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OZET

VERMIKOMPOST UYGULANMIS TOPRAKTA NiTRiFIKASYON VE
DENITRIFIKASYON BAKTERI TOPLULUK YAPISININ KULTURDEN
BAGIMSIZ MOLEKULER TEKNIKLER ILE iINCELENMESI

Raziye YILDIZ
Yiiksek Lisans Tezi Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Anabilim Dah
Damsman: Dog. Dr. ilker UZ
Mayis 2023; 100 sayfa

Toprak verimliliginin korunmasi ve gelistirilmesi topragin fiziksel, kimyasal
ve biyolojik 6zelliklerinin iyilestirilmesi ve istenen seviyelerde tutulmasina baglidir. Bu
amagcla kullanilan geleneksel organik giibrelerin yani1 sira son yillarda vermikompost da
onemli bir alternatif olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Vermikompostun toprak
mikroorganizmalar: {izerine etkilerini arastiran ¢aligmalar genelde topraktaki biyolojik
aktiviteyi temsil eden belli parametreler ile sinirli kalmistir. Bu parametrelerin topragin
biyolojik durumunun iyi bir géstergesi oldugu kabul ediliyor ise de aslinda bu tek basina
yeterli olmayabilir. Ozellikle énemli besin dongiilerinde gorev alan mikroorganizma
gruplarinin topluluk yap1 ve cesitlilik durumlarinin DNA temelli “kiiltiirden bagimsiz”
molekiiler teknikler ile detayli incelenmesi topraktaki biyolojik dinamikleri
anlayabilmemiz agisindan ¢ok onemlidir. Arastirilmasi gereken mikrobiyal gruplarin
basinda da azot dongiisiinde gorev alan nitrifikasyon ve denitrifikasyon bakterileri
gelmektedir. Ancak, vermikompost uygulanan topraklarda nitrifikasyon ve
denitrifikasyon bakteri topluluklarinin yapisi ve cesitliligi hakkinda yapilmis detayli bir
molekiiler ekolojik ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma topraktaki (rizosfer topragi ve
normal toprak) nitrifikasyon ve denitrifikasyon bakteri topluluk yap1 ve cesitliliginin ne
yonde etkilendigi sorusuna kiiltiirden bagimsiz molekiiler teknikler yardimiyla cevap
aramay1 ve topluluk yapisi ve cesitliligi ile topraktaki diger biyokimyasal parametreler
arasindaki iligkileri belirlemeyi amaclamistir. Bu amaca yonelik olarak, ¢akili deneme
seklinde iki donem arka arkaya yiiriitiilen ¢alismada kivircik marul yetistirilen bir tarla
topraginda vermikompost uygulamasinin normal toprak ve rizosfer topragina etkileri
ciftlik giibresi ve kimyasal gilibre uygulamalari ile karsilagtirmali olarak incelenmistir.
Yapilan molekiiler analizler sonunda elde edilen filogenetik veriler, amoA ve nirK genleri
baglaminda, amonyum okside eden bakteri ve denitrifikasyon bakteri topluluk yapisinda
zaman ve uygulamalara bagl olarak degisimler oldugunu gdstermistir. Ozellikle
amonyum okside eden bakterilere ait degisimler filogenetik agag tizerinde daha rahatlikla
izlenebilmistir. Bu ¢alismaya ait topraklarda Nitrosospira alt grup 3’iin baskin oldugu ve
uygulamalar sonunda goriilen degisimlerin de genel olarak bu grup i¢inde oldugu
goriilmiistiir. Ayrica, aerobik denitrifikasyon yapabilen bakterilere ve denitrifikasyon
yapabilen amonyum okside eden bakterilere benzer klonlarin tespit edilip bunlarin



degisimlerinin izlenebilmesi de Onemlidir. Vermikompost giibresinden elde edilen
klonlarin farkli gruplar1 igermesi, bu giibrenin toprakta bakteri cesitliligine Snemli
katkilar saglayabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, tesbit edilen degisimlerin,
calisma kapsaminda takip edilen diger biyolojik ve kimyasal parametrelerle iligkisi tam
acik olmamistir. Ancak, donemlere gore farklilik gostermekle birlikte amonyum okside
eden bakteri popiilasyonunun nitrifikasyon bakteri sayisi ve toplam N ile ve
denitrifikasyon bakteri popiilasyonun ise nitrifikasyon aktivitesi, amonyum ve toplam N
ile olumlu etkilesim i¢inde oldugu sdylenebilir. Elde edilen sonuglar, vermikompost basta
olmak iizere topraga uygulanan organik giibrelerin nitrifikasyon ve denitrifikasyon
topluluk yap1 ve c¢esitliligini dogrudan veya dolayli olarak etkileyebildiklerini
gostermistir. Ancak, bu etki ve etkilesimlerin daha iyi anlasilabilmesi i¢in daha uzun
vadeli ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: 4moA, Bakteri, Cesitlilik, Denitrifikasyon, Dizi Analizi,
Filogenetik Analiz, Molekiiler Ekoloji, NirK, Nitrifikasyon, Toprak Mikrobiyolojisi,
Vermikompost
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Prof. Dr. Ali COSKAN

Dr. Ogr. Uyesi Ismail Emrah TAVALI

i



ABSTRACT

INVESTIGATION OF NITRIFICATION AND DENITRIFICATION
BACTERIAL COMMUNITY STRUCTURE IN VERMICOMPOST APPLIED
SOIL BY CULTURE-INDEPENDENT MOLECULAR TECHNIQUES

Raziye YILDIZ
MSec Thesis in Soil Science and Plant Nutrient
Supervisor: Associate Professor ilker UZ
May 2023; 100 pages

The improving and maintaining soil fertility depends on improving the physical,
chemical and biological properties of the soil and keeping them at the desired levels. In
addition to the traditional organic fertilizers used for this purpose, vermicompost has
emerged as an important alternative in recent years. Studies investigating the effects of
vermicompost on soil microorganisms have generally been limited to certain parameters
representing the biological activity in the soil. Although these parameters are considered
to be good indicators of the biological status of the soil, they alone may not be sufficient.
In particular, detailed examination of community structure and diversity of
microorganism groups that take part in important nutrient cycles by DNA-based “culture-
independent” molecular techniques is very important to understand the biological
dynamics in the soil. Nitrifying and denitrifying bacteria, which take part in the nitrogen
cycle, are at the forefront of the microbial groups that need to be investigated. However,
there is no detailed molecular ecological study on the effect of vermicompost on
community structure and diversity of nitrification and denitrification bacteria in soil. In
this study, the aim was to find an answer to the question of how nitrification and
denitrification bacterial community structure and diversity in soil (rhizosphere soil and
bulk soil) is affected to find out the relationships between community structure and other
biochemical parameters in the soil. For this purpose, the effects of vermicompost
application on bulk soil and rhizosphere soil were investigated in a field experiment
carried out in two consecutive growth seasons and compared with animal manure and
chemical fertilizer. The phylogenetic data from molecular analysis showed that the
community structure of ammonia oxidizing bacteria and denitrifying bacteria changed
depending on time and applications. Especially, changes in ammonia oxidizing bacterial
community were more visible in the phylogenetic tree. It was observed that Nitrosospira
cluster 3 was dominant in the experiment soils and the changes that occurred were
generally within this group. In addition, it was possible to identify and monitor clones
similar to aerobic denitrifying bacteria and denitrifying ammonia oxidizing bacteria. The
observation that the clones obtained from vermicompost contain different groups shows
that this fertilizer can make significant contributions to the bacterial diversity in the soil.
Even though, the relationship of these changes with other biological and chemical
parameters was not clear, it can still be said that the ammonium oxidizing bacteria
population interacts positively with the nitrifying bacterial number and total N, and the
denitrifying bacteria population with the nitrification activity, ammonium and total N.
The results showed that organic fertilizers applied to the soil, especially vermicompost,
can directly or indirectly affect the nitrification and denitrification community structure

i



and diversity. However, longer-term studies are needed to better understand these effects
and interactions.

KEYWORDS: 4moA, Bacteria, Denitrification, Diversity, Molecular Ecology, NirK,
Nitrification, Phylogenetic Analysis, Sequence Analysis, Soil Microbiology,
Vermicompost

COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Ilker UZ
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ONSOZ

Yasadigimiz gezegende yasamin siirdiiriilebilmesi agisindan azotun Onemi
biiyiiktiir. Tarimsal agidan bakildiginda toprakta azot canli yasami agisindan énemli yer
tutmakta ve bir¢ok biyokimyasal siirecten gegmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda
tarimsal iretimde kaliteli ve saglikli {irlin yetistirmeyi hedefleyen siirdiiriilebilir tarim
sistemleri one ¢ikmaktadir. Toprak verimliliginin devamliligi ve gelisimi i¢in topragin
fiziksel, kimyasal, biyolojik 0Ozelliklerinin 1iyilestirilmesi ve istenilen seviyelerde
tutulmas1 gerekmektedir. Bunun i¢in organik gilibre uygulamalar: tavsiye edilmektedir.
Bu giibrelerin toprak ekolojisine yararlarini ve mikroorganizmalara etkisini gormek
acisindan bazi molekiiler teknikler gelistirilmistir. Diinyada ve iilkemizde tarimsal agidan
toprak ekolojisi alaninda yapilmis c¢alismalara bakildiginda molekiiler tekniklerle
yapilmis ¢ok fazla calisma yer almamaktadir. Bu baglamda bu eksikligin giderilmesi ve
diinya literatiiriine katki saglanmasi amaciyla organik gilibre uygulanmis toprakta
nitrifikasyon ve denitrifikasyon bakterileri kiiltiirden bagimsiz tekniklerle incelenmistir.

Yiiksek lisans egitimim siiresince bilgi ve tecriibeleriyle bana katki saglayan
degerli danisman hocam Dog. Dr. Ilker UZ’a (Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi)
yiirekten tesekkiirlerimi sunarim. Her anlamda yanimda olan ve destegini esirgemeyen
Dr. Ogr. Uyesi Ismail Emrah TAVALI’ya (Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi), Ogr.
Gor. Bayram Cagdas DEMIREL’e (Akdeniz Universitesi Teknik Bilimler Meslek
Yiiksek Okulu), Ars. Gor. Busra CALIK’a (Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi), Zir.
Yiik. Miih. Aylin ZAMBAK OZGUR’e (Akdeniz Universitesi), Zir. Yiik. Miih. Elif
YANIK’a (Antbio Tarim), Zir. Mith. Cemil YILMAZ’a (YSL Tarim) tesekkiirlerimi
sunarim. Sicak aile ortaminda calismami saglayan bolimiimiiziin kiymetli 6gretim
iyelerine ve arastirma gorevlilerine tesekkiirlerimi sunarim.

Her zaman en biiylik destek¢im olmus ve her durumda yanimda olan, beni ben
yapan sevgilimi aileme, sevgili babam Hiiseyin YILDIZ’a, sevgili abim Davut YILDIZ’a
ve hayatta olamasa da her daim kalbimde olan canim anneme sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum “Vermikompost Uygulanmis Toprakta
Nitrifikasyon ve Denitrifikasyon Bakteri Topluluk Yapisinin Kiiltiirden Bagimsiz
Molekiiler Teknikler Ile Incelenmesi” adli bu calismanin, akademik kurallar ve etik
degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez ¢alismasinda bana ait olmayan tiim
bilgilerin kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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viil



im
%
°C
ul
cm
CO2
CO2
dH20

EC

Mg
mg
ml
N
N2

N2O

ler

: Yiizde

: Santigrat derece
: Mikrolitre

: Santimetre

: Karbon dioksit

: Karbondioksit

: Distile su

- Tletkenlik
: Gram

: Potasyum

: Kilogram/hektar

: Kilogram

: Litre

: Magnezyum
: Miligram

: Mililitre

: Azot

: Azot

: Nitroz oksit

NH20H: Hidroksilamin

NH3
NHa4
NO

NO2

: Amonyak
: Amonyum
: Nitrik oksit

: Nitrit

SIMGELER VE KISALTMALAR

X



NOs : Nitrat

P : Fosfor

Kisaltmalar

AMO : Amonyak monooksijenaz

amoA : Amonyak monooksijenazin A alt birimini kodlayan gen

AOB : Amonyum okside eden bakteri

DGGE : Denatiire edici veya sicaklik gradient jel elektroforez

DNA : Deoksiriboniikleik asit

Nap : Nitrat rediiktaz

Nar : Nitrat rediiktaz

Nir : Nitrit rediiktaz

nirK  : Nitrit rediiktazin bakir igeren alt birimini kodlayan gen

nirS  : Nitrit rediiktazin sitokrom cd1 iceren alt birimini kodlayan gen
Nor : Nitrit oksit rediiktaz

Nos : Nitroz oksit rediiktaz

nosZ : Coklu bakir homodimerik nitroz oksit rediiktazi kodlayan gen
PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

rDNA : Ribozomal deoksiriboniikleik asit

T-RFLP: Terminal restriksiyon parca uzunlugu polimorfizm



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. Biyolojik azot dongiisiinde rol alan anahtar genler............c.ccoocieniiiinnnncnn. 5
Sekil 4.1. Toprak 6rneklerine ait DNA agaroz jel gorintlisli.........ccceevvveeevveeenieennneennnn. 26
Sekil 4.2. Toprak DNAsi kullanilarak elde edilen PZR iiriiniinii (amoA) gdsteren bir jel
GOTUNTUSTL ..ttt eeeitee e et ee e ettt e ettt e e ettt e e e ettt e e e ettt e e e sstaeeesensbeeeeenasseeeesnssteeeennsseeeeannnneeens 27
Sekil 4.3. Klonlarda RFLP analizine ait bir 6rmek .............cccoooeiiiiiiiiiiiiccee e 28
Sekil 4.4. Birinci yetistiricilik donemi normal topraklardan elde edilen amoA gen
klonlarina ait fllogenetik aZac.........coouieiuiiiiiiiiiiiieeeee e 30
Sekil 4.5. Ikinci yetistiricilik ddnemi normal topraklardan elde edilen amoA gen
klonlarina ait fllogenetik QZac.........cocuieiiiiiiiiiiiiiii e 32
Sekil 4.6. Birinci yetistiricilik donemi rizosfer topraklarindan elde edilen amoA gen
klonlarina ait fllogenetik aZac.........coovieiiiiiiiiiiiiciiee e 34
Sekil 4.7. Ikinci yetistiricilik donemi rizosfer topraklarindan elde edilen amoA gen
klonlarina ait fllogenetik aZag.........coouieiuiiiiiiiiiiiieie e 36
Sekil 4.8. Birinci donem normal topraklardan elde edilen nirK gen klonlarina ait
FIOZENETIK ATAC ...ttt sttt ettt 44
Sekil 4.9. ikinci dSnem normal topraklardan elde edilen nirK gen klonlarina ait
FIOGENETIK AFACG ...eiieeeeieiii et ettt ettt et 46
Sekil 4.10. Birinci donem rizosfer topraklarindan elde edilen nirK gen klonlarina ait
FIlOZENELIK ATAC ....eeviiiiiiiiiiieteet ettt sttt st 48
Sekil 4.11. Ikinci donem rizosfer topraklarindan elde edilen nirK gen klonlarma ait
FIlOZENELIK ATAC ..ottt sttt sttt 50

X1



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 3.1. Deneme alani1 topraginin bazi fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri .. 15
Cizelge 3.2. Calismada kullanilan organik giibrelerin bazi kimyasal ve biyolojik

OZEIIIKIBTT ...t s 16
Cizelge 3.3. Toprak lejantlar1 ve deneme gruplart ..........occeeeeevieenciieiniieeniie e 18
Cizelge 4.1. Molekiiler analizler kapsaminda klonlar i¢in kullanilan isimlendirme
SISEEIMML. ..ttt ettt ettt ettt ettt et b ettt sa bt et b e et he e nb et beeae s 25
Cizelge 4.2. Birinci donem normal toprak amoA klon dizilerinin NCBI GenBank veri
tabaninda BLAST SONUGIATT.......ccuviiiiiiiiicee e e 37
Cizelge 4.3. Ikinci donem normal toprak amoA klon dizilerinin NCBI GenBank veri
tabaninda BLAST SONUGIATT.......ccuuiiiiiiiiiceee e e 38
Cizelge 4.4. Birinci donem rizosfer topragi amoA klon dizilerinin NCBI GenBank veri
tabaninda BLAST SONUGIATT.......ccuviiiiiiiiiceee e e 39
Cizelge 4.5. Ikinci donem rizosfer toprag1 amoA klon dizilerinin NCBI GenBank veri
tabaninda BLAST SONUGIATT.......ccuuiiiiiiiiieeeeee e e 40
Cizelge 4.6. Organik giibrelerin amoA klon dizilerinin NCBI GenBank veri tabaninda
BLAST SONUGIATT ...t ettt e e e 41
Cizelge 4.7. Birinci donem normal toprak nirK klon dizilerinin NCBI GenBank veri
tabaninda BLAST SONUGIATT.......ccuviiiiiiiiiceee e e 51
Cizelge 4.8. Ikinci donem normal toprak nirK klon dizilerinin NCBI GenBank veri
tabaninda BLAST SONUGIATT...........uiiiiiiiiiiieee et 52
Cizelge 4.9. Birinci donem rizosfer topragi nirK klon dizilerinin NCBI GenBank veri
tabaninda BLAST SONUGIATT......ccccuviiiiiiiiicee e e 53
Cizelge 4.10. Ikinci donem rizosfer topragi nirK klon dizilerinin NCBI GenBank veri
tabaninda BLAST SONUGIATT...........oiiiiiiiiieeee e e 54
Cizelge 4.11. Organik giibrelerin nirK klon dizilerinin NCBI GenBank veri tabaninda
BLAST SONUGIATT ... ettt e e e aaaea s 55
Cizelge 4.12. Birinci donem normal toprakta dlciilen parametreler arasindaki iliskileri
gosteren korelasyon tabloSU .......c.eieciiieiiiiieiieceeee e e 59
Cizelge 4.13. Ikinci donem normal toprakta 6lgiilen parametreler arasindaki iliskileri
gosteren korelasyon tabloSU .......c..eieiiieiiiiiiiececceeee e e 60
Cizelge 4.14. Birinci donem rizosfer topraginda 6l¢iilen parametreler arasindaki
iliskileri gosteren korelasyon tabloSuU ..........cccueeecvieriiieeniiii e 61
Cizelge 4.15. Ikinci donem rizosfer topraginda 6lgiilen parametreler arasindaki iliskileri
gosteren korelasyon tabloSU ...........oociiiiiiieiiiiececce e e 62

Xii



GIRIS R. YILDIZ

1. GIRIS

Azot tiim yasamin temel yap1 tasini olusturan elementlerden birisidir. Yasayan
tliim organizmalarin icerisinde bir miktar azot bulunmasi gerekmektedir. Canli tiiriine
bagli olarak azot mikrobiyal hiicre agirliginin %14’{inii olusturur. Bu element yerkiirenin
toplam azotunun %97,8’1 oraninda organizmaya ulasamayan haliyle litosfer ve ana
kayada da bulunur (Meire ve Altman 1998; Perotti ve Pidello 2012). Fakat canlilarin
yararlanabilecegi azot formu toprakta en c¢ok organik formda ve organik maddede
bulunur. Canlilarin bu kaynaklardaki azottan yararlanabilmesi i¢in azot dongiistinde yer
alan biyolojik azot fiksasyonu, amonifikasyon, immobilizasyon, nitrifikasyon ve
denitrifikasyon gibi biyokimyasal olaylarin gerceklesmesi gerekmektedir (Kiziloglu
1999). Biyolojik azot fiksasyonu, N2 gazini bitkinin yararlanabilecegi form olan
amonyaga (NH3) doniistiiriir. Mineralizasyon ise toprakta bolca bulunan organik
formdaki azotun inorganik forma (NH4) déniistiiriilmesidir. Immobilizasyon,
mineralizasyonun tersidir. Immobilizasyonda inorganik formdaki azot, amonyum ve
nitrat formundan bitkiler ve toprak organizmalar: tarafindan organik forma doniistiiriiliir
(White ve Scott 2006; Viers vd. 2012). Nitrifikasyonda ise NHa 6nce nitrite (NO2") daha
sonra nitrat iyonlarina (NO3") okside edilir. Denitrifikasyon nitrat (NO3°) ve nitritin (NO 5
) azotun gaz hali nitrik oksit (NO), nitroz oksit (N20) ve azot gazina (N2) indirgenmesiyle
olusan mikrobiyal siirectir. Bu biyokimyasal olaylarin  gerceklesmesinden
mikroorganizmalarin  sorumlu oldugu bilinmektedir (Saglam vd. 1993). Bu
mikroorganizmalar bitki besin dongiisii ile toprak verimliligi arasinda 6nemli rol
oynarlar. Gorev alan mikroorganizmalar igerisinde bakteri ve arkea grubunu kapsayan
prokaryotlar baglica rol oynayan gruptur. Bazi prokaryotlar, nitrifikasyon ve
denitrifikasyon yoluyla metabolik enerji elde edebilirler (Cabello vd. 2004). Ayrica bu
organizmalar bitki besin dongiisii ile toprak verimliligi arasinda 6nemli rol oynar. Bunlar
arasinda azot dongiisiinde toprakta en 6nemli ve aktif rol alan canlilarin basinda bakteriler
gelmektedir.

Nitrifikasyon ve denitrifikasyon bakterileri toprakta azotun bitkiye yarayisliligi ve
toprak sistemi igerisindeki kaderini belirlemede 6nemli rol oynadigi i¢in tarimsal ve
cevresel olarak oOnemlidir. Nitrifikasyonla {retilen fazla nitrat, yer alti suyunun
kirlenmesine neden olurken denitrifikasyonun gaz halindeki yan iirtinleri (NO ve N20)
sera etkisi olusturur (Prosser 1989). Yakin zamana kadar, yavag biiyiime ve laboratuvarda
izole etmenin zorlugu amonyumu okside eden bakteriler (AOB) ile nitriti okside eden
bakteriler (NOB)’in fizyolojik ve ekolojik olarak ¢alisilmalarini kisitlamistir. Molekiiler
tekniklerin  gelistirilmesi, toprakta bakteri dagilimi, cesitliligi ve popiilasyon
dinamiklerinin daha iyi anlasilmasini saglamistir (Kowalchuk ve Stephen 2001). Bundan
otlirii son yillarda yapilan c¢alismalar nitrifikasyon ve denitrifikasyon siireglerinden
sorumlu mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve tespiti lizerine yogunlasmistir (Hayatsu
vd. 2008).

Topraga en c¢ok azot ilavesi organik giibreler ve kimyasal giibrelerle
yapilmaktadir. Fakat hem toprak sagliginin iyilestirilmesi, korunmasi ve hem de besin
elementlerinin ortama sunulmasi sadece organik giibrelerle saglanmaktadir. Azot
elementi organik maddenin yap1 tasini olusturdugundan, mineralizasyonu sonucunda
ortama azot ilave edilmis olur. Son yillarda yapilan ¢alismalarda tarimsal iiretimde kaliteli
ve saglikli liriin yetistirmeyi hedefleyen siirdiiriilebilir tarim sistemleri 6ne ¢ikmaktadir.
Toprak verimliliginin devamlilig1 ve gelisimi i¢in topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik
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ozelliklerinin iyilestirilmesi ve istenilen seviyelerde tutulmasi gerekmektedir. Bunun i¢in
organik giibre uygulamalar1 tavsiye edilmektedir. Bu baglamda geleneksel olarak en sik
kullanilan organik giibreler arasinda kompost ve c¢iftlik gilibresi ilk siralarda yer
almaktadir. Ciftlik giibresi, bir hayvan tarafindan alinan besinlerin biiyiik bir boliimiinii
icerdiginden, geri doniistiiriildiigiinde ve organik giibre olarak kullanildiginda bitkiler i¢in
degerli bir besin kaynagi1 olma potansiyeline sahiptir. Hayvansal iiretimin yiiksek oldugu
bolgelerde atik olarak goriilse de degerli bir kaynak olarak dogrudan ya da islendikten
sonra kullanilabilir. Son yillarda geleneksel organik giibrelere alternatif olarak karsimiza
vermikompost ¢ikmaktadir. Vermikompost, solucanlarin sindirim sisteminde bulunan
mikroorganizmalarin ortak ¢alismasi sonucu organik atiklarin termofilik satha olmadan
parcalanmasi sonucu elde edilen bir organik giibre ¢esitidir. Besin elementleri agisindan
zengin olmasi ve topragin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini iyilestirmesinin yani sira iki
onemli ozelligi ile vermikompost, diger organik giibrelerden ayrilir. Bunlar bitki
gelisimini destekleyen bilesikler igermesi ve bitki patojenlerini baskilama o6zelligine
sahip olmasidir (Longsdon 1994; Simsek-Ersahin 2009).

Vermikompost ile ilgili diinyada bir¢ok calisma bulunmaktadir. Fakat bu
caligmalarin bircogu bitki gelisimi ve verim lizerine etkileri, patojen baskilama 6zelligi
ve vermikompost iiretim mekanizmalar1 ilizerine yogunlagsmistir. Bu ¢alismalar genel
olarak topraktaki biyolojik aktiviteyi temsil eden bazi parametreler ile sinirli kalmistir.
Bu parametreler her ne kadar topragin biyolojik durumunun 1yi bir géstergesi olarak kabul
ediliyor olsa da topraktaki mikrobiyal durumu bir biitiin olarak ifade etmemektedir.
Topraga yapilan her uygulama topragin mikrobiyal topluluk yapisinda ve fonksiyonunda
degisiklikler meydana getirmektedir. Bundan dolay1 topraktaki mikrobiyal ¢aligmalarda
ozellikle 6nemli besin dongiilerinde gorev alan mikroorganizma gruplarinin topluluk yap1
ve ¢esitliliklerinin gézlenmesi topraktaki biyolojik dinamikleri ve bitkiler de dahil olmak
iizere diger canli gruplarina etkilerini anlamak agisindan ¢ok énemlidir. Bu tiir ekolojik
calismalarda en ¢ok kullanilan yontemler DNA teknolojisine dayali “kiiltiirden bagimsiz”
molekiiler tekniklerdir. Ancak ilgingtir ki uluslararas literatiirde 6zellikle vermikompost
ile ilgili topluluk yapis1 analizini kapsayan az sayida ¢aligma bulunmaktadir.

Son donemlerde genom ve dizileme teknolojisinde gerceklesen gelismelerde
mikrobiyal komunite analizinde kiiltiirden bagimsiz tekniklerin kullanilmasiyla
mikrobiyal ekoloji devri baslamistir. Bugiin i¢in molekiiler mikrobiyal ekoloji
calismalarinda en fazla kullanilan hizli izleme yontemlerinin basinda DGGE (denaturing
gradient gel electrophoresis) ve T-RFLP (terminal restriction fragment lenght
polymorphism) gelmektedir. Bu yontemler genel olarak parmak izi yontemleri olarak da
bilinmektedir. DGGE yontemi, DNA zincirlerinin birbirinden ayrilmasini saglayan 6zel
bir jel igerisinde PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) {iriiniiniin yiiriitiilmesi ve dizi
farkliliklar1 nedeniyle farkli bakteri tiirlerinden gelen PZR iirlinlerinin birbirinden
ayrilarak jelde gozle goriilebilir farkli bantlar olugsmasi temeline dayanir. Ancak toprak
gibi kompleks topluluklarin bulundugu ortamlarin analizinde sonuglarin yorumlanmasi
ve tekrar edilebilir sonuglarin alinmasinda zorluklar yasanabilmektedir (Muyzer ve
Smalla 1998). Diger bir yontem olan T-RFLP, toprak ortaminda kullanima daha
uygundur ve en 6nemlisi dogrudan taksonomik diizeyde veri saglamaktadir. DGGE’ye
gore diger bir iistiinliigli de otomasyona baglanabilmesidir. Bu yontem, fliioresan boya
ile etiketlenmis PZR primerleri ile toprak DNA’s1 iginde ilgilenilen genin ¢ogaltilmasi ve
enzimler ile kesilmesi ile olusan DNA parg¢alarinin boyut farkliliklarinin fliioresan etiket
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yardimiyla belirlenmesi temeline dayanir. Fakat bu yontem kullanilmadan Once
ilgilenilen bakteriyel grubun toprakta detaylt molekiiler ekolojik analizlerinin yapilmis
olmasi ve o toprak ile ilgili kapsamli bir dizi veri tabanina sahip olunmasi gerekmektedir
(Castro vd. 2005; Uz ve Ogram 2006). Ulkemizde bu amaca yonelik detayli bir ¢alisma
bulunmamaktadir.

Uluslararas1 literatiirde 06zellikle vermikompost uygulanmis topraklarda
mikrobiyal topluluk yapis1 ve gesitlilik {iizerine yapilmis c¢ok fazla calisma
bulunmamaktadir. Ayni sekilde lilkemizde de toprakta bakteri topluluk yapisini inceleyen
benzer bir ¢alisma mevcut degildir. Bunun bir sonucu olarak, bu ¢aligmanin amaci
vermikompostun nitrifikasyon ve denitrifikasyon bakterileri 06zelinde topraktaki
bakteriyal topluluk yapisindaki etkilerini ¢iftlik giibresi ile karsilagtirmali olarak ve
kiltiirden bagimsiz molekiiler teknikler kullanilarak incelemektir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Azot Dongiisii

Azot elementi atmosferde gaz formunda %78 oraninda bulunmakla birlikte
atmosferin haricinde bir¢cok farkli formda litosferde ve hidrosferde de bulunur ve bu
ortamlar arasinda devamli bir dongii halindedir. Hiicrelerin yap1 taglarindan biri olan
azot, DNA, RNA, protein gibi bir¢ok temel biyomolekiiliin yapisinda yer alir (Denk vd.
2017). Bu yiizden canliligin devamut i¢in 6nemli elementlerden biridir. Azotun topraktaki
davranis1 bir dizi reaksiyon tarafindan yonlendirilir. Bunlar: Amonifikasyon
(mineralizasyon), fiksasyon, nitrifikasyon, denitrifikasyon ve immobilizasyon
reaksiyonlardir.

Amonifikasyon, toprakta organik formdaki azotun gesitli fungus ve prokaryotlar
aracilifiyla inorganik form olan amonyak (NH3) formuna doniistiiriilmesidir. Bulundugu
cevreye gore asidik ya da nétral kosullarda amonyak (NH3) veya amonyum (NH4 *)
formunda olabilir fakat aerobik sartlar altinda once nitrit (NO27)’e sonra nitrat (NO3")’a
dontstiriilebilir. Bitkilerin ¢ogu tercih ettikleri azot kaynagma goére NO3™ ya da NH4"
kullanabilirler. Atmosferde bulunan ve normalde canlilar tarafindan kullanilamayan
azotun kullanilabilir forma doniistiiriilmesi olay1 azot fiksasyonu olarak adlandirilir ve
dongiinlin devami agisindan 6nemlidir. Toprakta bazi serbest ya da simbiyotik bakteriler
bu kabiliyete sahiptir (Bernhard 2010; Denk vd. 2017). Nitrifikasyonda ise amonyum
iyonlar1 6nce amonyum okside eden bakterler tarafindan nitrit (NO27)’e ve sonra nitrit
okside eden bakteriler tarafindan nitrat (NO3")’a doniistiiriiliir. Nitrifikasyon ototrofik bir
islem olup gorev alan bakteriler oksidasyon sonucunda dogrudan enerji elde ederler.
Biyolojik olarak kullanilabilen nitratin (NO3°) nitrojen (N2) formuna doniistiilmesi ve
atmosfere salinmasi ise denitrifikasyon olarak adlandirilir. Denitrifikasyon bir anaerobik
solunum olayidir ve genelde oksijenin kisitl oldugu aerobik/anaerobik gecis bolgelerinde
goriiliir (Stein ve Klotz 2016). Immobilizasyon ise amonifikasyonun (mineralizasyon)
tersi bir olaydir ve topraktaki amonyum ve nitratin toprak organizmalar1 ve bitkiler
tarafindan biinyelerine katilarak organik azot formuna doniistiiriilmesini kapsar.
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Sekil 2.1. Biyolojik azot dongiisiinde rol alan anahtar genler; 1-nitrat rediiksiyonu; 2-
denitrifikasyon; 3- azot fiksasyonu; 4- aerobik amonyak oksidasyonu; 5- aerobik nitrit
oksidasyonu; 6- amonyuma indirgeyici nitrit rediiksiyonu (DNRA); 7- anaerobik
amonyak oksidasyonu. Genler: Nar/Nap, dissimilatory nitrat rediiktaz; NirK/NirS, NO-
olusturan nitrit rediiktaz; Nor, Nitrit oksit rediiktaz; nod; nitrik oksit dismutaz; Nos, azot
oksit rediiktaz; Nif, nitrojenaz; Amo, amonyak monooksijenaz; Hao, hidroksilamin
oksirediiktaz; Nxr, nitrit-nitrat oksidorediiktaz; Nrf, assimilatory amonyak olusturan
nitrit rediiktaz; Hzs, hidrazin sentaz. (Sekil Rasigraf vd. (2017)’den alinmistir).

