak
PAUP v4.0b10 programi kullanilarak farkli algoritmalarla filogenetik analizler
yapilmustir. Analize dahil edilen toplam 265 bazin 228 bazlik kismi1 korunmus, 22 bazi
degisken ve 15 bazi parsimonik olarak bilgi verici oldugu belirlenmistir. Bu gene ait
degisken baz dizi bolgeleri Cizelge 4.5°de sunulmustur. ML opsiyonuyla AIC’nin
onerdigi TrN + I modeline gore uygulanan uzaklik NJ agaci1 ve Uzaklik opsiyonuyla
1000 tekrarli se¢ bagla NJ agacina gore izolatlar iki gruba ayrilmistir (Sekil 4.22 ve
4.23). Azm. macrocytogenes dis grup olarak secilmistir. Ana gruplardan birinde yalnizca
iki 1zolat (AA11 ve AA12) ve A. vinelandii bir monofiletik grup olustururken diger
grupta tlim izolatlar bir arada gruplanmistir. Bir arada gruplanmis ve 80 se¢ bagla degeri
ile desteklenmis gruba dahil DH2 ve DHS5 izolatlar1 diger izolatlardan 94 se¢ bagla
destegi ile ayr1 bir grup olusturmustur (Sekil 4.22). Sonug olarak nifH geni, izolatlarin
arasindaki farklilig1 A. nigricans subsp. nigricans ve A. vinelandii izolatlar1 haricinde

¢Ozlim getirememistir.
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Sekil 4.21. Azotobacter izolatlarinin nifH genlerinin yaklasik 500 b¢ uzunlugundaki PZR
iirinlerinin agoroz jel goriintiisii. M: belirteg

Cizelge 4.5. Referans bakterilerin ve izolatlarin nifH gen dizilerinin degisken bolgeleri

44444444444444444445555555555555555566666666
22223344566777788890122335578888999912233334
12390848038346702681658175802589147961734692

BZ4 —-——CGCGGTGGAGTCCACCTGCTTTCGGCCCGACCAGACGGGCT
AS3 —-——CGCGGTGGAGTCCACCTGCTTTCGGCCCGACCAGACGGGCT
DH2 -—-CGCGGTGGAGTCCACCTGTTTTCGGCCCGACCAGGTGGGCT
DH5 —-—-CGCGGTGGAGTCCACCTGTTTTCGGCCCGACCAGGTGGGCT
BZ3 —-——CGCGGTGGAGTCCACCTGCTTTCGGCCCGACCAGACGGGCT
AR08 —-——-CGCGGTGGAGTCCACCTGCTTTCGGCCCGACCAGACGGGCT
BZ1 —-——CGCGGTGGAGTCCACCTGCTTTCGGCCCGACCAGACGGGCT
KA2 —-—-CGCGGTGGAGTCCACCTGCTTTCGGCCCGACCAGACGGGCT
Cv3 -—-CGCGGTGGAGTCCACCTGCTTTCGGCCCGACCAGACGGGCT
AH ———CGCGGTGGAGTCCACCTGCTCTCGGCCCGACTAGACGGACT
BOZ3 ———CGCGGTGGAGTCCACCTGCTCTCGGCCCGACTAGACGGACT
AAO1 ———CGCGGTGGAGTCCACCTGCTCTCGGCCCGACTGGACGGGCT
AAQ7 —-—-CGCGGTGGAGTCCACCTGCTCTCGGCCCGACTGGACGGGCT
AAO09 —-—-CGCGGTGGAGTCCACCTGCTCTCGGCCCGACTGGACGGGCT
AA1Q ———CGCGGTGGAGTCCACCTGCTCTCGGCCCGACTGGACGGGCT
BZ5 -——CGCGGTGGAGTCCACCTGCTCTCGGCCCGACTAGACGGGCT
Cs2 -——CGCGGTGGAGTCCACCTGCTCTCGGCCCGACTAGACGGGCT
AAQ06 —-—-CGCGGTGGAGTCCACCTGCTCTCGGCCCGACTAGACGGGCT
KT2 —-—-CGCGGTGGAGTCCACCTGCTCTCGGCCCAACTAGACGGGCT
Cs3 -——CGCGGTGGAGTCCACCTGCTCTCGGCCCAACTAGACGGGCT
Cs5 -——CTCGGTGGAGTCCACCTGCTCTCGGCCCAACTAGACGGGCT
A.beijerinckii356 —---G-C-GGGTCCACCCGCTCTCGGCCCACCCA-ACG-GCT
A.chroococcum T TCGCGGTGGAGTCCACCTGCTCTCGGCCCGACTAGACGGGCT
A.macrocytogenes -—-—--TGTTGTGTAATATTTTCTTATTTACTTTGAATAGATAGGTC
BG1 -———-GTGGTGGAGCTCACCTGCTCCCCGCCCGACTAGGTGGGTC
A.vinelandii -——CGTGGTGGAGCTCACCTGCTCCCCGCCCGACTAGGCGGGTC
AAl12 -—-CGTGGTGGAGCTCACCTGCTCCCCGCCCGACTAGGTGGGTC
AAll -—-CGTGGTGGAGCTCACCTGCTCCCCGCCCGACTAGGTGGGTC

Ik iic satir A. chroococcum (M73020.1) susu baz alinarak belirlenmis baz sirasmi (baz sira sayisi dikine verilmistir)
gostermektedir. Azm. macrocytogenes (AY644349.1), A. beijerinckii356 (EF620479.1), A.vinelandii (M11579.1), A.vinelandii
(M20568.1)

54



83

77

g2

60

62

65

50

AAll
AAl2

A. vinelandii M20568
A. vinglandiMI 1570
A401
4407
4409

AA410
BOZ3
BZ4
BZ3
4406
K42
V3
BZ1
AS3

BZ5

]|

94

AA05

CS2

KT2

CS53

CS3

A beijerinekii 350

& chroocecoumn W72020
DH2Z

DHY

Az macrocytogenes

Sekil 4.22. 22 izolat ve Azotobacter ve Azomonas cinslerine ait tiirlerine nifH geni

filogenetik (1000 tekrarli se¢ bagla) agaci. Agag, NJ algoritmasi kullanilarak

olusturulmustur
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Sekil 4.23. 22 izolat ve Azotobacter ve Azomonas cinsi tiirlerine ait nifH geni
filogenetik (uzaklik) agaci. Agag, NJ algoritmasi kullanilarak olusturulmustur

56



. Cizelge 4.6. Azotobacter izolatlarinin molekiiler analizlere gore yakin iliskili oldugu

Azotobacter tiirleri ve izolatlarin izole edildigi alan ve bitkiler

izolat adi  Alan Bitki ya da toprak
: ) AA11 Altinova T Apium graveolens
'(1' g‘r/l'j:)e)land” AA12 Altinova T Apium_ graveolens
) BG1 Belek Golf ¢im sahasi
A salinestris CV1 Aksek! Q!m! Y V/:cea VI:llosa
(”' grup) Cv2 Akseki CimiY  Vicea villosa
) CV3 Akseki Cimi Y  Vicea villosa
AA06 Altinova T Apium graveolens
AAO08 Altinova T Apium graveolens
KA1 Korkuteli T Avena sativa
KA2 Korkuteli T Avena sativa
AS1 Altinova T Solanum tuberosum
AS2 Altinova T Solanum tuberosum
. : AS3 Altinova T Solanum tuberosum
l(?llsgl{lgsf tris AS4 Altinova T Solanum tuberosum
AS5 Altinova T Solanum tuberosum
AS6 Altinova T Solanum tuberosum
BZ1 Belek-Kadriye T Zea mays
BZ2 Belek-Kadriye T Zea mays
BZ3 Belek-Kadriye T Zea mays
Bz4 Belek-Kadriye T Zea mays
BZ5 Belek-Kadriye T Zea mays
DH1 Demrciler M Hordeum sp.
. DH2 Demrciler M Hordeum sp.
ﬁvn;grﬁgins DH3 Demrciler M Hordeum sp.
: DH4 Demrciler M Hordeum sp.
DH5 Demrciler M Hordeum sp.
AH Asagioba M Hordeum sp.
AAO01 Altinova T Apium graveolens
AA02 Altinova T Apium graveolens
AAO03 Altinova T Apium graveolens
AA04 Altinova T Apium graveolens
AA05 Altinova T Apium graveolens
AAO07 Altinova T Apium graveolens
AAQ09 Altinova T Apium graveolens
AA10 Altinova T Apium graveolens
(‘\‘/' ‘;’ZL ‘:)‘)’COCC“m KT1 Korkuteli T Triticum sativum
: KT2 Korkuteli T Triticum sativum
CS1 Akseki CimiY  Toprak
CS2 Akseki CimiY  Toprak
CS3 Akseki CimiY  Toprak
CS4 Akseki CimiY  Toprak
CS5 Akseki CimiY  Toprak
BOZ1 Bolu T Zea mays
BOZz2 BoluT Zea mays
BOZ3 Bolu T Zea mays

