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Vicia GRUBU BAKLA(_;iLLERl_)E RHIZOBIYAL SIMBIiYONT
SECICILIGININ MOLEKULER YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

OZET

Bu caligmada Orta Karadeniz Bolgesi’ndeki bazi illerde (Samsun, Ordu, Amasya,
Sinop ve Corum) yetistirilen bakla (Vicia faba L.), bezelye (Pisum sativum L.) ve
mercimek (Lens culinaris Medik.) gibi baklagillerinden ve yabani tiirler kocafig
(Vicia narbonensis L.) ve miirdiimiik’iin (Lathyrus setifolius L.) kok nodiillerinden
elde edilen Rhizobium leguminosarum biovar. viciae izolatlar1 kullanilmis ve
literatiirde rapor edildigi tizere Vicia grubu i¢inde rhizobia-baklagil segiciliginin olup
olmadiginin bakla bitkisi kullanilarak test edilmesi amaglanmigtir. Bakla, bezelye,
mercimek ve yabani tiirlere ait toplam 26 adet izolat kendi laboratuvar kiiltiir
koleksiyonumuzdan kullanilmustir.

Calismada kullanilacak olan izolatlar ilk olarak nodiilasyon testlerinin
uygulanmasi i¢in gruplara ayrilmistir. Gruplara ayirma islemi RAPD kullanilarak
yapilmistir.

Nodiilasyon testi i¢in bakla, bezelye, mercimek ve yabani tiirlerden elde edilen
rhizobiyal izolatlar kullanilmis ve azotlu ve azotsuz kontrol ¢aligmalarinin yani sira
izolatlarin karisimindan olusan gruplar olusturulmustur. Kontrollii ortamda
nodiilasyon testleri ilk kez bu ¢alismada yapilmistir.

Bakla bitkisinin hangi izolat1 sectiginin belirlenmesinde RAPD iglemi basarisiz
olmus, daha sonra ITS-PCR caligsmas1 yapilmistir. ITS bolgesi izolatlarin ayriminda
biiyiikk kolaylik saglamistir. Elde edilen sonuglardan Vicia grubu iginde genellikle
rhizobia-baklagil secicililiginin oldugu gosterilmistir. Rhizobiyal izolatlarin
ayrilmasinda ITS dizileme islemi ilk kez bu ¢alismada uygulanmustir.

Vicia grubu iginde rhizobia-baklagil se¢icililiginin nedeninin NodD proteinin
baglandig1 promotor bolgesi olan nod kutusu kaynakli olup olmadigi anlasilmasi i¢in
tasarlanan 6zel primerler ile dizileme islemi yapilmistir. Elde edilen dizilerin
incelenmesi sonucunda, nod kutusu bolgesi farkliliklarinin izolat tercihinde dogrudan
bir etkisinin olmadig tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Rhizobium leguminosarum biovar. viciae, Vicia faba,
rhizobia-baklagil seciciligi, RAPD-PCR, ITS-PCR, nod kutusu
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INVESTIGATION OF SELECTIVITY OF RHIZOBIAL SYMBIONTS
THROUGH MOLECULAR METHODS IN LEGUMES OF Vicia GROUP

ABSTRACT

Rhizobium leguminosarum biovar. viciae isolates obtained from the root nodules of
bean (Vicia faba L.), pea (Pisum sativum L.), lentil (Lens culinaris Medic.), the wild
species narbon vetch (Vicia narbonensis L.) and brown vetchling (Lathyrus setifolius
L.) grown in some provinces (Samsun, Ordu, Amasya, Sinop and Corum) in the
Central Black Sea Region were used to test if there was the selectivity of the
rhizobia-legume in Viciae group as reported in the literature in this study. A total of
26 isolates from our laboratory culture collection and belong to bean, pea, lentil and
wild species were used.

The isolates were first separated into groups for the implementation of
nodulation tests using RAPD.

For nodulation test, rhizobial isolates obtained from broad bean, pea, lentil and
wild species were used and the groups consisting of the mixture of isolates as well as
control experiments with and without nitrogene were set out. Nodulation tests in a
controlled environment were conducted for the first time in this study.

To determine which isolates were choosen by legumes, RAPD was tried first.
Whenever it failed, ITS-PCR which has been provided great convenience for the
differentiation of isolates were conducted. Our results showed that there was
generally the rhizobia-legume selectivity within Vicia group. ITS sequencing used to
separate the rhizobial isolates were applied for the first time.

Moreover, to see if the cause of rhizobia-legume selectivity was based on nod
box, promoter region linked to NodD proteins was sequenced using specially
designed primers. It was found that sequence differences in nod box region have no a
direct influence in the selection of isolates.

Key Words:. Rhizobium leguminosarum biovar. viciae, Vicia faba, rhizobia-legume
selectivity, RAPD-PCR, ITS-PCR, nod box
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1. GIRIS

Rhizobia, baklagil bitkileriyle simbiyotik azot fiksasyonu olusturan toprak
bakterilerinin filogenetik olarak cesitli gruplarina verilen genel bir isimdir (Akgay ve
Roughgarden, 2007). Mutualistik iliskilerden biri olan rhizobia-baklagil iliskisi
insanlar ve ekosistemler i¢in en 6nemli ekolojik etkilesimler arasinda yer almaktadir.
Kiiresel diizeyde simbiyotik olarak iiretilen azot miktarinin, ticari giibre iiretiminden
elde edilen azot kadar oldugu diisiiniilmektedir (Gordon ve dig., 2001).

Baklagil bitkilerinde azot fikse eden nodiillerin olusumu, Rhizobium ve
konukgu baklagil arasinda meydana gelen 6zel segim ile olmaktadir. Ornegin
Rhizobium leguminosarum biovar. viciae Pisum, Vicia, Lens ve Lathyrus cinsleriyle
simbiyotik iliski olusturmaktadir (Surin ve Downie, 1988).

Bakteriler baklagil tiirleri i¢in spesifiktir ve kok nodiil yapisinin essiz bir
farklilasma stireciyle sonuglanir. Her bir basamak asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1.Baklagil kokleri flavonoid olarak adlandirilan 6zel kimyasallar1 salgilar, bu
sinyal molekiilleri rizosferdeki rhizobiumlar1 ¢eker.

2.Flavonoidler aym1 zamanda nod faktorleri adi1 verilen lipokitin
oligosakkaritlerin ~ iiretimi i¢cin rhizobiyal genomda nod genlerinin
transkripsiyonunu indiikler.

3.Bitki kokii, Nod faktorlerinin kimyasal yapisini tanir ve bu lipokitin
oligosakkarit molekiiller baklagil reseptor kinazlarca alinir. Nod faktorleri bitki
sacak koklerini aktive eder ve bu tanima islemi bakteri ve baklagil arasinda
ozeldir.

4.Simbiyotik bakteriler sagak kokler tizerine yerlesir ve kok igerisine girerler; bu
durum kok enfeksiyonu olarak adlandirilir.

5.Bakteriler bir lipopolisakkarit kapsiil tretir. Bu kapsiil rhizobiumlarin bitki
savunma sistemini asip, enfeksiyon ipligi adi verilen yapiyla koke girmesini
saglar.

6.Fitohormonlar kdk hiicre boliinmesini uyarmak igin bakteriler tarafindan

tiretilir ve bitki kokii, nodiilii olusturmak icin hizli bir sekilde biiyiir.



7. Kok nodiil bakterileri diisiik azotlu ortama ve nodiildeki azalmis oksijen
seviyesine uyum saglamislardir. Baz1 durumlarda bakteriler yuvarlak hiicreler
ya da ‘Y’ bigimindeki hiicreler olusturarak farklilagir. Bu farklilasan bakteriler
bakteroidlerdir ve bu hiicresel birimler azot fiksasyonu i¢in énemlidir (Barton
ve Northup, 2011).
van Berkum ve dig. (1995) yaptiklart DNA-RFLP calismasinda bakla bitkisi

kok nodiillerinden elde edilen Rhizobium izolatlarinin, Pisum sativum Medik., V.
villosa Roth, ve Trifolium spp. ait bitkilerde bulunanlardan ayirt edilebildigini
gostermislerdir. Bu ¢aligmanin ana diisiincesini bu hipotez olusturmakta olup; sz
konusu rhizobiyal topluluktan bitkinin nasil se¢im yaptigi ve hangi formlar
sectiginin belirlenmesi gereken hususlardandir. S6z konusu se¢imin dogru bir sekilde
ekolojik faktorler de dikkate alinarak tayini Ozellikle hem inokiilant ¢aligmalari
acisindan hem de tlilkemizde yaygin bir sekilde iiretimi yapilan bu bitkiler agisindan
onemli sonucglar dogurabilecek potansiyele sahiptir. Dolayisiyla partner se¢imi ile
ilgili uygun molekiiler yontemlerin belirlenmesi yukarida belirtilen yararlarin
saglanabilmesi acisindan 6nemlidir. Molekiiler biyolojide giiniimiizde yaygin sekilde

kullanilmakta olan bazi belirtecgler kullanilarak s6z konusu yontemler gelistirilebilir.

Bir tir icindeki izolatlar arasindaki genetik c¢esitliligi kolay bir sekilde
belirlemek i¢in RAPD kullanilmaktadir (Alvarez-Martinez ve dig., 2009). Ciinkii bu
metot oldukca ayirt edicidir ve c¢ok sayidaki izolata kolaylikla uygulanabilir
(Handley ve dig., 1998). RAPD, polimeraz zincir reaksiyonu temelli bir tekniktir.
DNA dizisindeki degisiklikleri belirlemek i¢in istege bagli primerler kullanilarak
yapilir. Dizi varyasyonlar1 ¢ogaltilan {irlinlerin sayist ve uzunluguna bagli olarak
ortaya cikar. Filogenetik iliskiler RAPD parmak izlerinin istatiksel analizlerinden
olusturulur (Young ve Cheng, 1998). RAPD’in yakin akraba bakterileri ayirmada
kullanisli oldugu bulunmustur (Rajasundari ve dig., 2009).

Rhizobium leguminosarum genomunun kromozomal kisminin 16S ve 23S
ribosomal DNA (rDNA) genlerinin arasinda yer alan ITS (ara transkripsiyon bolgesi
- internal transcribed spacer) kullanilarak rhizobiyal izolatlar karakterize
edilmektedir. ITS kromozomal degisiminin bir gdstergesi olarak yorumlanabilir
(Palmer ve Young, 2000). ITS bolgesi yakin iliskili taksonomik gruplarda bile
biiyiikliikk ve dizi igerigi olarak oldukca gesitlidir (Giirtler and Stanisich, 1996).
Palmer ve Young (2000) PCR-ITS RFLP ve Kwon ve dig. (2005) PCR-ITS dizileme



yontemlerini Rhizobium izolatlarin genetik polimorfizmini ortaya g¢ikarmak igin
kullanmiglardir.

nodD filogenisi biiyiik oranda kromozomal lokuslardan bagimsizdir, soy hatlar
arasindaki g¢oklu gen transferlerini yansitmaktadir (Tian ve dig., 2010). NodD,
NodABC’nin aktivasyonu i¢in konukg¢u kokenli olan flavonoidlerle birlesmelidir;
aktivasyon islemi NodD’nin promotor bolgesi nod kutusuna baglanmasini
gerektirmektedir (Long, 1989). Bakla ile belirli Rhizobium leguminosarum biovar.
viciae izolatlar1 arasindaki Ozgiinliigiin, nodiilasyon testleri ile gosterilecegi
caligmalarda; bu 6zglinliigiin nedenin nodD (aktivator protein) proteininin baglandigi
nod operonunun promotor bdlgesi olan nod kutusu ile ilgi olup olmadig: kesin olarak
bilinmemektedir. nod kutusu filogenisinin bu baglamda farkliligi gostermede

kullanilabilecek potansiyel belirteg oldugu diistiniilmektedir.

1.1 Tezin Amaci

Baklagiller ile rhizobia arasindaki iliskinin sonucu olarak gergeklesen simbiyotik
azot fiksasyonu siirdiiriilebilir tarim i¢in olduk¢a 6nemli olup kiiresel azot dongiisiine
onemli Olglide katki saglamaktadir. Giibre kaynakli azot yoklugunda, bakterilerle
simbiyotik azot fiksasyonu bitkinin gelismesini olanakli kilar. Baklagiller (6zellikle
de baklagil tohumlari) endiistri i¢in besin, yem ve ham madde bakimindan zengin bir
kaynak olmalar1 dolayisiyla, fonksiyonel genomik ve biyoteknoloji ¢aligmalarinda
hedef haline gelmislerdir (Udvardi, 2001).

Baklagil-rhizobia etkilesimi belirli 6l¢iilerde 6zgiin olarak gergeklesmektedir.
Bu simbiyozdaki partner se¢imi i¢in farkli teoriler 6ne siiriilmektedir (Denison, 2000;
West ve dig., 2002; Simms ve Taylor, 2002; Schwartz ve Hoeksema, 1998). Vicia
grubu (IRL soy hatti - Cronk ve dig., 2006) igerisinde bazi Rhizobiyal gruplarin
ozellikle tercih edildigi belirtilmektedir. Ornegin ayni gruptan degisik etkinlik
seviyesinde farkli izolatlar tercih edilmektedir. Ancak bu konuda kontrollii, 6zellikle
de molekiiler seviyede ¢alismalar bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada Vicia tribe igerisinde yer alan bitkilerden iilkemiz i¢in ekonomik
onemi olan bakla (Vicia faba L.), bezelye (Pisum sativum L.) ve mercimek (Lens
culinaris Medik.) tiirleri se¢ilmislerdir. Bu bitkilerden elde edilen rhizobiyal
izolatlarin bakla bitkisine inokiile edilmesi sonucunda bakla bitkisinin hangi izolat

grubunu segecegi kontrollii deneyler yapilarak test edilecektir. Bdylece literatiirde de



(Surin ve Downie, 1988) 6zgiin olarak olustugu belirtilen rhizobia-baklagil etkilesimi

hipotezinin dogrulugu sinanmis olacaktir.

1.2 Tezin Onemi

Diinya genelinde dikkate deger bir miktarda organik azot, kok nodiilasyonu olusturan
rhizobiyal bakteriler ve baklagil konukgu bitkiler arasindaki simbiyotik iliski yoluyla
elde edilmektedir. (Simms ve Taylor, 2002; Postgate, (1998)’dan). Yararli bitki-
mikroorganizma etkilesimlerinin farkli bir ¢esidi olarak, ¢ogunlukla sinirli azotun
oldugu ortamlarda yetisen bitkiler azotu simbiyotik azot fiksasyonuyla elde ederler.
Bu iligskide ¢ok sayida farkli rhizobiyal izolat etkili olmaktadir (Burdon ve dig.,
1999; Simms ve Taylor, 2002).

Rhizobium leguminosarum biovar. viciae izolatlarinin Pisum, Vicia, Lens ve
Lathyrus cinsleriyle spesifik olarak simbiyotik iliski olusturdugu literatiirde
belirtilmektedir (Surin ve Downie, 1988). Bu cinsler iilkemiz i¢in Onemli olan
yemeklik baklagilleri ihtiva etmektedir. Bu ¢alisma ile se¢imle ilgili hipotezin
dogrulanmasin1 ilk defa yapilacak ve Ozellikle de yemeklik baklagillerin
yetistirilmesinde gerekli olan biyolojik giibrelerde (s6z konusu caligsmalarimizin
sonunda gelistirilebilecek yontemler ile) hangi organizmalarin kullanilabileceginin

pratik olarak belirlenmesini saglayabilecektir.



2. GENEL BILGILER

Mutualizm, iki tiir arasindaki etkilesimlerin 6zel bir tipi olup, tiirler arasinda
karsilikli yarar saglama s6z konusudur. Yarar degis tokus, bir sunum (baz1 besinler)
veya bir hizmet (tozlasma, koruma) olabilir (McGill, 2005). Dogada sik karsilasilan
olaylar olan mutualistik etkilesimler bircok ekosistem i¢in Onemli rol
oynamaktadirlar (Akgay ve Roughgarden, 2007). Mutualistik iliskilerden biri olan
rhizobia-baklagil iliskisi insanlar ve ekosistemler i¢in en 6nemli ekolojik etkilesimler
arasinda yer almaktadir. Kiiresel diizeyde simbiyotik olarak iiretilen azotun, ticari
giibre iiretiminden elde edilen azot kadar oldugu diisiiniilmektedir (Gordon ve dig.,
2001). Rhizobia ve baklagiller arasindaki simbiyotik birliktelik, biyolojik olarak
fikse edilen azotun % 80’ini ve diinya genelindeki protein temininin % 25-30’unu
karsilamaktadir (McInroy ve dig., 1999).

Azot, yasayan organizmalarin temel bilesenidir; hem deniz hem de kara
ekosistemlerindeki bitkiler tarafindan asimile edilmektedir. Sonu¢ olarak azot,
biyosferdeki primer iiretimin kontroliinde kritik rol oynamaktadir. Azot, aym
zamanda insanlarin beslenmelerinde kullandiklar: bitkiler i¢in de sinirlayici bir faktor
olmaktadir (Gruber ve Galloway, 2008). Bununla birlikte bitkiler atmosferdeki gaz
halindeki azotu (N2) kullanamazlar. Bitkilerin azotu absorbe edebilmeleri i¢in azotun
once amonyum (NH,") ya da nitrata (NO3") doniistiiriilmesi gerekir. Azot fikse eden
bakteriler olarak isimlendirilen bazi bakteriler, azotu (N;) amonyaga (NHs)
dontistiirerek toprakta depo ederler. Bu isleme azot fiksasyonu adi verilmektedir

(Campbell ve Reece, 2008).

2.1 Rhizobia

Tam anlamiyla ‘rhizobia’ terimi Rhizobium cinsi iiyelerini ifade etmektedir. Fakat,
yillar icinde bu terim baklagillerle iliskili olarak nodiilasyon ve azot fiksasyonu
yapma yeteneginde olan bakteriler i¢cin kullanilir hale gelmistir (Willems, 2006).
Rhizobia, azot fiksasyonu yapmak iizere baklagil koklerinde simbiyoz olusturan alfa-

proteobacteria ve beta-proteobacteria alt grubunda yer alan (Willems, 2006) ve gram



negatif bakterilerdir (Sekil 2.1) (Long, 1996). Biitiin rhizobiumlar kiigiik alt birim
(16S) rRNA’nin gen kodu dizisine dayanarak Proteobacteria’nin alfa ve beta

altgrubuna yerlestirilmislerdir (Willems, 2006).

Sekil.2.1. Rhizobium leguminosarum biovar viciae’nin mikroskop goriintiisii
(biiytitme 4x100)

1600’lerin sonlarinda Marcelo Malpighi koklerinde gelismis nodiilleri bulunan
baklagilleri resmetmistir (Barton ve Northup, 2011). 19. yy sonlarinda, baklagil
bitkilerinin kok nodiilleri ile atmosferik azotu asimile ettigi fark edilmistir.
Beijerinck 1888’de kok nodiil bakterilerinin izolasyonunu yapmis ve bu bakterilerin
azot fiksasyonu siirecinden sorumlu olduklarini agiklamistir. Bu bakterilere Bacillus
radicicola ismini vermistir (Beijerinck, 1888; Willems (2006)’dan). Daha sonra,
Frank cins ismini Rhizobium olarak degistirmis ve cins baslangigta R.
leguminosarum olarak tek bir tiirden olusmustur (Frank, 1889; Willems (2006)’dan).

20. yy’in baglarinda, farkli bakterilerle gesitli baklagil bitkilerinin nodiilasyon
testleri, ¢apraz-asilama gruplarinin olusmasina yol agmistir. Bu deneylerde ¢apraz
astlama grubu ic¢indeki bir bitkiden elde edilen rhizobiumlarin, grupdaki diger tim
bitkilerle nodiil olusturmas: beklenmistir (Fred ve dig., 1932; Willems (2006)’dan).

Bu kavram rhizobial taksonomide de kullanilmig, fakat daha sonra giivenilir bir



taksonomik belirte¢ olmadigi i¢in bu gruplandirmadan vazgegilmistir (Wilson, 1944;
Graham, 1964; Willems (2006)’dan). 1960’larin baslarinda bakteriyologlar niimerik
taksonomi ¢alismalarinda morfolojik, besinsel ve metabolik karakterlerin ¢esitliligini
(Graham, 1964; ‘tMannetje, 1967; Moffet ve Colwell, 1968; Willems (2006)’dan),
serolojiyi (Graham,1963; Vincent ve Humphrey, 1970; Willems (2006)’dan) ve basit
DNA karakterlerini (De Ley ve Rassel, 1965; Willems (2006)’dan) kullanmaya
baslamistir. Rhizobium ve Agrobacterium iligkisi ortaya ¢ikarilmistir ve hizli ve
yavas gelisen rhizobia olarak net bir ayrim olusmustur (Graham, 1964; Willems
(2006)’dan), bir diger grup Bradyrhizobium ayri bir cins olarak yerlestirilmistir
(Jordan, 1982). 1980’lerden itibaren, daha ¢ok genetik karakterin (DNA-DNA ve
DNA-rRNA hibritizasyonu, rRNA kataloglari, rDNA dizileme) girisiyle rhizobia ve
onlarin iliskili oldugu diger bakteri gruplar1 arasinda daha fazla cesitlilik oldugu
ortaya ¢ikmistir. Bu durum cins sayisinda kademeli bir artisa yol agmistir (Willems,
2006).

Onceleri kok nodiil bakterilerinin siniflandirilmast, Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology kitabinin birinci baskisinda hizli ve yavas gelisen
mikroorganizmalar olarak iki cins, yani Rhizobium ve Bradyrhizobium olmak iizere
yapilmistir. Hizli gelisen rhizobia baslangigta 3 tiir i¢inde ayrilmistir: Rhizobium
leguminosarum, Rhizobium meliloti ve Rhizobium loti (Rajasundari ve dig., 2009).
2012 yilinda tanimlanmus tiir sayis1 44’e ¢ikmisken (Qin ve dig., 2012), giiniimiizde
ise bu sayr 86’ya ulasmistir (Cizelge 1.1). Bu c¢alismanin konusunu olusturan
Rhizobium leguminosarum ii¢ biyolojik varyete i¢ermektedir. Bunlar Rhizobium
leguminosarum biovar. trifolii, Rhizobium leguminosarum biovar. phaseoli ve

Rhizobium leguminosarum biovar. viciae’dir (Rajasundari ve dig., 2009).