2.2. Nitrifikasyon

Nitrifikasyon olayt NH4’tin  NOs’e  biyolojik  oksidasyonu olarak
tanimlanmaktadir. 1ki grup bakteri tarafindan gerceklestirilmektedir bunlar;
kemolitotorofik amonyum-okside edici bakteriler (AOB) ve nitrit okside edici bakteri
gruplar1 (NOB) bu proseste gorev almaktadirlar. Nitrifikasyon, bakterler taratindan NHa
hidroksilamine (NH20OH) e okside edilince baslar (Richarson 2000; Bergmann vd. 2005).
Daha sonra hidroksilamin nitrite oksitlenmis olur. Toprakta amonyum okside edici
bakterilerin yavas gelisimi, azot dongiisiine fizyolojik sinirlama getirdigi i¢in son derece
dikkat ¢ekicidir (Levy- Booth 2014).

Nitrifikasyon kiiresel azot dongiisiinde merkezi bir prosestir ¢ilinkii organik
bilesiklerin parcalanmasi sonunda amonyumun olusum asamasi ile denitrifikasyon
asamast arasinda yer alir ve bu silirecleri birbirine baglar. Mineralizasyon ve
denitrifikasyon ile karsilastirilinca nitrifikasyon daha sinirli bir organizma grubu
tarafindan  yiiriitiiliir. Onceleri nitrifikasyondan sorumlu bakterilerin sadece
proteobacteria grubunda yer aldig1 diisliniilmekte iken sonraki ¢alismalar amonyumu
okside eden organizmalarin 4 farkli taksonomik grupta yer aldigini gostermistir. Bu
gruplar  betaproteobacteria  (Nitrosomonas, Nitrosospira), —gammaproteobacteria
(Nitrosococcus), plantomycestes ve archea’dir (Purkhold vd. 2000; Kuenen 2008). Nitriti
okside eden bakteriler de alphaproteobacteria (Nitrobacter), gammaproteobacteria
(Nitrococcus), deltaproteobacteria (Nitrospina) ve Nitrospirae (Nitrosospira) olmak
iizere 4 gruba ayrilmistir (Teske vd. 1994; Lebedeva vd. 2008).
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Nitrifikasyon siirecinde genel olarak amonyum oksidasyonunun sinirlayici
asama oldugunun diisiilmesi nedeni ile yapilan ¢alismalarin ¢ogunlugu proteobacteria
grubunda yer alan amonyumu okside eden bakteriler (AOB)’nin karakterize edilmesi ve
cesitliligi lizerine yogunlasmustir. Bazi farkli ortamlardan izole edilen bakterilerden elde
edilen rDNA dizileri ve bunlarin filogenetik analiz sonuglarina gore betaproteobacteria
grubundaki Nitrosomonas ve Nitrosospira basta 7 alt gruba ayrilmus [Nitrosospira, alt
grup 1-4; Nitrosomonas, alt grup 5-7] ve 2., 3. ve 4. alt grupta bulunan Nitrosospira
tiirlerinin toprakta baskin oldugu goriilmiistiir (Stephen vd. 1996; Prosser ve Embley
2002; Hayatsu vd. 2008). Daha sonralar1 saf kiiltiirlerde yapilan dizi analizleri de bu
gruplamay1 destekleyen sonuglar vermistir (Purkhold vd. 2000). Bu gruplasmadan yola
cikarak klonlama, dizi analizi ya da DGGE (denaturing gradient gel elektrophoresis) ve
T-RFLP (terminal restriction fragment lenght polymorphism) gibi parmak izi (finger
print) metotlar1 yardimi ile bakterilerin dogal ortamdaki ¢esitliligini aragtirmak iizere 16S
rDNA’y1 hedefleyen PZR primerleri dizayn edilmis ve kullanilmistir (McCaig vd. 1994;
Voytek ve Ward 1995; Ward vd. 1997).

Amonyumun ototrofik AOB tarafindan oksidasyonunda iki temel enzim gorev
almaktadir. Bunlar amonyumun hidroksilamine doniisiimiinii katalizleyen amonyum
monooksijenaz (Amo) ve hidroksilamini nitrite ¢eviren hidroksilamin oksirediiktaz (Hao)
enzimleridir. Ototrofik AOB’de bulunan AMO, 3 alt {inite igerir ve bu alt tiniteler amoC,
amoA ve amoB genleri tarafindan kodlanir. AMO enziminin a-gen bdlgesinin kodladig:
amoA marker geni varlig1 tespit edilmeye calisilarak molekiiler olarak kullanilir. AmoA
geni enzimin aktif olan alt {initesini kodlayan ve ¢evresel 6rneklerde AOB ¢esitliligini
incelemek iizere molekiiler marker olarak en ¢ok kullanilan gendir (Rotthauwe vd. 1997;
Stephen vd. 1999; Bothe vd. 2000; Nicolaisen ve Ramsing 2002). Bu genin molekiiler
marker olarak tercih edilmesinin en biiyiik sebebi bu genin enerji tiretim asamasinda
gorev almasi ve gen dizisinin ekolojik caligmalarda kullanilabilecek 6l¢lide korunmus
olmasidir (Norton vd. 2002; Calvo ve Garcia-Gil 2004; Schmid vd. 2008).

AOB toplulugunu saptamak icin farkli sartlarda ve ortamlarda 16S rDNA ve
AMO genlerini hedefleyen primerler olusturulmus filogenetik analizlerde kullanilmistir
(Ndour vd. 2008; Whang vd. 2009). AOB topluluk yapis1 ve varliginin amoA geni
temelinde yapilan c¢alismalarda N. europaea (L080050) primerleri olan amoAlF ve
amoA2R kullanilmaktadir (Levy- Booth 2014). AOB topluluklarinin amoA fonksiyonel
geni ile ¢alisilmasi neticesinde;

1. Topragin biyokimyasal 6zelliklerinin nitrifikasyon bakterileri iizerine etkisi,

2. N20 salmimi ve nitrifikasyon orami iizerine amoA geni topluluk varligi ve
yapisinin etkisi,

3. Hem dogal (yangin) hem de antropojenik (giibreleme, birikme) faktorlerdeki
degisimlerin amonyum okside edicilerin gelisimi ve aktivitesi iizerine etkileri
belirlenebilir.

AOB amoA geni methan monooksidaz (pmoA) geni ile yakin iliskili oldugundan
(Holmes vd. 1995; Purkhold vd. 2000), metan okside eden bakterilerin (MOB) ayni
zamanda NH4 oksidasyonu yapabilecegi de bildirilmektedir (Bedard ve Knowles 1989).
Bunlarin haricinde bitki veya aga¢ cesitleri, sicaklik, yarayislt su miktari, C:N oran1 ve
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toplam N miktar1 da AOB topluluk yapisindaki degisimlerle yakindan iliskilidir (Levy-
Booth vd. 2014). Amonyum oksidasyonunu kisitlayan faktorlerden birisi de toprak pH’
idir. Yapilan saf kiltiir calismalarinda AOB’nin pH 6’nin altindaki degerlerde
gelisemedigi goriilmiistiir (Allison ve Prosser 1991; Allison ve Prosser 1993). Fakat yine
de bu tiir topraklarda amonyum oksidasyonunun olustugu gozlenmistir (Nicol vd. 2008).
Bunun muhtemel nedeni diigiik pH ortamlarina adapte olmus AOB suslarinin var oldugu
ama bunlarin kiiltiire dayali teknikler vasitasiyla tespit edilememis olmasidir. Ancak,
asidik topraklarda kire¢ ilavesi ile AOB etkinliginin daha fazla arttig1 da bilinmektedir
(Levy-Booth 2014).

Toprakta nitrifikasyon siirecinde gorev alan mikrobiyal topluluklarin degisimini
ve aktivitelerini molekiiler metodlar ile inceleyen ¢ok farkli caligmalar bulunmaktadir.
Calismalara yakindan bakildiginda topraklardaki nitrifikasyon bakterilerinin
degisimlerinin glibreleme materyalleri (organik, inorganik), ekstrem sartlar (cografya,
iklim, maden yatagi, diisiik-yiiksek pH) ve bitki yetistiriciliginin nitrifikasyona etkisi
seklinde farkli bagliklar altinda incelendigi goriilmiistiir.

Organik giibre uygulamasiyla yapilan ¢aligmalara baktigimizda Richard vd. 1997
tarafindan yapilan, domuz giibresi uygulanan toprakta amonyum okside edicilerin tespiti
ve tanimlanmasi i¢in molekiiler teknikler kullanilmistir. 16S rDNA-PZR analizi sonucu
giibre uygulanan ve uygulanmayan toprakta Nitrosospira tespit edilmis iken
Nitrosomonas’a ise sadece yiiksek miktarda giibre uygulanan toprakta rastlanmistir.
Bununla alakal1 baska bir calismada Harter vd. (2014), topraga farkli dozlarda ve yiiksek
sicaklikta biochar uygulamasi sonrasi azot fiksasyonu, nitrifikasyon ve denitrifikasyonla
alakali mikrobiyal fonksiyonel genlerin (sirasiyla nifH, amoA, nirK, nirS ve nosZ)
degisimini izlemislerdir. Sonug olarak; biochar uygulamasinin nosZ geni sentezini 6nemli
oOlgtide arttirarak toprakta nitroz oksit saliniminin artmasina sebep oldugu belirlenmistir.
Organik giibre uygulamasi ile topraktaki amonyum doniistiiren mikroorganizmalarin
varlig1 ve ¢esitliliginin izlendigi bagka bir calismada; Sher vd. (2012) toprak yiizeyindeki
AOB’nin oldukga fazla oldugu, derinlere gidildik¢e sayilarinin azaldigi, bu bakterilerin
varliginin topragin gozeneklilik, su miktari, amonyum konsantrasyonu ile iligkili
oldugunu belirlemiglerdir. Sonuglar gostermistir ki organik giibre uygulanan st
topraktaki nitrat akiimiilasyonu aerobik nitrifikasyon neticesinde meydana gelmektedir.
Wang vd. (2013) tarafindan yiiriitiilen baska bir ¢alismada, hayvan giibresi uygulamasinin
toprakta amonyum okside edici topluluga ve potansiyel nitrifikasyona olan etkileri
molekiiler ve biyokimyasal tekniklerle izlenmistir. Sonugcta; giibre uygulanmis topragin
AOB populasyonunun arttig1 ve amoA sentezinin de buna bagl olarak artig gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica, potansiyel nitrifikasyonun da giibrelenen toprakta artis gosterdigi
tespit edilmistir. Liu vd. (2014) yaptiklar1 bir ¢alismada ise biochar uygulamas1 yapilan
toprakta N2O (nitroz oksit) salinim durumunu incelenmisler ve topraga %4 oraninda
biochar uygulamasi ile amoA ve nirS genleri vasitasiyla toprakta N2O saliniminin diistiigi
tespit edilmistir. Alkali reaksiyonlu topraga aniz biochar1 farkli oranlarda ilave edilerek
topraktaki AOB ve AOA gelisimini izleyen Song vd. (2014) tarafindan yapilan ¢caligmada
AOA kaynakli amoA geninin topraktaki amonyum oksidasyonundan daha fazla sorumlu
oldugu belirlenmiglerdir. Ancak, biochar uygulamasinin genel olarak topraktaki
amonyum okside edicilerin varlik ve kompozisyonunu o6nemli Olgiide arttirdig
gOrillmiistiir.

Yine farkli organik giibre uygulamalarina baktigimizda, Aparna vd. (2014)
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tarafindan organik giibreleme altindaki narenciye bahgesi topragindaki mikrobiyal
topluluk ve fonksiyonel genler ile enzim aktivite degisimlerinin izlendigi bir ¢alisma
yuritiilmistiir. Sonug olarak; azot fikse edici, amonyum okside edici, nitrit okside edici
ve kiikiirt okside edici topluluklarin giibreleme neticesinde onemli bir degisiklige
ugramadigl, ancak enzim aktivitelerinin (dehidrogenaz, B-glikosidaz, fosfataz) artis
gosterdigi tespit edilmistir. Paranychianakis vd. (2013) tarafindan yiiriitiillen aritma
camuru kompostunun toprakta azot dongiistinden sorumlu mikrobiyal fonksiyonel genler
ve nitrifikasyon iizerine etkisinin incelendigi bir ¢alismada elde edilen sonuglara gore
arttma c¢amuru uygulanan topraktaki amoA, nirS, nirK, nosZ gibi nitrifikasyon-
denitrifikasyondan sorumlu genlerin farklilik gostermedigi tespit edilmistir. Bu duruma,
kompost kaynakli aerobik heterotrofik mikroorganizma rekabeti sonrasi ¢amurdaki
organik C yarayisliligin diisiik olmasi sebep gosterilmistir. Biiyiikbas hayvan giibresinin
kompostlanmasi esnasinda yapilan bagka bir ¢caligmada ise AOB ve AOA’nin varlik ve
cesitliligini molekiiler tekniklerle inceleyen Yamamoto vd. (2010) AOB toplulugu
yapisinin 60°C’nin iizerinde degistigi bu asamada Nitrosomonas europaca’nin baskin
hale geldigini belirlemistir. Ancak, bu asamada arkeal amoA geni kopyalarinin bakteriyel
genlerden daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ayrica, AOB ve AOA’nin kompostlama
sistemlerinde nitrifikasyondan sorumlu oldugunu gostermistir. Oishi vd. (2012) biiyiikbas
hayvan giibresi kompostlanmasi esnasinda AOB ve AOA’nin varlik ve aktivitelerini
incelemistir. Sonuglara gore bakteri toplulugu i¢inde Nitrosomonas halophila ve arkea
toplulugu icinde ise Nitrososphaera gargensis’in dominant oldugu belirlemislerdir.
Topraga organik ve inorganik giibre uygulamasi sonrasi 3 farkli sezonda miinavebeli {iriin
yetistiriciligi ile topraktaki arkea varliginin izlendigi bir ¢aligmada ise Chan vd. (2013)
organik giibre uygulanan vejetasyon altindaki toprakta bakteriyel amonyum okside
edicilere gore arkeal amonyum okside edicilerin amoA geninin baskin oldugu tespit
etmislerdir.

Inorganik giibrelemeyle alakali galismalara baktigimizda ise; Song ve Lin (2014)
tarafindan yapilan calismada azotlu giibrelemeye AOA’nin AOB’ye gore daha etkili
cevap verdigi goriilmiistiir. Yapilan bagka bir ¢alismada Li vd. (2014) celtik topragindaki
AOA ve AOB’nin mineral N karsisindaki aktivitelerini incelemislerdir. Elde edilen
sonugclara rizosfer bolgesinde AOB’nin gelisimi istatistiksel olarak énemli dl¢iide tesvik
edilmis ve Nitrosospira spp.’nin varliginin arttigr gorilmiistiir. Wang vd. (2009)’ nin
yaptiklar1 bir ¢alismada ise geltik tarlasinda azotlu gilibrelemenin topraktaki AOB ve
AOA topluluk yapisina etkisi amoA geni ile incelenmis ve AOB toplulugunun baskin
olarak Nitrosomonas spp. alt grup 3’den olustugu tespit edilmistir. Kong vd. (2010)
yliksek azotlu giibreleme uygulanan kosullarda topraktaki mikro agregatlarda stabil C
icerigi sayesinde nitrifikasyon ve denitrifikasyondan sorumlu mikrobiyal topluluklarin
gelisiminin tesvik edildigi gorilmiistiir. Farkli azot kaynaklarinin topraga uygulanarak
topraktaki amonyum okside edicilerin durumunun molekiiler metotlarla izlenmesini
hedefleyen bir ¢alismada Habteselassie vd. (2013) AOB’nin amonyum stilfat ve sivi ¢op
giibresi uygulamasi ile artig gosterdigi belirlemiglerdir. Ayrica AOB’nin Nitrosospira
multiformis ile iliskili oldugu tespit etmislerdir. Akiyama vd. (2014)’nin farkli toprak
tiplerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada topraga iire uygulamasindan sonra nitroz oksit ve
metan gibi sera gazlarinin salinimlar1 izlenmis, bakteriyel ve arkeal amoA geni sentezi ile
metan oksidasyonu arasinda yakin bir iliski oldugu ve azotlu giibrelemenin bunda
oldukca etkili oldugu belirlenmistir. Andisol topragmma azotlu ve fosforlu giibre
uygulamasinin mikrobiyal topluluk kompozisyonu ve amonyum oksidasyon geni (amoA)
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iizerine etkisini inceleyen calismada Jorquera vd. (2014), 6. yilin sonunda N-P
uygulamasinin topraktaki bakteri toplulugu ve ¢esitliligi ile nitrifikasyon iizerine olumlu
etkilerinin oldugunu tespit etmislerdir. Norman ve Barrett (2014)’in laboratuvar
inkiibasyon denemesi seklinde yliriittigii caligmada, topraga sinirli diizeyde amonyum, P
ve K iceren uygulama yapilmis daha sonra bu toprakta AOB ve AOA topluluklarinin
gelisimleri gézlemlenmistir. Sonugcta, substrat yarayisliligt AOB kaynakli nitrifikasyona
dogrudan etkili olurken yiiksek konsantrasyonda substrat ilavesinin AOA toplulugunun
gelisimini engelledigi belirlenmistir. Farkli tarim topraklarina N uygulamasi yapilan bir
calismada amonyum okside edicilerin varligi ile nitrifikasyon potansiyelini
karsilastirmali olarak inceleyen Shen vd. (2014), amonyumlu giibreleme sonrasi, amoA
geni varliginda, alkali ve notr reaksiyonlu topragin amonyum oksidasyon kapasitesinin
asit reaksiyonlu topraktan daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Cavagnaro vd. (2008)
islenmis ve amonyumlu giibre ilave edilmis toprakta AOB popiilasyonunun ¢ok hizli bir
artis gosterdigin1 ve nitrifikasyonun hizlandigini belirlemisler ve topraktaki dogal
amonyum miktariin diisiik olmasinin bu durumu tesvik ettigini bildirilmislerdir.

Sun vd. (2014) tarafindan yapilan 20 yillik bir ¢aligmadaki filogenetik analizler
azot dongiisiine ait fonsiyonel genlerin toprak tipinden daha ziyade cografik lokasyondan
etkilendigini gostermistir. Bagka bir ¢alismada (Chu vd. 2007) uzun siireli organik ve
kimyasal giibreleme altindaki toprakta AOB topluluk yapisindaki degisimler incelemis
ve AOB topluluk yapisinin PK’l1 giibrelemeye gore N’lu giibrelemeden daha fazla
etkilendigi ve N’lu giibreleme sonucunda Nifrosospira kiime 3’lin toprakta baskin
duruma geldigi goriilmiistiir. Bu sonuclar gostermistir ki uzun stireli N’lu giibreleme
topraktaki AOB toplulugunu ve nitrifikasyon potansiyelini arttirmaktadir. Uzun siireli
organik ve inorganik giibrelemenin topraktaki bakteriyel topluluga ve toprak
biyokimyasal proseslerine olan etkilerinin incelendigi baska bir ¢alismada Chinnadurai
vd. (2014) organik giibrelemenin 16S rRNA ve nif H genleri sentezini, inorganik
giibrelemenin ise amoA geni sentezini arttirdigini belirlemislerdir. Zhang vd. (2012)
tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada uzun siireli giibreleme altindaki toprakta amonyum
oksidasyonundaki degisimler incelenmis ve ¢alismadan elde edilen sonuglara gére NPK
giibrelemesi ile topragin AOB toplulugunun baskin hale geldigi ve topragin nitrifikasyon
aktivitesi ile pozitif korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. Diger taraftan, giibrelemenin
AOA topluluguna o6nemli bir etkisinin olmadigi da rapor edilmistir. Uzun siireli
giibrelemeye kars1 toprakta AOB ve AOA’nin verdigi tepkileri izlemek amaciyla
yiriitiilen bir ¢caligmada Xiao vd. (2014) AOA kaynakli amoA geni kopyasinin AOB
kaynakli amoA’dan 6nemli 6l¢iide fazla oldugunu tespit etmislerdir.

Bitki bazli ¢alismalar1 inceledigimizde ise; geltik topragina farkli organik ve
kimyasal giibre uygulamalarinin topraktaki potansiyel nitrifikasyon oran1 ve AOB ile
AOA kaynakli amoA gen varligi durumunun incelendigi bir calismada Wang vd. (2014)
AOA’nin besince fakir alt toprak katmanina adaptasyonunun AOB’den daha iyi oldugu
tespit etmiglerdir. Celtik tarlasinda kisith sulamanin toprak prokaryotik topluluklar1 ve
sera gazi emisyonlar lizerine etkisini inceleyen bir ¢alismada Ahn vd. (2014) su kisintisi
uygulandiginda amonyum oksidasyonundan sorumlu bakteriyel amoA geninin sentezinin
azaldig1 ve buna bagli metan (CHa4) saliniminin da bir miktar azladig tespit etmislerdir.
Celtik vejetasyonu altindaki topragin mineralizasyon, nitrifikasyon ve AOB-AOA
topluluklarindaki degisimlerin incelendigi bir c¢aligmada Jiang vd. (2013) AOB
topluluguna ait amoA geninin amonyumlu giibreleme ile artis gosterdigini, ancak
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AOA’nin buna yanit vermedigini tespit etmislerdir. Ayrica, arkea toplulugunun
nitrifikasyondan ziyade mineralizasyona pozitif etkisinin oldugu da belirlenmistir. Huang
vd. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada AOA ve AOB topluluk yapisinin topragin kil
minerali tipi, amonyum kapsami, toplam organik karbon miktar1 ve pH’1 gibi birgok
faktorden etkilenerek degistigi tespit edilmistir. Nie vd. (2014) celtik bitkisi rizosfer
topragindaki 16S rRNA, bakteriyel-arkeal amoA, nosZ genlerinin normal topraga gore
daha diisiik miktarda oldugunu ve bu ilging durumun sinirli azot ortaminda geltik kokleri
ile mikrobiyal topluluk arasindaki rekabetin bir sonucu oldugunu bildirilmislerdir.
Nemeth vd. (2014)’ nin yaptig1 bir calismada ise iki farkli misir tarlasinda olusan nitroz
oksit ile azot dongiisii fonksiyonel genleri karsilagtirmali olarak incelenmis ve her iki
tarlada amoA ve nirS genlerinin benzerlik gdsterdigi goriilmiistiir. Junier vd. (2009)
tarafindan fasulye yetistirilen ve yetistirilmeyen iki farkli alanda yapilan bir ¢caligmada
fasulye bitkisinin dominant AOB toplulugu olan Nitrosospira alt grup 3’1 etkilemedigini
ancak Nitrosomonas alt grup 8’in her donemde tespit edilebilir hale geldigini
bildirmislerdir. Dias vd. (2012), patates yetistirilen bir alanda AOA populasyonunun
AOB’den genel olarak fazla oldugunu ve patates varyete farkliliginin hem AOB hem de
AOA topluluk yapisini 6nemli 6lgiide etkiledigini rapor etmiglerdir. Li vd. (2013) serada
sulama donemlerinde rizosferde amoA geni sentezinin ve nitrifikasyonun arttigini rapor
etmiglerdir. Rachid vd. (2012)’nin yaptig1 bir calismada, sekerkamisi vejetasyonu
altindaki toprakta bakteriyal topluluktaki degisimler amoA ve nirK fonksiyonel genleri
temelinde izlenmis ve topragin bakteriyal amoA ve nirK genlerinin, bitki yetistirilmeyen
topraga gore onemli Olgiide farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Wang vd. (2014)
yiikselen sicakligin toprakta amoA geninin varligin1 ve mikrobiyal ¢esitliligi arttirdigini
tespit edilmislerdir. Arazi kullanim rejiminin amonyum okside edici bakterilerin varlik
ve cesitliligi lizerine olan etkilerinin incelendigi bir ¢alismada Zhao vd. (2015), bakteriyal
amoA gen kopyalariin arkeal amoA’ya gore neredeyse iki kat1 oldugunu, ¢im ve yabanci
ot bulunan topraklardaki bakteriyal-arkeal amoA’ nin diger arazi tiplerinden daha yiiksek
oldugunu rapor etmislerdir.

2.3. Denitrifikasyon

Nitrat1 (NO3") ve nitriti (NO2"), nitrik oksit (NO), nitroz oksit (N20) ve dinitrojene
(N2) indirgeyen siire¢ denitrifikasyon olarak tanimlanir ve bu islem bir anaerobik
solunum seklidir. Toprakta denitrifikasyon yetenegine sahip olan bakteri sayis1 oldukga
fazladir. Denitrifikasyon bakterileri topraktaki toplam bakteri popiilasyonunun %0.5-
5’lik kismini olusturmaktadir (Henry vd. 2006; Demaneche vd. 2009; Bru vd. 2011).
Toprakta olduk¢a fazla olmalarina ragmen bu bakteriler, dominant bakteriler arasinda yer
almamaktadirlar. Denitrifikasyon bakterilerinin ¢ogu genel olarak Paracoccus,
Pseudomonas ve Bacillus gruplari igerisinde yer almakla birlikte Thiobacillus ve nadiren
Hyphomicrobium, Chromobacterium, Corynebacterium veya Serratia tiirleri de
denitrifikasyonu gerceklestirebilir (Cavigelli ve Robertson 2000; Jha 2015).

Denitrifikasyon bir oksijensiz solunum olay1 olmasina karsin aerobik ortamlarda
da goriilmektedir. Ozellikle toprak ortaminda biyolojik aktivite ile oksijen seviyesinin
diismesi sonucu olusan mikro ¢evrelerde (rizosfer bolgesi, agregatlar vb.) denitrifikasyon
olay1 goriiliir. Denitrifikasyon enzim aktivitesi oksijen (O2) tarafindan inhibe edilir ve
ayrica bu enzimlere ait genlerin ekspresyonu baskilanir. Fakat bir¢cok bakterinin dogrudan
oksijenli ortamda denitrifikasyon olayini gergeklestirdigi de tespit edilmistir. Toprak da
dahil bircok farkli ortamdan izole edilen aerobik tiirler Enterobacter, Sphingomonas,
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Mesorhizobium, Achromobacter, Comamonas, Agrobacter ve Burcholderia gibi farkl
tiirlerdir. Safkiiltiirde en ¢ok calisilan aerobik denitrifikasyon tiirlerinden biri Paracoccus
denitrificans’n denitrifikasyon enzimlerini siirekli tirettigi ve aktif oldugu (constitutive
enzyme) goriilmiistiir. Yine bir¢ok farkli ortamdan izole edilen Comamonas, Aeromonas,
Achromobacter, Pseudomonas, Agrobacter, Thiobacillus, Burcholderia, Enterobacter ve
Bacillus cinslerine ait bir¢cok bakterinin, oksijenin varliginda denitrifikasyonu
gerceklestirme yetenegine sahip olduklari rapor edilmistir. Oksijene maruz kalma
stiresince nor enzimleri inaktif olur fakat bu bakterilerin denitrifikasyon prosesini yoneten
diger enzimlerinin oksijenli sartlarda fonksiyonlarini siirdiirebilme yetenegine sahip
oldugu gorilmiistiir (Morley vd. 2008). Baska bir deyisle, oksijenli ortamda oksijenli
solunum ve oksijensiz solunum (nitratli solunum) ayni anda olugsmaktadir. Oksijenin bu
bakterilerin denitrifikasyon aktiviteleri iizerine etkileri bakteriden bakteriye farklilik
gostermektedir (Patureau vd. 2000; Hayatsu vd. 2008).

Denitrifikasyon, nar, nos ve nap operonlarinin kodladigi Mo igeren bir enzim olan
nitrat rediiktaz aktivitesi (Nar) ile baglamaktadir. NO3™ rediiksiyonunda siklikla ¢aligilan
genler narG ve napA’dir. Nitratin nitroz oksit ve azot gazina indirgenmesi siirecinde nitrat
rediiktaz (Nar) enzimi vasitasiyla nitrat nitrite indirgenir. Bunun ardindan sirasiyla nitrit
rediiktaz (Nir), nitrit oksit rediiktaz (Nor) ve nitroz oksit rediiktaz (Nos) enzimleri nitrik
oksit, nitroz oksit ve azot gazi olusumunu katalizler. Nitriti, NO veya N2O’e doniistiiren
biri bakir digeri sitokrom cd1 igeren iki farkl nitrit rediiktaz enzimini ise sirastyla nirkK
veya nir$S genleri tarafindan kodlanir ve bu genler molekiiler marker olarak kullanilir
(Murugapiran vd. 2013).

AOB’nin tersine denitrifikasyon bakterileri ¢ok sayida farkli filogenetik gruba
dagilmis durumdadir. Denitrifikasyon spesifik bir taksonomik grubun tekelinde degildir
(Zumft 1997). Dolayist ile bu bakteri gruplarinin 16S rDNA dizileri arasinda ¢ok biiyiik
farkliliklar bulunmaktadir. Bu nedenle 16S rDNA’nin denitrifikasyon bakterilerinin farkli
ortamlardaki ¢esitliligini arastirmak iizere kullanilmasi uygun degildir. Bunun bir sonucu
olarak, denitrifikasyon bakterilerine yonelik yapilan molekiiler ekolojik calismalar
molekiiler marker olarak fonksiyonel genlerin kullanilmasi temelinde yiiriitilmiistiir.
Denitrifikasyonda gorev alan nirK, nirS, nosZ, narG ve norB gibi genleri hedefleyen
primerler dizayn edilmis ve PZR-RFLP, DGGE ve T-RFLP gibi molekiiler tekniklerin
yer aldigir bircok caligmada kullanilmistir. Denitrifikasyondan sorumlu fonksiyonel
genler toprak ekosistemi ile yakin iligki icerisindedir. Ancak genler ve toprak ekosistemi
arasindaki etkilesimin boyutu heniiz ¢ok iyi bilinmemektedir. Bununla birlikte, narG ve
napA genlerinin toprak karbonu ile pozitif iliskide oldugu (Kandeler vd. 2009; Bru vd.
2011), ayrica napA geninin degisebilir Mn ile de pozitif iliskide oldugu (Bru vd. 2011)
bilinmektedir. NirS ve nirK genleri ve genel olarak denitrifikasyon genleri ise Oz, toprak
nemi, sicakligi, toplam N konsantrasyonu, amonyum ve nitrat konsantrasyonu, alinabilir
P konsantrasyonu, toprak organik maddesi, organik karbon ve pH degisimlerinden 6nemli
ol¢iide etkilenmektedir (Levy-Booth 2014). Tarim topraklarinda nirS geni nosZ genine
gore daha fazla sentezlenmektedir (Morales vd. 2010). Ayrica, NO emisyonlar1 nirK geni
ile pozitif korelasyon gosterirken (Szukics vd. 2009), N2O emisyonlar nirS geni ile yakin
iligki gostermektedir (Morales vd. 2010; Rasche vd. 2011).