M: mera, Y: yayla, T: tarla
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4.3. Azotobacter izolatlar ve izole Edildigi Habitatlar

Farkli topraklardan izole edilmis Azotobacter izolatlar1 16S rRNA gen dizilerine
ve ARDRA sonuglarina gore tamimlanmistir. Buna gore Manavgat-Demirciler
merasindan Hordeum sp. (yabani arpa) rizosferinden bes izolat A. nigricans subsp.
nigricans olarak tanimlanmistir. Apium graveolens (kereviz) bitkisinden ve golf ¢im
sahasindan 4. vinelandii tiirtine ait 3 izolat (AA11, AA12 ve BGI) izole edilmistir.
Akseki Cimi yaylasindan Vicea villosa rizosferinden izole edilmis 3 izolat (CV1, CV2
ve CV3) A. salinestris olarak tanimlanmis olup, bu izolatlardan farkli olarak Solanum
tuberosum’dan (patates) (AS1, AS2, AS3, AS4, ASS5 ve ASG6), Apium graveolens
(AA06 ve AAO08), Zea mays (misir) (BZ1, BZ2, BZ3, BZ4 ve BZS5), Avena sativa
(yulaf) (KA1 ve KA2) bitkilerinden izole edilmis 15 izolatinda da A. salinestris oldugu
belirlenmistir. (Sekil 4.18 ve Sekil 4.19). A. chroococcum oldugu belirlenen izolatlar ise
Apium graveolens (AA01, AA02, AAO3, AAO4, AAOS, AA07, AAOS, AA09, AA10),
Triticum sativum (bugday) (KT1 ve KT2), Zea mays (BOZI, BOZ2, BOZ3), Hordeum
sp. (AH) rizosferlerinden izole edilmistir (Cizelge 4.6). Bu sonuglara gore Akseki Cimi
yaylasindan Vicea villosa rizosferinden A. salinestris olarak tanimlanan izolatlar elde
edilirken, ayni alandan alman toprak orneginden A. chroococcum olarak tanimlanan
izolatlar tespit edilmistir. Alman her bitki rizosferinden bir Azotobacter tiirii izole
edilmisken yalmizca Apium graveolens rizosferinden {ii¢ farklt Azotobacter (A.
chroococcum, A. vinelandii ve A. salinestris) oldugu belirlenen izolatlar elde edilmistir

(Cizelge 4.6).

Bu calismadan elde edilen izolatlardan yalmizca ii¢ izolat (BOZ1, BOZ2 ve
BOZ3) Antalya ili disindan, Bolu’ya ait Zea mays rizosferinden elde edilmistir. Bolu
cografik olarak Tiirkiye’nin Kuzey Bat1 bolgesindedir. Bu ¢alismaya BOZ1, BOZ2 ve
BOZ3 izolatlari, Antalya’a ait Zea mays rizosferinden elde edilen izolatlarla
karsilastirabilmek i¢in dahil edilmistir. 4. chroococcum olarak tanimlanan BOZ3 izolati
16S rRNA geni NJ agaclarinda AH ve CS1, CS2 ve CS3 izolatlar1 ile birlikte

gruplanmaistir.
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Bu caligmadan izole edilen izolatlarin isimlendirilmeleri izole edildikleri alan ve

bitki isimlerinin bas harfleri dikkate alinarak yapilmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. lzolatlarin isimlendirilmesinde kullanilan izolatlarin izole edildikleri

alanlar ve bitkiler

Izolat ad1 Izole edildigi alan-bitki/toprak
AAO01 Altinova-Apium
KT1 Korkuteli-Triticum
AS1 Altinova-Solanum
BZ1 Belek-Zea
DHI1 Demirciler-Hordeum
CS1 Cimi-(Soil) toprak
BGl1 Belek-Golf ¢im sahasi
CVl1 Cimi-Vicea
BOZ1 Bolu-Zea
AH Asagioba-Hordeum

4.4. Toprak Analizleri

Farkli mera ve tarlalardan alinan topraklarin kimyasal ve biinye O6zellikleri

belirlenmistir. Bu calismada 2007 yilinda toplam 64 toprak ornegi alinmistir ve

bunlardan 31 6rnegin analizi yapilmistir. Analiz edilen topraklarin pH degerleri 7,1-8,1

arasinda degismektedir. Yalnizca Ibradi Eynif merasindan alman bir toprak rneginin

pH’s1 5,7°dir. Sonug olarak analiz edilen topraklarin pH 6zelligi nétiir ya da nétiire

yakin degerdedir. Analiz edilen topraklarin biinye yapist da birbirinden ¢ok farkli

degildir. Yalnizca Manavgat Demirciler merasindan alinan bir 6rnegin biinyesi kumlu

belirlenmistir. Diger toprak biinyeleri tinli ya da killi tinl1 oldugu saptanmistir (Cizelge

4.8).
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Cizelge 4.8. Analiz edilen topraklarin 6rnek alinan alanlara gore biinye 6zellikleri

Alanlar Biinye

Manavgat Demirciler Merast  Tinli

Ibrad1 Eynif Meras1 Tl ya da killi tinhi
Elmali Eymir Merasi Tl yada killi tinlh
Akseki Cimi Yaylast Tl ya da killi tinh
Belek misir Tarlast Tinh

Korkuteli bugday Tarlas1 Killi tinlt

Altinova kereviz Tarlas1 Tinl ya da killi tinli
Altinova patates Tarlasi Killi tinlt

Bolu misir Tarlas1 Tinh

Bakteri izole edilmis topraklar ile izole edilememis topraklarin kimyasal
ozellikleri karsilastirildiginda; nem, tuz, kireg, organik karbon, organik madde, toplam
azot (N), potasyum (K), C/N, fosfor (P), magnezyum (Mg), demir (Fe), mangan (Mn),
¢inko (Zn) ve bakir (Cu) miktarlarinin ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmazken (P>0.05), yalnizca kalsiyum (Ca) miktarlar1 arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.01). Bakteri izole edilmis ve izole
edilmemis topraklarin kimyasal 6zelliklerinin ortalamalar1 ve p degerleri ¢izelgede

sunulmustur (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Azotobacter izole edilmis ve edilmemis toprak Orneklerinin toprak

6zellikleri miktarlarinin ortalamalar1 ve p degerleri

X, Azotobacter izole edilmemis topraklarin ortalamalari
X, Azotobacter izole edilmis topraklarin ortalamalari

' Normal dagilim gésteren ve t testi uygulanan degiskenler
% Normal dagilmayan ve U testi uygulanan degiskenler
P<0.05 olan degisken koyu puntolu olarak gosterilmistir
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5. TARTISMA

5.1. Azotobacter izolatlarinin Elde edilmesi ve Farkh izolasyon Yaklasimlari

Azotobacter cinsine ait tlirler aerobik, kemoheterotrof ve azot baglayan
bakterilerdir. Bu bakteriyi izole etmek i¢in uygun bir pH ile birlikte, organik karbon
kaynagi ve molibden gibi bir iz elementin ortamda bulunmasi yeterli olabilmektedir
(Becking 1992). Elmali-Eymir, ibradi-Eynif, Manavgat-Demirciler meralarindan ve
Akseki Cimi yaylasindan 2006 yilinda toplam 42 toprak 6rnegi alinmistir ve yapilan ilk
izolasyonda soil-past ve Brown nun kati besi ortami kullanilmustir. izole edilen beyaz
ve sulu koloni veren izolatlar LG segici besi ortaminda taranmis ve sar1 renk koloni
verme Ozelliklerine gore seg¢ilmistir. Secilen 120 izolatin Rsal restriksiyon enzimi ile
yapilan ARDRA sonuglart ve 16S rRNA geni dizi analizleri, bu izolatlarin Azotobacter
olmadigint gostermistir. 2007 yilinda gerceklestirilen ikinci izolasyon calismasinda
Azotobacter zenginlestirici Burk’un azotsuz sivi besi ortami kullanilmistir. Sivi besi
ortaminda c¢ogalan karigik mikroorganizma kiiltiirii Burk’un azotsuz kati besi ortamina
aktarildiginda olusan beyaz ve sulu koloniler saflagtirilarak mikroskobik gozlemden
sonra Azotobacter hiicre morfolojisine benzer izolatlar seg¢ilmistir. Bu izolasyon
calismasindan 80 izolatin Azotobacter olabilecegi varsayilmis ve ARDRA yapmak i¢in

secilmistir. Bu yontemle 45 izolat Azotobacter olarak tanimlanmaistir.