Cizelge 2.1. Tanimlanmis Rhizobium tiirleri

. leguminosarum

Frank, 1889; Willems (2006)’dan

. radiobacter

Smith ve Townsend, 1907; Young ve dig. (2005)’den

. rhizogenes Riker ve dig., 1930; Young ve dig. (2005)’den
. rubi Hildebrand 1940; Young ve dig. (2005)’den
. galegae Lindstrom (1989)

. Vitis Ophel ve Kerr (1990)

. tropici Martinez-Romero ve dig. (1991)

etli Segovia ve dig. (1993)

. giardinii Amarger ve dig. (1997)

. gallicum Amarger ve dig. (1997)

. hainanense Chen ve dig. (1997)

. undicola de Lajudie ve dig. (1998)

. mongolense van Berkum ve dig. (1998)

. huautlense Wang ve dig. (1998)

. larrymooreii Bouzar ve dig. (2001)

. yanglingense

Tan ve dig. (2001)

. sullae Squartini ve dig. (2002)
. indigoferae Wei ve dig. (2002)

. loessense Wei ve dig. (2003)

. daejeonense Quan ve dig. (2005)

. lusitanum Valverde ve dig. (2005)

. cellulosilyticum

Garcia-Fraile ve dig. (2007)

. selenitireducens

Hunter ve dig. (2007)

. miluonense

Gu ve dig. (2008)

. multihospitium

Han ve dig. (2008)
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. oryzae Peng ve dig. (2008)

. phaseoli Ramirez-Bahena ve dig. (2008)
. pisi Ramirez-Bahena ve dig. (2008)
. fabae Tian ve dig. (2008)

. alamii Berge ve dig. (2009)

. tibeticum Hou ve dig. (2009)

. mesosinicum Lin ve dig. (2009)




Cizelge 2.1 (devam). Tanimlanmis Rhizobium tiirleri

. alkalisoli

Lu ve dig. (2009)

. endophyticum

Lopez-Lopez ve dig. (2010)

. kunmingense

Shen ve dig (2010)

. soli

Yoon ve dig. (2010)

. aggregatum

Kaur ve dig. (2011)

. rosettiformans

Kaur ve dig. (2011)

. pusense Panday ve dig. (2011)
. herbae Ren ve dig. (2011a)

. vignae Ren ve dig. (2011b)

. vallis Wang ve dig. (2011)

. phenanthrenilyticum

Wen ve dig. (2011)

. sphaerophysae Xu ve dig. (2011)

. borbori Zhang ve dig. (2011a)
. tubonense Zhang ve dig. (2011b)
. pseudoryzae Zhang ve dig. (2011c)

. halophytocola

Bibi ve dig. (2012)

. naphthalenivorans

Kaiya ve dig. (2012)

. cauense

Liu ve dig. (2012)

. grahamii

Lopez-Lopez ve dig. (2012)

. mesoamericanum (

Lopez-Lopez ve dig. (2012)

. nepotum

Pulawska ve dig. (2012a)

. skierniewicense

Pulawska ve dig. (2012Db)

. helanshanense

Qin ve dig. (2012)

. leucaenae

Ribeiro ve dig. (2012)

. taibaishanense

Yao ve dig. (2012)

. petrolearium

Zhang ve dig. (2012)

. freirei

Dall’ Agnol ve dig. (2013)

. halotolerans

Diange ve Lee (2013)

. pongamiae Kesari ve dig. (2013)
. paknamense Kittiwongwattana ve Thawai (2013)
. endolithicum Parag ve dig. (2013)
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. Subbaraonis

Ramana ve dig. (2013)
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Cizelge 2.1 (devam). Tanimlanmis Rhizobium tiirleri

. calliandrae Rincén-Rosales ve dig. (2013)
. mayense Rincon-Rosales ve dig. (2013)
. jaguaris Rincoén-Rosales ve dig. (2013)
. tarimense Turdahon ve dig. (2013)

. gilianshanense

Xu ve dig. (2013)

. paranaense

Dall’Agnol ve dig. (2014)

. flavum

Gu ve dig. (2014)

. pakistanensis

Khalid ve dig. (2014)

. lemnae

Kittiwongwattana ve Thawai (2014)

. straminoryzae

Lin ve dig. (2014)

. populi Rozahon ve dig. (2014)
. laguerreae Saidi ve dig. (2014)

. smilacinae Zhang ve dig. (2014a)

. rhizoryzae Zhang ve dig. (2014b)

. metallidurans

Grison ve dig. (2015)

. capsici Lin ve dig. (2015)
. lentis Rashid ve dig. (2015)
. binae Rashid ve dig. (2015)

. bangladeshense

Rashid ve dig. (2015)
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. alvei Sheu ve dig. (2015)
. anhuiense Zhang ve dig. (2015a)
. oryzicola Zhang ve dig. (2015b)

2.2 Fabaceae (Baklagiller)

Fabaceae (Baklagiller) 18.000°den fazla tiiriin bulundugu biiyiik ve g¢esitlilik
gosteren gelismis bir bitki familyasidir (Sprent, 2001; Brewin (2004)’den).
Orchidaceae (Orkidegiller) ve Asteraceae (papatyagiller)’nin ardindan en biiyiik
ticiincli ¢igekli bitki ailesidir (Haider ve dig., 2012). Baklagillerin ayirict 6zelligi
gram negatif kok nodiil bakterlerinin gesitli gruplariyla azot fiksasyonu yapma
yetenegidir (Spaink ve dig., 1998; Brewin (2004)’den). Yaklasik olarak biitiin

baklagil tiirlerinin %90’dan fazlasinda Rhizobium izolatlarinca nodiil olusturulur

(Sprent, 2001; Brewin (2004)’den).
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Rhizobium nodiilasyon davranis1 Fabaceae veya baklagil ailesi ile sinirlidir. Bu
familya icinde bakterilerin her bir tiir, sus veya biyolojik varyeteleri konukgu
bitkilerin smurli bir grubunda nodiil olusturmaktadir (Long, 1996). Fabaceae
familyasi igerisinde bulunan Vicia cinsi IRL soy hattinda (IRLC - inverted repeat
loss clade) yer almaktadir. Bu soy hatti, ekonomik olarak onemli Vicia grubu
cinslerini barindirir; bu cinsler Vicia, Lens, Pisum, Trifolium, Medicago, Cicer ve
Galega’dir (Cronk ve dig., 2006).

Baklagil bitkilerinde azot fikse eden nodiillerin olusumunun, Rhizobium ve
konuk¢u baklagil arasinda meydana gelen 6zel se¢im ile olmaktadir. Rhizobium
leguminosarum biovar. viciae 6rnegin Pisum, Vicia, Lens ve Lathyrus cinsleriyle

simbiyotik iliski olusturmaktadir (Surin ve Downie, 1988).

2.2.1 Vicia faba (Bakla)

Vicia cinsi Orta Dogu’da dagilim gosteren ekonomik olarak énemli birgok yiyecek
ve yem baklagil tliriinii ihtiva etmektedir (Maxted, 1995). Baklanin kokeni ve
kiiltiirlestirilmesi hakkinda bircok goriis vardir: Cubero (1973, 1974) kdkenin
merkezinin yakin dogu oldugunu kabul eder ve bu merkezden dort farkli bolgeye
yayilis olmustur: (1) Avrupa’ya, (2) Kuzey Afrika kiyilarindan Ispanya’ya, (3)
Nil’den Etopya’ya, (4) Mezopotamya’dan Hindistan’a. Diger bir dagilis merkezinin
ise Afganistan ve Etopya’da oldugu iddia edilmistir. Fakat Ladizinsky (1975)
baklanin kokeninin Orta Asya’da oldugunu bildirmistir. Bir diger goriise gore ise
kokenin merkezi Giineydogu Avrupa ve Gilineybati Asya’dir (Muratova, 1931;
Maxted (1995)’den; Maxted, 1995).

Bakla diinyadaki en eski tarim {rlnlerinden biridir. Bakla tarafindan
gerceklestirilen azot fiksasyonu daha sonraki tarim friinleri igin toprak azotunun
artmasini saglar. Aym zamanda 150-300 kg N ha™ serbest azot fikse etme potansiyeli
bulundugu igin yesil giibre olarak da kullanilir. Iyi bir lisin ve levodopa (L-3,4-
dihydroxyphenylalanine (L-dopa)) kaynagidir. Dopaminin Onciisii olan levodopa
Parkinson hastaliginin tedavisinde ila¢ olarak kullanilabilmektedir. Ayn1 zamanda
yiiksek tansiyonun kontroliine yardimer olur (Singh ve dig., 2012).

van Berkum ve dig. (1995) yaptiklar1 rDNA-RFLP calismasinda bakla bitkisi
kok nodiillerinden elde edilen Rhizobium izolatlarimin, Pisum sativum Medik., V.
villosa Roth, ve Trifolium spp. ait bitkilerde bulunanlardan ayirt edilebildigini

gostermislerdir.
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2.3 Bakteri-Bitki Etkilesimi

Bitki ve Rhizobium arasindaki etkilesim nodiilasyonun meydana gelmesi igin
gereklidir ve rhizobia nodiilasyon genleri konukgu spesifikligini belirlemede etkendir
(Surin ve Downie, 1988). Konukgu bitkiden yapilan izolasyon populasyon yapisinin
tamami hakkinda bir fikir verir, ¢iinkii bazi rhizobiumlar baklagillerde nodiil
yapamazlar ve bu izolatlarin toplam rhizobianin 6nemli bir boliimiinii olusturdugu
rapor edilmistir (Laguerre ve dig., 1993).

Yabani baklagiller ve simbiyontlarinin tuzluluk, siddetli kuraklik ve yiiksek
sicaklik gibi asir1 ¢cevre kosullarina toleranslari ¢cevre bilimcilerin dikkatini ¢ekmistir.
Dogal olarak gelisen baklagillerin simbiyotik rhizobiumlar1 bu kosullar altinda

basariyla etkili simbiyozlar olusturabilmektedirler (Zahran, 2001).

OH

(A)

B)
OH
Glukoz
o
Y )
—
(C) OH O

Sekil 2.2. Baklagil kokleri tarafindan iretilen flavonoid bilesikleri; bu flavonoidler
rhizobiumlarin nod genleri ile etkilesime gegerler. (A) Yonca (alfalfa)
kokleri tarafindan salgilanan flavon veya luteolin; (B) tiggiil (clover)
kokleri tarafindan salgilanan flavon glukozid veya apigenin; (C) soya
fasulyesi koklerinden salinan izoflavon veya daidzein (Barton ve Northup,
2011).
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Bitki genellikle sinyal olarak bir flavonoid (Sekil 2.2) iiretir (Long, 1996), bu
organik bilesikler tiirler arasinda degisiklik gosterir (Moschetti ve dig., 2005). Bu
sinyal bakteride gen ekspresyonunu uyarir. Bakteri daha sonra bitkide erken nodiil
gelisimini tetikleyen bir sinyal molekiilii sentezler (Long, 1996). Bakteri bitki
koklerinde nodiil olarak bilinen organin olusumunu tesvik eder (Oke ve Long, 1999).

Baklagil nodiil gelisimi sirasinda, konukgu hiicreleri ile bunlarm simbiyotik
partnerleri  bitki-mikrobiyal hiicre arabiriminde molekiiler etkilesimin yeni
formlarinin gelisimine yol agan ardisik bir metamorfoz gegirir (Brewin, 1991).
Rhizobia tarafindan doku ve hiicre kolonizasyonu, enfeksiyon ipliginin bazi formlari
ile iligkilidir (Sekil 2.3). Enfeksiyon ipligi, bitkinin hiicre disi matriksine gomiilii ve
bitki hiicre duvari materyaliyle sinirlandirilmig istilact bakteri kolonlar1 olarak

tanimlamaktadir (Brewin, 1998).

™) ® RV
» «— Bakteri \'
a® ¥ Sacak «,” Enfeksiyon

ipligi

Kok

Sekil 2.3. Baklagildeki kok nodiiliiniin gelisimi: (A) bakterileri etkileyen bir
kimyasalin sagak koklerden salgilanmasiyla bir dizi olayin baglamasi;
(B) kok korteksinin igerisine bakterilerin tasinmasi igin olusturulan bir
enfeksiyon ipligi; (C) nodiil yapisinin meydana gelisi (Barton ve

Northup, 2011).
Nodiil i¢indeki bakteriler bakteroid adiyla farklilagmis formda yasam siirerler
(Schlaman, 1992; Schlaman ve dig. (1998)’den). Bakteroid farklilasmasi (Sekil 2.4)
ilk olarak 1888’de Beijerinck tarafindan bakterilerin ¢ubuk seklinden Y seklindeki

hiicrelere doniisiimii olarak tanimlanmigtir (Oke ve Long, 1999).

13



(b) (a)

(c) (d)

Sekil 2.4. 1888’de Beijerinck tarafindan yapilan ¢izim, bakteroid farklilagmasi
stiresince morfolojik degisimler gosterilmektedir. Hiicreler bir Vicia
sativa nodiiliiniin kesitlerinden alinan ¢izimlerdir. En geng hiicreler (a)
cubuk bi¢imindedir, bunu (b) ve (c) izler, sonunda en yash hiicreler (d)
Y-bigimindeki bakteroid seklini alirlar (Oke ve Long, 1999).

Konuk¢u bitkinin igindeki bu bakteroidler atmosferik azotu amonyaga
indirgeyerek azot fiksasyonu yaparlar (Sekil 2.5). Etkili nodiil olusturan bakteri
suslarinin yetenegi belli konukgu bitkilerle (genellikle baklagiller familyasindan
bitkilerle) simirhdir. Ornegin Vicia ve Pisum tiirleri Rhizobium leguminosarum
biovar. viciae igin konukgu bitkilerdir (Schlaman, 1992; Schlaman ve dig.
(1998)’den). Azotun bu kullanilabilir formu besinler karsiliginda bitkiyle degis tokus
edilir (Oke ve Long, 1999).

Peribakteroid zar

\ Bakt;roid

Leghemoglobin

Sekil 2.5. Baklagil kok nodiiliiniin modeli. Bir ya da daha fazla bakteroid igeren
nodiil simbiozomlar1 azot fikse eder (Barton ve Northup, 2011).
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Nitrogenaz enzimi oksijene duyarhdir, nodiildeki leghemoglobin azot
fiksasyonuna olanak vermek amaciyla serbest oksijen seviyesini diisiiriir. Azot
fiksasyonu iriinii olarak glutamin iiretilir, bu amino asit protein sentez bolgelerine
sacak kokleri araciligiyla transfer edilir. Simbiyotik birligin kurulmasi, ¢ogunlukla
bakteri ve baklagil arasinda yiiksek seviyede spesifiktir. Fakat bazi toprak
rhizobiumlar1 birkag baklagil tiiriinde nodiil olusturabilir ve bu durum farkl
rhizobiumlar arasinda Sym plazmitteki Nod faktorlerinin lateral gen transferine

dayanabilir (Barton ve Northup, 2011).

2.4 Rhizobia Stratejileri

Rhizobia stratejileri, mutualistik azot fiksasyonundan parazitik (fiksasyon
yapamayan) formlara kadar cok cesitli tiplerde karsimiza ¢ikmaktadir (Friesen ve
Mathias, 2010). Bitkiler ve toprak mikroorganizmalar1 arasindaki besin kazanma
simbiyozlar1 bitki evrimi ve ekosistem fonksiyonlari bakimindan kritik 6neme
sahiptir. Partner se¢imi ve partner bagliligi karsilikli haberlesme ile iligkili bir
mekanizmadir ve teorik olarak azot fikse edemeyenler ile de mutualizme izin verilir
(Simms ve Taylor, 2002). Dinamik bir siire¢ olan partner se¢imi rhizobiumlarin
yeteneklerini de etkilemektedir. Bitkiler simbiyozun ilk donemlerinden itibaren
yararli rhizobiyal sinyalleri taniyarak gelisirler (Heath ve Tiffin, 2009). Konukcu
bitki yararli rhizobiay1 daha biiyiik nodiil bitylime oraniyla 6diillendirir (Friesen ve
Mathias, 2010). Baklagillerin bazi yararli olmayan rhizobiay1 cezalandirdigi ve
kabiliyetlerini azalttigi gosterilmistir, fakat bu yaptirnmlar tiim rhizobia-baklagil
simbiyozlarinda etkili olmamaktadir (Sachs ve Simms, 2008). Cezalandirma
mekanizmasi nodiilar rhizobiyal yasam giiciiniin diismesini ve/veya nodiil erken
yaslanmasini  icerebilmektedir (Marco ve dig.,, 2009). Rhizobia-baklagil
simbiyozunda 6nemli genotip x genotip etkilesimleri tespit edilmistir. Genotip, azot
ve biyotik bagimlilik iligkisinin kalitesi bakimindan genetik varyasyonun devamina
katkida bulunabilmektedir (Heath ve Tiffin, 2007). Tirler ve genotiplerin
uygunlugunun Onemli rol oynamasiyla birlikte, suslarin ¢evresel kosullara
adaptasyonu da partner se¢iminde dnemlidir (Rangin ve dig., 2008). Lektinlerin ve
Ozellikle de onlarin karbonhidrat bagli domainlerinin rhizobia-baklagil simbiyozunda
onemli rolleri bulunmaktadir (Baimiev ve dig., 2005). Rhizobia ile baklagil

konukgulart arasindaki molekiiler tanima sinyalleri, bu simbiyotik iliskide partnerin
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kalitesini  belirlemektedir (Denison, 2001). Bitki ve nodiilleri arasindaki
biyokimyasal gériismelerin bir sonucu olarak mutualizm ortaya ¢ikmakta ve bunun
sonucunda yararli Rhizobium suslar1 bitki tarafindan 6diillendirilmektedir (Ak¢ay ve
Roughgarden, 2007; Akcay ve Simms, 2011).

Su ana kadar mutualistik etkilesimlerin nasil gelistigi ve dogal seleksiyon
tarafindan nasil korundugu konusundaki bilgimiz sinirli kalmistir. Bu problem ii¢
cerceve icinde calisilmistir: evrimsel oyun teorisi (Denison, 2000; West ve dig.,
2002), market teorisi (partner se¢imi; Simms ve Taylor, 2002) ve ticaret avantaji
modelleri (Schwartz ve Hoeksema, 1998). Hem evrimsel oyun teorisi hem de market
teorisi yaklagimlart mutualizme nasil zorlanildigina odaklanirken, ticaret avantaji
modelleri yarar degis tokusunun hangi sartlar altinda avantajli oldugunun 6nceden
belirlenmesini amaglamaktadir (Ak¢ay ve Roughgarden, 2007). Rhizobia-baklagil
iligkisindeki partner se¢imi bir ¢ok arastirict tarafindan farkli teorilerle
aciklanmaktadir; Simms ve Taylor (2002) market modeli adin1 verdikleri teorilerinde
bir partner, potansiyel partnerler marketinden secilen bireylerin bir alt kiimesiyle
aligveris yapmayi sectigini varsaymaktadir. Partner segimini rhizobia-baklagil
iligkisinde evrimsel siireklilikle agiklamislardir. West ve dig. (2002), rhizobia igin
azot fiksasyonun evrimsel olarak kararli oldugunu sdylemektedir. Kiers ve dig.

(2003), nodiillerin performanslarina gore ddiillendirildiklerini 6ne stirmektedirler.

2.5 Nodiilasyon Genleri ve nod Kutusu

Baklagil bitkilerinde rhizobia tarafindan olusturulan kok nodiil yapisi simbiyoz veya
Sym plazmit olarak isimlendirilen biiylik bir plazmit iizerinde bulunan genlerin
kontrolii altindadir. NodD ile uyumlu olarak bitki flavonoidleri nod genlerinin
(Cizelge 2.2) ekspresyonunu uyarmaktadir. NodD proteini pozitif transkripsiyon
aktivatorii olarak gorev yapar. Tim indiiklenebilir nod genleri ve operonlarmnin
oniinde yer alan nod kutusuna baglanir (Sekil 2.6). Olduk¢a korunmus DNA dizisine
sahip olan nod kutusu nod gen ekspresyonunda cis-acting diizenleyici element gibi
gorev yapmaktadir (Moat, 2002). de Maagd ve dig. (1989) restriksiyon bolgelerinin

klonlanmasiyla nod kutusu bdlgesinin dizi analizini yapmislardir.
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Cizelge 2.2. Nodiilasyonla ilgili genler, bilinen fonksiyonlar1 veya aktiviteleri (Moat,

2002)

Isim Fonksiyon ya da aktivite

nodD Pozitif transkripsiton aktivatorii: biitlin indiiklenebilir operonlarin
oniinde yer alan nod kutusuna baglanir

nod kutusu | Olduk¢a korunmus DNA dizisi; nod genlerinin ekpresyonunun Cis-
acting diizenleyici elementi

nodA N-Aciltransferaz

nodB Oligokitin deasetilaz

nodC Oligokitin sentaz

nodFEL Cekirdek lipooligosakkarite agil eklenmesi

nodH Cekirdek lipopolisakkarit yerine bagka atom ilavesi

nodl Nodiilasyonun etkisini ve enfeksiyon ipliginin gelisimi ile ilgili

nodJ Nodiilasyonun etkisini ve enfeksiyon ipliginin gelisimi ile ilgili

nodM Fruktoz-6-fosfat:glutamin amidotransferaz

nodP Siilfat + APS (adenil siilfat) — PAPS (3—fosfoadenil siilfat)

nodQ Cekirdek lipopolisakkarit yerine baska atom ilavesi

nodS N-metiltransferaz

nodU 6-O-Karbamoiltransferaz

nodX Cekirdek lipopolisakkarit yerine baska atom ilavesi

nodZ 6-O-Fukosiltransferaz

noeA Siilfiiriltransferaz

noeC Cekirdek lipopolisakkarit yerine bagka atom ilavesi

noel 2-O-Metiltransferaz

noeJ Mannoz-1-fosfat guaniltransferaz

noeL GDP-Mannoz-4,6-dehidrataz

noeK Fosfomannoz mutaz

nolL O-aciltransferaz

nolO Karbamoiltransferaz

nolK Fukoz sentaz
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Sekil 2.6. Rhizobium leguminosarum biovar. viciae’de nod genlerinin genetik
organizasyonu. Genler, transkripiyonlar1 yoniiniine gore okla gésterilmistir.
Yaygm nod genleri siyah oklarla, konukgu spesifik nod genleri golgeli
oklarla belirtilmistir. nodD geni ise beyaz ok ile gosterilmistir. Siyah
tiggenlerle nod kutularinin pozisyonlar: belirtilmektedir (Schlaman, 1992;
Schlaman ve dig. (1998)’den).

Nodiilasyon genlerinin promotor dizisi, iyi bilinen -10 ve -35 veya -70
kutularini iceren bakteriyal promotorla homoloji géstermez. Bu durumla bagdasarak
E. coli RNA polimerazin rhizobiyal nodiilasyon gen promotorunu tanimadig
bulunmustur (Fisher ve dig., 1987). Fakat bir¢ok nodiilasyon geninin dniinde yer alan
nod kutusu konsensus DNA dizisinin ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (Rostas
ve dig., 1986; Schofield ve Watson, 1986; Spaink ve dig., 1987a; Schlaman ve dig.
(1998)’den).

nod kutusu konsensiis dizisi sirasiyla 2 ve 6 bp ile ayrilmis (korunmamus diziler
— ¢ekirdek konsensiis dizileri) 7, 8 ve 26 bp korunmus modiillerden olusmaktadir.
Genellikle 26 bp modiiliin 1 ila 13 bp asagisinda daha az korunmus AT(T)AG dizisi
tanimlanabilir. Bu bolgenin G orani1 olduk¢a degiskendir. nod kutusuna komsu olan
diger DNA dizisi korunmus degildir. Rhizobium leguminosarum biovar. viciae’de
benzersiz olan NodD proteini, ¢ok yiiksek diizeyde benzer (korunmus) fakat ayni
olmayan nod kutulari ile etkilesime girer (Schlaman ve dig., 1998).

Nodiilasyon genlerinin, bitki konukgularin spesifik enfeksiyonunu ve
nodiilasyonunu kontrol ettigi belirtilmistir (Zhang ve dig., 2000). Nodiilasyon (nod)
ve nitrojen fiksasyon (nif veya fix) i¢in gerekli olan bakterial genler hizli gelisen
Rhizobium tiirlerinde biiyiik Sym (simbiyotik) plazmitlerde yer almaktadir (Schofield
ve Watson, 1986; Schlaman ve dig. (1998)’den). Rhizobia nodiilasyon genlerinin
cogu bakteri bir kiiltiir ortaminda gelistirildiginde sessiz olarak transkribe
edilmektedir (Long, 1996).

nodD allelleri cogunlukla nod gen kiimesi iginde yerlesmis olup, birbirleriyle
%70-90 hibritizasyon benzerligi paylasirlar. Fonksiyonel nodD geni bulunmayan

mutantlar nod regulonunu acgamazlar ve bdylelikle konukc¢u bitkide nodiil
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olusturamazlar (Gyorgypal, 1991). nodD geni Rhizobium leguminosarum biovar.
viciae’de tek kopya olarak bulunmaktadir (Schlaman ve dig., 1998).

