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TESEKKUR

Tarimda alman {irlin miktarin1 sinirlandiran en 6nemli element azottur. Bitkilerin
amonyum ve nitrat iyonlarina olan ihtiyacinin fazla olmasina ragmen, toprak icerisinde ¢ok az

miktarda azot bulunmaktadir.

Azotun ana kaynagi havadir. Havanin ortalama %80’ini serbest azot olusturmaktadir.
Fakat bitkilerin bu azottan faydalanabilmeleri i¢in hidrojen ve oksijen iyonlar1 ile birlesmesi
gerekmektedir. Havadaki serbest azotu yalnizca azot tespit eden organizmalar kullanabilme
yetenegine sahiptirler. Rhizobium ve Bradyrhizobium bakterileri baklagillerle ortak yasam
sonunda havanin serbest azotunu bitkiye kazandirmaktadir. Baklagillerin asilanarak ekilmesi

ile dnemli miktarda azot kazanci saglanabilir.

“Aydin Ili Kocarl Ilcesinde Yonca Yetistirilen Topraklarin Dogal Rhizobium
Popiildsyonunun Belirlenmesi” baslikli Yiksek lisans tez konumun belirlenmesi ve
caligmalarin yiiriitiilmesinde degerli bilgileriyle yaptig1 katkilarindan dolayr Yiiksek Lisans
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yardimlarim esirgemeyen Ars. Gor. Ozlem KARAKAS’a, laboratuvar caligmalarimda bana
destek olan Ersin KARADEMIR e ve yiiksek lisans tez arkadasim Fatih DEVECI’e tesekkiir
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OZET

AYDIN ILI KOCARLI iLCESINDE YONCA YETISTIRILEN TOPRAKLARIN
DOGAL rhizobium POPULASYONUNUN BELIiRLENMESI

Cosan, S. D. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi,
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Selcuk GOCMEZ, Aydin, 2024.

Amag: Aydin ili Kogarli ilgesinde yonca (Medicago sativa) tariminin yapildigi alanlardan
havanin serbest azotunu bitkiye yarayishh hale getiren, yonca bitkisi ile ortak yasam
(simbiyosis) sistemi kuran, Rhizobium sp. popiilasyonunu ve izolatlarimin etkinliklerinin
belirlenmesi ile yonca tarimi yapilan alanlarda azotlu giibre kullanilmasinin azaltilmasi, buna

gore toprak ve taban suyu kirliliginin 6nlenmesi, milli ekonomiye katkis1 amaglanmistir.

Materyal ve Yontem: Aydin-Kogarli ilgesinde 6 farkli yonca tarimi yapilan alan belirlenerek
secilmigtir. Yonca tarim alanlarindan bitki kok bolgesi ve topragi ayri ayri alinarak
laboratuvara gotiiriilmiistiir. Yonca (Medicago sativa) bitkisinin koklerinden alinmis olan
nodiil Orneklerinden izole edilen izolatlar sera denemesinde kullanilmistir. Toprak

orneklerinde fiziksel ve kimyasal analizler yapilmistir.

Bulgular: Kogarli ilge sinirlar igerisinde yonca (Medicago sativa) tarimi yapilan alanlarda
bitki koklerinden izole edilen bakteri izolatlarinin yonca bitkisinin toplam N igerigine
etkilerinin istatistiki anlamda 6nemli oldugu belirlenmistir. Buna gore yonca bitkisinde
toplam N igerigi en yiiksek Inokulant-6 uygulamasinda belirlenirken, bunu sirasiyla +N
Kontrol, Inokulant-4, Inokulant-2, Inokulant-1, Inokulant-3 ve Inokulant-5 izlemistir. En

diisiik toplam N igerigi —N Kontrol uygulamasinda elde edilmistir.

Sonu¢: Bu sonuclar gdstergesinde yonca bitkisinin nodiillerinden elde edilen bakteri
izolatlarmin topraklara uygulanmasi neticesinde o6zellikle Inokulant-6 uygulamasinda +N
Kontrol uygulamasindan daha iyi sonuglar alindigi belirlenmistir. Denemede, bakteri
asilamas1 yapilmayan yonca bitkilerinde nodiil olusumu goézlemlenmemistir. Bu bulgu,
bakteri asilamasimin baklagillerde nodiil olusumu iizerine etkinligini net olarak ortaya

koymaktadir.

Anahtar sozciikler: Rhizobium, Yonca, Azot fiksasyonu, Nodiil, Inokulant

XiX






ABSTRACT

DETERMINATION OF NATURAL rhizobium POPULATION IN ALFALFA
GROWING SOILS IN KOCARLI DISTRICT OF AYDIN PROVINCE

Cosan, S. D., Adnan Menderes University, Graduate School of Natural and Applied
Sciences, Department of Soil Science and Plant Nutrition, Master Thesis,
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Selcuk GOCMEZ Aydin, 2024.

Objective: It was aimed to reduce the use of nitrogen fertilizers in the areas where alfalfa
(Medicago sativa) is cultivated in Kogarli district of Aydin province by determining the
activities of Rhizobium sp. population and isolates, which make the free nitrogen of the air
useful for the plant, establish a symbiosis system with alfalfa plant, reduce the use of nitrogen
fertilizers in alfalfa cultivated areas, prevent soil and ground water pollution accordingly, and

contribute to the national economy.

Material and Methods: Six different alfalfa cultivation areas were selected in Aydin-Kogarli
district. The plant root zone and soil were taken separately from the alfalfa farming areas and
taken to the laboratory. Isolates isolated from nodule samples taken from the roots of alfalfa
(Medicago sativa) plants were used in the greenhouse experiment. Soil samples were

analyzed physically and chemically.

Findings: It was determined that the effects of bacterial isolates isolated from the roots of
alfalfa (Medicago sativa) on the total N content of alfalfa plants were statistically significant
in Kogarl district. Accordingly, the highest total N content in alfalfa plant was determined in
Inoculant-6 application, followed by +N Control, Inoculant-4, Inoculant-2, Inoculant-1,
Inoculant-3 and Inoculant-5, respectively. The lowest total N content was obtained in -N
Control treatment.

Results: In the results presented, it was determined that the application of bacterial isolates
obtained from the nodules of alfalfa plants to soils yielded better outcomes, particularly with
the Inoculant-6 application, compared to the +N Control application. In the experiment, no
nodule formation was observed in alfalfa plants that were not inoculated with bacteria. This
finding clearly demonstrates the effectiveness of bacterial inoculation on nodule formation in

legumes.

Keywords: Rhizobium, Alfalfa, Nitrogen fixation, Nodule, Inoculant
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizla artmasiyla artan ihtiyaglar1 karsilamak amaciyla yapilan
caligmalar arasinda, bitkisel iiretimde verim artis1 saglamak 6nemli bir yere sahiptir. Tarimsal
uygulamalarda verimliligi artiran baslica besin elementlerinden biri de azottur. Azotun bu
kadar 6nemli olmasinin nedeni, bitkinin organik yapisinda yer almasi ve bitki gelisimi ile
bliylimesinde hayati roller listlenmesidir. Azot, bitkilerdeki temel yapisal bilesiklerden biri
olan proteinin yap1 tagt olmasinin yani sira, klorofil, enzim ve vitaminlerin yapisinda da
bulunan kritik bir elementtir. Dogada en yiliksek oranda bulunan (% 78) element olmasina
ragmen, eksikligi en yaygin goriilen besin elementidir. Bu nedenle, 6zellikle baklagil bitkileri
ile ortak yasam kurarak biyolojik azot fiksasyonu gerceklestiren Rhizobium spp. gibi azot

baglayicit mikroorganizmalarin rolii giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir.

Rhizobiumlarin baklagillerle olan iliskileri son derece 6zel olmakta ve her baklagile
6zgii bir Rhizobium bakterisinin bulundugu bilinmektedir. Ote yandan, Rhizobium tiirlerinin
topraga asilanmasi, dogal olarak toprakta bulunan Rhizobiumlarla bitkiye enfekte olma
konusunda bir rekabet yaratir. Eger toprakta rekabet avantajina sahip Rhizobium tiirleri varsa,

asilama sonrasinda az ya da hig¢ etki gézlemlenmeyebilir.

Yonca (Medicago sativa L.), besin degerinin yiiksek olmasi ve topragi iyilestirme
kabiliyetinden dolayr diinya genelinde onemli bir yem bitkisi olarak kabul edilmektedir.
Yonca, sahip oldugu yiiksek protein igerigi, vitaminler ve mineraller ile hayvan
beslenmesinde degerli bir yem kaynagidir. Hayvancilik sektoriiniin ihtiya¢ duydugu kaliteli
yem ihtiyacini karsilamada kritik bir rol oynayan yonca, ayn1 zamanda topragi organik madde

bakimindan zenginlestirerek toprak sagliginin korunmasina katkida bulunur.

Yonca bitkisi, koklerinde simbiyotik bir iliski kurdugu Rhizobium bakterileri
araciligiyla atmosferik azotu baglayabilme yetenegine sahiptir. Bu simbiyotik iligki sayesinde
yonca, azot ihtiyacini bilyilik dlciide karsilar ve topragin azot igerigini artirir. Boylece, azotlu
giibre kullanimimin azaltilmasina ve g¢evresel siirdiiriilebilirlife onemli katkilar saglar.
Rhizobium bakterileri, bitki koklerinde nodiil adi verilen yapilar olusturarak burada azot
fiksasyonu gerceklestirir. Bu siireg, bitkinin biiylime ve gelisimini desteklerken, ayn1 zamanda

toprak verimliligini de artirir.



Ege Bolgesi, iklim ve toprak kosullart bakimindan yonca tarimi i¢in elverisli bir bolge
olarak one c¢ikmaktadir. Bu bolgede yer alan Aydin ili, tarimsal faaliyetlerin yogun olarak
yapildig1 bir bolge olup, verimli topraklar1 ve uygun iklim kosullar ile dikkat ¢ekmektedir.
Aydin ilinin Kogarli ilgesi ise, yonca yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi ve bdlge
ekonomisi i¢in 6nemli bir yere sahip olan bir alan olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ancak, bu bolgede
dogal Rhizobium popiilasyonunun varligi ve dagilimi hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir.
Rhizobium bakterilerinin ¢esitliligi ve etkinligi, yonca bitkisinin biliylime ve gelisiminde
onemli bir rol oynadigindan, bu mikroorganizmalarin dogal popiilasyonlarinin belirlenmesi

biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bu tez calismasmin amaci, Aydin ili Kogarlt ilgesinde yonca yetistirilen topraklarda
dogal olarak bulunan Rhizobium popiilasyonunun belirlenmesi ve bu popiilasyonun
dagiliminin incelenmesidir. Bu dogrultuda, farkli yonca tarlalarindan toprak ornekleri
alinarak, Rhizobium izolatlar1 elde edilecek ve bu izolatlarin molekiiler yontemlerle
tanimlanmas1 gergeklestirilecektir. Rhizobium bakterilerinin gesitliligi, bitki-mikroorganizma
etkilesimlerinin anlagilmasinda ve tarimsal uygulamalarin optimize edilmesinde 6nemli bir
parametre olarak degerlendirilmektedir. Elde edilen veriler, bolgedeki Rhizobium ¢esitliliginin
anlagilmasina katkida bulunacak ve yonca tariminda biyolojik azot fikrasyonunun

artirllmasina yonelik stratejilerin gelistirilmesine 151k tutacaktir.

Bu calismanin sonuglari, hem bilimsel literatiire hem de bolgedeki ciftcilere dnemli
bilgiler sunarak, siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinin yayginlastirilmasina ve yonca tariminin
verimliliginin artirilmasina katki saglayacaktir. Ayrica, dogal Rhizobium popiilasyonlarinin
belirlenmesi, ¢evresel ve ekonomik stirdiiriilebilirlik acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu
kapsamda, elde edilecek bulgular, tarimsal uygulamalarda biyolojik azot fiksasyonunun etkin
kullanimin tesvik ederek, kimyasal giibre kullaniminin azaltilmasma ve cevre kirliliginin

onlenmesine yardimci olacaktir.
1.1. Diinya Genelinde ve Tiirkiye’de Yonca (Medicago sativa L.) Yetistiriciligi ve Onemi

Yonca (Medicago sativa), baklagiller (Fabaceae) familyasina ait, hem yesil hem de
kuru ot olarak kullanilabilen, ¢ok yillik ve serin iklimlerde yetisen bir yem bitkisidir. Diinya
genelinde en yaygin olarak yetistirilen yem bitkilerinden biridir ve birgok tarim sisteminde
onemli bir rol oynamaktadir. Yiiksek besin degeri, toprak verimliligini artirict 6zellikleri ve
cok yillik yapisi sayesinde, yonca tarimi hem hayvan beslemede hem de toprak sagliginin

korunmasinda stratejik bir konuma sahiptir (Anonim, 2016).



Yonca yetistiriciligi diinya genelinde yaygin olarak yapilmakta olup, 6zellikle Amerika
Birlesik Devletleri, Kanada, Rusya, Arjantin, Cin ve Avrupamin bazi bolgelerinde
yogunlasmistir. FAO verilerine gore, diinya genelinde yillik yonca iiretimi yaklasik 450
milyon ton civarindadir (FAO, 2020). ABD, diinya yonca liretiminde lider konumda olup,
yilda yaklasik 60 milyon ton tretimle kiiresel tiretimin %13’linii karsilamaktadir (USDA,
2022).

Yonca (Medicago sativa L.) ABD'de hasat edilen alan ve tiretim agisindan dordiincii,
ekonomik deger acisindan ise iiciincii en biiyiik iiriindiir (USDA-NASS, 2022). Ulke aym
zamanda, yaklasik 7 milyon hektardan elde edilen yillik 50 milyon tonun iizerindeki saman
tiretimiyle diinyanin en biiyiilk yonca {reticisidir ve mevcut piyasa degeri 9 milyar ABD

dolarinin tizerindedir (Gardner ve Putnam, 2018; USDA-NASS, 2022, Baral vd. 2022).

Yonca, Tiirkiye’de en genis ekilis alanina sahip yem bitkisidir. 2000 yilindan 2020
yilina kadar, yoncanin ekim alani 2.508.000 dekardan 6.628.887 dekara yiikselmistir
(Giingérmez vd. 2023). TUIK’in 2024 yili verilerine gore, 2021 yilinda toplam ekilen alanda
yesil ot iiretimi 19.310.959 ton olarak kaydedilmistir. 2020 yilinda toplam 22.686.644
dekarlik yem bitkileri ekim alani ig¢inde, yoncanin ekim orani %29,2’ye (6.628.887 dekar)
ulagsmigtir 2023 yilinda ise yonca iiretimi, 6.004.043 dekarlik alanda 18.296.282 ton olarak
gergeklesmistir (Cizelge 1.1) (TUIK, 2024).

Cizelge 1.1. Tirkiye’de 2010-2023 yillar1 aras1 yonca bitkisi ekilis alanlar1 ve iiretim
miktarlar1 (TUIK, 2024).

Yil Ekilen alan (da) Uretim (Yesil ot, ton)
2010 5688 107 11676 115
2011 5585 525 12 076 159
2012 6 741 832 11 536 328
2013 6 286 419 12 616 178
2014 6 923 055 13 432 968
2015 6 620 459 13 949 958
2016 6 501 107 15714 381
2017 6 594 319 17 561 190
2018 6 351 052 17 544 946
2019 6412128 17 949 264
2020 6 628 887 19 290 519
2021 6730474 19 310 959
2022 6 435 927 19 064 213
2023 6 004 043 18 296 282




Pek cok baklagil ve bugdaygil yem bitkisinden birden fazla bigim elde edilebilse de,
hicbir yem bitkisi, yoncanin ulastigi bigim sayisina ve verimine yaklasamamaktadir.
Yoncanin yiiksek verimi, bu bitkiden alinan bi¢im sayisinin fazlalifindan kaynaklanmaktadir
(Ozkurt, 2018). Yem bitkileri tarimida 6nemli bir yere sahip olan yonca, genellikle yilda iic
veya dort kez hasat edilirken, sulama yapilan bolgelerde bu sayr bes veya alti (Mayis,
Haziran, Temmuz, Agustos, Eyliil, Ekim) kereye kadar ¢cikmaktadir (Glingérmez vd. 2023).

