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OZET

VAN GOLU HAVZASINDAKI BAZI YABANI MERCIMEK VE NOHUT BIiTKi KOK
NODULLERINDEN RHiZOBiUM BAKTERILERININ iZOLASYONU ve
KARAKTERIZASYONU

Miisliim YILDIZ
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani:Prof. Dr Ekrem ATALAN
Ekim, 2007, 78 Sayfa

Bu calismada, Van Go6lii Havzasinda dogal yayilis gosteren yabani mercimek (Lens
orientalis) ve nohut (Cicer anatolicum) bitki kok nodiillerinden Rhizobium suslari izole edildi
ve karakterizasyonu yapildi. Peryodik araliklarla yapilan arazi calismalarinda toplanan
bitkilerin nodiillerden izole edilen 44 Rhizobial susun numerik siniflandirilmas igin toplam 54
farkli fenotipik test uygulandi. Test verileri bilgisayar yardimi ile analiz edildi ve olusan
dendogram iizerinde izolatlar 7 gruba ayrildi. Bu gruplar temsilen segilen toplam 12 sus ve
mercimek1045 ile nohut522 referans olmak {izere molekiiler karakterizasyonu yapildi.
Rhizobium test suslarmmin genomik DNA izolasyonu yapildiktan sonra RAPD-PCR
caligmalar1 yapildi. Bu analiz i¢in 10 mer OPAB primerleri kullanildi. OBAP-7 primeri ile
yapilan PCR calismasinda 8 Rhizobium susun Nohut522 referans sus ile ayni oldugu tesbit
edildi. Ayrica OPAB-11 primeri ile sadece 1 mercimek bitki kok nodiiliinden izole izolat tek
band olusturdu. Diger suslar herhangi bir primer ile band olusturamadi. RAPD-PCR yontemi
Rhizobium izolatlarin karakterisazyonunda farkli bitki zolatlarin1 ayirmistir. Buna ek olarak
RFLP analizi i¢in 16S rDNA PCR ile gogaltildiktan sonra Hindlll, Bsp1431, BamHI ve
Haelll restriksiyon enzimleri ile muamele edildi. DNA kesimi olmadigindan RFLP analizi

yapilamadi.

Anahtar kelimeler: Rhizobium, Mercimek, Nohut, Izolasyon, RAPD, RFLP



ABSTRACT

CHARACTERISATION OF RHIZOBIUM STRAINS WILD CHICKPEA AND
LENTIL FROM VAN PROVINCE

YILDIZ Miislim
Msc, Biological Science
Supervisor. Prof. Dr. Ekrem ATALAN
October 2007, 78 Pages

In this study, Rhizobial strains were isolated from wild checpea (Cicer anatolicum)
and wild lentil (Lens orientalis) that are grain an Van lake basin and characterised. Total 54
phenetic character were tested for numeric taxonomy of 44 Rhizobium strains that were
isolated from root nodulaes of plants that collected peridiocally during field trips. Data of
tests were analyzed by aid of computer and test strains were assigned 7 group on dendogram.
An 14 representative strains from these groups were selected and moleculer characterisation
were carried out after genomic DNA extraction. For this aim, 10 mer OPAB primers were
used. 8 Rhizobial test strains plus checkpea 1045 strains were amplified with OPAB-7 primer
given only one DNA band. These 8 test strains are same wieh nohut522 were given one DNA
band. No DNA band were amplifed from other test strains, in case of uses other OPAB
primers.

Rhizobial test strains were isolated from different plant nodules separated by RAPD-
PCR technigete. In addition, 16S rDNA’s were amplified and digested with HindIII, Bsp1431,

BamHI ve Haelll . RFLP analysis were not carried an owing to undigestion of DNA bands.

Key words: Rhizobium, Characterisation, Isolation, RAPD
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ONSOZ

Azot fiksasyonu canli sistemleri i¢in vazgeg¢ilmez bir islemdir. Dogada azot’un tespiti
kimyasal ve biyolojik olmak tizere iki sekilde gerceklesir. Biyolojik azot tespitinde gorev alan
mikroorganizmalardan baklagil bitkilerin kdk nodiillerinde simbiyotik olarak yasayan
Rhizobiumlar havanin serbest azotunu (N;) canlilarin kullanabilecegi amonyum (NH4)
formuna doniistiiriirler. Simbiyotik azot tespitini gergeklestiren Rhizobialarin taksonomisi son
donemlerde hizla de§ismektedir. Daha once tek bir cins altinda toplanan rhizobial izolatlar
biigiin 4 ayri cins ile temsil edilmektedir. Bu ¢alismamizda yabani mercimek (Lens orientalis)
ve yabani nohut (Cicer anatolicum) bitkilerinin kok nodiillerinden izole edilen Rhizobium
suslarin fenotipik karakterlerine dayali olarak MINITAB 14 istatistik programi ile suslarin
benzerlik diizeyine bagli olarak Numerik taksonomisi yapildi. numerik taksonomi sonuglarina
gore olusan gruplardan temsilci olarak secilen strainlerin genomik DNA izolasyonu yapilarak
suslar RAPD-PCR ve 16S rDNA-RFLP analizlerine tabii tutuldu.

Bu c¢alismam siiresince molekiiler biyolojik yontemlerin uygulanmasinda ve fenotipik
test calismalrinda sonuglardan emin olmak igin testleri en az iki kez tekrarlamak zorunda
kaldim. Ozellikle yabani mercimek ve nohut bitki izolatlarmin genomik DNA ekstraksiyonu
sirasinda Rhizobium spp. tiirlerinin dis ¢eperlerinde bulunan lipopolisakkaritlerin yapilar
nedeniyle saf genomik DNA izolasyonunu zorlagtirdi. Genomik DNA’nin RAPD analizi
sirasinda yabani mercimek ve nohut izolatlarna OPAB primerlerinin uygun olmamasi
nedeniyle RAPD-PZR analizi icin yeterli sayida DNA bandi olugsmadi. Ayn1 sekilde RFLP
analizi i¢in PZR ile ¢ogaltigimiz 16S rDNA retriksiyon enzimleri ile kesilmediginden
benzerlik diizeylerine gore analiz edilemedi.

Bu calismamda benden her tiirlii yardimini esirgemeyen degerli hocam Prof.Dr Ekrem
ATALAN’a oncelikle tesekkiir ederim. Calismam sirasinda Devlet Planlama Teskilati
tarafindan desteklenen ve Dog¢.Dr Murat ERMAN vyiiriitiiciiliigiinde devam eden projeden
saglanan kimyasal ve sarf malzemeler i¢in Devlet Planlama Teskilati’na, Biyoloji Boliim
Bagkanligi’'na ve degerli o6gretim gorevlilerine fikirlerinden ve yardimlarindan dolay1
tesekkiirii bor¢ bilirim. Ayrica Laboratuar calismalarinda benden yardimini esirgemeyen
Aras.Gorv. Kerem Ozdemir ve Aras. Gérv. M.Emre EREZ’e, arkadasim Zeynel Abidin

AKKUS’a ve aileme maddi ve manevi yardimlarindan dolay1 tesekkiir ederim.