Rhizobium spp.’nin molekiiler tiplendirilmesinde genomun simbiyotik
komponent belirteci olan nodiilasyon gen bolgesi (nodD) kullanilmaktadir (Laguerre
ve dig., 2003; Depret ve Laguerre, 2008; Aoki ve dig., 2010). nodD filogenisi biiyiik
oranda kromozomal lokuslardan bagimsizdir, soy hatlar1 arasindaki ¢oklu gen

transferlerini yansitmaktadir (Tian ve dig., 2010).

2.6 Molekiiler Yontemler

2.6.1 RAPD

DNA amplifikasyonu icin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tabanli analizler,
farkli organizmalarin sistematik ve evrimsel egilimlerine yeni bakis acilari
kazandirmigtir. Fakat PCR teknolojisi kullanilarak ¢esitli organizmalarin genetik
analizi yapilmasi i¢in, primerlerin dizayn ve sentezinin yapilmasina ve bunlarin
yapilabilmesi i¢in de organizmalarin genom niikleotid dizilerinin on bilgisine ihtiya¢
duyulmaktadir. Bu sinirlamanin ¢6ziimii, RAPD’dir (da Cunha Galvdao ve Lages-
Silva, 2008).

Random Amplification of Polymorphic DNA (Polimorfik DNA’nin rastgele
amplifikasyonu) yani RAPD bir PCR reaksiyonu tipidir. Fakat DNA segmentleri
rastgele ¢ogaltilir (Kumar ve Gurusubramanian, 2011). RAPD analizleri genetik
cesitlilik calismalarinda yaygin olarak kullanilan molekiiler belirte¢ olarak
tanimlanmistir (Williams ve dig., 1990). Hedef gen icin DNA dizisi bilgisine ihtiyag
yoktur. Primerler dizide herhangi bir yere baglanabilir, fakat baglanilan yerin neresi
oldugu belirli degildir (Kumar ve Gurusubramanian, 2011). RAPD genel olarak
yakin akraba bakteri izolatlar1 arasindaki farkliligi degerlendirmek i¢in kullanilir
(Busse ve dig., 1996).

Rhizobia suslart RAPD parmakizi yontemi kullanilarak ¢alisilmistir; bu teknik
genetik polimorfizmin ortaya ¢ikarilmasi igin siklikla kullanilmaktadir (Paffetti ve
dig., 1996; Handley ve dig., 1998; Young ve Cheng, 1998; Coutinho ve dig., 1999;
Sikora ve Redzepovi¢, 2003; Hameed ve dig, 2004; Moschetti ve dig., 2005;
Rajasundari ve dig., 2009). RAPD profilleri genetik polimorfizmin arastirilmasi igin

yeni yontemler saglamaktadir (Rajasundari ve dig., 2009).
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RAPD analizlerinin temel dezavantaji kommiinitelerin profillerinin istatiksel
karsilagtirilmalar igin yeterli bant elde etmek amaciyla ¢ok sayida primer ile PCR
reaksiyonlarmin yapilmasidir (Franklin ve dig., 1999). Diger bir dezavantaji ise farkl
laboratuvarlar arasinda tekrarlanabilirlik problemidir. Ciinkii elde edilen profiller
primer dizisi, kalip DNA’nin konsantrasyonu ve kalitesi, tamponun bilesimi,
kullanilan Taq polimeraz gibi bir¢cok degiskene baglidir (da Cunha Galvao ve Lages-
Silva, 2008).

2.6.2 PCR-ITS

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) in vitro DNA senteziyle 6zel DNA dizilerinin
¢ogaltilmasini saglamaktadir. Yontemin 6zelligi ¢ogaltilacak olan hedef dizinin, her
bir ucunu taniyan baz ¢iftleri yani, sentetik oligoniikleotid primerlerin
kullanilmasidir. PCR, taniya yonelik olarak bircok geleneksel yontemle
karsilastirildiginda bazi avantajlar sunmaktadir. Bunlar; teknik yiiksek duyarliliga
sahiptir, radyoaktif problar kullanmadan kompleks bir karigimda tek bir hedef
molekiil belirlenebilir, hizli ve ¢ok yonliidiir (Henson ve French, 1993).

Rhizobiyal ITS bolgesindeki degisken diziler, korunmus iki tRNA dizisi
disinda tiim bolge boyunca dagilmistir (Sekil 2.7). ITS bolgeleri yiiksek dizi
varyasyonu ortaya koymaktadir (%24-100) (Kwon ve dig., 2005). ITS bolgesi yakin
iligkili taksonomik gruplarda bile biiyiikliik ve dizi igerigi olarak oldukca cesitlidir
(Glirtler ve Stanisich, 1996). PCR-ITS yontemi rhizobia suslarmi genetik
polimorfizminin ortaya ¢ikarilmasi i¢in kullanilmaktadir (Palmer ve Young, 2000;
Kwon ve dig., 2005)
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Sekil 2.7. 16S-23S bolgesi arasindaki ITS (ara transkripsiyon bolgesi - internal
transcribed spacer) bolgesi (Garcia-Martinez ve dig., 1999)

2.6.3 Filogenetik analizler

Evrimsel bir agag, tiirlerin ¢esitlenmesi sirasinda agiga ¢ikan olay Oriintiisiinii ve bazi
durumlarda da zamanlamasini tanimlar. Soy hatlarinin ortaya ¢ikis sirasini kaydeder
ve hangi organizmalarin daha yakin, hangilerinin ise daha uzak akraba olduklarini
belgeler. En yakin akraba taksonlarin en fazla ortak 6zellige sahip olmasi, evrimsel
akrabalik iligkisi olusturulmasinin temel mantigidir (Freeman ve Herron, 2009).
Diziler arasindaki evrimsel iliskiler bir agactaki dis dallar gibi dizilerin yerlesimiyle
tasvir edilir. Agacin i¢ kisimlarindaki dallanma iligkisi farkli dizilerin benzerlik
derecesini gosterir. iki dizi ne kadar benzer ise dis dallarda komsu olarak yer
alabilirler ve ayn1 dala katilabilirler (Mount, 2001).

Maksimum tutumluluk (parsimoni), uzaklik ve maksimum olasilik (likelihood)
metotlar1, bir grup dizi igerisindeki gesitliligin belirlenmesi i¢in en iyi ag¢iklama olan
evrimsel aga¢ veya agaclarin olusturulmasinda genel olarak kullanirlar (Mount,
2001).

Maksimum tutumluluk (parsimoni) dizilerde incelenen varyasyonu belirlemek
i¢cin adim sayisini en aza indirerek evrimsel agaci (veya agaglar1) tahmin eder. Bu
nedenle, bu metot ayn1 zamanda minimum evrimsel metot olarak da adlandirilir. Her
bir hizalanmis pozisyon igin, filogenetik agaclar en kiicilk oranda evrimsel

degisiklige ihtiya¢ duyar. Bu analiz dizi hizalamasinda her bir pozisyon i¢in devam
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eder. Sonunda bu agaglar en az miktardaki degisiklikle tiretilir. Bu metot kii¢iik ve
oldukga benzer yapidaki diziler i¢in kullanilir, onlar i¢in en uygundur (Mount, 2001).

Uzaklik 6l¢timii iki takson veya iki gen arasindaki farklilik derecesidir (Forey
ve dig., 1992). Iki taksonun genetik uzakliklarinin matriksini agaca doniistiiriir
(Felsenstein, 1988). Uzaklik verisinden bir filogeni hesaplamak igin; bilgisayar
programlari, sonu¢ agacina en benzer formlarin birbirlerine yakin olduklar1 bigimde
taksonlar1 kiimelendirir (Freeman ve Herron, 2009). ‘Komsu’ olarak adlandirilan dizi
ciftlerinin baz degisikligi cok az miktardadir. Agagta bu diziler bir diiglimii veya ayni
atasal pozisyonu paylasilirlar (Mount, 2001). Tercih edilen aga¢ taksonlar arasinda
toplam uzaklig1 en aza indiren agactir (Freeman ve Herron, 2009). En popiiler iki
uzaklik metotu UPGMA ve Neigbor Joining’dir. Her ikisi de algoritmik metotlardir
(Hall, 2004).

Maksimum olasilik metodunda karakter degisiminin olasilikli modeli kullanilir
(Basibiiytiik ve dig., 2000). Bu metot maksimum tutumluluk metoduna benzerlik
gosterir. Fakat maksimum benzerlik metodu farkli soylarda mutasyon oranlari
bakimindan degisken olan agaglar1 degerlendirmek i¢in ek bir potansiyele sahiptir.
Boylece metot olduk¢a farkli diziler arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmada
kullanilabilir, bu durumda maksimum tutumluluk metodu kullanisl degildir (Mount,
2001).

Bootstrap (se¢-bagla) belli bir aga¢ ftizerindeki dallardan hangilerinin
digerlerine gore daha iyi desteklendigini degerlendiren bir tekniktir (Felsenstein,
1985). Bootstrap testinde bilgisayar mevcut veri setinden tekrarli 6rnekleme yoluyla
yeni bir veri seti olusturur. Bootstrap tahmininde bir dal ne kadar ¢ok kez ¢ikarsa, bu
dalin gercekte var oldugu konusunda giivenimiz artmaktadir (Freeman ve Herron,
2009). Bootstrap desteginin %70 veya daha biiyiik olmasi genellikle dogru filogeni
ile iliskilendirilir (Hillis ve Bull, 1993).
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3. MATERYAL METOT

3.1 Calismada Kullanilan Rhizobium izolatlar

Bu calismada, Orta Karadeniz Bolgesi’ndeki bazi illerde (Samsun, Ordu, Amasya,
Sinop ve Corum) vyetistirilen bakla (Vicia faba L.), bezelye (Pisum sativum L.),
mercimek (Lens culinaris Medik.) ve yabani tiirler kocafig (Vicia narbonensis L.) ve
mirdimiigii (Lathyrus setifolius L.) kok nodiillerinden elde edilen Rhizobium
leguminosarum biovar. viciae izolatlar1 kullanilarak, literatiirde rapor edildigi lizere
Vicia grubu iginde rhizobia-baklagil segicililiginin olup olmadigi bakla bitkisi
kullanilarak test edilmesi amaglandi. Bakla, bezelye, mercimek ve yabani tiirlerden
daha once elde edilen izolatlar kendi laboratuvar kiltir koleksiyonumuzdan
kullanildi (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1).

Cizelge 3.1. Laboratuvar kiiltir koleksiyonumuzdan kullanilan Rhizobium
leguminosarum biovar. viciae suslari

Bitki Izolat No Il Lokalite Literatiir
Mercimek (Lens | BA-1 Samsun | Ladik Aydin,
culinaris Medik.) Yayinlanmamig*
BA-2 Samsun | Bafra Aydin,
Yayinlanmamig*
BA-3 Amasya | Merzifon Aydin,
Yayinlanmamig*
BA-4 Amasya | Merzifon Aydin,
Yaymnlanmamig*
BA-5 Amasya | Glimiishacikdy | Aydin,
Yayinlanmamig*
BA-6 Amasya | Giimiishacikdy | Aydin,
Yayinlanmamig*
BA-7 Sinop Merkez Aydin,
Yaymlanmamig*
BA-8 Corum Osmancik Aydin,
Yayinlanmamig*
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Cizelge 3.1 (devam). Laboratuvar Kkiiltir koleksiyonumuzdan kullanilan
leguminosarum biovar. viciae suslari

Bitki Izolat No Il Lokalite Literatiir
Bakla (Vicia faba | CTG-23 Ordu Bolaman Girkanli, 2010
L.)
CTG-35 Samsun | Merkez Giirkanli, 2010
CTG-40 Samsun | Vezirkoprii Giirkanli, 2010
CTG-59 Sinop Boyabat Giirkanli, 2010
CTG-68 Sinop Erfelek Giirkanli, 2010
CTG-301 | Amasya | Giimiishacikdy | Giirkanli, 2010
CTG-303 | Amasya | Tasova Giirkanli, 2010
CTG-308 | Ordu Mesudiye Giirkanli, 2010
Bezelye (Pisum CTG-1 Ordu Merkez Giirkanli, 2010
sativum L.)
CTG-13 Ordu Akkus Girkanli, 2010
CTG-74 Sinop Ayancik Giirkanli, 2010
CTG-110 | Samsun | Kavak Giirkanli, 2010
CTG-114 | Sinop Duragan Giirkanli, 2010
CTG-202 | Samsun | Yakakent Giirkanli, 2010
CTG-203 | Amasya | Glimiishacikdy | Giirkanli, 2010
CTG-205 | Amasya | Merkez Giirkanli, 2010
Kocafig (Vicia SmVn-2 Samsun | Merkez Giirkanli,
narbonensis L.) Yayinlanmamig*
Miirdiimiik SmLs-1 Samsun | Merkez Giirkanl,
(Lathyrus Yayinlanmamigs*
setifolius L.)

*Orneklerin 16S rDNA dizileri ¢ahgilarak tiirler Rhizobium leguminosarum olarak teshis edildi ve
nodA gen bolgeleri incelendiginde biovar. viciae olduklart gosterildi.
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3.2 Nodiilasyon Testi I¢in izolatlarin Gruplandiriimasi

Izolatlarin gruplandiriimasi i¢in M13 (5'-GAGGGTGGCGGTTCT-3") primeri ile
RAPD vyapildi (Rivas ve dig., 2006). RAPD isleminde kullanilan PCR protokolii
Rivas ve dig. (2006)’dan modifiye edilerek uygulandi. Bu reaksiyon 15 pl toplam
hacim i¢in 6rnek basma 10,55 pl ddH,0, 1,5 pl 10x Sigma Taq Polimeraz Tampon
(MgCl; ilaveli), 0,9 ul 10 mM Sigma dNTP, 0,9 ul 20 pmol M13, 0,15 ul 5 U/ul
Sigma Taq Polimeraz ve 1 pul DNA konuldu. PCR protokolii Thermal Cycler’da
(Primus 25) asagidaki program uygulanarak yapildi.

94°C 4dk  ——> Baslangi¢ denatiirasyonu
95°C 1dk

45°C 1dk 30 dongii

72°C 2 dk

72°C 7dk ——> Son sentez

3.2.1 RAPD islemi sonrasi olusan profillerin géozlemlenmesi

RAPD isleminden sonra, PCR iriiniin varligini saptamak igin; %2’lik metafor
agaroz (Bkz. 3.6.1) jel soguduktan sonra, i¢inde 1X TBE (Bkz. 3.6.2) tamponu
konulan elektroforez setine (Scie-Plas) yerlestirildi. PCR iiriinii yiiklenirken 15 pl
PCR iiriinti, 0,5 pl GelRed (Bkz. 3.6.3), 3,5 ul 6x Yiikleme Tamponu (%0,25
ksilensiyanol, %0,25 bromofenol mavisi ve % 40 sukroz) ve 2 pl ddH,O olacak
sekilde karigim hazirlandiktan sonra jelin oyuklarina yiikleme yapildi. Yiikleme
isleminden sonra jel 80 voltda 2 saat yiiriitiildii (Consort). Yiiriitme islemi bitince

jelin goriintiilenmesi igin jel UV transilliminatore (Vilber Lourmat) yerlestirildi.

3.3 Nodiilasyon Testi

Nodiilasyon testi ii¢ tekrarli olarak hazirlandi. Her bir deney serisinde nodiilasyon
siselerine 5 farkli bitkiden elde edilen rhizobiyal suslar inokiile edildi. Hazirlanan
denemeler rhizobiyal suslarin RAPD isleminde olusan profillerine gore hazirlandi.
Cakismanin olmadig profilleri veren organizmalar ayni1 deney serisi igerisine alindi.
Iki kontrol galigmasi, bir adet pozitif kontrol calismasi ve asil ¢alismanin yapildig
denemeler asagidaki sekilde hazirlandr:

e Herhangi bir rhizobiyal izolatin bulunmadigi kontrol ¢alismast,

26



e Herhangi bir rhizobiyal izolatin bulunmadig1 ve azotlu kontrol ¢alismasi,

e Denemeye alinan her bir izolattan sadece bir tanesinin yer aldig1 pozitif kontrol
calismasi,

e Denemeye alinan 5 izolatin (bakla, bezelye, mercimek izolatlarindan birer tane

ve yabani tiir 6rnekleri) karisiminin yer aldigi deney denemeleri.

3.3.1 Nodiilasyon testi icin bakla tohumlarimin ¢imlendirilmesi

Amasya arsin bakla tohumlart ¢imlendirilmeden Once ylizey sterilizasyonu iglemi
yapildi. Sterilizasyon islemi i¢in %1°lik NaOCl’de (Bkz. 3.6.4) ii¢ dakika tohumlar
bekletildikten sonra bes seri steril saf sudan gegirildi.

Hazirlanan steril kurutma kagith nemli petri ortaminda, steril tohumlar

25°C’de karanlikta ¢imlendirildi (Somasegaran ve Hoben, 1985).

3.3.2 Nodiilasyon testi icin Rhizobium izolatlarinin aktiflestirilmesi

Teste tabi tutulacak olan izolatlar YMB besiyerinde (Bkz. 3.6.5) karanlik ortamda
28°C’de 2 giin bekletilerek aktiflestirildi (Somasegaran ve Hoben, 1985).

3.3.3 Nodiilasyon testi icin bakla fidelerinin dikimi ve bakterilerin asilanmasi

Nodiilasyon testi Vincent (1970)’de belirtilen esaslara gore yapildi. Bunun igin:

e 200 ml hacmindeki siselerin igerisine hacmin yarisi kadar fide agar (Bkz. 3.6.6)
konularak sisenin agzi bir aliiminyum folyo ile kapatildi.

e Aliiminyum folyo iizerinde, fideyi tiipe yerlestirmek i¢in ve fide besin ¢ozeltisi
(Bkz. 3.6.7) takviyesi yapabilmek i¢in iki delik acild1 ve bu delikler pamuk ile
kapatildi. Olusturulan bu diizenek 121°C’de 1 atm.’de 20 dakika
otoklavlanarak steril edildi ve daha sonra besiyerinin yatik olarak donmasi i¢in
uygun bir agida 24 saat egik olarak bekletildi.

e Yiizey sterilizasyonu yapilan ve ¢imlendirilen bakla tohumlarinin kokleri tiipiin
agi1z kismindaki folyonun deliginden igeriye girecek sekilde tiiplere yerlestirildi
ve sisenin icerisine fide besin ¢6zeltisi eklendi.

e Nodiilasyon testi igin test edilmek istenen bakteri siispansiyonlarindan siselere
1 ml ilave edildi.

o Bitkilerin koklerinin 151k almamasi i¢in siseler aliminyum folyo ile kaplandi.

Her biri 3 kez tekrarlanda.
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e Bu sekilde olusturulan denemeler iklim odasinda 25°C’de, 10 saat karanlik ve
14 saat aydinlik 1siklanma periyodunda aktif kok nodiilleri olusuncaya kadar
(20-30 giin) bekletildi.

3.3.4 Nodiillerden bakterilerin izolasyonu

Nodiilasyon testine tabi tutulan ti¢ tekrarli deney setlerindeki 6rneklerin her birinden
ticer tane saglikli ve aktif (pembe renkli, diizgiin goriiniislii) nodiil segilerek
izolasyona tabi tutuldu. Nodiillerden bakteri izolasyonu Somasegaran ve Hoben
(1985) ve Elkan (1987)’de belirtilen yontemlere gore yapildi. Bunun igin:

e Nodiiller akan suyun altinda yikanarak fide besin ¢ozeltisinden arindirildi ve
daha sonra kurutma kagidina alinarak kurutuldu.

e Nodiiller %95’lik etanolde yaklasik 10 saniye bekletilip ylizey sterilizasyonu
i¢in asitlestirilmis civa kloriirde (Bkz. 3.6.8) 3-5 dakika yiizdiiriildii.

e Yiizey sterilizasyonu yapilan nodiiller, sterilantin fazlasinin uzaklastirilmast
icin 5 steril saf su serisinden gegirildi.

e Nodiiller bir pens ile steril ringer ¢ozeltisi (Merck, Darmstadt, Almanya — Bkz.
3.6.9) igeren tiipler igerisinde ezildi ve bir 6ze yardimi ile igerik YMA (Bkz
3.6.10) ortamina ¢izgi plaka yontemi ile asiland.

e Petriler 28°C de 2-7 giin inkiibe edildi ve koloniler saf kiiltiire alindi.

3.3.4.1 Elde edilen izolatlarin saklanmasi

Nodiillerden bakteri izolasyonu ardindan saf kiiltiire aliman izolatlar YMB
besiyerinde 28°C 225 rpm hizda karanlikta 24-48 saat gelistirildikten sonra %20
gliserol (Bkz. 3.6.11) ortaminda stoklandi.

3.3.5 izolatlardan Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in Temizkan ve Arda (2004)’da belirtilen yontem modifiye
edilerek yapildi. Bunun igin;
e Bakteriler steril cam tiipler igerisinde bulunan 5 ml TY besiyerine (Bkz. 3.6.12)
astland1 ve 24-48 saat 225 rpm hiza ayarh calkalayicida 28°C’de gelistirildi.
e Inkiibasyon siiresi sonunda bakteri kiiltiirinden 2 ml alinip bir mikro santrifiij
tiipline aktarildi ve 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenip bakterilerin ¢okmesi

saglandi.
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e Ustteki sivi kisim uzaklastirildi ve mikro santrifiij tiipiine 1 ml ddH,O
eklenerek iyice vortekslendi. Tekrar 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatant uzaklastirildi sonra pellet 567ul TE (Bkz. 3.6.15) tamponu
icerisinde tekrar ¢oziildii.

e Tipiin igerisine 30 pl %10’luk SDS (Bkz. 3.6.16) ve 5 ul 20 mg/ml’lik
proteinaz K (Bkz. 3.6.17) ¢ozeltisinden eklenerek karistirild: ve 37 °C’de 1 saat
bekletildi.

e Siire sonunda tiiplere 110 ul 5 M NaCl (Bkz. 3.6.18) ¢ozeltisi ilave edilip
karistirildi. Daha sonra tiiplere 65°C’de 1sitilmis CTAB/NaCl (Bkz. 3.6.19)
cozeltisinden 80 ul eklenip karistirildr ve 65°C’de 10 dakika bekletildi.

e Tiiplere, igerisindeki sivi ile esit hacimde kloroform/izoamil alkol 24:1(Bkz.
3.6.20) eklendi ve karistirildi. Daha sonra tiipler 10.000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendi.

e Ustte kalan faz yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilip iizerine esit hacimde
fenol\kloroform\izoamil alkol 25:24:1 (Amresco, Ohio, ABD) eklendikten
sonra tiip alt iist edilerek karistirildi. Karistirilan tiipler 10.000 rpm hizda 5
dakika santrifiijlendi.

e Ustte kalan faz tekrar dikkatlice yeni bir tiipe aktarild1 ve iizerine 0.6 hacim
izopropanol (Ambresco, Ohio, ABD) eklenerek 3-4 dakika boyunca ¢ok yavas
bir sekilde alt {ist edildi.

e Tiipler 12.000 rpm hizda 10 dakika santrifiijlenerek DNA ¢oktiiriildii.

e Tiiplerdeki DNA 200 ul %70’lik etanol (Bkz. 3.6.21) ile yikanip ve tiipler
12.000 rpm hizda 10 dakika santrifiijlendi.

e Siipernatant uzaklastirildi, DNA tamamen kuruyuncaya kadar tiipler agzi agik
bir sekilde desikatiirde bekletildi.

e Tiiplere 30 pl steril ddH,O eklenerek DNA’nin tamamen ¢dziinmesi saglandi
ve elde edilen DNA’lar +4°C’de bir gece bekletildikten sonra -20°C’de
muhafaza edildi.