Yonca, hasat sonrasi hayvan beslenmesinde kaba yem kaynagi olarak yesil ot, kuru ot
ve silaj seklinde degerlendirilir (Tan, 1997; Toruk, 2003). Yiiksek protein, kalsiyum ve diger
mineraller ile B, C, D, E ve K vitaminleri agisindan olduk¢a zengin bir igerige sahip olmasi
nedeniyle hayvan yemi olarak tercih edilmektedir. Bunun yan1 sira, erozyona karsi koruyucu
bir bitki ve yesil giibre olarak da kullanilir (Anonim, 2021). Yonca, hem hayvan
beslenmesinde hem de toprak icin yesil giibrelemede Onemli bir mineral ve vitamin
kaynagidir. Ozellikle A, D, E, K, U, C, B1, B2, B6, B12, niasin, pantotenik asit, inositol,
biotin ve folik asit gibi bir¢ok vitamin bakimindan zengindir. Ayrica, fosfor, kalsiyum,
potasyum, sodyum, klor, kiikiirt, magnezyum ve bakir gibi pek ¢ok mineral maddeyi de
icermektedir (Putnam vd. 2001).

Yonca, kazik kok sistemiyle derin koklere sahip, cok yillik bir yem bitkisidir. Kokleri
genellikle dallanma gdstermese de, etkili kok derinligi 1,2-1,8 metre arasinda olup, sulama
kosullarinda 8-10 metreye kadar ulasabilir. Hatta bazi kaynaklar, yoncanin 39-40 metre
derinliklerde kok olusturabildigini belirtmistir. Ayrica, koklerin yiiksek derecede kendini

yenileme kapasitesi de dnemli bir 6zelligidir (Gengkan, 1992).

Yoncanin koklerinin toprak ylizeyine yakin kisimlarinda, azot baglama yetenegi olan ve
Rhizobium bakterilerini iceren ¢ok sayida nodiil bulunmaktadir (Orak ve Gokkaya, 2014). Bu
nodiiller sayesinde, yonca koklerindeki azot bakterileri (Rhizobium sp.) atmosferdeki serbest
azotu topraga aktararak toprakta azot birikimini saglar (Soya vd, 2004). Yoncanin diger
baklagil bitkileri gibi simbiyotik azot fiksasyonu Ozelligi sayesinde siirdiiriilebilir tarim

sistemlerinde 6nemli bir rol oynadigini belirtmistir (Baharatti vd. 2018; Bahar vd. 2020).



1.2. Baklagillerde Simbiyotik N fiksasyonu

Baklagil-Rhizobium ortak yasam sistemi biyolojik azot tespitinin en 6nemli olayidir. Bu
sistemde, bakteri havanin serbest azotunu tespit ederek bitkiye vermekte, karsiliginda bitkiden
karbonhidratli maddeler almaktadir (Gtirbiizer, 1978). Diinya azot ekonomisine her yil 100
milyon ton azot bu ortak yasamlardan kazanilarak katilmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde
hizli niifus artigina karsilik daha ¢ok iiriin almak i¢in daha fazla azotlu giibre kullanma geregi,
kirlilik, enerji ve maliyet gibi etkenlerle kisitlanabilecegi i¢in molekiiler azot (N2) tespiti
(fiksasyon) giliniimiizde daha ¢ok onem tasimaya baslamistir (Graham, 1998). Protein degeri
yiiksek gida maddeleri ve hayvansal yemlerin iiretiminde, baklagil bitkileri ve bunlara bagh
olarak simbiyotik azot fiksasyonu biiyiik bir oneme sahiptir. Bu nedenle, 19. ylizyilin
sonlarindan itibaren ekilen tohumlarin etkili suslarla asilanmasi ve bitkilerde etkili
nodozitelerin olusumu {izerine g¢esitli calismalar yapilmaktadir. Basarili sonuglar elde
edebilmek i¢in, suslarin azot fiksasyon kapasitelerinin yiiksek olmasi gerekmektedir. Bunun
yaninda, bu suslarin nodiil olusumundaki rekabet yetenekleri, kiiltiirde tireme kapasiteleri,
peat ortaminda ve toprakta uzun siire canli kalabilme gibi Ozellikleri de o6nemli rol

oynamaktadir (Roughley, 1970).

Secilen sus asilanacak bitkinin koklerinde yeterli miktarda azot tespit edebilmelidir.
Rekabet giicii fazla olmali, toprakta fazla sayida etkisiz Rhizobium’larin bulunmasi halinde de
bitki koklerinde cogalabilmeli ve nodozite yapabilmelidir. Secilen suslar sivi vasatta
tastyicida ve tohum ekildikten sonra toprakta iyi lireme gostermelidir. Asilamada kullanilan
sus bir mevsimden diger mevsime kadar toprakta yasamini devam ettirebilmelidir (Nutman,

1965).

Diinya iizerinde karalar ve denizlerde yaklasik 4x10' ton, atmosferde ise yaklasik
2x10'* ton azot bulunmaktadir. Ayrica, her yil topraga 200-300 milyon ton azot
eklenmektedir. Bu miktarin %70’1 biyolojik azot fiksasyonu yoluyla, %15°1 kimyasal
giibrelerle, %15°1 organik giibrelerle ve %10’u ise c¢evresel kirleticiler yoluyla
gerceklesmektedir. Yapilan hesaplamalara goére, diinya genelinde biyolojik yontemlerle
topraga kazandirilan toplam azot miktart yilda 175x10° ton olarak tahmin edilmektedir (Burns
ve Hardy, 1975; Fritsche, 1990).

Kiresel iklim degisikligi siirecinde, atmosferdeki karbondioksit miktarinin ve
sicakliklarin artmasiyla birlikte kuraklik ve toprak tuzlulugunun da artacagi ongoriilmektedir.

Bu degisimlerin, ozellikle kurak ve yari-kurak bolgelerde yetisen baklagiller iizerinde



olumsuz etkiler yaratacagi ifade edilmistir. Arastirmalar, baklagiller ile bakteriler arasindaki
simbiyotik iligkinin artan CO: kosullar1 altinda nodiil gelisimini hizlandirarak biyolojik azot
fiksasyonunu artirdigini gdéstermektedir. Ancak, iklim senaryolar1 dogrultusunda 2-4 °C
sicaklik artis1 ve buna bagh olarak artan kuraklik, kok enfeksiyonlarini, nodiil sayisini, nodiil
biiyiikliigiinii ve nodiil gelisimini olumsuz ydnde etkileyerek biyolojik azot fiksasyonunu
azaltmaktadir. Ayrica, tuzluluk stresinin nodiil solunumunu ve leghemoglobin igerigini

azaltt1g1 belirtilmistir (Yavas ve Unay, 2018).

Baklagiller tarafindan gerceklestirilen azot fiksasyonu, topraktaki besin maddelerinin
durumuna da baghdir. Herhangi bir besin elementinin eksikligi veya fazlaligi, azot
fiksasyonunu dogrudan ya da dolayli olarak etkileyebilir. Azot, bitkisel {iretimde en c¢ok
kullanilan 6nemli bir girdidir. Bu nedenle, topraktaki azot miktar1 da azot fiksasyonu iizerinde
belirleyici bir rol oynamaktadir. Diisiik miktarlarda uygulanan azot, nodiil olusumunu tesvik
ederken, artan azot dozlar1 nodiil olusumunu, nodiillerin sayisin1 ve biiyiikliigiinli azaltarak
azot fiksasyonunu diisiirmektedir. Ozellikle bitkinin ilk gelisim asamasinda, diisiik
miktarlarda verilen azot, bitkinin azot ihtiyacini karsilayarak nodiil sayisim1 ve dolayisiyla

azot fiksasyonunu artirmaktadir (Meral vd. 1998; Kaya vd. 2002).
1.3. Baklagil Koklerinde Nodiil Olusumu

Nodiillerin olusumu ekimden 4-6 hafta sonra ve toprak sicakliginin 10-12°C’ye
ulagmasindan sonra baglar. Dokunun ur haline gelmesinden sonra hem miktarda hem de
hacimde gelisme olur. Hacim 10-12 kat artar, bakteroid sekilleri meydana gelir. Bu andan
itibaren N fiksasyonu baslamistir (Oldroyd ve Downie, 2004).

1)

Attachment  Root-haircurl  Rhizobia

Infection-
of rhizobia entrapped in thread
root hair growth

Developing nodule with Root with mature infected
ramifying infection thread  nodule that contains bacteria

Sekil 1.1. Baklagil koklerinde nodozite olusumu (Oldroyd ve Downie, 2004).



Iyi gelismis {icgiil ve yonca 100 - 4000 kg N/ha/y1l fikse edebilmektedir (Brohi vd.
1994). Baklagillerin fazla oldugu meralarda yilda 50 kg/da’in iistiinde azot saglanmaktadir
(Bosgelmez vd. 1997).

Her bitki kendine 6zgii bakteri istemektedir. Ornegin, Rhizobium meliloti yonca, tas
yoncasi ve ¢emende; Rhizobium trifolii ti¢giillerde; Rhizobium leguminasorum fig, burgak,
mercimek ve bezelyede; Rhizobium phasoli fasulyede; Rhizobium lupini baklada; Rhizobium
cicer nohutta; Rhizobium japonicum soya ve yerfistiginda etkin olmaktadir. Dolayisiyla,
yeterli sayida nodiiliin olusmasi ve etkili bir fiksasyonun olabilmesi i¢in, bitkinin yetisecegi
ortamda o bitkiye has bakterinin olmasi gerekmektedir. Bir alanda daha Once ayni bitki
yetistirilmigse bitkiye ait bakteri o alanda zaten mevcuttur; ancak bitki ilk defa yetistirilecekse
bakteriyi asilama yoluyla vermek gerekmektedir. Zira ilk defa yetistirilecek ortamda bu
bakteriler ya az sayida bulunurlar ya da etkili olmazlar. Dolayisiyla, bakteriler asilama
yoluyla topraga verilmezlerse biyolojik yolla baglanan azot miktar1 az olur (Gok ve Onag,

1995).

Bu tez calismasinin amaci, Aydin ili Kocarli ilgesinde yonca yetistirilen topraklarda
dogal olarak bulunan Rhizobium popiilasyonunun belirlenmesi ve bu popiilasyonun
dagilimmin incelenmesidir. Bu dogrultuda, farkli yonca tarlalarindan toprak ornekleri
alinarak, Rhizobium izolatlar1 elde edilecek ve bu izolatlarin molekiiler yontemlerle
tanimlanmasi gergeklestirilecektir. Rhizobium bakterilerinin ¢esitliligi, bitki-mikroorganizma
etkilesimlerinin anlagilmasinda ve tarimsal uygulamalarin optimize edilmesinde 6nemli bir
parametre olarak degerlendirilmektedir. Elde edilen veriler, bolgedeki Rhizobium gesitliliginin
anlasilmasma katkida bulunacak ve yonca tariminda biyolojik azot fikrasyonunun

artirtlmasina yonelik stratejilerin gelistirilmesine 151k tutacaktir.

Bu calismanin sonuglari, hem bilimsel literatiire hem de bolgedeki ciftcilere dnemli
bilgiler sunarak, siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinin yayginlastirilmasina ve yonca tariminin
verimliliginin artirilmasina katki saglayacaktir. Ayrica, dogal Rhizobium popiilasyonlarinin
belirlenmesi, ¢evresel ve ekonomik stirdiiriilebilirlik acgisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu
kapsamda, elde edilecek bulgular, tarimsal uygulamalarda biyolojik azot fiksasyonunun etkin
kullanimini tesvik ederek, kimyasal giibre kullaniminin azaltilmasma ve cevre kirliliginin

Onlenmesine yardimci olacaktir.






2. KAYNAK OZETLERI

Baklagiller biiyiik bir grup olup tek yillik otlar ve ¢ok yillik agaclari igceren yaklasik
18.000 tiir genis bir gruptan olusur. Baklagil kdkenli olup baklagillerden kisa bir siire sonra
taninan Ui¢ alt familya, Caesalpinioideae, Mimosoideae ve hemen sonra fark edilen
Papilionoideae ile giiniimiizden yaklasik 59 milyon yillik tarihe sahip oldugu bilinmektedir
(Sprent and James, 2007). Yem bitkilerinin "kraligesi" olarak bilinen yonca, farkli iklim
kosullarina yiiksek adaptasyon yetenegi ve cesitli ¢evresel sartlar altinda sagladigi yiiksek
yem verimi ile dikkat ¢eken bir baklagil bitkisidir (Kara vd. 2009).

Tiirkiye’de bircok tarim alaninda uygulanan monokiiltiir tarim, toprak verimliliginin
diismesine yol agmaktadir (Sarioglu vd. 1993). Asirt giibre kullaniminin maliyetleri artirdigt,
topragin biyolojik verimliligini olumsuz etkiledigi ve bitkilerde birikerek i¢me sularina
karigmak suretiyle insan ve hayvan saglig1 i¢in ciddi sorunlara neden oldugu tespit edilmistir.
Bu sebeplerle, bitkilerin azot gereksinimlerinin bir kismini daha diisiik maliyetli olan

biyolojik azot fiksasyonu ile karsilamanin onemi agik¢a ortaya konulmustur (Graham ve

Vance, 2000).

Atmosferdeki elementel azot gazimmin (N2) toprak mikroorganizmalar1 tarafindan
fiksasyonuna biyolojik azot fiksasyonu denmektedir. Diinya iizerinde kiiresel olarak biyolojik
azot fiksasyonunun miktarinmn, yilda yaklasik 17x107 ton oldugu bilinmektedir. Bu ise
kimyasal azot fiksasyonunun 4 katina esdeger bir rakamdir. Biyolojik azot fiksasyonunda
simbiyotik (ortak) ve asimbiyotik (serbest) yasayan mikroorganizmalar tarafindan N2, NHz'a
indirgenir. Bu olay, simbiyoza 06zel olmayan nitrogenaz enzimin Kkatalize etmesi ile
gerceklesir (Kiziloglu, 1999). Kiziloglu’nun (1995) yapmis oldugu bir ¢alismada, biyolojik
azot tespiti ile elde edilen azotun kimyasal yolla tespit edilen azota oranla dort kat daha fazla

oldugu ve bunun simbiyotik ve non-simbiyotik yollarla ger¢eklestigini belirlemistir.

Kiiltiire alinmis alanlarda, fiske edilen azotun en 6nemli kaynagi Rhizobium-baklagil
ortakligina dayanmaktadir. Tarimsal sistemlerde ortalama azot fiksasyon miktar1 100 kg
N/ha/yil civarindadir. Ancak, uygun gelisme kosullar1 saglandiginda, dogru konukcu bitki ve
suslarin se¢imi ile bu miktar 200 kg N/ha/yil degerine kadar yiikseltilebilmektedir (Drevon,
1983).



Tok (1997) tarafindan yapilan bir ¢aligmaya gore, biyolojik azot fiksasyonu ile diinya
genelinde bir yil boyunca yaklasik 1.4x108 ton azot tespit edilmektedir. Bu miktar, yapay
giibrelerdeki toplam azot miktarinin iki katina esdegerdir. Bosgelmez vd. (1997), serbest
yasayan ve simbiyotik iliski kuran bakterilerin tamami tarafindan baglanan azot miktarinin
140 - 700 mg/m?/y1l arasinda oldugunu belirtmistir. Biyolojik azot fiksasyonu, ¢esitli toprak
mikroorganizmalar: tarafindan gergeklestirilmekte olup, bu siire¢ simbiyotik ve asimbiyotik

olmak tizere iki sekilde meydana gelmektedir.

Halitligil vd. (2002) bildirdigine gore, biyolojik azot fiksasyonu ile topraga yillik 139-
170 milyon ton saf azot baglanmaktadir. Bu miktar, ticari olarak {iretilen azot miktarinin (65
milyon ton) yaklasik iki katidir. Bu durum, gelismekte olan iilkeler i¢in 6nemli bir sorun olan
yiiksek giibre fiyatlarina ve ciftcilerin kisitli giibre kullanim1 sorununa ekonomik bir avantaj
saglamaktadir. Ozellikle baklagil ve yem bitkileri, topraga yiiksek miktarda organik madde
birakmakta ve bu bitkilerin kalintilarindaki yiiksek azot orani, topragin azot bilangosuna

olumlu katk1 sunmaktadir (Hargrove, 1986; Shipley vd, 1992; Ulger vd, 1999).

Brock (1974) tarafindan yapilan ¢alismalara gore, baklagil-Rhizobium sp. ortak yasam
sistemi ile gergeklesen azot fiksasyonu, bitkideki azot miktarin1 artirarak protein igeriginin
zenginlesmesini saglamakta ve ayni zamanda topragin azot seviyesini yiikselterek verimi
artirmaktadir. Baklagiller, ekonomik acidan énemli olan ve hem gida hem de hayvan yemi
olarak kullanilan pek ¢ok bitki tiiriinii iceren biiyiik bir gruptur. Tarimdaki bu énemli rolii
nedeniyle, baklagil bitkileri ile Rhizobium tiirii bakteriler arasindaki simbiyotik iliski, diger
ortak yasam iliskilerinden daha fazla dikkat cekmekte ve daha kapsamli bir sekilde

incelenmektedir.