Birinci (2006) ve ikinci yilda (2007) uygulanan Azotobacter izolasyon
yontemleri karsilastirildiginda, Brown’nun kat1 besi ortami ve soil past yontemlerinin,
Burk’un sivi besi ortamina gore yetersiz kaldigr goriilmistiir. Aquilanti ve
arkadaslarinin  (2004a) Azotobacter izolasyonunda faydalandiklar1 ti¢ farkli besi
ortamini (Brown, Winogradsky azotsuz besi ortamlar1 ve soil-past) karsilastirdiklari
caligmalarinda soil-past yonteminin digerlerine gore etkili oldugu belirtilmistir. Ancak
Aquilanti ve arkadaglarinin yapmis olduklari bu calismada, 196 izolattan yalnizca
40’min Azotobacteraceae familyasina ait oldugu saptanmistir. Bunlardan 15 izolatin 4.
chroococcum ve digerlerinin Azomonas (Azm. insignis ve Azm. macrocytogenes) oldugu
belirlenmistir. Sonu¢ olarak bu ¢alismada yalnmizca 15 Azotobacter izole edilebilmis

olmasi bu ¢aligmada da kullanilan Brown ve soil-past izolasyon ortamlarinin yetersiz
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oldugunu gostermektedir. Ayn1 g¢alismada LG secici besi ortaminin Azotobacter
seciminde kolaylik sagladigi belirtilmis olmasina karsin, su anki ¢alismanin sonuglarina
gore mikroskobik gozleme dayali hiicre morfolojisinden yararlanarak Azotobacter

hiicrelerine benzer izolatlarin se¢iminin daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Bu c¢aligmada 2006 yilinda toplam 42 ve 2007 yilinda 64 toprak Ornegi
toplanmustir. ik y1l yalnizca Antalya bdlgesindeki Elmali-Eymir, ibradi-Eynif, Akseki-
Cimi ve Manavgat-Demirciler’deki ¢ayir-mera topraklarindan 6rnek alimmistir. 2007
yilinda ise bu alanlara ek olarak Antalya merkez Asagioba merasindan, Belek golf ¢im
sahalarindan ve tarlalardan (Korkuteli bugday ve yulaf, Belek misir, Altinova patates ve
kereviz, Bolu musir tarlalar) ornekler toplanmustir. Ik yil Azotobacter izolasyonu
yapilan topraklarda Azotobacter tespit edilmemistir. Bunun nedeni olarak ilk yil
uygulanan Brown ve soil-past izolasyon ydnteminin yetersiz oldugu diisiiniilebilinir.
Ancak ikinci yil uygulanan izolasyon yonteminde 45 Azotobacter bakterisi izole
edilmesine karsin, ayn1 yontemle ilk yil alinan Elmali-Eymir, ibradi-Eynif meralarindan
Azotobacter i1zole edilmemistir. Sonug olarak birinci yil Azotobacter i1zolasyonunda
izolasyon yontemine ek olarak aliman toprak Orneklerinde  Azotobacter
bulunmamasindan dolay1 Azotobacter izole edilemedigi de ileri siiriile bilinir. Bununla
birlikte ilk yil Azotobacter izole edilemeyen Akseki-Cimi ve Manavgat-Demircilerden
Azotobacter i1zole edilmesi Azotobacter i1zolasyonunda kullanilan besi ortaminin ve

izolat se¢ilmesindeki yontemin dnemini gostermektedir.

5.2. Azotobacter izolatlarinin Molekiiler Karakterizasyonu

Bu calismada, farkli c¢ayir-mera ve tarlalardan elde edilmis toplam 45
Azotobacter izolatinin molekiiler karakterizasyonu yapilmustir. Izolatlarin tanimlanmasi
ve gruplandirilmas1 i¢in ARDRA metodundan faydalanilmistir. ARDRA’dan elde
edilen dendrogram’a gore toplam 45 izolat beg farkli gruba ayrilmistir (Sekil 4.18) ve
bu gruplari temsil eden 16 izolatin 16S rRNA gen dizi analizi yapilmistir. 16S rRNA
geninin 1316 b¢ uzunlugundaki baz dizilerinden elde edilen veriler, NJ uzaklik ve se¢
bagla (1000 tekrarl) yaklasimlariyla filogenetik olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.19

ve Sekil 4.20). Bu agaclar iizerinde izolatlar benzer sekilde gruplanmistir. Bu agaglara
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gore dis grup olarak segilen P. aeroginosa, Azotobacter ve Azomonas cinslerinden
timiiyle ayrilmistir. Bu aga¢ lizerinde Azomonas cinsine ait Azm. agilis ve Azm.
macrocytogenes tiirleri de Azotobacter tiirlerinden ayri bir grup i¢inde yer almistir. NJ
se¢ bagla testi sonucu Azotobacter izolatlar1 75 se¢ bagla degeri ile iki bliyiik gruba
ayrilmistir (Sekil 4.19). A. salinestris, A. vinelandii, A. armeniacus, ve A. nigricans
subsp. nigricans’in bulundugu ilk grup A4. tropicalis’den ayr bir dalla ayrilmistir ve bu
kok 98 se¢ bagla degeriyle desteklenmistir. A. tropicalis Bergeys Manual’de (Kennedy
vd 2005) tanimlanmis Azotobacter tiirlerinden biri degildir. Ancak, bu ¢alismadan elde
edilen Azotobacter izolatlarinin 16S rRNA gen dizlerinin NCBI'imm gen veri
bankasindaki dizilerle BLAST analizleri yapildiginda, 4. tropicalis bakterisine ait
dizilerin, % 97 oraninda bu ¢alismadaki A. vinelandii izolatlarina benzerlik gosterdigi
gorilmiistiir. Bu nedenle bu calismada A4. tropicalis olarak adlandirilmis bu dizi de
izolatlarin 16S rRNA gen dizlerinin filogenetik agacina dahil edilmistir. Bu analize gore
98 sec bagla degeri ile desteklenmis grubun igerisindeki 4. tropicalis bakterisinin, diger

tiim Azotobacter tiirlerinden ve izolatlardan farkli oldugu saptanmistir.