Izole edilen genomik DNA’lar goriintiillenmek iizere, 3 pl genomik DNA 0,3 pl
GelRed ve 2,7 ul ddH,O ile beraber %1’lik agaroz jeldeki (Bkz 3.6.22) kuyucuga
yiiklendi ve 80V’da yeteri kadar kosturuldu. DNA bantlar1 UV transilliiminator

kullanilarak goriintiilendi.
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3.4 Deney Sonucunda Bakteri Susunun Belirlenmesi

Denemelerden elde edilen nodiillerdeki bakterilerin  hangileri olduklarinin
anlasilmasi i¢in M13 primeriyle RAPD islemi yapildi. Yapilan RAPD islemi
sonucunda izolatlar i¢in daha 6nce elde edilen bant profilleri olusturulamadig1 ve
anlamli sonug elde edilemedigi igin, tercih edilen Rhizobium susunun hangisi
oldugunu belirlemek tizere PCR-ITS calismasi yapildi.

Denemede kullanilan izolatlara ve denemelerden elde edilen 9 nodiildeki
bakterilerin ITS bolgelerinin cogaltilmasi i¢cin R16-1 (5'-
CTTGTACACACCGCCCGTCA-3 - Invitrogen) ve R23-3R (5'-
GGTACTTAGATGTTTCAGTTC-3' - Invitrogen) primerleri kullanildi (Kwon ve
dig., 2005). Bu reaksiyon 50 pl toplam hacim igin 6rnek basina 36,75 pl ddH,0, 5 ul
10x Thermo Scientific Taq Polimeraz Tampon, 3 ul 25 mM Thermo Scientific
MgCl,, 1 ul 10 mM Sigma dNTP, 1,5 ul 20 pmol R16-1, 1,5 ul 20 pmol R23-3R,
0,25 ul 5 U/ul Thermo Scientific Taqg Polimeraz ve 1 pul DNA konuldu. PCR
protokolii Kwon ve dig. (2005)’den alinarak asagidaki gibi uygulandi.

94°C 5dk ——> Baslangi¢ denatiirasyonu
94°C 1dk

58°C 1 dk 35 dongii

72°C 2 dk

72°C 10dk  =—>Son sentez
PCR islemi sonucu olusan iirlinlerden 3 ul alinds; tizerine 2,7 ul ddH,O ve 0,3
ul GelRed ilave edilerek %1°lik agaroz jele yiklendi. Jel 80 voltda 30 dakika

ylriitiilerek UV transilliiminatorde gzlemlendi.

3.4.1 ITS-PCRiiriinlerinin eldesinde klonlama ¢alismasi

Mercimek bitkisinin kok nodiiliinden elde dilen BA-1 izolatinin ITS-PCR verisinin
elde edilmesi isleminde klonlama calismasi yapildi. Bu islem i¢in oncelikle PCR
iirlinii saflastirildi.

3.4.1.1 ITS-PCR iiriiniin saflastirnlmasi

Qiagen QIAquick PCR Purification kiti kullanilarak PCR iiriinleri saflagtirildi.

Bunun i¢in:
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e Steril ependorf igine 1 hacim PCR friiniine karsilik kit igerisindeki PB
tamponundan 5 hacim ilave edilip, karistirildi. Karisim yine kit igerisindeki 2
ml’lik QIAquick spin kolona aktarildi.

e DNA’nin membrana baglanmasi i¢in 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Koleksiyon tiiplinde biriken ¢ozelti uzaklastirildi ve koleksiyon tiipii tekrar
yerlestirildi.

e Filtre iizerine kit igerisindeki PE tamponundan yikama amaciyla 750 pul
konularak tekrar 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Koleksiyon kisminda
kalan ¢ozelti tekrar dokiildii.

e Koleksiyon tiipii yeniden takildi ve kolonun iyice kurumasi i¢in 13.000 rpm’de
2 dakika santrifiij edildi. Bu islem sonunda kolon kismu tiipten ¢ikarilarak steril
bagka bir 1.5 ml’lik ependorfa yerlestirildi.

¢ Yine kit igerisindeki EB tamponu kolon kismina 50 ul ilave edilerek 13.000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Bu islemin sonunda koleksiyon tiipii atildi.
Ependorf ise etiketlenerek -20°C’de saklandi.

Ependorf tiipiindeki saf PCR iirlinlin varligimi saptamak amaciyla, %1 lik
agaroz jelin kuyucuklarina; 3 pl saf PCR iiriinii, 1 pl 6X Yikleme Tamponu, 0,3 pl
GelRed ve 1,7 pl ddH,0 olacak sekilde yapilan karisimlar konularak yiirtitildi ve

UV transilliiminatérde saf PCR iirtiniin varligi dogrulandi.

3.4.1.2 ITS-PCR iiriinlerinin klonlama i¢in hazirlanmasi

Bu islem icin Thermo Scientific CloneJET™ PCR Cloning Kit #K1231 kullanilarak
ligasyon karigimi1 asagidaki gibi hazirlandi:
e Steril bir ependorf igerisine, Kit igerisindeki 2X Reaksiyon tamponu’ndan 10
ul, saflastirilmig DNA {iriintinden 1,5 pl, ddH,O’dan 5,5 pl ve kit icerisindeki
DNA Blunting (kiitlestirme) enziminden 1 pl olacak sekilde reaksiyon
hazirlandi.
e Karisim kisa siire vortekslendi ve 3-5 saniye santrifiijlendi.
e 5 dakika 70°C’de karisim inkiibe edildi.
e Ardindan kisa bir siire buzda sogutuldu.
e Ligasyon karisimina vektor ve ligaz ilavesi yapildi. Bunun i¢in kit
igerisindeki pJET1.2/kiit klonlama vektoriinden (50 ng/ul) 1 upl ve kit
igerisindeki T4 DNA ligazdan 1 pl ilave edildi.
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e Karisim kisa siire vortekslendi ve 3-5 saniye santrifiijlendi.
e Ardindan 5 dakika oda sicakliginda (22°C’de) inkiibe edildi.

3.4.1.3 ITS-PCR iiriinlerinin klonlamasi icin kompotent hiicre olusturmasi ve

transformasyon

Klonma c¢alismasi i¢in kompotent hiicre olusturulmas: asamasi, Thermo Scientific
TransformAid Bacterial Transformation Kit#K2710’uyla yapildi. Bunun i¢in:

e Escherichia coli DH5a susu NA (LabM, Lancashire, Ingiltere - Bkz. 3.6.23)
besiyerinde 37°C’de 1 gece inkiibe edildi.

e Alman tek bir bakteri kolonisi kit igerisindeki 2 ml C-medium’da 37°C’de
calkalayicida bir gece inkiibe edildi.

e Bir gece inkiibe olmus olan kiiltiirden 150 pl, 6nceden 1sitilmis olan 1,5 ml C-
medium’a aktarildi. Calkalayicili ortamda 37°C’de 20 dakika inkiibe edildi.

e 1 dakika 10.000-12000xg’de santrifiij yapildi. Stipernatant atild.

e Tiipe 300 pl kit icerisindeki T-solusyonu (T sol. A ve T sol. B’nin 1’¢ 1
karistirtlmasi ile olusturuldu ve buzda bekletildi) eklendi ve karistirildi. 5
dakika buzda bekletildi.

e 1 dakika 10.000-12.000xg’de santrifiij yapildi. Supernatant atildu.

e Tiipe 120 pl T-solusyonu eklendi ve Karistirildi. Ardindan 5 dakika buzda
bekletildi.

e Ligasyon karisimindan 2,5 pl yeni bir mikrosantrifiij tiiptine alind1 ve 2 dakika
buzda sogutuldu.

¢ Tiipiin icerisine 50 pl kompotent hiicre eklendi, karistirildi ve 5 dakika buzda
inkiibe edildi.

e Ardindan 37°C’de en az 20 dakika sitilmis olan LB-ampisillin agar (Bkz.
3.6.24) besiyerlerine agilama yapildi. 37°C’de bir gece inkiibe edildi.

¢ Olusan koloniler ayr1 ayr1 NA besiyerine aktarilip 37°C’de inkiibe edildi.

3.4.1.4 ITS-PCR iiriinlerinin elde edilmesi icin plazmit DNA izolasyonunun

yapilmasi

Klonlama c¢aligmasindan elde edilen bakteri suslarindan plazmit DNA’nin eldesi i¢in

Fermentas GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit #K0503 kullanild::
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e LB (Bkz. 3.6.26) besiyerinde bir gece 37°C’de calkalayicili ortamda inkiibe
olan izolatlardan 1,5 ml alinarak 8.000xg’de 2 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant dokiildii.

e Pellet halindeki hiicreler, kit igerisindeki Resuspansiyon soliisyonundan 250 ul
alinarak yeniden siispanse edildi. Vortekslenerek hiicrelerin iyice siispanse
olmasi saglandi.

e Kit icerisindeki Lisiz soliisyonundan 250 pl soliisyon iistiine eklendi ve
soliisyon vizkoz ve hafifce seffaf oluncaya kadar tiip 4-6 kez ters yiiz edilerek
iyice karistirildi.

e Kit igerisindeki Notralizasyon soliisyonundan 350 pl eklendi ve tiip derhal 4-6
kez ters yiiz edilerek iyice karigtirildu.

e Ependorf 5 dakika 12.000xg’de santrifiij edildi.

e Yavasca bosaltarak veya pipetleyerek slipernatant kit igerisindeki GeneJet spin
kolonuna transfer edildi.

e 1 dakika 12.000xg’de santrifiij edildi. Filtreden gegen kisim atildi ve kolon
ayni koleksiyon tiipiine tekrar yerlestirildi.

e GenJet spin kolonuna kit igerisindeki Wash soliisyonundan (Etanol ilaveli) 500
ul ilave edildi. 30-60 saniye 12.000xg’de santrifiij edildi ve filtreden gegen
kisim atildi. Kolon ayn1 koleksiyon tiipiine tekrar yerlestirildi.

e Tekrar 500 pl Wash soliisyonu (Etanol ilaveli) ile 30-60 saniye 12.000xg’de
santrifiij islemi yapildu.

e Filtreden gecen kisim atildi ve kalintt Wash soliisyonunu uzaklastirmak igin ek
1 dakika 12.000xg’de santrifiij yapildi.

e Genelet kolonu yeni bir 1.5 ml mikrosantrifiyj tiipiine transfer edildi. Kit
igerisindeki Elution Buffer’dan 50 pl alinarak GeneJet Spin kolonunun ortasina
eklendi. 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan 2 dakika
12000xg’de santrifiij yapildu.

e Filtre atildi. Plazmit DNA etiketlenerek -20°C’de saklandi.

Ependorf tiipiindeki plazmit DNA varligin1 saptamak amaciyla, %]1°lik agaroz
jelin kuyucuklarina; 3 pl plazmit DNA, 1 pl 6X Yiikleme Tamponu, 0,3 pl GelRed
ve 1,7 ul ddH,O olacak sekilde yapilan karisimlar konularak yiiriitildii ve UV

transilliiminatérde plazmit DNA varlig1 dogrulandi.
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3.4.2 ITS-PCR iiriinlerinin analizi ve yorumlanmasi

Denemelerde kullanilan izolatlarin ve elde edilen 9 nodiildeki bakterilerin ITS
bolgelerinin PCR firiinleri dizileme islemi i¢in Macrogen Inc. Hollanda firmasina
gonderildi. Macrogen Inc. Hollanda firmasindan gelen diziler Chromas Lite (v2.1 -
Technelysium Pty. Ltd.) programinda kontrol edilip, BioEdit (Hall, 1999)
programinda Dbirlestirildikten sonra; her bir denemedeki o6rnekler kendi iginde
hizalandi. Hizalanan Ornekler i¢in Mega6 (Tamura ve dig., 2013) programinda
10.000 bootsrap ile Neighbor Joining agaglar1 (Saitou ve Nei, 1987) ve uzaklik

matriksleri (Jukes ve Cantor, 1969) olusturuldu.

3.4.2.1 ITS-PCRiiriinlerin polimorfik DNA analizi

Denemelerde kullanilan test izolatlarinin ITS bolgesinin PCR fiiriinleri ele alinarak;
nodiilasyon testlerinde nodiil olusumu igin tercih edilen izolatlarda, tercih edilmeyen
izolatlara gore farklilik olup olmadigmin anlagilmasi i¢in BioEdit programinda

benzer bolgeleri ¢ikartilarak polimorfik bdlgeleri incelendi.

3.5 nod Kutusu’un Arastirilmasi

Denemelerde tercih edilen mikroorganizmalarin tercih edilme 6zgilliigiiniin
bulunmasinda; 6zgilliigiin nodD gen iiriinii olan NodD proteinin baglandigi nod
kutusu bolgesinindeki farkliliklardan kaynaklanip kaynaklanmadiginin arastirilmasi
icin kullanilan izolatlarin nod kutusu bolgesi ¢ogaltildi. Bu islem igin NodBox-F (5'-
AGCTCCCGTCTCTGCATG-3" - Alpha DNA) ve NodBox-R (5'-
GTGGTCCGAAGCTTCCAG-3'- Alpha DNA) primerleri kullanildi. Bu reaksiyon
50 pl toplam hacim i¢in 6rnek basina 31,75 pl ddH20, 5 pl 5x GoTaq Polimeraz
Tampon (Promega - yiikleme tamponu ilaveli), 3 pul 25 mM MgCl,, 1 pl 10 mM
dNTP, 1,5 ul 20 pmol NodBox-F, 1,5 ul 20 pmol NodBox-R, 0,25 ul 5 U/ul GoTaq
Polimeraz (Promega) ve 1 ul DNA konularak gergeklestirildi.

nod kutusu bolgesinin gogaltilmasi igin PCR protokolii optimize edildi ve

Thermal Cycler’da asagidaki program uygulanarak ¢ogaltildi.
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95°C 5dk = Baslangi¢ denatiirasyonu

94°C  45sn
53°C  40sn 35 dongii
72°C 1 dk

72°C  5dk > Son sentez
PCR islemi sonucu olusan iiriinlerden 3 pl alinip, 0,3 pl GelRed ilave edilerek
%1°1lik agaroz jele yiiklendi. Jel 80 voltda 30 dakika yiiriitiilerek, PCR iiriinii UV

transilliiminatorde gézlemlendi.

3.5.1 nod kutusu-PCR iiriinlerinin analizi ve yorumlanmasi

Dizileme iglemi i¢in PCR iirlinleri Macrogen Inc. Hollanda firmasina gonderildi.
Macrogen Inc. Hollanda firmasindan gelen diziler Chromas Lite programinda kontrol
edilip, BioEdit programinda birlestirildikten sonra hizalandi. Hizalanan 6rnekler igin

Mega6 programinda Neighbor Joining (bootsrap 10000) agact olusturuldu.

3.5.1.1 nod kutusu-PCR iiriinlerin polimorfik DNA analizi

Denemelerde kullanilan test izolatlarinin nod kutusu bolgesinin PCR iiriinleri ele
alinarak; nodiilasyon testlerinde nodiil olusumu igin tercih edilen izolatlarda, tercih
edilmeyen izolatlara gore farklilik olup olmadigimnin anlasilmasi i¢in BioEdit

programinda benzer bolgeleri ¢ikartilarak polimorfik bolgeleri incelendi.

3.6 Kullamilan Besiyerleri ve Cozeltiler

3.6.1 %2’lik metafor agaroz

%2 lik metaphor agaroz i¢in 2 g metafor agaroz (Lonza Rockland, ABD) tartildiktan
sonra 100 ml 1X TBE tamponu (Bkz. 3.6.2) icerisinde 1sitilarak eritildi. Bir miktar
sogutulduktan sonra elektroforez tablasina dokiilerek donmasi beklendi (Khbaya ve
dig., 1998).

3.6.2 1X TBE (Tris - Borik asit - EDTA)

10X TBE hazirlamak igin 108 g Trisma baz (Ambresco, Ohio, ABD), 55 g Borik asit
(Merck, Darmstadt, Almanya) ve 40 ml 0,5 M EDTA pH:8 (Bkz. 3.5.12) ddH.0 ile
1000 ml tamamlanip otoklavlandi (Maniatis ve dig., 1982). Karigim 1/10 oraninda

sulandirilarak kullanildi.
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3.6.3 GelRed

GelRed (10000x Biotium-Hayward, CA, ABD) stogu 1/20 oraninda ddH,O ile

sulandilarak kullanildi. Oda sicakliginda karanlikta muhafaza edildi.

3.6.4 NaOCl (%1’lik)

Nodiilasyon testinde kullanilacak konukgu bitki tohumlarinin yiizey sterilizasyonu
NaOCl (%1°1ik) ile yapildi. Sterilanti hazirlamak igin ticari olarak satilan ¢amasir
sular1 %5 konsantrasyonda kabul edilip ve %1°lik olacak sekilde steril ddH,O ile

sulandirildi.

3.6.5 YMB (Yeast mannitol broth)

10 g mannitol (Merck, Darmstadt, Almanya), 0,5 g K,HPO, (Merck, Darmstadt,
Almanya), 0,2 g MgS0,4.7H,0 (Merck, Darmstadt, Almanya), 0,1 g NaCl (Merck,
Darmstadt, Almanya) ve 0,5 g Maya ekstrakt: (LabM, Lancashire, ingiltere) ddH,0
ile 1000 ml tamamlanip, ortamin pH’st 6,8’¢ ayarlandiktan sonra; cam tiiplere
besiyerlerinden her tiipte 5 ml olacak sekilde dagiltildi. Tiipler 121°C de 20 dakika
otoklavlanarak steril edildi (Elkan, 1987).

3.6.6 Fide agar

Nodiilasyon testlerinde fidelerin gelistirilmesi Jensen ortami kullanildi (Vincent,
1970). Jensen ortamini hazirlamak i¢in 1 g CaHPO, (Merck, Darmstadt, Almanya),
0,2 g K;HPO,, 0,2 g MgS0,4.7H,0, 0,2 g NaCl ve 0,1 g FeCl; (Merck, Darmstadt,
Almanya) ve 950 ml ddH,0 ile ¢oziildii.

Ortam hazirlandiktan sonra igerisine iz element ¢ozeltilerinden % 0,05 (g/l)
HsBOs (Merck, Darmstadt, Almanya), % 0,05 (g/l) MnCl, (Carlo Erba, Italya), %
0,005 (g/l) ZnCl, (Aklar Kimya, Tiirkiye), % 0,005 (g/l) Na;MoO, 2H,0 (Merck,
Darmstadt, Almanya), % 0,005 (g/l) CuSOy (Carlo Erba, italya) ve 10 ppm CaCl,
(Merck, Darmstadt, Almanya)’den 1’er ml ilave edildi ve pH’s1 6,8’¢ ayarland1. 15 ¢
agar ilave edildikten sonra ddH,O ile 1000 ml’ye tamamlandi. Ortam 1sitilarak agarin
erimesi saglandi. Besiyeri nodiilasyon testlerinin yapilacagi siselere aktarildiktan

sonra 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edildi.

36



3.6.7 Fide besin cozeltisi

Fide besin ¢ozeltisi 3.6.6’da agiklanan fide agarin igeriginden agarin ¢ikartilmasi ile
hazirlandi. Azotlu fide besin ¢6zeltisi i¢in, fide besin ¢ozeltisi igerisine %0,05 (g/l)
KNOj; (Kimetsan, Tiirkiye) ilavesi yapildi (Vincent, 1970).

3.6.8 %1 oraninda asitlestirilmis civa kloriir

1 g civa (Carlo Erba, italya) ve 5 ml konsantre HCI (Merck, Darmstadt, Almanya)
ddH,0 ile 1000ml’ye tamamland: (Elkan, 1987).

3.6.9 Ringer cozeltisi

Stoktan alinan bir ringer tableti 500 ml ddH,0O’da ¢6ziilerek; 121°C’de 1 atm.’da 20
dakika otoklavlanarak steril edildi. Steril ringer ¢6zeltisi oda sicakliginda muhafaza
edildi.

3.6.10 YMA (Yeast mannitol agar)

YMB ortamina 15 g/l oraninda agar eklenerek hazirlandi (Elkan, 1987). Steril edilen
besiyerinin sicakligr 50°C’ye diistiikkten sonra steril kabin (Niive LN090) igerisinde
steril petri kaplarma yaklasik 30’ar ml olacak sekilde dokiildii. Icerisinde besiyeri

olan petriler diiz bir zeminde birakilarak katilasmalar1 saglandi.

3.6.11 Gliserol stok (%620)

Icerisinde %80’lik 375 pl gliserol (Merck, Darmstadt, Almanya) bulunan steril vidah
tiiplere, YMB ortaminda gelistirilen kiiltiirlerden 1125 pl alinarak aktarildi. Tipler
vortekslenerek karigtirildiktan sonra, 1 saat oda sicakliginda bekletildi ve -20°C’deki

derin dondurucuda sakland:.

3.6.12 TY (Tripton yeast extract broth)

6 g tripton (LabM, Lancashire, Ingiltere), 3 g maya ekstrakt1 ve 0,89 g CaCl,.2H,0
suyla 1000 ml’ye tamamlandiktan sonra hazirlanan ortamin pH’s1 6,8 e ayarlandi.
Cam tiiplere 5 ml’er olacak sekilde dagitildiktan sonra tiipler 121°C de 1,5 atm’de 20
dakika otoklavlanarak steril edildi (Ditta ve dig., 1987).
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3.6.13 Tris-HCI

100 ml 1 M Tris-HCI hazirlamak icin 12,11 gram Tris baz (Sigma, Steinheim,
Almanya) 80 ml ddH,O igerisinde ¢6ziindii ve konsantre HCI kullanilarak pH’1 8’¢
ayarlandi. Hacim 100 ml tamamlandiktan sonra pH degeri kontrol edildi. Cozelti
121°C’de 1,5 atm basingta 20 dakika otoklavlanarak steril edildi (Sambrook ve
Russell, 2001).

3.6.14 EDTA (0,5 M) pH 8

100 ml 0,5 M EDTA ¢ozeltisi i¢in, 14,6 gram EDTA (Sigma, Steinheim, Almanya)
80 ml ddH,0 igerisinde ¢6ziindii, NaOH (Merck Darmstadt, Almanya) graniilleri
¢ozelti igerisine eklenerek pH 8’e ayarlandi. Hacim ddH,O ile 100 ml
tamamlandiktan sonra pH degeri kontrol edildi. Cozelti 121°C’de 1,5 atm basingta
20 dakika otoklavlanarak steril edildi (Durmaz ve dig., 2001).

3.6.15 1IX TE (Tris— EDTA) tamponu, pH 8

100 ml 10X TE tamponu hazirlamak i¢in 2 ml 0,5 M Tris-HCI pH 8.0 (Bkz. 3.6.12)
ve 0,2 ul 0,5 M EDTA pH 8,0 (Bkz. 3.6.13), 97,8 ml ddH,O ile karistirildi ve
tampon 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika otoklavlanarak steril edildi. 1X TE
tamponu hazirlamak igin stok 1/10 oraninda sulandirildi (Sambrook ve Russell,
2001).

3.6.16 %10’luk SDS (Sodyum dodesil siilfat)

100 ml % 10’luk SDS ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 10 gram SDS (Amresco, Ohio, ABD)
tartilarak ddH,O ile tizeri 100 ml’ye tamamland1 ve 1siticili manyetik karistiricida

karistirilarak tamamen ¢6ziinmesi saglandi (Temizkan ve Arda, 2004).

3.6.17 Proteinaz K (20 mg/ml)

0,02 gram proteinaz K (Promega, Madison, WI, ABD) tartilarak 1X TE tamponu ile
1 ml’ye tamamlandi. Proteinaz K vortekslenip iyice ¢oziindiikten sonra 100 pl’lik
paylara ayrildi ve -20°C’de muhafaza edildi. Proteinaz K olduk¢a hassas oldugundan

miimkiin oldugu kadar taze hazirlanip kullanilmaya 6zen gosterildi.