Baklagiller tarafindan gergeklestirilen azot fiksasyonu, topraktaki besin maddelerinin
miktar ve dengesine de baglidir. Herhangi bir besin elementinin eksikligi veya fazlaligi, azot
fiksasyonunu dogrudan ya da dolayli olarak etkileyebilir. Azot, bitkisel iiretimde en ¢ok
kullanilan ve temel bir girdi olarak bilyiik 6neme sahiptir. Bu nedenle, topraktaki azot miktari
da azot fiksasyonu iizerinde belirleyici bir rol oynamaktadir. Diisiik miktarlarda uygulanan
azot, nodiil olusumunu tesvik ederken, artan azot dozlar1 nodiil olusumunu, nodiillerin sayisini
ve biiyiikliiglinii azaltarak azot fiksasyonunu diisirmektedir. Bitkinin ilk gelisim asamasinda,
diisiik miktarlarda verilen azot, bitkinin azot ihtiyacin1 karsilayarak nodiil sayisini ve

dolayisiyla azot fiksasyonunu artirmaktadir (Meral vd. 1998; Kaya vd. 2002).
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Rhizobiumlarla ilgili ekolojik ¢alismalarin ¢ogu suslarin taninmasi {izerinedir. Tarla
kosullarinda yiiriitiilen denmelerde, nodiil olusumundaki basarinin ve toprak rhizosfer
bolgesinde rekabet eden suslarin belirlenmesi igin toprakta bulunan dogal suslar ile
inokulanttan gelen susun ayirt edilmesi gerekir. Boyle ¢alismalarda nodiil olusturan suslarin
etkinligi en basit olarak olusturduklari nodiil sayisi ile belirlenebilir. Efektif olmayan suglarla
nodiil olusturulur fakat bunlar daha kiiciik olup icleri beyaz renklidir (Vincent, 1970). Cesitli
baklagillerde kullanilan susa 6zgii koyu kirmizi renkli nodiiller olustugu saptanmistir
(Eaglesham vd. 1982).

Yoncada yapilan bir ¢alismada, aritma ¢amuru uygulamasinin biiyiime, fotosentez, azot
asimilasyonu ve nodiilasyon tizerindeki etkileri arastirilmigtir. Aritma ¢amuru, inorganik N,
nitrat ve amonyum iyonlari icermektedir. Denemede tii¢ farkli uygulama yapilmistir:
Rhizobium sp. ile asilanmis bitkilere %10 oraninda aritma ¢amuru ilave edilmis, Rhizobium
sp. ile asilanmis ancak baska bir uygulama yapilmamis bitkiler ve Rhizobium asilanmamig
bitkiler ise amonyum nitrat ile giibrelenmistir. Sonucglar, amonyum nitratla giibrelenen
bitkilere kiyasla giibre uygulanmamis bitkilerin daha yiiksek fotosentez aktivitesi
gerceklestirdigini gostermistir. Yaprak klorofilleri ve azot igerikleri incelendiginde, aritma
camuru uygulanmis bitkilerde azalmis fotosentetik kapasite ile birlikte, azot fiksasyonu igin
gerekli olan karbonun smirli kaldigi tespit edilmistir. Ayrica, aritma c¢amurunun nodiil
olusumunu etkilemedigi, ancak nodiil enzim aktivitelerinin karbon ve azot metabolizmasi ile
iligkili oldugu ve bu nedenle azot bilesiklerinin toksik birikimine yol acabilecegi

belirlenmistir (Antolin vd. 2010).

Topraktaki yarayisli azot fazlaligi, nodiilasyon iizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir.
Nitratin bu engelleyici etkisi, kilcal koklerin azalmasma ve Ozellikle enfeksiyon
iplik¢iklerinin olusumunun Onlenmesine neden olur. Ayrica, ¢ok diisikk karbon-azot (C:N)
orani, nodiil olusumunu ve azot fiksasyonunu azaltir. Arastirmalara gore, C:N oraninin 15-30
aralifinda olmasi1 durumunda nodiilasyon ve azot fiksasyonu normal seyrederken, bu oranin

daha yiiksek olmas1 engelleyici bir etki yaratmaktadir (Rawsthorne vd. 1985).

Dakora ve Keya (1997), "Afrika’da Siirdiiriilebilir Tarim Ig¢in Azot Baglayic
Baklagillerin Katkis1" baslikli ¢alismalarinda, tane baklagillerin hektar basina 15-210 kg azot
(N) bagladigin1 ve bu nedenle geleneksel iiretim deseninin 6nemli bir parcasi oldugunu ifade
etmektedirler. Ancak, yiiksek azot kullanimi ve ¢esitli ¢cevresel faktorlerin sinirlayicr etkiler
yarattigini belirtmiglerdir. Calisma sonucunda, mevcut geleneksel {iretim sisteminin

stirdiirtilebilir olmaktan uzak oldugu ve baklagil agaclarimin yilda yaklasik 43-581 kg N/ha
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bagladiklari tespit edilmistir. Bu agaglarin yapraklarinin ise bdlgede siirdiiriilebilir ormancilik
icin Onemli bir bilesen oldugu vurgulanmaktadir. Ayrica, Sesbania sesban tiiriiniin
yapraklarinin bir hektar tahil ekiminden saglanabilecek kadar 27,3 kg N, 31,4 kg P, 125 kg K
ve 114 kg Ca saglayabildigi belirtilmis ve bu konuda daha detayli caligmalara ihtiyag
duyuldugu ifade edilmistir. Azot fiksasyonunda bitki besin elementlerinin etkisinin biiylik
oldugu ve topraktaki diisiik mineral azot diizeyi ile yiliksek karbon igeriginin optimum N

fiksasyonunu olumsuz etkiledigi de kaydedilmistir (Ozbek vd. 1993).

Baklagil bitkilerinin aktif olarak azot tespit edebilmesi, bitkinin saglikli bir sekilde
gelismesi ve gerekli bitki besin maddelerinin uygun miktarda saglanmasiyla miimkiin olur.
Bitki besin maddelerinden fosfor, protein sentezinde dnemli bir rol oynar. Baklagil bitkileri,
fosfor ve kiikiirt bulunmadiginda, bol miktarda alinabilir azot bulunsa bile protein sentezi
gerceklestiremez. Fosfor, Rhizobium bakterilerinin aktivitesini artirarak kok gelisimini
destekler ve bu sayede nodiil olusumunun erken ger¢eklesmesine, nodiillerin daha biiyiik ve
fazla sayida olmasina yardimer olur (Kiziloglu, 1995). Cesitli aragtirmalar, bir¢ok baklagil
bitkisi ve yerfistig1 iizerinde yapilan ¢alismalarda, potasyumun fosfor ile birlikte bulundugu
durumlarda azot fiksasyonuna olumlu katki sagladigini gostermistir (Corbet vd. 2004,

Anonymous, 2003; Lemon ve Lee, 1995; Whity, 2003).

Fosfor, protein sentezinde 6nemli bir rol oynayan temel bir besin maddesidir. Protein
icerigi acisindan zengin olan baklagillerin fosfor gereksinimi, diger bitkilere gore daha
fazladir. Bununla birlikte, toprakta potasyum (K) ve kiikiirt (S) bulunmadiginda, bol miktarda
yarayislt azot bulunsa bile baklagil bitkilerinde protein sentezi ger¢eklesmez. Potasyum (K),
nodiil sayisint artirirken; kiikiirt (S) ve fosfor (P), hem nodiil sayisint hem de nodiil
biiyiikliigiinii etkiler. Kalsiyum (Ca) ise, toprak pH’in1 diizenleyerek baklagil bitkilerinin
gelisimini destekler ve Rhizobium/Bradyrhizobium bakterilerinin sayisinin artmasina ve
yasamlarini siirdiirmelerine yardimer olur (Kiziloglu, 1995; Anonymous, 2003; Sprent, 2001;

Goormachting vd. 2004).

Singleton vd. (1982) yaptig1 ¢aligmalarda, besi ortamina farkli miktarlarda tuz
eklenmesiyle, ortamdaki tuz igeriginin artmasinin Rhizobium yogunlugunu azalttig1 ve bakteri
etkinligini diislirdiigii tespit edilmistir. Bu durum, kuru madde olusumu, nodiil agirligi ve
nodiil aktivitesinin de azalmasina yol a¢gmustir. Sicaklik ise, genel bitki metabolizmasini
etkiledigi gibi, nodiil olusumu ve azot fiksasyonu iizerinde de 6nemli bir etkiye sahiptir.
Rhizobium/Bradyrhizobium baklagil simbiyotik sisteminde optimum kok sicakligni 28°C

olarak belirlenmistir. Ancak, diisiik ve yiiksek sicakliklar bu sistemi olumsuz etkilerken,
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Rhizobium/Bradyrhizobium  bakterileri  40°C'nin  iizerindeki sicakliklarda etkilerini
kaybetmektedir (Kiziloglu, 1995; Junior vd. 2005).

Asint su, azot fiksasyonu iizerinde olumsuz bir etki yapmaktadir. Nodiil yiizeyinde
suyun ince bir tabaka halinde bulunmasi, oksijenin difiizyonunu azaltmakta ve bu durum
biiyiik olasilikla azot fiksasyonunun 6nemli dl¢lide azalmasina neden olmaktadir. Ayrica, kok
bolgesinden suyun uzaklastigi kosullarda karbondioksit (CO2) olusumu artmakta ve bunun
sonucunda olusan yiiksek CO: konsantrasyonlar1 nodiil olusumunu engellemektedir

(Bordeleau ve Prevast, 1994; Sprent, 2001; Gok vd. 2006).

Crews vd. (2004) yaptig1 ¢alismada, azot giibrelerinin kullanimindaki artisin gesitli
cevresel zararlara yol actig1 belirtilmis ve biyolojik azot fiksasyonunu saglayan baklagillerin,
siirdiiriilebilir azot dengesini saglama agisindan iiretim desenlerinde cevre koruma igin
saglikli ve siirdiiriilebilir bir kaynak oldugu 6ne siiriilmiistiir. Calismada, ekolojik biitiinliik,
enerji bilimi ve gida giivenligi baglaminda baklagillerden saglanan azot ile endiistriyel
kaynaklardan saglanan azot iiretiminin siirdiiriilebilirligi karsilagtirilmigtir. Sonug olarak,
baklagillerden elde edilen azotun, diger kaynaklara kiyasla daha siirdiiriilebilir oldugu
bildirilmistir.

Her bitki, kendine 6zgii bir bakteri tiiriine ihtiyag duymaktadir. Ornegin, Rhizobium
meliloti yonca, tas yoncasi ve g¢emende; Rhizobium trifolii tggillerde; Rhizobium
leguminosarum fig, bur¢ak, mercimek ve bezelyede; Rhizobium phaseoli fasulyede;
Rhizobium lupini baklada; Rhizobium ciceri nohutta; Rhizobium japonicum ise soya fasulyesi
ve yerfistiginda etkilidir. Bu nedenle, yeterli sayida nodiiliin olusabilmesi ve etkili bir
fiksasyonun saglanabilmesi i¢in, bitkinin yetistigi ortamda o bitkiye O6zgli bakterilerin
bulunmasi gerekmektedir. Eger daha once ayni bitki bir alanda yetistirilmisse, o bitkiye ait
bakteriler genellikle bu alanda zaten mevcuttur. Ancak, bitki ilk defa yetistirilecekse, bu
bakterilerin agilama yoluyla topraga eklenmesi gerekmektedir. Ciinkii ilk defa ekilen ortamda
bu bakteriler ya yeterli sayida bulunmaz ya da etkili olmazlar. Dolayisiyla, asilama

yapilmadig1 takdirde biyolojik azot fiksasyonu yetersiz kalir (Gok ve Onag, 1995).

Yesil giibreleme amaciyla, fig, bakla, soya fasulyesi ve tas yoncasi gibi, havadan azot
alarak koklerinde biriktiren ve bu sayede topragi azot agisindan zenginlestiren bitkilerin
secilmesi Onerilmektedir. Yapilan birgok deneme, bu bitkilerin kendilerinden sonra ekilen

tirtinlerin verimini %20 ila %100 oraninda artirdigin1 géstermistir (Anonim, 2006).
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Kullanilan Rhizobium suslarinin nodiilasyon etkinligi, bu bakterilerin kok cevresinde
cogalma yeteneklerine, inokulasyon ve ekim tekniklerine, toprak ve ¢evre kosullarina bagh
olarak degisiklik gdstermektedir. Ornegin, Roughley (1970), ana kok cevresinde salkim
seklinde nodiil olusumu ile yan koklerde daginik nodiil olusumu arasinda fark oldugunu ve
ana kok nodiilasyonunun daha fazla azot fiksasyonu sagladigini belirlemistir. Stewart (1966)
ise, etkili nodiillerin genellikle ana kokte bulundugunu ve kesildiklerinde iclerinin pembe
renkli oldugunu, etkisiz nodiillerin ise beyaz, kiiclik ve ¢ok sayida olup genellikle ana kokte
bulunmadiklarini ifade etmistir. Baz1 arastirmacilar, toprak asitliginin nodiilasyon ve azot
fiksasyonunu etkiledigini bildirmislerdir (Vincent, 1965). Damirgi vd. (1967) lowa
bolgesinde yaptig1 bir ¢alismada, 123 numarali susun bu bolgedeki topraklarda yaygin oldugu
ve bu susun pH 5,5-7,5 araligindaki topraklarda daha iyi gelistigi belirlenmistir. Ayn1 bolgede
yapilan bir baska ¢alismada, pH 7,5'un altindaki topraklarda en yaygin olarak 123 numarali
susun, pH 7,8'in lizerinde ise 135 numarali susun baskin oldugu bulunmustur (Ham vd. 1975).
Serolojik ¢aligmalar, 123 numarali susun 6zellikle Amerika Birlesik Devletleri’nin orta-bati
bolgesinde genis bir yayilim alanina sahip oldugunu ortaya koymustur (Kapusta ve

Rouwenhorst, 1973).

Silva ve Uchida (2000), biyolojik azot fiksasyonunun bitkinin genel gelisim
potansiyeline baglh oldugunu belirtmislerdir. Diger faktorlerin bitki gelisimini siirladig
durumlarda, asilama kalitesinin yliksek olmas1 ve dogru uygulama yapilmasi tek basia verim
artisin1 saglamamaktadir. Bu nedenle, basarili bir biyolojik azot fiksasyonu i¢in, uygun
asilama tekniklerinin yani sira bitkinin genel gelisimini destekleyen cevresel kosullarin da
saglanmasi gerekmektedir. Bu nedenle topraklarin dogal Rhizobium popiilasyonlart hakkinda
bilgili olunmasi, baklagil bitkisinin ekilirken agilamaya gerek olup olmadigi ve asilamanin
basaris1 bakimindan ¢ok 6nemlidir. Eger toprakta ekilen baklagil bitkisi ile ilgili yeterli sayida
ve etkili, yani azot tesbit yetenegi yiikksek Rhizobium bakterisi varsa yapilan asilamadaki emek
ve maddi masraf bosa gidecektir. Ayrica topraktaki dogal popiilasyon sayica fazla ancak
etkisiz ise boyle topraklarda da herhangi bir bakteri ile degil rekabet yetenegi yliksek suslar

ile agilama geregi ortaya ¢ikacaktir.

Konukgu bitki ile Rhizobium suslart arasindaki iliskilerde 6nemli farkliliklar oldugu ve
azot baglama kapasitesi yiilksek olan bazi suslarin, iklim ve toprak kosullarina uyum
saglayamadig1 gozlemlenmistir. Ayrica, topraktaki diger mikroorganizmalarin karsit etkileri
nedeniyle bu suslar her zaman toprakta koloni kurup canliliklarini siirdiirememektedir

(Schiffman, 1961; Schiffman ve Alper, 1968). Bunun yani sira, karigik inokulant i¢indeki
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suslar arasinda, topraktaki dogal popiilasyon ile asilanan suglar ve zamanla toprakta ¢ogalan
yeni getirilmis popiilasyon arasinda bir rekabetin ortaya c¢ikabilecegi belirtilmistir. Bu durumu
destekleyen bir calismada, Peking soya c¢esidi kullanilmis ve 123 numarali susun nodiil
olusturmasina ragmen azot fiksasyonunun diisiik oldugu saptanmistir. Ayn1 ¢alismada, 110
numarali susun ise bu ¢esit icin hem nodiil olusumu hem de azot fiksasyonunun normal

oldugu tespit edilmistir (Ham, 1975).