16S rRNA gen dizisinden elde edilen NJ se¢ bagla agaci lizerinde 4. salinestris ,
A. vinelandii, A. armeniacus ve A. nigricans subsp. nigricans’in bulundugu politomik
grup 64 se¢ bagla degeri ile desteklenmistir (Sekil 4.19). Bu analize gore bu grup
igerisindeki Azotobacter tiirleri ve Azotobacter izolatlarinin akrabalik iligkisi yeterince
¢Ozlimlenememistir. Bununla birlikte bu calismadan elde edilen izolatlar yliksek sec
bagla degerleriyle farkli gruplara ayrilabilmiglerdir. AA11 (grup I) izolat1 16S rRNA
geni NJ se¢ bagla agaci lizerinde A. vinelandii DSMS576 susu ile birlikte gruplanmis ve
100 se¢ bagla degeri ile desteklenmistir (Sekil 4.19). Bu baglamda ARDRA
dendrogrami {lizerinde AA11 izolatinin bulundugu 1. gruba ait izolatlarin 4. vinelandii
oldugu saptanmistir. AS3, KA2, BZ3, CV1 ve CV3’ilin bulundugu grup ise 4. salinestris
ve A. vinelandii 380 susuyla birlikte gruplanmistir ve 99 se¢ bagla degeri ile
desteklenmistir (Sekil 4.19). Grup II (CV1 ve CV3) ve III’e (AS3, BZ3 ve KA2) ait
izolatlar NJ agaclar1 iizerinde farkli dallara yerleserek gruplanmistir. NJ uzaklik
agacinda da bu izolatlarin 4. salinestris’e yakin akraba oldugu goriilmektedir (Sekil
4.20). Hem NIJ se¢ bagla hem de uzaklik agaclarina gore grup II’e ait izolatlarin, grup

IIT izolatlarina kiyasla 4. salinestris’e daha yakin oldugu goriilmektedir. Bu sonuglarla
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uyumlu olarak, 16S rRNA geni BLAST analizine gore grup II ve grup III’li temsil eden
izolatlarin, % 99 A. salinestris’e benzer oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3). Bu
baglamda grup II ve grup III’e dahil edilen izolatlarin 4. salinestris oldugu ve grup I1I’e

ait izolatlarin farkli bir 4. salinestris grubu oldugu saptanmaistir.

16S rRNA geni NJ se¢ bagla ve uzaklik agaclari tizerinde A. vinelandii 380 ve A.
salinestris suglarinin birlikte gruplandigr gorilmiistiir (Sekil 4.20). NCBI  web
sayfasindan erisilen gen bankasinda, A. vinelandii olarak adlandirilmis ¢ok sayida 16S
rRNA gen dizileri, A. salinestris’e % 99 benzerlik gostermektedir. Bu suslar arasindan
bir tanesi (4. vinelandii 380) bu calismaya eklenmistir. Sonug olarak A. vinelandii 380
susu, A. salinestris ile birlikte gruplanmistir (Sekil 4.19). 16S rRNA genine ait NJ
uzaklik agacinda A. salinestris ve A. vinelandii 380 suslarinin yakin akraba olduklari
goriilmektedir (Sekil 4.20). Bu baglamda NCBI’1n web sayfasindan erisilen ¢ok sayida

A. vinelandii olarak adlandirilmis suslarin, 4. salinestris oldugu onerilebilir.

ARDRA’dan elde edilen dendrogramda IV. grupta yer alan DH1, DH2, DH3,
DH4 ve DHS izolatlar1 A. armeniacus ile birbirine uzak gruplanmis (Sekil 4.18)
olmasina karsin, 16S rRNA genin baz dizi analizinden elde edilen NJ agacina gbre bu
izolatlar 100 se¢ bagla degeriyle desteklenerek A. nigricans subsp. nigricans ile
gruplanmustir (Sekil 4.19). Buna goére Manavgat Demirciler merasindan izole edilen bu

izolatlarin A. nigricans subsp. nigricans oldugu belirlenmistir.

ARDRA’dan elde edilen UPGMA dendrograminda V. gruba ait olan ve A.
chroococcum olarak Onerilen grubu temsil eden izolatlar (AH, BOZ3, CS1, CS2 ve
CS3), 16S rRNA gen dizi analizi sonucu elde edilen NJ se¢ bagla agacina gore A.
chroococcum suslariya birlikte gruplanmig ve 97 se¢ bagla degeri ile desteklenmistir
(Sekil 4.19). Bu c¢alismadan elde edilen izolatlar ve A. chroococcum suslari, A.
beijerinckii suglarindan 85 se¢ bagla degeri ile desteklenerek farkli bir gruba ayrilmistir.
NCBI web sayfasindan erisilen gen veri bankasindan temin edilen 4. beijerinckii 347
susu 4. chroococcum suslarinin yer aldig1 gruba katilmistir (Sekil 4.19). Ayn1 zamanda

bu susun 16S rRNA geninin BLAST analizi sonucunda da % 99 4. chroococcum "un tip
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susuna benzer oldugu goriilmistir. Bu baglamda A. beijerinckii 347 susunun, A.

chroococcum oldugu Onerilebilir.

ARDRA’dan elde edilen dendrogramda V. grupta yer alan izolatlar A.
beijerinckii DSM378 referans susundan ayri bir dalla ayrilmis ve 4. chroococcum
DSM2286 tip susu ile gruplanmistir (Sekil 4.18). Sonug olarak bu gruptaki toplam 19

izolatin A. chroococcum olarak 6nerilmesi 16S rRNA gen dizisiyle de teyit edilmistir.

16S rRNA geni NJ se¢ bagla agaci iizerinde Akseki Cimi merasindan elde
edilmis ve 4. salinestris olarak belirlenmis CV1 ve CV3 izolatlarinin ayni grupta yer
aldig1 ve NJ uzaklik agacina gore birbirine yakin akraba oldugu goriilmektedir (Sekil
4.19 ve Sekil 4.20). Belek misir (BZ3), Altinova patates (AS3) ve Korkuteli yulaf
(KA2) tarlasindan izole edilmis 4. salinestris olarak belirlenmis izolatlarin 94 se¢ bagla
degeriyle desteklenerek ayn1 monofiletik grupta yer aldigi ve NJ uzaklik agacinda bu
izolatlarin birbirine yakin oldugu goriilmektedir. Bu baglamda A. salinestris olarak
belirlenen bu izolatlarin arasindaki farklilasmanin ¢ok yiiksek olmadigi gézlenmistir.
Bununla birlikte grup III’e ait bu izolatlarin Akseki Cimi yaylasindan izole edilenlerden
farkli oldugu goriilmiistiir. Bu baglamda, farkli alanlardan ve bitki rizosferlerinden izole
edilmis ve 4. salinestris oldugu belirlenen grup III’e ait izolatlar 16S rRNA genine gore
farklilasma gostermemektedir. 16S rRNA geni tir i¢i farklilasmayr smirh
gostermesinden dolay1 grup icindeki farklilagsmalar1 gostermek icin farkli DNA parmak

1zi metotlar1 uygulanmasi onerilebilir.

Bu ¢alismadan elde edilen 4. chroococcum izolatlar1 16S rRNA geni dizi
analizine gore 97 se¢ bagla degeri ile iki gruba ayrilmistir. ilk grup Cimi yaylasindan
izole edilen CS1, CS2 ve CS3, Asagioba merasindan izole edilen AH ve Bolu misir
tarlasindan izole edilen BOZ3 izolatlar1 84 se¢ bagla degeri ile destek alarak ayni1 gruba
dahil olmustur. Bu gruptaki izolatlar 86 se¢ bagla degeri ile desteklenmis iki ayr1 gruba
daha ayrilmistir. Buna gore CS3 ile ayni yerden izole edilen CS1 ve CS2 izolatlari
birbirinden ayrilmistir. Ancak, farkli alanlardan ve bitki rizosferlerinden elde edilen
CS3, AH ve BOZ3 izolatlar1 politomik bir grup olusturmustur (Sekil 4.19). Bu

baglamda 16S rRNA gen dizi analizlerine gore A. chroococcum olarak tanimlanan
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izolatlar arasindaki farkliliklar yeterince belirlenememistir. Bununla birlikte kereviz
rizosferinden izole edilen ve 4. chroococcum olarak saptanan AA10, AA09 ve AAO4
izolatlar1 diger izolatlardan yiiksek bir se¢ bagla degeriyle (97) ayrilmistir. Bu baglamda
kereviz rizosferinden izole edilen ve A. chroococcum olarak belirlenen izolatlarin

digerlerinden farkli oldugu 6nerile bilinir.