Miisliim YILDIZ
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1. GIRIS ve LITERATUR BILDIiRISLERI

Diinya niifusunun hlizla artmasi sonucu protein iceren besin kaynaklarina daha c¢ok
ihtiya¢ duyulmaktadir. Artan niifusun besin ihtiyacin1 karsilamak icin alternatif besin
kaynaklarinin tiiketimi tesvik edilmektedir. Zengin protein kaynagina sahip baklagil bitkileri
bunlardan biridir. Azotca fakir topraklarda yetisen baklagil bitkilerinin verimliligi artirmak
icin topraga Rhizobium asilamas1 yapilmaktadir.

19. yy sonlarinda balagil bitkileirn kok nodiilleri araciligiyla havadaki azotun tespit
edildigini farkina varildi. Beijerinck (1888)’de kok nodiilleriyle bakteriler arasinda bir tiir
simbiyotik yasam oldugunu bildirdi. Bu birliktelikte bakterilerin azot tespit isleminden
sorumlu oldugunu ve bu bakterileri Bacillus radiocola olarak isimlendir. Daha sonra Frank
(1889) bu bakterilerin isimlerini degistirerek Rhizobium olarak adlandirdi. Orijinal ilk tiir ismi
olarak Rhizobium legiiminasarum ismini verdi.

20. yy baslarinda farkli bakteriler ile ¢esitli koank bitkiler iizerindeki yogun ¢alismalar
capraz inokiilasyon gruplarin varligini ortaya koydu. Bu tanima gore bir bakteri tiirii capraz
inokiilasyon grubu igerisindeki diger biitiin baklagil bitkilerinde nodiil meydana getirebilirdi
(Fred ve ark., 1932). Bu goriis Rhizobium taksonomisinde uzun bir siire kullanildi. Ancak
daha sonra capraz bitki gruplar arasindaki enfeksiyonlardan dolay1 bu tiir bir siniflandirmanin
taksonomik marker olarak kullanilmasinin giivensiz oldugu gerekgesiyle terk edildi (Graham,
1964). 1960’in baslarinda Bakteriologlar numerik taksonomik c¢alismalarda DNA
karakteristikleri ve serolojinin yani sira ¢esitli metabolik , besinsel ve morfolojik karakterler
kullanmaya basladi (Graham, 1964; Vincent, 1970).

Bu bilgiler Rhizobium ve Agrobacterium cinslerinin birbirlerinden farkli oldugunu hizl
ve yavas biiyiiyen rhizobialar arasinda daha agik bir farkliligin olusmasini sagladi (Graham,
1964). Sonugta Bradyrhizobium cinsi ayri bir cins olarak siniflandirmada yer aldi (Jordan,
1982). 1980°’den sonra genetik karakterlerin (DNA-DNA ve DNA-rDNA hibridizasyonu,
rRNA kataloglari, rDNA sekans analizi v.b) calisilmasiyla rhizobialar arasinda ve onlarin
diger bakteri gruplar1 arasindaki iliskileri kesfedildi. Bu c¢aligmalarin dogrultusunda
rhizobialarin tiir sayilar1 artti. Biigiin rhizobialar 55 tiir ile temsil edilmektedir (Cizelge 1.2).
Bu artisin tiir ve cins seviyesinde iki temel nedeni vardir; Bircok farkli baklagil bitkisinin
calisilmasi ki bu baklagil bitkilerin ¢ogu gida ve mera baklagilleridir. Rhizobial tiirlerin
sayisinin artmasinin diger bir nedeni ise taksonomik arastirmalarin yenilenmesi, hiicre DNA

ve RNA’sindaki ¢alismalarinda kullanilan metotlarin gelismesi filogenetik ve polifazik



siniflandirmada daha detayli sonuclarin elde edilmesini sagladi. Su anda total bakteriyel
genom sayisinin artisi mevcut tlirlerle beraber daha da artmaktadir. Bu durum siiphesiz
bakteriyel siniflandirma iizerinde biiyiik etki yapmaktadir.

Rhizobiaceae familyasinda Mesorhizobium cinsi biitiin 10 tiir ile temsil edilmektedir
(Cizelge 1.2). Bu tiirler Rhizobium, Agrobacterium ve Sinorhizobium (Ensifer) cinsleri dahil
bliyiik filogenetik gruplardan farkli ancak filogenetik olarak onlarla iligkilidir (Jarvis ve ark.,
1997). cinsi tiirleri hizli ve yavas biiyliyen tiirler arasinda orta derecede bir biiyiimeyle
Mesorhizobium karakterize edilir. 16s rDNA sekans analizi verilerine dayali olarak
Mesorhizbium cinsi, Pseudominobacter, Aminobacter, Phyllobacterium, Aquamicrobium ve
Bartonella gibi hizl1 biiyiiyen rhizobilardan ayrilir.

Rhizobium’lar toprak bakterisi olup baklagil bitkilerin sagak kokleri {izerinde bulunan
nodiil olusumunu saglayan bakterilerdir. Etkili nodiillerde bakteriler atmosferdeki serbest azot
(N2) gazin1 amonyum (NHy) formuna ¢evirirler (O’Gara ve Sahanmugam, 1976). Amonyum,
bitkiler tarafindan yetersiz besin durumunda topraktan alinir. Buna karsilik Rhizobium’lar,
nodiil yapisinin i¢inde bulunur ve bitkinin besin ihtiyacinmi karsilarlar (Van Rhijin ve
Vanderleyden, 1995). Etkisiz nodiillerde azot tespiti yoktur ancak Rhizobium’lar bitkilerin
azot ihtiyacini karsilarlar. Ancak bu durumda da Rhizobia’lar parasitik olarak diisiiniilebilir
(Denison ve Kiers, 2004).

Simbiyotik azot tespiti iliskisi, meralarin yetismesi ve zirai Uiriinlerin verimini artirmak
icin topraga giibre ilavesi yapilmadan kullanilmaktadir. Bundan dolay1r bu alandaki
aragtirmalarin ¢ogu zirai 6neme sahip baklagilleri tespit etmek ve otlaklar ile zirai 6neme
sahip baklagillerin verimini artirmaya yoneliktir. Dogada ekolojik 6neme sahip bitkilerle ilgili
daha fazla ¢calismanin yapilmasi gerekmektedir (Boring ve ark. 1998).

Diinyada yaklasik olarak 17.000-19.000 baklagil tiirii bulunmaktadir (Martinez Romero
ve Cabellero Mellado, 1996). Bu baklagil tiirlerin hepsinde Rhizobium bakterileri nodiil
olusturdugu halde, bunlarin sadece kiigiik bir oraninda simbiyotik Rhizobial iliskinin tespiti
yapilabilmistir. Bugiin Rhizobial tiirler 12 cins igerisinde 55 tiir ile temsil edilmektedir
(Cizelge 1.2). Bu cinslerin igerisinde Rhizobium (“Rhizo” Latince bir kelime olup, kokte
yasayan anlamina gelir) cinsi en yiiksek sayida bulunmaktadir. Rhizobium cinsinin disinda
Bradyrhizobium, Mesorhizobium ve Ensifer (Sinorhizobium) diger cinsleridir.

Su anda bilinen Rhizobialar, Proteobacteria subesinin alfa-Proteobacteria sinifinda olup
bu sinif icerisinde Rhizobiales takiminin i¢inde 6 Rhizobial familya ile temsil edilmektedir

(Cizelge 1.1., Garrity ve ark., 2004).