Giirbiizer (1978) tarafindan yapilan ¢alismada, soya bitkisine etkili suslarla yapilan
asilama sonucunda, liriin miktar1 ve danedeki protein oraninda, dekara 10 kg azot verilmesine
kiyasla daha fazla artig saglandigi tespit edilmistir. Ersin (1984), Ege Bolgesi kosullarinda alti
farkli bakteri susuyla yiiriittiigli calismasinda, Fr, 11 ve karma inokulantlarin bolgeye uyum
sagladigin1 ve yapilan asilama sonucunda iiriin veriminin arttigini bulmustur. Arastirmacilar,
soyanin baslangi¢ donemindeki gelisimi i¢in yeterli bir agilama yapilsa dahi, belirli bir miktar
azot verilmesi gerektigini vurgulamislardir. Ayrica, azotlu giibrelemenin verimi, dane
agirhgini ve danedeki protein oranimi artirdigi, ancak azot fiksasyonunu, nodiil sayisini ve

agirligint azalttigi belirtilmistir (Hatfield vd. 1974; Ham vd. 1975).

Weaver ve Frederick (1974), yaptiklar1 sera denemesinde soyada inokulant miktarini
arttirmakla nodiil sayisinin da arttigin1 saptamislardir. Toprakta 1000 den fazla Rhizobium
bulundugunda ise bu artisin gézlenmedigini tespit etmislerdir. Tarla ¢alismalart sonuglar1 da
benzer olup arastiricilar, nodiillerin %50’sinin inokulanttan olusmasi igin dogal Rhizobium

poplilasyonu seviyesinden 100 misli fazla inokulant kullanilmas1 gerektigini bulmuslardir.

Caldwell ve Vest (1968) tarafindan yapilan arastirmada, soya bitkisinde etkili bakteri
kullanim1 sonucunda, verim ve protein miktarlarinda artig saglanirken, ayn1 zamanda daha az
azotlu giibre tiiketilecegi ve soya ekiminin ardindan gelecek olan iiriin i¢in toprakta bir miktar
azotun kalacagi ifade edilmistir. Bu durum, hem verim artist hem de toprak verimliligi

acisindan onemli bir avantaj sunmaktadir.

Kacar (1995), yesil giibreleme ile topraga eklenen organik materyalin, toprak
mikroorganizmalarinin nicelik ve nitelikleri lizerinde olumlu etkiler yarattigini belirtmistir.
Buna ek olarak, yesil giibreleme amaciyla yetistirilen bitkiler, toprak derinliklerinden aldiklar1
bitki besin maddeleri ile topragin iist kisimlarmi zenginlestirerek, bu bdlgelerdeki besin
maddesi igerigini artirmaya katki saglarlar. Bu sayede, topragin verimliligi ve

mikroorganizma faaliyetleri iyilesir.
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Incekara (2023) tarafindan yapilan c¢alismada, 2021 yilinda bitkilerin  azot
gereksinimlerinin daha ekonomik bir yontem olan biyolojik azot fiksasyonu ile karsilanmasi
amaciyla bir sera denemesi yiiriitiilmiistiir. Deneme, tesadiif parselleri deneme desenine gore
ve dort tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir. Calismada, Nohut (Azkan) ve Yonca (Bilensoy-
80) bitkileri kullanilmis ve bu bitkiler ile tohumlarina farkli uygulamalar yapilmistir: kontrol,
azotlu kontrol, Rhizobium, Azotobakter ve Rhizobium/Azotobakter’in kombine uygulamalari.
Deney sonuglarina gore, yonca bitkisinde bitki {ist aksam uzunlugu, bitki {ist aksam kuru
agirlik, nodil sayisi, nodiil agirhig, bitki iist aksam azot ve kokte azot igerigine
Rhizobium/Azotobakter kombine agilamasi etkili olurken, kdk uzunlugu, bitki list aksam yas
agirlik, kok yas ve kuru agirlik tizerine Rhizobium asilamasinin etkili oldugu tespit edilmistir.
En diisiik verim unsurlar1 ve nodiilasyon verileri ise kontrol grubunda elde edilmistir. Nohut
bitkisinde de benzer sekilde, bitki iist aksam yas ve kuru agirlik, nodiil sayisi, nodiil agirligi,
bitki iist aksam azot ve kokte azot igerigi tlizerine Rhizobium/Azotobacter kombine
asilamasinin etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica, bitki iist aksam ve kok uzunlugu tizerine
Rhizobium asilamasi, kok yas ve kuru agirlik tizerine ise Azotobakter asilamasmin etkili
oldugu bulunmustur. Yonca bitkisinde oldugu gibi, nohut bitkisinde de bazi verim unsurlari

ve nodiilasyon verilerinin en diisiik degerleri kontrol grubunda kaydedilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada, 2016 yili Temmuz ayinda Aydin ili Kocarli ilgesinde yonca ekimi yapilan
alanlarda yonca bitkilerinin koklerinden alinan nodiil 6rneklerinden izole edilen Rhizobium

bakteri izolatlar1 kullanilmistir (Resim 3.1).

Resim 3.1. Calisma alanindan toprak, kok ve nodiil 6rneklerinin alinmasi

Aragtirma i¢in se¢ilen benzer gelisime sahip 6 yonca iiretim alan1 belirlenmistir (Cizelge
3.1). Toprak ve kok ornekleri ise segilen bu alanlardan 0-20 cm derinliklerden alinmistir.
17.07.2016 tarihinde alinan toprak Ornekleri, laboratuvara ulastirilarak hava-kuru hale

getirilmis, sonra 2 mm’lik elek ile elenerek analizler i¢in hazirlanmistir. Getirilen bitki kok
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ornekleri dikkatli bir sekilde yikanarak nodiiller toplanmis ve steril hale getirilmistir.

Analizler Aydin Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Toprak Bilimi ve Bitki

Besleme Boliimii laboratuvarinda yapilmastir.

Cizelge 3.1. Yonca bitkisi nodiilii ve toprak érneklerinin alindig1 noktalar ve koordinatlari

ORNEKNO KOORDINAT = ORNEKLEME NOKTASI

1 37°45'18.46"K ADU Ziraat Fakiiltesi TARBIYOMER yaninda bulunan
27°45'42.46"D yonca tarlas

2 37°45'17.44"K Kecicik Tarim Isletmesi yaninda bulunan yonca tarlasi
27°46'4.03"D

3 37°44'51.38"K Cakirbeyli koyii ayrimi, Basaran Zeytinyagi isletmesinin
27°49'3.19"D karsisinda bulunan yonca tarlasi

4 37°45'27.58"K Adnan menderes ¢iftligi karsisinda bulunan yonca tarlasi
27°49'44.07"D

5 37°48'4.89"K Kogarli - Incirliova yolu Biiyilk Menderes kopriisiine
27°42'43.99"D gelmeden sol tarafta bulunan yonca tarlasi

6 37°46'16.38"K Kogarli ilgesi Senkdy ve Tekeli kdyii arasinda bulunan

27°39'31.71"D yonca tarlasi

3.1.1. Cahsma Alanina Ait Bilgiler ve iklim Ozellikleri

Calisma alanin1 teskil eden Kocarli il¢esi; Aydin iline 24 km olup ilgenin ekonomisinin
temelini tarim ve hayvancilik olusturmaktadir. Bolgenin tarimsal yapisi incelendiginde,
zeytin, incir, pamuk ve narenciye iiretimi one ¢ikmaktadir. Ozellikle zeytin yetistiriciligi,
Kogarli ekonomisinin bel kemigini olusturur. Aydin ilinde, sicak ve iliman bir iklim hakimdir.
Kis aylarinda yaz aylarindan ¢ok daha fazla yagis diismektedir. Koppen-Geiger'e gore iklim
tipik Akdeniz iklimidir (Csa). Yillik sicaklik ortalamasi 17,6 °C, yillik toplam yagis miktar
618,4 mm ve yillik ortalama nem % 62,1 dir (Meteoroloji Genel Miidiirligii, 2024). Yaz
aylarinda sicakliklar 35°C'min {izerine ¢ikabilirken, kis aylarinda nadiren 0°C altina

diismektedir. Yagislar ise cogunlukla kis ve ilkbahar aylarinda yogunlasir (Sekil 3.1).
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Kocarl

37.76°N, 27.71°E (37 m rakim).
Model: ERAST.

50 °C 150 mm

75 mm

50 mm

25 mm

=10°E =

® vagis - - Sicak giinler — - Soguk geceler — Ortal mak — Ortal, ini — Riizgar hizi

Sekil 3.1. Aydin ili Kocgarli ilgesine ait uzun yillik (1979-2024) ortalama yagis ve sicaklik
degisimi (Meteoblue, 2024).

3.2. Yontem

Calisma IV asamada yiiriitiilmiistiir.
Asama I: On Arastirma ve érnekleme

Aydm ili Kogarli ilgesinde yaygin olarak yonca yetistiriciligi yapilan koyler tespit
edilmis 6 farkli yonca liretim alanlarindan yonca bitkisi kokii ve bitkiye ait toprak ornekleri
alimmustir. Yonca ekili alanlardan gigeklenme donemi tespit edilerek, ¢igeklenme déneminde

iri ve pembe renkli nodiilleri olan bitki kokleri toplanmustir.
Asama II: Koklerden Bakteri Izolasyonu ve Bakteri Kiiltiirlerinin Saklanmast

Yonca koklerinden alinan izolasyonda kullanilacak taze nodiiller dis ylizeyleri izolasyon
oncesi etanol ve % 0,1°1ik civa kloriir ile dezenfekte edilerek steril su ile 5-6 defa yikanmistir.
Nodiiller, yiizey dezenfeksiyonundan sonra steril bir petri igerisinde steril kosullarda ezilerek
¢ikan pembe renkli leghemoglobin sivist icerisinde YEMA (Yeast Extract Mannitol Agar)
besiyeri bulunan petri kabina siirme yontemiyle asilamasi yapilmistir (Resim 3.2). Petri
kaplar1 28°C’de inkiibatorde 3-5 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
petrilerdeki tireme durumu her giin kontrol edilmis ve iireme sonunda gelisen kolonilerden her

numune i¢in temiz bir koloni seg¢ilerek, YEMA 1 egik agarli tiiplere ekim yapilmistir. Tiiplere
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alinan bu izolatlarin ireme durumlarini, kontaminasyon olup olmadigi kontrol edilerek stok
kiiltiir olarak tiiplere alinan izolatlar, Leonard Kavanozu denemesinde kullanilmak {izere
+4°C’de muhafaza edilmistir (Vincent, 1970).

Resim 3.2. Nodiillerin dezenfeksiyonu ve YEMA (Yeast Extract Mannitol Agar) besiyerine
bakterilerin agilanmasi




Asama III: Yonca Nodiillerinden Izole Edilen Kik Bakterilerinin Morfolojik,
Biyokimyasal Karakterizasyonu

Besi ortamlari iizerinde farkli gelisim gosteren bakteriler morfolojik 6zelliklerine gore
ayrilip saflagtirllmistir. Her bir saf kiiltiir gram reaksiyonu, oksidaz test, katalaz testi standart

metotlar kullanilarak biyokimyasal 6zellikleri belirlenmistir.

Gram Boyama: Izolatlar, katt YEMA besiyerlerine yayma ekim yontemi ile ekilip, 30
°C’ta 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri yiizeyindeki tek
kolonilerden birer tane steril 6ze yardimiyla alinarak, lam iizerinde bir damla distile su i¢inde
yayildiktan sonra, hazirlanan lam alevden gegirilerek bakterilerin lam {izerine yapismasi
saglanmistir. Gram boyama islemi i¢in hazirlanan preparat iizerine kristal viyole boyasi
damlatilip 1 dakika bekletilmis ve distile su ile yikanarak kristal viyole uzaklastirilmistir.
Ardindan, preparata liigol ¢ozeltisi damlatilarak 1 dakika bekletilmis ve distile su ile
yikanarak iyot-lugol ¢ozeltisi uzaklastirilmistir. Daha sonra, preparatin iizerine %96’lik etil
alkol damlatilip 10-15 saniye bekletildikten sonra, distile su ile yikanarak karsit boya olarak
safranin damlatilmistir. 20-30 saniye bekletildikten sonra preparat, distile su ile yikanarak
kendi halinde kurumaya birakilmistir. Preparata immersiyon yagi damlatildiktan sonra, 100x
objektif ile incelenmistir. Mor renkli bakteriler Gram pozitif, pembe-kirmizi renkli bakteriler

ise Gram negatif olarak degerlendirilmistir (Tamer vd. 1989).

Resim 3.3 Gram Boyama

Oksidaz Testi: YEMA besiyerinde biiyiitiilmiis bakterilerden bir 6ze alinip, kurutma
kagidinin {izerine aktarilmistir. Kurutma kagidindaki bakterilere taze hazirlanmis oksidaz
ayract ilave edilerek, renk degisimi olup olmadig1 gézlemlenmistir. 20-30 saniye i¢inde koyu
mor renk olusumu, pozitif sonu¢ olarak degerlendirilirken, renksiz kalanlar negatif olarak

kaydedilmistir. Kolonilerin siyah renk almasi, bakterilerin 6ldiigiinii ifade etmektedir. Bu
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testte, pozitif kontrol olarak Pseudomonas aeruginosa, negatif kontrol olarak ise Escherichia
coli kullanilmistir (Vincent, 1970).

Katalaz Testi: Izolatlarin 24 saatlik saf kiiltiirlerine, %3 liik H2O, damlatilarak gaz

cikis1 gozlenecek ve siddetine bagli olarak (+) isareti ile degerlendirilmistir (Vincent, 1970).

Rhizobium Bakterilerinin Muhafazasi: Rizobakteriyel izolatlar egik agar (YEMA) ve
glycerol igerisinde saklanmistir (Saygili, 1995). Ayrica bakteri kiiltiirleri ileriki ¢aligmalarda

kullanilmak tizere kiiltiir koleksiyonu halinde derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
Asama IV: Leonard Kavanoz Sisteminin Hazirlanmasi

Sistemin st tnitesi i¢cin 750 ml kapasiteli cam siselerin tabanlari kesilerek
diizeltilmistir. Sistemin alt tnitesi i¢in 10 cm ¢apinda agsi bulunan 2 It hacimli kavanozlar
kullanilmistir. Tabanlar1 sistemin {ist iinitesi i¢in 750 ml kapasiteli tabanlar1 kesilen siseler,
boyun kisimlar1 kavanozun i¢inde kalacak sekilde bas asag: yerlestirilerek ve uyumun tam
olmasi i¢in kavanozun agzi pamukla sarilmigtir. Sise agzinin kavanoz tabanindan 3-4 cm
yukarida olmasi saglanmistir. Kavanozun igine inecek sekilde sisenin ig¢ine pamuk fitil
yerlestirilerek sisenin agzindan kumun akmasini onlemek i¢in fitilin ¢evresi pamuk ile
sartlmistir. Leonard kavanoz sisteminin igerisine bitki besin maddesi igerigi cok diisiik
olabilmesi amaciyla nétr pH’ya sahip dere kumu koyulmustur. Sistem aliiminyum folyo ile
sarilarak yetigtirme ortami olarak kullanilacak kum ile birlikte otoklavda 121°C’de 1 atm
basing altinda 3 saat siire ile sterilize edilmistir. Sistemin alt iinitesine 5 kat sulandirilmis azot
icermeyen Jensen besin ¢6zeltisi koyulmustur (Cizelge 3.2). Sadece azotlu kontrol konulu
kavanozlara 70 ppm N hesabi1 ile KNO3 eklenmistir (Resim 3.3). Hazirlanan Jensen Besin
Solusyonunun litresine mikro element ¢ozeltilerinin her birinden birer mililitre eklenmistir.
Hazirlanan Jensen Besin Solusyonu 1 Atm basing altinda 121°C’de 15 dakika sterilize

edililerek kullanilmistir (Vincent, 1970).
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan N igermeyen Jensen Besin Solusyonu igerigi (Vincent,
1970)

Jensen Besin Solusyonu Mikroelement Cozeltisi
CaHPO4 109 H3BOs3 500 ppm B
K2HPO4 029 MnSQO4 500 ppm Mn
MgSO4 7H20 0.2¢g ZnS0O4 7H20 50 ppm Zn
NacCl 0.2¢g Na:MoOs 50 ppm Mo
FeCls 0.1g CuS0O4 5H20 20 ppm Cu
Saf su 1000 ml

Resim 3.4 Leonard kavanoz sistemi ve hazirlanmasi

Tohumlarin Sterilizasyonu ve Cimlendirilmesi

Tohumlar 250 ml’lik steril erlenmayerlere konularak once az deterjanl su ile 3 dakika
calkalanmis ve sonra da su ile yitkanmistir. Tohumlar, dis yilizeylerinin dezenfeksiyonu igin
%5°1lik H20; ¢ozeltisi ile 20 dakika ¢alkalandiktan sonra steril su ile 3 kez yikanmistir. Her
kavanoza 10 bitki tohumu olacak sekilde sterilizasyon sartlarma 6zen gosterilerek tohum

ekimi yapilmistir. Siselerin lizeri havadan olabilecek herhangi bir bulagsmayi1 engellemek
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amaci ile petri kaplar ile kapatilmigtir (Giirbiizer, 1978). Leonard kavanozlarinda ¢imlenen

yonca bitkileri her kavanozda 4 adet bitki kalacak sekilde seyreltilmistir (Resim 3.4).