Azotobacter referans bakterilerinin ve izolatlarin 16S rRNA genlerinin PZR ile
cogaltilmasindan sonra, PZR firiinlerinin restriksiyon enzimleri (Rsal, Hhal, FnuDII ve
Hpall) ile kesimi sonucu ARDRA profilleri elde edilmistir. Aquilanti ve arkadaslari
(2004b) tarafindan, diger bakteri cinslerinden (Pseudomonas, Beijerinckii, Rhizobium,
Azospirillum, Agrobacterium ve Azomonas) farkl olarak, Azotobacter cinsi liyelerinin
ARDRA sonucu Rsal profillerinin tek haplotip verdigi belirlenmistir. Bu ¢aligmada da
Aquilanti ve arkadaslarinin belirttigi gibi Azotobacter referans suglari’nin tek haplotip
verdigi gosterilmistir. Yalnizca Azomonas cinsine ait Azm. agilis DSM375’in Rsal
restriksiyon enzim profili Azotobacter cinsi ile ayni sonucu vermistir. Aquilanti ve
arkadaslarinin (2004ab) calismalarinda Azm. agilis DSM375 jel profilleri ve haplotip
cesitleri bu calismadaki sonuglarla uyumlu olmasina karsin, calismalarinin tartisma
boliimlerinde Azm. agilis yerine Azm. macrocytogenes’in Azotobacter ile Rsal enzim

profillerinin benzer oldugunu rapor etmislerdir.

Bu calismada toplam 200 izolatin ARDRA analizi yapilmistir, bunlardan 45
izolatin Rsal restriksiyon enzim profili Azotobacter referans bakterilerinin Rsal
profilleri ile ayn1 bulunmustur. 200 izolattan Azofobacter olmadig: anlagilan 155 izolat
bu c¢alismaya dahil edilmemistir. Referans suslarin ve 45 izolatin 16S rRNA genleri
diger restriksiyon enzimleriyle analiz edildiginde suslarin ve izolatlarin birbirinden
farklilagtig1 goriilmiistiir. Kullanilan restriksiyon enzimleri igerisinde bes farkli haplotip
veren Hhal ve Hpall restriksiyon enzimleri, izolatlar arasinda en fazla farklilasmay1

gostermistir.
Dort farkli restriksiyon enzimi kullanilan ARDRA’dan elde edilen dendrograma

gore (Sekil 4.18), Azm. macrocytogenes, Azotobacter’in tiim gruplarindan bagimsiz bir

dala yerlesmistir. Ayni cinse ait Azm. agilis’in ise ayni dendrogram {izerinde
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Azotobacter tiirlerinden ayr bir dalla ayrildig goriilmiistiir (Sekil 4.18). Sonug olarak,
Azm. agilis’in Rsal restriksiyon enzim profili Azotobacter iiyeleri ile ayni olmasina
karsin diger enzimlerle analiz edildiginde Azotobacter’den uzaklastigi goriilmektedir.
ARDRA sonuglarma goére Azomonas ve Azotobacter iiyeleri birbirlerinden
ayrilabilmektedir. Azotobacter vinelandii DSMS87, A. beijerinckii DSM378, A.
chroococcum DSM2286, A. armeniacus DSM2284, Azm. agilis DSM375 ve A.
salinestris DSM11533 suslar1 ARDRA dendrogrami iizerinde farkli gruplara
yerlesmesinden dolayl, ARDRA’da kullanilan restriksiyon enzimlerinin bu tiirleri

ayirmakta yeterli oldugu goriilmektedir.

ARDRA yapilan A. vinelandii DSM87 referans susu bu analiz sonucu elde
edilen dendrogramda A. salinestris DSM11533 referans susundan bir dalla ayrilmistir
(Sekil 4.18). Bu dendrogram iizerinde, bu ¢alismaya ait izolatlardan 4. vinelandii ve A.
salinestris olarak belirlenen izolatlar (grup I ve grup II) ayni grup icinde yer almaktadir
(Sekil 4.18). Bu baglamda ARDRA, A. vinelandii ve A. salinestris tiirlerine ait izolatlar1

yeterince ayiramamaktadir.

Azotobacteraceae iiyelerinin taksonomik iligkisini belirlemek i¢in izoenzim ve
protein profilleri analizleri yapilmistir. Protein profilleri ¢alismasinda Azotobacter
cinsinin heterojen bir grup oldugu ve A. beijerinckii tiirliniin gelecek ¢alismalarda ayri
bir cins olarak ayrilabilecegi Onerilmistir (Jana vd 1992). izoenzim profilleri
calismasinda ise Azm. macrocytogenes’in Azomonas ve Azotobacter cinslerinden farkli
bir cinse ayrilmasi Onerilmistir (Jana 1994). Ancak, bu bakterilere ait rRNA sistron
analizleri A. beijerinckii’nin Azotobacter cinsinde ve Azm. macrocytogenes’in ise
Azomonas cinsinde kalmasini desteklemektedir (Kennedy vd 2005ab). Sonug¢ olarak
protein profil ve izoenzim c¢alismalart Azofobacteraceae iiyelerinin akrabalik

iligkilerinin belirlenmesine sinirlt bir yaklagim getirmistir.
16S rRNA gen dizi analizi bakterilerin taksonomik tanimlanmasinda gii¢lii bir

yontemdir (Stackebrandt vd 2002). Ancak, bakterilerin tanisinda belirte¢ olarak protein
kodlayan farkli genlerin (nod, nif, rpoB, gyrB gibi) kullanimi da son yillarda

68



yayginlasmistir (Yamamoto ve Harayama 1998, Zeze vd 2001, Andronov vd 2003,
Adekambi ve Drancourt 2004, Chelo vd 2007, Hannula ve Hannien 2007).

Young ve Park (2007), 16S rRNA, atpD, carA, recA gen dizilerini kullanarak
Azotobacter ve Pseudomonas’in akrabalik iliskilerini tartistiklar1 ¢aligmalarinda; Jana
ve arkadaslarinin (1992) ve Jana (1994) calismalarindan farkli olarak, Azotobacter ve
Azomonas (Azm. macrocytogenes) cinslerinin sinonim olabileceklerini ve Azomonas
cinsinin Azotobacter cinsine dahil olabilecegini 6nermistir. Benzer sekilde bu calisma
Azotobacter tirlerinin 0zellikle A4. vinelandii’nin P. aeroginosa’ya yiiksek oranda
benzemesinden dolay1r Azotobacter cinsinin Pseudomonas cinsine dahil edilmesini
tartismistir. Benzer tartismay1 Reiders ve arkadaslar1 da (2004) o6zellikle A. vinelandii
tiirlinli esas alarak yapmustir ve A. vinelandii’'nin Pseudomonas cinsine dahil
edilebilecegini Onermistir. Young ve Park’in c¢aligmalarinda, 16S rRNA geni NJ
agacinda Azotobacter tiirleri P. aeroginosa grubu iginde yer almaktadir (Sekil 2.5)
benzer sekilde atpD, carA ve recA gen dizilerinin NJ agacida Azotobacter tiirlerinin P.
aeroginosa’ya yakin oldugunu gostermektedir (Sekil 2.6). Bu calismadan elde edilmis
izolatlarin pozisyonlart su anki kabul goren literatiire gére yapilmis olup, Azotobacter’e
yakin akraba olan P. aeroginosa’nin bu ¢alismadan elde edilmis izolatlarla iliskisinin

(Sekil 4.19 ve Sekil 4.20) diger Azotobacter tiirleri kadar yakin oldugu goriilmiistiir.

NifH geni, azot baglayan bakterilerin filogenetik iliskilerini ya da ¢esitliligini
belirlemek icin kullanilan ve protein kodlayan genlerden biridir. Mikroorganizmalar
arasinda nitrojenaz protein dizilerinin yiliksek derecede benzer olmasi, proteini kodlayan
genlerin kokene yakin oldugunu ya da prokaryotlar arasinda lateral gen transferinin
yaygin oldugunu 6nermektedir (Zehr vd 2003, Raymond vd 2004). Nitrojenaz genleri
bes ana gruba (Grup I-V) aynstirilmaktadir. Bunlar; Grup I; Mo-Fe nitrojenazlar ve
proteobakteri ve siyanobakteri grubunda yaygindir, Grup II; anaerobik Mo-Fe
nitrojenazlar Clostridium, asetogenik bakteriler ve bazi metanojenler, Grup III;
alternatif nitrojenazlar, Mo’den bagimsiz Anf ve Vnf genleri, Grup IV; Metanojen ve
baz1 anoksigenik fotosentetik bakterilerdeki karakterize edilmemis nif" homologlari,
Grup V; tiim ototroflardaki bakteriyoklorofil ve klorofil biyosentez genleri (Raymond
vd 2004). Azotobacter vinelandii nifH geni grup | iginde gruplandirilmistir. Nitrojenaz
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genlerine dayanarak yapilan filogenetik agaclar genel olarak 16S rRNA geni filogenetik
agagclari ile uyumludur 6zelliklede grup I i¢cin bu uyum ¢ok daha gii¢liidiir (Young 1992,
Zehr vd 2003, Raymond vd 2004).