38



3.6.18 NaCl (5M)

100 ml 5M NaClI ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, NaCl’den 29,22 g tartilarak {izeri ddH,0

ile 100 ml’ye tamamlandi.

3.6.19 CTAB/NaCI (Setil trimetil amonyum bromiir/sodyum Kloriir)

100 ml CTAB/NaCl ¢ozeltisi hazirlamak igin 4,1 gram NaCl tartilarak 80 ml ddH,0
icerisinde ¢oziildi. Bu ¢ozeltinin igerisine 10 gr CTAB (Sigma, Steinheim, Almanya)
eklendikten sonra 65°C’ye kadar 1sitildi ve karistirilarak CTAB’in ¢6ziinmesi
saglandi. Daha sonra ¢ozelti ddH,O ile 100 ml’ye tamamland1 (Temizkan ve Arda,
2004).

3.6.20 Kloroform/izoamil alkol (24:1)

100 ml kloroform/izoamil alkol karisimi hazirlamak i¢in 96 ml kloroform (Merck,
Darmstadt, Almanya) ve 4 ml izoamil alkol (Amresco, Ohio, ABD) karistirildi.
3.6.21 %70 Etanol

100 ml % 70’lik etanol karisimi hazirlamak igin 70 ml saf etanol (J.T. Baker,
Deventer, Hollanda) igerisine 30 ml ddH,O ilave edildi.

3.6.22 %1’lik Agaroz jel

%1°lik agaroz i¢in 1 g agaroz tartildiktan sonra 100 ml 1X TBE tamponu igerisinde
isitilarak eritildi. Bir miktar sogutulduktan sonra elektroforez tablasina dokiilerek

donmasi saglandi.

3.6.23 NA (Nutrient agar)

Hazir NA (Oxoid, Hampshire, Ingiltere) ortamindan 28 g tartilarak hacim ddH,O ile
1000 ml’ye tamamlandi. Besiyeri 121°C’de 1,5 atm basingta 20 dakika
otoklavlanarak steril edildi. Steril edilen besiyerinin sicakligi 50°C’ye diistiikten
sonra steril kabin igerisinde steril petri kaplarina yaklasik 30 ml olacak sekilde
dokiildii. Icerisinde besiyeri olan petriler diiz bir zeminde birakilarak katilagmalar:

saglandi.
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3.6.24 LB (Luria broth-Lennox) - ampisillin agar

10 g tripton, 5 g maya ekstrakt ve 5 g NaCl, ddH,0 ile 800 ml’ye tamamlandi. pH’
7,0’a ayarlanan besiyeri icerisine 15 g agar ilave edildikten sonra; besiyeri ddH,O ile
1000 ml’ye tamamlandi. Besiyeri 121°C’de 1,5 atm basingta 20 dakika
otoklavlanarak steril edildi. Besiyeri steril edildikten sonra sogumaya birakildi.
Besiyeri sicakligni 55°C’ye distiikten sonra steril kabin icerisinde, besiyerine
ampisillin stok soliisyonundan (50 mg/ml - Bkz. 3.6.24) 2 ml ilave edildi ve besiyeri
kanistirildi. Steril kabin igerisinde steril petri kaplarina dokiilen besiyeri, diiz bir
zeminde sogumaya birakildi (Thermo Scientific TransformAid Bacterial
Transformation Kit#K2710).

3.6.25 Ampisillin stok soliisyonu

2,5 g ampisillin sodyum tuzu (Sigma, Steinheim, Almanya) ddH,O ile 50 ml’ye
tamamlandi. Filtreden gegirilerek steril edilen antibiyotik, 4°C’de saklandi.

3.6.26 LB (Luria broth-Lennox) besiyeri

10 g tripton, 5 g maya ekstrakt ve 5 g NaCl, ddH,O ile 900 ml’ye tamamlandi. pH
7,0’a ayarlanan besiyeri ddH0O ile 1000 ml’ye tamamlandi. Cam tiipler igerisine 5
ml olarak sekilde dagitilan besiyeri 121°C’de 1,5 atm basingta 20 dakika
otoklavlanarak steril edildi (Thermo Scientific TransformAid Bacterial
Transformation Kit#K2710).
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4. BULGULAR

4.1 Nodiilasyon Testi

4.1.1 Nodiilasyon testi icin izolatlarin gruplandirilmasi

Nodiilasyon testinde kurulacak olan denemelerin belirlenmesi i¢in M13 primeriyle
izolatlarin hepsine RAPD islemi yapildi. Olusan iiriinler %2’lik metafor agarozda

yiritiildiikten sonra goriintiilendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Biitiin izolatlarin M 13 primeriyle yapilan RAPD islemi goriintiisii

RADP islemi sonucu ortaya ¢ikan bantlar dikkate alinarak, izolatlar deneme
diizenekleri i¢in sekiz gruba ayrildi:
Deneme 1: BA-1 (mercimek) — CTG-35 (bakla) — CTG-13 (bezelye) — SmVn-2
(kocafig) — SmLs-1 (miirdiimiik) (Sekil 4.2)
Deneme 2: BA-2 (mercimek) — CTG-23 (bakla) — CTG-74 (bezelye)- SmVn-2
(kocafig) — SmLs-1 (miirdiimiik) (Sekil 4.3)
Deneme 4: BA-3 (mercimek) — CTG-59 (bakla) — CTG-203 (bezelye)- SmVn-2
(kocafig) — SmLs-1 (miirdiimiik) (Sekil 4.4)
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Deneme 4: BA-4 (mercimek) — CTG-40 (bakla) — CTG-1 (bezelye)- SmVn-2
(kocafig) — SmLs-1 (miirdiimiik) (Sekil 4.5)
Deneme 5: BA-5 (mercimek) — CTG-301 (bakla) — CTG-110 (bezelye)- SmVn-2
(kocafig) — SmLs-1 (miirdimiik) (Sekil 4.6)
Deneme 6: BA-6 (mercimek) — CTG-68 (bakla) — CTG-202 (bezelye)- SmVn-2
(kocafig) — SmLs-1 (miirdiimiik) (Sekil 4.7)
Deneme 7: BA-7 (mercimek) — CTG-303 (bakla) — CTG-114 -(bezelye) SmVn-2
(kocafig) — SmLs-1 (miirdimiik) (Sekil 4.8)
Deneme 8: BA-8 (mercimek) — CTG-308 (bakla) — CTG-205 (bezelye)- SmVn-2
(kocafig) — SmLs-1 (miirdiimiik) (Sekil 4.9)

Sekil 4.2. Deneme 1 Sekil 4.3. Deneme 2
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Sekil 4.4. Deneme 3 Sekil 4.5. Deneme 4

Sekil 4.6. Deneme 5 Sekil 4.7. Deneme 6
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Sekil 4.8. Deneme 7 Sekil 4.9. Deneme 8
4.1.2 Nodiilasyon testi icin bakla tohumlarinin ¢cimlendirilmesi

Nodiilasyon testlerinin baslatilmasi i¢in bakla tohumlari ¢imlendirildi (Sekil 4.10).

Cimlendirme islemi 10-15 giin arasinda siirdiiriildii.

Sekil 4.10. Bakla tohumlarinin ¢gimlenme oncesi (A) ve sonrasi (B) durumlari

4.1.3 Nodiilasyon testi icin izolatlarin aktiflestirilmesi

Nodiilasyon testleri i¢in olusturulan denemelerde ve pozitif kontrol denemelerinde
kullanilmak tizere izolatlar YMA besiyerinde tekrar aktiflestirildi (Sekil 4.11 ve
4.12). Aktiflesen izolatlar nodiilasyon testinde kullanilmak {izere YMB besiyerinde
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gelistirildi. YMB besiyerinde gelistirilen mikroorganizmalar %?20’lik gliserolde

stoklandi.

Sekil 4.11. Mercimek ve bakla bitkilerinin koklerindeki nodiillerden elde edilen
Rhizobium leguminosarum biovar. viciae izolatlar
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Sekil 4.12. Bezelye bitkisi ve yabani tiirlerin koklerindeki nodiillerden elde edilen
Rhizobium leguminosarum biovar. viciae izolatlar

4.1.4 Nodiilasyon testi icin bakla fidelerinin dikimi ve bakterilerin asilanmasi

Hazirlanan fide agarli siselere (Sekil 4.13) bakla fideleri dikildi; her bir pozitif
kontrol 6rnegi ve her bir denemede bulunan izolatlar igin ti¢ tekrarli olarak hazirlandi
ve 1 ml alinarak asilama yapildi (Sekil 4.14). Herhangi bir rhizobiyal izolatin
bulunmadigi kontrol ¢alismasi ve herhangi bir rhizobiyal izolatin bulunmadigi ve
azotlu kontrol c¢alismasi i¢in diizenek hazirlandi. Bakla fidelerinin koklerinin

kurumamasi i¢in fide besin ¢ozeltisi siselere eklendi.
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Sekil 4.13. Fide agarli siseler Sekil 4.14. Kurulu deneme 2

Bitki gelisimi goz Oniine alinarak, bitkinin gelisimini diizgiin bir sekilde

devam ettirebilmesi i¢in belli araliklarla siselerin i¢ine fide besin ¢ozeltisi eklendi.

Meyve olusumu gerceklesinceye kadar bitki gelisimi devam ettirildi (Sekil 4.15).

Sekil 4.15. Gelismekte olan bakla fideleri

Bakla bitkilerinin gelisiminin tamamlanmasinin ardindan; denemeye alinan
her bir izolattan sadece bir tanesinin yer aldig1 pozitif kontroller ve denemeye alinan
bes izolatin (bakla, bezelye, mercimek bitkisinin koklerindeki nodiillerden elde
edilen Rhizobim leguminosarum biovar. viciae izolatlarindan birer tane ve yabani
tiirlerin koklerindeki nodiillerden elde edilen Rhizobim leguminosarum biovar. viciae
izolatlar1) karisiminin yer aldigi asil denemeler i¢in bakla bitkisi koklerinden her bir
tekrardan ti¢ adet olmak iizere her bir gruptan dokuz aktif nodiil alind1 (Sekil 4.16 ve
Sekil 4.17).
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Sekil 4.16. Aktif nodiillere ait 6rnekler

Sekil 4.17. Aktif nodiiliin kesiti

4.1.5 Nodiillerden bakterilerin izolasyonu ve bakterilerden genomik DNA

izolasyonu

Koklerden alinan aktif nodiillerin bakteri izolasyonu Elkan (1987) ve Somasegaran
ve Hoben (1985) de belirtilen yontemlere gore yapildi. Elde edilen bakterilerin DNA
izolasyonu i¢in Temizkan ve Arda (2004)’da verilen yontem modifiye edilerek
uygulandi. Izole edilen genomik DNA’lar %1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
gortintiilendi (Sekil 4.18)
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Sekil 4.18. izole edilen genomik DNA &rnekleri

4.2 Denemelerde Tercih Edilen Bakteri Suslarimin Belirlenmesi

Herhangi bir rhizobiyal izolatin bulunmadigi kontrol ¢aligmasinda bakla bitkisi
fidelerinin meyve olusturamadigi ve govde yapilarinin oldukga zayif kaldig
bulundu. Herhangi bir rhizobiyal izolatin bulunmadig1 ve azotlu kontrol ¢alismasi ise
ortama disardan azot verildigi i¢in bakla bitkisi fidelerinin gelisimi normal seyrinde
devam etti.

Denemeye alinan her bir izolattan sadece bir tanesinin yer aldigi pozitif
kontrol calismasinda pozitif kontrollerin hepsi ayri ayri bakla bitkisinde nodiil
olusturdu. Bodylece mikroorganizmalarin  hepsinin  bakla bitkisinde nodiil
olusturabildigi gosterildi.

Tez calisamasinin asil konusunu olusturan sekiz denemede kullanilan
izolatlarin (bakla, bezelye, mercimek koklerindeki nodiillerden elde edilen Rhizobim
leguminosarum biovar. viciae izolatlarindan birer tane ve yabani tiirlerin
koklerindeki nodiillerden elde edilen Rhizobim leguminosarum biovar. viciae
izolatlar1) ve tiim denemelerden elde edilen nodiillerdeki izolatlarin genomik
DNA’lar1 M13 primeri kullanilarak RAPD iglemiyle ¢ogaltildi. RAPD iiriinleri
%2’lik metafor agarozda gozlemlendiginde daha 6nce gruplandirma igin olusturulan
profillerin olusmadigi goriildii. RAPD islemi birgok defa tekrarlanmasina ragmen
anlamli bir sonug¢ elde edilemedi. Bu nedenle tercih edilen bakteri susunun
belirlenmesinde daha stabil sonug¢ verecegi beklenen ITS gen bdlgesinin
kullanilmasina karar verildi. PCR isleminden sonra ITS bdolgesi ¢ogaltilan {iriinler

%1°1ik agaroz jelde yiriitillerek gortintiilendi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Deneme 7°den elde edilen izolatlarin ITS bolgesinin jel gorilintiisii

Mercimek bitkisinden elde edilen Rhizobium izolatt BA-1’nin ITS bdlgesi
iriinii agaroz jelde yiiritilip gorintilendiginde, iriniin ¢ift bant olusturdugu
gozlemlendi. PCR protokolii ve PCR igeriginde degisiklik yapilmasma karsin ¢ift
bant olusumu devam etti. Uriin bant kesme ve dizileme islemlerinin yapilabilmesi
icin Macrogen Inc. Hollanda firmasina gonderildi. Macrogen Inc. firmasindan gelen
diziler incelendiginde dizilerin temiz olmadigi goriildii; tekrar okuma yapilmasina
karsin dizilerde diizelme olmadi. BA-1’den temiz ITS dizisi elde edebilmek ig¢in
bolgenin klonlama g¢aligmasi yapildi. Klonlama igslemi sonucu elde edilen iiriinler
Macrogen Inc. firmasinda gonderildi ve sonug olarak yine temiz iiriin elde edilemedi.
BA-1 ITS iriinti, dikkatli bir sekilde kontrol edildikten sonra nodiilasyon testi
sonuclarinin incelenmesi i¢in kullanildi.

Elde edilen diger PCR fiirlinleri, dizileme isleminin yapilmasi i¢in Macrogen
Inc. firmasma gonderildi. Macrogen Inc. firmasindan gelen diziler BioEdit
programinda kontrol edilip, birlestirilip, hizalandiktan sonra; Mega6 programinda
Neighbor Joning (bootsrap 10000) agaglar1 (Sekil 4.20-27) ve uzaklik matriksleri
(Cizelge 4.1-8) olusturuldu.

Bir denemeye eklenen 1 bakla, 1 bezelye, 1 mercimek ve 2 yabani tiir (kocafig
ve miirdiimiik) kokiindeki nodiilden izole edilen Rhizobium leguminosarum biovar.
viciae oOrneginin kullanildigt her bir denemede olusan segim sonuglari

incelendiginde;
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1-1-2

100
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1-3-1
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0,02

BA-1 (Mercimek)

SmLs-1 (Miirdiimiik)

Sekil 4.20. Deneme 1 Neighbor Joining agaci (1-1-1: deneme 1, 1.tekrar, 1. nodiil)

Deneme 1°de (Sekil 4.20) bakla bitkisinin bes kok nodiiliinden (1-1-1, 1-1-3, 1-
2-1, 1-2-3, 1-3-2) bakla bitkisi izolati CTG-35 elde edilirken, dort kok nodiiliinden
(1-1-2, 1-2-2, 1-3-1, 1-3-3) yabani tiir kocafig izolati SmVn-2 elde edildi (Cizelge

4.1).

Cizelge 4.1. Deneme 1 uzaklik matriksi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14

1.BA-1
2.CTG-35 |0,22
3.CTG-13 |0,20 |0,11
4.SmLs-1 0,24 |0,01 |0,15
5.SmVvn-2 [0,24 10,11 0,07 |0,15
6.1-1-1 0,22 {0,00 |0,11 |0,06 |0,11
7.1-1-2 0,24 |0,11 |0,07 |0,15 |0,00 |0,11
8.1-1-3 0,22 {0,00 |0,11 |0,06 0,11 0,00 |0,11
9.1-2-1 0,22 {0,00 |0,11 |0,06 0,11 |0,00 |0,11 |0,00
10.1-2-2 10,24 |0,11 | 0,07 |0,15 |0,00 |0,11 |0,00 |0,11 |0,11
11.1-2-3 0,22 |0,00 |0,11 |0,06 |0,11 |0,00 |0,11 |0,00 |0,00 |0,11
12.1-3-1 0,24 0,11 |0,07 |0,15 |0,00 |0,11 |0,00 |0,11 |O,11 |0,00 |0,11
13.1-3-2 0,22 |0,00 |0,11 |0,06 |0,11 |0,00 |0,11 |0,00 |0,00 |0,11 |0,00 |0,11
14.1-3-3 10,24 |0,11 |0,07 |0,15 |0,00 |0,11 |0,00 |O,11 |O,11 |0O,00 |0O,11 |0,00 |0,11
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Sekil 4.21. Deneme 2 Neighbor Joining agact

2-1-2
2-2-2
2-1-1
2-2-3
2-2-1

2-1-3
2-3-1

2-3-2
2-3-3

CTG-23 (Bakla)
SmVn-2 (Kocafig)
CTG-74 (Bezelye)

Deneme 2’de (Sekil 4.21) bakla bitkisinin dokuz kok nodiiliintin hepsinden (2-
1-1, 2-1-2, 2-1-3, 2-2-1, 2-2-2, 2-2-3, 2-3-1, 2-3-2, 2-3-3) mercimek izolati BA-2
elde edildi (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Deneme 2 uzaklik matriksi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14
1.BA-2
2.CTG-23 |0,08
3.CTG-74 [0,24 |0,23
4.SmLs-1 |0,17 |0,16 |0,14
5.SmVvn-2 |0,08 |0,10 |0,21 |0,17
6.2-1-1 0,00 |0,08 |0,23 |0,17 |0,08
7.2-1-2 0,00 |0,08 |0,23 |0,17 |0,08 |0,00
8.2-1-3 0,00 {0,08 |0,23 |0,17 |0,08 |0,00 |0,00
9.2-2-1 0,00 {0,08 |0,23 |0,17 |0,08 |0,00 |0,00 |0,00
10.2-2-2|0,00 |0,08 |0,23 |0,17 {0,08 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
11.2-2-3 |0,00 |0,08 |0,23 |0,17 {0,08 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
12.2-3-1 |0,00 |0,08 |0,23 |0,17 {0,08 |0,00 |0,00 |0,00 {0,00 |0,00 |0,00
13.2-3-2|0,00 |0,08 |0,23 |0,17 |0,08 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
14.2-3-3 /0,00 |0,08 |0,23 |0,17 |0,08 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 {0,00
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Sekil 4.22. Deneme 3 Neighbor Joining agact
Deneme 3°de (Sekil 4.22) bakla bitkisinin sekiz kok nodiiliinden (3-1-1, 3-1-2,
3-1-3, 3-2-1, 3-2-2-, 3-2-3, 3-3-1, 3-3-3) bakla izolat1 olan CTG-59 elde edilirken, bir
kok nodiiliinden (3-3-2) yabani tiir kocafig izolat1 olan SmVn-2 elde edildi (Cizelge
4.3).

Cizelge 4.3. Deneme 3 uzaklik matriksi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 183 | 14

1.BA-3

2.CTG-59 0,01

3.CTG-230 [0,19 /0,18

4.SmLs-1 0,15 10,14 0,08

5.Smvn-2 (0,11 0,10 |0,14 |0,17

6.3-1-1 0,01 10,00 |0,18 |0,14 |0,10

7.3-1-2 0,01 10,00 |0,18 |0,14 |0,10 |0,00

8.3-1-3 0,01 0,00 |0,18 |0,14 |0,10 |0,00 |0,00
9.3-2-1 0,01 0,00 |0,18 |0,14 |0,10 |0,00 |0,00 |0,00

10.3-2-2 0,01 0,00 |0,18 |0,14 |0,10 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00

11.3-2-3 0,01 0,00 |0,18 |0,14 |0,10 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 | 0,00

12.3-3-1 0,01 10,00 |0,18 |0,14 |0,10 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00

13.3-3-2 0,11 10,01 |0,14 |0,17 |0,00 |0,10 |0,10 |0,10 |0,10 |0,10 |0,10 | 0,10

14.3-3-3 0,01 10,00 |0,18 |0,14 |0,10 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 0,00 0,00 |0,00 |0,10
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Sekil 4.23. Deneme 4 Neighbor Joining agact

Deneme 4°de (Sekil 4.23) bakla bitkisinin dokuz kdk nodiiliiniin hepsinden (4-
1-1, 4-1-2, 4-1-3, 4-2-1, 4-2-2, 4-2-3, 4-3-1, 4-3-2, 4-3-3) bakla bitkisi izolat1 olan
CTG-40 elde edildi (Cizelge 4.4) .