Resim 3.5. Tohumlarin ¢imlendirilme ve ekilmesi

Deneme 3 tekrarli olarak yiirGitiilmiistiir. Denemede Azotlu Kontrol (Jansen besin
ortami1 + 70 ppm N), Azotsuz Kontrol (sadece Jansen besin ortami) ve 6 farkli yonca ekili
alanlardan alinmis bakteri asili azotsuz uygulama olmak iizere diizenlenmis ve 24 adet

Leonard kavanoz sistemi kullanilmistir (Cizelge 3.3)

Cizelge 3.3 Deneme plani ve uygulamalar

UYGULAMA

-N Kontrol (Sadece Jansen Besin Soliisyonu)

+N Kontrol (Jansen Besin Soliisyonu + 70 ppm N)
I Nolu Inokulant (Sadece Jansen Besin Soliisyonu)
II Nolu Inokulant (Sadece Jansen Besin Soliisyonu,)
I Nolu Inokulant (Sadece Jansen Besin Soliisyonu)
IV Nolu Inokulant (Sadece Jansen Besin Soliisyonu)
V Nolu Inokulant (Sadece Jansen Besin Soliisyonu)

VI Nolu Inokulant (Sadece Jansen Besin Soliisyonu)

Kogarl: ilgesinde yonca yetistirilen 6 farkli araziden alinan yonca kok nodiillerinden
izole edilerek YMB (Yeast Mannitol Broth) besin ortaminda iiretilmis olan bakteri kiiltiirleri

her uygulama i¢in ayr1 ayr1 Leonard kavanozlarinda bulunan bitkilerin kok bolgesine 10 ml
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olacak sekilde asilanmistir. Kontrol gurubuna ( +N ve —N) agilama yapilmamustir. Ornekler

bakteri asilamalar1 yapildiktan sonra iklimlendirme odasina taginmistir (Resim 3.4).
Astlamada Kullanilan S Kiiltiirlerin Hazirlanmasi:

Egik agar iizerindeki stok kiiltiirlerden bir 6ze dolusu alinarak, daha 6nce hazirlanip
sterilize edilmis, i¢inde 50 ml sivi YMB (Yeast Mannitol Broth) bulunan 100 m1’lik balonlara
ekim yapilmistir (Resim 3.4). Asilanan balonlar 28°C’de 6 giin yatay c¢alkalama aletinde

calkalanarak bakterilerin siv1 besiyerinde tiremeleri saglanmistir (Vincent, 1970).

Resim 3.6. Bakterilerin sivi YMB besin ortaminda ¢ogaltilmasi, bitki kok bdolgesine
uygulanmasi ve iklimlendirme odasindan goriintiiler
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Resim 3.6. Bakterilerin sivi YMB besin ortaminda g¢ogaltilmasi, bitki koék bolgesine
uygulanmasi ve iklimlendirme odasindan goriintiiler

Leonard kavanozu denemesinde kullanilan kum materyalinin fiziksel ve kimyasal analiz
sonuculart Cizelge 3.4’te verilmistir. Denemede kok bakterilerinin etkinliginin ve N baglama
kapasitesinin tam olarak goriilebilmesi amaciyla nort pH’da, tuzluluk problemi olmayan,
organik madde, kireg, azot, fosfor ve potasyum icerigi bakimindan fakir kum biinyeli bir
toprak se¢ilmistir.

Cizelge 3.4 Leonard kavanozu denemesinde kullanilan kum materyaline ait baz1 fiziksel ve
kimyasal analiz sonuglari

Toplam BUNYE Org.
PH dg:m) Tuz % % %  BOUNYE Mad. C?OS)OE’ %N (ﬁl’"l'( ﬂ)) (Ekst '_<1)
(%) KUM  SILT KiL SINIFI (%) 0 0.Kg 9.kg

703 0125 0.004 76.80 1597 7.23 SL 054 077 0.075 5.40 58,0

Bitkilerde Bakim, Hasat, Gozlem ve Analizler

Bitkilerin gelisme siiresi boyunca kavanozlardaki besin ¢ozeltileri kontrol edilerek
eksilen kisimlar tamamlanmistir. Bitkiler 2,5 aylik bir gelisme periyodu sonunda hasat
edilmistir. Bitkilerin tist aksamlar1 65°C’de kurutularak tartilmis ve bunlarda toplam azot

analizi yapilmstir.

Bitki kokleri kumdan dikkatlice yikanarak ayrilmis, nodozite ve meydana gelen
nodiillerin aktiflik durumu incelenmistir. Daha sonra bitki koklerindeki nodiiller sayilarak
petri kaplarinda 65°C’de kurutulmustur. Yas ve kurutulmus nodiillerin agirhi@ alindiktan

sonra bitki basina nodiil sayis1 ve agirliklar1 hesaplammustir.
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Bitkide Toplam Kjeldahl Azot Icerigi: Bitki 6rneklerinin toplam azot analizi, modifiye
edilmis Kjeldahl yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu yontemde, 0.25 gram bitki
Ornegi yakma iinitesinde yakilmis ve oOrnekler soguduktan sonra destilasyon {initesinde
damitilmistir. Elde edilen ekstrakt, 0.1 N HCI ile titre edilmistir. Titrasyon sirasinda, renk
degisiminin yesilden pembeye doniistiigli noktada titrasyona son verilmistir. Sonuglar, ylizde

(%) olarak ifade edilmistir (Kacar ve Inal, 2008).

Kuru madde iceriginin belirlenmesi. Yas ve 65°C’de kuru agirliklar1 aliman bitki ve kok
orneklerinde % olarak hesaplanmistir. Orneklerin % kuru madde igerikleri asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmistir (Kacar ve Inal, 2008).
Toplam % kuru madde miktar1 = Bitkinin Kuru Agirligi/Yas Agirligi x 100

Havadan Tespit Edilen Azot Miktar: ve Sembiyotik Etkinlik: Hasat edilen bitki
materyalleri 65°C’deki etiivde sabit agirliga gelinceye kadar kurutulmustur. Bitkilerin
agirliklar1 ve daha sonra toplam Kjeldahl azot kapsamlari tespit edilmistir. Elde edilen bu
degerlere bagl olarak bitkilerin toplam azot kapsamlari ve bir gelisme periyodu siiresince,
izolatlarin havadan tespit etmis olduklart mg azot miktarlar1 asagida verilen formiiller
kullanilarak belirlenmistir (Beck vd. 1993, Materon vd. 1995, Yaman ve Cinsoy, 1996, Algur
ve Ogiitcii, 2000).

Tespit Edilen Azot Miktar1 = A — B esitliginden hesaplanmistir
A: Izolatin Asilandig1 Bitkiye Ait Toplam Azot Miktar1

B: Asisiz Kontrole Ait Toplam Azot Miktari

Bitki Kuru Biyokiitlesi x Bitkinin % N miktar1 x 1000
100

mg N /Kavanoz =

Izolatin asilandig bitkinin azot miktar1 x 100
Azotlu kontroliin azot miktar1

Simbiyotik Etkinlik (%) =

Test bitkisinin ortalama kuru madde agirligi x 100
Azotlu kontrol bitkisinin ortalama kuru madde agirlig

Etkinlik derecesi (%) =

Izolatlarin etkinlik derecelerine gore gruplara ayrilmasinda asagidaki simirlar esas

alinmistir (Holding ve Kong, 1963).

27



% ETKINLIK DERECESI
<25 Etkisiz
50-25 Diigsiik Etkili
75-50 Orta Derecede Etkili
100 - 75 Etkili
>100 Cok Etkili

Toprak Analiz metotlary; Kogarli ilgesi sinirlart igerisinde yonca yetistiriciligi yapilan
arazilerden bitki 6rneklerinin alindig1 noktalardan toprak drnekleri alinmis ve asagida verilen

yontemlere gore analizler yapilmigtir.

Tekstiir: Bouyoucos (1951), tarafindan bildirildigi sekilde hidrometre yontemine goére toprak

orneklerinin % kum, silt ve kil igerikleri ve tekstiir siniflar1 belirlenmistir.

Toprak Reaksiyonu (pH): Toprak 1:2,5 oraninda saf su ile sulandirilarak siispansiyon elde
edilmigtir. Elde edilen karisim yatay calkalayicida 5 dakika calkalandiktan sonra pH

metre ile okumasi sonucu elde edilmistir (Kacar, 1995).

Elektriksel Tletkenlik (EC): Elektriksel iletkenlik belirlenirken, 100 g hava kurusu toprak,
saturasyon kabinda saf su ile tamamen doyurulana kadar sature hale getirilmis ve su
sarfiyati kaydedilmistir. Daha sonra elde edilen toprak ekstraktinin elektriksel
iletkenligi, Conductivity Bridge cihaz1 kullanilarak dS/m biriminde Olc¢tilmiistiir.
Olgiilen bu degerler, ¢oziiniir tuz yiizdesine (%) cevrilmistir (Rhoades, 1983). Elde
edilen sonuglarin siniflandirilmasi igin U.S. Salinity Laboratuvari'nmin 1954 tarihli

kriterleri kullanilmistir.

Kire¢ (%) : Toprak orneklerinin CaCOg3 igerigi, Scheiblerkalsimetresiyle belirlenmis ve
sonuclar % olarak ifade edilmistir (Caglar, 1958). 1 g toprak Ornegi cam siselere
konularak HCI ilavesi yapilmistir. Kapali sistem kalsimetrede agiga ¢ikan CO2 gazi

Ol¢lilmiistiir. Siniflandirma ise Aerobe ve Falke’ye gore yapilmistir (Evliya, 1960).

Organik madde: Walkey ve Black yontemi kullanilarak titrasyonda harcanan amonyum
ferrosiilfat miktari ile gerekli formiiller kullanilarak organik madde kapsami bulunmus

ve hangi sinifa girdigi belirlenmistir (Walkey ve Black., 1934).

Alnabilir Fosfor: Topragin 1:20 oranma gore 0.5 M sodyum bikarbonat eriyigi reaksiyonu

sonucu bitki tarafindan alinabilir fosforun ekstrakte gecirilmesi ve bundan belli
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miktarlarda alinarak {izerine amonyum molibdat eriyigi ve askorbik asitle mavi renk

intensitesinin spektrofotometrede 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Olsen vd. 1954).

Toplam Azot (%): Kjeldahl yas yakma yontemine ile Kacar (1995) ’ya gore yapilmis olup ve

topraklarin N igeriklerine gore sinir degerleri Kovanci (1969)’ya gore belirlenmistir.

Degisebilir K, Ca, Na (ppm): Analize hazir hale getirilmis toprak ornekleri pH’s1 7,0’ye
ayarli IN Amonyum Asetat ¢ozeltisi ile ekstrakte edilmis ve elde edilen siiziikte, K,

Ca, Na degerleri flame fotometrede okunmustur (Kacar, 1995).

Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Yontemler: Elde edilen tiim analizlerin
sonuclarinin istatistiksel degerlendirilmesi “SPSS 22.0” ve “Jump 7.0” istatistik paket
programi kullanilarak yapilan varyans analizi sonucunda farkli gruplari tespit etmede

coklu karsilastirma yontemlerinden LSD testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Toprak Orneklerinin Bazi Fiziksel ve Kimyasal Analiz Sonuclarinin

Degerlendirilmesi

Kocarli ilgesinde belirlenen 6 noktadan alinan topak 6rneklerinin fiziksel ve kimyasal
analiz sonuglar1 Cizelge 4.1.’de verilmistir. Buna gore toprak orneklerinin pH degerleri 7,26
ile 8,64 arasinda olup 1 numarali toprak nétr, 5 numarali toprak kuvvetli alkali diger topraklar
ise alkali ozellige sahiptir. Rhizobium tiirleri, genellikle n6tr pH'larda (pH 6.0-7.0) en iyi
performans1 gosterirler, ¢iinkii bu pH araligi bakterilerin hem biliylimesi hem de nodiil
olusturma yetenegini destekler. Daha yiiksek pH seviyelerinde, 6zellikle alkali topraklarda,
bakterilerin azot fiksasyonu yetenekleri azalir. Bunun nedeni, alkali kosullarin bakteri hiicre
duvari yapisini ve enzim aktivitelerini olumsuz yonde etkilemesidir. Ayrica, yiiksek pH
seviyeleri Fe ve Mo gibi baz1 mikroelementlerin toprakta baglanmasina neden olabilir ve bu
da Rhizobium bakterilerinin verimli ¢aligmasi i¢in gereken enzimlerin {iretimini sinirlayabilir.
Diisiik pH'lar ise 6zellikle toksik Al ve Mn diizeylerinin artmasiyla Rhizobium popiilasyonunu
baskilayabilir. Bu nedenle, Rhizobium bakterilerinin etkinligi agisindan toprak pH'sinin notr

civarinda olmas1 onerilmektedir (Zahran, 1999, Graham ve Vance, 2000).

Topraklarin Elektriksel iletkenlik (EC) degerleri 0,254-0,732 dS/m arasinda degismekte
olup higbir toprak 6rneginde tuzluluk problemi yoktur. Toprak elektriksel iletkenligi (EC),
topraktaki tuz konsantrasyonunun bir gdstergesi olup, Rhizobium bakterilerinin gelisimi
tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Topraktaki yiiksek tuzluluk, Rhizobium bakterilerinin hem
biiyiimesini hem de bitkilerle simbiyotik iliskilerini olumsuz yonde etkileyebilir (Zahran,
1999). Yiiksek EC degerleri, ozmotik stres olusturarak bakterilerin hiicre yapisim1 ve
metabolik aktivitelerini bozar. Rhizobium bakterileri, tuzlu kosullar altinda nodiil olusturma
ve azot fiksasyonu yeteneklerini kaybedebilir, bu da simbiyotik azot fiksasyonunun
verimliligini diisiiriir (Singleton ve Bohlool, 1984). Tuzlulugun artmasiyla, 6zellikle sodyum
iyonlarinin birikmesi, Rhizobium bakterilerinin koklerle etkilesimini zorlagtirir ve kok
nodiillerinin olusumunu sinirlayabilir. Ayrica, yliksek EC seviyeleri, bitkilerin su ve besin
alimin1 engelleyerek genel bitki sagligini bozar ve bdylece Rhizobium bakterilerinin
simbiyotik iliski kurma yetenegini zayiflatir. Optimal Rhizobium gelisimi igin toprak

elektriksel iletkenliginin diigiik olmas1 (genellikle 1 dS/m'nin altinda) gerekmektedir. Diisiik
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EC seviyeleri, bakterilerin koklerle saglikli bir simbiyotik iliski kurmasi i¢in en uygun

cevresel kosullar saglar.

Cizelge 4.1. Yonca koklerinin alindig arazilere ait topraklarin kimyasal ve fiziksel analiz
sonuglari

ONo pH  EC & Biinye . 2 % % P K Ca  Na

(dS/m)  Top. Tuz CaCO: oM. Top.N (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
1 7,26 0,254 0,0082 SL 045 199 0,118 8 148 2660 51
2 8,09 0,404 0,0133 SL 167 1,92 0,109 13 69 4870 57
3 8,26 0,468 0,0166 CL 3,03 1,72 0,119 30 94 5430 128
4 8,17 0,310 0,0104 SL 182 165 0,111 22 67 3640 60
5 8,64 0,637 0,0231 SCL 1591 2,20 0,111 35 207 5370 180
6 8,30 0,732 0,0303 SCL 18,13 2,06 0,110 33 215 5850 139

Topraklarini tekstiir sinift; 1, 2 ve 4 numarali topraklar Kumlu Tin (SL), 5 ve 6 numarali
topraklar Kumlu Killi Tin (SCL), 3 numarali toprak ise Killi Tin (CL) biinyededir. Toprak
tekstiirti, Rhizobium bakterilerinin toprakta hareket edebilme kabiliyetini ve koklerle nodiil
olusturma potansiyelini dogrudan etkiler. Ozellikle, agir kil biinyeli topraklar suyun yavas
hareket etmesi ve diisiik oksijen gegirgenligi nedeniyle Rhizobium bakterilerinin metabolik
aktivitelerini baskilayarak azot fiksasyonunu olumsuz etkileyebilir (Zahran, 1999). Suya
doygun ve zayif havalanmis topraklarda, bakterilerin nodiil olusturma kapasitesi azalir ve
bitkilerle simbiyotik iligkileri zarar goriir. Kum biinyeli topraklar ise yiiksek oksijen
gecirgenligi saglasa da diisiik su tutma kapasitesi, Rhizobium bakterilerinin uzun siireli
hayatta kalmasmi zorlagtirir. En uygun kosullar genellikle mil ve kum oranlarinin dengeli
oldugu, iyi drene edilen tin biinyeli topraklardir. Tin biinyeli topraklar Rhizobium
bakterilerinin koklerle saglikli bir simbiyotik iliski kurmasmna ve azot fiksasyonunu

artirmasina olanak tanir (Giller, 2001).