Cizelge 1.1. Rhizobial Bakterilerin Filogenetik Siiflandirilmalari

Rhizobiales

Rhizobiaceae
Rhizobium
Ensifer (Sinorhizobium)
Mesorhizobium

Brucellaceae
Ochrobactrum

Phyllobacteriaceae
Phyllobacterium
Mesorhizobium

Bradyrhizobiaceae
Bradyrhizobium

Hyphomicrobiaceae
Azorhizobium
Devosia

Methylobacteriaceae
Methylobacterium

Ayrica yukarida verilen Rhizobia’larin disinda B-Proteobacteria sinifinda ise 2
familya igerisinde 3 rhizobial cins bulunmaktadir. Bu rhizobial tiirler asagida listelenmistir
(Garrity ve ark., 2004).

Burkholderiales
Burkholderiaceae
Burkholderia
Cupriavidus
Oxalobacteraceae

Herbaspirillum

Proteobacteria subesinin y-proteobacteria smifindaki bazi tiirler baklagil
bitkilerinde nodiil olusturmasina ragmen, bu sinif igerisinde yer alan diger bazi tiirler nodiil
olusturamamaktadir (Benhizia ve ark., 2004). Su anda bilinen Rhizobial tiirler Cizelge 1.2°de
listelenmistir. Ancak Rhizobialarin mevcut sistematigi her gegen giin hizla degismektedir.

Bu rhizobial cinslerdeki mevcut tiirlerin bir ¢ogunun nodul olustuma bigimi heniiz
incelenmemistir.  Bu  ylizden Rhizobium’larin  fonksiyonel tanimlamalar1  heniiz
tamamlanamigtir. Bu tiirlerin bir ¢ogu eskiden Agrobacterium olarak biliniyordu (R.
larrymoore; R. rubi, R. vitis gibi tiirler; Young, 2004). Bununla birlikte eskiden
Agrobacterium olarak siniflandirilmig tiirlerin nodulasyon yetenekleri son donemlerde
kanitlanmistir. Ornegin R .radiobacter tiirii Phaseolus vulgaris, Campylotropis ve Cassia

spp. baklagil tiirlerinde nodiil olusturdugu tespit edilmistir (Han ve ark, 2005). Wisteria



Cizelge 1.2: Rhizobial Tiirlerin listesi

Binominal isim Referans

Rhizobium daejeonense Quan ve ark., 2005

Rhizobium etli Segovia ve ark., 1993

Rhizobium galegae Lindstrom, 1989

Rhizobium gallicum Amarger ve ark., 1997

Rhizobium giardinii Amarger ve ark., 1997

Rhizobium hainanense Chen ve ark., 1997

Rhizobium huautlense Wang ve ark., 1998

Rhizobium indigoferae Wei ve ark., 2002

Rhizobium leguminosarum® (Frank, 1879) Frank, 1889

Rhizobium loessense Wei ve ark., 2003

Rhizobium mongolense van Berkum ve ark., 1998

Rhizobium sullae Squartini ve ark., 2002

Rhizobium tropici Martinez-Romero ve ark., 1991
Rhizobium undicola (de Lajudie ve ark., 1998a) Young ve ark., 2001
Rhizobium yanglingense Tan ve ark., 2001

Ensifer (Sinorhizobium) abri Ogasawara ve ark., 2003

Ensifer adhaerens (Wang ve ark., 2002) Young, 2003
Ensifer (Sinorhizobium) americanum Toledo ve ark., 2003

Ensifer arboris (Nick ve ark., 1999) Young, 2003
Ensifer fredii” (Scholla ve ark., 1984) Young, 2003
Ensifer (Sinorhizobium) indiaense Ogasawara ve ark., 2003

Ensifer kostiensis (Nick ve ark., 1999) Young, 2003
Ensifer kummerowiae (Wei ve ark., 2002) Young, 2003
Ensifer medicae (Rome ve ark., 1996) Young, 2003
Ensifer meliloti (Dangeard, 1926) Young, 2003

Ensifer saheli (de Lajudie ve ark., 1994) Young, 2003
Ensifer terangae (de Lajudie ve ark., 1994) Young, 2003
Ensifer xinjiangense (Chen ve ark., 1988) Young, 2003
Mesorhizobium amorphae Wang ve ark., 1999

Mesorhizobium chacoense Velazquez ve ark., 2001

Mesorhizobium ciceri (Nour ve ark., 1994) Jarvis ve ark., 1997
Mesorhizobium huakuii (Chen ve ark., 1991) Jarvis ve ark., 1997
Mesorhizobium loti' (Jarvis ve ark., 1982) Jarvis ve ark., 1997
Mesorhizobium mediterraneum (Nour ve ark., 1995) Jarvis ve ark., 1997
Mesorhizobium plurifarium de Lajudie ve ark., 1998b
Mesorhizobium septentrionale Gao ve ark., 2004

Mesorhizobium temperatum Gao ve ark., 2004

Mesorhizobium tianshanense (Chen ve ark., 1995) Jarvis ve ark., 1997
Bradyrhizobium canariense Vinuesa ve ark., 2005

Bradyrhizobium elkanii Kuykendall ve ark., 1993
Bradyrhizobium japonicum® (Kirchner, 1896) Jordan, 1982
Bradyrhizobium liaoningense Xu ve ark., 1995

Bradyrhizobium yuanmingense Yao ve ark., 2002

Burkholderia caribensis Vandamme ve ark., 2002

Burkholderia cepacia Vandamme ve ark., 2002

Burkholderia phymatum Vandamme ve ark., 2002

Burkholderia tuberum Vandamme ve ark., 2002

Azorhizobium caulinodans’ Dreyfus ve ark., 1988

Azorhizobium doebereinerae de Souza Moreira ve ark., 2006
Cupriavidus taiwanensis (Chen ve ark., 2001) Vandamme and Coenye, 2004
Devosia neptuniae Rivas ve ark., 2003

Herbaspirillum lusitanum Valverde ve ark., 2003

Phyllobacterium trifolii Valverde ve ark., 2003
Methylobacterium nodulans Jourand ve ark., 2004

Ochrobactrum lupini Trujillo ve ark., 2005

T: Tip tiir; a: Parantez igerisinde belirtilen orijinal yayin, Paranetezden sonraki ise en son siniflandirmay1 yapan

aragtirmaci.



sinensis (Lui ve ark., 2005) bitkisinde nodiil olusturan ve Sym plasmidi i¢ceren R. rhizognes
strainleri ayn1 zamanda fasulye bitkisinde de hem nodiil hemde tiimor olusturduklarini tespit
etmislerdir (Valaguez ve ark., 2005).

Jordan (1982)’e gore nohut bitkisinde nodiil olusturan rhizobial bakteriler Rhizobium
ciceri olarak isimlendirilmistir. Ancak, Nour ve arkadaslariin (1994) yaptigi taksonomik
calismalar neticesinde R. ciceri tiirli yeni bir cins olarak kabul edilen Mesorhizobium cinsine
dahil edilmistir. Daha sonra Jarvis ve arkadaslarinin (1997) yaptiklar1 ¢alisma daha onceleri
Rhizobium cinsine dahil olan R. ciceri tiiriinii Mesorhizobium ciceri olarak Rhizobiaceae
familyasinda siniflandirilmstir.