Cizelge 4.4. Deneme 4 uzaklik matriksi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14

1.BA-4

2.CTG-40 0,12

3.CTG-1 0,11 0,07

4.SmLs-1 0,09 10,14 |0,14

5.Smvn-2 |0,10 0,10 |0,07 |0,13

6.4-1-1 0,12 |0,00 |0,07 |0,14 |0,09

7.4-1-2 0,12 10,00 |0,07 |0,14 |0,09 |0,00

8.4-1-3 0,12 |0,00 |0,07 |0,14 |0,09 |0,00 |0,00
9.4-2-1 0,12 |0,00 |0,07 |0,14 |0,09 |0,00 |0,00 |0,00

10.4-2-2 0,12 |0,00 |0,07 |0,14 |0,09 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00

11.4-2-3 0,12 |0,00 |0,07 |0,14 |0,09 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00

12.4-3-1 0,12 10,00 |0,07 | 0,14 |0,09 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00

13.4-3-2 0,12 /10,00 |0,07 |0,14 |0,09 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 | 0,00 |0,00 {0,00

14.4-3-3 0,12 10,00 |0,07 | 0,14 |0,09 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
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Sekil 4.24. Deneme 5 Neighbor Joining agact

Deneme 5°de (Sekil 4.24) bakla bitkisinin yedi kok nodiiliinden (5-1-2, 5-1-3,
5-2-1, 5-2-2, 5-3-1, 5-3-2, 5-3-3) yabani tiir miirdiimiik izolat1 SmLs-1 elde edilirken,
iki kok nodiiliinden (5-1-1, 5-2-3) yabani tiir kocafig izolati olan SmVn-2 elde edildi

(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Deneme 5 uzaklik matriksi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14

1.BA-5
2.CTG-301 |014
3.CTG-110 |014 |0,01
4.SmLs-1 0,17 |0,08 |0,08
5.Smvn-2 0,09 |0,13 |0,12 |0,16
6.5-1-1 0,09 10,13 |0,12 |0,16 |0,00
7.5-1-2 0,17 10,08 |0,08 {0,00 |0,16 |0,16
8.5-1-3 0,17 10,08 |0,08 {0,00 |0,16 |0,16 |0,00
9.5-2-1 0,17 10,08 |0,08 {0,00 |0,16 0,16 |0,00 | 0,00
10.5-2-2 0,17 10,08 |0,08 {0,00 |0,16 0,16 |0,00 |0,00 |0,00
11.5-2-3 0,09 10,13 |0,12 |0,16 | 0,00 |0,00 |0,16 |0,16 |0,16 |0,16
12.5-3-1 0,17 10,08 |0,08 {0,00 |0,16 |0,16 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,16
13.5-3-2 0,17 10,08 |0,08 {0,00 |0,16 |0,16 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,16 0,00
14.5-3-3 0,17 10,08 |0,08 {0,00 |0,16 |0,16 |0,00 |0,00 {0,00 |0,00 |0,16 |0,00 |0,00
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Sekil 4.25. Deneme 6 Neighbor Joining agaci

Deneme 6°da (Sekil 4.25) bakla bitkisinin alt1 kok nodiiliinden (6-1-1, 6-1-2, 6-
1-3, 6-2-2, 6-3-1, 6-3-3) yabani tiir miirdiimiik izolat1 olan SmLs-1 elde edilirken, ii¢
kok nodiiliinden (6-2-1, 6-2-3, 6-3-2) bakla bitkisi izolatt olan CTG-68 elde edildi
(Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Deneme 6 uzaklik matriksi
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14

1.BA-6
2.CTG-68 0,13
3.CTG-202 |0,13|0,12
4.SmLs-1 0,13 (0,12 0,01
5.SmVn-2 0,190,10(0,17|0,16

6.6-1-1 0,13/0,12]0,01|0,00 |0,16

7.6-1-2 0,13/0,12 0,01 0,00 |0,16 | 0,00

8.6-1-3 0,13/0,12 0,01 0,00 |0,16 |0,00 | 0,00

9.6-2-1 0,13/0,00|0,12|0,12 /0,10 0,12 |0,12 |0,12

10.6-2-2 0,13/0,12 0,01 0,00 |0,16 |0,00 | 0,00 |0,00 | 0,12

11.6-2-3 0,13/0,00|0,12 0,12 0,100,212 ]0,12 0,12 0,00 0,12

12.6-3-1 0,13/0,12/0,01|0,00 |0,16 |0,00|0,00 |0,00 |0,12 0,00 0,12

13.6-3-2 0,13/0,00|0,12|0,12|0,10|0,12 0,12 /0,12 0,00 0,12 /0,00 | 0,12
14.6-3-3 0,13/0,12 0,01 0,00 /0,16 |0,00 0,00 |0,00|0,12 0,00 /0,12 0,00 0,12

56



7-3-2
7-3-3
7-3-1
7-2-3
7-2-2

100

CTG-303 (Bakla)

74 7-1-2
7-1-3
100 7-2-1

SmVn-2 (Kocafig)
BA-7 (Mercimek)
CTG-114 (Bezelye)

(|SmLs-1 (Mirdiimiik) |

100! 7-1-1

Sekil 4.26. Deneme 7 Neighbor Joining agaci

Deneme 7°de (Sekil 4.26) bakla bitkisinin sekiz kok nodiiliinden (7-1-2, 7-1-3,
7-2-1, 7-2-2-, 7-2-3, 7-3-1, 7-3-2, 7-3-3) bakla bitkisi izolatt olan CTG-303 elde

edilirken, bir kdk nodiiliinden (7-1-1) yabani tiir miirdiimiik izolat1 olan SmLs-1 elde

edildi (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Deneme 7 uzaklik matriksi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 | 13 | 14
1.BA-7
2.CTG-303 |0,06
3.CTG-114 |0,14 |0,14
4.SmLs-1 0,13 ]0,14 |0,01
5.5mVvn-2 |0,09 |0,07 |0,16 |0,15
6.7-1-1 0,13 0,14 |0,01 |0,00 | 0,15
7.7-1-2 0,06 0,00 |0,14 |0,14 0,07 |0,14
8.7-1-3 0,06 0,00 |0,14 |0,14 0,07 |0,14 | 0,00
9.7-2-1 0,06 0,00 (0,14 |0,14 10,07 |0,14 |0,00 | 0,00
10.7-2-2 0,06 0,00 (0,14 |0,14 0,07 | 0,14 | 0,00 | 0,00 | 0,00
11.7-2-3 0,06 |0,00|0,24 |0,14 0,07 | 0,14 | 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00
12.7-3-1 0,06 0,00 (0,24 |0,14 0,07 |0,14 | 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 | 0,00
13.7-3-2 0,06 |0,00 (0,24 |0,14 0,07 |0,14 |0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 | 0,00 |0,00
14.7-3-3 0,06 0,00 |0,24 |0,14 0,07 |0,14 |0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 | 0,00 0,00 |0,00
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Sekil 4.27. Deneme 8 Neighbor Joining agact

Deneme 8’de (Sekil 4.27) bakla bitkisinin bes kok nodiiliinden (8-1-1, 8-1-3, 8-
2-1, 8-2-2, 8-3-2) bakla bitkisi izolat1 olan CTG-308 elde edilirken, dort kok
nodiiliinden (8-1-2, 8-2-3, 8-3-1, 8-3-3) yabani tiir miirdiimiik izolat1 olan SmLs-1
elde edildi (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Deneme 8 uzaklik matriksi
1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11 |12 |13 | 14

1.BA-8
2.CTG-308 [0,09
3.CTG-205 [0,05]0,09
4.SmLs-1 0,0910,14 10,10
5.SmVn-2 0,1210,0710,12 0,14

6.8-1-1 0,0910,00)0,09]0,14 /10,07

7.8-1-2 0,0910,1410,0910,00 0,14 10,14

8.8-1-3 0,09{0,00)0,09|0,14 10,07 10,00]0,14
9.8-2-1 0,09{0,00)0,09|0,14 10,07 |10,00]0,14 10,00

10.8-2-2 0,0910,00)0,09]0,14 /0,07 |0,00 /0,14 |0,00 | 0,00
11.8-2-3 0,0910,1410,09]0,00 /0,14 /0,24 0,00 |0,14 |0,14 |0,14
12.8-3-1 0,09{0,1410,0910,00 /0,14 |0,140,00 |0,14 |0,14 |0,14 | 0,00
13.8-3-2 0,09{0,00)0,09]0,14 /0,07 |0,00 0,14 |0,00 {0,00 |0,00 |0,14 |0,14
14.8-3-3 0,0910,14 10,09 0,00 0,14 /0,14]0,00 |0,14 |0,14 |0,14 |0,00 | 0,00 | 0,14

58



4.2.1 ITS-PCR iiriinlerin polimorfik DNA analizi

Denemelerde kullanilan test izolatlarmin ITS bolgesinin PCR iiriinleri ele alinarak;
nodiilasyon testlerinde nodiil olusumu igin tercih edilen izolatlarda, tercih edilmeyen
izolatlara gore farklilik olup olmadiginin anlasilmasi i¢in BioEdit programinda
benzer bolgeleri ¢ikartilarak polimorfik bolgeleri incelendi (Bkz. EK A). Bu islemde
mercimek bitkisinden elde edilen Rhizobium izolatt BA-1’in ITS bélgesinin PCR
irtinii tam olarak giivenilir olmadig1 i¢in kullanilmadi (BA-1 izolat1 deneme 1’de
kullanildi ve deneme 1’den elde edilen dokuz nodiiliin higbirinden BA-1 izolati
¢ikmadi).

Denemelerde kullanilan Rhizobium izolatlarinin ITS-PCR  bdlgelerinin
polimorifik yapisi incelendiginde, denemelerde nodiilasyon olusumu i¢in tercih

edilen organizmalarin kendilerine 6zgii polimorfizm icermedigi bulundu

4.3 nod Kutusu Analizi

nod kutusu bdlgesinin ¢ogaltilmasi igin uygun primerlerin bulunmasi amaciyla; nod
kutusu bolgesi belirlendi. Bunun i¢in NCBI veri tabaninda bulunan DQ286900.1,
M17105.1, M17106.1 ve M17144.1 dizilerinin BioEdit programinda hizalandi (Sekil
4.28).

k2 BioEdit Sequence Alignment Editor - [Untitled] - B
3 File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World WideWeb Options Window Help
& D

=) [ometien =][6 = B total sequences

Mode: S Seection 0 Sequerce Mask: Hons Start
g Select / Side Pasiion: Nurnbering Mask: Hone ruler ot )1
T
1

AT T P P e P [ U U e U [ [ [ g

ﬁ 840 850 860 870 880 890 200 210 920
DQ286900 TRARACGCATGAGTGTATATCCATTCCATAGATGATTGCCATCCRAATTATCAATTTTACCAATCT-TTCGGATCACTTATAGRAARAGCCGGRAC
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Sekil 4.28. BioEdit programinda hizalanmis olan nod kutusu bolgesi

Bolge igin 6zgiil primer bulmak i¢in web ortamindaki Primer3 programi (v
0.4.0) kullanildi. Bolgenin 200 bp asagisinda ve yukarisinda olacak sekilde ileri ve
geri primerleri tasarlandi. Tasarlanan primerler Sequencher v5.0 programinda kontrol

edildi (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Sequencher v5.0 programinda primerlerin baglanti yerleri.

Primerlerin sentezlenmesinin ardindan denemelerde kullanilan her bir izolata
PCR islemi yapildi ve tirtinler %1°lik agaroz jelde gozlemlendi (Sekil 4.30).

BA-1 BA-2 BA-3 BA-4 BA-5 BA-6 BA-7 BA-8

Sekil 4.30. Mercimek bitkisinin koklerindeki nodiillerden izole edilen Rhizobium
leguminosarum biovar. viciae izolatlarinin nod kutusu bolgesi PCR
goruntisu

Elde edilen PCR dizileri (Sekil 4.31) BioEdit programinda kontrol edilip
hizalandi (Sekil 4.32).
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Sekil 4.31. Macrogen Inc.’de dizileme islemi yapilan BA-1 izolatinin NodBox-F
primeriyle elde edilen dizisi.
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Sekill 4.32. BioEdit programinda kontrol edilip hizalanan nod kutusu bolgeleri.

Dis grup olarak NCBI veri tabanindan alinan X65620.1 kodlu dizi
kullanilarak Mega6 programinda dizilerin Neigbour Joning (bootsrap 10000) agaglari
(Sekil 4.33) olusturuldu.
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Sekil 4.33. nod kutusu bolgesi Neighbor Joining agaci (kirmiziyla isaretlenmis olan
izolatlar denemelerde bakla bitkisi tarafindan tercih edilen izolatlardir)
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4.3.1 nod kutusu-PCR iiriinlerin polimorfik DNA analizi

Denemelerde kullanilan test izolatlarinin nod kutusu bdlgesinin PCR firiinleri ele
alinarak; nodiilasyon testlerinde nodiil olusumu igin tercih edilen izolatlarda, tercih
edilmeyen izolatlara gore farklililk olup olmadiginin anlasilmasi i¢in BioEdit

programinda benzer bolgeleri ¢ikartilarak polimorfik bolgeleri incelendi (Sekil 4.34).

‘I'I'I'I'|IIII|I'I'I'I'|I'III|II'
T{ 10 20

BA-2* CTAGA-CTTC

CTG-35%* CTAGA-CTTC

CTG-40%* TTAGTCACCC

CTG-59%* TTAGTCACCC

CTG-68%* CTAGA-CTTC

CTG-303* [TTIAGTCACCC

CTG-308* |CIAGA-CTTC

SmLs—-1%* CTAGA-ATTC

Smvn-2* CTAGA-CTTC

BA-1 TIAGA-CTICC
BA-3 TIAGRA-CTICC
BA-4 TIRAATCACCC
BA-5 TIRATCACCC
BA-6 TTIAGTCACCC
BA-7 TTIAGTCACCC
BA-8 TTRAATCACCC
CTG-1 CRAGA-ATAC
CTG-13 TIAGTCACCC
CTG-23 CIAGA-CITC
CTG-74 TIAGTCACCC

CTG-110 CIAGA-CITC
CTG-114 TTITGTCACCC
CTG-202 CIAGA-CITC
CTG-203 TTIAGTCACCC
CTG-205 CIAGA-ATTT
CTG-301 CIAGA-CTTC

Sekil 4.34. Denemelerdeki izolatlarmin nod kutusu-PCR polimorfik DNA bolgeleri
(*isaretli olanlar denemelerde bakla bitkisi tarafindan simbiyotik
birliktelik i¢in tercih edilen Rhizobium izolatlaridir)

Denemelerde kullanilan Rhizobium izolatlarinin nod kutusu- PCR bdlgelerinin
polimorifik yapisi incelendiginde, denemelerde nodiilasyon olusumu igin tercih

edilen organizmalarin kendilerine 6zgii polimorfizm icermedigi bulundu.
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5. TARTISMA

Bu ¢aligmada Orta Karadeniz Bolgesi’ndeki bazi illerde (Samsun, Ordu, Amasya,
Sinop ve Corum) vyetistirilen bakla (Vicia faba L.), bezelye (Pisum sativum L.),
mercimek (Lens culinaris Medik.) ve yabani tiirler kocafig (Vicia narbonensis L.) ve
mirdiimiigii (Lathyrus setifolius L.) kok nodiillerinden elde edilen Rhizobium
leguminosarum biovar. viciae izolatlariyla, Vicia grubu iginde rhizobia-baklagil
secicililiginin olup olmadigi bakla bitkisi kullanilarak test edilmistir. Bakla, bezelye,
mercimek ve yabani tiirlerden elde edilen izolatlar kendi laboratuvar Kkiiltiir

koleksiyonumuzdan kullanilmustir.

5.1 Rhizobium izolatlarinin Gruplandirilmasi icin RAPD-PCR Kullanimi

Rhizobium leguminosarum biovar. viciae izolatlarinin denemelerde kullanilmak
lizere birbirlerinden ayrilmasi igin Oncelikle RAPD-PCR islemi uygulanmistir.
RAPD islemi, Rivas ve dig. (2006) ve Rajasundari ve dig. (2009) tarafindan
belirtildigi gibi izolatlarin ayriminda oldukca kolaylik saglamistir. %2’°lik metafor
agarozda olusan bant profilleri olduk¢a farkli c¢ikmistir. Olusan bantlarin

farkliligindan yararlanilarak izolatlar, denemeler icin sekiz farkli gruba ayrilmigtir.

5.2 Nodiilasyon Testi Calismalarindan Elde Edilen Sonug¢lar

Nodiilasyon testleri Vincent (1970)’da verilen yonteme uygun olarak yapilmistir. Bu
yontem ve iceriginde bulunan ortamlar bakla fidesinin gelisimini desteklemis ve
deneylerin basariyla sonu¢lanmasini saglamistir.

Nodiilasyon testlerinde herhangi bir rhizobiyal izolatin bulunmadigi kontrol
calismasinda, bakla bitkisinin gelisecegi ortama azotsuz fide besin ¢ozeltisi
verilmistir. Bitki azot olmayan bu ortamda beklendigi {izere tam olarak
gelisememistir. Govde ve kok yapist zayif kalmis, meyve olusumu tespit
edilmemistir. Gruber ve Galloway (2008) belirttigi gibi azot, bitki gelisimi i¢in
onemlidir ve yoklugu kisitlayic1 faktor olarak ortaya g¢ikmaktadir. Herhangi bir
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rhizobiyal izolatin bulunmadigi ve azotlu kontrol c¢aligmasinda ise disaridan fide
besin ¢ozeltisi icinde bitkinin gelistigi ortama azot takviyesi yapilmistir. Bitkinin
normal gelisim gosterdigi ve meyve olusturabildigi gorilmiistiir.

Denemeye alinan her bir izolattan sadece bir tanesinin yer aldig1r pozitif
kontrollerin ¢alismasinda ise burada bitkinin gelistigi ortama azotsuz fide besin
¢ozeltisi verilmis ve ortama rhizobiyal sus ilavesi yapilmistir. Her bir sise igerisinde
tek bir rhizobiyal sus bulunacak sekilde hazirlanan pozitif kontroller sonucunda,
bakla bitkisine asilanan tiim pozitif kontroller nodiil olusturabilmislerdir. Olusan
nodiillerin yapisi incelendiginde bazi pozitif kontrollerde nodiil sayisinin daha fazla
bazilarimin ise daha az oldugu gorilmistiir. Nodil biiyiiklikleri incelendiginde
farkliliklar bulunmustur. Nodiillerin bir kismimnin aktif oldugunu gosterir sekilde
pembe renkte, bir kisminin ise pasif oldugunu gosterir sekilde beyaz-sari renkte
oldugu tespit edilmistir.

Denemeye alinan 5 izolatin (bakla, bezelye, mercimek izolatlarindan birer tane
ve yabani tiir 6rnekleri) karisiminin yer aldigi asil ¢aligmadan alinan aktif nodiiller
kullanilarak bakteri izolasyonu Somasegaran ve Hoben (1985) ve Elkan (1987)’da
belirtilen yonteme gore yapilmis, ¢cok az kiiltiirde fungal kontaminasyon olusmasina
karsin saflastirma islemlerinden sonra izolatlar saf olarak elde edilmistir. Bu yontem
nodiillerden Rhizobium izolatlarinin ayrilmasi i¢in olduk¢a kullanislidir. DNA
izolasyonu i¢in Temizkan ve Arda (2004)’da verilen yontem uygulanmistir. Bu
yontemi uygulanma sebebi Rhizobium izolatlarinin ¢ok miktarda eksopolisakkarit
olusturmalart ve klasik DNA izolasyonlarinda bu eksopolisakkaritlerin varliginin
DNA izolasyonuna imkan vermemesidir. Bu nedenle Temizkan ve Arda (2004)’da
verilen ve igerisinde CTAB/NaCl bulunan yontem uygulanmistir. Bu madde

eksopolisakkaritleri baglayarak onlarin ¢okmesini saglar, boylece DNA elde
edilebilir.

5.3 Denemelerde Tercih Edilen izolatin Belirlenmesi

Denemelerde tercih edilen izolatin belirlenmesi ic¢in ilk olarak DNA, RAPD ile
cogaltilmisg, fakat da Cunha Galvao ve Lages-Silva (2008)’da belirtildigi gibi tekrar
yapilan RAPD islemleri sonucunda daha once elde edilen RAPD bantlar
olusturulamamistir. Islem bircok defa tekrarlanmasma ragmen anlamli sonug elde

edilememistir. Bu nedenle denemelerde tercih edilen izolatlarin ayrilmasinda ITS-

66



PCR amplifikasyonu kullanilmistir. Giirtler ve Stanisich (1996), Palmer ve Young
(2000) ve Kwon ve dig. (2005) belirttildigi gibi olduk¢a degiskenlik gdsteren ve
genomda tek kopya olarak bulunan bu bélge izolatlarin ayriminda oldukg¢a kullanigh
olmustur.

Denemelerde yapilan nodiilasyon testi ¢alismasiyla Surin ve Downie (1985) ve
van Berkum ve dig. (1995) belirttigi gibi rhizobia-baklagil o6zgilliigi tespit
edilmistir. Bakla bitkisinin koklerindeki nodiilden izole edilen Rhizobium
leguminosarum biovar. viciae izolatlar1 tekrar bakla Dbitkisine asilanmalari
sonucunda; rekabet ortaminda dahi diger bitkilerden elde edilen Rhizobium
leguminosarum biovar. viciae izolatlarina kiyasla daha basarili olduklari ortaya
cikmustir. Bu durum Friesen ve Mathias (2010). Sachs ve Simms (2008) ve Marco ve
dig. (2009) belirttigi gibi, konukg¢u bitki yararli rhizobiay1 daha biiyiik nodiil oraniyla
desteklemis, yararli olmayanlarin ise kabiliyetlerini azaltmistir.

Denemelerde kullanilan mercimek bitkisinden elde edilen izolatlardan sadece
biri (BA-2) rekabet ortaminda basarili olmus ve nodiil olusturmustur. Bu izolat
kullanildig1 denemede diger tiim izolatlar1 geride birakarak basarili olmustur. Bu
durum mercimek bitkisinin alindig: tarlada daha 6nce bakla yetistiriciligi yapilmis
olabilecegi ve bu iirlinlerden geriye kalan 6zgiillesmis izolatin daha sonra mercimek
ekimiyle mercimek bitkisinin koklerinde nodiil olusturmasi; bdylelikle mercimek
bitkisi kdklerinden elde edilmis olmasina bagl olabilir. Bu durumda bu izolatin asil
simbiyotik tiirii bakla bitkisi olabilir. Bunun disinda izolatin tiim nodiillerden elde
edilmis olmasi izolatin kendi uyum yeteneginin yiiksek olmasiyla ve bu sekilde bakla
bitkisinden ve yabani tiirlerden elde edilen izolatlarin yerine nodiil olusturmus
olmaszyla iligkilendirilebilir.

Denemelerin higbirinde bezelye bitkisinden elde edilen izolatlar elde
edilememistir. Rekabet ortaminda bakla bitkisi ile nodiil olusturamamiglardir. van
Berkum ve dig. (1995) bakla (Vicia faba L.) lizerine yaptiklart RFLP ¢aligmalarinda,
belirttikleri bakla bitkisinden elde edilen Rhizobium izolatlarininin Pisum sativum
Medik., V. villosa Roth, ve Trifolium spp. ait bitkilerde bulunanlardan ayirt
edilebildigini durumu; c¢alismamizda denemelerin higbirinde bezelye bitkisine ait
izolatlarin nodiil olusturmamasiyla desteklenmistir. iki bitki arasinda belirgin bir
konuke¢u spesifikligi oldugu ve bakla bitkisinde bezelye bitkisinden elde edilen

izolatlarin aktif nodiil olusturamadigi goriilmiistiir.
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Denemelerde bakla, bezelye, mercimek ve yabani tiirler kocafig ve miirdiimiik
bitkilerinin koklerinden alinan aktif nodiillerden izole edilen izolatlar i¢inde; bakla
bitkisi i¢in yararli ve rhizobia-baklagil simbiyotik yasami i¢in en uygun rhizobiyal
izolatlar belirlenmistir. Bu izolatlar bakla bitkisinden elde edilen CTG-35, CTG-40,
CTG-59, CTG-68, CTG-303, CTG-308; mercimek bitkisinden elde edilen BA-2;
yabani tiir kocafig bitkisinden elde edilen SmVn-2 ve yabani tiir miirdiimiikten elde
edilen SmLs-1"dir.

Mercimek bitkisinden elde edilen Rhizobium izolati BA-1’in nodiilasyon
testlerinin incelenmesi i¢in elde edilen ITS-PCR iiriinii agaroz jelde PCR {irliniiniin
bantinin ¢ift olusturdugu gorilmiistiir. Tekrarlanan PCR islemleri sonucu
degistirmemistir. PCR protokolii ve PCR igerigi degisik modifikasyonlar yapilmis ve
islemler optimize edilmeye calisilmasina karsin ¢ift bant olusumunun devam ettigi
goriilmiistiir. Cift bant olusumun DNA kontaminasyonu kaynakli olup olmadiginin
anlasilmasi i¢in BA-1 izolatindan tekrar DNA izolasyonu yapilmis ve DNA ITS-
PCR islemine tabi tutulmustur. Islem sonucunda tekrar c¢ift bant olusumu
gbozlemlenmistir.  Boylelikle olusumun kontaminasyon kaynakli  olmadig:
mikroorganizma kaynakli oldugu tespit edilmistir. PCR iiriinii bant kesme islemi ve
dizileme islemi yapilabilmesi i¢in Macrogen Inc. Hollanda firmasina gonderilmis.
Fakat firmadan gelen dizileme sonuglarinin temiz olmadigi goriilmiistiir. Macrogen
Inc. firmasina gonderilen diger ITS-PCR iiriinlerinden elde edilen diziler temiz
olarak elde edilmistir. Tek bant olusumunu saglayabilmek i¢in PCR {iriinii klonlama
islemine tabi tutulmustur. Plazmit DNA {riinleri Macrogen Inc. firmasina
gonderilmis fakat temiz bir dizi elde edilememistir. Deneme 1°de kullanilan ve bakla
bitkisi tarafindan nodiilasyon olusumu i¢in tercih edilmedigi anlagilan BA-1’e ait
dizi, nodiilasyon testi agacinda kullanilabilmesi igin olduk¢a temizlenmeye ¢alisilmis
ancak giivenir olmamasi nedeniyle daha sonraki degerlendirmede (polimorfik DNA)
kullanilmamigtir. BA-1  izolatinda olusan bu durum muhtemelen bu
mikroorganizmaya 6zgiidiir; dolayistyla ITS bolgesi i¢in Giirtler ve Stanisich (1996)
ve Palmer ve Young (2000)’nin belirttigi genomda tek kopya olarak bulundugu
gorlisiiniin bu izolat i¢in gegerli olmadig1 sdylenebilir.