Yonca bitkisinin kok bolgesinden alinan topraklarin kireg (% CaCO3) kapsamlar1 %0,45
ile %18,13 arasinda degismektedir. Ulgen ve Yurtsever (1984)’in bildirdigi smnir degerlerine
gore 1, 2 ve 4 numarali topraklar diistik, 3 numarali toprak Kiregli, 6 ve 7 numarali topraklar
ise Yiiksek Kiregli sinifina girmektedir. Topraklarin Organik madde gerikleri ise %1,65-2,20
arasinda degismekte olup 1, 2, 3, 4 numaral1 topraklarin organik madde icerikleri diisiik, 5 ve
6 numarali topraklarin ise organik madde igeriginin orta diizeyde oldugu goriilmektedir

(Cizelge 4.1). Topraktaki kire¢ (%CaCO3) ve organik madde igerigi, Rhizobium bakterilerinin
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gelisimini ve bitkilerle simbiyotik iligkilerini dogrudan etkileyen 6nemli toprak 6zellikleridir.
Kiregli topraklar, yiiksek pH diizeylerine sahip olma egilimindedir ve bu da Rhizobium
bakterilerinin gelisimini olumsuz etkileyebilir. Kirecin yiiksek oldugu alkali topraklarda,
Ozellikle mikrobesin elementlerinin (demir, ¢inko, molibden gibi) bitkiler tarafindan
alinabilirligi azalir, bu durum Rhizobium bakterilerinin enzimatik aktivitelerini sinirlandirarak
azot fiksasyonunu zayiflatir (Zahran, 1999). Bununla birlikte, topragin organik madde igerigi
Rhizobium bakterilerinin gelisimi agisindan son derece olumlu bir faktordiir. Organik madde,
toprak yapisini iyilestirir, su tutma kapasitesini artirir ve bakteri i¢in gerekli olan karbon
kaynaklarimi saglar. Ayrica, organik madde toprak pH'in1 tamponlayarak, asir1 alkali ya da
asidik kosullarin olumsuz etkilerini hafifletir. Yiiksek organik madde igerigi, Rhizobium
bakterilerinin hayatta kalma oranini ve nodiil olusturma kapasitesini artirir (Giller, 2001).
Topraklarin % Toplam Kjeldahl Azotu (TKN) igerikleri %0,108-0,118 arasinda
degistigi belirlenmistir. Buna gore topraklarin hepsi Toplam Kjeldahl Azotu (TKN) agisindan
orta diiseyde oldugu belirlenmistir. Toplam azot (TKN), topraktaki organik azot ve amonyum
azotunun bir Ol¢isiidiir ve bu deger, Rhizobium bakterilerinin gelisimi ve simbiyotik azot
fiksasyonu tizerinde 6nemli bir rol oynar. Rhizobium bakterileri, atmosferik azotu bitkilerin
kullanabilecegi amonyum ve nitrat formuna doniistiirmek i¢in simbiyotik bir iliskiye girerler,
ancak toprakta yiiksek miktarda organik azot veya amonyum azotu bulunmasi bu siireci
olumsuz ydnde etkileyebilir. Ozellikle yiiksek TKN seviyeleri, bitkilerin azota olan ihtiyacini
azaltabilir ve bu durum Rhizobium ile bitki arasindaki simbiyotik iligkiyi zayiflatabilir (Giller,
2001). Topraktaki organik azot seviyelerinin fazla olmasi, bitkinin azotu direkt topraktan
almasina neden olur ve Rhizobium bakterilerinin koklerle nodiil olusturma gereksinimi azalir.
Bunun sonucunda, bakterilerin azot fiksasyonu etkinligi diisebilir. Ote yandan, diisiik azotlu
topraklar, Rhizobium bakterilerinin bitkilerle simbiyoz gelistirmesi i¢in daha uygun kosullar
saglar, ¢linki bu durumda bitkiler, azot ihtiyacin1 karsilamak igin bakterilerle simbiyotik
iliskiye daha fazla ihtiya¢ duyar (Zahran, 1999). Bu baglamda, TKN seviyesi diisiik olan

topraklar, Rhizobium gelisimi ve etkin azot fiksasyonu i¢in daha elverisli ortamlar sunar.

Yonca bitkilerinin 6rneklendigi arazilere ait topraklarin alinabilir Olsen Fosforu
degerleri 8-35 mg.kg™? arasinda degismis olup 1. ve 2. toprak orneklerinde yeterli, diger
topraklarin ise yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir. Toprakta bulunan fosfor, bitkilerin
gelisimi ve Rhizobium bakterileri ile kurdugu simbiyotik iliski a¢isindan kritik 6neme sahiptir.
Olsen fosforu, 6zellikle alkali ve notr topraklarda bitkilerin alabilecegi fosforun dl¢iilmesi i¢in

kullanilan bir yontemdir. Rhizobium bakterilerinin etkili azot fiksasyonu igin yeterli fosfor
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seviyeleri gereklidir, ¢iinkii fosfor, ATP iiretimi ve enerji metabolizmas1 gibi biyokimyasal
stireclerde 6nemli bir rol oynar. Yetersiz fosfor seviyeleri, bitkilerin kok gelisimini sinirlar ve
dolayisiyla Rhizobium bakterileri igin yeterli kok nodiilii olusumunu zorlastirir (Israel, 1987).
Fosfor eksikligi, nodiil olusumunun azalmasina ve bakterilerin azot fiksasyon verimliliginin
diismesine neden olabilir. Ayrica, yiiksek fosfor eksikligi durumunda, bitki Rhizobium
bakterileri ile simbiyoz kurmak yerine mevcut azot kaynaklarini kullanmaya yonelebilir
(Zahran, 1999). Bu baglamda, topraktaki yeterli Olsen fosfor konsantrasyonlari, Rhizobium

bakterilerinin gelisimi ve etkin azot fiksasyonu i¢in kritik bir parametredir.

Toprak &rneklerinin degisebilir K igerikleri 67-215 mg.kg™ arasinda degismektedir bu
degerlere gore 2, 3 ve 4 numarali topraklarin degisebilir K igerikleri ¢ok diisiik, 1 numaral
diisiik, 5 ve 6 numarali topraklarin ise orta diizeydedir. Degisebilir Ca igerikleri 2660-5850
mg.kg? arasinda degismekte olup 1 numarali toprakta degisebilir Ca igerigi orta, diger
topraklarda ise yiiksek diizeydedir. Degisebilir Na bakimindan tapraklar 51-180 mg.kg™
arasinda degismekte olup 1, 2 ve 3 numarali tograklarda diisiik, 3, 5 ve 6 numaral1 topraklarda
ise orta diizeydedir. Toprakta bulunan degisebilir potasyum, kalsiyum ve sodyum gibi makro
besin elementlerinin konsantrasyonlari, Rhizobium bakterilerinin gelisimi ve simbiyotik azot
fiksasyonu {izerinde oOnemli bir etkiye sahiptir. Potasyum, bitkilerde su dengesinin
diizenlenmesinde ve hiicre i¢i iyon dengesinde kritik rol oynar, dolayisiyla bitkilerin
Rhizobium bakterileri ile simbiyotik iligki kurmasinda dolayli bir etkisi vardir. Yeterli
potasyum seviyeleri, bitkilerin stres kosullarina karsi direncini artirarak kok gelisimini
destekler ve bu durum Rhizobium bakterilerinin kdk nodiilii olusturma kapasitesini olumlu
etkiler (Zahran, 1999). Degisebilir Kalsiyum ise, hiicre duvari yapisinda ve sinyal iletiminde
onemli bir role sahiptir. Rhizobium bakterileri ile bitkiler arasindaki simbiyotik iliskinin
kurulmasinda, kalsiyumun nodiil olusumunu tesvik edici bir etkisi vardir. Kalsiyum eksikligi,
kok nodiilii olusumunu ve Rhizobium'un koékle olan etkilesimini olumsuz yonde etkileyebilir
(Giller, 2001). Ote yandan, toprakta yiiksek sodyum seviyeleri, dzellikle tuzlu kosullarda,
Rhizobium bakterilerinin gelisimini baskilayabilir. Yiiksek sodyum konsantrasyonlari, toprak
yapisini bozarak su tutma kapasitesini ve havalanmayi azaltir, bu da bakterilerin nodiil
olusturma ve azot fiksasyon kapasitelerini siirlar (Singleton & Bohlool, 1984). Bu nedenle,
diisiik sodyum ve yeterli potasyum ve kalsiyum seviyeleri, Rhizobium bakterilerinin gelisimi

i¢cin optimal kosullar1 saglar.
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4.2. Bakteri Asilamalarimin Bitki Boyu, Yas ve Kuru Agirhg Uzerine Etkileri ve

%Degisim Oranlar:

Bakteri uygulamalarinin 9 haftalik yetistirme dénemi sonucunda hasat edilen yonca
bitkisinin boyu, yas ve kuru agirliklar1 tizerine etkileri ve Azotsuz Kontrol (-N Kontrol)
uygulamasina gore % Degisim oranlar1 Cizelge 4.2°de verilmistir (Resim 4.1). Bakteri
uygulamalarinin Bitki boyu, Yas ve Kuru agirliklari {izerine etkilerinin kontrol uygulamasina
gore istatistiki olarak (p<0.01) diizseyinde farkli oldugu belirlenmistir. Bitki boyu en uzun
Azotlu Kontrol (+N Kontrol) uygulamasinda (75,33 cm) belirlenmis olup ilk istatistiki sinifi
olusturmustur. Bunu 3 ve 6 numarali bakteri uygulamalar1 yakip etmils ve ikinci istatistiki
sinifi olusturmustur. Buna gore bitki boyunda mineral azotlu giibre uygulamasi (+N Kontrol)
ile -N Kontrol uygulamasma gore %167,42°lik bir artis olurken 3 numarali bakteri
uygulamasi ile %116,54, 6 numarali bakteri uygulamasi ile %95,24’liik bir artis meydana
gelmistir. 2 numarali bakteri uygulamasi ile -N Kontrol uygulamasina gore %1,76’1ik bir artig
olmus ve son istatistiki grubunu olusturmustur. Bakteri uygulamasi sonucunda yonca
bitkisinin yas agirliklar1 0,57-3,32 gr arasinda degismistir. Buna gore ilk istatistiki grubu +N
kontrol uygulamasi olusturmustur. Bu uygulamayr 6 numarali bakteri (2,12 gr)
uygulamasinda elde edilmistir. Bu uygulamay1 3 nolu bakteri (1,22 gr) takip etmistir. -N
Kontrol uygulamasi son istatistiki grubu olusturmustur. Bitki kuru agirliginda ise ilk istatistiki
grumu 6 numarali bakteri uygulamas: (1,5 gr) olustururken bunu 1 numarali bakteri
uygulamasi (0,94 gr) ve +N Kontrol (0,82 gr) konular takip etmistir. Kitki kuru agirliginda en
diisiik deger 0,1 gr ile -N Kontrol uygulamasinda elde edilmistir. Bu sonuclar dogrultusunda
6 numarali bakteri uygulamasinin +N Kontrol uygulamasina ¢ok yakin oldugu ve kimyasal
giibre uygulamadan 6 numarali bakteri uygulamasiyla bitki boyu, yas ve kuru agirliginda
ekonomik olarak artis olusabilecegi anlagilmaktadir. Arastirmada elde edilen bulgular, bakteri
astlamalarinin yonca bitkisinin biiylime parametreleri iizerindeki olumlu etkilerini acikg¢a
ortaya koymaktadir. Bu durum, mevcut literatiirle tutarhilik gostermektedir. Rhizobium
bakterilerinin simbiyotik etkilerinin, topragin azot bakimindan zenginlesmesine katki
sagladigi belirtilmistir (Aydin-Kandemir ve Demir, 2021). Bu durum, ¢alismada 6 numarali
bakteri uygulamasinin etkilerini desteklemektedir. Eraslan vd. (2010), kimyasal giibreleme
yerine Rhizobium gibi biyolojik ajanlarin kullanilmasinin siirdiiriilebilir tarim ig¢in 6nemli
oldugunu ortaya koymustur. Rhizobium bakterilerinin kok nodiillerindeki simbiyotik azot
fiksasyonu sayesinde bitki boyunun 6nemli Olglide arttigt pek cok calismada ortaya

konulmustur. Cetinkaya vd. (2018) yiiriittiikleri ¢alismada, Rhizobium agilamalarinin nohut

35



bitkisinde bitki boyunu artirdig1 vurgulanmistir. Benzer sekilde, Tiirkmen ve Kaya'nin (2023)
calismasi, Rhizobium tropici'nin azot icermeyen ortamda bile fasulye bitkilerinde belirgin bir
bliylime sagladigin1 gostermistir. Bitkilerin yas agirligimin artmasi, kok ve siirgiin gelisiminin
optimize edilmesiyle iliskilidir. Dadasoglu ve Angin (2022), fasulye genotiplerinde
Rhizobium sp. izolatlarinin yas agirlign artirdigini belirtmiglerdir. Basdemir vd. (2020) ise
bezelyede biyo gilibreleme uygulamalarinin yas agirlik iizerindeki olumlu etkilerini rapor
etmislerdir. Bu durum, Rhizobium bakterilerinin kok gelisimini tesvik ederek su ve besin
alimimni artirdigr gergegiyle uyumludur. Kuru agirlik, bitkinin biyokiitlesini ve verim
potansiyelini dogrudan etkileyen 6nemli bir parametredir. Ipekesen vd. (2020) yaptig
caligmada, Rhizobium uygulamalarinin bezelye bitkisinin kuru agirhgmi  artirdigi
gozlenmistir. Ayrica, Selvi vd. (2021), turunggil ¢ogiirlerinde Rhizobium uygulamalarinin
kuru agirlik performansin1 6nemli 6l¢iide iyilestirdigini rapor etmislerdir. Calismalardan da
goriildigii iizere, Rhizobium bakterilerinin bitki boyu, yas ve kuru agirlik iizerindeki olumlu
etkileri genis bir sekilde desteklenmektedir. Bu etkiler, bakterilerin simbiyotik azot
fiksasyonu, hormon {iretimi (IAA gibi) ve kok biiylimesini tesvik edici 0Ozellikleriyle
iligkilidir. Tez ¢aligmasinda elde edilen sonuclar, literatiirdeki bulgularla tutarhidir ve
Rhizobium bakterilerinin kimyasal giibre kullanimini azaltmada etkili bir alternatif
olabilecegini gostermektedir.

Cizelge 4.2. Leonard Kavanoz sisteminde yeyistirilen yonca bitkisine ait bitki boyu, yas ve
kuru agirlik ile bu degerlerin Azotsuz kontrol uygulamasina gére % Degisim oranlari

Bitki Kuru

Bitki Boyu % Yas Agirlik % s %
Sl (cm) Degisim (gr) Degisim ke Degisim
(gr/Kavanoz)

1 37,67 BC 33,71 1,16 CD 104,09 094 B 840,0

2 28,67 C 1,76 1,10 CD 92,40 0,67 BC 566,7

3 61,00 AB 116,54 122 C 114,04 0,39 CD 290,0

4 39,67 BC 40,81 1,10 CD 93,68 0,37 CD 273,3

5 40,00 BC 42,00 0,88 CD 54,97 0,37 CD 270,0

6 55,00 AB 95,24 212 B 272,51 150 A 1396,7
+N 75,33 A 167,42 332 A 481,87 082 B 716,7
-N 28,17 C - 0,57 D - 0,10 D -

P<..". ** ** **

- Her siitunda farkly renkte harf tasiyan degerler arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir.
(*: p<0.05, **: p<0.01, od: énemli degil).
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Resim 4.1. Bakteri uygulamalarinin bitki boyu 6l¢limii ve nodiil olusumu ile ilgili fotograflar.
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esim 4.1. Bakteri uygulamalarinin bitki boyu 6l¢limii ve nodiil olusumu ile ilgili fotograflar.