Organik gilibre uygulamalarinin denitrifikasyon tizerine nasil etki ettigine

bakilacak olursa, Shi vd. (2019) tarafindan ytiriitiilen bir ¢alismada biyokdmiir ve organik
giibre uygulanmig toprakta AOB ve nirK geni bulunduran denitrifikasyon bakterilerinin
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N20 emisyonuna katkida bulundugu goriilmiistiir. Bagka bir ¢galismada Wang vd. (2020)
biyokomiir ilavesi yapilan celtik topraklarinda nirS ve nirK gen gesitliligi ve
denitrifikasyon bakteri toplulugunu incelemiglerdir. NirS ve nirK igeren denitrifikasyon
bakterilerinin her ikisi de nitrit rediiktazi kontrol etmesine ragmen, biyokomiir
uygulamasina verdikleri yanitlarin ¢esitlilik ve N2’a katki acisindan 6nemli farkliliklar
gostermistir. Biyokdmiir uygulamasi, nirK igeren denitrifikasyon bakterilerinin topluluk
yapisini giiclii bir sekilde sekillendirirken, nirS iceren denitrifikasyon bakterilerinin
topluluk yapisi nispeten sabit kalmistir. Wolsing vd. (2004)’nin yaptig1 bir ¢alismada
kimyasal giibre ve sigir giibresi uygulanan arazilerdeki denitrifikasyon bakteri
topluluklarinin zamansal ve mekansal varyasyonlar1 incelenmistir. PZR ile ¢ogaltilmis
nitrit rediiktaz (nirK ve nirS) gen fragmanlar1 T-RFLP analizi kullanilarak arastirilmis ve
nirK igeren bakterilerin topluluk yapisinda onemli bir mevsimsel degisim ortaya
cikmistir. Ayrica, mineral giibre veya sigir giibresi ile muamele edilen alanlarda, farkli
nirK igeren denitrifikasyon bakteri topluluklarinin bulundugu goriilmiistiir. Chen vd.
(2022) biyogaz iiretim atiginin ¢eltik topragindaki nitrit rediiktaz aktivitesini mineral
giibre uygulamasma kiyasla artirdigini bildirmislerdir. Sulfurifustis, Thiobacillus,
Microvirgula ve Duganella, c¢alisilan celtik tarlalarinda nitrit rediiktaz aktivitesini
yoneten ana cinsler olarak ortaya ¢ikmustir. Artan dozlardaki biyogaz atig1 uygulamasi
nirS ve nirK tipi denitrifikasyon bakteri bollugunu ve yapisint biyiik OSlgiide
degistirmistir.

Inorganik giibreleme ile ilgili ¢aliymalara bakildiginda ise, Wang vd. (2020)
yaptiklar1 bir c¢alismada 30 yi1l boyunca kimyasal giibre uygulanan toprakta
nitrifikasyonun arttigin1 gozlemislerdir. Artan nitrifikasyona karsilik alt toprakta
denitrifikasyonun ve nirS, nirK tipi denitrifikasyon bakterilerinin arttig1 rapor edilmistir.
Kimyasal giibre ilavesi sonucunda yikanan nitratin denitrifikasyon gruplari araciligiyla
toprak altt N dongiisiinii degistirebilecegi anlasilmistir. Celtik yetistirilen toprakta
denitrifikasyon bakteri topluluklarmin farkli fosfor diizeylerine tepkilerini inceleyen
Zhan vd. (2019), P eksikligi olan ¢eltik topragina fosfatli giibre uygulamasinin topluluk
yapilarini degistirerek nirK ve nirS iceren denitrifikasyon bakterileri bollugunu 6nemli
Olciide arttirdigini gézlemlemislerdir. nirS tipi denitrifikasyon bakterilerinin bu degisime
daha fazla hassasiyet gosterdigi rapor edilmistir. Fu vd. (2021) ayn1 N uygulamas1 ve
farkli uygulama zamanlar ile yapilan misir saks1 denemesinde, verim ve toprak N2O
emisyonundaki degisimleri ve azot dongiisii ile ilgili fonksiyonel genlerin bollugu ile N2O
emisyonu arasindaki iliskiyi arastirmislar ve N2O emisyonu ile AOB ve nirK genlerinin
bollugu arasinda pozitif iliski oldugunu, azot uygulama zamanlarinin fonksiyonel genleri
etkiledigini gérmiislerdir. Zeng vd. (2014) nirK tipi denitrifikasyon bakteri topluluk
yapisinin ozellikle sera topraginda giibreleme rejimlerinden 6nemli dl¢iide etkilendigini
gostermislerdir. Toprak pH'1, toprak organik madde kapsami ve nitrat iceriginin, bakteri
toplulugu iizerinde biiylik etkiye sahip oldugu saptanmis. Filogenetik analizler sera
topraginda sadece anaerobik nirK tipi denitrifikasyon bakterilerinin degil, ayn1 zamanda
Rhizobium, Ochrobactrum, Agrobacterium gibi aerobik denitrifikasyon bakterilerinin de
bulundugunu gostermistir.

Kuzeybat1 Cin’in kurak bir bolgesinde damlama sulama ile sulanan iire ilave
edilmis pamuk tarlasinda denitrifiye edicilerin artisina bakilan bir ¢alismada Yin vd.
(2019), denitrifikasyon yapan fonksiyonel genlerin (rnarG, nirK ve nosZ) bollugu ile
denitrifikasyon potansiyeli arasinda pozitif bir iliski oldugunu gérmiislerdir. Bunun bir

12



KAYNAK TARAMASI R. YILDIZ

sonucu olarak giibre uygulamasinin denitrifikasyonu ve bu siirece aracilik eden bakteri
popiilasyonunu artirarak N2O emisyonunu arttirdigini bulmuslardir. Zhou vd. (2021)’nin
yaptig1 bir calismada I¢ Mogolistan'n Hetao Sulama Bolgesinde tipik hafif tuzlu toprak
ve orta derecede tuzlu toprak, nitrifikasyon ve denitrifikasyon siirecinin tuzlanma
derecesine kadar organik ve inorganik azot uygulama oranlar1 incelenmistir. Sonuglar,
artan tuzlulugun toprak nitrifikasyon potansiyelini azalttigin1 ve toprak denitrifikasyon
kapasitesini arttirdigini gostermistir. Tuzluluktaki artigla birlikte AOB bollugu ve
nitrifikasyon katki orani azalmis, ancak AOA bollugu ve nitrifikasyon oranin arttigi
goriilmiistiir. Hafif tuzlu topraklarin ve orta derecede tuzlu topraklarin, inorganik azotun
tek basina uygulandig1 topraklara kiyasla nitrifikasyonu ve denitrifikasyon siire¢lerine
daha elverisli oldugunu gostermistir. Bagka bir ¢alismada ise celtik topraklarinda uzun
siireli pestisit ve kimyasal gilibre uygulamasinin mikrobiyal topluluklar, o6zellikle
anammox ve denitrifikasyon bakterileri lizerindeki etkisini arastiran Rahman vd. (2021);
nitrat, SOC (amonyak, toprak organik karbonu), N ve C igeriginin, yayla topraklarina
kiyasla piring tarlasi topraklarinda 6nemli dl¢lide azaldigini bulmuslardir. 16S rDNA,
hszB, narG, nirK, nirS ve nosZ genlerinin bollugu o6nemli Ol¢lide piring tarlasi
topraklarinda azaldigini ve topraklarin kimyasal 6zellikleri ile pozitif korelasyon oldugu
bulmuslardir. Bagka bir c¢alismada ¢im alanda giibrelenen ve giibrelenmeyen
kisimlarindaki farkli arazi kullanimlarinin toprak amonyum okside edici ve denitrifiye
edici mikroorganizmalar {izerine etkisinin incelenmis ve c¢alisma sonucunda; Keil vd.
(2011) nirK, nirS geninin yiiksek giibreleme ile artig gosterdigi tespit etmislerdir.
Patriquin vd. (1993)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada toprak ornekleri incelenmis ve bazi
kimyasal degerler arasindaki iliskide nitrat konsantrasyonu ve EC degerleri arasinda
pozitif korelasyon ve yine nitrat ile pH arasinda negatif korelasyon oldugu goriilmiistiir.
Chen vd. (2021) yaptiklart ¢calismada topraga N ve S uygulanmis ve nirK ve nirS gen
cesitliligi, bollugu ve topluluk yapisina bakmislar. Sonuglar, toplam N/S'nin daha yiiksek
tuza, toplam azota, toplam organik karbona, nitrat azotuna, amonyum azotuna ve daha
diisiikk pH’a yol agtigin1 gostermektedir. Ayrica nirK tipi denitrifikasyon toplulugunun N
ve S ilavelerine karsi daha yiiksek bir hassasiyet gosterdigini de gozlemlenmistir.
Tarimsal ekosistemlerde 47 saha ¢alismasindan olusan bir meta-analiz gerceklestiren
Yang vd. (2018) N dongiisii i¢in dnemli olan bes isaret genini (nifH, amoA, nirK ve nirsS,
nosZ) izlemislerdir. N giibrelemesinin nifH bollugu lizerinde hicbir etkisinin olmadigini,
ancak sirasiyla arkeal amoA, bakteriyel amoAd, nirK, nirS ve nosZ'yi énemli dlgiide
artirdigin1 bulmuslardir. Toprak pH’1, N gilibreleme zamani ve iiriin rotasyonunun da ¢ogu
N dongiisii genlerinin N giibrelemesine tepkisini diizenleyen 6nemli faktorlerden oldugu
bulunmustur.

Uzun siireli glibre uygulamalar ile ilgili calismalara baktigimizda ise; Xuesong
Luo vd. (2021) bir ¢alismada, uzun siireli giibrelemenin ¢esitli boyutlardaki toprak
agregatlarinda yasayan denitrifiye ediciler toplulugunu nasil sekillendirdigini gostermek
icin denitrifikasyondan sorumlu edici gen bolluklarina denitrifikasyon enzim aktiviteleri
ile birlikte bakmislardir. Briit N2O {iretiminin baskin olarak nitrit indirgeyiciler ve toplam
azot tarafindan saglandigini, net N2O iiretiminin ise fosfor, nosZ ve N20 indirgeyicilerin
toplami tarafindan saglandigin1 gérmiislerdir. 160 yillik bir tarla denemesinde farkli uzun
vadeli giibreleme ve yetistirme uygulamalariin etkisini degerlendirildigi bir ¢calismada
Clark vd. (2012) denitrifikasyon topluluklarmin biiyiikliigii ve cesitliligi ile toprak
ornekleriyle  denitrifikasyon  potansiyelini  karsilastirmislardir.  Denitrifikasyon
potansiyelinin, ekilebilir alandan ormanlik alana dogru gelismeye birakilan bir alandan
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elde edilen toprakta, ¢iftlik gilibresiyle giibrelenmis alana gore ¢ok daha yiiksek oldugu
goriilmiitlir. NirK ile ters bir iliski gosteren, tiim topraklarda test edilen genlerin nirsS ile
degil, nirK bollugu ile iliskili oldugunu gdstermistir. Cogu genetik varyasyonun, toprak
isleme durumuna gore ayr1 gruplara ayrildig1 nirK geninde goriilmiistiir. Sonug olarak
topraktaki azot ve organik karbon ile iligkili artan denitrifikasyon potansiyelinden biiyiik
olasilikla nirK igeren bakterilerin sorumlu oldugu bulunmustur. Yang vd. (2022)’nin
yaptig1 calismada asidik c¢ay plantasyon topragina uzun vadeli (12 yillik) N ilavesi
yapilmis ve denitrifikasyon potansiyeli ve denitrifiyer mikrobiyal topluluklarin
fonksiyonel genleri arasindaki degisime bakilmistir. Calismada, topraga N uygulamasinin
denitrifikasyon potansiyelini narG, nirK, norB ve nosZ gibi denitrifikasyon genlerinin
mutlak bollugunu 6nemli dl¢iide arttirdigini bulunmustur. Denitrifikasyon topluluklarinin
cesitliligi, artan N oranlar1 ile Onemli Ol¢lide azalmistir. Ayrica, denitrifikasyon
topluluklarinin bilesimi, farkli N giibreleme oranlarina sahip topraklar arasinda énemli
Olclide farklilik gostermistir. Zhang vd. (2021)’nin yaptig1 ¢alismada ise uzun siireli
gibreleme kosullar1 altinda kirmizi  geltik  topragindaki diazotroflarin  ve
denitrifikasyonlarin ¢esitliligini anlamak i¢in nifH, nirK ve nosZ kiitiiphaneleri PZR-
RFLP ile olusturulmustur. NirK gen cesitliliginin nosZ ve nifH'den daha diisiik oldugu ve
nirK ve nosZ genlerinin farkli giibrelemelere kars1 nifH geninden daha duyarli oldugu
bulunmustur. Toprakta proteobacteria grubunun, alpha, beta, gamma ve delta alt siniflari
da dahil olmak iizere ¢esitli mikroorganizmalarin hakim oldugu goriilmiistiir. Bu genleri
etkileyen ana kimyasal faktorler belirlenmis: pH, nifH toplulugunun en 6nemli faktorii
olarak tespit edilmis; nirK geni ise pH ve organik maddeden daha ¢ok etkilenmis; mevcut
potasyum ve karbon-azot oraninin ise nosZ geninin topluluk yapisini 6nemli 6l¢iide
etkiledigi bulunmustur. Uzun siireli azotlu giibre uygulamasinin toprak denitrifikasyon
topluluklar tizerindeki etkilerini arastirmak lizere, nirK ve nirS gesitliligini inceleyen bir
calismada Luo vd. (2010) azotlu giibrelemenin, nirK denitrifikasyon bakteri topluluk
yapist lizerinde bariz bir etkiye sahip oldugunu, ancak nirS igeren toplulugun
etkilenmedigini bulmusglardir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Deneme alani ve siiresi

Aragtirmada kapsaminda yapilan tarla denemesi, Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi ¢iftlik arazisinde bulunan ve daha Oncesinde agik tarla olarak kullanilan,
arastirma kapsaminda plastik sera sekline doniistiiriilen alandan alinmistir. Bu alanda,
deneme baglangici itibariyle en az son 5 senedir herhangi bir tarimsal faaliyet
yapilmamistir. Deneme topragina ait fiziksel, kimyasal ve biyolojik analiz sonuglar
Cizelge 3.1°de verilmistir. Ozellikle fiziksel ve kimyasal analiz sonuglarina gére secilen
alanin bolgemizdeki ciftci kosullarini yansittigina karar verilmistir.

Cizelge 3.1. Deneme alan1 topraginin bazi fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri

Parametre Sonug¢
Biinye Killi T
pH 7.32
EC (ps/cm) 296
Kireg (%) 14.1
Organik Madde (%) 243
Toplam N (%) 0.142
Almabilir P (ppm) 94.7
Degisebilir K (ppm) 382
Degisebilir Ca (ppm) 4224
Degisebilir Mg (ppm) 267
Almabilir Fe (ppm) 3.9
Alinabilir Mn (ppm) 18.8
Almabilir Zn (ppm) 3.40
Almabilir Cu (ppm) 1.81
Alkali fosfataz (ug PNP g'! kuru toprak saat™) 55.2
B-glikosidaz (ug PNG g™! kuru toprak saat™) 11.8
Ureaz (ug NH4+-N g™! kuru toprak saat™) 50
Dehidrogenaz (ug TPF g! kuru toprak) 4.62
Denitrifikasyon (ug NO2 g! kuru toprak saat™) 531
Nitrifikasyon (ug NO2 g™! kuru toprak saat™) 0.69
Mezofilik bakteri say1s1 (kob g™ kuru toprak) 1x10°

3.1.2. Arastirmada kullanilan giibreleme materyali

Denemede, bolgede ticari olarak tiretimi yapilan vermikompost kullanilmistir. Bu
vermikompost windrow (y1gin siralar1) metodu ile ve ham madde olarak yanmais ¢iftlik
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giibresi kullanilarak elde edilmistir. Yine denemede kullanilan ¢iftlik giibresi Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesine ait siit {iretim tesisinden alinmistir. Denemeye baslamadan
once her iki gilibrenin kimyasal ve biyolojik analizleri yapilmistir (Cizelge 3.2). Ayrica
alinan her iki gilibre 6rnegi, alinan toprak ornekleriyle birlikte molekiiler analizler i¢in -
80 °C’de saklanmustir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan organik giibrelerin baz1 kimyasal ve biyolojik
ozellikleri

Parametre Vermikompost glif)t:‘leksl
pH 6.67 7.67
EC (us/cm) 2590 2990
Organik madde (%) 513 76.9
Organik karbon (%) 29.7 354
C/N 124 13.6
Toplam N (%) 24 2.6
Toplam P (ppm) 13100 6550
Toplam K (ppm) 9120 20833
Toplam Ca (ppm) 70714 50071
Toplam Mg (ppm) 17365 8982
Toplam Fe (ppm) 19000 350
Toplam Mn (ppm) 390 240
Toplam Zn (ppm) 260 260
Toplam Cu (ppm) 88 85
Alkali fosfataz (ug PNP g kuru agirlik saat™) | 246 244
B-glikosidaz (ug PNG g kuru agirlik saat™) 26.2 29.5
Ureaz (ug NH4"-N g™ kuru agirlik saat™) 146 146
Dehidrogenaz (ug TPF g kuru agirhik) 4.15 16.7
Denitrifikasyon (ug NO, g™ kuru agirlik saat™) | 14.3 6.41
Nitrifikasyon (ng NO, g kuru agirlik saat™) 14.4 5.10
Mezofilik bakteri (kob g kuru agirlik) 1x10° 12x10°

3.1.3. Arastirmada kullanilan bitki

Denemede kullanilan bitki kivircik marul (Lactuca sativa L.) bitkisinin Caipira
cesididir. Bolgede yogun olarak yetistirilmesi, hem giiz hem bahar dénemi i¢in uygun
olmas1 ve bakim islemlerinin kolaylig1 bu bitkiyi tercih etmede etkili olmustur.

3.1.4. Deneme gruplari ve deseni

Bu ¢alismanin temel amaci verim veya doz belirleme ¢alismasi olmadigindan
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dolay1 tek giibreleme dozu kullanilmistir. Ayrica ¢alisma iki donem seklinde yapilmistir.
Bunun sebebi giibre uygulamalarinin mikrobiyal topluluk yapis1 ve ¢esitliligi iizerine orta
vadeli ve olas1 kiimiilatif etkilerini belirlemektir.

Deneme 4 uygulama konusu igcermistir. Bunlar: Kontrol, vermikompost, ¢iftlik
giibresi ve kimyasal giibre konularidir. Kontrol uygulamasinda bitki yetistirilmis ama
herhangi bir giibreleme yapilmamistir. Vermikompost ve ¢iftlik giibresi i¢eren parsellere
tek doz seklinde ve fide dikiminden yaklasik 1 hafta 6nce kuru agirlik tizerinden 1 ton da®
! diizeyinde uygulama yapilmis ve baska herhangi bir uygulama yapilmamistir. Bu
giibreler parsellere homojen bir sekilde yayilip karistirildiktan sonra hafif bir sulama
isleminin ardindan dikime kadar yaklasik 1 hafta siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Kimyasal giibre igeren parsellere ise yine bu asamada 40 kg da™! 15-15-15 giibresi taban
giibresi olarak verilmistir. Yetistiricilik sirasinda da 1. dénem i¢in toplamda 4 kg da™' 18-
18-18, 2.5 kg da’! 16-8-24, 3 kg da™! kalsiyum nitrat ve 330 g da”' kombine mikro element
giibresi (%0.5 B, %1 Cu, %5 Fe, %5 Mn ve %7 Zn) belirli araliklarla damla sulama ile
uygulanmustir. 2. dénemde ise taban giibresi olarak 40 kg da™' 15-15-15, yetistiricilik
sirasinda da 4 kg da™! 18-18-18, 4.5 kg da™! 16-8-24, 2 kg da’! kalsiyum nitrat ve 330 g
da™! kombine mikro element giibresi uygulanmustir.

Deneme kuzey-giiney dogrultusunda tesadiif bloklar1 deneme desenine gore
kurulmus olup 4 tekerriirlii olarak toplamda 16 parselden olusmustur. Deneme
konularmin bloklardaki yeri kura yontemiyle belirlenmistir. Her bir parsel 12 m?
biiyiikliigiinde olusturulmustur. Fideler parsellere 40cm x 20cm (sira arasi X sira iizeri)
seklinde dikilmistir. Dikim Oncesi ve sonrasinda gerekli olan tiim kiiltiirel islemler
(sulama, ¢apalama, yabanci ot miicadelesi vb) yapilmistir. Sulama damla sulama sistemi
ile yapilmistir. Damla sulama sistemi kurulurken kimyasal giibre uygulanacak parsellere
yetistiricilik sirasinda belirli araliklarla sulama suyu ile giibre uygulanacagi icin diger
parsellerden ayr1 bir sulama hatt1 ¢gekilmistir. Deneme boyunca herhangi bir bitki koruma
ilac1 kullanilmamustir.

Deneme, Giiz-2018 (1. donem) ve Bahar-2019 (2. dénem) olmak iizere art arda
iki dénem yapilmistir. Her iki donemde de tiim uygulamalar ayni diizende ve ayni
parsellerde yapilmistir. Her bir donemde yetistiricilik siiresi 8 hafta olmustur.

3.1.5. Analizler icin ornekleme sekli

Denemeye baslamadan evvel denemenin yapilacagi alandan toprak oOrnegi
alinarak rutin fiziksel ve kimyasal toprak analizlerinin yani sira biyolojik analizler de
yapilmistir. Normal ve rizosfer toprak ornekleri 8. haftada (hasat) enzim analizleri ve
molekiiler analizler i¢in alinmistir. Rizosfer topragi drnekleri bitkilerin topraktan kokleri
ile sokiilmesi suretiyle alinmistir. Topraktan sokiilen bitkiler hafif¢e silkelenip gevsek
tutunan topraklardan arindirildiktan sonra Ornek posetlerine konulup laboratuvara
getirilmis ve burada koklerden olabildigince ayrildiktan sonra yapilacak analizlere gore
farkli sekillerde saklanmistir. Sokiilen bitkiler parsellerden rastgele se¢ilmis olup her
parselden esit sayida bitki alinmustir.

Enzim aktivite analizleri, bakteriyel sayim analizleri ile degisebilir amonyum,
nitrat ve nitrit analizleri i¢in kullanilacak toprak oérnekleri 6rneklemenin ardindan analize
kadar buzdolabinda +4 °C sicaklikta saklanmistir. Molekiiler analizler i¢in ise standart
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bir uygulama olan kompozit 6rnek olusturma yoluna gidilmistir. Her bir uygulamaya ait
tekerriirlerden elde edilen toprak Orneklerinden esit miktarlarda alinarak iyice
karistirilmis ve boylece her bir uygulama i¢in tek bir kompozit rizosfer toprak 6rnegi ve
tek bir kompozit normal toprak 6rnegi elde edilmistir. (Szukics vd. 2009; Chen vd. 2015).
Elde edilen kompozit 6rnekler analize kadar -80 °C de saklanmistir. Denemenin sonunda
toprakta besin maddesi kapsamlarini belirlemek {lizere ayrilan topraklar ise hava kurusu
hale getirildikten sonra elekten gecirilerek analize kadar saklanmigtir.

Deneme baslangicindan itibaren 8. haftada (hasat sirasinda) alinan 6rneklerde pH
Ol¢iimleri, dehidrogenaz, iireaz, PB-glikosidaz ve fosfotaz enzim aktivite analizleri,
nitrifikasyon ve denitrifikasyon enzim aktivite analizleri, heterotrofik mezofilik bakteri
sayimlari, nitrifikasyon ve denitrifikasyon bakteri sayimlar1 ile toprakta degisebilir
amonyum, nitrat ve nitrit analizleri yapilmistir. Ayrica hesaplamalarda kullanilmak tizere
her bir 6rnekten bir miktar nem tayini icin ayrilmistir. AOB (Amonyum okside elden
bakteriler) ve denitrifikasyon bakterilerine yonelik molekiiler analizler ise 8. haftada
(hasat sirasinda) alinan toprak 6rneklerinde yapilmistir. Toprak 6rnekleri asagida verilen
Cizelge 3.3’ de ki gibi isimlendirlmistir.

Cizelge 3.3. Toprak lejantlar1 ve deneme gruplari

Isimlendirme Yetistiricilik donemi Uygulama Ornek tipi

C1 1. Dénem Kontrol Normal
C2 1. Dénem Vermikompost Normal
C3 1. Dénem Ciftlik giibresi Normal
C4 1. Donem Kimyasal giibre Normal
C5 1. Dénem Kontrol Rizosfer
Co6 1. Dénem Vermikompost Rizosfer
C7 1. Dénem Citlik giibresi Rizosfer
C8 1. Dénem Kimyasal giibre Rizosfer
C9 2. Donem Kontrol Normal
C10 2. Dénem Vermikompost Normal
Cl1 2. Dénem Ciftlik giibresi Normal
Ci2 2. Dénem Kimyasal giibre Normal
C13 2. Dénem Kontrol Rizosfer
Cl4 2. Dénem Vermikompost Rizosfer
CI15 2. Donem Ciftlik glibresi Rizosfer
Cl6 2. Dénem Kimyasal giibre Rizosfer
C17 Ciftlik giibresi

CI18 Vermikompost
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3.2. Metot
3.2.1. Molekiiler analizler
3.2.1.1. Topraktan DNA izolasyonu

Topraktan DNA izolasyonu “DNeasy PowerSoil Kit (Germany 12888-100)”
DNA izolasyon kiti kullanilarak kit ile saglanan prosediir takip edilerek 0.025 gr. normal
ve rizosfer kompozit toprak orneklerinden gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA TE
tampon ¢ozeltisi (10 mM Tris HCl, IMm EDTA, pH 8.0) igerisinde -20 °C’de bir sonraki
asamaya kadar saklanmustir.

3.2.1.2. PZR analizi

Toprakta AOB grubunu incelemek iizere amoA genini hedefleyen amoA1F (5°-
GGGGTTTCTACTGGT-3") ve amoA2R (5’-CCCCTCKSAAAGCCTTCTTC-3’)
primer seti kullanilmistir (Rotthauwe vd. 1997). Her bir PZR reaksiyonu igerisine 10 ul
PZR siiper mix (Invitrogen, Platinium II Hot-Start PZR Master Mix, Vilnius, Lithuania),
(22 U/ml Taq DNA Polimeraz, 1.65 mM MgClz, 220 uM dNTP) her primerden 0,5 pl ve
1 pul toprak DNA’s1 konulmus ve reaksiyon toplam 20 pl’den olusmustur. PZR islemi ilk
dongiiye baslamadan once 94 °C ‘de 5 dakika bekletilmis ve sirasiyla 94 °C’de 45 saniye
denaturasyon, 55 °C’de 30 saniye baglanma ve 72 °C’de 1 dakika uzatma (elongasyon)
35 dongii ile devam edip final uzatma (elongasyon) asamasi i¢in 72 °C’de 10 dakika siire
ile gergeklestirilmistir (Chen vd. 2015). Elde edilen PZR iiriinleri 9%0.7’lik agaroz jelde
ylriitiilerek goriintiilenmistir.

Denitrifikasyon bakterileri i¢in kullanilan primer seti ise nirK geni i¢in nirKC1F
(5’-ATGGCGCCATCATGGTNYTNCC-3’) ve nirKC1R (5°-
TCGAAGGCCTCGATNARRTTRTG-3’) primer setidir. PZR igerigi AOB grubunun ki
ile aym sekilde olusturulmus. PZR islemi ise ilk basta 95 °C’ de ve 5 dakikalik bir
denaturasyon asamasindan sonra “touchdown” PZR teknigi ile yapilmustir. Islemler
strastyla 30 dongii boyunca 95 °C’de 30 saniye denaturasyon, 40 saniye baglanma ve 72
°C’de 40 saniye uzatma adimlarinin ardindan final uzatma i¢in 7 dakika boyunca 72 °C’de
bekletilerek yapilmustir. islemin ilk 10 dongiisii baglanma sicaklig1 45 °C’den baslayarak
her dongiide 0.5 °Cdisiiriilerek ve 40 °C’ye ulastiktan sonra geriye kalan 20 dongiide
baglanma sicaklig1 43 °C’ye ayarlanarak PZR islemi ger¢eklestirilmistir (Wei vd. 2015).
Elde edilen PZR f{iriinleri %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek gortintiilenmistir (Sekil 4.2)

Jelde yiiriitiilen PZR {irtinleri goriintiilenmeden, diisiik UV (ultra viyole) 15181
altinda jelden bantlar kesilerek saflagtirma islemi yapilmistir. Elde edilen bantlar
Monarch DNA Gel Extraction Kit (BioLabs, New England) kullanilip jelden DNA
saflagtirilmis ve tekrardan % 0.7°1ik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir.

3.2.1.3. Klonlama ve E. coli’ye aktarma

Elde edilen PZR fiirlinlerinin klonlanmasi amaciyla TOPO TA Cloning Kit
(invitrogen by Thermo Fisher Scientific, California, USA) kullanilmis ve bu kite ait
prosediir izlenerek klonlama islemi gergeklestirilmistir. Bu islemin ardindan, PZR
lirliniinii tasiyan klonlar competent Escherichia coli hiicrelerine transfer edilmistir.
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Klonlama kiti ile birlikte gelen competent hiicrelerin bu ozelliklerini kaybettikleri
gozlendiginden dolay1r transformasyon islemi i¢in gerekli kompetent hiicreler
laboratuvarda hazirlanmistir. Bunun igin Escherichia coli DH5a susu Chan vd. (2013)
tarafindan tarif edildigi sekilde CaCl: metodu kullanilarak competent hale getirilmistir.
Klonlama ve transformasyon islemi sonunda kanamicin antibiyotigi iceren kat1 LB
(Luria-Bertani) besi ortaminda gelisen koloniler pozitif olarak degerlendirilerek RFLP
(Restriction fragment length polymorphism) analizine tabi tutulmuslardir

3.2.1.4. RFLP analizi ve klonlarin sec¢ilmesi

Hangi klonlarin dizi analizine tabi tutulacagini belirlemek i¢in RFLP (Restriction
fragment length polymorphism) yontemi ile klonlar FastDigest Hhal (Thermo Scientific,
Vilnus, Lithuania) rekstriksiyon enzimi ile muamele edilmistir. RFLP analizinde hangi
restriksiyon enziminin kullanilacagini belirlemek iizere NCBI (National Center for
Biotechnology Information) veri tabaninda dnceden tanimlanmis amod ve nirK gen
dizilerinden temsilen segilenler bilgisayar ortaminda CLONEMAP programi (version
2.11, CGC Scientific Inc, Ballwin, MO, USA) kullanilarak ¢ok bilinen restriksiyon
enzimleri ile karsilastirilmistir (Castro vd. 2004). RFLP yonteminin temeli klonlarin
farkli dizilere sahip olmasi nedeni ile enzimlerin DNA’y1 farkli noktalardan kesmesi ve
dolayistyla farkl biiyiikliikteki parcalara ayirmasi ve bu farkliliklarin agaroz jelde tespit
edilmesine dayanir. Her bir toprak 6rnegi ve bakteri grubu i¢in en az 15 klon bu sekilde
taranmis ve yontemin sonucunda her bir RFLP grubunu temsil edecek sayida klon dizi
analizi i¢in se¢ilmistir. RFLP gruplarindan klon kiitiiphanesini temsil edecek sayida klon
secildigini teyit etmek icin ARAREFACTWIN programi (version 1.3, S Holland,
Stratigraphy Lab. University of Georgia, Athens (http://www.uga.edu/~strata/software))
kullanilarak rarefaksiyon analizi yapilmistir.