Denemelere katilan test izolatlarinin hepsinin ITS-PCR bolgelerinin polimorfik
DNA analizi yapildiginda; nodiilasyon testlerinde nodiil olusumu ig¢in tercih edilen
izolatlarda, tercih edilmeyen izolatlara gore ayirt edici bir farklilik bulunmamustir.

Kwon ve dig (2005)’de belirtildigi gibi yiiksek dizi varyasyonu tespit edilmistir.
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Yakin iliskili olan bu izolatlarda bile Giirtler ve Stanisich (1996) degindigi gibi dizi
varyasyonu fazladir. Bununla birlikte simbiyotik iliskinin  6zgiilliigiiniin

aciklanmasinda kullanilabilecek herhangi bir sablon tespit edilememistir.

5.4 nod Kutusu’nun Bélgesinin incelenmesi

Rhizobia—baklagil tercihindeki o6zgilliigin NodD proteinin baglandigi promotor
bolge nod kutusu ile ilgili olup olmadig: ilk kez bu tez calismamizda arastirilmis;
Ozgiilliigiin nedeninin dogrudan nod kutusundaki dizi farkliligiyla iliskili olmadigi
tespit edilmistir. Ancak c¢alismamizda farkli rhizobiyal suslara ait nod kutusu
dizilerinin ortaya ¢ikarilmasi nedeniyle, bu veriler bundan sonra yapilacak
calismalara belirli dlgiilerde katki saglayacaktir.

Denemelere katilan test izolatlarinin hepsinin nod Kkutusu-PCR bélgelerinin
polimorfik DNA dizileri incelendiginde; nodiilasyon testlerinde nodiil olusumu i¢in
tercih edilen izolatlarda, tercih edilmeyen izolatlara goére ayirt edici bir farklilik
bulunmamistir. Moat (2002)’a goére nod kutusu bolgesi olduk¢a korunmus DNA
dizisine sahiptir ancak Schlaman ve dig. (1998)’de belirtildigi gibi bu oldukca
korunmus olan bolgelerin  bazi bolgelerinde azda olsa dizi farkliklar
bulunabilmektedir. Fakat yaptigimiz c¢alismada bu dizi farkliliklar1i simbiyotik
izolatlarin neden tercih edildigini agiklamada yeterli olamamustir.

Bu ¢alisma ile inokiilant ¢alismasi sonuglarinin izlenebilmesi ve hangi izolatin
bitkiler tarafindan tercih edildiginin belirlenebilmesinde, kullanilabilecek ¢ok

karmasik olmayan bir genetik yontem ortaya konulmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1 Rhizobium izolatlarinin Gruplandirilmasi icin RAPD-PCR Kullanimi

Tez galismasinda kullanilan Rhizobium leguminosarum biovar. viciae izolatlarinin
ayrilabilmesi i¢in RAPD islemi kullanildi islem sonucunda, izolatlarin birbirlerinden
oldukga farkli bant profilleri olusturdugu goézlemlendi (Sekil 4.1). Olusan bant
profillerinin farkliligindan yararlanilarak izolatlar sekiz farkli deneme iginde
kolaylikla ayrilabildi.

RAPD-PCR calismalarinda ayni sonucglari devamli olarak almanin giicliigii

nedeniyle tez ¢aligmasinin devam eden basamaklarinda bu yontem tercih edilmedi.

6.2 Nodiilasyon Testi Calismalarindan Elde Edilen Sonuclar

Her bir rhizobiyal izolatinin tek tek kullanildigi pozitif kontrollerde, tiim izolatlar
bakla bitkisinin koklerinde nodiil olusturabildi. Bu durum bize bakla, bezelye,
mercimek veya yabani tiirlerden elde edilen Rhizobium leguminosarum biovar. viciae
izolatlarmin herhangi bir rekabet durumunda kalmadiklarinda, bakla bitkisinin
kokiinde kolaylikla nodiil olusturdugunu gosterdi.

Denemelerde bir bakla, bir bezelye, bir mercimek ve iki yabani tiiriin
koklerinden izole edilen Rhizobium leguminosarum biovar. viciae izolatlar: bir arada
rekabet ortaminda bakla bitkisine asilandiginda, bakla bitkisinin belli izolatlar1 tercih
ettigi bulundu. Deney sonuglart incelenip (Sekil 4.20-27) toplam nodiil sayis1 dikkate
alindiginda genel olarak; 72 nodiiliin 38’inden bakla bitkisinin kokiindeki nodiilden
izole edilen Rhizobium leguminosarum biovar. viciae izolatlart CTG-35, CTG-40,
CTG-59, CTG-68, CTG-303, CTG-308 (%52,78), 18’inden yabani tiir miirdiimiik
kokiindeki nodiilden izole edilen Rhizobium leguminosarum biovar. viciae izolati
SmLs-1 (%25), 9’undan mercimek bitkisinin kokiindeki nodiilden izole edilen
Rhizobium leguminosarum biovar. viciae izolatt BA-2 (%12,5) ve 7’sinden yabani
tir kocafig kokiindeki nodiilden izole edilen Rhizobium leguminosarum biovar.
viciae izolati SmVn-2 (%9,72) elde edildi.
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Bakla bitkisinden elde edilen izolatlarin tekrar bakla bitkisine agilanmalar
sonucunda diger bitkilerden izole edilen bakterilere karsi nodiilasyon rekabetinde
%52,78 oraninda basarili olmalari, bitkiye kars1 6zgiil iliskiler gelistirmis olduklarini
gosterebilir.

Yabani tiirlerden elde edilen SmLs-1 ve SmVn-2 izolatlarinin toplam olarak
rekabette %34,72 oraninda basarili olmalari; yabani genleri sayesinde, ortama uyum
saglama yeteneklerinin fazla olmasina ve bu bakimindan diger organizmalarla daha
kolay rekabet etmeleriyle iliskilendirilebilir.

Mercimek bitkisinden elde edilen BA-2 izolatinin kullanildig1 denemede, tiim
nodiillerden bu izolat elde edildi. Boylece rekabet ortaminda o6zgiillesmis bakla
izolatin1 ve rekabet orani yiiksek olan yabani tiir izolatlarini geride birakti. Bu durum
mercimek bitkisinin alindig1 tarlada daha Once bakla yetistiriciligi yapilmis
olabilecegi ve bu iirlinlerden geriye kalan 6zgiillesmis izolatin daha sonra mercimek
dikimiyle mercimek bitkisinin koklerinde nodiil olusturmasiyla veya ilgili izolatin
uyum yeteneginin yiiksek olmasiyla iliskilendirilebilir.

Denemelerin higbirinde bezelye bitkisinden elde edilen izolatlar basarili
olamadi. Bezelyeden izole edilen mikroorganizmalarda 6zgiilligiin diger izolatlarla
rekabet etmesini engelleyici oldugu diisiiniilebilir.

Denemelerde kullanilan Rhizobium izolatlarmm ITS-PCR bdlgelerinin
polimorfik yapisi incelendiginde, denemelerde nodiilasyon olusumu igin tercih edilen

organizmalarin kendilerine 6zel bir sablon olusturmadig: bulundu.

6.3 nod Kutusu’nun Incelenmesinden Elde Edilen Sonuclar

Denemelerde tercih edilen mikroorganizmalarin tercih edilme o6zgiilliigiiniin
bulunmasinda; 6zgiilliigiin nodD gen iiriinii olan NodD proteinin baglandigi nod
kutusu bolgesindeki farkliliklardan kaynaklanip kaynaklanmadigi arastirildi. Bu
calismada test i¢in kullanilan izolatlarin nod kutusu bolgesi ¢ogaltilarak incelendi.
Neigbour Joining 10000 bootstrap agact (Sekil 3.18) olusturuldu ve agag
incelendiginde bakla bitkisi tarafindan aktif nodiil olusturmasi igin tercih edilen
Rhizobium leguminosarum biovar. viciae izolatlarinin nod kutusu agisindan belli bir
grup olusturmadigr bulundu. S6z konusu bélgenin izolatlar arasindaki 6zgilligi
aciklayacak sekilde iliskili olmadigi anlasildi, ancak bir kontrol bolgesi olmasi

bakimindan diger gen bdlgeleriyle iliskisinin arastirilmasi gerekmektedir.
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Denemelerde kullanilan Rhizobium izolatlarinin nod kutusu bolgesi PCR
polimorifik yapist incelendiginde, denemelerde nodiilasyon olusumu igin tercih
edilen organizmalarin kendilerine 6zgii polimorfizm i¢ermedigi bulundu. nod kutusu
dizisinde olduk¢a korunmus olan bélgelerin disinda bazi dizi varyasyonlar1 da tespit
edildi. Fakat bu dizi farkliliklar1 izolatlarin neden tercih edildiginin belirlenmesi i¢in

yeterli veri olusturmadi.

6.4 Tez Cahsmasinin Etkileri

Mutualistik iliskilerden biri olan rhizobia-baklagil 6zgiilligii bu ¢alismada agik bir
sekilde ortaya kondu. Ulkemizde yaygin bir sekilde dikimi yapilan bakla bitkisi
izerine inokiilant uygulamalarinin basarili olabilmesi ig¢in bu tercih durumunun

dikkate alinmasinin gerekliligi ortaya ¢ikt1.

6.5 Oneriler

Rhizobium leguminosarum biovar. viciae izolatlarinin tercih etme o&zgilliigiiniin
belirlenmesinde tez ¢alismasinda Onerilen nod kutusu yontemi hipotezimize
dogrulayacak sekilde yeterli veri olusturmadi. Bu 6zgiilliiglin bitki mikroorganizma
etkilesimi sonucu ortaya c¢iktig1 gercegi dikkate alinarak, mikroorganizmanin daha
farkli gen bolgelerinin ¢alisilmasi, nod kutusunun NodD proteini ve diger gen
bolgeleriyle etkilesiminin incelenmesi veya bitkiden salgilanan flavonoidlerin etki

mekanizmasi ile ilgili yeni ¢aligmalar yapilmasi uygun olacaktir.
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EKLER

EK A: Denemelerde kullanilan izolatlarinin ITS-PCR polimorfik DNA bélgeleri
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EKA

- 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
BA-2* ACCTT-CGGCAAGTTACT-TGTTGGTAGTCCGGATT-ACCGTIAGTTCGATGGGTTTGCGCTCGCGCGCTGTTTGCACCTTCGGTGCTGCGCTCCGCGAGGC
CTG-35* .. IGG-T..---A.CGA.C.C-C--...C....... R L O e T
CTG-40%* .ITGG---A..T.CCGACA..GC--....TIAAGA.TCTTAG-........ ... i i i it it i s nanns G e i e e G...
CTG-59%* ITGEG---A. . T.CCGACA . .GC——. ... it s T ittt a s s anas T i e i st s e G e i e e G...
CTG-68%* ITGG---A. . T.CCGACA . .GC——. ... ittt it s ettt s anas e G i e i e s G...
CTG-303* |.TTGG---A..T.CCGACA. .GC-—. ... . vttt i ittt s s s e G e i e G...
CTG-308* |.TTGG---A..T.CCGACA..GC--...C....... R S TR
SmLs-1%* ..TGGE-T..---A.CGA.C.C-C-—. ... v GACA A A~~~ ——mm e e T
Smvn-2%* B R L - I i G i s s s e
BA-3 .ITGG---A..T.CCGACA..GC--.....TAAGA.TCTTAG-. .. ..... ... i i i it it isnanns G e i e e G...
BA-4 .ITGG-T..---A.CGA.-CTCC--...C....... R ACA A A~ — e e e e  ———————— T
BA-5 ITGG----TGGA.CGA.-CTCC--...C....... T a e s s e e G i s s s e
BA-6 = |+.a.n Y - Y e C....... R GACA A A -~ ——mm e e e e e e e e T
BA-T7 .. TGG----TGGA.CGA.-CTCC——.......... i i e s e i e G i s e
BA-8 .ITTGG-T..---A.CGA.-CTCC--...C....... R GACA A A~~~ ——mm e e T
CTG-1  |++... T e e R Y T e e e e s e a e a e waa e aama s e waa e aaoma s e e e e e e
CTG-13 .ITGG---A..T.CCGACA..GC--...C....... T T G i s e
CTG-23 ITGG---A. . T.CCGACA . .GC——. ... ittt it s ettt s anas e G i e i e s G...
CTG-T74 .. ITGG-T..---A.CGA.C.C-C--...C....... TR GACARA A ————— - ——————— T
CTG-110 .. TGG-T..---A.CGA.C.C-C--...C....... EEEEE GAC A A A -~ ——mm e e e e e e e e e T
CTG-114 .ITGG-T..---A.CGA.C.C-C--A..C....... EEEEE GACA A A~~~ ———m e e T
CTG-202 ITGGA.AT---.CCGACA., .GC-—. ... v v et i s i aas GACA A A~ ————— - ——— T
CTG-203 T....-..B......... TGT-..... CC....... R GACARAA—— -~~~ mmm T - T
CTG-205 ..TGG-T..---A.CGA.-CTCC-——-.G........ C-...... GACA A A~~~ ———m e T
CTG-301 ..TGG-T..---A.CGA.C.C-C--...C....... T ACA A A~ ——— e e e e — T

Sekil A.4. Denemelerdeki izolatlarinin ITS-PCR polimorfik DNA bolgeleri (*isaretli olanlar denemelerde bakla bitkisi tarafindan simbiyotik
birliktelik i¢in tercih edilen Rhizobium izolatlaridir)
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~ IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIﬂ

EJ 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
BA-2* GGACGACCGGCGACGGCCTCTGECCTGTATGGGGCTTTTTGGTTTTGCTCAGGT TAGGCGTCAACGCAGAGAGTGGGGAACCE——————————————————~— AG
CTG-35* |.AT.C.G----------~ T.A.G.. === .C.T.C-—Cm——————————————— ..., AGCAAATGAAATTTTGTAGCG.
1 D A.C...Cooun... TG..A.T...... - .
CTG-59%  |eiuuinnnnnninnninsinianeenennanns A.C...C...C..... TG..A.T...... T et T .
O I A.C...C...C..... TG..A.T...... T e T T .
CTG-303% |oeuutiuninnniatanaaeaaaanaanns A.C...C...C..... TG..A.T...... - et e .
CTG-308% |uvtuuvnnnnnnunnnnrananneesnnnsnns A.C...Covrunnn. T...A.Tu..... Gttt A—————mmmmmm .
T R S C.T.C-—Cm———————————————————————————————— . ..... AGCGRATGARATTTTGTAGCG.
4 T A.C...Cuuurunn.. T...A.T...... T A-————mmmmmmm .
N S A.C...Cooun... TG..A.T...... Bev et —————————— e .
BA-4 AA..C.G——-—-—----—- R T B T N < e PN AGCAAGTGAAATTTTGTAGCG.
BA=5 |ecceeienaaiia e A.C...C..C...... TG..A.T...... T G.A-—mmmmmm e .
BA-6 B o o G.ATA..--—-———————-- TATC------ T
2 e PO A.C...Cvrunnn. T...A.T...... Gttt R .
BA-8 A..C.G--————————- VTLALG.. . === . C.T.Cm=Cmmm e m oo L., AGCAAGTGRAAATTTTGTAGCG.
T e .
i T S D A.C...Cooun... T...A.T...... T Bmmmmmmmmmmm e .
CTG-23  |eevveunnnnnnunnnnnisneneennnnnnns A.C...C...C..... TG..A.T...... T e e T .
CTG-T74 LAT.C.G-m-—mmmm— T.A.G...-—=-..C.T.C--C-—-———m—mmm e mmm == L. G...AGC--———=—————————————
CTG-110 |.AT.C.G-——-----—-~ T.A.G.. .= .C.T.C-—C————————————————————— .. G..AGCARATGARATTTATTTGCG.
CTG-114 | sB-———————— e mm—mm e o e TATGC---—————————————-- G.
CTG-202 |sA=—=—=————=————————————— oo o o ot T AGCGRATGARATTTTGTAGCG.
CTG-203 |.AT.C.G--——--—-—-~ T.A.G...-—= . .C.T.C-—Cmm—————————— ... G..AGCAAATGAAATTIATTTGCG.
CTG-205 BA..C.G--———------ \T.A.G...===. .C.T.Cm=Cmmmmmm o m oo mmmmmm TAT------ G.
CTG-301 [TAT.C..—————---—-= T.A.G...—-—— . .C.T.C-—Cm—m———————————— A....G..AGCCAATGARATTTATTTGCGT

Sekil A.4 (devam). Denemelerdeki izolatlarinin ITS-PCR polimorfik DNA bdlgeleri (*isaretli olanlar denemelerde bakla bitkisi tarafindan
simbiyotik birliktelik i¢in tercih edilen Rhizobium izolatlaridir)
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3

BA-2*
CTG-35*
CTG-40%*
CTG-59*
CTG-68%*
CTG-303*
CTG-308%*
SmLs-1%*
SmVn-2%
BA-3
BA-4
BA-5
BA-6
BA-T7
BA-§
CTG-1
CTG-13
CTG-23
CTG-T74
CTG-110
CTG-114
CTG-202
CTG-203
CTG-205
CTG-301

Sekil A.4.

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIﬂ

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 31
—————————————————— GTGCTG--TAGCGAATTGT-GGTTTGTTTGGGTT--TATGATCCTGGCGGTTGCTGTCAGTGTTTCAGGTTGGCACAG—---C-G-
————————————————— G.A.GGA--.GAT.G.A...CA.GCGA.GC. .A..GT.GGA.C.T--.G.C.GT.CT--G...A.CAC. .A-,......—===.- .~
————————————————— G.A.GGA--.GAT.G.A...T..GCGA.GC. .A..GT.GGA.C.T...G.TC...CCCTG...A.CAC. .A-. ... ..————.— .~
—————————————————— T T T T T T e e
————————————————— G.A.GGA--.GAT.G.A...-..C.GA.GC. .A..GT.GGA.C.T...G.CC...CC.TG...A.CAC. .A-, ... ...————.— .~
TTTGCTGTAGCGAATGAG. .. ... T e R T i e e a s C.oovivinnins ATGT .A----.-A-
————————————————— G.ACGGA--..AT...A...-.CC.GA.GC..A..GG.GGA.C.TG..---C,.TCC.-GTA.G.CACT.A-.......TGGA.A.T
————————————————— G.A.GGA--.GAT.G.A...-..C.GA.GC..A..GT.GGA.C.T...G.CC...CC.TG...A.CAC. .A-. ... . .———=.— .~
——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— AC..A-.......-——-T-.-
————————————————— G.GAGG.AT.GAT.G.A...CA.GCGA.GC. .A..GT.GGA.C.T...G.C.GT.CT.GG...A.CAC. .A-, ... ...————.—.—
————————————————— G.A.GGA--.GAT.G.A...-..C.GA.GC..A..GT.GGA.C.T--.G.C.GT.CT--G...G.CAC. .A-,......——==.-.—
————————————————— G.A.GGA--.GAT.G.A...T..GCGA.GC. .A..GT.GGA.C.T...G.TC...CCCTG...A.CAC. .A-. ... ..————.— .~
————————————————— G.GAGG.AT.GAT.G.A...CA.GCGA.GC. .A..GT.GGA.C.T...G.C.GT.CT.GG...A.CAC. .A-,......—===.- .~
————————————————— G.A.GGA--.GAT.G.A. ..C.GA.GC. .AACGT.GGA.C.TG.----. .ATACC-G.C.A.CAC.A.—.......————.,—.-
————————————————— G.GAGG.AT.GAT.G.A...CATGCGA.GC. .A..GT.GGA.C.T...G.C.GT.CT.GG...A.CAC. . .A-A, e

(devam). Denemelerdeki izolatlarmin ITS-PCR polimorfik DNA bolgeleri (*isaretli olanlar denemelerde bakla bitkisi tarafindan
simbiyotik birliktelik igin tercih edilen Rhizobium izolatlaridir)
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3

BA-2%*
CTG-35%*
CTG-40%*
CTG-59*
CTG-68%*
CTG-303%*
CTG-308%*
SmLs-1%*
SmVn-2%*
BA-3
BRA-4
BA-5
BRA-6
BA-7
BA-8
CTG-1
CTG-13
CTG-23
CTG-74
CTG-110
CTG-114
CTG-202
CTG-203
CTG-205
CTG-301

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIﬂ

320 330 340 350 360 370 380 390 400 410
AC-T---—-——=—==——==—= GCTT---——--- TTCG---——=—=—=—===—===———— == e A--GAGA---——-———————-~
R e e AL R et G-———mmmmmmmmmm C-.GT.ACGAAGCGAAAGCTT
— e B e e G
“A-———m o T TA-———————————mmm—mm——mmm G-———m———mmm—mm C-.GC.————————m— -
R e e R e D R
B-G-———m——mm———mm o A..-——--——- e TR mm e G-———m———mmm—mm - .C-.BCGT--———————====—
.TA.TGTCCTCACCGCGAAA. .C.TCCACGGGCA . ACTATCGGCGACGGCCTCAGGCCTET . TGECCCATTGTTGCTGGCGGT—— . . ATG-———————————~—~
AAGG-——-————————=—— A.G-——---—- TA-———————————m—m—mm———mm GT----————=———— ===~ CCAGC.T-----——-—-——=-~-
— e e R e e R S mmmmm e e G
A-G--——-——————————— A..-——--——- TA-———————————mmm—mm——mmm G-———m———mmm—mm C-.GCET--—-—————————~-
e ———— e e e ———— T - . 'G ______________
“A-———m - AL —mmm———- TA————=——— == ——mm—mmm——— o G-———m———mmmm— - .C-.GT.ACGAAGCGARAGCTT
“A-———mmmmmm - S TA-———————————m—m—mm———mm G-———m———mmm—mm .C-.GT.ACGAAGCGARAGCTT
~A-———m o T e G-———mmmmmmm—mm - C-.GCG-———————————=—~-
S R e T TA-———————————mmm—mm——mmm G-———mm——mmm——m - C-.GC.————————m
R et e S TA-———=—————————m—mm———mm G-———mmmmmmm—mm - .C-.GT.ACGAAGCGARAGCTT
A-G--—--——————————— A..-——-———- e G-———m———mm - C-.GCGT-----—--—————-
~A-———mmm—mm - I TA-———————————mmm—mm——mmm G-———mm——mmm——m - .C-.GT.ACGAAGCGAAGGCTT

Sekil A.4. (devam). Denemelerdeki izolatlarinin ITS-PCR polimorfik DNA bolgeleri (*isaretli olanlar denemelerde bakla bitkisi tarafindan

simbiyotik birliktelik i¢in tercih edilen Rhizobium izolatlaridir)
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IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIﬂ
- 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510