4.3. Bakteri Asilamalarimin Bitki Azot iqerigine Etkileri ve % Degisim Oranlarn

Yapilan ¢alisma neticesinde, Kogarli ilge sinirlar1 igerisinde yonca (Medicago sativa)
tarimi yapilan alanlarda yonca bitki koklerinden izole edilen bakteri izolatlarinin yonca
bitkisinin toplam N igerigine etkilerinin istatistiki anlamda (p<0.01) 6nemli oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.4). Buna gore yonca bitkisinde toplam N igerigi en yiiksek
Inokulant-6 uygulamasinda (%3.08) belirlenirken, bunu sirasiyla +N Kontrol (%2.77),
Inokulant-4 (% 2.69), Inokulant-2 (% 2.49), inokulant-1 (% 2.44), Inokulant-3 (% 2.38) ve
Inokulant-5 (% 2.24) izlemistir. Calismada, Inokulant-6 uygulamasi en yiiksek toplam azot

icerigi (%3,08) saglamis ve azot fiksasyon kapasitesi bakimindan diger uygulamalar1 geride
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birakmistir. Bu bulgular, simbiyotik Rhizobium tiirlerinin etkisini gdsteren benzer ¢alismalarla
paralellik gostermektedir. Baska bir ¢alismada, Angin ve Dadasoglu (2022), Rhizobium sp.
izolatlarinin fasulyede azot igerigini artirdigini vurgulamistir. En diisiik toplam N igerigi —N
Kontrol uygulamasinda (%1.44) elde edilmistir. Bu sonuglar gostergesinde, bakteri
uygulamalarinin —N Kontrol uygulamasina gére yonca bitkisinin azot igerigindeki artislar
degerlendirildiginde %113.89 artis ile Inokulant-6 uygulamas1 ilk istatistiki smmfi
olusturmustur. Bunu +N Kontrol uygulamas1 %92.50 artis ile takip etmis ve ikinci istatistiki
sinifi olusturmustur. Bu uygulamalar1 -N Kontrol uygulamasina gore, inokulant-4, inokulant-
2, Inokulant-1, Inokulant-3 ve inokulant-5 uygulamalari sirastyla % 86.67, % 73.06, % 69.17,
% 65.28 ve % 55.56 olacak sekilde belirlenmistir. Rhizobium inokulantlarinin azot fiksasyon
mekanizmasinin giiclinii ortaya koymaktadir. Selvi ve arkadaslarinin (2021) turunggil
cogiirleri tizerinde yaptigi c¢alismada da Rhizobium uygulamalari, azot icerigini ve bitki

biiylimesini 6nemli 6l¢iide artirmistir. (Cizelge 4.3; Sekil 4.1).

Cizelge 4.3. Denemede yetistirilen yonca bitkilerinin toplam azot ve kuru Biyobiitle
miktarlar

% % Bitki Kuru_ %

Uygulama % N peGisiv ~~ MIN/Kavanoz — ppsioin Biyokutes! DEGISIM
(gr/Kavanoz)

1 2,44 BCD 69,17 22,89 B 1534,7 094 B 840

2 249 BCD 73,06 17,14 BC 1124,2 0,67 BC 567

3 2,38 CD 65,28 9,12 CD 551,7 0,39 CD 290

4 2,69 BC 86,67 10,00 CD 614,2 0,37 CD 273

5 2,24 D 55,56 8,50 CD 506,9 0,37 CD 270

6 3,08 A 113,89 46,31 A 3207,9 150 A 1397

+N 2,77 AB 92,50 2248 B 1505,9 082 B 717

-N 1,44 E - 1,40 D - 0,0 D -

P<...: *x *x *x

- Her siitunda farkl renkte harf tasyyan degerler arasindaki fark istatistiki olarak onemlidir.
(*: p<0.05, **: p<0.01, 6d: Snemli degil).
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Cizelge 4.4 Farkli Inokulant uygulamalarinin Yonca bitkisinde % N icerigine etkisine ait
varyans analiz tablosu (LSDo,01:0,161)

Varyans Analiz Tablosu

Kaynak Ser. Der. Kareler Top. F Degeri Olasilik (%1)
Uygulama 7 4,869855 17,679 <0,0001
Hata 16 0,629627

Toplam 23 5,499482

Bitki Kuru Biyokiitlesinin bakteri uygulamalariyla birlikte —N Kontrol uygulamasina
gore arttigi belirlenmistir. Bu artislar istatistiki olarak (p<0.01) diizeyinde Onemli
bulunmustur (Cizelge 4.5). Buna gore ilk istatistiki grup Inokulant-6 (1,50 gr/Kavanoz)
olarak belirlenmistir ve —N Kontrol uygulamasina gore % 3207,9 oraninda bir artis meydana
gelmistir. Ikinci istatistiki grubu Inokulant-1 (0,94 gr/kavanoz) ve +N-Kontrol (0,82
gr/kavanoz) uyulamalari olusrurmustur ve —N Kontrol uygulamasina gore sirasiyla %840,
%717 oraninda bir artis meydana gelmistir. Bunu sirasiyla Inokulant-2, inokulant-3,
Inokulant-4 ve 5 uygulamalar takip etmistir (Cizelge 4.4). +N Kontrol uygulamasi
%92,50’lik bir artigla ikinci sirada yer almis; bu durum, kimyasal azot giibrelemesinin
etkinligini gostermektedir. Ancak, bakteriyel inokulantlarin ¢evresel ve ekonomik avantajlar
dikkate alindiginda, Rhizobium uygulamalarinin siirdiiriilebilir tarima katki saglayabilecegi
sOylenebilir. Basdemir ve arkadaslar1 (2020) tarafindan yapilan bir ¢calismada, organik ve biyo
giibre uygulamalarinin kimyasal giibreleme kadar etkili oldugu gosterilmistir. Azot igerigiyle
birlikte biyokiitle artis1 da dikkat cekicidir. Inokulant-6, %3207,9’luk bir biyokiitle artis:
saglamis ve bu sonuglar literatiirdeki bulgularla uyum gostermistir. Ipekesen vd. (2020)
bezelye bitkisi iizerinde yaptiklari ¢aligmada, Rhizobium inokulasyonlarinin hem biyokiitle

hem de azot icerigini artirdig1 vurgulanmistir.
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Inokulant-1  Inokulant-2 Ina.’ Jrkrn.' 3 | Inokulant-4 | Inokulant-5 | Inokulant-6 +N Kontrol -N Kentrol
mm Bitkide % N 2,44 2,49 2,69 2,24 3,08 2,77 1,44
——% N DEGISIM 69,17 73,06 6.) 28 86,67 53,56 113,89 92,50 0,00

Sekil 4.1. Farkli bakteri uygulamalarinin yonca bitkisinin % N igerigi ve uygulamalara bagl
olarak azotun % degisim orani

4.4. Bakteri Asilamalarimin Toplam ve Aktif Nodiil Sayilari, Tespit Edilen Azot Miktari,
Simbiyotik Etkinlik (%) ve Etkinlik Derecesi (%) Uzerine Etkileri

Bakteri uygulamalarinin yonca bitkisinde nodiil olusumu iizerine etkinligi istatistiki
olarak (p<0.01) diizeyinde oOnemli bulunmustur (Cizelge 4.5; Cizelge 4.6). Bakteri
asilamalariyla birlikte yonca bitkisi koklerinde nodiiller olusurken bakteri asilamasi
yapilmamis olan +N ve —N Kontrol uygulamalarinda nodiil olusumu gdzlenmemistir.
Inokulant-6 uygulamasiyla en yiiksek sayida nodiil olusumu gozlenmis olup toplam 27 adet
nodiil olusurken bunlarin 11 adedinin aktif oldugu belirlenmis ve ilk istatistiki grubu
olusturmustur. Bu uygulamay1 inokulant-5 (15 adet nodiilden 8 adedi aktif) ve Inokulant-1
(12 adet nodiilden 5 adedi aktif) uygulamalar1 takip etmistir. Bakteri uygulamasi yapilan
bitkilerin hepsinde nodiil olusumu belirlenmistir. Bu sonuglar, Dadasoglu ve Angin’in (2022)
fasulye iizerinde yaptig1 ¢calismada elde edilen bulgularla paralellik géstermektedir; burada da
Rhizobium inokulasyonlart nodiil olusumunu ve etkinligini artirmistir. Ayrica, Selvi vd.
(2021) ¢alismasinda, turunggil koklerinde benzer sekilde yiiksek nodiil olusumu gozlenmistir.
Cetin Karaca (2010) ¢alismasinda, Konya bolgesinden izole edilen Rhizobium bakterilerinin

fasulye bitkilerinde nodiil etkinligini artirdigir gosterilmistir. Giivercin (2009), yerfistig
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bitkilerinde Rhizobium asilamasinin nodiil sayisini artirdigin1 ve azot fiksasyonu iizerinde

olumlu etkiler sagladigini rapor etmistir.

Cizelge 4.5. Bakteri Asilamalarinin Toplam ve Aktif Nodiil Satilari, Tespit Edilen Azot
Miktar1, Simbiyotik Etkinlik (%) ve Etkinlik Derecesi (%) Uzerine Etkileri

Uygulama Topla}.m Akti.I." Tespit Edilen N Simbi_yotik Etkinl_ik
Nodiil Nodiil (mg/Kavanoz) Etkinlik (%) Derecesi (%)
1 12 BC 5 BC 0,996 BCD 87,88 E 11463 B
2 8 C 4 BC 1,052 BCD 89,90 D 81,30 BC
3 10 BC 5 BC 0,940 CD 85,86 F 47,56 CD
4 9 C 5 BC 1,248 BC 96,97 C 4553 CD
5 15 B 8 AB 0,800 CD 80,81 G 45,12 CD
6 27 A 11 A 1,640 A 111,11 A 182,52
+N 0 D 0 C 1,332 AB 100,00 B 100,00 B
-N 0 D 0 C 0,00 E 52,02 H 11,79
P<...: *k *k *k *ok *k

- Her siitunda farkl renkte harf tasyyan degerler arasindaki fark istatistiki olarak onemlidir.
(* : p<0.05, **: p<0.01, od: dnemli degil).

Cizelge 4.6. Farkli bakteri uygulamalarinin yonca bitkisinde Tespit Edilen N (mg N /kavanoz)
miktarina etkisine ait varyans analiz tablosu (LSDo,01:0,158)

Varyans Analiz Tablosu

Kaynak Ser. Der. Kareler Top. F Degeri Olasilik (%1)
Uygulama 7 4,8789172 18,4497 <0,0001
Hata 16 0,6044428

Toplam 23 5,4833600

Bakteri uygulamalarinin Tespit edilen N miktar1 (mg N/ Kavanoz) {izerine olan etkileri
asagida verilen esitlige gore hesaplanmis olup uygulamalar arasindaki farklar istatistiki olarak

(P<0,01) seviyesinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.5; Sekil 4.2; Cizelge 4.6).
Tespit Edilen Azot Miktar1 (mg N/ Kavanoz) = A — B esitliginden hesaplanmistir
A: Izolatin Asilandig1 Bitkiye Ait Toplam Azot Miktar1
B: Asisiz Kontrole Ait Toplam Azot Miktari

Bakteri uygulamalartyla birlikte tespit edilen N miktar1 Inokulant-6 uygulamasinda
1,640 mg N/kavanoz olarak belirlenmis ve ilk istatistiki grubu oluisturmustur. Bu uygulamay1

+N-Kontrol uygulamasi takip etmis ve 1,332 mg N/Kavanoz olarak belirlenmis ve ikinci
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istatistiki grubu olusturmustur. Bu sonuglar mineral N’lu giibre uygulamasina kars: Inokulant-
6 ve Inokulant-4 (1,248 mg N/kavanoz) uygulamalariyla bitkilerde simbiyotik olarak azot
ithtiyaglarinin karsilanabilecegini ve bu da ekolojik dengenin korunmasi ve toprak ve su
kaynaklarimin = stirdiiriilebilirligi  bakimindan ¢ok ©nemli bir bulgu olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Bu uygulamalari sirasiyla inokulant-2 (1,052 mg N/Kavanoz), Inokulant-1
(0,996 mg N/Kavanoz), Inokulant-3 (0,940 mg N/Kavanoz) ve Inokulant-5 (0,800 mg
N/Kavanoz) olarak hesaplanmustir (Cizelge 4.5; Sekil 4.2). inokulant-6 uygulamasi ile 1,640
mg N/kavanoz gibi yiiksek bir azot fiksasyonu gozlenmistir. Bu, kimyasal giibrelerin yerine
biyolojik ydntemlerin kullanilabilirligini destekleyen onemli bir bulgudur. ipekesen vd.
(2020), Rhizobium inokulasyonlarinin bezelyede azot miktarini artirdigt ve verimliligi 6nemli

Olciide gelistirdigi sonucuna ulagsmislardir.

Tespit edilen N (mg/Kavanoz)
1,80

1,60

1,40

1,00

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00

inokulant-1 inokulant-2 inokulant-3 inokulant-4 Inokulant-5 inokulant-6 +N Kontrol -N Kontrol
| W Tespit edilen N (%) 0,996 1,052 0,940 1,248 0,800 1,640 1,332 0,00

Sekil 4.2. Farkli bakteri uygulamalarinin yonca bitkisinde Tespit edilen N (mg N /kavanoz)
miktari lizerine etkileri

Bakteri uygulamalarinin % Simbiyotik Etkinlik derecesi asagida verilen esitlige gore
hesaplanmis olup uygulamalar arasindaki farklar istatistiki olarak (P<0,01) seviyesinde
onemli bulunmustur (Cizelge 4.5; Sekil 4.3; Cizelge 4.7).

Izolatin asilandig bitkinin azot miktar1 x 100
Azotlu kontroliin azot miktar1

Simbiyotik Etkinlik (%) =
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Bakteri uygulamalarina bagli olarak Simbiyotik Etkinlik (%) derecesi +N Kontrol
uygulamasindaki N niktari %100 olarak kabul edildiginde bakteri uygulamalarina bagli olarak
bitkinin N mikratindaki degisim esas alinarak hesaplanan bir degerdir. Buna gére Inokulant-6
uygulamasinda Simbiyotik etkinli %111,11 bulunmus ve ilk istatistiki grubu olusturmustur.
Bu uygulamay: sirasiyla inokulant-4, inokulant-2, Inokulant-1, Inokulant-3 ve Inokulant-5
uygulamalart izlemis ve Simbiyotik Etkinlik dereceleri +N-Kontrol uygulamasimin altinda
kalmis olsa da her uygulamada %80’in lizerinde bir Simbiyotik Etkinlik derecesi elde
edilmistir (Cizelge 4.6; Sekil 4.3). Bu veriler de bakteri uygulamalariyla birlikte bitkilerde
kimyasal azot uygulamalarina yakin azot belirlendigi ve bakteri uygulamalariile kimyasal
azotlu giibre kullaniminin azaltilabilecegi net olarak goriilmektedir. Simbiyotik etkinlik,
Rhizobium bakterilerinin performansm 6lgen &nemli  bir gostergedir. Inokulant-6
uygulamasinda %111,11 gibi yliksek bir simbiyotik etkinlik orani elde edilmistir. Bu bulgular,
Rhizobium’un simbiyotik azot fiksasyonundaki etkisini dogrulayan Tirkmen ve Kaya’nin
(2023) calismastyla ortiismektedir. Simbiyotik etkinlik oranlarinin, +N kontrol uygulamasina

oldukca yakin olmasi, bakteriyel inokulantlarin etkinligini gostermektedir.

Simbiyotik etkinlik (%)
120,00

100,00

80,00
60,00
40,00
20,00

0,00

Inokulant-1 | Inokulant-2 = Inokulant-3 = Inokulant-4 | Inokulant-5 | Inokulant-6 +N Kontrol -N Kontrol
w Sembivotik etiinlilk (%a) 87,88 89,90 85,93 96,97 | 80,81 111,11 100,00 52,02

Sekil 4.3 Farkli bakteri uygulamalarinin yonca bitkisinde Simbiyotik Etkinlik (%) derecesi
iizerine etkileri
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Cizelge 4.7. Farkli bakteri uygulamalarmin yonca bitkisinde Simbiyotik Etkinlik (%)
derecesine ait varyans analiz tablosu (LSDo,01:0,167)

Varyans Analiz Tablosu

Kaynak Ser. Der. Kareler Top. F Degeri Olasilik (%1)
Uygulama 7 6338,1211 21568,68 <0,0001
Hata 16 0,6717

Toplam 23 6338,7927

Bakteri uygulamalarinin Etkinlik Derecesi (%) iizerine olan etkileri asagida verilen
esitlie gore hesaplanmis olup uygulamalar arasindaki farklar istatistiki olarak (P<0,01)
seviyesinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.5).