3.2.1.5. Dizileme

Secilen klonlar ilgili primerler ile tekrar PZR islemine tabi tutulmustur.
Nitrifikasyon bakterileri i¢cin touchdown PZR, AOB bakterileri i¢cin normal prosediir
tekrarlanarak 50 ul’lik PZR {iriinii hazirlanmis ve bu iirlinlerde {izerinde dizileme analizi
hizmet alim1 yoluyla yaptirilmistir.

3.2.1.6. Filogenetik analizler

Dizileme sonucu elde edilen diziler tek tek NCBI veri taban1 kapsaminda bulunan
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) algoritmasi kullanilarak 6nceden
tanimlanmis dizilerle karsilastirarak ve en yakin benzerlik gdsteren belirlenmistir
(Altschul vd. 1990). Ardindan elde edilen diziler ile veri tabanlarindan elde edilen
tamimlanmis diziler bilgisayar ortaminda MEGA (7. siirlim) programi igerisindeki
CLUSTALW programi kullanilarak yakinlik derecelerine gore hizalanmistir (Kumar vd.
1997). Filogenetik aga¢, MEGA programinda neighbor-joining metodu ve Jukes-Cantor
modeli kullanilarak olusturulmustur. Aga¢ topolojisinin giivenilirligini tahmin etmek
amaciyla 1000 tekerriir izerinden bootstrap analizi de yapilmustir.
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3.2.2 Biyokimyasal analizler
3.2.2.1. Toprakta AOB sayim

MPN (Most Probable Number-En Muhtemel Sayi) yontemi kullanilmistir. Bu
yontemde kullanilan besin ¢ozeltisi sadece mineral madde (makro ve mikro), indikator
olarak bromothymol blue ve amonyum kaynagi olarak da amonyum siilfat igermistir.
Besin ¢ozeltisinin hazirlanmasi agsamasinda kullanilan kimyasallar ve miktarilar1 1 L i¢in
su sekildedir: 10 ml %5 (NH4)2SO4, 1 ml %1.34 CaCl2.2H20, 1 ml %4 MgS04.7H20, 5
ml %0.04 bromothymol blue, 7.5 ml %2.72 KH2PO4, 1 ml selatli demir (%0.246
FeSO4.7H20 ve %0.331 EDTA disodium), 1 ml iz element c¢ozeltisi (10 ppm
NaxMo004.2H20, 200 ppm MnClz, 2 ppm CaCl2.6H20, 100 ppm ZnSO4.7H20 ve 20 ppm
CuS04.5H20). Bu yontem, inkiibasyon sonunda olusacak renk degisiminin ve nitrit
olusumunun AOB tarafindan yonetildigi varsayimima dayanmaktadir. On gram nemli
toprak 95 ml steril tampon ¢ozeltiye eklenerek iyice karistirlmis ve 10%e kadar seri
seyreltme yapilmistir. Her bir seyreltme 3 tekerriirlii olarak yapilmistir. Seyreltmeler
tamamlandiktan sonra tiipler 25-30 °C derecede ve karanlikta inkiibasyona birakilmigtir.
En az 8 hafta beklendikten sonra sar1 renk veren tiipler pozitif olarak degerlendirilmistir
ve MPN tablosu yardimiyla AOB sayis1 belirlenmistir (Schmidt ve Belser 1994).

3.2.2.2. Toprakta denitrifikasyon bakteri sayimi

Toprakta AOB sayimminda belirtildigi sekilde MPN yontemi kullanilmustir.
Kullanilan besin ¢ozeltisi 5 g pepton, 3 g beef extract ve 0.5 g KNO3 igermistir. Seyreltme
yapilip inkiibasyona hazir hale geldikten sonra seyreltme tiiplerinin igerisine Durham
tiipleri agizlar1 agag1 gelecek sekilde yerlestirilmistir. Seyreltme tiipleri agizlar1 siki bir
sekilde kapali olarak en az 30 giin 25-30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Bu analiz,
tiiplerdeki mikrobiyal aktivite sonunda ¢ikan gazin denitrifikasyon bakterileri tarafindan
tiretilmis azot gaz1 oldugunun var sayilmasi ve ters ¢evrilmis Durham tiipiinde birikerek
izlenmesi prensibine dayanir. Analiz sonunda denitrifikasyon bakteri sayist MPN tablosu
yardimiyla tahmin edilmistir (Tiedje 1994).

3.2.2.3. Toprakta toplam aerobik mezofilik bakteri sayimi

Toplam bakteri sayiminda, kiiltiirel bir sayim yontemi olan seyreltme- plak sayim
yontemi kullanilmistir. Seyreltme islemi MPN metodunda oldu gibidir. Ancak seyreltme
tiipleri besin ¢ozeltisi degil tampon ¢ozelti igermistir. Seyreltme isleminden sonra her bir
seyreltme tiipinden yaklasik 100 pL alinarak nutrient agar bulunan petri kaplarina
aktarilip yayilmistir. Bu petri kaplar1 28 °C’de 3 giin inkiibe edilmis ve 30-300 koloni
bulunan petrilerde koloni sayimlar1 yapilarak bakteri sayisi asagidaki formiile gore
hesaplanmistir (Parkinson vd. 1971).

Bakteri sayis1 (kob g™ kuru toprak) = koloni sayis1 x seyreltme oran1 X petriye
aktarilan miktar
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3.2.2.4. Toprakta nitrifikasyon aktivitesi

5 gram nemli toprak ornegi erlene konularak {izerine 0.1 ml sodyum klorat
cozeltisi (1.5 M NaClO3) ve 20 ml amonyum siilfat ¢ozeltisi (1 mM) eklenmistir.
Ardindan erlenin agz1 kapatilip 25 °C de 5 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 5
ml KCl ¢ozeltisi (149.12 g/L) eklenerek iyice karistirilmis ve stiziilmiistiir. Siiziikten 5 ml
alinmis ve tizerine 3 ml tampon ¢ozelti (0.19 M NH4Cl, pH 8.5) ve 2 ml nitrit belirleme
cozeltisi (2 g stilfanilamid ve 0.1 g naftil dietilen diamonyum kloriir/200 ml) eklenmistir.
Iyice karistirildiktan sonra oda sicakliginda 15 dakika bekletilerek ve renk yogunlugu 520
dalga boyunda ol¢iilmiistiir. Ayn1 islemler toprakli olarak kor icin de yapilmis ancak
inkiibasyon yerine bu siire boyunca -20 °C’de bekletilmistir. Orneklerde 6lgiilen degerler
kor degerlerine gore diizeltildikten sonra ve standart ¢ozelti degerleri de goz Oniine
alinarak asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Berg ve Rosswall 1985; Schinner vd.
1995).

NO2-N (pg g! kuru agirlik)/t = Nitrat-N (ug ml™") siiziik x V
Sxtka

Bu formiilde tka, 1 g nemli topragin kuru agirligi; t, saat olarak inkiibasyon siiresi;
V, analizde toprak 6rnegine eklenen ¢ozeltilerin toplam hacmidir (25.1 ml).

3.2.2.5. Toprakta nitrat rediiktaz (denitrifikasyon) enzim aktivitesi

5 gr. nemli toprak test tlipiine konularak {istiine 4 ml DNP ¢6zeltisi (0.9 mM 2,4-
Dinitrofenol), 1 ml nitrat ¢dzeltisi (25 mM KNO3) ve 5 ml saf su ilave edilmis ve iyice
kanistirilarak 25 °C de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 10 ml
KCI ¢ozeltisi (2 M) eklenip iyice karistirildiktan hemen sonra siiziilmiistiir. Siiziikten 5
ml alinarak cam tiipe aktirilmis ve iizerine 3 ml tampon ¢ozelti (0.19 M NH4Cl, pH 8.5)
ve 2 ml nitrit belirleme ¢ozeltisi (2 g siilfanilamid ve 0.1 g naftil dietilen diamonyum
kloriir/200 ml) konulmustur. Iyice calkalayip 15 dakika oda sicakliginda bekledikten
sonra olusan renk yogunlugu 520 dalga boyunda oOlciilmiistiir. Ayni iglemler toprakli
olarak kor i¢inde yapilmis ancak inkiibasyon yerine bu siire boyunca -20 °C’de
bekletilmistir. Standart ¢ozelti okumalar1 da dikkate alinarak hesaplamalar yukaridaki
formiile gore yapilmistir (Abdelmagid ve Tabatabai 1987; Schinner vd. 1991).

3.2.2.6. Toprak iireaz aktivitesi

On gram toprak ornegi iizerine 0.2 ml toluen ilave edildikten sonra iizerine 7.5 ml
sitrat tampon ¢ozeltisi (368 g sitrik asit ve 295 g potasyum hidroksit/ 1 L, pH 6.7) ve 10
ml {ire ¢ozeltisi (%10) ilave edilerek calkalanmistir. Daha sonra bu karigim 3 saat siireyle
37 °C’de inkiibe edilerek son hacim 37 °C’de distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir.
Sonrasinda bu silispansiyon Whatman no 42 filtre kagidi yardimiyla siiziilmiis ve elde
edilen siiziikten 1 ml alinarak iizerine sirasiyla 10 ml saf su, 4 ml sodyum fenolat (62.5 g
fenol / 100 ml) ve 3 ml sodyum hipoklorit (%0.9) ilave edilmistir. A¢iga ¢ikan amonyum
578 nm dalga boyuna ayarli spektrofotometrede okunarak asagidaki formiille
hesaplanmistir (Hoffman ve Teicher 1961).

Ureaz aktivitesi (ug NH4*-N g'! kuru toprak saat™!) = C (NH4"-N) xVxS
dwt x SW x T
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Formuldeki kisaltmalarin anlamlar1 su sekildedir: C, hesaplanan NH4"-N
konsantrasyonu; dwt, 1 g nemli topragin kuru agirligi, V, toprak ¢ozeltisinin son hacmi;
SW, tartilan toprak agirligi (g); T, inkiibasyon siiresi (saat); S, seyreltme faktorii.

3.2.2.7. Toprakta alkali fosfotaz aktivitesi

Fosfataz aktivitesinin belirlenmesi i¢in 1 g toprak o6rnegine 0.2 ml toluen, 4 ml
MUB (12.1 g Tris, 11.6 g maleik asit, 14.0 g sitrik asit ve 6.3 g borik asit/ 1 L, pH 11)
ve substrat olarak aymi tamponla hazirlanmig 1 ml p-nitrofenil fosfat (0.835 g PNP
Fosfat/50 ml MUB) eklenmistir. Bu karisim 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmis, 1 ml 0.5M
CaClz ve 4 ml 0.5 M NaOH eklenerek aktivite durdurulmus ve siiziilmiistiir. Olusan sar1
renk yogunlugu 410 nm’ye ayarli spektrofotometrede dlclilmiistiir. Siiziigiin p-nitrofenol
(PNP) icerigi saf p-nitrofenol (1 g p-nitrofenol / 1 L) ile hazirlanan kalibrasyon serisiyle
karsilastirilarak belirlenmistir. Fosfotaz enzim aktivitesi yukarda iireaz icin verilen
formiil yardimiyla ama “pg PNP g! kuru toprak saat!” olarak hesaplanmistir (Tabatabai
ve Bremner 1969).

3.2.2.8. Toprakta B-glikosidaz aktivitesi

B -glikosidaz aktivitesini belirlemek tizere 1 g toprak iizerine 0.2 ml toluen, 4 ml
MUB (12.1 g Tris, 11.6 g maleik asit, 14.0 g sitrik asit ve 6.3 g borik asit/ 1 L, pH 6) ve
1 ml PNG (p-nitrofenil-B-D-glukosit: 0.654 g B-D Glukozit / 50 ml MUB) ¢ozeltisi
eklenmistir. 37 °C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra 6rnekler lizerine 1 ml 0.5 M CaClz
ve 4 ml 0.1 M THAM tampon ¢d6zeltisi eklenmistir. Kath filtreden siizlilen toprak
siispansiyonundaki sar1 renk yogunlugu 410 nm’de spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Filtratin p-nitrofenol (PNP) icerigi saf p-nitrofenolle (1 g p-nitrofenol /1
L) hazirlanan kalibrasyon serisiyle karsilastirilarak tespit belirlenmistir. B-glikosidaz
aktivitesi yukarida verilen formiil yardimiyla hesaplanarak “pg PNP g! kuru toprak saat
1 olarak ifade edilmistir (Eivazi ve Tabatabai 1988).

3.2.2.9. Toprakta dehidrogenaz aktivitesi

Dehidrogenaz aktivitesini belirlemek iizere kapakli erlenlere 5 g nemli toprak
tartilarak ve tizerine 5 ml TTC (0.8 g 2,3,5-Trifeniltetrazolyum klorid / 100 ml) ¢6zeltisi
eklenmistir. Erlenlerin agz1 kapatilarak 30 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan karigima 40 ml aseton eklenip 2 saat karanlikta bekletilmistir.
Elde edilen slispansiyonun mavi banth filtreden siiziilmesinin ardindan elde edilen
kirmizi renk yogunlugu spektrometrede 546 nm’de Ol¢lilmistiir. Siiziigiin TPF igerigi
TPF standart ¢ozeltisinden (50 mg Trifenil formazan / 100 ml aseton) hazirlanan
kalibrasyon serisiyle karsilagtirilarak tespit belirlenmistir. Dehidrogenaz aktivitesi
asagidaki formiile gore hesaplanarak “ug TPF g™ kuru toprak” olarak ifade edilmistir
(Thalmann 1968).

Dehidrogenaz aktivitesi (ug TPF g! kuru toprak) = C (TPF)xV
dwtx SW
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Burada C (TPF), Hesaplanan TPF konsantrasyonu; V, toprak ¢dzeltisinin son
hacmi; dwt: 1 g nemli topragin kuru agirligi; SW, tartilan nemli toprak agirhigi.

3.2.2.10. Toprakta degisebilir amonyum, nitrat ve nitrit analizleri

Toprak oOrneklerinde degisebilir amonyum, nitrat ve nitrit analizleri toprak
ekstraktinda yapilmistir. Bu amagla, standart bir eskstraksiyon metodu olarak, 10 gram
kuru topraga esdeger miktarda yas toprak tizerine 100 ml 2 M KCl ¢ozeltisi ilave edilerek
calkalayicida 1 saat boyunca 120 devir/dk hizda ¢alkalamaya birakilmis ve elde edilen
stiziik analizlerde kullanilmistir (Forster 1995).

Toprak ekstraktindaki amonyum kolorimetrik olarak 6l¢iilmiistiir. Bu analizde,
0.1 ml siiziik lizerine 5 ml renklendirme ¢6zeltisi (34 g sodyum salisilat+25 g sodyum
sitrat+25 g sodyum tartarat+0.12 g sodyum prusid L) eklenip kanstirilarak 15 dk
beklendikten sonra 5 ml alkali hipoklorid ¢ozeltisi ilave edilmistir. Renk olusumu i¢in 1
saat beklendikten sonra spektrofotometrede 660 nm de okuma yapilmistir. Amonyum
standartlar1 ve kor de ayni islemlere tabi tutulmustur. Ekstraksiyon sirasinda kullanilan
toprak miktar1 ve seyreltme faktorii dikkate almarak toprak Orneginin degisebilir
amonyum kapsami hesaplanmistir (Forster 1995).

Nitrat belirlemesi i¢in 0.5 ml siiziik tizerine 1 ml %5’lik salisilik asit ¢ozeltisi
(konsantre siilfirik asit ile hazirlanmis) eklenip iyice karistirildiktan sonra 30 dk
beklenmis ve sonrasinda 10 ml 4 M NaOH ¢ozeltisi ilave edilmistir. Bir saat i¢erisinde
olusan renk yogunlugu spektrometrede 410 nm’de okunmustur. Standart kurve ve kor
degerleri, kullanilan toprak miktar1 ve seyreltme faktoriine gore hesaplama yapilarak
topragin nitrat kapsami belirlenmistir (Anderson ve Ingram 1989).

Toprakta nitrit tayini i¢in 2 ml ekstrata 45 ml saf su ve 1 ml siilfanilamid ¢6zeltisi
(100 ml 2.4 M HCI igerisinde ¢oziinmiis 0.5 gr siilfanilamid) ilave edilmis, iyice
karistirilip 5 dk beklendikten sonra 1 ml [N-(1-naftil)-etilindiamin] hidroklorid ¢6zeltisi
(0.12 M HCI igerisinde %3’liik) eklenerek ve 20 dk beklenmistir. Son hacim 50 ml’ye
tamamlandiktan sonra spektrometrede 540 nm de okuma yapilmistir. Kor ve standart
coOzeltiler de ayni islemlere tabii tutulmus ve hesaplamalar sonunda topraklarin nitrit
kapsamlar1 belirlenmistir (Keeney ve Nelson 1982).

3.2.2.11. Toprakta makro ve mikro besin elementi analizleri

Deneme sonunda deneme alanindan alinan toprak orneklerinde makro ve mikro
besin analizleri yapilmistir. Toplam azot modifiye Kjeldahl yontemine gore (Kacar 2012),
alinabilir fosfor analizi ise Olsen metoduna gore (Olsen ve Sommers 1982) degisebilir K,
Ca, Mg IN Amonyum asetat (pH 7) metoduna gore (Kacar 2012), alinabilir Fe, Zn, Cu
ve Mn ise DTPA ekstraksiyon metodu (Lindsay and Norvell 1978) ile belirlenmistir.

3.2.3. istatistiksel analizler

Calismadan elde edilen veriler lizerinde Pearson korelasyon testleri ve RFLP
gruplarindan klon kiitiiphanesini temsil edecek sayida klon secildigini teyit etmek icin
ARAREFACTWIN programi (version 1.3, S Holland, Stratigraphy Lab. University of
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Georgia, Athens (http://www.uga.edu/~strata/software)) kullanilarak rarefaksiyon analizi
yapilmustir.
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4. BULGULAR
4.1. Toprak Orneklerinin Lejantlar:

Molekiiler analizler sonucunda elde edilen klonlarin isimlendirmeleri Cizelge
4.1.” de verilen sisteme gore yapilmistir. Her bir toprak orneginden elde edilen klon
kiitiiphanelerine ait rarefaksiyon analiz sonuclar1 Ek.1 ve Ek.2’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Molekiiler analizler kapsaminda klonlar i¢in kullanilan isimlendirme
sistemi

Isimlendirme Yetistiricilik donemi Uygulama Ornek tipi
(A)* veya (N)** C1 1. Dénem Kontrol Normal
(A) veya (N) C2 1. Donem Vermikompost Normal
(A) veya (N) C3 1. Donem Ciftlik giibresi Normal
(A) veya (N) C4 1. Donem Kimyasal giibre Normal
(A) veya (N) C5 1. Donem Kontrol Rizosfer
(A) veya (N) C6 1. Donem Vermikompost Rizosfer
(A) veya (N) C7 1. Donem Citlik giibresi Rizosfer
(A) veya (N) C8 1. Donem Kimyasal giibre Rizosfer
(A) veya (N) C9 2. Donem Kontrol Normal
(A) veya (N) C10 2. Dénem Vermikompost Normal
(A) veya (N) Cl11 2. Donem Ciftlik giibresi Normal
(A) veya (N) C12 2. Donem Kimyasal giibre Normal
(A) veya (N) C13 2. Donem Kontrol Rizosfer
(A) veya (N) Cl14 2. Dénem Vermikompost Rizosfer
(A) veya (N) C15 2. Donem Ciftlik giibresi Rizosfer
(A) veya (N) C16 2.Dénem Kimyasal giibre Rizosfer
(A) veya (N) C17 Ciftlik giibresi
(A) veya (N) C18 Vermikompost

*“A” 6n eki amoA geni (Amonyum okside eden bakteriler) tasiyan klonlar i¢in kullanilmugtir.

*#“N” 06n eki nirK geni (denitrifikasyon bakterileri) tagtyan klonlar i¢in kullanilmustir.

Birinci ve ikinci donem alinan normal toprak ve rizosfer topraklarindan elde
edilen gen klon dizileri toprak ve donem bazinda ayr1 ayri filogenetik analizlere tabi
tutulmustur. Bu analizler NCBI veri tabaninda bu dizilere en yakin tanimlanmis diziler
ve baz1 tanimlanmamis diziler ve ayrica vermikompost ve ¢iftlik gilibrelerinden elde
edilen klon dizileri de igermistir. Dolayisiyla, her bir donem ve toprak (normal toprak ve
rizosfer toprag) icin olusturulan filogenetik agaclara bu tanimlanmis diziler ve organik
giibre klon dizileri standart olarak dahil edilmistir.
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Sekil 4.1. Toprak 6rneklerine ait DNA agaroz jel goriintiisii (M: Marker, C1-C16:
Toprak ve rizosfer drnekleri, C17: Ciftlik giibresi C18: Vermikompost) (%0.7 agorose
jel, IXTAE)

Sekil 4.1°de goriildiigli lizere tiim toprak Orneklerinden elde edilen toprak
DNA’lar1 agaroz jelde 45 dk. 65 V’ta ylriilmiistiir. Marker DNA basa ve sona konulmus
ve Lambda/HindIIl marker DNA’s1 kullanilmistir. C17 ¢iftlik giibresi ve CI18
vermikompost gilibresinden elde edilen DNA’lar goriildiigii {izere arkasinda siiriintiilii
(smear) bir goriintii olusturmuslardir. Bunun temel nedeni DNA bollugundan kaynakl
fazla iirlintin bulunmasidar.
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Sekil 4.2. Toprak DNAs1 kullanilarak elde edilen PZR {iriiniinii (amoA) gdsteren bir jel
goriintiisii (amo primer seti, %0.7 agorose jel, IXTAE)

Sekil 4.2°de ise amoA geninden elde edilen PZR iiriinlerini goriilmektedir.
Kenarlara konulan markerlarla yakin seviyelerde 564 baz biiyiikliigiinde pargalar net bir
sekilde bant vermislerdir.

28



BULGULAR R. YILDIZ

i

—_—
-
—_—
—
-
—
p—
~—
-
>—
.- -
-—

FRUITINL |

Sekil 4.3. Klonlarda RFLP analizine ait bir 6rnek (%1.5 agorose jel, 1xXTAE)

Sekil 4.3’ de goriildiigii lizere bastan iki ve sondan iki kuyucuga konulmak tizere
markerlar bant vermistir. M1 olarak isimlendirilen marker Lambda DNA/HindIII, M2
olarak isimlendirilen marker ise DNA Ladder hazir marker kiti kullanilmistir. Klonlar
enzimler aracilig ile belirli yerlerinden kesilirek farkli boyutlarda bantlar elde edilmistir.
Boylece farkli paternler olusmus ve RFLP analizi ile dizilemeye gonderilecek klonlar
secilmistir.

4.2. Amonyum Okside Edici (AOB) Topluluk Yapisi

Ek-1"de RFLP analizi ile belirlenen patern sayilarina gore rarefaksiyon analizleri
verilmigtir. AC-1 klonu i¢in RFLP grup sayist egrisi plato yapmis ve secilen klon
miktarmin yeterli oldugu goriilmiistir. AC2, AC3, AC4, ACS5 klonlar i¢in egrinin
sabitlendigi goriilmiistiir ve yeterince klon elde edildigi tespit edilmistir. Fakat AC-6
klonununa ait egri sabitlenmemistir ve yeterli sayida RFLP grubu elde edilemedigi
sonucu ortaya ¢ikmistir. AC7 klonlari i¢in egri sabitlenmis ve yeterli sayida RFLP grubu
elde edildigi goriilmiistiir. ACS8 klonlar1 i¢in egri bsabitlenmemis ve yeterli sayida grup
elde edilemedigi gozlemlenmistir. AC9 klonu i¢in elde edilen klon grubu sayisinin yeterli
fakat AC10 klonu i¢in elde edilen klon grubu sayisinin yeterli olmadig: tespit edilmistir.
ACl11, ACI12, AC13, AC14, AC15, AC16, AC17, AC18 gruplarinin rarefaksiyon analiz
sonuclarina baktigimizda ise egri plato yapmustir ve yeterli sayida RFLP klon grubu elde
edildigi goriilmistiir.

29



BULGULAR R. YILDIZ

4.2.1. Amonyum okside ediciler icin dizi analiz sonuclari ve filogenetik dagilimlari

Birinci donem normal topraklardan 31 adet amoA klon dizisi elde edilmis ve bu
dizilere ait filogenetik agac Sekil 4.4’de verilmistir. Klonlara yakinlik gosteren ve
filogenetik analizlere dahil edilen tamimlanmis dizilerin biri hari¢ tamami
Betaproteobacteria taksonomik grubunun ftyeleridir. Sadece Nitrosococcus oceani
gammaproteobacteria taksonomik grubuna aittir. Genel olarak bakildiginda klonlarin
cogunun daha onceden tanimlanmis dizilere yakin olmakla birlikte onlardan ayr1 olarak
kendi aralarinda gruplar olusturduklar: goriilmektedir. Ancak yakindan bakildiginda bazi
klonlarin bu grup icinde de ayristig1 goriilmektedir. Ornegin ayn1 uygulamadan gelen
(Kontrol) AC1-10, AC1-5 ve ACI1-8 klonlar1 ayr1 bir alt dal olusturmuslardir. Ayrica
AC1-4 tanimlanmis dizilerle birlikte ayr1 bir grup igerisinde yer almistir. Benzer sekilde
AC3-12 de tek olarak bilinen dizilerle birlikte ayr1 bir dalda gortinmiistiir. AC1-16, AC3-
17 ve AC1-4 gruplan diger uygulamalardan biraz daha farkli gruplarda yer almis. Yine
ACI1 (Kontrol) ve AC3 (Ciftlik giibresi) gruplarinin genel olarak birbirlerine yakin oldugu
goriilmektedir. Ayrica AC1-16 ve AC3-17 klonlariin yine bir arada diger gruplardan
farkli olarak tanimlanmamis gruplara yakin oldugu goriilmistiir. AC1-19 klonununda
diger gruplardan farkli olarak tek basina ayri1 bir dal olusturduguda goriilmektedir.
Klonlardan AC2-4 (vermikompost)’ lin ise tanimlanmig gruplarla yakin dalda bulunmasi
ve yine diger uygulamalardan farkli olarak AC17-9 (ciftlik giibresi), ACI18-7
(vermikompost) klonlariyla yakinligi goéze ¢arpmakta ve bulunduklart gruplardan farkli
olarak uygulama gruplarina yakinliklar1 da goriilmektedir. Ayrica AC17-9 ve AC18-7
klonlar1 disinda diger AC17 ve ACI18 klonlarinin Nitrosomonas gruplarina yakinligi
goriilmektedir. Uygulama gruplarinin ise Nitrosospira bakteri gruplarina daha yakin
oldugu sdylenebilir. Yine klonlardan AC17-14 (¢iftlik gilibresi), Nitrosomonas nitrosa
bakteri gruplartyla ayri bir dalda oldugu goriilmiistiir. AC17-3 ve AC17-13 klonlarinin
Nitrosospira gruplar1 ve diger uygulamalara yakin olduguda goriilmiistiir. Filogenetik
agacta goriilen en ilging bulgulardan biri ise vermikompost ve ¢iftlik glibresinden elde
edilen klonlarin ¢ogunlugunun belirgin bir sekilde diger klonlardan ayrilmasi olmustur.
AC17-10, AC18-5 ve AC18-12 klonlar1 ayr1 bir dal iizerinde gruplagmis iken AC17-2,
AC17-8, AC17-14, AC18-2 ve AC18-9 klonlar1 da tanimlanmis bazi dizilerle birlikte
farkli bir dalda yer almislardir. Buralarda uygulamalardan elde edilen klonlar yer
almamustir.
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Ikinci dénem normal topraklardan 31 adet amoA klon dizisi elde edilmis ve gen
klonlarina ait filogenetik aga¢ Sekil 4.5°de verilmistir. AC12-5 (kimyasal giibre), AC12-
9, AC10-4 (vermikompost) ve ACI11-12 (ciftlik giibresi) klonlarinin ayri bir grup
olusturdugu goriilmistiir. Ayrica AC9-9 (kontrol), AC9-17, AC10-7 (vermikompost),
AC9-18, AC10-11, AC10-12 ve AC10-15 klonlar1 ise ayr1 bir grup olusturmuslardir.
Genel olarak bakildiginda AC9 ve ACI0, sirasiyla kontrol ve vermikompost
uygulamalarin yapildig1 topraklara ait klonlarin birbirlerine daha yakin gruplastigi
goriilmektedir. Yine dallanmalara bakildiginda kimyasal giibre uygulamasina ait AC12-
1 ve AC12-12 klonlariin diger AC11-11 ve ACI11-8 g¢iftlik giibresi uygulamasi olan
klonlar ile yakin dallandig1 goriilmektedir. Bu donemde uygulamalara ait klonlar genel
olarak yine kendi aralarinda bir gruplasma gostermis olup belli bir uygulamaya ait
klonlarin olusturdugu 06zel gruplagsmalar daha az goriilmiistir. Vermikompost
uygulamasina ait AC10-5 ve AC10-6 klonlar1 belirgin bir sekilde diger klonlardan ayr1
olarak bir dal olugturmuslardir. Ciftlik giibresi AC17-3 ve AC17-13 klonlarinin uygulama
gruplarina yakin dallandig1r da soylenebilir. Bir onceki paragrafta belirtilen belirgin
ayrismaya ek olarak vermikompost ve ¢iftlik giibrelerine ait klonlardan AC17-3 ve
AC17-13 ile AC17-9 ve AC18-7 klonlar1 iki ayr1 dalda gruplasmislardir.
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Birinci donem rizosfer topraklarindan 25 adet amoA klon dizisi elde edilmis ve
gen klon dizilerine ait filogenetik aga¢ Sekil 4.6’da verilmistir. Bu rizosfer topraginda,
diger normal topraklarda goriilmeyen yeni gruplagmalar olusmustur. Kimyasal giibre
uygulamalarina ait topraklardan elde edilen AC8-3 ve AC8-14 klonlar1 kendi arasinda
kiiciik bir gruplasma olustururken yine yakin dallarda ayni gruptan ACS8-7, kontrol
grubuna ait AC-5, vermikompost uygulamasina ait AC6-13, ¢iftlik giibresine ait AC7-10
klonlar1 yakin olarak gruplasmiglardir. Genel olarak bakildiginda kontrol ve
vermikompost uygulamalari olan AC5 ve AC6 klonlar1 hep bir arada gruplagmislardir.
Kontrol grubu ve vermikompost uygulamasina ait AC5-18 ve AC6-4 klonlar1 ise diger
gruplardan ayri bir sekilde dallanmistir. AC6-7, AC7-7, AC6-1 ve AC5-11 klonlarini da
icerecek sekilde 11 klon igeren bir grup olusmus ancak bu grupta kimyasal giibre
uygulamalarina (ACS) ait herhangi bir klon yer almamistir. Yine sirastyla kontrol ve
vermikompost uygulamalarina ait AC5-14 ve AC6-5 klonlar diger uygulamalardan farkli
olarak tanimlanmis gruplar ve sirasiyla ciftlik giibresi ve vermikomposttan elde edilen
AC17-9 ve ACI18-7 klonlarina yakin dallar olusturdugu goriilmiistiir. Benzer sekilde,
ACS8-13, AC7-8, AC8-1, AC5-13 ve AC8-10 tamimlanmis ve bazi tanimlanmamis
bakterilerle birlikte belirgin olarak ayr1 bir grup olusturmuslardir. Bu grupta
vermikompost uygulamasina (AC6) ait herhangi bir klon bulunmamistir. Ayrintili olarak
bakacak olursak, kimyasal giibreleme uygulamasinin yapildigi topraga ait ACS8-13
klonunun tanimlanamamis bakteri klonlariyla ayr1 bir dal olusturdugu goriilmiis. Yine
kimyasal giibreleme uygulamasinin yapildig1 topraktan elde edilen AC8-10 klonunun
Nitrosospira sp. Nsp 17 bakterisiyle ayn1 dalda yer aldig1 goriilmiistiir.
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Ikinci dénem rizosfer topraklarindan 30 adet amoA gen klon dizisi elde edilmis ve
bu klon dizilerine ait filogenetik aga¢ Sekil 4.7 de verilmistir. AC13-7, AC13-8, AC14-
15 ve AC15-11 klonlar1 Nitrosomonas sp. Nspl7, ve Nitrosospira sp. Wyke8 dizilerini de
iceren grup i¢inde yer almislardir. Ancak kimyasal gilibre uygulamalarma (AC16) ait
herhangi bir klon bu grupta yer almamistir. Kimyasal giibre uygulamasina ait topraktan
elde edilen AC16-7 klonu diger gruplardan farkli olarak tanimlanmamis bakteri klonu
w627 ile ayni grupta dallanmistir. Yine ayni1 grupta ¢iftlik giibresi ve kimyasal giibre
uygulamalarina ait topraklardan elde edilen AC15-12 ve AC16-3 klonlar1 bir arada
gruplanirken, vermikompost ve ¢iftlik gilibresi uygulanmis topraklara ait AC14-11 ve
ACI15-7 klonlar bir arada gruplanmislardir. Ayrintili bakildiginda AC14-11 ve AC15-7
klonlar1 Nitrosospira sp. Nsp57 dizilerin bulundugu grupla ayni1 grupta yer aldig1 goze
carpmaktadir. Genel olarak baktigimizda AC16-7, AC15-12, AC16-3, AC14-11 ve
AC16-7 klonlar1 tanimlanmis bazi bakterilerle bir grup olustururken kontrol
uygulamasina (C13) ait klon bu grupta bulunmamistir. Ayrica yine ciftlik giibresi
uygulanmig topraktan elde edilmis AC15-16 klonu Nitrosospira briensis dizilerini i¢eren
gruplarla yakin dallanmis ve yine kimyasal giibre uygulanmis topraklara ait AC16-9
klonu da ayni grupta yer almistir. Bunun yam1 sira bu iki klon ciftlik gilibresi ve
vermikomposttan elde edilen AC17-9 ve ACI18-7 klonlartyla da yakin sekilde
gruplagsmislardir. Yine detayli bakildiginda diger gruplardan ayr1 dallanan vermikompost
uygulanmis topraklara ait AC14-17 klonunu gorebiliriz. Bagka bir dallanmada ise AC14-
3 ve AC16-1 klonlariyla yakin dallanan AC13-12 klonu goriilmiis fakat bu grupta ciftlik
giibresi uygulanmis topraga ait AC15 klonu bulunmamaistir. Ayni sekilde AC15-1, AC15-
15, AC16-5, AC14-10, AC16-10 klonlar1 gruplasmis fakat kontrol grubuna ait AC13
klonlarma rastlanmamustir. Ciftlik giibresi uygulanmis topraktan elde edilen AC15-10
klonu diger gruplardan ayr1 olarak tanimlanmis gruplara yakin dallanmistir. Yine bu
gruba yakin kontrol grubuna ait topraktan elde edilen AC13-18 klonu tanimlanmis
gruplarla dallanmis diger uygulamalardan AC15-10 klonuyla yakin gruplastig
goriilmektedir.
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Cizelge 4.2. Birinci donem normal toprak amoA klon dizilerinin NCBI GenBank veri tabaninda BLAST sonuglar1