Nodiil olusturan strainleri temsilcileri genellikle ayni cins i¢inde siniflandirilmasina
ragmen gercekte nodulasyon yeteneginden yoksun strainlerde goriiniislerne gore ayni cins
icinde dahil edilmislerdir. Ornegin Bradyrhizobium betae, pancar bitikisinde tiimor olusturur.
Ancak bu tiiriin azot tespit edemedigi belirtilmistir. (Weir, 2006)

Mesorhizobium thiogangeticum, siilfiir okside eden bir bakteri tiiriidiir. Ancak bu bakteri
turti Cicer arietinum, Pisum sativum ve Clitoria ternatea baklagillerinde test edildiginde
nodiil olusturmadigi belirlenmistir (Ghosh ve Roy, 2006). Ayrica Mesorhizobium ve diger
cinslerde simbiyotik olmayan strainlerde vardir. Bu tiir strainler simbiyosis genlerini
kazanarak nodiil olusturabilirler (Sullivan ve ark., 1995).

Sinorhizobium cinsi son donemlerde DNA sekanslarinin benzerligine dayali olarak
Ensifer adi altinda tekrar siniflandirildi (Young, 2003). Ensifer adhaenes bir toprak bakterisi
olup diger bakterilere baglanarak hiicre par¢alanmasina neden olabilir. E.adhaerens yabani tip
bakteri olmasina ragmen ne Leucena leucocephala nede Phaseolus vulgaris’te nodiil
olusturabilmektedir. Ancak E. adhaenes tiiriine R. tropici’den simbiyotik bir plasmid transfer

edildiginde diger Rhizobilar gibi nodiil yetenegi kazanir (Rogel ve ark., 2001).

1.1 Rhizobium’larin izolasyonu ve Ekolojisi

Rhizobium’lar baklagil bitkilerinin koklerinde simbiyotik bir iligki kuran ve toprakta
yaygin tipik azot tespit eden bakterilerdir. Baklagiller; tohum zarfinda tohum iireten otsu veya
odunsu bitkilerdir. Bu tiir baklagiller; bezelye (Pisum sativum), yer fistig1 (Arachis hypogea),
fasulye (Phaseolus vulgaris), yonca (Medicago sativa), Ucgiil (Trifollium spp.), Akasya
(Robinia pseudoacacia), aci bakla (Lupinus spp.), Soya fasulyesi (Glycine max) gibi

bitkilerdir. Bakteri ve baklagil bitkisi arasindaki bu iliski mutualistik bir yasam tarzidir. Yani



bu birliktelikten hem mikroorganizma hemde bitki fayda saglar. Bitkinin kok hiicreleri bakteri
icin besin ve karbonhidrat saglar. Buna karsilik bakteri de bitki i¢in gerekli olan azotu,
amonyak formunda bitkiye saglar. Rhizobium spesifik konak bitkisinde nodiil meydana
getirir. Bagka bir deyisle Rhizobium cinsinin bir tiirii sadece belirli bir tiir baklagil bitkisinde
nodiil olusturabilir. Baklagil bitkilerinin tohumlar1 topraga ekilmeden Once Rhizobia
strainleriyle asilanir. Clinkii topraga ekilecek baklagil bitkisiyle simbiyotik iliski kurabilecek
uygun Rhizobium tiirti bulunmayabilir.

Rhizobium cinsi iiyeleri genellikle toprakta bulunup baklagil bitkilerinin kdklerinde
nodiil olusturarak azot tespitini ger¢eklestirler. Rhizobium’larin konak bitkinin nodiillerinden
izole edilmesi kolaydir. Ancak Rhizobium’larin topraktan izolasyonu olduk¢a zordur
(Vincent, 1970). Rhizobilar rutin olarak bir¢ok bakteri i¢in kullanilan pepton ortaminda iyi
gelismezler ancak bitki orjinli ¢esitli kompleks ekstraktlar {izerinde iyi gelisirler.
Rhizobium’larin gelisimi i¢in en uygun ortam Yeast Mannitol (YM) ortamidir. Mannitol
cogunlukla karbon kaynagi olarak kullanilir. Mannitol igeren ortama g¢esitli kimyasal
maddeler ilave edilerek Rhizobium’larin gelisimleri ya artirilir ya da baskilanir. Standart
YM’e ortamina bromtymol mavisi eklendigi zaman Rhizobium’lar i¢in optimum pH ortami
belirlenir. Hizli biiyliyen Rhizobium’lar bu ortamda asit reaksiyon vererek ortamin rengini
sartya c¢evirirler. Yavas bliyliyen Rhizobium’lar ise bu ortamda alkali reaksiyon verirler
(Vincent, 1970). Rhizobium’larin teshisi i¢in kullanilan diger bir ortam ise kongo kirmizisi
iceren YM’e ortamidir. Rhizobium’lar genellikle bu ortamda kongo kirmizisini
absorblamazlar ve YM’e iizerinde beyaz, opak bazen de pembe renkli koloniler meydana
getirirler (Vincent, 1970). Standart YM’e ortamina; yeast ekstrakt, vitamin, inorganik azot
bilesikleri ve amino asitler eklenerek Rhizobium’larin gelisimleri saglanir.

Rhizobium’lar toprak bakterisi olup belirli baklagil konukg¢u bitkilerin kok ve dallart
tizerinde azot tespit eden, nodiil olusumunu indiikkleme yetenegindedir (Spaink ve ark., 1998).
Rhizobium tiirlerinin farklilasma siirecinde evrimsel a¢idan kendi konukgulariyla beraber
gelistikleri tahmin edilmektedir (Martinez-Romero ve Caballero-Mellado, 1996). Diinyada
yaygin olarak bulunan fasulyenin (Phaseolus vulgaris) orjini Amerika’dir. Bu bitki diinyanin
diger bolgelerine 16. asrin baslarinda transfer edilmistir. Su anda diinya ¢apinda énemli tahil
tirtinlerinden biridir (Gepts, 1990; Blipss, 1988). Rhizobium’larin bilinen 5 tiirti P. vulgaris
lizerinde nodiil olusturmaktadir. Meksika, Kolombiya, Arjantin, Ispanya ,Fransa, Avusturya,
Gambia, Tunus ve Tiirkiye’de R. etli bv. phaseoli tiirii yaygin olarak bulunur (Aguilar ve ark.,
1998; Diouf ve ark., 2000; Silva ve ark., 2003).



Rhizobium strainleri LegUminoceae familyasi iyelerinin  koklerinde nodiil
olusturulur(Dreyfus ve Dommergues 1981). Sesbania rastrata baklagil bitkisinin, kok ve
govde tizerindeki nodiillerden Rhizobium strainlerini izole etmislerdir. Nodiillerden Rhizobia
izolasyonu ve identifikasyonu kolay olarak yapilmakta, fakat topraktan Rhizobia izolasyonu
kolay degildir. Topraktan yapilacak Rhizobia izolasyonu i¢in uygun bitki inokiilasyon testleri
yapilmalidir. Ayrica arastiricilar Rhizobium’larin DNA’larinda  G+C igeriginin %57-65
olarak kaydetmislerdir.