NifH geni, mikroorganizmalarin farkli gruplarina dagilmis olmasina karsin, bu
calismadan elde edilen izolatlarin nifH geninin baz dizileri BLAST analizi yapildiginda
bu dizlere karsilik gelen tiirler Azotobacter tiirleri olmustur. Azotobacter ve Azomonas
cinslerine ait gen veri bankasindan elde edilen nifH genlerine ait dizilerle yapilan dizi
hizalama analizi sonucunda elde edilen filogenetik agaca gore Azotobacter tiirleri ve
Azomonas birbirinden tamamen ayrilmistir (Sekil 4.23). Cins bazinda nifH geninin iyi
bir belirte¢ oldugu goriinmektedir. Bununla birlikte 265 bg¢ uzunlugundaki bu dizi
Azotobacter tiirlerinin ayrismasinda yetersiz oldugu gézlenmis olmasina karsin 6zellikle
A. nigricans subsp. nigricans (DH1, DH2, DH3, DH4 ve DHS5) olarak belirlenen
izolatlar (16S rRNA geni dizi analizine gore), diger Azotobacter tiirlerinden 80 seg-
bagla degeriyle ayrilmistir. Azotobacter vinelandii’e ait iki referans dizi ve AA11-AA12
izolatlarinin yer aldig1 grupta 82 sec-bagla degeriyle diger ana gruptan uzaklasmistir.
Ancak A. salinestris ve A. chroococcum olarak saptanan suslar politomik olarak
gruplanmis ve izolatlarin arasindaki yakinlik belirlenememistir. Bu baglamda A.
vinelandii ve A. nigricans subsp. nigricans olarak belirlenen izolatlarin nifH genleri A.
chroococcum ve A. salinestris olarak tespit edilen izolatlarin nifH genlerinden

farklilastig1 goriilmektedir.

Son yillarda azot baglayan mikroorganizmalarin ¢esitliligini belirlemek i¢in nifH
geni belirte¢ olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. nifH genini PZR ile ¢ogaltmak
icin ¢ok sayida primer ¢ifti tasarlanmistir. Bu primerlerin ¢ogu evrensel primerlerdir
(Widmer vd 1999, Poly vd 2001, Rdsch vd 2002) ve bir ¢ok kiiltiirden bagimsiz
calismada azot baglayan mikroorganizmalarin ¢esitliligini belirlemek icin kullanilmistir
(Hamelin vd 2002, Zhang vd 2006, Izquierdo ve Niisslein 2006). NifH geninin igerdigi
filogenetik bilginin kullanilmasi i¢in, Biirgmann ve arkadaslar1 (2004) azot baglayan
mikroorganizmalarin alt gruplarin1 hedefleyen primer ciftleri ve PZR protokolleri
gelistirmislerdir. Ancak bu calismada tasarlanan primerlerin topraktaki belirli azot

baglayan mikroorganizmalarin dogrudan tanimlanmasinda yetersiz kalabilecegi
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belirtilmistir. Biirgman ve arkadaslar1 (2004) tarafindan tasarlanan primer c¢iftlerinden
Azotobacter spp.’i hedefleyen primer ¢ifti (nifH-g1) bu calismada kullanilmistir. Ancak,
bu genin baz dizileri (265 bg) A. nigricans subsp. nigricans ve A. vinelandii olarak
belirlenen izolatlar haricinde, 4. chroococcum ve A. salinestris olarak saptanan

izolatlar1 ayirmakta yetersiz kalmistir.

5.3. Azotobacter Dagilim

Toplam bes mera alanindan tigiinde (Manavgat-Demirciler, Merkez-Asagioba ve
Akseki-Cimi yaylas1) Azotobacter izole edilmistir (Cizelge 4.6). Azotobacter genel
olarak genis yayilis gosteren bir cins olmasina karsin alinan her 6rnekten Azotobacter
izole edilememistir. Her alana ait farkli bitki rizosferlerinden en az iki ya da ii¢ 6rnek
alinmasina karsin bunlardan yalnizca bir ya da iki 6rnekten Azotobacter izole edilmistir.
Sonug olarak Azotobacter bulunan bir alanda Azofobacter’in homojen olarak topraga
dagilmadig ileri siiriilebilir. Azotobacter’in dagilimi ile ilgili caligmalar yapmis olan

Krasilnikov’da bu sonucu desteklemektedir (http://www.soilhealth.org/01aglibrary).

Toprakta mikroorganizmalarin dagilimi biyotik ya da biyotik olmayan
degiskenlerden giiclii bir sekilde etkilenmektedir. Pek cok sistemde bu degiskenler kisa
ya da uzun siire¢lerde degisebilmektedir (Bagwell ve Lovell 2000, Piceno vd 1999). Bu
nedenle mikroorganizmalarin bulundugu ortamin kimyasal 6zelliklerinin bilinmesi
mikroorganizmalarin ¢esitliligi ya da dagilimi konusunda bilgi verebilmektedir.
Azotobacter izole edilen topraklarin kimyasal ozellikleri ile Azotobacter dagilimi
arasinda iligki oldugu bilinmektedir (Becking 1992, Kennedy vd 2005). Azotobacter
populasyonlari genel olarak organik maddece ve fosforca zengin  ortamlarda
bulunmaktadir (Becking 1992). Bu ¢alismada 2007 yilinda toplanmigs 64 toprak
orneginden rasgele segilen 31 toprak orneginin kimyasal ozellikleri (pH, nem, organik
madde, organik karbon, toplam azot, kalsiyum, fosfor, potasyum, demir, bakir,
magnezyum, mangan c¢inko ve biinye) analiz edilmistir. Azotobacter izole edilmis
topraklarla, edilmeyenler istatistiksel olarak karsilagtirildiginda; Azotobacter izole
edilmis topraklarin kalsiyum miktarinin iki kat fazla olmas istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (Cizelge 4.6). Azotobacter hiicrelerinin g¢ogalmasinin kalsiyum ile
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desteklendigi onceki yillarda rapor edilmistir (Jakobsons vd 1962, Doran vd 1987,
Peterson 1992, Wong 1993, Youatt 1993). Doran ve arkadaslar1 (1987) kalsiyumun 4.
vinelandii hiicre duvarinin stabilitesini korudugunu ve seker alimi i¢in uygun hiicre
duvarn formasyonu olusturdugunu 6nermistir. Wong (1993) kalsiyum’un A. vinelandii
hiicrelerinin seker (siikroz) alimini kolaylastirdigini bildirmistir. Peterson (1992) ise
kalsiyum ve magnezyumun A. vinelandii hiicrelerinin nitrojenaz aktivitesini artirdigini
rapor etmistir. Azotobacter ¢ogaltmak icin kullanilan besi ortamlarinda da genellikle
kalsiyum, CaCl, ya da CaCOj; seklinde bulundurulmaktadir (Becking 1992). Bu
baglamda Azotobacter’in organik karbonu hiicre i¢ine alabilmesi bulundugu ortamda
yeterli kalsiyum miktarina bagli olabilir. Bu ¢alismada Azotobacter izole edilmis ve
edilmemis topraklarin organik madde ve organik karbon miktarlarinin ortalamalarinin
istatistiksel olarak farkli olmadigi belirlenmistir. Bununla birlikte kalsiyumun diginda,
topragin  diger Ozellikleri ile Azotobacter’in da@ilimi istatistiksel olarak
iligkilendirilememistir. Sonug¢ olarak Azotobacter dagiliminda, organik madde ya da

karbonun kullanimini kolaylastiran kalsiyum miktarinin da etkili oldugu 6nerilebilir.