Y e AC-ATAAG--TCGTCGA-TTGT---CTTGATGG
CTG-35* |CGCAAGCGCAAGGCGCGICGCCAATCGTTTGGCGCCCCCGCGGAGCGCCTTICGGCGCGTGAGCGACRARATTGT-. ... . -=.T..ATG-G...-——. ...
] I ) e e e -=.T..ATG-G...-——........
CTG-509% |[~— =~~~ - —m - T T oo T e -=.T..ATG-G...-——........
O e 5 < e e R -=.T..ATG-G...-——. ... ...
CTG-303% |-~~~ -~ - T T T T T T T T T T T o — T e -=.T..ATG-G...-——........
CTG-308* |~~~ =~~~ —— - T T oo A..-.. .. -=.T..ACGRA. ..~~~ ... v
8 10 P e e TTGT ATG.--.T. .ATG-A...-——. . ......
SMVN— 2% [T T T T T T T T T T T T T T oo — - A..-..... -=.T..ATG-G...-——........
BA-3 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T oo e aaae -=.T..ATG-G...-——. ... ...
£ e TGT ATG.--.T..AT-GA...-———........
BA-L T T T T T T T oo A..-C....--.T..ATG-A...---..ACC...
2 e AGTC..C.AGT.T..ATTGACAAGTAGG .CAA
BRA-T] T T T T T T T T T T T T T T T T e e e —————m—————————— A..-..... --.T..ATG-G..G-——..... “. .
BA-8 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T oo IGT-.-TG.--.T..AT-GA...-——. ...
8 I e T e T s T T T T e
CTG-13 |m— ===~ mmm T T T T T T T T o — o — e A..-.. .. -=.T..ACGRA. ..~~~ ... v
R I T e et T e -=.T..ATG-G...-——........
CTG-74 CGCAAGCGCAAGGCGCGTCGCCAATCGTTTGGCGCCCCCGCGGAGCGCCTTCGGCGCGTGAGCGACARATTGT-. .. .. --AT. .ATG-A...-——........
CTG-110 CGCAAGCGCARAGGCGCGTCGCCAATCGTTTGGCGC——————————~ GCCTTCGGCGCGTGAGCGACARAATTGT-. .. . . -—.T..ATG-A...-—— ..t nrs
L I I S e TTGT-..... --.T..ATG-A.T.-——........
CTG-202 |~~~ T T T T T T T T T T oo TTGT- .ATG.--.T..ATG-A...-——...v.uu.
CTG-203 [|CGCAAGCGCAAGGCGCGTCGCCAATCGTTTGGCGC—~~======== GCCTTCGGCGCGTGAGCGACARATTGT-. ... . -=.T..ATG-A...-—= .. .c.u..
CTG-200 |[m— ===~ mm T T T T T T T T oo TGT- .ATG.--.T..AT-GA...-———........
CTG-301 CGCAAGCGCARAGGCGCGTCGCCGATCGTTTGGTGC———-———————~ GICTTCGGCGCGTGAGCGACAA-TTGT-. . ... -—.T-CATG-A.A.-—— ... v u+:

Sekil A.4. (devam). Denemelerdeki izolatlarinin ITS-PCR polimorfik DNA bolgeleri (*isaretli olanlar denemelerde bakla bitkisi tarafindan
simbiyotik birliktelik i¢in tercih edilen Rhizobium izolatlaridir)
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‘IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIﬂ

ﬂ 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
BRA-2* G-GTTTGTTTT-GC---———---- AT---GAT-CAGTCCTGAAACCAGGCTGCGCGTGT--GTGGGTTGTA-GTAGC-GTTCGATCCCAGCGTAAACCGCGTAG
CTG-35%* T e O A--- . GC-. L. TGA.TC........ou... A.G-...-AC....-.A..TG.C.G.G..T-——====——=——==—=—==
CTG-40%* T T T e L T e e -....TG.C.G..... T e A...
CTG-59* T S S e €L T i -....IG.C.G..... T e A...
CTG-68%* T T e L T e e -....TG.C.G..... T e A...
CTG-303* |.—....T..C.-..-————=—-—- e L T s -....TG.C.G..... TR A...
CTG-308% |.-....T..C.-. . .========== LA---AGC-..... TGA.TC....... .o A.--.GT.AC....-.A..TG.C.G.G. .- ==—==—=——=——==——==
SmLs—-1%* I S TAT----—------- AT--...-..... TCGA.TC.... ..o v v n v A.G-...-AC....-....TG.C.G...TT.-——-————————————=
SmVn-2% e i .A---AGC-.GAC.T.A.T.T.GT........ C.C--aA..... C...-....TG.C.G.G. .-=====—=——=———=——=
BRA-3 T T T BA---GC-. . C.ovi i T e e -....TG.C.G..... T e A...
BRA-4 e .. . -, . TTTTGGGTTT.ATCT.GC-.GAC.T.A. .C. ...ttt e s e P A...-....TG...G.6C.T-——-———-——————————
BR-5 .C..6.-C.-.-..TTTTGGGTT- .ACTT.GC-..... TGA.TC....-........ A.--.GT.AC....-.A..TG.C.G.GC.T----————----—————=
BRA-6 C-....T.A, .-, ,—=———————= LAT---GC-T....GGACTC....A..... IT.A.A-...-AC.T..-...CGGAGCG....T,-———-———————————-
BRA-7 .~==G.-C.-.-. . ITTTTGGGTIT-.ATCT.GC-..... TGA.TC....... .o A.--.G-.AC....-....TGAC.G....T-=—==—=——————=——=
BA-8 e=e..C--, .-, . TTTTGGGTT- .ATCT.GCT.G.C-TGA.-C..... TA--A...C.--...-C.RA..-TA..TG-C.GAGC.T-——----———-————-——-
CTG-1 E T e e e L aTmm e T i T T T e e = TG C.G. . e e e e
CTG-13 +=v..C--.C.-. . TTTTGGGTTT.ACTT.GC-..... TCGA.TC.... ..o vvn v A.--.GT.AC....-.A..TG.C.G.G. .- ————————————————=
CTG-23 B T T B 1 T e -w...TG.C.G..... R A...
CTG-74 T T T A---.GC-. ... TGA.TC.T........ A..A.G-...-AC..GT-.A..TGAC.G...TT.-—----——————-———-
CTG-110 +=e..C--.C. -, . TTTTGGGTTIT.ATCT.GC-..... TGA.TC. ... v v n v s A.G-...-AC..GT-.A..7G6.C.G.G., . T----————-—-———————
CTG-114 B L T bbb A--- . GC-. ... TGA.TC....... ... A.G-...-AC....A.A..TGAC.G....T.-—=——=—————==———
CTG-202 I S IAT---—-——------ AT-—-...—-..... TGA.TC. ... vin v A.G-...-AC....-.A..TG.C.G...ITT.-—-————————————=
CTG-203 =e..C-—.C.-. . ITTTTGGGTTT.ATCT.GC-..... TGA.TC....... .o A.G-...-AC....-.A..TG.C.G.G..T-——=——=——=——===—==
CTG-205 T T T T A= GC- Cov e T s -.A6.T7G.C.G6.GC.T-——---——————-————-
CTG-301 =e..C-—.C.-. . ITTTTGGGTTT.ATCT.GC-..... TGA.TC........ou... A.GT...-AC....-.A..TG.G.G.G. . T-——==—=——=——==——==

Sekil A.4. (devam). Denemelerdeki izolatlarinin ITS-PCR polimorfik DNA bolgeleri (*isaretli olanlar denemelerde bakla bitkisi tarafindan
simbiyotik birliktelik i¢in tercih edilen Rhizobium izolatlaridir)
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BA-2*
CTG-35#*
CTG-40%*
CTG-59*
CTG-68%*
CTG-303*
CTG-308%*
SmLs-1*
SmVn-2%
BA-3
BA-4
BA-5
BA-6
BA-T7
BA-8
CTG-1
CTG-13
CTG-23
CTG-T74
CTG-110
CTG-114
CTG-202
CTG-203
CTG-205
CTG-301

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIﬂ

630

.........

640 650 660 670 680 690 700 710 720

CGGTCTTATCGCGTTCTTG-CCTTTGGCAT ----CGCGGATCGCACACCTATGTAGAACGTGA-CATCACGCATGTCTTGGCGACTGCACGGCAATCGCAAGGT
.TC. .AT....A.G..GA-G.A....CTTAT......... G.TTAC. .GG-—-———=—=——=—=—==-~= A, .GTCT---—----—=-——===-—-
..... .C..--CT--T...A...........CGCA-GA.TATCCGG-——---—--———-----—-AG..T.-——--————-—---————-——
..... -+...C.,--CT--T...A...........CGCA-GA.TATCCGG----———---—-—-—---AG,.T.-————-—————————————
..... - .C..--CT--T...A...........CGCA-GA.TATCCGG-——----—-—-———-----—-BG..T.-——-—--————-—---————-——
..... -+...C..--CT--T...A...........CGCA-GA.TATCCGG---———---——-——---AG.,.T.-————-——-—————————=
.T.G6.-T....A.G.CT--G.A .CTTAT...T..... G.TTAC. .GG-—--———=-=————=—=-~- A, .GTC---—-—=——==—====-—-
..... s ———-,.T.A....AT. .CGCA-GA.TATCCGG-----—---—--——---AG..T.T-——----—————————-
TC..AT....A.G..GA-G.A. CTT .T ...... G.TTAC. .GG-—-———=—=——=—=—==-~= A, —mmmmm e
..... - .C..——CT——T...A...........CGCA Ga.TATCCGG----———----—-—------AG..T.-————--————————————
TC..AT....A.G..CRAAG.A...GCTTAT.. ... .ot nnrn. T e R C e i e
TC. .AT .A.G..CAAG.A...GCTTATTG........coovvuns T e R e i e
GAC. .-———- CA.T.GCCAT.AT.A LATT . o i T e R G i i
............... L0 £ ] L T T T T T T T T
A-CC. GT A.G.ACRAAG.A CTIAT.. ... i iinnnnas T et R C i i i e e
.T.G.—T....A.G.CT——G.A... CTIAT......... G.TTAC. .GG-—--——————-——————— A,.GTC----—-----————=-—-
..... - .C..--CT--T...A...........CGCA-GA.TATCCGG-——---—-—-———--—--—-AG..T.-—---———————-——————
..... “iiie.. ===, . T.A...,.ATT........G.TTAC. .GG---———----—-——---A, .GTCT--—-----———-——————-
TC.TAT ALGL.GA-G.A,...CTIAT......... G.TTIAC. .GG-—--————-——-——————— A,.GICT---------————=-—-
..... “iiiesien.———-,.T.A..,.ATT........G.TTAC. .GG---———---——-—-—----A, . GTCT--——----———-——-—-—-——~-
..... -r.....T...-——-..T.A....AT. .CGCA-GA.TATCCGG----——-—-—-——-——---AG..T.T-——----——————————
TC.TAT....A.G..GA-G.A. .CTTAT......... G.TTAC. .GG-—--———=-=————=—=-~- A, .GTCT---—----—-=-——===-—-
TC..AT....A.G.-TGAG.A. ..GCTT ........ CAG.ATG.C..GG-.C.-——————-—— c....-6.Cc...T-———--———---—-
T..TAT .A.G..GA-G.A. CTIAT......... G.TTAT..GG-—-————=—————=—=-= A, .GTCT---—----—=-——===-—-

Sekil A.4. (devam). Denemelerdeki izolatlarinin ITS-PCR polimorfik DNA bolgeleri (*isaretli olanlar denemelerde bakla bitkisi tarafindan
simbiyotik birliktelik i¢in tercih edilen Rhizobium izolatlaridir)
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IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIﬂ

- 730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 831
BA-2%* TGTCCGGA-TGGTCGGATTTGGCACCCCGCGAGGCGARAAGCGAAGCGGAC-AAGGTCTGCCRARATC————— ARACRARAAGAC---GGCGGCGCGCTGGTTC--TT
CTG-35* |-—————————= T c.GTT..TT---—---——- ..G.A...G.-..C,——————— =Y - T, -—..
CTG-40%* --.TT...C...C..C.--C....AT.GCAAG.TT.----.CGGAT..T.TG.A...C-———————— = A LTATG. cA . . e et vee e -—.
CTG-59* --,TT...C...C..C.-—-C....AT.GCAAG.TT.-—---.CGGAT..T.TG.A...C——————————————————— CALTATG. LA . . s et s e s -—.
CTG-68* --.TT...C...C..C.--C....AT.GCAAG.TT.----.CGGAT..TGTG.A...C-————————— = A LTATG. JA . . e e et vee e -—.
cTs-303* |--.TT...C...C..C.--C....AT.GCAAG.TT.-—---.CGGAT..T.TG.A...C-——————""——————————— ALTATG. LA, . s et s e e e -—.
CTG-308* |-—.———————— L.T.C—————~ .GTTT.T--—--TT.—————~ G.A...G.-—-.A—— . G--———————————————— e B e . S -—..
SmLg-1*% |——————————-— T.G.A——-——- CTGG. .GCA-——-———————— . .GCAATCG.-..... TGC..TG..GGTCTG. .GTTC.A.TATG. .A. . ..« v e -—.
SmVn-2%* —ws T, ...C.GTT..TIAT. .- ———————-— G....G.-..C,-—————— = - T, -—..
BL-3 --.TT...C...C..C.--C....AT.GCAAG.TT.----.CGGAT..T.TG.A...C-———————— = A LTATG. cA . . e et vee e -—.
BA—4  |eeienann S e et et e et er ettt e it e - Y -—..
BA-5 e e Y e e e e e e i - W -—.
BA—6  |esrerann ot et e et et e s T it e - Y -—..
BR—T7  ewiennnn e e e e e e e e e, e e e e e e e e i - WP, -—.
BA=8  |eeenann Y e e e e e T e e el - W -—..
CTG=1  |ewveruns ot e rea et e s T it U - Y -—..
CTG-13 —— LT ..T.C————— .GTT. . T-——-TT.—————— G.A...G.——.A—— .G ———————— et - Y -—.
CTG-23 --,TT...C...C..C.-—-C....AT.GCAAG.TT.—---.CGGAT..TGTG.A.,..C-——————————-——-——————— LALTATG., LA . . s st s e n s -— .
CTG-74  |=========== LT cC.GTT..TT------———— ..G.A...G.-..C.———————mmmm - Y - S -—.
crg-110 |--—m—-——————- R c.GTT..TT-—-——--———- ..G.A...G.-..C,——————— R =Y - W -—.
CTG-114 |==========—~= ke C.GTIT..TT----——-—-———- T.G.A...G.-..C,.—-—==———————m = — v e ..——=ACACCARATGCCCGATRAC
CTG-202 |[————===—=——— T.G.A——-——- CTGG. .GCT-—-—-——————- . .GCAATCG.-..... TGC.TTG. .GGTCTG. .GTCC.A.TATG. .A. . .« v e -—.
CTG-203 |-—————————- P R i c.GTT..TT---—---——- ..G.A...G.-..C,——————— = - T, -—. .
CTG-205 |==—==========——————————— ...IT., .G.AT,—— == —————— ..G,.. TC.G.—— === ———— B - -—.
cTg-301 |-—f————————- T C.GTT.TTT----—----—- ..G.A...G.-.CC,— - —— =Y - T, -— .

Sekil A.4. (devam). Denemelerdeki izolatlarinin ITS-PCR polimorfik DNA bolgeleri (*isaretli olanlar denemelerde bakla bitkisi tarafindan
simbiyotik birliktelik i¢in tercih edilen Rhizobium izolatlaridir)
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AIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIﬂ

- 840 850 860 870 880 890 900 910 920 930
BA-2*  ACTRAA--TGTTGTTTG---CTTTGGCTG-—-——-—————-———-——---— CEA--————————mm GGGACTCCTT--CGTAGCGCARAGCGC-————- GT
CTG-35*% GT.GGGAGCG..CC..G---CAC.AA-———-——————————————— AGT..————————————— - GIA...A.AG.GA--T...T.AGC..T.----RARAAC
CTG-40* |..... AT.C.G...C.GAT...C.ATCCGACATTACGGCGAACGATCGC. . .CGECCTCTGGCCTGIAT. . ..G.T.CCRATAC. . ... GG.....-===== .
CTG-59* |..... AT.C.G...C.GAT...C.ATCCGACATTACGGCGAACGATCGC. . . CGGCCTCTGGCCTGIAT. . . .G.T.CCAATAC. .. .. GG.....—————~ .
CTG-68* |v.... AT.C.G...C.GAT...C.ATCCGACATTACGGCGAACGATCGC. . . CGGCCTCTGGCCTGTIAT. . . .G.T.CCAATAC. ... . GG.....-===== .
CTG-303% ..... AT.C.G...C.GAT...C.ATCCGACATTACGGCGAACGATCGC. . .CGGCCTCTGGCCTGTAT. . ..G.T.CCRATAC. . ... GG.....—————~ .
CTG-308% |..... AT.C.G...C.GAT...C.ATCCGACATTACGGCGAACGATCGC. . . CGGCCTCTGGCCTGIAT. . ..G.T.CCA-T.CT.T..GG. .T. .~ ————-
SmLs-1* GT.GGGAGCG..CC..G---CAC.A-———-—-———-—-—————————- G...-—m— e ATA...T.AGCGA--A..... A.T..A.TTCARARAC
SmVn-2* GT.GG--....-C...G-CT.....T.TG-————————————————— GT..,.-—————— = A.CGAAG...--..C.AG..C...G..C--——- .
BA-3  |e.... AT.C.G...C.GAT...C.ATCCGACATTACGGCGAACGATCGC. . . CGGCCTCTGGCCTGIAT. . . .G.T.CCAATAC. . . . . GG.....-===== .
BA-4  ..... AT.C.G...C.GAT...C.ATCCGACATTACGGCGAATGATCGC. . . CGGCCTCTGGCCTGIAT. . ..G.T.CCRAATAC. .... GG.....—————- .
BA-5 = e.... AT.C.G...C.GAT...C.ATCCGACATTACGGCGAACGATCGC. . . CGGCCTCTGGCCTGTIAT. . . .G.T.CCAATAC. ... . GG.....-===== .
BA-6  e.... AT.C.G...C.GAT...C.ATCCGACATTACGGCGAACGATCGC. . .CGECCTCTGGCCTGIAT. . ..G.T.CCRAATAC..... GG.....—————~ .
BA-7  ee.-- AT.C.G...C.GAT..... ATCCGACATTGCGGCGAACGATCGC . . . CGGCCTCTGGCCTGTAT. . . .G. —.CCAATAC. . . .. GG.....—————- .
BA-8  ..... AT.C.G...C.GAT...C.ATCCGACATTACGGCGAATGATCGC. . .CGECCTCTGGCCCGTAT. . . .G. T.CCRATAC. .. .. GG.....—————- ..
CTG-1  |een-- R et L R I TPI R R R R T ..
CTG-13  |v.... AT.C.G...C.GAT..... ATCCGACATTACGGCGRACGATCGC . . . CGGCCTCTGGCCTGTAT. .. .G.T.CCA-T.CT.T..GG. .T. . ~—~——~ .
CTG-23  ven.. AT.C.G...C.GAT...C.ATCCGACATTACGGCGAACGATCGC. . .CGGCCTCTGGCCTGIAT. . ..G.T.CCAATAC. .... GG.....—————-
CTG-74  (GT.GGGAGCG. .CC. .G-~—CAC.AA=—mmmmmmmmmmmmmmm = Y= D —— GIA...A.AG.GA—-T...T.AGC..T.----ARBAC
CTG-110 GBT.GGGAGCG..CC..G~~~CAC.RA-———-—————-—-————-—-——— BAGT..-—-—-—————-———= GTA...A.AG.GA--T...T.AGC..T.----AARAAC
CTG-114 BTGT.AT.C.G...CTG===.CC === —m = o o o e e e e e T.GGC-————=———— == m
CTG-202 GBT.GGGAGCG..CC..G---CAC.A--———-————————————————— G... o ATA...T.AGCGA--A..... A.T..A.TTCRARAAC
CTG-203 GT.GGGAGCG..CC..G---CAC.ARA-———-———————————————- AGT. .- —-————————— - GIA...A.AG.GA--T...T.AGC..T.----RARAAC
CTG-205 |v.... AT.C.G...C.GAT..... ATCCGACATTACGGCGAACGATCGC . . . CGGCCTCTGGCCTGTAT. . . .G. —.CCAATAC. . . .. GG.....—————-
CTG-301 GT.GGGAGCG..CC..G---CAC.AA-———-—-—————-———————- AGT. . ———m—mm e GIA...A.AG.GA—-T...T.AGC..T.—---AABAC

Sekil A.4. (devam). Denemelerdeki izolatlarinin ITS-PCR polimorfik DNA bolgeleri (*isaretli olanlar denemelerde bakla bitkisi tarafindan
simbiyotik birliktelik i¢in tercih edilen Rhizobium izolatlaridir)
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simbiyotik birliktelik i¢in tercih edilen Rhizobium izolatlaridir)
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940 950 960 970 980 990 1000 1010
BA-2* CGCCGGTTATCCGGCG--CGCCGTCCGCAGGCCTTT—————————————— GGCCGTGGACARA--——- ACATGTGG
CTG-35*% [IA.TCAC..C.GACT.AT.A.TACT.A.T.CG.G.C-——————————————————"- A...GCGCTC-—--- CAC.A
CTG-40% |vewvrn.. CG.ovvnnn --...TAA.-....CG..GCACGAAGTGCAGAAC.AG....TGA...CCC-G.AT....A
CTG-59% |vuern... R --...TAR.-....CG..GCACGAAGTGCAGAAC.AG....TGA...CCC-G.AT....A
CTG-68% [eewvnvn.. CG..oouu. --...TAA.-....CG..GCACGAAGTGCAGAAC.AG....TGA...CCC-G.AT....A
CTG-303% |venvn... CG..ovun. ~-...TAA.-....CG..GCACGAAGTGCAGAAC.AG....TGA...CCC-G.AT....A
CTG-308% |vu.uv... T B e .TGA...CCC-G.AT....A
SmLs-1* [ATTC.C..C-----—- T...TA.T...--CG.G.C———————————————————— A...GCGCTC-—--- CACTA
SIVA-2%  |eevvenneunnnnnnns T et P CAG-G.G.CAC.A
BA-3  feeeen.. CG..oouv. ~-...TAA.-....CG..GCACGAAGTGCAGAAC.AG....TGA...CCCTG.AT....A
BA-4  |eeenn.. CG..oouv. ~-...TAA.-....CG..GCACGAAGTGCAGAAC.AG. ...TGAC..CCC-G.AT....A
BA-5  |eee.... CG.ovvun. ~-...TAA.-....CG..GCACGAAGTGCAGAAC.AG. ...TGAC..CCC-G.AT....A
BA-6  feeeen.. CG.ovvunn ~-...TAA.-....CG..GCACGAAGTGCAGAAC.AG. ...TGAC..CCC-G.AT....A
BA-7  feeeen.. CG.ovvunn ~-...T.A.-....CG..GCACGAAGTGCAGAAC.AG....TGA...CCC-G.AT....A
BA-8  feeee... CG..ovuvw --...TAA.-....CG..GCACGAAGTGCAGAAC.AG. ...TGAC..CCC-G.AT....A
CTG—1 |t et s st s annnsnns T e e s e T T T T T T T T T T T e r s a T T T T T e e e e
CTG-13  |eeevn... T .TGA...CCC-G.AT....A
CTG=23  |eevvn.. CG.ovvun. ~-...TAA.-....CG..GCACGAAGTGCAGAAC.AG....TGA...CCC-G.AT....A
CTG-74  [IA.TCAC..C.GACT.AT.A.TACT.A.T.CG.G.C-——————————————————- A...GCGCTC-—--- CAC.A
CTG-110 [IA.TCAC..C.GACT.AT.A.TACT.A.T.CG.G.C-——-——-———-—————-—=- A...GCGCTC----- CAC.A
CTG-114 |-=.T..CA.C.========-——————————————e CC-——-————————m——mm - S CAC.A
CTG-202 [TATTC.C..C------- T...TA.T...--CG.G.C———————————————m ....GCGCTC----- CACTA
CTG-203 [IA.TCAC..C.GACT.AT.A.TACT.A.T.CG.G.C-———————————————-——-= A...GCGCTC----- CAC.2
CTG-205 |eewvwvn.. CG.ovvunn ~-...T.A.-....CG..GCACGAAGTGCAGAAC.AG....TGA...CCC-G.AT....A
CTG-301 [IA.TCAC..C.GACT.AT.A.TACT.A.T.CG.G.C-——————————————————- A...GCGCTC-—--- CAC.2A

Sekil A.4. (devam). Denemelerdeki izolatlarinin ITS-PCR polimorfik DNA bdlgeleri (*isaretli olanlar denemelerde bakla bitkisi tarafindan
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