Rhizobia’y1 biiyiime durumlarina gore Lohnis ve Hansen (1921)’de ilk olarak iki
gruba ayirmiglardir (Cizelge 1.3). Yonca, fasulye ve bezelyeden izole edilen Rhizobium’larin
YMA Kiiltiirlerinde  hizli biiyiidiigii goriilmiistiir. Bu gruba hizli biiyliyen grup adini
vermislerdir. Soya ve bakladan izole edilen Rhizobium’larin ise kiiltiirde tist gruplardakine
oranla 4 kat daha yavag biiyilidiiklerini tesbit etmislerdir. Bu gruba da yavas biiyiiyen grup
adin1 vermiglerdir. Durum bu iken genotipik ve fenotipik gesitlilikler ¢alisilarak bilinmeyen
tiim Ozelliklerin ortaya ¢ikarilmasi ve daha biiyiik gruplarin ortaya ¢ikarilmasina calisilmistir.
Rhizobium cinsi bakterileri nodiil olusturduklar1 bitkiye spesifik olup ayni Rhizobium tiirii

kendi ¢apraz grubunda bulunan bitkilerde de nodiil olusturabilir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3: Rhizobium Capraz Asilama Gruplar1 (Lohnis ve ark. 1921)

GRUP 1

Rhizobium legumiinosarum Bezelyeler (Pisum spp.) Bir ¢cok Vicia spp.
Mercimekler (Lens culinaris)’de nodiil olusturur.

Rhizobium phaseoli Fasiilyeler (Phaseolus vulgaris ve P. cocineus)’ nodiil

olusturur.

Rhizobium trifoli Uggiil (Trifolium subterraneum)’de nodiil olusturur.

Rhizobium meliloti Yonca (Medicago sativa) ve diger Medicago spp.

Cemenotu (Trigonella)’da nodiil olusturur.

GRUP 11

Rhizobium lupini Ac1 baklalar (Lupinus) ve Serradella (Ornithopus spp.)’de nodiil olusturur.

Rhizobium japonicum Soya fasulyesi (Glycin max)’de nodiil olusrurur.

Rhizobium spp Cowpea grubu ve cestili baklagil gruplar1 Orn. Vina spp. Beanut, Lima

Norris (1965) asit tireten 717 Rhizobium straini ile yaptigi caligma sonunda antik
simbiyontlarin alkali iireten yavag biiyliyenleri mevcut oldugunu belirtmislerdir. Ayrica yavas
biiytiyen Rhizobium’larin tropikal baklagillerde yaygin olarak bulunma hipotezini ileri
stirmiistiir. ~ Yavas biiyiiyenlerin nispeten se¢ici olmalar1 son zamanlarda yapilan

calismalarla ortaya konuldu. Hizli ve yavas biiyiiyen Rhizobium’larin temel biyokimyasal



yollar benzerken tercih edilen biyokimyasal yollar farkli olabilir. Bununla birlikte
mikroorganizmalarin metabolizmasi ile ilgili ¢alismalarin bir ya da birka¢ Rhizobium cinsi
tizerinde yapilmistir (Elkan ve Kuykendall, 1981). Hennecke ve arkadaslar1 (1985) hizli ve
yavas bilyliyen Rhizobium’larda 16S RNA katalog caligmalarinda meydana gelen gruplarin
gercekten farkli genetik gruplart igerdigini ve RNA’nin benzerlik katsayisinin (Sag) 0,53
oldugunu tespit etmislerdir. Boylece genetik analiz sonucunda hizli ve yavag biiyliyen
Rhizobium’larin ¢ok farkli gruplara ayrildigini tespit etmislerdir.

Jordan’a (1982) goére karbonhidrat metabolizmasi, antibiotikten etkilenme, seroloji,
DNA hibridizasyonu, RNA analizleri, DNA baz oranlar1 6zellikle kullanilarak hizli-yavas
biiyiime gruplar1 kanmitlanmistir. Hizli ve yavas biiyiiyen Rhizobium’larin bazilar1 arasindaki
farklar1 esas alarak Uluslararas1 Agrobacterium ve Rhizobium alt komitesi yavag biiyiiyen
Rhizobium’lar1 Bradyrhizobium adi ile yeni bir cins olarak teklif etmistir (Jordan, 1982).
Boylece yavas biiyiiyen ve Rhizobium olarak isimlendirilen bakteriler Bergey’ Manuel of
Systematic Bacteriology adli kitapta Rhizobium ve Bradyrhizobium olmak tizere iki cins
olarak listelemistir: Rhizobium ( hizli biiyiiyen grup ) ve Bradyrhizobium ( yavas biiyiiyen
grup). Alt komite, boylece Norris’in (1965) hipotezini kabul etmistir. O, 1liman bdlge
baklagilleri ile simbiyotik iliski kuran ve asit iireten hizli biiyiiyen Rhizobium grubu igin; ata
kabul edilen tropikal baklagillerden izole edilen ve asit tiretmeyen Rhizobium’lar1 yavas
bliyliyen grup olarak tarif etmistir. Biiylime karakterlerini esas alarak geleneksel
Rhizobium’lar iki cinse ayrilmistir. Yavas biiyiiyen strainler soya fasulyesinde nodiil olusturan
olarak tanimlanmis ve B. japonicum tiiriinii iceren Bradyrhizobium cinsi igerisinde yer
almistir. Diger Bradyrhizobium’lar mevcut olmakla birlikte oOrnegin; yer fistig
Bradyrhizobium’u 9 tiir ya da biovar seviyesinde smiflandirilmamislardir. ilerde cinsi
icerecek bir takson teklif edilinceye kadar bunlar uygun konukgu bitki parantez icerisinde
verilerek tanimlamasi yapilmustir.

Hizl biiyiiyen Rhizobium’larin 5 tiirti (R. legiiminasarum, R. meliloti, R. loti, R. galegae
ve R. fredii) Rhizobium cinsi icerisinde yer almaktadir. Onceden R. phaseoli, R. trifolii ve R.
legiminosarum olarak tarif edilen tiirler R. legiiminosarum ile birlestirilmistir. R. fredii yeni
tiir olup ( Scholla ve Elkan, 1984) olagan olarak B. japonicum tarafindan nodiile edilen Cin
soya fasulyesinde etkili bir sekilde nodiil olusturan ve hizli biiyiiyen Rhizobium’lar igerir.

Rhizobium’un bu tiiri son zamanlarda Sinorhizobium fredii (Chen ve ark., 1988)
tiirtiniin tip strainini igeren Sinorhizobium cinsi olarak adlandirmistir. Bu yeni takson genelde
kabul edilmemesine ragmen onaylanmistir. Rhizobium taksonomisi gecis asamasindadir.