KLON NO BLAST SONUCU GENBANK NO BENZERLIK UYGULAMA

%
AC1-3 Uncultured bacterium clone DU29 KF619228.1 99 KONTROL
AC1-4 Uncultured bacterium clone C14G1 KJ438470.1 100 KONTROL
AC1-5 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium amoA gene AB286829.1 99 KONTROL
AC1-6 Uncultured bacterium clone OTU631 MT797534.1 99 KONTROL
AC1-8 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium amoA gene AB286829.1 99 KONTROL
AC1-10 Uncultured bacterium clone WBA104 KY130217.1 95 KONTROL
AC1-16 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone 25 DQ995951.1 100 KONTROL
AC1-19 Uncultured bacterium clone BSW2-9 KT323509.1 91 KONTROL
AC1-22 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium amoA gene AB259705.1 97 KONTROL
AC2-1 Uncultured bacterium clone BN1-149 KC444060.1 100 VERMIKOMPOST
AC2-2 Uncultured bacterium clone OTU23 MK214749.1 93 VERMIKOMPOST
AC2-3 Uncultured bacterium clone FQ-13C-HF-4 HQ678212.1 93 VERMIKOMPOST
AC2-4 Uncultured bacterium clone ZD-2.79 KP178156.1 98 VERMIKOMPOST
AC2-12 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium kmsc12 AY?249650.1 99 VERMIKOMPOST
AC2-15 Uncultured bacterium clone OTU488 MT797510.1 94 VERMIKOMPOST
AC3-1 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone AOB-HM3-87 JX140561.1 98 CIFTLIK GUBRESI
AC3-3 Uncultured bacterium clone IDS-1d-4 MF508746.1 99 CIFTLIK GUBRESI
AC3-7 Uncultured bacterium clone AWI28 MG658147.1 94 CIFTLIK GUBRESI
AC3-8 Uncultured ammonia oxidising bacterium clone AOBO03 IN688208.1 98 CIFTLIK GUBRESI
AC3-9 Uncultured bacterium clone CSu-3 MF117561.1 99 CIFTLIK GUBRESI
AC3-12 Uncultured bacterium clone OTU217 MT797428.1 96 CIFTLIK GUBRESI
AC3-13 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium amoA gene AB259705.1 98 CIFTLIK GUBRESI
AC3-16 Uncultured ammonia oxidising bacterium clone AOB03 JN688208.1 99 CIFTLIK GUBRESI
AC3-17 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone 25 DQY95951.1 100 CIFTLIK GUBRESI
AC4-2 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium HQA414514.1 99 KIMYASAL GUBRE
AC4-4 Uncultured ammonia-oxidizing archacon clone BYD13-AOB-17 KY062602.1 97 KIMYASAL GUBRE
AC4-6 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone AOB-HM3-87 JX140561.1 99 KIMYASAL GUBRE
AC4-9 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone J40120781 Y4B_26 MI13F KJ497704.1 99 KIMYASAL GUBRE
AC4-10 Uncultured bacterium clone CW-21 MF117279.1 94 KIMYASAL GUBRE
AC4-11 Uncultured bacterium clone LZBBC-AOB-BC47 KF179511.1 99 KIMYASAL GUBRE
C4-15 Uncultured bacterium clone AOB-SZW14 KY807849.1 99 KIMYASAL GUBRE




6¢

BULGULAR

R. YILDIZ

Cizelge 4.3. Ikinci donem normal toprak amoA klon dizilerinin NCBI GenBank veri tabaninda BLAST sonuglari

KLON NO BLAST SONUCU GENBANK NO BENZERLIK % UYGULAMA
AC9-6 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone VCASc51 AY256364.1 99 KONTROL

AC9-9 Uncultured bacterium clone DL34 KF619190.1 99 KONTROL

AC9-14 Uncultured bacterium clone CWI13 MG658190.1 94 KONTROL

AC9-15 Uncultured bacterium clone OTU23 MK214749.1 93 KONTROL

AC9-17 Uncultured bacterium clone AOB-SZW14 KY807849.1 99 KONTROL

AC9-18 Uncultured Nitrosospira sp. LN828437.1 99 KONTROL

AC10-1 Uncultured bacterium clone b3 FI536722.1 99 VERMIKOMPOST
AC10-2 Uncultured bacterium clone AOB-U2-16w-6 JQ955231.1 97 VERMIKOMPOST
AC10-4 Uncultured bacterium clone J9I KX501463.1 99 VERMIKOMPOST
AC10-5 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone 3 DQ995956.1 99 VERMIKOMPOST
AC10-6 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone 25 DQ995951.1 99 VERMIKOMPOST
AC10-7 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium amoA gene LC179823.1 100 VERMIKOMPOST
AC10-8 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium amoA gene AB286829.1 99 VERMIKOMPOST
AC10-11 Uncultured ammonia oxidising bacterium clone AOB03 JIN688208.1 99 VERMIKOMPOST
AC10-12 Uncultured bacterium clone AOB-U0-16w-17 JQ955267.1 98 VERMIKOMPOST
AC10-14 Uncultured bacterium clone OTU488 MT797510.1 94 VERMIKOMPOST
AC10-15 Uncultured bacterium clone HSP3 MG657703.1 98 VERMIKOMPOST
AC11-5 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone A2 EF122010.1 98 CIFTLIK GUBRESI
AC11-7 Uncultured bacterium clone FQ-13C-HF-4 HQ678212.1 94 CIFTLIK GUBRESI
AC11-8 Uncultured bacterium clone IDS-1d-22 MF508762.1 97 CIFTLIK GUBRESI
AC11-11 Uncultured bacterium clone FQ-13C-HF-12(3) HQ678220.1 99 CIFTLIK GUBRESI
AC11-12 Uncultured bacterium clone BN3-64 K(C444280.1 97 CIFTLIK GUBRESI
AC11-13 Uncultured Nitrosospira sp. isolate SD18 DQ208965.1L 93 CIFTLIK GUBRESI
AC12-1 Uncultured bacterium clone IDS-1d-4 MF508746.1 99 KIMYASAL GUBRE
AC12-3 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone AOBOTU6 MN174768.1 99 KIMYASAL GUBRE
AC12-4 Uncultured bacterium clone CSu-41 MF117599.1 93 KIMYASAL GUBRE
AC12-5 Uncultured bacterium clone AOB-SJ2 KJ641190.1 99 KIMYASAL GUBRE
AC12-9 Uncultured bacterium clone LZBBC-AOB-BC47 KF179511.1 99 KIMYASAL GUBRE
AC12-10 Uncultured bacterium clone WBA104 KY130217.1 98 KIMYASAL GUBRE
AC12-12 Uncultured bacterium clone IDS-1d-4 MF508746.1 99 KIMYASAL GUBRE
AC12-13 Uncultured bacterium clone CSu-41 MF117599.1 93 KIMYASAL GUBRE
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Cizelge 4.4. Birinci donem rizosfer topragi amoA klon dizilerinin NCBI GenBank veri tabaninda BLAST sonuglari
KLON NO BLAST SONUCU GENBANK NO BENZERLIK | UYGULAMA
%
AC5-4 Uncultured bacterium clone IDS-1d-4 MF508746.1 99 KONTROL
ACS5-7 Uncultured bacterium clone AOB-SZW14 KY807849.1 100 KONTROL
AC5-11 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone C6 EF122063.1 100 KONTROL
AC5-13 Uncultured bacterium clone VBYPREA09 JQ029919.1 98 KONTROL
ACS5-14 Uncultured bacterium clone ZD-2.79 KP178156.1 98 KONTROL
AC5-18 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium amoA gene AB286829.1 100 KONTROL
AC6-1 Uncultured bacterium clone OTU631 MT797534.1 99 VERMIKOMPOST
AC6-4 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone A2 EF122010.1 99 VERMIKOMPOST
AC6-5 Uncultured bacterium partial amoA gene FN423463.1 99 VERMIKOMPOST
AC6-6 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone VCASc1 AY256349.1 99 VERMIKOMPOST
AC6-7 Uncultured bacterium clone AWI28 MG658147.1 94 VERMIKOMPOST
AC6-11 Uncultured bacterium clone ZD-2.79 KP178156.1 98 VERMIKOMPOST
AC6-13 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone AOB-HM3-87 JX140561.1 99 VERMIKOMPOST
AC7-2 Uncultured Nitrosomonadales bacterium NPK-HF-AOB-OTU-3-2 | MT416053.1 99 CIFTLIK GUBRESI
AC7-4 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone B56-1-39 KU937541.1 93 CIFTLIK GUBRESI
AC7-5 Uncultured bacterium clone OTU488 MT797510.1 94 CIFTLIK GUBRESI
AC7-6 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone SIEASt25¢c27 AY177967.1 98 CIFTLIK GUBRESI
AC7-7 Uncultured ammonia-oxidizing archaeon clone BYD13-AOB-17 KY062602.1 99 CIFTLIK GUBRESI
AC7-8 Uncultured bacterium clone C7G1 KJ438514.1 99 CIFTLIK GUBRESI
AC7-10 Uncultured bacterium clone AOB-DL21 KY118451.1 99 CIFTLIK GUBRESI
ACS8-1 Uncultured bacterium clone QML-J-24 MK987862.1 98 KIMYASAL GUBRE
ACS8-3 Uncultured bacterium clone AOB-U0-16w-17 JQ955267.1 98 KIMYASAL GUBRE
ACS8-7 Uncultured bacterium clone B122 KM460429.1 99 KIMYASAL GUBRE
ACS8-10 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone AOB-HM1-1 JX140608.1 99 KIMYASAL GUBRE
ACS8-13 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone 25 DQ995951.1 100 KIMYASAL GUBRE
ACS8-14 Uncultured bacterium clone HSP3 MG657703.1 98 KIMYASAL GUBRE
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Cizelge 4.5. Ikinci donem rizosfer topragi amoA klon dizilerinin NCBI GenBank veri tabaninda BLAST sonuglari
KLON NO BLAST SONUCU GENBANK NO BENZERLIK % UYGULAMA
AC13-3 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone VCAScl AY256349.1 99 KONTROL
AC13-6 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone sSIEASt25¢27 AY177967.1 99 KONTROL
AC13-7 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone AOB-CK3-78 JX140591.1 99 KONTROL
AC13-8 Uncultured bacterium clone W6-AOB-17 KF803080.1 99 KONTROL
AC13-10 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium isolate DGGE gel band M17 HQ414514.1 100 KONTROL
AC13-12 Uncultured bacterium clone AOBOTU6 MN174768.1 98 KONTROL
AC13-18 Uncultured Nitrosomonadales bacterium clone ZY-HF-1 KJ949143.1 99 KONTROL
AC14-1 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone VCAScl AY256349.1 99 VERMIKOMPOST
AC14-3 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium amoA gene AB286829.1 100 VERMIKOMPOST
AC14-8 Uncultured bacterium clone ASP34 MG657413.1 99 VERMIKOMPOST
AC14-10 Uncultured bacterium clone HSP3 MG657703.1 99 VERMIKOMPOST
AC14-11 Uncultured bacterium clone WH16051800606(f114)M13+ J HO3 MG574738.1 95 VERMIKOMPOST
AC14-15 Uncultured bacterium clone C18G1 KJ438478.1 99 VERMIKOMPOST
AC14-17 Uncultured bacterium clone AWI28 MG658147.1 94 VERMIKOMPOST
AC15-1 Uncultured bacterium clone AOBOTU12 MN174774.1 100 CIFTLIK GUBRESI
AC15-3 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone AOB-FM1-50 JX140503.1 98 CIFTLIK GUBRESI
AC15-7 Nitrosospira sp. N120 AJ298703.1 96 CIFTLIK GUBRESI
AC15-8 Uncultured bacterium clone IDS-1d-4 MF508746.1 99 CIFTLIK GUBRESI
AC15-10 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone 13 B1_AOB KX160328.1 99 CIFTLIK GUBRESI
AC15-11 Uncultured bacterium clone C4G2 KJ438509.1 100 CIFTLIK GUBRESI
AC15-12 Uncultured bacterium clone OTU217 MT797428.1 96 CIFTLIK GUBRESI
AC15-15 Uncultured bacterium clone AOB-U0-16w-17 JQ955267.1 99 CIFTLIK GUBRESI
AC15-16 Uncultured bacterium clone ZD-2.79 KP178156.1 98 CIFTLIK GUBRESI
AC16-1 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium amoA gene AB286829.1 100 KIMYASAL GUBRE
AC16-2 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone VCAScl AY256349.1 99 KIMYASAL GUBRE
AC16-3 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone AOB-HM3-52 JX140545.1 95 KIMYASAL GUBRE
AC16-5 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone AOB-HM3-87 JX140561.1 100 KIMYASAL GUBRE
AC16-7 Uncultured bacterium clone ES-Core-HL1-sB03 HM364045.1 98 KIMYASAL GUBRE
AC16-9 Uncultured bacterium clone ZD-2.79 KP178156.1 98 KIMYASAL GUBRE
AC16-10 Uncultured bacterium clone LZBBC-AOB-BC47 KF179511.1 99 KIMYASAL GUBRE
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Cizelge 4.6. Organik giibrelerin amoA klon dizilerinin NCBI GenBank veri tabaninda BLAST sonuglar1

KLON NO BLAST SONUCU GENBANK NO BENZERLIK UYGULAMA
%
AC17-2 Uncultured bacterium clone FSP43 MG657651.1 99 CIFTLIK GUBRESI
AC17-3 Uncultured beta proteobacterium clone WWTP-F4 JQ638771.1 99 CIFTLIK GUBRESI
AC17-8 Uncultured bacterium clone ESP41 MG657600.1 99 CIFTLIK GUBRESI
AC17-9 Uncultured bacterium clone WT-MD-L-4 KX619685.1 100 CIFTLIK GUBRESI
AC17-10 Uncultured ammonia-oxidizing beta proteobacterium clone KY474811.1 99 CIFTLIK GUBRESI
NA20BI13FF10
AC17-13 Uncultured bacterium clone A-pmoA-60 MG973260.1 100 CIFTLIK GUBRESI
AC17-14 Nitrosomonas nitrosa strain SN-6 MN397165.1 99 CIFTLIK GUBRESI
AC18-2 Uncultured bacterium clone FSP43 MG657651.1 99 VERMIKOMPOST
AC18-5 Uncultured ammonia-oxidizing beta proteobacterium clone KY474811.1 99 VERMIKOMPOST
NA20BI13FF10
AC18-7 Uncultured bacterium clone XD-J-S1 MK988022.1 100 VERMIKOMPOST
AC18-9 Uncultured bacterium clone BPamo4 HQ190118.1 99 VERMIKOMPOST
AC18-12 Uncultured bacterium clone OTU39 MT797461.1 99 VERMIKOMPOST
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4.3. Denitrifikasyon Bakteri Topluluk Yapisi

Denitrifikasyon bakterileri i¢in kullanilmasi planlanan ve nirK genini hedefleyen
nirK1F ve nirK5R, PZR primer setinin toprak orneklerinin bazilarinda PZR {iriinii
tiretmedigi tespit edilmistir. Bu nedenle literatiirde belirtilen 3 farkli primer seti test
edilmistir. Kullanilmasina karar verilen nirKC1F ve nirKC1R primer setinin tiim toprak
orneklerinde ve vermikompostta iiriin verdigi ama ¢iftlik giibresinde ise herhangi bir {iriin
vermedigi tespit edilmistir. Bu durum 6nemli bir bulgu olarak not edilmis ve secilen
primer seti analizlerde kullanilmustir.

Ek-2’de RFLP analizi ile belirlenen patern sayilarina gore rarefaksiyon analizleri
verilmigtir. NC1 klonunun grafigine bakildiginda egrinin sabitlenmedigi goriilmektedir
burdan yeterli RFLP klon grup sayisinin elde edilemedigi sonuca varilmistir. NC2 ve
NC3 klonlarmin grafigi ise, sabitlenmis ve elde edilen klon grup sayisi yeterli
bulunmustur. Fakat NC4, NC5, NC6 klonlarina ait egrilerin sabitlenmedigi gortilmiistiir.
NC7, NC8, NC9 klonlariin grafiklerinin ise sabitlenmis bir egri yaptig1 gézlemlenmis
ve yeteri kadar klon grubunun elde edildigi sonucuna varilmistir. NC10 klonunun ise
sabitlenmemis bir egri grafi§i gostererek yeterli sayida RFLP grubu sayisini
yakalayamadig1 goriilmiistiir. NC11 klon grafiginin ise plato yaptigi, NC12, NC13, NC14
klonlarina ait egrilerin sabitlenmedigi goriilmiistiir. NC15 klon grafiginin ise sabitlendigi
ve yeterli sayida klon grubuna sahip oldugu goriilmiistiir. Fakat NC16 ve NC18 klonlarina
ait grafiklerin sabitlenmedigi tespit edilmis ve yeterince klon grubunu temsil edecek
sayida oldukalr1 belirlenmistir.

4.3.1. Denitrifikasyon bakterileri icin dizi analiz sonuclari ve filogenetik dagilimlar:

Birinci donem normal topraklardan 34 adet nirK klon dizisi elde edilmis ve bu
gen klon dizilerine ait filogenetik agag sekil 4.8’de verilmistir. Klonlara yakinlik gdsteren
ve filogenetik analizlere dahil edilen tanimlanmis dizilerin biiyiik bir cogunlugu
Alphaproteobacteria taksonomik grubunun iyesidir. Az sayida olmakla birlikte
betaproteobacteria ve gammaproteobacteria taksonomik grubuna ait {yelerde
bulunmustur. Filogenetik aga¢ incelendiginde klonlar daha 6nce tanimlanmis bakteriler
ile birlikte agagda genele yakin bir dagilim sergilemislerdir. Uygulama bazinda
gruplasma amoA gen agaclarina gore daha diisiik olmustur. Var olan gruplardan en
belirgini NC3-4 ve NC3-20 (ciftlik giibresi uygulamasi) klonlarmin diger klonlardan
belirgin bir bir sekilde ayrilarak betaproteobacteria iiyesi Nitrosospira ile yaptiklar
gruptur. Detayl1 sekilde bakilacak olursa, kontrol grubuna ait topraktan elde edilen NC1-
11 klonu Neorhizobium galagae ile ayn1 dalda yer almis ve genel olarak bakildiginda
Rhizobium dizilerini igeren gruplara yakin konumda yer almustir. Ciftlik giibresi
uygulanmis topraktan elde edilen NC3-5 klonu yine Rhizobium gruplarina yakin fakat
ayr1 bir dalda yer almistir. Vermikompost giibresi uygulanmis topraktan elde edilen NC2-
6 ve NC2-14 klonlar1 ayr bir dal olusturmus yine ayn1 uygulamadan elde edilen NC2-11
klonu ve vermikomposttan elde edilen NCI18-2, NC18-3 ve NCI18-16 klonlar
Hyphomicrobium nitrativorans NL23 dizileriyle yakin grupta yer almislardir. Kimyasal
giibre uygulamasi olan NC4-12 ve NC4-18 klonlar1 ayr1 bir dal olustururken kontrol
grubuna ait topraklardan elde edilen NC1-10 klonlari ile yakin bir grupta yer almiglardir.
Yine yakin dalda NC2-5 klonu Devosia sp. S02 taniml diziyle ayr1 bir dal
olusturmuslardir. Fakat bu dallanmada NC3-1 (vermikompost uygulamasi) klonu biraz
daha uzakta yer almistir. Goze ¢arpan diger bir detay ise ¢iftlik giibresi uygulamasindan
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elde edilen NC3-7 klonunun digerlerinden ayr1 olarak yine tanimlanmis dizilerle
dallanmas1 ve yakin bulunan grupta vermikomposttan elde edilen NC18-6 klonunun yer
almasi1 olmustur. Kontrol topragi ve ¢iftlik giibresi uygulanan topraktan elde edilen NC1-
13 ve NC3-3 klonlar1 da tanimlanmis Bradyrhizobium dizileri ile yakin gruplar
olusturmuslardir. Kimyasal giibre uygulamasindan elde edilen NC4-5 ve NC4-15 klonlar1
ise diger klonlara yakin kendi aralarinda bir dal olusturmuslardir. Kontrol grubu klonu
olan NC1-12 ise Bosea sp. ANAMO2 tanimlanmus dizileriyle ayr1 bir dal yapmistir. Bagka
bir gruplasma ise NC1-2, NC2-2, NC2-8, NC4-3, NC1-9 klonlar ile tanimlanmis diziler
arasinda olugsmustur ve bu grupta ¢iftlik giibresi uygulamasindan elde edilen NC3 klonlar1
yer almamistir. Vermikompost uygulamasina ait NC2-7 klonunun ise diger klonlardan
ayr1 olarak tanimlanmis gruplarla bir dalda yer aldig1 goriilmektedir. NC3-17 ve NC4-4
klonlarin da ayr bir dal olusturdugu ve vermikomposttan elde edilen NC18-1 klonunun
da bu dala yakin oldugu goriilmiistiir. Vermikompost uygulamasindan elde edilen NC2-
10 klonununda Devosia sp. G19 taniml dizisiyle bir dal olusturdugu goriilmiistiir. Yine
goze carpan onemli bir detay da ciftlik giibresi uygulamasina ait NC2-1 klonunun diger
gruplardan ayri bir dalda Devosia sp. 1507 taniml1 dizisiyle bulunmasi olmustur. Bunun
disinda, NC2-6, NC2-14, NC2-11 (vermikompost uygulamasi) ile NC18-2, NC18-3 ve
NCI18- 16 (vermikompost giibresi) klonlar1 bir arada yer almiglardir.
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Ikinci dénem normal topraklardan 40 adet nirK gen klon dizisi elde edilmis ve bu
klon dizilerine ait filogenetik aga¢ Sekil 4.9°da verilmigtir. Ciftlik gilibresi
uygulamasindan elde edilen NC11-1 klonunun tanimlanmis dizilerle gruplastig
goriilmektedir. Ayrica kontrol uygulamsi ve vermikompost uygulamasindan elde edilen
NC9-10 ve NC10-6 klonlariin bir dal olusturdugu da goriilmiistiir. Yine vermikompost
uygulamasina ait topraktan elde edilen NC10-4 klonunun Neorhizobium galagae
tanimlanmis dizisiyle bir dal olusturdugu da goriilmiistiir. Bagka bir dalda kimyasal giibre
uygulamasi yapilmis topraklara ait NC12-11 ve NC12-13 klonu dizileri hemen hemen
ayni oldugu goriilmiis ve yine ayni gruba yakin ¢iftlik giibresi uygulamasindan elde edilen
NC11-5 klonu Rhizobium gruplartyla dallanmistir. Bu donemde uygulamalara ait
orneklerden NC18-2, NC18-3 ve NC18-16 (vermikompost giibresi) klonlari ile bir araya
gelen herhangi bir klon tespit edilememistir. Kimyasal giibre uygulamasindan elde edilen
NC12-2 klonunun tek basina ayr bir dal olusturdugu da goriilmiistiir. Yine yakin bir dal
yapan NCI11-6 klonu Devosia ginsengisoli tanimlanmis dizisiyle ayr1 bir dal
olusturmustur. Yakin bir dalda ise vermikompost uygulmasindan elde edilen NC10-12
klonu yer almaktadir. Yine vermikompost uygulamasmma ait NC10-5 klonu,
vermikomposttan elde edilen NC18-15 ve NC18-18 klonlar1 dizileri ile hemen hemen
ayni diziye sahip oldugu da goriilmiistiir. Yine yakin sekilde NC9-15 ve NC12-6
(swrastyla kontrol ve kimyasal giibre uygulamasi) ayr1 bir dalda NC10-16 ve NC11-3
(vermikompost ve ciftlik giibresi uygulamasi) ayri bir dalda bir arada gruplagmuslardir.
NC11-12 klonu diger klonlardan belirgin sekilde ayrilmistir. Vermikompost uygulanmis
ve kimyasal giibre uygulanmis topraklardan elde edilen NC10-7, NC12-7 klonlari
Rhizobium sp. 1AE-1 ve Sinorhizobium meliloti WSM1022 ve NC12-12 ile ayn1 grupta
yer aldigr goriilmistiir. Baska bir gruplasma da NC9-18 ile Aureimonas sp. arasinda
goriilmiis ayrica NC18-8 vermikomposttan elde edilen klonda ayni grupta bulunmustur.
Baska bir gruplasmda kontrol uygulamasina ait NC9-12, NC9-14 ve NC9-11 klonlar
arasinda olmustur. Vermikompost uygulamasina ait NC10-8 klonuna baktigimizda ise
Bosea sp. ANAMO2 tanimli dizleriyle ayr1 bir dallanma olusturdugu da goriilmiistiir.
Bagka bir gruplagma ise ciftlik giibresi uygulamasi ve kimyasal giibre uygulamasindan
elde edilen NC11-4 ve NC12-8 arasinda goriilmiis ve bu dizilere en yakin dizi Oricola
thermophila strain MEBi1C13590 olmustur. Ayrica uygulamalardan bagimsiz olarak bazi
klon dizilerinin hemen hemen ayni olduklart goriilmiistiir. Buna 6rnek olarak NC9-2,
NC9-4, NC9-7, NC9-16, NC11-2 ve NCI11-16 verilebilir. Bagka bir gruplagsmada ise
NC11-9, NC11-10 klonlar1 kendi aralarinda, NC12-4, NC12-10 klonlar1 kendi aralarinda
yakin dallar olusturmus ve benzer dizilere sahip oldular1 goriilmiistiir. Yine
vermikompost ve kimyasal gilibre uygulamasina ait NC10-13 ve NC12-16 klonlar1 ayni
dalda yer almis ve yakin bir grupta citlik giibresi uygulamasina ait NC11-14 klonu
Devosia sp. G19 tanimlanmis dizisiyle ayn1 dalda yer almistir. Fakat bu gruplasmada NC9
kontrol uygulamasi klonuna rastlanmamistir. Bakildiginda en goze ¢arpan detay ise
NC11-12 klonu Devosia sp. 1507 tanimlanmis grubuyla ayni dalda yer almis fakat diger
klonlardan ¢ok ayr1 bir dal olusturmustur.
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Birinci donem rizosfer topraklarindan 34 adet nirK klon dizisi elde edilmis ve bu
gen klon dizilerine ait filogenetik aga¢ Sekil 4.10°da verilmistir. Kimyasal giibre
uygulamasindan elde edilen NC8-13 klonu vermikompost giibresinden elde edilen NC18-
3, NC18-16, NC18-2 ile yakin dallarda bulunmustur. Kontrol grubuna ait NC5-12
klonunun ise yine ayni uygulamadan NCS5-5 klonu ile diger klonlardan ayr1 gruplastigi
goriilmistiir. NC8-11 klonunun Neorhizobium galagae tanimli dizileriyle ayni dalda
bulundugu ve yakininda vermikompost uygulamasindan elde edilen NC6-3 klonununda
ayr1 bir dal yaptig1 goriilmiistiir. Diger klonlardan ayri bir dalda; kimyasal giibre
uygulamasindan elde edilen NC8-1, NC8-12 klonlart ayn1 dalda bulunurken yine yakin
dalda kontrol uygulamasindan elde edilen NC5-3 oldugu goriilmektedir. Kontrol ve
kimyasal giibre uygulamasindan elde edilen NC5-1 ve NC8-2 klonlariminin neredeyse
cok benzer oldugu ve yine kimyasal giibre uygulamasina ait NC8-3 klonununda ayni
dalda oldugu gbze carpmaktadir. Yine kontrol ve ¢iftlik giibresi uygulamasindan elde
edilen NC5-2 ve NC7-6 klonlar1 yakin bir dal yapmustir. Fakat yakin dalda vermikompost
giibresinden elde edilen NC18-15 ve NC18-18 klonlarinin bulunmasi ama bu gruba yakin
dalda NC6 (Vermikopost uygulamasi) klonunun bulunmamasi énemli bir detay olarak
goriilmiistiir. NC6-9, NC6-11 ve NC6-17 (vermikompost uygulamasi) uzaktan NC18-6
(vermikompost giibresi) ile bir grup olusturmuslardir. Yine vermikompost uygulamasi
olan NC6-9 ve NC6-11 klonlar1 birbirine ¢ok benzer bulunmus ve Pseudomonas sp. G-
179 tanimlanmus dizileriyle ayn1 dal iizerinde oldugu goriilmiistiir. Ayn1 grupta bulunan
NC6-17 klonu da taniml1 dizilerle gruplasmis ve genel olarak baktigimizda vermikompost
uygulamasina ait NC6 klonlar1 genelolarak bir arada gruplagsmislardir. Ciftlik giibresi ve
kimyasal giibre uygulamasina ait NC7-1 ve NC8-7 ayn1 dalda yine NC7-16 klonu ile
yakin gruplagsmislardir. Yine ¢iftlik giibresi uygulamasina ait NC7-2 klonu yakin bir dalda
tek basina bulunmustur. Genel olarak bu dalda NC7 (Ciftlik giibresi) ve NC8 (kimyasal
giibre) klonlar1 yer almis ve Rhizobium grubuna ait dizilerle gruplagsmiglardir. Kontrol
grubuna ait NC5-11 ve vermikompost grubuna ait NC6-1 ayni1 dalda bulunurken yakin
dalda ciftlik giibresi grubuna ait NC7-11 klonu yer almistir. NC5-6, NC6-2, NC7-4 ve
NCS8-8 klonlarmin oldugu tiim uygulama gruplarini igeren bir dal oldugu ve benzer
dizilerde oldugu goriilmiistiir. Bagka bir gruplasma da ise NC7-13 ve NC8-6 klonlarinin
dizilerinin ¢ok benzer oldugu goriilmiis ve kiiltiirlenememis bakteri klonu tanimli dizileri
ile ayn1 dalda yer almiglardir. NC6-4 ve NC18-1 tek bir dal {izerinden diger klonlardan
ayrilmistir. NC6-6 c¢ok belirgin bir sekilde ayrilarak Nitrosospira grubunda yer almistir.
Ayni sekilde NC7-18 ve NC7-12 (¢iftlik glibresi uygulamasi) tanimlanmis bakteriler ile
birlikte gruplasmistir.