Mikroorganizmalar 6zellikle bitki olmayan topraktan c¢ok rizosfer topraginda
bulunur. Fotosentezle 6ziimlenen karbonun % 20’si kok salgilar1 (karbohidrat, vitamin,
amino asit gibi bilesikler igermektedir) ile topraga serbest birakilmaktadir (Hutsch vd
2002). Bu ortamda azot smirli olmasma ragmen, azot baglayan mikroorganizmalarin
bliylimesi uyarilabilmektedir (Piceno vd 1999, Lovell vd 2000). Azotobacter’de diger
azot baglayan mikroorganizmalar gibi ¢ogalmasi karbon kaynagina baghdir (Becking
1992). Bu calismada ornekler hem rizosfer hem de bitki olmayan topraklardan
toplanmistir. Azotobacter izole edilen alanlardan (Akseki-Cimi) yalmizca bir bitkisiz
topraktan Azotobacter izole edilmistir. Diger Azotobacter izole edilen toprak
orneklerinin tiimii farkl1 bitkilere ait rizosfer topragidir. Akseki-Cimi’den alinan bitkisiz
toprak 6rneginden Azotobacter izole edilmesinin nedeni bu alandaki bitki vejetasyonun,
orneklerin alindigr zamanda olduk¢a zengin olmasina baglanabilir. Sonug olarak bitki
bulundurmayan topraga, cevredeki sik bitki alanlarindan, besin ve mikroorganizma

bulasmis olabilir.
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Azotobacter lyeleri A. paspali haricinde bir konaga bagl degildirler. Genel
olarak bitki kokleri yakininda ya da rizosferde yiiksek oranda bulunmalarina karsin bitki
olmayan toprakta da yasayabilmektedirler (Becking 1992, Kennedy vd 2005).
Azotobacter’lerin simdiye kadar her hangi bir bitki se¢imi yaptiklar1 da bildirilmemistir.
Kole ve arkadaglarinin Kanada’da Azofobacter dagilimini arastirdiklar1 ¢alismalarinda
(1988) Azotobacter (A. chroococcum) dagiliminin toprak biinyesi ve bitkiye bagl
olmadigr belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada 4. chroococcum’un yulaf, misir ve soya
fasulyesi rizosferinde en fazla bulundugu, bugdayda ve daha diisiik oranda ¢ayir bitkisi

rizosferinde bulundugu gosterilmistir.

Bu c¢alismada farkli alanlara ait farkli bitki rizosferlerinden O&rnekler
toplanmistir. Yabani arpa (Hordeum sp.) genel olarak yaygin bir bitkidir bu nedenle her
yerde goriilebilmektedir. Ornek alman tiim meralarda yabani arpa bulunmaktadir. Bu
nedenle her meraya ait yabani arpa rizosferinden en az {i¢ 6rnek alinmistir. Ancak
yalnizca Merkez-Asagioba ve Manavgat-Demirciler merasindan alinan orneklerden
Azotobacter izole edilebilmistir. Bu sonuca gore her yabani arpa rizosferinde
Azotobacter goriilmeyebilir. Benzer sekilde misir tarlalarindan alinan 6rneklerde her
muistr rizosferinin Azotobacter bulundurmadig1 goriilmiistiir. Misir tarlalarindan en az ii¢
farkli musir rizosferi Ornegi alinmasina karsin bunlardan yalmizca bir Ornekten
Azotobacter izole edilmistir. Bu baglamda arpa ya da misir rizosferlerindeki

Azotobacter’in varlig1 bitkiden daha ¢ok toprak 6zelliginden de kaynaklaniyor olabilir.

Bitki rizosferlerinden izole edilen Azotobacter tiir cesitliligi baglaminda
bitkilerle Azotobacter arasinda iliski kurulabilir. Azotobacter izole edilen bitki
rizosferlerinden kereviz haricinde yalnizca bir Azofobacter tiirii izole edilmistir. Misir,
yulaf, patates ve Vicea villosa rizosferlerinde A. salinestris’e, bugday rizosferinden ise
A. chroococcum olarak tamimlanmis izolatlar tespit edilmistir. Yalnizca kereviz
rizosferinden A. chroococcum, A. salinestris ve A. vinelandii olarak belirlenen izolatlar
elde edilmis olmasi kereviz rizosferinin yliksek Azotobacter gesitliligine sahip oldugunu

gostermektedir.
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Kumar ve arkadaglarinin (2007) bugday ve pamuk bitkisi kok salgilarinin
Azotobacter lizerine etkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda bugday ve pamuk bitkilerine
yonelerek populasyon yogunlugu artan Azotobacter izolatlarinin farkli oldugu
gorilmiistiir. Ayn1 caligmada farkli bugday ya da pamuk varyetelerinin dahi bu bitki
rizosferlerindeki farklt Azotobacter izolatlarimi etkiledigi bildirilmistir. Bu baglamda

kereviz ile Azotobacter hiicreleri arasinda pozitif bir iliski oldugu 6nerilebilir.

Bu calismada A. salinestris ve A. chroococcum olarak tanimlanan izolatlar, A.
vinelandii ve A. nigricans subsp. nigricans olarak belirlenen izolatlardan daha ok
sayida toprak Orneginden izole edilmistir. Buna gore A. vinelandii ve A. nigricans
subsp. nmigricans dagilimmim smirh  oldugu goériinmektedir. Genel olarak A.
chroococcum’un yaygm oldugu, A. vinelandii’nin ise Ozellikle tropiklerde yaygin
oldugu rapor edilmistir (Kennedy vd 2005). Bu calismada Ornek alinan topraklar
arasinda yalnizca kereviz ve golf ¢im sahasindan A4. vinelandii olarak tanimlanan
izolatlar tespit edilmistir. 4. salinestris diger Azotobacter tirlerinden farkli olarak daha
cok tuzlu habitatlardan izole edilmistir (Page ve Shivprasad 1991, Wang vd 1993) ve bu
tiriin bazi suglarimin tuza bagimli oldugu rapor edilmistir (Kennedy vd 2005). Bu
calismada 4. salinestris olarak tanimlanan izolatlarin alindig1 rizosferler tuzlu habitatlar
degildir. Bu baglamda bu izolatlarin tuza bagimli olmayan suslar oldugu diisiiniilebilir.
A. nigricans subsp. nigricans’in dagilimi ile ilgili bilgi sinirhdir (Kennedy vd 2005). Bu
calismada A. nigricans subsp. nigricans olarak belirlenen izolatlar yalnizca Manavgat-
Demirciler merasindan izole edilmistir. Bu baglamda bu tiirlin dagilimini arastirmak

i¢in benzer alanlarin arastirilmasi 6nerilebilir.

Azot baglayan mikroorganizmalarin ¢esitliligini belirlemek icin nifH genini
hedefleyen mikroareyler gelistirilmistir (Zhang vd 2006). Ancak bu uygulamalar
genelde belirli mikroorganizmalardan daha ¢ok 6rneklenen alandaki nifH genine sahip
mikroorganizmalarin hangi nifH grubu (Grup I-V gibi) mikroorganizmalar oldugunu ya
da cins diizeyinde mikroorganizmalar1 belirlemeye yoneliktir. Azotobacter tiirlerininin,
orneklerden dogrudan tanimlanmasi ile ilgili bir literatiir olmamasma karsin A.
vinelandii nifH geni esas alinarak tasarlanmis nifH primerleri kullanilarak kiiltiirden

bagimsiz Azotobacter varligi saptanabilmektedir (Ueda vd 1995, Lovell vd 2000, Soares
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vd 2006). Ancak azot baglayan mikroorganizmalarin ¢esitliligini belirlemeye yonelik bu

caligmalarda kullanilan nifH primerleri tiirlere 6zgiin degildir (Biirgmann vd 2004).

Bu calismada nifH geni NJ se¢ bagla agaci lizerinde A. vinelandii olarak
tanimlanan izolatlarin nifH geninin, diger Azotobacter nifH genlerinden farkl
gruplandig1 goriilmektedir. Sonug olarak 4. vinelandii’e ait nifH genlerini esas alarak
tasarlanmis primer c¢iftleri ve PZR protokolleri toprak ya da diger ekosistemlerden
Azotobacter ¢esitliligini  caligmak i¢in yetersiz kaldigi Onerilebilir. Lovell ve
arkadaslarinin (2000) yapmis olduklar1 ¢calismada, Spartina alterniflora rizosferinden
Azotobacterecae familyasina ait iiyeler izole edilmis olmasina ragmen Azotobacter’e ait
nifH genleri izole edilememistir. Lovell ve arkadaslar1 (2000) bu durumu bitkinin
rizosferinde Azotobacter bulunmasina karsin sayica az oldugunu ifade ederek

acgiklamislardir.