Test bitkisinin ortalama kuru madde agirligi x 100
Azotlu kontrol bitkisinin ortalama kuru madde agirlig

Etkinlik derecesi (%) =

Bakteri uygulamalarinin etkinlik derecelerine gore gruplara ayrilmasinda Cizelge

4.8’de verilen sinirlar esas alinmistir (Holding ve Kong, 1963).

Cizelge 4.8 Bakteri uygulamalarinin bitkilerde Etkinlik Derecesi (%) siniflandirma ¢izelgesi

% ETKINLIK DERECESI
<25 Etkisiz
50 - 25 Diigiik Etkili
75-50 Orta Derecede Etkili
100-75  Etkili
>100 Cok Etkili

Bakteri uygulamalarinin bitki ilizerindeki etkinlik derecesi incelendiginde Etkinlik
derecesi ilk istatistiki grubu Inokulant-6 uygulamasi (%182,52) olusturmus ve %100’den
biiyiik oldugu i¢in Cok Etkili oarak degerlendirilmisti (Cizelge 4.8). Bu uygulamay1 %114,63

ile Inokulant-1 takip etmis ve bu uygulamada Cok Etkili olarak degerlendirilmistir. Inokulant-g

%

2 uygulamast %81,30 olarak hesaplanmis ve Etkili olarak degerlendirilmistir. Inokulant3, )
Inokulant-4 ve Inokulant 5 in etkinlik dereceleri sirasiyla %47,56, %45,53, %45,12 olarak
hesaplanmis ve Diisitk Etkili olarak degerlendirilmislerdir. Bu veriler 1s18inda Etkinlik

derecesi goz oOniine alindiginda inokulant-6 ve Inokulant-1 uygulamalar1 kimyasal azotlu

45



giibreye gore bitkinin azot alimiminda ve verimliliginde daha etkili oldugu goriilmektedir.
Bagdemir vd. (2020) tarafindan yapilan bezelye arastirmasinda, Rhizobium uygulamalarinin
benzer sekilde yiiksek etkinlik derecelerine sahip oldugu belirlenmistir. Inokulant-6 ve
Inokulant-1’in “gok etkili” olarak degerlendirilmesi, biyolojik giibrelerin kimyasal giibrelerin

yerine gegebilecegini vurgulamaktadir.

4.5. Yonca Nodiillerinden izole Edilen Bakterilerin Morfolojik, Fizyolojik ve Genomik
DNA Tamimlamasina Dayah Ozellikleri

Kocarli ilgesinde yonca yetistirilen alanlardan alinan yonca kok orneklerindeki kok
nodiillerinden izole edilen bakteri 6rneklerinde tanimlayici olarak morfolojik, fizyolojik ve
genetiksel gozlem ve tanimlamalar yapilmistir. Bu tanimlamalar dogrultusunda tanilanan
bakteri tiirleri; Rhizobium spp., Paenibacillus panacisoli, Achromobacter mucicolens ve

Pseudomonas lini olarak belirlenmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. izole edilen bakteri rneklerinin morfolojik, fizyolojik ve genetiksel 6zellikleri

Gram Oksidaz Katalaz Endospor Hiicre
Bakteri Tiirii o o
Boyama  Aktivitesi  Aktivitesi Olusumu Formu
o - - Endospor
Rhizobium spp. G(-) Pozitif Pozitif Cubuk
olusturmaz
L - : ” Endospor
Paenibacillus panacisoli G(+) Negatif Pozitif Cubuk
olusturur
) . . Endospor
Achromobacter mucicolens G(-) Pozitif Pozitif Cubuk
olusturmaz
- . . Endospor
Pseudomonas lini G(-) Pozitif Pozitif Cubuk
olusturmaz

Rhizobium spp.; Rhizobiaceae familyasina ait, Gram-negatif ve cubuk seklinde
bakterilerdir. Oksidaz aktivitesi: pozitif, Katalaz aktivitesi: pozitif ve endospor olusturmazlar.
Bu bakteriler, toprakta dogal olarak bulunan ve baklagil bitkilerinin kokleri ile simbiyotik bir
iliski kurarak azot fiksasyonu yapma yetenegine sahip mikroorganizmalardir (Madigan et al.,
2015). Rhizobium tiirleri, baklagil bitkileriyle kurduklari bu simbiyotik iligki sayesinde,
atmosferdeki serbest azotu biyolojik olarak baglayarak bitkinin kullanabilecegi amonyum

(NH4") formuna doniistiiriirler. Bu ozellikleri ile Rhizobium bakterileri, siirdiiriilebilir tarim
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uygulamalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Rhizobium tiirlerinin en bilinen tarimsal
uygulamasi, biyolojik azot fiksasyonudur. Bu bakteriler, baklagil bitkilerinin kok hiicreleri ile
birleserek 6zel kok nodiilleri olustururlar. Kok nodiilleri i¢inde, serbest atmosferik azot (N2)
bakteriler tarafindan bitkilerin kullanabilecegi amonyuma doniistiiriiliir. Bu siireg, baklagil
bitkilerine azot saglar ve kimyasal giibre kullanimini azaltir (Garrity vd. 2004). Bu 6zellik,
ozellikle diisiik azot igerigine sahip topraklarda baklagillerin biiyiimesi ve verimliligi i¢in
kritik bir 6nem tasir. Rhizobium tiirleri, azot fiksasyonu yaparak topragin azot igerigini artirir
ve toprak verimliligini artirir. Bu durum, baklagil bitkilerinin ardindan ekilen diger bitkiler
icin de yararli bir ortam saglar. Bu nedenle, baklagil ekim rotasyonlari, azot fiksasyon
potansiyeli sayesinde toprak sagligini iyilestirir ve siirdiiriilebilir tarim uygulamalarina katk1

saglar (Madigan vd. 2015).

Pseudomonas lini; Pseudomonadaceae familyasina ait, Gram-negatif, cubuk seklinde
ve hareketli bir bakteridir. Oksidaz aktivitesi: pozitif, Katalaz aktivitesi: pozitif ve endospor
olusturmazlar. Pseudomonas tiirleri, genellikle ¢ok yonlii biyokimyasal aktiviteleri, ¢evresel
uyum yetenekleri ve ¢esitli bitki-mikroorganizma etkilesimlerinde yer almalariyla bilinir
(Madigan vd. 2015). Pseudomonas lini, 6zellikle bitki biiyiimesini tesvik edici 6zelliklere
sahip bir tiirdiir ve cesitli tarimsal uygulamalarda kullanilma potansiyeline sahiptir. Bitki
koklerinde kolonize olarak biiylime hormonlar1 iiretme kapasitesine sahiptir. Bu bakteriler,
indole-3-asetik asit (IAA) gibi biiylime diizenleyici hormonlar iiretebilirler, bu da bitkilerin
kok gelisimini ve genel biiylimesini tesvik eder (Garrity vd. 2004). Ayrica, fosfat ¢oziindiirme
ve siderofor iiretme yetenekleri sayesinde bitki besin elementlerinin kullanilabilirligini
artirirlar. Pseudomonas lini, patojen mikroorganizmalarla rekabet eden ve onlari baskilayan
biyokontrol ajanlari olarak kullanilir. Ozellikle antifungal bilesikler ve sideroforlar iireterek,
bitkilerin kok patojenlerine karst korunmasma yardimci olabilirler (Holt vd. 1994). Bu
ozellikleri, tarimsal {retimde zararli mikroorganizmalara karst biyolojik miicadele
stratejilerinin bir pargasi olarak kullanilmasina olanak tanir. Toprak organik maddesinin
biyodoniisiimiinde rol oynayan ¢esitli enzimler iiretir. Bu enzimler, bitki artiklar1 ve organik
maddelerin parcalanmasina katki saglar, bu da topraktaki biyoyararli besin elementlerinin
artmasina neden olur (Madigan vd. 2015). Bu siireg, siirdiiriilebilir tarim uygulamalari
acisindan olduk¢a Onemlidir. Pseudomonas lini, rizosferde dolayli yoldan baklagil
bitkilerinin biiyiimesini destekleyen ve toprak verimliligini artiran bir etkiye sahiptir. Bu

nedenle, bitkiler icin faydali mikroorganizmalar arasinda yer almakta ve ¢esitli tarimsal

47



uygulamalarda potansiyel bir biyogiibre veya biyokontrol ajani olarak degerlendirilmektedir

(Garrity vd. 2004).

Achromobacter mucicolens; Achromobacter cinsine ait, Gram-negatif, gubuk seklinde
ve hareketli bir bakteridir. Achromobacter tiirleri, gesitli ¢evresel ortamlarda bulunan, yiiksek
uyum kabiliyetine sahip ve c¢ok yonlii biyokimyasal aktiviteler sergileyen
mikroorganizmalardir (Garrity vd. 2004). Achromobacter mucicolens, o6zellikle organik
madde dontisiimii ve bitki-mikrop etkilesimlerinde 6nemli roller tistlenebilir. Achromobacter
mucicolens, organik maddeyi pargalayarak topraktaki biyoyararli besin elementlerini artiran
gesitli enzimler iretebilir. Bu enzimler, Ozellikle bitki artiklari ve organik maddelerin
doniisimiinde 6nemli rol oynar (Madigan vd. 2015). Bu, toprak sagligmin iyilestirilmesine
katki saglar ve bitkiler i¢in daha verimli bir bliylime ortam1 olusturur. Bu bakteri tiirii, patojen
mikroorganizmalarin biiylimesini engelleyebilecek cesitli biyokimyasal bilesikler iiretebilir.
Ozellikle kok bolgesinde patojen baskilama yetenekleri sayesinde, bitkiler iizerinde
biyokontrol ajani olarak potansiyel bir rol oynayabilir (Holt et al., 1994). Bu, tarimsal
tiretimde pestisit kullanimini azaltmak i¢in biyolojik miicadele stratejilerinin bir parcasi
olarak degerlendirilmektedir. Achromobacter mucicolens, bazi bitki biiyiime diizenleyici
hormonlar iiretebilir. Ayrica, rizosferdeki besin elementlerinin ¢oziinlirliigiinii artirarak bitki
koklerinin daha verimli bir sekilde besin almasina olanak saglar (Garrity vd. 2004). Bu

etkiler, 6zellikle kok biiylimesini ve bitkilerin genel sagligini destekler.

Paenibacillus panacisoli; Paenibacillaceae familyasina ait, Gram-pozitif, endospor
olusturan bir bakteridir (Tindall vd. 2006). Bu bakteri tiirii, 6zellikle biyogiibre olarak tarim
alanlarinda 6nemli bir potansiyele sahiptir. Paenibacillus panacisoli, bitki biiyiimesini
destekleyen biyokimyasal aktivitelere sahiptir ve biyoproseslerdeki etkinligi ile bilinmektedir
(Garrity et al., 2004). Bu tiir, toprak mikrobiyolojisi agisindan oldukca degerli olup, cesitli
toprak tiirlerinde ve bitki koklerinde kolonize olabilir. Paenibacillus panacisoli, fosfat
¢Oziindiirme yetenegi ile bitkilere gerekli fosforu saglama agisindan énemli bir role sahiptir.
Topraktaki ¢oziinmeyen fosfatlar1 ¢oziiniir hale getirerek bitki kokleri tarafindan emilimini
artirir (Madigan vd. 2015). Bu ozellik, 6zellikle diisiik fosfor igerigine sahip topraklarda bitki
biiyiimesini desteklemektedir. Fosfor ¢oziindiirmenin yaninda siderofor iiretme kapasitesi, bu
bakterinin demir alimini artirarak bitki saghigini desteklemesine yardimer olur (Garrity vd.
2004). Bitki patojenlerine karsi biyokontrol ajani olarak islev gorebilir. Ozellikle siderofor
iretimi sayesinde, patojen mikroorganizmalarin biiylimesini engelleyerek bitkiler i¢in saglikli

bir biiylime ortami saglar (Holt vd. 1994). Bu, bitki kokleri etrafindaki mikro ekosistemde
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rekabeti artirarak patojenlerin baskilanmasina katkida bulunur. Toprak organik madde
doniisiimiinde rol oynayan enzimlerin iiretimi sayesinde toprak sagligini iyilestirir. Bu
enzimler, organik maddeleri parcalayarak topraktaki biyolojik aktiviteyi artirir ve bitki besin
elementlerinin biyoyararliigini yiikseltir (Madigan vd. 2015). Dolayisiyla, bu bakterinin

toprak kalitesine olan katkisi, siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinda dikkat ¢eken bir faktordiir.

Paenibacillus panacisoli, baklagil bitkileri ile dogrudan simbiyotik bir iliski kurmaz.
Baklagil bitkilerinde kok nodiilii olusturarak azot fiksasyonu yapan bakteriler, genellikle
Rhizobium tiirleridir. Rhizobium bakterileri, baklagillerin koklerinde nodiil olusturarak
atmosferik azotu bitkilerin kullanabilecegi bir forma doniistiiriirler (Madigan vd. 2015). Buna
karsin, Paenibacillus tiirleri, 6zellikle fosfat ¢oziindiirme ve siderofor iiretimi gibi dolayli
yoldan bitki biiylimesini tesvik eden Ozelliklere sahiptir. Bu nedenle, baklagiller de dahil
olmak iizere cesitli bitki tiirlerinin biliylimesini destekleyebilirler, ancak bu dogrudan bir
simbiyoz iliskisi seklinde degildir. Paenibacillus panacisoli, rizosferde (bitki kokleri
cevresinde) yasayarak toprak kalitesine katkida bulunur ve bitkiler i¢in faydali bir
mikroekolojik denge saglar (Garrity vd. 2004). Dolayisiyla, baklagil bitkileri ile dogrudan bir
simbiyotik iligski kurmasa da, bu bitkilerin biiylimesini destekleyecek mikrocevresel kosullar

tyilestirebilir.
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5. SONUC

Bu c¢alisma, Aydin ili Kogarli ilgesinde yonca (Medicago sativa) tarimi yapilan
alanlarda, yonca bitkilerinin kok nodiillerinden izole edilen Rhizobium bakterilerinin
inokulant olarak uygulanmasinin bitki gelisimi ve azot alimimi iizerindeki etkinligini
incelemistir. Elde edilen sonuglar, bakteri asilamasiin yonca bitkilerinin azot igerigi ve nodiil
olusumu {izerindeki belirgin etkilerini agik¢a ortaya koymustur. Arastirmada o&zellikle
Inokulant-6'nin en yiiksek toplam azot igerigini sagladig1 ve +N kontrol grubuna kiyasla daha
istiin sonuglar verdigi belirlenmistir. Bu bulgu, bakteri asilamasinin bitki biiyliimesi ve azot
fiksasyonu tiizerindeki kritik roliinii vurgulamakta, simbiyotik etkinligin bitki gelisimi

tizerindeki 6nemli etkisini gdstermektedir.

Bakteri uygulamalarinda etkinlik derecelerindeki farkliliklar, dogru suslarin se¢iminin
biyolojik azot fiksasyonunu artirmadaki onemini kanitlamistir. Rhizobium suslarinin dogru
kullanimi, bitki azot miktarim1 ve genel gelisimini olumlu yonde etkileyerek, azotlu giibre
thtiyacin1 azaltmakta ve ¢evresel siirdiiriilebilirlige katki saglamaktadir. Denemede, bakteri
asilamasi yapilmayan —N (azotsuz) ve +N (azotlu) Kontrol gruplarinda nodiil olusumu
gozlemlenmemistir; bu durum, inokulasyonun baklagillerde nodiil olusumu {izerindeki

etkisini net olarak ortaya koymaktadir.

Bakteri asilamasinin, kimyasal gilibre kullanimina duyulan ihtiyaci azaltarak ekonomik
avantajlar sundugu ve siirdiiriilebilir tarim igin gevresel faydalar sagladigi bu calisma ile
dogrulanmistir. Bakteri asilamasi, yalnizca tarimin verimliliini artirmakla kalmaz, aym
zamanda toprak ve su kaynaklarinin korunmasina da katkida bulunur. Bu bulgular, bolgedeki

ciftcilere ve tarim politikalarina rehberlik eder niteliktedir.

Sonu¢ olarak, bu calisma, Aydin ili gibi tarimsal potansiyeli yiiksek bolgelerde
biyolojik azot fiksasyonunun etkin bir sekilde kullanilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.
Elde edilen veriler, Rhizobium suslarinin ¢esitliliginin ve etkinliginin incelenmesine yonelik
daha fazla arastirma ihtiyacini isaret etmektedir. Ilerleyen calismalarla bu bulgularin daha
genis alanlarda dogrulanmasi ve uygulama alanlarinin genisletilmesi, hem tarim verimliligini

artiracak hem de ¢evresel siirdiiriilebilirligi destekleyecektir.
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