48



BULGULAR

R. YILDIZ

nNC18-3
NC18-16
[N[=E1=5-]

Hyphormicrabium nitrativo rans NL23 (C PODGS12)
Rhizo bium sp. Po 20/26 (LMBBES16)

[NEERE]

Sinarhizobium =p. FBh25-4 (FNS555208.1)
Sinorhizabium fredii CCBAL 25500 (CPO29451)
Sino rhizabium fredii CCBAU 45436 (CPO29231)
99 | Sino thizebiurm fredii CCBAL 83666 (CP023070)
Sina rhizabium fredii HH10% (HEG1B890)
a6 | Avsenite-oxidising bacterium NT-26 (LR723677)
Rhizobium sp. TC K (LR723676)
Rhizobium sp. PIP4 (0 GO9EE45)
Sinarhizabiurm fre dii USD A 257 (CPOO3563)
NCE12

NCE-5
Rhizobiurm sp. AE-1 (HMOBOS00)
Sinarhizobium meliloti strain AK21 (C PO2E52E)
Sinorhizo bium meliloti WEIM1022 (CPO54302)
Rhizobium sp. Q54 (LRE0G 144)

a7 | Ciceribactar thio ordans strain F21 (MMN232923)

Ciceribacter thio oxdans strain FA36 (CFO50856)

[l Rhizn biurm flavurm strain W14 (LR72367 0)
=8 |Rhizn bium sp. KKhangiran2 (LR7 23668)
NeE-11
e arhizabium galegas (HE9IE355)
Mearhi mbium galegae (HEI3E353)
NE S
Agrobacterium rhizogenes strain KE93 (CPO19702)
Agrobactenium umefaciens strain CFEP7 129 (0 POF9923)
Rhiznbium sp. R-26020 (AM230867)
Agrobacter um fabrurm strain 12013 (CPO33036)
Agrobacierium fabrum strain BE5 (CPO43963)
Agrobacterium umefaciens strain B B-1316 G (C POS1004)
Agrabacterium fabrurm streain 10132 (CPO33024)
a9 |Rhizobium sp. R-31837 (AMADISEE)

a8

[N=EN]
MEB-2
NeB-3

s N 18-18
Devosia ginsengisoll strain G
Devasia sp. S02 (CPO45422)
a5 jAdrobactanium sp. TSHI? (ABS08917)
Azspirium sp. TSH20 (ABS0E91E)
NC7-14

520 (CPO42304)

e NCTE-B

o |MCG-9
NEE-11
Psaudomonas sp. G179 (AFOB3948)
Rhizobium sp. ACO-344 (CPO2137 1)
Aureimonas sp. BAA1 25 (APO25032)

NCE-17

Agrobacteriom sp. MADT (CPO45054)
93 | Agrobacterium sp. RACOE (C P01 E495)

Rhizobium galicum strain TH13 (JE319503)
Sinarhimb ium sp. BGE (CPO44012)
NE72
a5 [Rhizobiales bacterium ROIS1 (EF3E3I543)
Shinella sp. PSBE0E? (CPOEI302)
Chelatocoscus sp. CO-A (CPO12399)
Sinarhizobiur sp. RACOZ (CFO16452)
Rhizabium sp, R-24558 (AM230534)
Shinalla sp. HZN? (CPO15736)
Brucella sp. DAREEA10 (CPO19391)
—95( ‘D\ucella ino pinata strain 141012304 (LTE05566)
74 | Brucella sp. 468 (CPO72547)
Devasia sp. 1507 (CPO26747)
Devosia sp. 5C5-3 (CPOB0SI0)
Blosea sp, ANAMIE (AP022848)
Bradyrhizebium sp. D203a (AB4E0454)
Eradythizobiurm sp. G22 (LNSO7E2E)
Bradyrhizohium sp. 52-11-2 (CPO7E135)

cter (CPOD2287)

Oricola thermophila strain MEBIC 13590 (C PO5S4836)
Bosea sp. AS-1 (CPO22372)

[ Mcarn mbium en. MBS ©FoB1080)

Bosea robinias strain TEE1 (MM232917)

Bosea sp. F3.2 (CPO42351)

NCER

RCE-2

Peeudomonas sp, Pel02 (AFD21906)

Pseudomonas xanthosamae strain © ORSA (CPO77075)

rrinob acter strain TEEAZ (MN2E2520)
4‘1— Masorhizobium sp. NH-14 (AE1 967E6 )
Mesarhizobium sp. AFE11 (AYD76254)
ga NGF13
Uncultured bacte ium clone bRHI 2 (KX510897)

s —NC7-18
@eyﬁ nowells D SME06 (CPOD2026)
Pannanibacter phragrmitel ain 31801 (C P01 3068)

Devosia sp. G19 (CPOGE047)
NC7-12

Paracoccus sp. S (WPEE 1607)
Paraco cous sp. R-2B824 (AM230857)
Paracace R-ZBE9E (AMZIOEES)
Paracoccus sp. R-20242 (AM2I008E6)
Poeudomonas sp. ABGT (CPOSE345)

95

R =p. CZR27 (CPOZ3548)

lacus strain ARG (CFO21106)

57
Nitrosaspira tanuis strain Myl (EFD16120)

49

Rhizabium pseudoryzae strain DSM 19478 (CPO49243)

Sekil 4.10. Birinci donem rizosfer
topraklarindan elde edilen nirK
gen klonlaria ait filogenetik agac

Peeudohalocynthilbacter asstuarivivens strain RRA-35 (CPO49037)



BULGULAR R. YILDIZ

Ikinci donem rizosfer topraklarindan 34 adet nirK klon dizisi elde edilmis ve bu
gen klon dizilerine ait filogenetik aga¢ Sekil 4.11°de verilmigtir. NC14-9, NC14-7 ve
NC14-10 (vermikompost uygulamasi) diger tanimlanmis bakteriler ile birlikte yer
almislardir. Kontrol grubuna ait NC13-13 ve ¢iftlik giibresi uygulamasina ait NC15-13
klonlariin birbirine %100 benzer oldugu goriilmiis ve Snorhizobium fredii tanimli
dizileriyle yakin dalda yer almislardir. NC14-13 ve NC14-1 klonlar1t NC18-2, NC18- 3,
NC18-16 (vermikompost giibresi) ve NC13-6 (kontrol uygulamasi) ve bazi tanimlanmis
bakteriler ile birlikte bir gruplasma gostermislerdir. Ayr1 bir grupta ise NC14-12 ve
NC16-11 vermikompost ve kimyasal giibre uygulamasina ait klonlarda Rhizobium grubu
tanimli dizilerle benzer dizilere sahip olduklar1 belirlenmistir. Yine vermikompost
uygulamasina ait NC14-3 ve NC14-16 klonlar1 Bosea sp. F3-2 tanimh dizileri ile bir dal
olusturmuglardir. Kimyasal giibre uygulamasindan elde edilen NC16-2 klonununda
Bosea sp. ANAMO2 tanimh dizileriyle dal olusturdugu belirlenmistir. Ciftlik giibresi
uygulamasindan elde edilen NC15-2 klonu da Bradyrhizobium sp. taniml1 gruplariyla ayri
bir dal yaptig1 goriilmiistiir. Yine yakin dalda gruplasan vermikompost uygulamasindan
elde edilen NC14-2 ve NC14-5 klonlar1 yakin dallar olusturmus bunun yani sira NC14-
11 klonunun vermikomposttan elde edilen NC18-1 klonu ile %100 benzerlik olusturdugu
belirlenmistir. Ciftlik giibresi uygulamasindan elde edilen NCI15-7 ve NCI15-12
klonlarmin yakin dizilere sahip olduklar1 ve Paracoccus sp. SY ve aymi tanimlanmis
dizilerle bir grup olusturdugu goriilmiistiir. Fakat NC14-3, NC14-16, NC16-2, NC15-2,
NC14-2, NC14-5, NC15-7 ve NC15-12 uygulama klonlarinin oldugu grupta NC13
kontrol grubu uygulamsindan elde edilen herhangi bir klon bulunmamistir. Baska bir
grupta ise kontrol grubu ve ¢iftlik giibresinden elde edilen NC13-10, NC14-18 ve NC13-
9 klonlar1 birbirine ¢ok benzer dizilere sahip olduklar1 goriilmiis ayn1 dalda NC13-7
klonununda bulundugu belirlenmistir. Kimyasal giibre uygulamasindan elde edilen
NC16-3 ve NC16-5 klonlarinin birbirine benzer olduklari goriilmiis ve Pseudomonas sp.
G-179 ile ayn1 dalda oldugu goriilmiistiir. Ciftlik giibresi uygulamasindan elde edilen
NC15-16 klonun ise Devosia sp. S02 ile dal olusturdugu belirlenmistir. Yakininda
vermikompost uygulamasindan gelen NC18 klonlarinin bulundugu belirlenmistir. NC15-
16, NC15-11, NC15-18, NC15-6, NC15-15 klonlarinin bulundugu ve NC16-8 kimyasal
giibre uygulamasinin oldugu ir grupta bulunmaktadir. Genel olarak, ciftlik giibresi
uygulamalarindan gelen NC15 klonlarinin olusturdugu (NC15-16, NC15-11, NC15-18,
NC15-6,NC15-15) ve igerisinde NC18-15 ve NC18-18 klonlar1 bir arada bulunmusglardir.
Bagka bir grupta ise yine NC15-9, NC16-1 ve NC15-1 klonlarinin Devosia sp. 1507 ile
ayr1 bir grupta oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.7. Birinci donem normal toprak znirK klon dizilerinin NCBI GenBank veri tabaninda BLAST sonuglari
KLON NO BLAST SONUCU GENBANK NO BENZERLIK % UYGULAMA
NC1-2 Uncultured bacterium clone OTU17 MH401152.1 99 KONTROL
NC1-5 Paracoccus sp. SY nitrite reductase gene KP881607.1 98 KONTROL
NC1-9 Uncultured bacterium nirK gene AB684596.1 85 KONTROL
NC1-10 Uncultured bacterium clone bXS41 KX510826.1 92 KONTROL
NC1-11 Uncultured bacterium clone C1-15 DQ304147.1 97 KONTROL
NC1-12 Uncultured bacterium clone bNH85 KX510970.1 90 KONTROL
NC1-13 Uncultured bacterium nirK gene LC532459.1 94 KONTROL
NC2-1 Devosia sp. 1507 chromosome CP026747.1 97 VERMIKOMPOST
NC2-2 Uncultured bacterium clone OTU17 MH401152.1 99 VERMIKOMPOST
NC24 Streptomyces sp. WAC 01529 chromosome CP029617.1 100 VERMIKOMPOST
NC2-5 Uncultured bacterium clone 2007WL_nirK 1213 KY901346.1 98 VERMIKOMPOST
NC2-6 Uncultured bacterium clone K-12 KU569167.1 88 VERMIKOMPOST
NC2-7 Uncultured bacterium isolate DGGE gel band k25-6 HM116363.1 86 VERMIKOMPOST
NC2-8 Uncultured bacterium clone OTU38 MH401173.1 99 VERMIKOMPOST
NC2-9 Uncultured bacterium nirK gene LC217979.1 98 VERMIKOMPOST
NC2-10 Uncultured bacterium clone nirK OTU 134 KT210631.1 90 VERMIKOMPOST
NC2-11 Uncultured denitrifying bacterium clone J40811052 3 nirk 22 KM402291.1 89 VERMIKOMPOST
NC2-12 Uncultured bacterium nirK gene LC217979.1 97 VERMIKOMPOST
NC2-13 Uncultured bacterium clone bNH85 KX510970.1 94 VERMIKOMPOST
NC2-14 Uncultured bacterium clone K-12 KU569167.1 88 VERMIKOMPOST
NC3-1 Uncultured bacterium clone K2003 MT532597.1 89 CIFTLIK GUBRESI
NC3-3 Uncultured bacterium nirK gene LC532459.1 94 CIFTLIK GUBRESI
NC3-4 Uncultured bacterium clone 17K31 KU310359.1 98 CIFTLIK GUBRESI
NC3-5 Uncultured bacterium clone HT-nirK-21 KM520936.1 95 CIFTLIK GUBRESI
NC3-6 Uncultured bacterium clone K3167 MT532655.1 93 CIFTLIK GUBRESI
NC3-7 Uncultured bacteria partial nirK gene HG800240.1 91 CIFTLIK GUBRESI
NC3-17 Uncultured bacterium isolate DGGE gel band 5 JF261019.1 99 CIFTLIK GUBRESI
NC3-20 Uncultured microorganism clone SF Jan12 USGS13 D10 KR060155.1 97 CIFTLIK GUBRESI
NC4-2 Uncultured bacterium nirK gene LC217979.1 98 KIMYASAL GUBRE
NC4-3 Uncultured bacterium clone OTU38 MH401173.1 99 KIMYASAL GUBRE
NC4-4 Uncultured bacterium isolate DGGE gel band 5 JF261019.1 97 KIMYASAL GUBRE
NC4-5 Uncultured bacterium nirK gene AB489847.1 86 KIMYASAL GUBRE
NC4-12 Uncultured bacterium clone K3110 MT532624.1 91 KIMYASAL GUBRE
NC4-15 Uncultured bacterium clone Kasp8 DQ182167.1 88 KIMYASAL GUBRE
NC4-18 Uncultured bacterium clone SKC52 KX952298.1 94 KIMYASAL GUBRE
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Cizelge 4.8. Ikinci donem normal toprak znirK klon dizilerinin NCBI GenBank veri tabaninda BLAST sonuglari
KLON NO BLAST SONUCU GENBANK NO BENZERLIK % UYGULAMA
NC9-2 Uncultured bacterium clone OTU38 MH401173.1 99 KONTROL
NC9-4 Uncultured bacterium clone OTU30 MH401165.1 99 KONTROL
NC9-7 Uncultured bacterium clone LM 21 EU790842.1 99 KONTROL
NC9-10 Uncultured bacterium isolate FJ842437.1 97 KONTROL
NC9-11 Uncultured bacterium isolate JF261023.1 99 KONTROL
NC9-12 Uncultured bacterium clone G-N1M1-K-26 KM852636.1 93 KONTROL
NC9-14 Uncultured bacterium clone nirK OTU_68 KM031809.1 93 KONTROL
NC9-15 Uncultured bacterium clone K2009 MT532600.1 84 KONTROL
NC9-16 Uncultured bacterium clone OTU38 MH401173.1 99 KONTROL
NC9-18 Uncultured bacterium clone 3K5 KU310208.1 87 KONTROL
NC10-4 Uncultured bacterium clone C1-15 DQ304147.1 97 VERMIKOMPOST
NC10-5 Uncultured denitrifying bacterium clone J40811052_3 nirk 22 KM402291.1 88 VERMIKOMPOST
NC10-6 Uncultured bacterium isolate DGGE gel band KAG20-1 FJ842437.1 99 VERMIKOMPOST
NC10-7 Rhizobium melitoti Rm 1021 nirK gene AJ224909.1 99 VERMIKOMPOST
NC10-8 Bosea robiniae strain T681 MN232917.1 90 VERMIKOMPOST
NC10-12 Uncultured bacterium clone CK-nirK-13 HQ221374.1 91 VERMIKOMPOST
NC10-13 Uncultured bacterium clone nirK_OTU_64 KT210590.1 99 VERMIKOMPOST
NC10-16 Uncultured bacterium clone OTU12 MH401147.1 82 VERMIKOMPOST
NC11-1 Uncultured bacterium clone OTUS MH401143.1 99 CIFTLIK GUBRESI
NC11-2 Uncultured bacterium clone OTU38 MH401173.1 99 CIFTLIK GUBRESI
NC11-3 Uncultured bacterium clone OTU24 MH401159.1 83 CIFTLIK GUBRESI
NC11-+4 Uncultured bacterium nirK gene AB453550.1 86 CIFTLIK GUBRESI
NC11-5 Rhizobium flavum strain YW 14 LR723670.1 97 CIFTLIK GUBRESI
NC11-6 Uncultured bacterium clone OTU41 MH401176.1 95 CIFTLIK GUBRESI
NC11-9 Uncultured bacterium isolate DGGE gel band 5 JF261019.1 97 CIFTLIK GUBRESI
NC11-10 Uncultured bacterium isolate JF261019.1 98 CIFTLIK GUBRESI
NC11-12 Devosia salina strain SCS-3 CP080590.1 84 CIFTLIK GUBRESI
NC11-13 Aquibium microcysteis strain NIBR3 CP061080.1 81 CIFTLIK GUBRESI
NC11-14 Aquibium microcysteis strain NIBR3 CP061080.1 88 CIFTLIK GUBRESI
NC11-17 Bosea sp. AS-1 CP022372.1 92 CIFTLIK GUBRESI
NC12-2 Shinella sp. PSBB067 plasmid unnamed] CP069302.1 85 KIMYASAL GUBRE
NC12-4 Brucella inopinata strain 141012304 LT605586.1 80 KIMYASAL GUBRE
NC12-6 Falsihalocynthiibacter arcticus strain PAMC 20958 CP014327.1 87 KIMYASAL GUBRE
NC12-7 Rhizobium melitoti Rm 1021 AJ224909.1 99 KIMYASAL GUBRE
NC12-8 Bosea sp. AS-1 CP022372.1 89 KIMYASAL GUBRE
NC12-10 Brucella inopinata strain 141012304 LT605586.1 80 KIMYASAL GUBRE
NC12-11 Rhizobium flavum strain YW 14 LR723670.1 87 KIMYASAL GUBRE
NC12-12 Rhizobium melitoti Rm 1021 AJ224909.1 99 KIMYASAL GUBRE
NC12-13 Rhizobium flavum strain YW 14 LR723670.1 88 KIMYASAL GUBRE
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Cizelge 4.9. Birinci donem rizosfer topragi nirK klon dizilerinin NCBI GenBank veri tabaninda BLAST sonuglari
KLON NO BLAST SONUCU GENBANK NO BENZERLIK % UYGULAMA
NC5-1 Leisingera caerulea strain S185 CP081084.1 81 KONTROL
NC5-2 Devosia beringensis strain S02 CP045422.1 85 KONTROL
NC5-3 Lautropia mirabilis strain NCTC12852 LR134378.1 91 KONTROL
NCS-5 Rhizobium melitoti Rm 1021 AJ224909.1 99 KONTROL
NC5-6 Bosea sp. F3-2 chromosome CP042331.1 93 KONTROL
NCs-11 Devosia oryziradicis strain G19 CP068047.1 82 KONTROL
NC5-12 Sinorhizobium meliloti WSM1022 CP054392.1 93 KONTROL
NCeé6-1 Bosea sp. AS-1 chromosome CP022372.1 89 VERMIKOMPOST
NC6-2 Bosea sp. AS-1 chromosome CP022372.1 92 VERMIKOMPOST
NC6-3 Rhizobium sp. Po 20/26 LN886516.1 86 VERMIKOMPOST
NC6-4 Azoarcus sp. KH32C plasmid pAZKH AP012305.1 82 VERMIKOMPOST
NCe6-6 Nitrosospira tenuis strain Nvl EF016120.1 86 VERMIKOMPOST
NC6-9 Pseudomonas sp. G-179 AF040987.1 96 VERMIKOMPOST
NCe-11 Pseudomonas sp. G-179 M97294.1 96 VERMIKOMPOST
NC6-17 Parashewanella tropica strain MEBiC05444 CP037951.1 93 VERMIKOMPOST
NC7-1 Sinorhizobium sp. BG8 plasmid pEMPC1 CP044012.1 84 CIFTLIK GUBRESI
NC7-2 Aureimonas sp. SA4125 AP025032.1 82 CIFTLIK GUBRESI
NC7-4 Bosea sp. AS-1 CP022372.1 91 CIFTLIK GUBRESI
NC7-6 Devosia ginsengisoli strain Gsoil 520 CP042304.1 85 CIFTLIK GUBRESI
NC7-11 Oricola thermophila strain MEBiC13590 CP054836.1 89 CIFTLIK GUBRESI
NC7-12 Paracoccus everestensis strain S8-55 CP090836.1 98 CIFTLIK GUBRESI
NC7-13 Brucella inopinata strain 141012304 LT605586.1 80 CIFTLIK GUBRESI
NC7-14 Pseudomonas sp. Pc102 AP021905.1 80 CIFTLIK GUBRESI
NC7-16 Rhizobium gallicum strain TN13 JQ319503.1 83 CIFTLIK GUBRESI
NC7-18 Starkeya novella DSM 506 CP002026.1 98 CIFTLIK GUBRESI
NC8-1 Rhizobium gallicum strain TN13 JQ319503.1 82 KIMYASAL GUBRE
NC8-2 Leisingera caerulea strain S185 CP081084.1 80 KIMYASAL GUBRE
NC8-3 Devosia ginsengisoli strain Gsoil 520 CP042304.1 83 KIMYASAL GUBRE
NC8-6 Brucella inopinata strain 141012304 LT605586.1 80 KIMYASAL GUBRE
NC8-7 Sinorhizobium sp. BG8 plasmid CP044012.1 84 KIMYASAL GUBRE
NC8-8 Bosea sp. AS-1 CP022372.1 92 KIMYASAL GUBRE
NC8-11 Neorhizobium galegae HG938355.1 93 KIMYASAL GUBRE
NC8-12 Shinella sp. PSBB067 plasmid unnamed1 CP069302.1 85 KIMYASAL GUBRE
NC8-13 Rhizobium sp. Q54 LR606144.1 86 KIMYASAL GUBRE
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Cizelge 4.10. Ikinci donem rizosfer topragi nirK klon dizilerinin NCBI GenBank veri tabaninda BLAST sonuglari
KLON NO BLAST SONUCU GENBANK NO BENZERLIK % UYGULAMA
NC13-4 Bosea sp. AS-1 CP022372.1 92 KONTROL
NC13-6 Rhizobium sp. Q54 LR606144.1 86 KONTROL
NC13-7 Rhizobium gallicum strain TN13 JQ319503.1 83 KONTROL
NC13-9 Shewanella amazonensis SB2B CP000507.1 88 KONTROL
NC13-10 Shewanella amazonensis SB2B CP000507.1 88 KONTROL
NC13-13 Lautropia mirabilis strain NCTC12852 LR134378.1 91 KONTROL
NC14-1 Sinorhizobium sp. 1-Bh25-4 FN555528.1 86 VERMIKOMPOST
NC14-2 Chelatococcus sp. CO-6 plasmid pCO-6 CP012399.1 81 VERMIKOMPOST
NC14-3 Bosea sp. AS-1 CP022372.1 92 VERMIKOMPOST
NC14-5 Brucella inopinata strain 141012304 LT605586.1 80 VERMIKOMPOST
NC14-7 Neorhizobium galegae HG938355.1 93 VERMIKOMPOST
NC14-9 Rhizobium sp. R-31837 AM403566.1 99 VERMIKOMPOST
NC14-10 Neorhizobium galegae HG938355.1 92 VERMIKOMPOST
NC14-11 Azoarcus sp. KH32C plasmid pAZKH AP012305.1 82 VERMIKOMPOST
NC14-12 Rhizobium melitoti Rm 1021 AJ224909.1 99 VERMIKOMPOST
NC14-13 Roseobacter ponti strain DSM 106830 CP048788.1 94 VERMIKOMPOST
NC14-16 Bosea sp. AS-1 CP022372.1 92 VERMIKOMPOST
NC14-18 Arsenite-oxidising bacterium NT-25 LR723677.1 86 VERMIKOMPOST
NC15-1 Devosia sp. 1507 CP026747.1 84 CIFTLIK GUBRESI
NC15-2 Bosea robiniae strain T681 MN232917.1 90 CIFTLIK GUBRESI
NC15-6 Devosia ginsengisoli strain Gsoil 520 CP042304.1 88 CIFTLIK GUBRESI
NC15-7 Paracoccus everestensis strain S8-55 CP090836.1 97 CIFTLIK GUBRESI
NC15-9 Devosia salina strain SCS-3 CP080590.1 85 CIFTLIK GUBRESI
NC15-11 Devosia ginsengisoli strain Gsoil 520 CP042304.1 88 CIFTLIK GUBRESI
NC15-12 Paracoccus everestensis strain S8-55 CP090836.1 97 CIFTLIK GUBRESI
NC15-13 Lautropia mirabilis strain NCTC12852 LR134378.1 91 CIFTLIK GUBRESI
NC15-15 Devosia ginsengisoli strain Gsoil 520 CP042304.1 84 CIFTLIK GUBRESI
NC15-16 Devosia beringensis strain S02 CP045422.1 83 CIFTLIK GUBRESI
NC15-17 Mycobacterium parmense JCM 14742 AP022614.1 92 CIFTLIK GUBRESI
NC15-18 Devosia ginsengisoli strain Gsoil 520 CP042304.1 86 CIFTLIK GUBRESI
NC16-1 Shinella zoogloeoides strain XJ20 plasmid pl CP093529.1 84 KIMYASAL GUBRE
NC16-2 Rhizobium sp. R-24658 nirK gene AM230834.1 84 KIMYASAL GUBRE
NC16-3 Pseudomonas sp. G-179 nitrite reductase AF040987.1 96 KIMYASAL GUBRE
NC16-5 Pseudomonas sp. G-179 AF083948.1 96 KIMYASAL GUBRE
NC16-8 Devosia ginsengisoli strain Gsoil 520 CP042304.1 85 KIMYASAL GUBRE
NC16-11 Rhizobium melitoti Rm 1021 AJ224909.1 99 KIMYASAL GUBRE
NCl16-14 Shinella sp. HZN7 CP015736.1 95 KIMYASAL GUBRE
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Cizelge 4.11. Organik giibrelerin nirK klon dizilerinin NCBI GenBank veri tabaninda BLAST sonuglari
KLON NO BLAST SONUCU GENBANK NO BENZERLIK % UYGULAMA
NC18-1 Uncultured bacterium clone nirK OTU 8 MG543675.1 96 VERMIKOMPOST
NC18-2 Uncultured denitrifying bacterium clone J40811052 3 nirk 22 KM402291.1 89 VERMIKOMPOST
NC18-3 Uncultured bacterium clone K117 IN255539.1 89 VERMIKOMPOST
NC18-6 Uncultured bacterium clone 4S2T0nirK321 JN123001.1 86 VERMIKOMPOST
NC18-15 Uncultured denitrifying bacterium clone J40811052 3 nirk 22 KM402291.1 88 VERMIKOMPOST
NC18-16 Uncultured denitrifying bacterium clone J40811052 3 nirk 22 KM402291.1 89 VERMIKOMPOST
NC18-18 Uncultured denitrifying bacterium clone KJ498174.1 88 VERMIKOMPOST

J30914041 2 2 13 MI3F
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4.4. RFLP Desenleri ile Topragin Bazi Kimyasal Ve Biyolojik Ozellikleri Arasindaki
Mliskiler

Molekiiler analizler sonucunda elde edilen verilere gore yapilan denemeden elde
edilen amoA ve nirK klonlarinin zaman (dénem) ve toprak orneginin kaynagina gore
(normal toprak, rizosfer topragi) degisimler sergiledikleri goriilmiis, bu durum bu genleri
tasiyan bakterilerin topluluk yapilarinda farklilagmalar olduguna isaret etmektedir. Bu
degisimlerin hangi parametreler tarafindan etkilendigini gormek tizere klonlara ait RFLP
desen sayilar1 kullanilarak yaptigimiz korelasyon analizlerinde farkli donemlerde ve
topraklarda farkli sonuclar ¢cikmistir (Cizelge 4.12, 4.13, 4.14 ve 4.15). Birinci dénem
normal toprakta amoA RFLP degerleri ile diger veriler arasindaki korelasyona
baktigimizda; amoA RFLP ve nirK arasinda ististiksel agidan onemli korelasyon
goriilmemis, alkali fosfataz enzim aktivitesi ile de aralarinda istatistiksel agidan 6nemli
korelasyon goriilmemistir. Fakat amoA ve beta glikosidaz enzim aktivitesi arasinda
negatif korelasyon goriilmistiir. Ayn1 sekilde iireaz enzim aktivitesi ve dehidrogenaz
enzim aktivitesi arasinda da negatif korelasyon oldugu bulunmustur. Nitrifikasyon
aktivitesi ve amoA arasinda ise pozitif bir korelasyon oldugu goriilmiis fakat
denitrifikasyon aktivitesi arasinda negatif korelasyon oldugu bulunmustur. Mezofilik
bakteri sayis1 ile amoA arasinda istatistiksel agidan ©Onemli korelasyon olmadigi
belirlenmistir. 4moA RFLP ile nitrifikasyon bakteri sayisi arasinda pozitif iligki
goriilmiistiir. Yine denitrifikasyon bakteri sayisi ile istatistiksel agidan Onemli bir
korelasyon goriilmemektedir. Fakat degisebilir amonyum ve degisebilir nitritle amoA
arasinda negatif korelasyon oldugu goze carpmaktadir. Degisebilir nitratla ve pH ile
istatistiksel olarak 6nemsiz korelasyon goriilmektedir. Bunun yani sira EC, N, P, K, Mg,
Ca, Fe, Cu, Zn ve Mn elementleriyle aralarinda negatif korelasyon oldugu belirlenmistir.

fkinci dénem normal toprakta amoA RFLP sonuglar1 ile veriler arasindaki
korelasyonda ise; onceki donemden farkli olarak negatif korelasyon oldugu goriilmiistiir.
Alkali fosfataz enzim aktivitesi ve amoA arasinda negatif korelasyon oldugu goriilmiis
fakat beta glikosidaz, iireaz, dehidrogenaz enzim aktiviteleri ile amoA arasinda 6nemli bir
korelasyon bulunmamistir. Nitrifikasyon aktivitesi ile istatistiksel agidan 6nemli bir
korelasyon yokken, denitrifikasyon aktivitesi ile aralarinda negatif korelasyon oldugu
negatif korelasyon olmasidir. Nitrifikasyon bakterileri ile aralarinda ise istatistiksel
acidan Onemsiz bir korelasyon, denitrifikasyon bakterileri ile aralarinda ise negatif
korelasyon bulunmustur. Degisebilir nitrit ve degisebilir nitrrat ile aralarinda negatif bir
korelasyon oldugu gozlenirken amonyum ile aralarinda istatistiksel olaral Onemsiz
korelasyon oldugu tespit edilmistir. Bunun yani sira dnceki doneme gore bu donemde EC
degeri ile istatistiksel agidan dnemsiz korelasyon oldugu goriilmistiir. Ayni sekilde pH
degeri onceki donemdeki gibi 6nemli bir korelasyon olugsmamistir. Toplam azot ile
aralarinda pozitif bir korelasyon goriilmiistiir. Onceki donemden farkli olarak P, K, Mg,
Ca, Fe, Cu, Zn, Mn elementleri ile aralarinda istatistiksel agidan énemli bir korelasyon
goriilmemistir.