Bununla birlikte bu ¢alismanin Onerdigi gibi azot baglayan bakterilerin
cesitliligini belirlemek i¢in kullanilan nifH primerlerinin Azotobacter tiirlerine ait
izolatlarin tiimiinii yansitamayacagini Onermektedir. Bu baglamda Soares ve
arkadaslarinin (2000) 6nermis oldugu agiklamaya ek olarak ¢aligsmalarda kullanilan nifH

genini hedefleyen primerlerin yetersiz oldugu onerilebilir.

NifH geni esas alinarak gelistirilen mikroarey calismalart hem azot baglayan
mikroorganizmalarin kantitaif varligini hem de mikroorganizmalarin fonksiyonunu
(mRNA diizeyinde) saptamaya yoneliktir (Zhang vd 2006, Moisander vd 2006). Ancak
bu sistemlerin yar1 kantitatif oldugu belirtilmistir. Benzer sekilde mRNA miktarlarinin
dogrudan mikroorganizmalarin azot baglama aktivitesini gostermedigi ifade edilmistir
(Zhang vd 2006). Biirgman ve arkadaslar1 (2003) topraktan A. vinelandii tarafindan
ifade edilen nifH genin belirlenmesi i¢cin mRNA izolasyonu ve revers transkripsiyon-
PZR protokolii gelistirmislerdi. Bu calismada yalnizca A. vinelandii’nin bulundugu
topraktan farkli besin durumlarinda (farkli karbon ve azot kaynaklari) mRNA diizeyleri
belirlenmis olmasina karsin, mRNA’nin ifade edilmis olmas1 azot baglanma aktivitesini
dogrudan isaret etmedigi goriilmiistiir. Sonug olarak nifH genini esas alan azot baglayan

mikroorganizmalarin tayini yaygin bir uygulamadir, ancak izole edilmis ve tanimlanmig
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azot baglayan bakterilerin nifH gen dizi verilerinin artirtlmasi genin tiire 6zgiin
tasarlanmasint ve ayni zamanda azot baglayan mikroorganizmalarin ¢esitliligini
yansitmasini saglayabilir. Bu calismada belirlenen izolatlarin nifH gen dizileri bu

caligmalara katk1 saglayabilir.
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6. SONUC

Bu ¢alismada Antalya bdlgesinde bulunan farkli ¢ayir-mera vejetasyonlarindan
(Elmali-Eymir, Ibradi-Eynif, Akseki-Cimi, Manavgat-Demirciler ve Merkez-Asagioba)
ve tarlalardan (Korkuteli bugday, Belek misir, Korkuteli yulaf, Altinova kereviz ve
Altinova patates) ve Bolu musir tarlasindan farkli Azofobacter izolasyon yontemleri
(Brown, soil-past ve Burk besi ortamlar1) kullanilarak 45 Azotobacter izole edilmis ve
tanimlanmistir. Azotobacter izolatlari, 16S rRNA geninin dort farkli restriksiyon
enzimleri (Rsal, Hhal, Hpall ve FnuDII) ile kesilmesini esas alan ARDRA ve 16S
rRNA gen dizi analizine gore molekiiler olarak karakterize edilmistir. Bununla birlikte
Azotobacter izolatlarimin nifH genlerininde dizi analizi yapilarak nifH gen dizisine gore
Azotobacter izolatlar arasindaki iliski gosterilmeye calisilmustir. Izolatlarin nifH genleri
Azotobacter cinsi nifH genlerine yliksek oranda benzemesine karsin A. nigricans subsp.
nigricans ve A. vinelandii haricinde Azotobacter cinsini tiir diizeyinde ayirmamistir.
Sonug olarak bu ¢alismada kullanilan 265 b¢ uzunlugundaki nifH gen dizisi izolatlar

arasindaki iligkinin belirlenmesi i¢in yetersiz kalmistir.

Bu ¢alismada bes farkli ¢ayir-mera vejetasyonlarindan alinan 6rnekler arasinda
Elmali-Eymir ve Ibradi-Eynif mera topraklarinda Azotobacter tespit edilmemistir. Izole
edilmis 45 izolattan bes’i A. nigricans subsp. nigricans olarak tanimlanmis ve yalnizca
Manavgat-Demirciler merasindan izole edilmistir. A. vinelandii olarak saptanan 3 izolat
Altiova kereviz tarlasindan ve Belek golf ¢im sahasindan izole edilmistir. Merkez-
Asagioba meras1 Hordeum sp. rizosferinden, Akseki Cimi yaylas1 topragindan, Altinova
kereviz, Korkuteli bugday ve Bolu misir tarlalarindan toplam 19 i1zolat A. chroococcum
olarak saptanmistir. A. salinestris olarak belirlenmis toplam 18 izolat Akseki Cimi
yaylas1 Vicea villosa rizosferinden, Altinova Kereviz, Korkuteli yulaf, Altinova patates,
Belek-misir tarlalarindan izole edilmistir. Bu sonuglara gore A. nigricans subsp.
nigricans ve A. vinelandii tiirlerine ait izolatlarin sinirlt yayilis gostermekte oldugu
saptanmistir. Bununla birlikte 6zellikle kereviz rizosferinden ii¢ farkli Azotobacter
tirline ait A. chroococcum, A. salinestris ve A. vinelandii olarak tanimlanan izolatlarin
elde edilmesinden dolay1, kereviz rizosferinin Azotobacter ¢esitliligi bakimindan zengin

oldugu belirlenmistir.
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Azotobacter izole edilen topraklarin kimyasal o6zelliklerine gore Azotobacter
dagiliminda kalsiyum miktarmin istatistiksel olarak 6nemli (P<0.05) oldugu
belirlenmistir. Kalsiyumun Azotobacter dagiliminda birincil 6neme sahip olup olmadigi
gelecek caligmalarda farkli cografik bolgelerden Ornekler toplanarak ve ornek sayisi

artirilarak arastirilmasi bu alanda calisanlara biiyiik katki saglayabilir.

Bu c¢alismadan eclde edilen Azotobacter izolatlarinin tanimlanmasinda ve
gruplandirilmasinda ARDRA metodunun ve bu ¢alismada kullanilan doért farkli enzimin
(Rsal, Hhal, Hpall, FnuDII) Azotobacter referans tiirlerinin ayriminda faydal oldugu
gorilmiistir. Ancak, ARDRA metodu A. vinelandii ve A. salinestris’e ait izolatlar1
gruplandirmakta yetersiz kalmistir. Bununla birlikte, 16S rRNA gen dizi analizi
Azotobacter tiirlerinin kesin tanisint saglamistir. Ancak hem ARDRA hem de 16S
rRNA dizi analizi Azotobacter izolatlar1 arasindaki farklilagmay1 gostermekte sinirl
kalmistir. Bu calismada analiz edilen nifH geni izolatlarin arasindaki farklilagmay1
saglamadig1 gibi yalmiz Azotobacter ve Azomonas cinslerini ayirmistir. Sonug olarak
Azotobacter tiirlerine ait izolatlarin cesitliligini incelemek icin farkli molekiiler

caligmalarin katkisi arastirilabilir.

Bu c¢alismada farkli bitki rizosferlerinden 6rnekler alinmistir. Bunlar arasinda
yalnizca kereviz rizosferinde Azotobacter cesitliliginin yiiksek olmas1 gelecek
caligmalarda kereviz ve Azotobacter arasindaki, olasi bir iligkinin arastirilmasi

Onerilebilir.

Azotobacter tarimsal ve endiistriyel 6nemi olan bir mikroorganizmadir. Bu
calismadan elde edilen Azotobacter’ler gelecekte bitkilere olan etkisi ve tarimsal
uyulamalara katkisinin arastirilmasi i¢in de bir alt yapi olusturabilir. Benzer sekilde
alginat gibi endiistriyel 6nemi olan molekiillerin bu bakteriler tarafindan sentezlenme

kapasiteleri de arastirilmasi onerilebilir.
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