Molekiiler bilgiler ve teknikler arttikga siiphesiz mevcut Rhizobium siniflandiriimasinda



bircok kategorinin yeri degisecektir. Mevcut teshis tablosu izolatlarin genel olarak teshisinde
faydalidir. Bergey’s Manuel of Systematic Bacteriology yayimlandigindan beri Azorhizobium
(A. caolinodans) adli yeni bir cins tarif edilmistir ve resmi olarak tanimlanmistir ( Dreyfus ve.
ark., 1988). Bu bakteriler ilk defa Sesbania rastrata’nin dallarindaki nodiillerden elde
edilmistir hem fenotipik hemde genotipik acidan diger iki tiirden de farkli oldugu
bulunmustur. Bu tiir tropikal yer fistig1 baklagil bitkisinin dallarinin iizerindeki nodiillerde
yaygin olarak bulunmustur. Bu nodiiller genellikle kok ve dalin birlestigi yere yakin
bulunurlar (Dreyfuss ve ark., 1988). Sesbania rastrata’ nin iki Rhizobium tipi tarafindan
nodiil olusturdugu rapor edilmistir. Bu bakterilerden hizli biiyiliyen tipi Sesbania’nin sadece
koklerinde nodiil olustururken diger bir izolat grubu ise hem kék hem de dallarinda nodiil
olusturur. Bu organizmalarin diger tropikal baklagillerin hem koklerinde hem de dallarinda
nodiil olusturan Rhizobium’lardan farkli oldugunu bulmustur. Protein jel elektroforez, DNA-
DNA ve DNA-rRNA hibridizasyon sonuglar1 ve fenotipik karakterlerin numerik analizleri
esas aliarak bu cinsin su anda A. caulinodans oldugu ve geleneksel hizli yada yavas biiyliyen
Rhizobiumlardan farkli bir takson oldugu acik olarak ortaya g¢ikmustir. Azorhizobium,
Rhizobium ve Bradyrhizobium arasinda fenotipik farklar vardir. Boyce Thomson Arastirma
Enstitisii’nce son olarak yayimlanan raporunda fotosentetik bir Sesbania baklagil bitkisinin
dallar1  {izerinde bulunan nodiillerde bakteriler bulunmustur. Bu organizmalarin
Photorhizobium olarak ayrilmasi ve yaymlanmasi Onerilmistir. Bu bilgiler heniiz
yayimmlanmamigstir (Dreyfus ve ark., 1988).

Ulkemizde Rhizobium bakterilerinin izolasyonu, teshisi, nodiil olusturma ve azot
baglama potansiyelleri ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Giirbiizer (1980), Orta Anadolu
bolgesinde mercimek igin yiiksek azot tespit edebilen 9 Rhizobium susu izole etmistir. ipek
(1984), nohut bitkisi ile yaptig1 calismalarda karisik inokiilant uygulamasini, bitki agirligini
ve verimini arttirdigim tespit etmistir. Ucar ve Oner (1988), Afyon ilinin Sandikli ilgesinin
merkez koylerinde yetistirilen nohutlarin ¢iceklenme devresinde izole edilen nodiillerden 56
Rhizobium bakterisi izole etmistir. Gok (1993), tiggiil, soya, bakla ve fig bitkilerinden izole
ettigi toplam 29 adet Rhizobium ve Bradyrhizobium suslarinin karakterizasyonunu
yapmiglardir. Sarioglu ve arakadaglar1 (1993), Elazig yoresinde ekilen mercimek bitki kok
nodiillerinden Rhizobium bakterilerini izole etmis ve nodiil olusturma agisindan 11’1 etkili,
7’si orta ve 1 susun ise etkisiz oldugunu bulmustur. Ayhan (1995), Ankara Kazan ilgesinde
10 farkli toprak numunesinden Rhizobium bakterilerini izole etmis ve simbiyotik 6zelliklerini
incelemistir. Karadogan ve arkadaslari (1999) ise goller bolgesinde yetistirilen nohut

bitkilerinden 44 Rhizobium susu izole etmistir ve bu suslarin sera sartlarinda nodul sayimlari
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ve biiyiikleri arasinda varyasyonlar1 gozlemlemistir. Ogiitcii (2000), Erzurum’un yiiksek
rakimli bélgelerinde (2000-2500 m) toplamis oldugu yabani baklagil bitkilerinden Rhizobium
bakterilerini izole ederek diger bazi zirai bitkilerde nodiil olusturma ve azot baglama
potansiyellerini aragtirmistir.

Rhizobiumlar toprak bakterisi olup, toprakta serbest yada baklagil koklerinde
simbiyotik olarak bulunurlar. Rhizobium bakterilerinin ekolojisine; bitkisel ve Cevre faktorleri
etki etmektedir.

Baklagil-Rhizobium ortak yasaminda konuk¢u bitki Rhizobium bakterisinin
taninmasin1 diizenleyip kontrol eder ve enfeksiyon baslangicini olast kilar. Konukgu bitki
genleri nodiill olusumundan sorumludur. Oksijen basinicin ayarlamada gorev yapan
leghemoglobin molekiiliiniin apoprotein yaris1 bitki tarafindan, diger yaris1 ise bakteri
tarafindan kodlanir. Bol miktarda nisasta olusumu ve leghemoglobinin bulunmayis1 etkisiz
nodiil olusumunu karakterize eder (Kiziloglu ve Oztiirk., 1992).

Nodiillerinin olusumunda Rhizobium tiirleri tarafindan bitki biinyesinde sentezlenen
bitkisel hormonlarin etkili olduklar1 diisiiniilmektedir. Azot tespitinde N>’nin amonyuma
indirgenmesi  nodiilde gerceklesir. Bu indirgenme olay1 bakterinin nitrogenaz enzimi
tarafindan katalizlenir ve havanin serbest azotuna hidrojen ilavesi ile gerceklesir (Salisbury ve
Ross 1992; Sarioglu, 1994)

Simbiyotik azot fiksasyonunu etkileyen cevre faktorleri pH, nem, havalanma, 151k, sicaklik,
toprak tipi ve besin element igerigi gibi faktorlerdir.

Rhizobium bakterileri pH: 4.0 ila 8.5 araliginda gelismektedir. Optimum pH degeri ise 6.8°dir
(Alexander 1961, Cakmakg1 1987).

Nem ve havalanma: Nem, baklagil bitkilerinin biiylimesi i¢in gerekli bir faktordiir,
ayn1 zamanda topraga ilave edilen Rhizobium bakterileirinin de yasamini devam ettirmesi i¢in
neme ihtiya¢ vardir. (Sommer ve Bramm 1981; Kiziloglu, 1995). Isigin yogunlugu ve siiresi,
azot tespitinde dnemli rol oynamaktadir. (Ulgen, 1975).

Topragin sicaklik degeri 25-29 °C arasinda olmasi durumunda Rhizobium bakterileri
gelisme gostermekte ve 28 °C oldugu anda Rhizobium  bakterisi icin optimum kosul
olusmaktadir (Grimm ve ark., 1994; Kiziloglu, 1995). Optimum kosullarda 4 giinde topragin
bir gramindaki bakteri sayis1 4x10° veya 5x10° hiicre degerine ulasabilmektedir (Burton,
1979; Somasegeren ve Hoben, 1985). Rhizobium bakterisinin etkinligi topraklarin pH’st,
organik madde icerigi ve topragin iyonik bilesimi ile iligkili olarak degisim gdsterir

(Cakmake1, 1987; Kiziloglu, 1995).
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Makro besin elementleri: Toprakta bulunan makro besin elementleri Rhizobium
bakterilerin metabolizmas1 tizerinde etkili olarak Rhziboium azot fikse etme ve nodiil
olusturma kabiliyetlerini etkilemektedir.