Birinci donem rizosfer topragi amoA ile diger veriler arasindaki korelasyon
degerlendirildiginde ise; nirK ile aralarinda negatif korelasyon oldugu goriilmiistiir.
Alkali fosfataz enzim aktivitesi ile negatif korelasyon olusmusken, beta glikosidaz, iireaz,
dehidrogenaz enzim aktiviteleri ile aralarinda istatistiksel olarak 6nemsiz korelasyon
oldugu goriilmiistiir. Nitrifikasyon ve denitrifikasyon aktiviteleri ile aralarinda
istatistiksel acidan Onemsiz bir korelasyon bulunmustur. Mezofilik bakteri sayist ve
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nitrifikasyon bakteri sayisi ile aralarinda istatistiksel olarak 6nemsiz bir korelasyon
olugsmusken, denitrifikasyon bakteri sayisi ile aralarinda negatif korelasyon oldugu
bulunmustur. Degisebilir amonyum ve nitratla aralarinda istatistiksel olarak énemsiz bir
korelasyon goriiliirken, degisebilir nitrit ile negatif korelasyon bulunmaktadir. Normal
topraktan farkli olarak, rizosfer topraginda pH ile amoA aralarinda énemli diizeyde
negatif korelasyon oldugu goriilircken EC ile de negatif korelasyon oldugu tespit
edilmistir. N, K ve Cu ile aralarinda negatif iliski bulunurken, P, Mg, Ca, Fe, Zn, Mn
elementleri ile aralarinda istatistiksel agidan 6nemli bir korelasyon goriilmemistir.

Ikinci dénem rizosfer topragi amoA RFLP sonuglarn ile veriler arasindaki
korelasyona bakildiginda ise; nirK ile aralarinda pozitif korelasyon oldugu goriilmiistiir.
Alkali fosfataz, beta glikosidaz, lireaz, dehidrogenaz, enzim aktiviteleri ile amoA arasinda
onemli korelasyon goriilmemistir. Nitrifikasyon aktivitesi ile aralarinda negatif
korelasyon goriiliirken, denitrifikasyon aktiviteleri ile aralarinda istatistiksel olarak
Oonemli bir korelasyon olusmamistir. Mezofilik bakteri sayisi ile aralarinda 6nemli
diizeyde negatif korelasyon bulunurken aymi sekilde denitrifikasyon bakterileri ile
aralarinda onemli negatif korelasyon oldugu goriilmiistiir. Nitrifikasyon bakterileri ile
aralarinda negatif iligski oldugu bulunmustur. Toplam nitrat ve nitrit ile aralarinda negatif
iliski oldugu goriiliirken, toplam amonyum ile aralarinda 6nemli seviyede korelasyon
olmadig1 gozlemlenmistir. EC ve pH degerleri ile aralarinda istatistiksel olarak 6nemli
seviyede iligki olmadig1 goriilmiistiir. Toplam azot degerleri ile aralarindaki iliskiye
baktigimizda 6nemli diizeyde pozitif korelasyon oldugu goriilmiis bunun yanisira Fe
degeri ile de aralarinda pozitif iliski oldugu bulunmustur. P, K, Mg, Ca, Cu elementleri
ile aralarinda istatistiksel acidan 6nemli bir iliski bulunmazken, Zn ve Mn ile aralarinda
negatif iligki oldugu tespit edilmistir.

Birinci dénem normal toprakta nirK geni icin RFLP sonuclar1 ile diger
parametreler arasindaki iligkilere bakildiginda; amoA ile aralarinda istatistiksel olarak
onemli bir korelasyon goriilmemistir. Alkali fosfataz enzim aktivitesi ile aralarinda
negatif bir korelasyon goriiliirken, beta glikosidaz, iireaz, dehidrogenaz enzim aktiviteleri
ile aralarinda istatistiksel acidan Onemli bir korelasyon olmadigi goriilmektedir.
Mezofilik bakteri sayis1 ve nitrifikasyon bakteri sayilari ile aralarinda pozitif bir ilski
oldugu bulunurken, denitrifikasyon bakteri ile aralarinda negatif iliski oldugu tespit
edilmigtir. Degisebilir amonyum ile aralarinda 6nemsiz bir korelasyon bulunurken
degisebilir nitrat ve nitrit ile aralarinda negatif bir iliski oldugu bulunmustur. EC, pH, N,
P, K, Mg, Fe, Cu, Zn ile aralarinda 6nemli seviyede korelasyon tespit edilmemistir fakat
Ca ve Mn ile aralarinda negatif iliski oldugu goriilmiistiir.

Ikinci dénem normal toprakta nirK RFLP degerleri ile diger toprak degerleri
arasindaki iliskiye bakildiginda; amoA ile aralarinda negatif bir iliski oldugu tespit
edilmistir. Alkali fosfataz ve dehidrogenaz enzim aktiviteleri ile nirK arasinda 6nemsiz
seviyede korelasyon olusurken, beta glikosidaz ve ilireaz enzim aktiviteleri ile aralarinda
negatif iliski oldugu goriilmistiir. Nitrifikasyon aktivitesi ile aralarindaki iliskiye
baktifimizda ise istatistiksel acidan oOnemli bir korelasyon olmadigi bulunmustur.
Denitrifikasyon enzim aktivitesi ile aralarinda ise negatif korelasyon séz konusu
olmustur. Mezofilik, nitrifikasyon ve denitrifikasyon bakteri sayilar1 ile aralarinda
Onemsiz bir iligki oldugu goriilmiistiir. Degisebilir amonyum ile aralarinda ise istatistiksel
acidan 6nemli korelasyon bulunamamustir. Degisebilir nitrat ile aralarinda negatif
korelasyon goriiliirken, degisebilir nitrit ile aralarinda istatistiksel acidan Onemsiz
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korelasyon oldugu bulunmustur. Onceki donemden farkli olarak hem pH hem EC ile
aralarinda negatif iliski bulunmustur. N, Fe elementleri ile aralarinda negatif korelasyon
goriiliirken, P, K, Mg, Ca, Cu, Zn, Mn elementleri ile aralarinda istatistiksel agidan 6nemli
bir korelasyon goriilmemistir.

Birinci donem rizosfer topraginda nirK RFLP ile diger toprak analiz sonuglari
arasindaki iligkide ise; amoA ile aralarinda negatif bir iliski oldugu goriilmiistiir. Alkali
fosfataz, beta glikosidaz, iireaz, dehidrogenaz enzim aktivitileri ile aralarinda 6nemsiz bir
korelasyon oldugu bulunmustur. Nitrifikasyon aktivitesi, denitrifikasyon aktivitesi ile
aralarinda ise negatif bir ilisgki oldugu gorilmiistiir. Mezofilik bakteri sayis1 ve
nitrifikasyon bakteri sayisi ile aralarinda negatif iliski bulunurken, denitrifikasyon bakteri
sayist ile aralarinda 6nemsiz bir iligki oldugu goriilmiistiir. Toplam amonyum ve nitrat ile
aralarinda negatif iligki oldugu goriilmiisken, toplam nitrit ile aralarinda istatistiksel
acidan onemli seviyede korelasyon goriilmemistir. EC, pH, N, P, K, Mg, Fe, Cu, Mn
degerleri ile nirK arasinda 6nemsiz bir iligki bulunurken, Ca ve Zn arasinda negatif iligki
oldugu tespit edilmistir.

Ikinci dénem rizosfer topraginda nirK RFLP sonuglari ile diger toprak degerleri
arasindaki iliskiler incelendiginde; amodA ile aralarinda pozitif iliski bulunmustur. Alkali
fosfataz, betaglikosidaz, iireaz, dehidrogenaz enzim aktiviteleri ile aralarinda istatistiksel
acidan Onemsiz bir iliski oldugu saptanmistir. Nitrifikasyon aktivitesi ile aralarinda
negatif iligki goriiliirken, denitrifikasyon aktivitesi ile aralarinda istatistiksel agidan
onemli bir iliski olmadig1 goriilmiistiir. Mezofilik ve nitrifikasyon bakteri sayilar ile
aralarinda negatif korelasyon oldugu goriilmiis ve denitrifikasyon bakteri sayisi ile
aralarinda onemli seviyede negatif korelasyon bulunmustur. Toplam amonyum ile
aralarinda istatistiksel agidan 6nemli bir iliski olmadigi goriilmiis fakat toplam nitrat ve
nitrit arasinda negatif bir iligski oldugu goriilmiistiir. EC ile arasinda negatif korelasyon
bulunurken pH ile aralarinda istatistiksel agidan 6nemli bir iliski olmadigir bulunmustur.
N elementi ile aralarinda pozitif korelasyon yaparken, P, Mg, Ca, Fe elementleri ile
aralarinda istatistiksel agidan Onemsiz bir korelasyon yapmig fakat K, Cu, Zn, Mn
elementleri ile negatif korelasyon yaptig1 goriilmiistiir.
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Cizelge 4.12. Birinci donem normal toprakta 6l¢giilen parametreler arasindaki iligkileri gosteren korelasyon tablosu

PC | nik | amoA| AF | BG | UA | DA | NA [ Dea| MB | NB | DB | NH, [ NO [ NO, [ pH [ BC [ N [ P [ K [ Mg | ca | Fe| cu | zn | wn
nirK 1

amoA | 058 1

AF -448| 057 1

BG 723|647 <407 T

UA 806| -,535] -,501 | 988 1

DA 735 -234] 903 | 41| 818 1

NA 33| 880] -375| -269 | -120] 256 1

DeA | A458] -717] ,166| 830| ,753| 242| -577 1

MB | 6o3| ,736| -416 | 026 172 430| ,948| -291 1

NB 027] 9917 049 [ -660 | -541| -172| ,897| -790| 734 1

DB | _477| 14| -547| -417]| -378| ,147| 60| -745| -073| 242 1

NH: [ jo2| 302 ,716| 328 242 -347| -448| 73| -256| -429| -943 1

NOs | 268 ,028(-733|-196| -143| 386| ,194| -623| ,021] 164 969" -960° 1

NO. | _636| -802| 296| ,066| -075| -307| -955"| 320| -991| 788 | ,123| 195 057 1

pH 535 310f -926 | 218 351 809 96| -351 712| 397| 476 -726| .636] -621 1

EC 254| -620| 483 | ,601| 500( -088]| -640| 944 -400|-720| -844| 926| -798| 386| -623 1

N 540 729 016 905 sar| 385] -s20] 9887 -222[-787] -677| 77| -524] 270] -211] 883 1

P 406 -734] 210 02| 717] 193] -e18] 098" -341]-808] -743] 790] -633] 366] -401] 9577 980° 1

K 318[ -915| 077 | 870 784 394 -708| 919 -460|-938| -423| ,503| -280| ,528] -218] 91| 941 919| 1

Mg 789 -473] 104 919 05| 21| -197] o08| 124] -s537[ -735] 620] -550] -076] 015 770] 939] 882] 789 1

Ca | .935| -034| 736 -701 | -802| -912| -487| -271| -699| -052| ,142| 143 -089| 609 -777| L007| -393| -215[ -260| -632 1

Fe 776 -468| 064 | 05| 87| 4s6| -208] 916 113]-s536| -760| L651] -583] -069] -020] 791| 941| so1| ,785] 999 [ 606 1

Cu 580| -4s53] -881| 775 s19f 9657 019] 31| 82| -380| 220 -342] 451|050 L695[ 018 4s0| 273 536 97| -784] 42| 1

Zn 06| -531| =735 | 918 945 936| -066| 46| ,167|-492| -055| -073| ,188] -045| 551 239| 666 508| 92| 717 -819 689] 9617 | 1
Mn | _357] -878| -238| 345| 250 203| -786| 208 -779| -812| 367 -141| 41| 855 -138[ 188 320 319 631 045( ,186] 030( 451|393 1

PC: Pearson Correlation, UA: Ureaz Enzim Aktivitesi, AF: Alkali Fosfataz Enzim Aktivitesi, BG: B-Glikosidaz Enzim Aktivitesi, DA: Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi, NA: Nitrifikasyon

Aktivitesi, DeA: Denitrifikasyon Aktivitesi, MB: Mezofilik Bakteri Sayisi, NB: Nitrifikasyon Bakteri Sayisi, DB: Denitrifikasyon Bakteri Sayisi, NHa: Degisebilir Amonyum, NOs5: Degisebilir
Nitrat, NO,: Degisebilir Nitrit, N: Azot, P: Fosfor, K: Potasyum, Mg: Magnezyum, Ca: Kalsiyum, Fe: Demir, Cu: Bakir, Zn: Cinko, Mn: Mangan, *%5 dizeyinde onemlidir.**%1 diizeyinde
onemlidir.
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Cizelge 4.13. Tkinci donem normal toprakta dlgiilen parametreler arasindaki iliskileri gdsteren korelasyon tablosu
PC nirK | amoA | AF BG UA | DA NA DeA| MB NB DB NH,4 NO; NO,| pH EC N P K Mg Ca Na Fe Cu Zn | Mn|
nirk 1
amoA | _05] 1
AF 143|165 1
BG | -084| 032|957 1
UA [ _170] 880 286 496 1
DA 741 559]-287| -350| 254 1
NA [ o5 2s50] 169 Lo10] ,136] 858 1
DeA | _491| -788| 361| ,327| -485| -945[ -685 1
MB | 339| -358].959° | .835| 047 -220| ,292| 383 1
NB 008 | 032 -A457 | -312| ,650| 34| 346] -915] -578 1
DB 867| -255|-284| -529] -539| ,654| ,724| -393| -,029| 036 1
NH: | 958°| 200| 216] 048 .118[ ,827[ 998" | -642| ,344] 205] 721 1
NOs | -826| -493]-207] -122| -408] -878] -960°| ,786| -252] -525] -,523] - 951" 1
NO: | 721 -654| 508 ,235|-517| ,069| 526 247 ,731] -613| 614 ,570] -320 1
pH | 154 260| 872 9727 ,684| -256| .006| ,167| .699] -005| -618| 034] -176| ,033 1
EC | _so6| .618)-083| 10| 699 -201| -583| -036 -360| .422] -878| -608| 334| -899| 391 1
161 9947|179 | 041] 888| a470| 142 -725] -392] 10| -348] 100 -395| -726] ,274] 700 1
P A48 815| 233 | .293] .197| 39| 02| -808| .136| .729| ,072| ,683| -874| -099] .437| .163| ,756] 1
K 585| 004 870 759 302 206 632] -063| 897| -,179| ,134| 668 -644| ,655| ,693| -349| -061| 541 1
Mg 068 o914 245 .408] 9687 | aso| 371] -661]| L050| ,740( -311| 349| -617| -397| 593| ,s26] .896] 921 386 1
Ca 873 438 -015| -125| 243| 956°| 969°| -842| 074| 61| ,684| 953 -968°| 310| -075| -432| 337| ;777| .474| 478 1
Na | _o17| ,135| 944 9927 ,575| -236] .105| o206 817| -204| -491| 139 -233]| 216 ,983° 217 .135[ .410] 798| 508 -015 1
Fe A5 O14[ 228 | ,039[ 844 205 -,165] -512| -478| 801 -,569| -206[ -,101| -884] .272[ ,877| ,953°| ,539] -252| ,780] 039 104 1
Cu 873 434|-041 | -152] 227] 962 965°| -847| L051| 566 697 949 -9617| 304| -102]| -438] 332| 765 451 463| 1,0007| -042] 036 1
Zn 933| 006| 474| 278] 052| 615 932] -391| 611 024 636 951°| -862| ,751| 210] -676] -097| 573| 836 251 817 345[ -381 807 1
Mn 82| S19| 19| ,038] 392 O17| 957 | -832| .168| ,577| ,553| .044| -996" | ,274| ,102| -327| A422| .868| ,574| 607 9837 .152| ,128] ,078| ,830] 1

PC: Pearson Correlation, UA: Ureaz Enzim Aktivitesi, AF: Alkali Fosfataz Enzim Aktivitesi, BG: B-Glikosidaz Enzim Aktivitesi, DA: Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi, NA: Nitrifikasyon

Aktivitesi, DeA: Denitrifikasyon Aktivitesi, MB: Mezofilik Bakteri Sayisi, NB: Nitrifikasyon Bakteri Sayisi, DB: Denitrifikasyon Bakteri Sayisi, NHa: Degisebilir Amonyum, NOs5: Degisebilir
Nitrat, NO,: Degisebilir Nitrit, N: Azot, P: Fosfor, K: Potasyum, Mg: Magnezyum, Ca: Kalsiyum, Fe: Demir, Cu: Bakir, Zn: Cinko, Mn: Mangan, *%5 dizeyinde onemlidir.**%1 diizeyinde
onemlidir.
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Cizelge 4.14. Birinci donem rizosfer topraginda 6lctlilen parametreler arasindaki iliskileri gosteren korelasyon tablosu

PC nirk. amoA AF BG UA | DA NA DeA MB NB DB | NHy| NO; | NO,| pH EC N P K Mg| Ca Fe Cu| Zn | Mn
nirk. 1

amoA -426 1

AF 819 -,125 1

BG 223 ,783| 466 1

UA ,657 3431 ,550| ,791 1

DA 470 426 ,840| ,822 617 1

NA -,730 S731 -2051 ,168| -470| ,197 1

DeA -,765 A408| -274| -032| -636[ ,052] ,979° 1

MB -,729 Bl =252 ,407| -221| ,261 942 ,865 1

NB -,378 0645 -,568| ,373| ,352| -222] -,038 -,145 267 1

DB 909 -397 9577 ,227| 462 ,648] -408 -430] -501| -,664 1

NH4 -,076 ,160] -,538| ,040| ,350| -479] -515 -559] -264| 850 -,482 1

NO; -422 L0161 ,069| -,198] -674| ,163] ,806 873 5651 -,6091 -,011] -.870 1

NO, 817 -645  342| -175| ,456| -103] -985"| -957"| -968°| -126| ,548| ,360| -,707 1

pH 292 -987°| ,045| -854| -490| -478| -439 -258 -708| -,681| ,3091 -237| ,122 ,513 1

EC ,400 -,251 781 ,077| 0781 ,626| 247 267 026 -,888] ,745] -943| ,657| -076] ,276 1

N ,736 -353| 243 068] L661| -054| -9687| -9987| -833| 209 ,388] ,605] -903| ,936] ,202] -317 1

P ,693 3391 ,829| ,849| ,886| .,904| -,197 -358] -049| -,016| ,693]| -,122| -268| ,255| -452| ,370] ,365 1

K 744 1721 985" 375| 401 816] -095 141 -192| -,685| ,945| -,674| ,233| ,248| ,117| .\875] ,103| ,739 1

Mg ,176 799|482 9937 724 855 267 ,072 4821 3081 ,229] -,063| -083| -262| -,854| ,156f -,039| ,831 ,409 1

Ca -,395 5541 ,203| 391 -216] ,555] 916 ,860 851 -,238] -,024] -,714| ,813| -849| -455| ,547| -,859| ,163| ,302| ,495 1

Fe ,299 421 015 597 ,841| ,157| -499 -6441 -179( 768 -,041] ,790| -,890( ,394| -,551| -,606] ,691| ,507| -,157| ,501| -,459 1

Cu ,634 138 948 ,345| ,284| 815 ,050 013 -076| -736| 891 -777| ,381| .110| ,108| .,934| -052| 671 ,988°| ,395| ,430| -,281 1

Zn -,276 869 ,230| 784 243 710 ,742 595 8561 ,183] -,058] -339| .,396| -,728] -,833| ,257| -,566| ,473| ,242| 845 .,856| ,065| 313 1
Mn ,684 73] 956" ,693| 644 ,9617 -029 -146] -006| -376| ,832] -491| ,079| ,144| -247| ,701| ,131| ,922| ,928| ,714| ,370| ,134| ,902] ,488 1

PC: Pearson Correlation, UA: Ureaz Enzim Aktivitesi, AF: Alkali Fosfataz Enzim Aktivitesi, BG: B-Glikosidaz Enzim Aktivitesi, DA: Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi, NA: Nitrifikasyon
Aktivitesi, DeA: Denitrifikasyon Aktivitesi, MB: Mezofilik Bakteri Sayisi, NB: Nitrifikasyon Bakteri Sayisi, DB: Denitrifikasyon Bakteri Sayisi, NHa: Degisebilir Amonyum, NOs5: Degisebilir
Nitrat, NO,: Degisebilir Nitrit, N: Azot, P: Fosfor, K: Potasyum, Mg: Magnezyum, Ca: Kalsiyum, Fe: Demir, Cu: Bakir, Zn: Cinko, Mn: Mangan, *%5 dizeyinde onemlidir.**%1 diizeyinde
onemlidir.
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Cizelge 4.15. Ikinci dénem rizosfer topraginda dlgiilen parametreler arasindaki iliskileri gdsteren korelasyon tablosu

PC nirK | amoA AF BG UA DA NA DeA MB NB DB NHs| NO;| NO,| pH EC N P K Mg | Ca Fe Cu Zn | Mn|
nirkK 1
amoA | ,970" 1
AF ,160 341 1
BG ,665 ,660| ,615 1
UA ,706 ,760] -,043| ,014 1
DA ,651 447 -A478| 388 222 1
NA -,649 -472| ,145] -,691| -,002| -914 1
DeA ,701 843 777 685 ,551| -,054| -,116 1
MB -869| -9517| -615] -,767| -612]| -229| ,364| -,960 1
NB -,708 584 | -,138| -,866[ -,008| -783] ,960"| -347 551 1
DB -986" | -,995| -310| -,702| -, 713| -522| ,558| -.809 938,660 1
NH, ,841 ,720] -,398| 261 ,705 847 -,655 2351 -475| -555] -749 1
NO; -,523 =383 -, 111 -,823( 223 -732| 944 -,184 375 972" A469( -,393 1
NO, 751 .,614] -044| -815] -,089| -848],978"| -320 ,544 ,993™ ,689| -,648] ,949 1
pH ,561 345 -491| ,386| ,086[ ,991™| -930| -,140| -140| -794| -428| ,767| -,774] -,849 1
EC -,189 051 ,604( -,197| ,278| -,857| 817 476 -227 ,641 042 -478( 7131 ,678| -,916 1
N ,970"| 1,000 | 341 ,660| ,760| ,447| -472 8431 -9517| -,584| -995™| ,720] -,383| -.614| ,345| ,051 1
P ,528 L6091 ,3931 ,084| ,869| -219| ,303 ,766|  -,695 176 -616] ,305| ,388| ,146] -348| ,688] ,691 1
-,043 91,9021 236 ,092) -757| ,538 081 -449 ,281 =122 -519] ,327| ,357| -,792] ,888] ,191| ,571 1
Mg ,845 841 125 ,174] 9607 ,482] -,280 5251 -,658| -262|1 -821| ,870| -,038| -349| ,357| ,017| ,841| ,732| -,099 1
Ca ,576 ,7041 ,207( ,005| ,947| -,081| ,236 673 -,645 160 -635| 452 ,384| ,107| -216| ,567] 704 ,979| 395 ,833 1
Fe 907 9727 549 758 646|300 -412 ,935] -997 ] -,580 -9637| .546] -399| -583| ,209| ,167] ,9727| ,687| 377 .706| ,653 1
Cu -,141 054 ,954°| ,397] -233| -691| ,365 S751 358 L0991 -015| -,652] ,075| .,204] -,680| ,687| ,054] ,261] ,930f -,365] ,060] 280 1
Zn -,240 -1521 -351| -,819] ,515| -,408] ,735| -,165 ,261 ,825 230 ,004] 916 ,757| -483| ,523] -,152| ,499| 074 ,309| ,568| -,253] -,249 1
Mn -,364 -1681 ,199( -,5921 ,319| -,819| ,944 ,131 ,093 ,882 265| -414] 945 ,880| -,879] ,900] -,168] ,596] ,602| ,040| ,544| -,132| ,340 ,825 1

PC: Pearson Correlation, UA: Ureaz Enzim Aktivitesi, AF: Alkali Fosfataz Enzim Aktivitesi, BG: B-Glikosidaz Enzim Aktivitesi, DA: Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi, NA: Nitrifikasyon
Aktivitesi, DeA: Denitrifikasyon Aktivitesi, MB: Mezofilik Bakteri Sayisi, NB: Nitrifikasyon Bakteri Sayisi, DB: Denitrifikasyon Bakteri Sayisi, NHs: Degisebilir Amonyum, NOs: Degisebilir
Nitrat, NO,: Degisebilir Nitrit, N: Azot, P: Fosfor, K: Potasyum, Mg: Magnezyum, Ca: Kalsiyum, Fe: Demir, Cu: Bakir, Zn: Cinko, Mn: Mangan, *%5 diizeyinde 6nemlidir.

**9%1 dlzeyinde 6nemlidir.
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5. TARTISMA

Bu c¢alisma kapsaminda, marulda 4 farkli uygulama grubu toprag: kiiltiirden
bagimsiz teknikler ile incelenmistir. Topraklardan ve kullanilan organik giibrelerden
DNA izolasyonu yapilmis ve PZR aracilig1 ile RFLP analizine tabi tutularak g¢esitlilik
belirlenmeye calisilmistir. Klonlama teknigi ile fonksiyonel genleri igeren klonlardan
elde edilen dizilerin filogenetik analizleri vasitasiyla topluluk yapisi belirlenmeye
calisilmustir.

5.1. Amonyum Okside Edici Bakteri Topluluk Yapisi

Birinci yetistiricilik donemi normal topraga ait filogenetik agagda (Sekil 4.4),
ciftlik giibresinden elde edilen AC17 klonlar1 Nitrosospira gruplarina yakin dallanmalar
yapmis oldugu tespit edilmis. Yine ayni sekilde vermikompost uygulamasi olan AC2
klonu da yakinlik gostermis, bu durum degerlendirildiginde organik uygulamalardan ve
giibrelerden gelen tiirlerin birbirlerine yakin tiirler olabilecegi akla gelmektedir. Yine
farkli bir gruplasma da AC17 (Ciftlik giibresi) ve AC18 (Vermikompost) klonlarinin
Nitrosomonas grubuna yakin dallandig1r goriilmiistir. Bi vd. (2022) yaptiklar1 bir
calismada, organik gilibre uygulamasinin, Nitrosospira' ya gore Nitrosomonas bollugunu
arttirdigini tespit etmislerdir. kinci yetistiricilik dSnemi normal topraga ait filogenetik
agacda (Sekil 4.5) da ayn1 durum goriilmiis, vermikompost ve ciftlik giibresinden elde
edilen klonlar Nitrosomonas grubuyla dal olusturmuslar diger klonlar ise Nitrosospira
grubuna daha yakin dallanmislardir. Burada ¢ok bariz bir sekilde kontrol grubuna ait AC9
ve vermikompost uygulamasindan elde edilen AC10 klonlarinin genel olarak bir arada ve
genetik olarak ¢ok benzedigi goriilmiis ve AC10 vermikompost giibrelemesinden gelen
klonun ayr1 bir dallanma ile organik giibrelerden (¢iftlik giibresi, vermikompost) elde
edilen AC17 ve ACI18 klonlarina yakin dallandig1 ve organik giibre uygulamalarindan
elde edilen klonlar ile benzer bakteri gruplarina sahip oldugu sonucunu c¢ikarabiliriz.
Birinci donem ve ikinci donem normal topraklar karsilagtirildiginda birinci donemde
kontrol grubu ile ¢iftlik giibresi uygulanmis topraktan elde edilmis klonlar yakin
dallanmigken ikinci donemde bu durum degismis ve kontrol topragindan elde edilen
klonlara yakin dallanan uygulama grubu vermikompost olmustur. Bu donemsel olarak
topluluk yapis1 lizerinde degisimler oldugunu gostermektedir. Birinci yetistiricilik
donemi rizosfer topragina ait filogenetik agaci (Sekil 4.6) inceledigimizde normal
doneme gore yeni ve farkli gruplar olustugu goriilmiistiir. Kimyasal giibre uygulamasina
ait AC8 klonunun genel olarak tek basina dal olusturdugu goriilmiis, tanimli bir grup olan
Nitrosospira sp. Nspl7 ve tanimlanamanmus bakteri ile ayr1 bir dal olusturdugu
goriilmistir. Bilindigi lizere kimyasal giibreler toprak pH’mi1 diisiirmektedir. Bi vd.
(2022)’a gore Nitrosomonas, Nitrosospira gruplarina gore daha yiiksek nitrifikasyon
aktivitesine sahiptir fakat Nitrosomonas ¢evresel strese kars1 Nitrosospira grubuna gore
daha direncli olabilir. French vd. (2012)’nin yaptig1 bir ¢alismada ise kontrol topraginda
Nitrosomonas cinsi bakteriler hakimken uygulanan kimyasal giibre ile toprak pH’1
diistiikce yerine Nitrosospira grubu baskin hale gelmistir. Bu durumda kimyasal giibre
uygulamasinin etkisiyle Nitrosospira grubuna yakin dallanma olabilecegi diisiintilmiistiir.
Ikinci yetistiricilik donemi rizosfer topragina ait filogenetik agacda (Sekil 4.7) goriildiigii
iizere klonlar ¢ok daha farkli dallar olusturmuslardir. Vermikompost, ¢iftlik giibresi ve
kimyasal giibre uygulamalarindan elde edilen AC14, AC15, AC16 klonlariin bir arada
oldugu Nitrosospira sp. ve Nitrosococcus oceani gruplari dikkat ¢gekmistir. Nitrosospira
grubunun  betaproteaobacteria  grubunda,  Nifrococcus  oceani  grubunun
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gammaproteobacteria grubunda yer almasi ve vermikompost ve ¢iftlik giibresi
uygulamalarindan elde edilmis klonlarla dal olusturmalari organik giibrelerin topluluk
yapilarinin  ¢esitliligini  gdstermektedir. Head vd. (1993) yaptiklar1 calismada
Nitrosococcus grubunun AOB’de gorev aldigini ve proteobacteria grubuna ait olduklarini
bulmuslardir. Yine ayni ¢alismada Nitrosococcus cinsinin iki tiirlinlin proteobacteria
gamma alt grubuna ait oldugunu, simdiye kadar karakterize edilen AOB grubunda yer
alan Nitrosospira ve Nitrosomonas cinslerine ait tiirlerin ve Nitrosococcus cinsinin bir
tiirliniin betaproteobacteria grubuna ait oldugunu tespit etmislerdir. AC14, AC15 ve
ACI16 klonlarmin bulundugu bu dala birinci déonemde sadece vermikompost ve ciftlik
giibresinden elde edilmis klonlar yakinken, ikinci donemde vermikompost ve ciftlik
giibresi uygulamalarindan elde edilen klonlar yakin dal olusturmuslardir. Bu dallanma
degerlendirildiginde donemsel farkliliklarin organik giibre uygulanmis topraklarda
topluluk degisimine yol ag¢tif1 sonucu ¢ikarabilir. Normal ve rizosfer topraklari ele
alindiginda ise kontrol topraginda cesitliligin diisitk olmasi fakat rizosfer topraginda
cesitliligin artmis olmasi dikkat ¢ekmektedir. Bunun sebebinin ortam pH' inin farkli olusu
ve mevcut kok salgilariin rizosfer ortamini zenginlestirmesi, bakteri sayisinin burada
fazla bulunmasi, uygulanan giibrelerin burada daha kolay ve hizli sekilde mineralize
olarak ortama sunulmasi olarak diisiiniilebilir.

AOB genel olarak, 16S rDNA ve amoA gen dizilerine gore en az 7 alt gruba
ayrilmistir [ Nitrosospira, alt grup 1-4; Nitrosomonas, alt grup 5-7] ve 2., 3. ve 4. alt grupta
bulunan Nitrosospira tiirlerinin toprakta baskin oldugu goriilmiistiir (Stephen vd. 1996;
Prosser ve Embley 2002; Hayatsu vd. 2008). Ancak cesitli arastirmalar sonucu elde
edilen, bu alt gruplara ait olduklar1 degerlendirilen ve Kkiiltiire alinmis olan bu
organizmalarin ¢ogunun tam tanimlamalar1 yapilmadigindan dolay1 sadece cins ve sus
ad1 ile birlikte anilmaktadirlar. Ornegin alt grup 2’de yer alan Nitrosospira sp. NpAV
(AF016003) ya da alt grup 4’de yer alan Nitrosospira sp. 40KI bu duruma ornek
verilebilir. Bu alt gruplar igerisinde iiyeleri en ¢ok calisilmig olan alt grup ise alt grup
3’diir. Nitrosospira multiformis, Nitrosospira tenuis ve Nitrosospira briensis bu grupta
yer almaktadir. Yapilan molekiiler ekolojik analizlere gore, genel olarak, Nitrosospira alt
grup 2 tiirlerinin asit topraklarda Nitrosospira alt grup 3 tiirlerine gore sayica daha fazla
bulundugu ve Nitrosospira alt grup 3 {in genel olarak nétr topraklarda dominant durumda
oldugu rapor edilmistir (Prosser ve Embley 2002; Hayatsu vd. 2008; Junier vd. 2010).
Denemenin yiiriitiildiigii toprak pH acisindan nétr ve nétre yakin degerlere sahiptir. Elde
edilen filogenetik analizlerde kullanilan amoA klonlariin ve bunlara en yakin
tanimlanmis bakteri dizilerinin de biiylik cogunlugu Nitrosospira alt grup 3’e ait
dizilerdir. Dolayisiyla calismada elde edilen filogenetik veriler onceki c¢aligmalari
destekler mahiyettedir. Kowalchuk vd. (2000) yaptiklar1 ¢alismada Nitrosospira alt grup
3’e ait tiirlerin nispeten yiiksek amonyum konsantrasyonlarina sahip topraklardaki
amonyum oksidasyonundan sorumlu oldugunu bulmuslardir. Bruns vd. (1999)
giibrelenmis topraklarda Nitrosospira alt grup 3 tiirlerinin sayilarinin oransal olarak daha
yliksek oldugunu belirtmislerdir. Bu tez kapsaminda yapilan analizler dogrudan AOB alt
gruplarin oransal sayilarini belirlemeye yonelik degildir. Ancak elde edilen klonlarin
biiyiik bir kisminin Nitrosospira alt grup 3’e benzer olmasindan hareketle dolayli bir
¢ikarim yapmak miimkiindiir. Bununla birlikte, tarla denemesinde herhangi bir glibreleme
yapilmayan kontrol uygulamasindan elde edilen klonlar da genel olarak Nitrosospira alt
grup 3’e¢ benzer ¢ikmistir. Bu nedenle calismamizda elde edilen veriler Bruns vd.
(1999)’ni destekler mahiyette degildir. Nitekim Avrahami vd. (2002) ve Schmidt vd.
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(2007), disiik, orta ve yiiksek konsantrasyonlarda giibre uygulamalarina ragmen
topraklarda Nitrosospira alt grup 3’lin dominant olmaya devam ettigini
gbzlemlemislerdir. Hastings vd. (1997) tarafindan domuz giibresi ile yapilan bir
calismada, gilibre uygulanan ve uygulanmayan topraklarda Nitrosospira tiirleri tespit
edilmis iken Nitrososomonas tiirlerine sadece yiliksek miktarda gilibre uygulanmis
topraklarda rastlanmistir. Calismamiz kapsaminda topraklardan elde edilen klonlar
Nitrosospira tiirlerine yakin olmustur. Ancak sadece vermikompost ve ¢iftlik giibresinden
elde edilen klonlarin bazilar1 Nitrosomonas tiirlerine benzer ¢ikmis ve filogenetik agacgta
belirgin olarak ayr1 bir grup i¢inde yer almislardir. Burdan yola ¢ikarak organik giibre
uygulamalarinin toprakta bakteri cesitliligini arttirdigi diisiiniilebilir. Fakat kimyasal
giibre uygulamasinin cesitlilige katkis1 olmadigi belirlenmistir. Bu ¢aligmaya uyumlu
olarak He vd. (2008) yaptig1 ¢alismada organik giibre uygulamalarinin bakteri ¢esitliligini
arttirirken, kimyasal giibre uygulamalariin toprak bakteri topluluk yapis1 ve ¢esitliligi
iizerinde daha az etkiye sahip oldugunu gézlemlemislerdir. Bu agidan bakildiginda bu tez
calismasinda elde edilen sonuglar bahsedilen ¢alisma ile uyumlu olmustur.

AmoA geni ile toprakta Olgiilen parametreler arasindaki iliskilere bakildiginda
birinci donem normal toprakta (Cizelge 4.12) amoA ve nitrifikasyon bakteri sayisi
arasinda dnemli diizeyde pozitif korelasyon goriilmistiir. Ayn1 topragin ikinci doneminde
de istatistiksel olarak 6nemli fark goriilmemistir. Fakat 2. donem rizosfer topraginda
negatif korelasyon oldugu belirlenmistir. Bu duruma rizoferdeki baskin grubun dénemsel
degisiminin sebep olabilecegi diisliniilmiis bunun yani sira toprak pH’ min da etkili
olabilecegi sonucuna varilmistir. AOB topluluk yapisinin, pH ve azot uygulamalarindan
etkilendigi bildirilmistir (Avrahami vd. 2003 ; Kowalchuk ve Stephen 2001). Bunu
destekler nitelikte amonyum oksidasyonunu kisitlayan faktorlerden birisi toprak pH’1dir
ve AOB’in 6’nin altindaki pH degerlerinde gelisemedigi bildirilmistir (Allison ve Prosser
1991; Allison ve Prosser 1993). Buna ragmen asit topraklarda amonyum oksidasyonunun
olustugu gozlenmistir (Nicol vd. 2008). Hayatsu vd. (2017) asidik bir tarim
topragindan izole edilen bir AOB susunun pH 5-7,5 arasinda gelisebildigini ve yiiksek
asitli kosullarda (pH 2) hayatta kalabildigini gdstermislerdir. Daha yakin zamanlarda,
asidik bir orman topraginda ototrofik amonyum oksidasyonunun Nitrosospira 3a.2 alt
grubu tarafindan gerceklestirildigi belirlenmistir. (Huang ve digerleri, 2018). Rizosfer
topraginin pH’1nin daha asidik oldugu diisiintildiigiinde rizosfer topragi ve amoA arasinda
bulunan negatif iliski, Hayatsu vd. (2017) ve Huang vd. (2018)’nin yaptig1 calismalarla
ortiismemektedir. Patriquin vd. (1993), inceledikleri toprak orneklerine ait baz1 kimyasal
degerler arasindaki iliskide nitrat konsantrasyonu ve EC degerleri arasinda pozitif
korelasyon ve yine nitrat ile pH arasinda negatif korelasyon oldugunu rapor etmistir.
Birinci donem rizosfer topragina ait korelasyon tablosuna (Cizelge 4.14) bakildiginda ise
amoA ve pH arasinda 6nemli seviyede negatif etki gézlenmis bunun sebebinin yine
yukarida bahsedildigi gibi rizosfer topragindaki pH diisiikliiglinlin sebep olabilecegi
diisiiniilmiistiir. Ikinci dSnem normal topraga ait korelasyon tablosu (Cizelge 4.13) ise N
ile amoA arasinda pozitif korelasyon oldugunu gostermisken ayni topragin birinci
doneminde negatif bir iliski olusmustur. Rizosfer topraginin birinci donemine ait
korelasyon tablosunda (Cizelge 4.14) ise azot ve amoA arasinda negatif bir iligki varken
ikinci donem rizosfer topraginda pozitif bir iliski oldugu goriilmiistiir. Vejan vd. (2021),
azot ile ilgili ¢alismalarinda, uygulanan N giibresinin hizli ayrigsmasinin, kisa siirede
nitrifikasyon isleminin bir substrat olarak amonyag: biiyiik olgiide arttirabildigini,
bununla birlikte organik giibrelerin amonyagi yavas ve siirekli olarak serbest biraktigini
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bildirmislerdir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak ikinci ddonemde bu ylizden N artis1 olabilecegi
sonucuna varilabilmektedir. Ikinci dénem rizosfer topraginda amoA ve mezofilik bakteri
sayist arasinda onemli seviyede negatif iliski oldugu gozlenmis ve bu donemde bakteri
sayisinda pH kaynakli bir azalmanin olabilecegi diistiniilmiistiir (Cizelge 4.15). Yine aym
topraklarda amoA ve denitrifikasyon bakteri sayilar1 arasinda da 6nemli derecede negatif
korelasyon oldugu goriilmiis ve bunun sebebinin de AOB’nin sayisindaki artisa neden
olan proseslere bagli olarak denitrifikasyon bakteri sayisinin diigmesi olabilecegi
sonucuna varilmistir. Cizelge 4.12°de iireaz aktivitesi ve amod arasinda negatif
korelasyon goriilmekte fakat ayn1 topragin ikinci doneminde ve rizosfer topraginin birinci
ve ikinci doneminde istatiksel olarak 6nemli derecede bir fark goriilmemistir. Bunun
sebebinin birinci donem normal toprakta heniiz ortama giibreler ile yerlesen bakterilerin
enzim Uretiminin kisith olmasi ile alakali olabilecegi diistiniilmiistiir. Ayn1 donemin
rizosfer topraginda istatistiksel agidan Onemli derecede iliski olmamasi ise rizosfer
bolgesinin bakteri ve besince zengin olmasi sebebiyle bu enzimin iiretiminin daha fazla
olabilecegi ile aciklanabilir. Birinci ve ikinci donem rizosfer topraginda istatistiksel
acidan onemli korelasyon olmamasi da yine ayni sebep ile agiklanabilir ve 2. donemde
organik giibrelerin ortama sunduklar1 bakterilerin popiilasyonunda artis ve azalislarla
pozitif korelasyon goriilebilir. Ayrica iireaz toprakta birgok bitki, mantar ve bakteri
tarafindan iiretilebilir ve lireaz mikrobiyal hiicreler 61diiglinde hiicre dis1 bir enzim olarak
topraga salinir ve bdylece lireaz aktivitesi artar Fisher vd. (2017) ; Pinto-Vilar ve Ikuma,
(2021). Aym sekilde degisebilir NO3~ ‘e bakildiginda normal toprak ve rizosfer
topraklarmin birinci donemlerinde amoA ile aralarinda istatistiksel agidan 6nemli fark
yokken, ikinci donemlerde negatif korelasyon oldugu goriilmiistiir. Chun vd. (2023)
yaptiklar1 calismada amoA geni ile iireaz, proteaz, amonyak oksidaz aktiviteleri, NOs3 ~,
N konsantrasyonu ve MBN igerigi arasinda énemli dlciide pozitif korelasyon oldugunu
rapor etmislerdir. Bu ¢alisma, nitrat ile amoA arasinda buldugumuz negatif korelasyon ile
uyumludur.

5.2. Denitrifikasyon Bakteri Topluluk Yapisi

Yapilan 0On c¢alismalar sirasinda, normalde kullanilmast planlanan ve
denitrifikasyon bakterilerinde nirK genini hedefleyen PZR primer setinin bazi toprak
orneklerinde PZR iirlinii iiretmedigi goriilmiistiir. Bunun {izerine, yapilan bu tiir
caligmalarda en fazla kullanilan diger iki PZR primer seti test edilmis ve tiim toprak
orneklerinde PZR {iriinii veren ve Wei vd. (2015) tarafindan dizayn edilen primer setinin
kullanilmasina karar verilmistir. Bu arastirmacilar, tanimlanmis bakterilere ait nirK
dizilerini analiz ederek denitrifikasyon bakterilerinin c¢esitliliginin bilinenden daha
yiiksek oldugunu belirlemisler ve denitrifikasyon bakterilerini 4 alt gruba ayirmislar, her
alt grup i¢in ayr1 primer setleri dizayn etmislerdir. Daha Onceden dizayn edilen ve
kullanilagelen primerlerin de genel olarak alt grup 1’1 hedefledigini bildirmislerdir.
Bunun bir sonucu olarak kullanilmasina karar verilen primer seti bu yeni siniflamaya gore
alt grup 1°1 hedeflemektedir. Bu primer seti ¢alismada elde edilen tiim toprak drnekleri
ve vermikompost giibresinde PZR {iriinii olusturmus ama ¢iftlik giibresinde herhangi bir
iirtin vermemistir. Bu durum ¢iftlik giibresinin nirK topluluk yapisinin diger 6rneklerden
daha farkli oldugu anlamina gelmektedir. Bu calismada zamana ve toprak Orneginin
kaynagina bagl olarak nirK yapisinda degisimler oldugu goriilmekle birlikte bu
degisimlerin hangi etmenlerce etkilendigi tam agik degildir. Bu konuda uluslararasi
literatlirde de birbiriyle ¢elisen ¢alismalar bulunmaktadir (Philippot vd. 2002; Henry vd.
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2008; Kandeler vd. 2009; Bru vd. 2011; Rasche vd. 2011; Yu vd. 2014). Denitrifikasyon
bir anaerobik solunum olay1 olmasina ragmen baz tiirlerin oksijenli kosullarda da bu
islemi yapabildigi bildirilmistir (Patureau vd. 2000; Hayatsu vd. 2008).

Birinci donem normal topraga ait filogenetik agacda (Sekil 4.8) goriildiigi tizere
vermikompost uygulanmis topraktan elde edilen klonlar ve vermikompost giibresinden
elde edilen klonlar birbirine yakin Sinorhizobium grubuyla dallanmisken kontrol grubu
ve kimyasal giibre uygulanmis topraktan elde edilen klonlar ise ayr1 bir gruplasma
gostermislerdir. Fakat vermikompost giibresinden elde edilen NC18 klonu ve ciftlik
giibresi uygulanmis topraktan elde edilen NC3 klonlar1 gammaproteobacteria grubunun
bir liyesi olan Aureimonas sp. ile ayni dalda bulunmustur. Gammaproteobacteria
grubunda yer alan Achromobacter xylosoxidans A8 ve betaproteobacteria grubunda yer
alan Pseudomonas xanthosomae nirK klonlart ile yakin dallar yapmuslardir. Ayrica
kontrol grubu klonu NCI1, Paracoccus grubu ile dallanmistir. Bu dallanmalar
degerlendirildiginde uygulanan c¢iftlik gilibresi ve vermikompost giibrelerinde farkl
gruplara iiye cesitli bakterilerin yetistirme ortamina sunuldugu goriilmiistiir. Bunun
yaninda ¢iftlik giibresi uygulamasindan elde edilen NC3 klonlarinin Nitrosospira
gruplariyla dal olusturdugu goriilmiistiir. Buradan anlasilacag tizere betaproteobacteria
grubu denitrifikasyonda da rol oynamaktadir. Koops vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada
karasal ekosistemlerde en fazla bulunan AOB cinsi olan Nifrosospira grubunda higbir
nirK gen dizisi tespit edememislerdir. Fakat yaptigimiz c¢aligmada ciftlik giibresi
uygulamasindan elde edilen NC3 klonlarinin Nitrosospira gruplariyla yakin dal
olusturmasi bu ¢alismayla ters diismektedir. Jason vd. (2006) yaptig1 caligsmada ise bu tez
kapsaminda elde edilen sonuglar1 destekler nitelikte Nitrosomonas ve Nitrosospira
gruplarinda nirK geni tespit etmislerdir. ikinci donem normal topraga ait filogenetik
agacda (Sekil 4.9) ise vermikompost uygulamasi ve vermikompost giibresinden elde
edilen klonlarin Alphaproteobacteria grubu ile yakin dal olusturdugu goriilmiistiir. Genel
olarak kontrol grubu ve kimyasal giibre uygulamasindan elde edilen klonlarin kendi
aralarinda gruplastigi, organik gilibre uygulamalarindan elde edilen klonlarin kendi
aralarinda dal olusturdugu gériilmiistiir. Ikinci dénem normal toprakta diger Snemli
goriilen dallanma ise ¢iftlik ve kimyasal gilibre uygulamalarindan elde edilen NC11 ve
NCI12 klonlarinin betaproteobacteria grubuna ait Achromobacter ile yakin grup
olusturmasidir. Burdan anlasildig: iizere ciftlik giibresi uygulanan topraklardaki topluluk
yapisinin her iki donemde betaproteobacteria grubuna yakin dallanmasi ¢iftlik glibresinde
bulunan bakteri gruplarinin betaproteobacteria grubuna dahil olabilecegini gostermistir.
Bu diislinceyi destekler nitelikte Kowalchuk vd. (1999)’nin ciftlik giibresi ile yaptiklari
bir ¢aligmada betaproteobacteria grubuna ait nitrit okside edici bakterilere ait diziler tespit
etmislerdir. Birinci donem rizosfer topragina ait filogenetik agaca bakildiginda ise (Sekil
4.10) vermikompost uygulamalarindan elde edilen NC6 klonunun gammaproteobacteria
grubuna ait Aureimonas sp. bakteri dizisine yakinligi 6nemli bir detay olarak
goriilmiistiir. Yine ciftlik giibresi uygulamasina ait NC7-11 klonunun betaproteobacteria
grubu iiyesi Achromobacter ile yakin dal olusturmasi, ¢iftlik giibresinde bulunan bakteri
toplulugunda betaproteobacteria grubuna ait organizmalarin da bulunabilecegini
gostermektedir. Ayn1 zamanda Nitrosospira grubu ile vermikompost giibresinden elde
edilen NC6 klonunun dal olusturmasi bu durumun yalnizca giftlik giibresine 6zgii
olmadigmni da gostermistir. ikinci dénem rizosfer topragina ait filogenetik agacda (Sekil
4.11) ise genel olarak birbirinden daha uzak ve farkli dallanmalar tespit edilmistir. Bu
donem farkli olarak vermikompost uygulamasindan elde edilen NC14 ve kimyasal giibre
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uygulamasindan gelen NC16 klonunlarinin betaproteobacter grubunun alt tiirii
Achromobacter’e olan yakinliklari tespit edilmistir. Buradan anlasilacagi iizere normal
toprakta ciftlik giibresi betaproteobacteria grubuna yakin topluluk yapisina sahipken
rizosfer topraginda da ayni durum vermikomposttan elde edilen topluluk yapisi icin
sOylenebilir. Bu donemde yine vermikompost giibresinden elde edilen NC18 klonunun
gammaproteobacteria grubunda bulunan Aurimonas bakteri dizisine benzerlik gostermesi
dikkat cekicidir. Fakat ikinci donem rizosfer topraginda Nitrosospira grubuna yakin
herhangi bir klon bulunamamistir. Genel olarak bakildiginda denitrifikasyon bakterileri
oldukca farkli gruplara sahiptir. Bunun yanisira vermikompost ve c¢iftlik giibresi
uygulamalarindan elde edilmis klonlara yakin dallanan tanimli dizilerin diger
uygulamalardan elde edilmis klon dizilerine gore daha farkli gruplarla yakin grup
olusturduklar1 goze carpmaktadir. Yapilan calismada elde edilene benzer olarak
gosterilecek bir caligsma ise; Yin vd. (2015) tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada, organik
giibre uygulamasinin, nirK denitrifikasyon bakteri topluluk yapisina net bir etkisinin
oldugunu, ancak inorganik giibrelemenin ayirt edilebilir bir etkisinin olmadigini
gostermistir.

Aerobik denitrifikasyon islemini yapan bakteri gruplarindan biri Paracoccus
tirleridir. Calismamiz kapsaminda Paracoccus ile benzerlik gosteren nirK klonlari elde
edilmis olup bunlarin zaman ve uygulamaya bagh olarak degisebilecegi goriilmiistiir.
Birinci donem normal toprakta kontrol, vermikompost ve kimyasal giibre
uygulamalarindan elde edilen bazi klonlar Paracoccus ile ¢ok belirgin bir grup
olusturmus iken birinci donem rizosfer topragi ve ikinci donem hem normal hem rizosfer
topraginda sadece ciftlik giibresinden elde edilen klonlar Paracoccus ile gruplagmistir.
Dikkat ¢eken diger bir bakteri grubu ise denitrifikasyon yapabilen AOB tiirleridir.
Denitrifikasyon kabiliyetinin betaproteobacteria grubuna iiye AOB tiirleri arasinda
yaygin bir 6zellik oldugu diisiiniilmektedir (Baggs 2011). Caligmamiz kapsaminda birinci
donem normal toprakta ¢iftlik giibresi uygulamasindan elde edilen bazi klonlar ve birinci
donem rizosfer topraginda sadece vermikompost uygulamasina ait bir klon AOB
gruplariin i¢inde yer alan Nitrosospira ile benzerlik gostermis ve filogenetik agaclarda
birlikte yer almislardir. ikinci dénem de ise bu bakteriye benzerlik gdsteren herhangi bir
klon tespit edilememistir. Bu durum, bu bakteri gruplarinin da zaman igerisinde
uygulamaya bagli olarak toprakta degisebildigini gdstermektedir. Toplam 140 nirK gen
dizisi ile yapilan bu ¢alismada nirK denitrifikasyon bakterilerinin Hyphomicrobiales
gruplar1 basta olmak tizere Burkholderiales, Rhodobacterales ve Nitrosomonadales gibi
bir¢ok grup ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Fakat Yin vd. (2015) yaptig1 calismada
nirK gen gruplarinin ¢cogunlukla Rhizobiales ile iliskili oldugunu rapor etmistir. Genel
olarak bakildiginda klonlarin en ¢ok gruplastigi taksonomik grubun alphaproteobacteria
oldugu bunun yani sira betaproteobacteria ve gammaproteobacteria gruplari ile de grup
olusturduklar1 anlagilmistir. Bu calismay1 destekler nitelikte Tang vd. (2023) nirK tipi
denitrifikasyon bakterilerinde, baskin bakteri sinifinin %9.3 ila %75.1 arasinda degisen
oranlarda alphaproteobacteria oldugunu tespit etmislerdir. Yin vd. (2015) tarafindan
rapor edilen sonuglar da bunu destekler niteliktedir. Bu calisma ile denitrifikasyon
kabiliyetine sahip bakterilerin nitrifikasyon yapan bakterilerden daha fazla ¢eside sahip
oldugu da tespit edilmistir. Sonuglarimiz denitrifikasyon bakterilerinin taksonomik olarak
cok cesitli oldugunu belirten caligmalarla uyumluluk géstermektedir (Knowles vd. 1982;
Tiedje vd. 1988; Zumft vd. 1997).
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NirK geni ile toprakta olgiilen parametreler arasindaki iliskilere bakildiginda,
ikinci donem normal topraga ait korelasyon tablosunda (Cizelge 4.13) nitrifikasyon
aktivitesinin nirK ile aralarinda pozitif korelasyon oldugu goriilmiistiir. Topragin ikinci
donem Ornegi olmasi, nitrifikasyon aktivitesi sonucu olusan nitratin, denitrifikasyon icin
pozitif etki yapmasinda etkili olmus olabilir. Cizelge 4.13.’de amonyum ve nirK arasinda
pozitif iliski olusmustur. Topragin ikinci doneminde amonyum oksidasyonunun ara tiriinii
olan asitin pH’1 diisiirmesi ile nitrifikasyonun durmus olabilecegi ve amonyumun
birikebilecegi diisiiniilmiistiir. Nitrifikasyonun durmasi ile denitrifikasyonun artmis
olabilecegi diislinlilmustiir. Fakat birinci donem rizosfer topragina ait korelasyon
tablosunda (Cizelge 4.14) aralarinda negatif bir korelasyon oldugu goriilmiistiir. Bunun
yani sira NOs™ ile nirK arasinda tim topraklar ve donemlerde negatif korelasyon
goriilmistiir. Azot ile nirK arasinda ise yalnizca ikinci donemde negatif korelasyon
goriilmiistiir. Buna benzer bir sonucu, Chun vd. (2023) nirS ve nirK gen bolluklari, nitrat
rediiktaz aktivitesi ve NHa" ile pozitif korelasyona sahipken, N konsantrasyonu ve NO3
konsantrasyonu ile negatif korelasyona sahip oldugunu rapor etmislerdir. Ikinci donem
rizosfer topragina ait korelasyon tablosuna (Cizelge 4.15) bakildiginda ise amoA ve nirK
arasinda pozitif korelasyon olustugu tespit edilmistir. ikinci donem rizosfer topraginda
zamana baglh olarak nitrifikasyon sonucu olusan fiiriinlerin denitrifikasyon i¢in yarar
saglamasi ile pozitif iliski olabilecegi diistinlilmiistiir. Fakat denitrifikasyon bakterilerinin
nirK ile aralarinda istatistiksel olarak 6nemli derecede negatif iliski olmasi1 diisiinmemize
sebep olmustur. Ortamda oksijen varliginin olmast da buna sebep olmus ve
denitrifikasyon  bakterilerinin  engellenmesine sebep olmus olabilir.  Fakat
denitrifikasyonu sadece denitrifikasyon bakterilerinin yapmadigin1  destekleyen
calismalarin olmasi sebebi ile buna O6rnek olarak verilebilecek bir ¢alisma mevcuttur ve
denitrifikasyon kabiliyetinin betaproteobacteria grubuna iiye AOB tiirleri arasinda yaygin
bir 0Ozellik oldugu distiniilmektedir (Baggs 2011). Ayn1 zamanda oksijenli
denitrifikasyon yapan Paracoccus tiirliniinde toprakta var oldugu bilindiginden bu sonug
normal bulunmustur. Ayni tabloda N ile aralarinda pozitif korelasyon oldugu
goriilmiistiir. Genel olarak tim donemlere ve topraklara bakildiginda P ve nirK gen
cesitliligi arasinda istatistiksel olarak onemli korelasyon olmadigi tespit edilmistir.
Fosforun mikroorganizmalar i¢in hayati bir bilesen oldugu g6z oniine alindiginda He vd.
(2008), Yin vd. (2012) Battard vd. (2010) yaptiklar1 ¢alismalarda da ayni sonucu
bulmuslardir. Bunu destekler nitelikte Enwall vd. (2010), O vd. (2008) Fosfor ile
nirK denitrifikasyon bakteri toplulugu arasinda pozitif bir iliski bulmuslardir.
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6. SONUCLAR

Yapilan molekiiler analizler sonunda elde edilen filogenetik veriler, amoA ve nirK
genleri baglaminda, amonyum okside eden bakteri ve denitrifikasyon bakteri topluluk
yapisinda zaman ve uygulamalara bagli olarak degisimler oldugunu gdstermistir.
Ozellikle amonyum okside eden bakterilere ait degisimler filogenetik agag iizerinde daha
rahatlikla izlenebilmistir. Bununla birlikte, bu ¢aligmaya ait topraklarda Nitrosospira alt
grup 3 in baskin oldugu ve uygulamalar sonunda olusan degisimlerin de genel olarak bu
grup icinde oldugu goriilmiistiir. Ayrica ¢iftlik glibresi ve vermikompost giibresinin genel
olarak benzer gruplarla dallandigi ve bu giibrelerin amoAd igeren AOB c¢esitliligini
arttirdigr goriilmiistiir. Organik giibre uygulamalarinin Nitrosomonas gruplart ile
dallanmalar1 diger uygulamadan farklt AOB gruplarini topraga sunduklarini ve cesitliligi
arttirdiklar1  tespit edilmistir. Kimyasal giibre uygulamasinin, organik giibre
uygulamalarina gore ¢esitlilige etkisinin daha az oldugu goriilmiistiir. Elde edilen amoA
klonlariin genellikle betaproteobacteria ve gammaproteobacteria gruplarindan olmasi
yapilan diger caligmalarla uyumlu bulunmustur. Ayrica, aerobik denitrifikasyon
yapabilen bakterilere ve denitrifikasyon yapabilen amonyum okside eden bakterilere
benzer klonlarin tespit edilip bunlarin degisimlerinin izlenebilmesi de dnemlidir. Bu
calismaya ait topraklarda denitrifikasyondan sorumlu bakterilerin genelde alt grup 1
oldugu belirlenmistir. Ayrica organik giibre uygulanan topraklardan elde edilen bazi klon
dizilerinin AOB grubu Nitrosospira bakteri sekanslarina benzer oldugu tespit edilmistir.
Genelde amonyum oksidasyonundan sorumlu betaproteobacteria  grubunun,
denitrifikasyondan sorumlu nirK geni igeren klonlarla da benzer dizilere sahip oldugu
goriilmiistiir. Vermikompost giibresinden elde edilen klonlarin farkli gruplari igermesi,
bu giibrenin toprakta bakteri ¢esitliligine 6nemli katkilar saglayabilecegini gostermistir.
Ayrica bu ¢alisma kapsaminda Paracoccus ile benzerlik gosteren nirK klonlar1 elde
edilmis olup bunlarin zaman ve uygulamaya bagli olarak degisebilecegi goriilmiistiir.
Elde edilen filogenetik veriler bilimsel literatiirde daha once yapilmis c¢alismalarla
uyumluluk gostermistir. Bununla birlikte, bu degisimlerin, ¢calisma kapsaminda takip
edilen diger biyolojik ve kimyasal parametrelerle iliskisi tam acik olmamistir. Ancak,
donemlere gore farklilik gostermekle birlikte amonyum okside eden bakteri
popiilasyonunun nitrifikasyon bakteri sayisi ve toplam N ile olumlu etkilesim iginde
oldugu, denitrifikasyon bakteri popiilasyonun ise nitrifikasyon aktivitesi, amonyum ve
toplam N ile olumlu etkilesim i¢inde oldugu sdylenebilir. Ayrica amoA genleri iizerinde
pH’ 1n etkili oldugu da goriilmiistiir. Yapilan bu ¢aligmada elde edilen en 6nemli sonug
organik giibrelerin 6zellikle vermikompost giibresinin topluluk yapist ve ¢esitliligine
onemli etkileri oldugudur.
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8. EKLER

EKk. 1 Her toprak 6rneginden elde edilen amoA klonlarina ait rarefaksiyon analiz sonuglari
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EKk. 2 Her toprak 6rneginden elde edilen nirK klonlarina ait rarefaksiyon analiz sonuglari
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