Topragin fazla miktarda nitritli giibre ile giibrelenmesi baklagil bitkilerin kok kivrilmasini
onleyerek Rhizobium’larin nodiil olusturmak ftizere koke girisine engel olurlar ve nodiil
tesekkiiliinii engellerler. Ozellikle nitrat seklinde giibre azotu kilcal koklerin infeksiyon
iplik¢igi olusturmasini ve olusanlara da Rhizobium bakterisinin girmesini 6nlemektedir. (Lie,
1981; Ozbek ve ark., 1993; Cakmake1, 1987).

Fosfor, Rhizobium bakterisinin aktivitesini ve kok gelisimini artirarak nodiil olusumunun
erken, daha biiyliik ve fazla sayida olmasini saglar. Fosforun toprakta yeter miktarda
bulunmasi nodiil sayisi ve bilyiikliiglinii olumlu yonde etkilemektedir (Kiziloglu, 1995).
Kalsiyum, toprak reaksiyonuna etki ederek, baklagil bitkilerinin gelismesine, ortamda
bulunan Rhizobium bakterilerinin ¢ogalma ve hayatini devam ettirmesine yardimei olur
(Ulgen, 1975; Kiziloglu, 1995).

Mikro besin elementlerinden demir, azot tespiti olayinda rol oynamasi, proteinlerin
yapisinda yer almasi, nitrogenaz ve forrodoksinin yapisinda bulunmasi ve nitrogenaz ve
hidrogenaz sistemlerinde katalizor olarak gorev yapmasi bakimindan 6nem arz etmektedir
(Anonim, 1984; Ulgen, 1975).

Molibden nitrogenaz ve nitrat rediiktaz gibi iki dnemli enzimin gerekli bilesenidir. Kobalt,
leghemoglobin sentezini denetleyen propionat olusum yolunda gerekli oldugu diisiiniilen bir

besin maddesidir. (Ulgen, 1975; Aydemir ve Ince, 1988; Kiziloglu, 1995).

1.2. Rhizobiumlarin Teshis Karakterleri

Rhizobium, toprak bakterilerinin bir cinsi olup Rhizobiaceae familyasinda yer alirlar.
Rhizobium cinsi bakteriler, oksijenli solunum yapan, ¢ubuk sekilli, 0.5-0.9 pm x 1.2-3.0 um
boyutlarinda spor olusturmayan, gram negatif bakterilerdir. Rhizobium’lar igerdikleri
nitrogenaz enzimi sayesinde havadaki serbest azotu (N,) amonyak (NH3) formuna doniistiiren
enzim kompleksine sahiptir. Ayrica hiicre igerisinde yaygin olarak B-hidroksibutirat graniilleri
icerirler. Rhizobium’lar hareketli olup tek polar (ug) kamgi tasiyan yada 2-6 arasinda periferik
(¢evresel) kamgi1 bulundururlar. Rhizobium’lar baklagil koklerinde nodiil olusturarak azot
tespitini gerceklestirirler. Rhizobium’lar kemoorganotrofik hiicreler olup dairesel, konveks,

yar seffaf ve kabarik bigimli koloniler olusturp beyaz renkli pigment tasirlar.



12

1.3.Rhizobium’larim Taksonomik Tanimlamalari

Biitiin Rhizobium’lar koklerde nodiil olustururlar ve tipik olarak hareketli toprak
bakterileridir. Rhizobium’larin hiicre morfolojileri ve biyokimyasal karakterleri simbiyotik
olmayan Azotobakterilere olduk¢ca benzerdir (Vincent, 1970). Azotobakteriler ve
Rhizobium’lar arasindaki en belirgin fark Rhizobium’larin baklagil bitkilerin kdklerinde nodiil
olusturabilmeleridir.

Rhizobium’lar oksijnli solunum yapan kemoorganotrof (organik maddeleri okside
ederek enerji elde etme bigimi) bakteriler olup oksijen varlifinga iyi gelisirler. Optiumum
gelisme sicakliklar1 25-30 °C “dir ve pH 6.0-7.0 arasinda iyi gelisirler. Rhizobiumlar oksijenli
solunum yapan metabolizmaya sahip olmasina karsin birgok straini 0.1 atm oksijen basincinin
az oldugu mikroaerofilik kosullarda iyi gelisebilirler. Rhizobium’lar eksopolisakkaritten
olusan ince bir kapsiil ile ¢evrelenmistir. Bu eksopolisakkarit kapsiil organizmay1 olumsuz

¢evre sartlarindan korur.

1.4 Rhizobium Baklagil iliskisi

Rhizobium’lar kimyasal gradiente dogru hareket etme yetenegindedirler. Rhizosfer
bolgesinde koloni olusumunu yoneten aminoasit, karboksilik asit ve fenolik bilesikler gibi pek
cok kimyasal ¢ekici maddeler belirlenmistir. R. meliloti’de hareketlilik ve kemotaksisin
(kimyasal maddeye dogru mikroorganizmalarin hareketi) nodiil olugumu icin temel
olusturmayacagi ancak rekabet i¢cin 6nemli oldugu bilinmektedir. Bakterinin mutant suslarinin
CHO veya aminoasitlere karsi olan ydnelme ozelliklerini kaybetmelerine ragmen yonca
koklerinde lokalize bolgelere tutunabilme 6zelligine sahip olduklari, ayn1 zamanda bagimsiz
bir kemotaktik bir yolun varligi da saptanmistir. Bu ikinci yolun luteolin adi verilen bir
flavonid tarafindan kullanilabilecegi ve bu maddenin sadece R. meliloti’de nodiilasyon
genlerinin (nod) indiiklenmesinde neden olmadigi, ayn1 zamanda kimyasal ¢ekicilige sahip bir
madde oldugu da ortaya konmustur. R. legliminasarum suslar1 i¢in nod genlerini indiikleyen
flavonoidlere kars1 kemotaksis olayinin var oldugu da ileri siiriilmiistiir. Bu durumda biitiin
bilinen nod genlerini tasiyan simbiyotik plazmid, kemotaksis i¢in yararli ancak temel degildir

(Ayhan, 1994).
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Rhizobium’lar baklagillerin rizosfere salgiladiklar1 flavonidleri nod genlerinin
indiiklenmesiyle cevap veririler. Nod gen proteinlerinin diizenli hareketi sonucu
lipopolisakkaritler {iretilir. Bu nod metabolitleri, bakteriden gelen sinyalleri bitkiye tanitir ve
kivrimli kok kilcallariin olusmasi goriiniir hale gelir. Bakteriler, kok korteksine enfeksiyon
iplik¢igi yoluyla girerler (Sekil 1.1). Bu arada bitki hiicreleri nod faktorlerine cevap olarak
boliinmeye baslarlar ve nodiil denilen organ meydana gelir. Baz1 yonca (Medicago sativa)
tirleri gibi bitkilerde nod genlerinin yani sira Rhizobium olmaksizin nodiil benzeri yapilarin
olustugu da bilinmektedir. Nod genlerinin yan1 sira efektif simbiyozun olusumunda pek ¢ok

bakteriyel genler de rol oynamaktadir (Akgelik ve ark., 1997).

1.4.1. Rhizobium Bakterilerinin Baklagil Koklerine Girisi ve Yayihislar1

Nodiillerin olusumu kompleks bir seri islemlerle gerceklesir. Nodiil olusumu;
Okaryatik konukgu baklagil ile prokaryotik Rhizobim’u igeren etkilesme yontemine baglidir.
Kompleks olan bu simbiyoz neticesinde her iki simbiyontta morfolojik ve biyokimyasal
degisiklikler meydana gelir ve topraktaki diisiik atmosferik azot kapasitesinin artigini saglar
(Medigan ve ark., 1997).

Nodiil olusumunun baslangicinda, birbirine benzer Rhizobium tiirleri baklagil
bitkilerinin rizosfer bolgesinde ¢ogalirlar. Baklagil kokleri tarafindan salgilanan kimyasal
maddeler Rhizobium’lar1 cezb ederek baglanma olayini gergeklestirirler. K6k nodiillerinin
olusmasinda ilk 6nce k6k emici tiiyler Rhizobium istilasina kars1 kivrilir ve bakterinin etrafini
cevirir. Bu kivrilmaya bakteri tarafindan meydana getirilen metabolitler yol a¢gmaktadir.
Bundan sonra bakteride sentezlenen enzimler hiicre g¢eperinin bir kismini parcalar ve
bakterilerin emici tily hiicresine girmelerini saglarlar. Sonra emici tiiyde enfeksiyon iplik¢igi
denilen bir yap1 olusturulur. Bu enfeksiyon iplik¢igi istila edilmekte olan hiicrenin katlanmis
ve genislemis plazma membrant ile bu membranin i¢ kisminda olusan yeni seliiloz
molekiiliinden ibarettir. Bakteriler, iplik¢igin icinde yogun sekilde ¢ogalirlar ve bu iplik¢ik i¢
ksumlara dogru uzayarak korteks hiicrelerinin arasina ve igine girmeye baslar (Kirbag ve
Baltepe, 1987).

Icteki korteks hiicrelerinde bakteriler sitoplazmaya birakilirlar ve bazi hiicreleri 6zellikle
tetraploid hiicreleri boliinmeye tesvik ederler. Bu boliinmeler dokularin ¢ogalmasina yol acar.
Cogunlukla tetraploid hiicrelerden ve bakteri icermeyen bazi diploid hiicrelerden olusan olgun

bir kok nodiilii meydana gelisir (Sekil 1.1).
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Her biiylimiis, hareket edemeyen bakteri, bakterioid olarak isimlendirilir. Bakterioidler
genellikle sitoplazmada gruplar halinde bulunurlar. Her grup peribakterioid membran denilen
bir membran ile kusatilmistir. Peribakteroid membran ve bakterioid grup arasindaki boliim
peribakterioid olarak isimlendirilir (Robertson ve ark., 1980).

Genellikle nodiil olusumu ve gelisiminin hormonal olarak kontrol edildigi ve biiyliime
maddelerinin simbiyozisin her iki ortagi tarafindan temin edildigi sanilmaktadir. Burada
hormonlarin is gordiigiinii diisiindiiren olay, koklerde enfeksiyon iplik¢iklerinin igeri
girmesinden Once hiicre boliinmelerinin  goriilmiis olmasidir. Bu olayda oksinlerin,
gibberellerin, sitokininlerin ve absisik asit gibi hormonlarin is gordiigii belirtilmistir. Nodiil
sekillerinin farkli olmast hormonal iligkilerinin tiire gore degistigini diisiindiirmektedir
(Corby, 1981).

Simbiyotik azot fiksasyonunun 6nemi muhtemelen ilk defa Hellriegel ve Wilfarth’in 19.
yiizy1l sonlarinda yaptig1 deneylerle anlagilmistt (Paul, 1989). Sonrasinda yapilan ¢alismalar
simbiyotik azot fiksasyonunun dogasina biiyiik 6lciide 151k tuttu (Burris, 1988). Ozellikle
molekiiler ve hassas analitik tekniklerin gelisimine paralel olarak simbiyotik azot fiksasyonu

bilimi biiyiik 6l¢iide ilerledi (Graham ve ark., 1988; Shantharam ve Mattoo, 1997).
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Sekil 1.1 Rhizobium Bakterilerin Baklagil Koklerine Girisi
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1.4.Rhizobium Bakterilerinin Molekiiler Karakterizasyonu

Son yillarda molekiiler biyolojideki yeni ve ve giiglii tekniklerin gelisiminide
saglamistir. Bu teknikler biyoloji, tip, ziraat alanlarinda, biyoteknolojide, hastaliklarin teshis
ve tedavisi bitki biyolojisi ve endiistriyel mikrobiyoloji’de yaygin kullanimina baslanmistir.
Diinyada ve iilkemizde molekiiler teknikler daha c¢ok basta bakteriler olmak iizere
mikroorganizmalarin tiir ve tiir alt1 kategorilerinin tespitinde agirlikli olarak kullanilmaktadir.
Bu teknikler teshiste kesin sonug, uygulamada kolaylik ve ekonomiklik saglamaktadir (Beris,
2001). Bakterilerin teshis ve karakterizasyonundaki sorunlar1 gidermek igin &zellikle
polimorfizm gdsteren markir tekniklerin kullanimi 6nemlidir.

Bakterilerin molekiiler karakterleri disindaki 6zellikleri dikkate alinarak yapilacak teshis
ve tanimlamalar giivenirliligi ve dogrulugu az olan g¢aligmalardir. Bu nedenle protein
markirlar1 ve DNA’ya dayali tekniklerin kullanilmasi 6nemlidir. Molekiiler karakterler
degisik hiicresel kosullardan etkilenmemesi ve tekrarlanabilme o6zelliklerinden dolay1
giivenirligi ve dogrulugu tartismasizdir. Bakterilerde 6zellikle plazmid tiplendirmesi kayda
deger bir yontemdir.

RFLP (Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi) teknigi RAPD (Rastgele
cogaltilmis polimorfik DNA) teknikleri bir cok bakteri cinslerinde parmak izi (fingerprinting)
tiplendirmelerinde dnde gelen ve giivenilir sonuglar veren yontemlerdir (Tignen, 1992; Ergiil,
2002). RAPD yontemi rastgele dekamer oligo niikleotidler (primerler) kullanilarak, PCR ile
cogaltilan DNA bandlarinin ortaya c¢ikardigi farkliliklart esas alan bir tekniktir. Birgok
avantajindan dolayr PCR markirlart ile benimsenmis ve diinyanin farkli laboratuarlarinda
tercih edilen bir yontem olmustur. Bu yontemde saf DNA ekstraksiyonu, PCR sartlarinin
optimizasyonu ve uygun primerlerin kullanimi énemlidir.

Akgelik ve ark. (1997), Bradyrhizobium suslarinda nodulasyon yeteneginin plazmidlerle
olan iliskisini arastirmislardir. Bu 6zelligin, bu suglarda kromozomal DNA kdkenli oldugu
saptanmistir. Arastirmacilar, antibiyotik diren¢ markirlarinin olusturulmasindan sonra
yiiriitiilen tiirler aras1 konjugasyon denemelerinde, 72,6 kb biiytikliikteki plazmidin konjugal
aktarim yeteneginde oldugu ancak transkonjugatlarda stabil olmadigini belirtmislerdir.

Akgelik ve arkadaslari’nin (1997) bildirdigine gore Percuoca ve grubu, topraktan izole
edilen R. legiminosarum bv. viciae suslarimin plazmid igeriklerini belirlemislerdir ve
simbiyotik 6zelliklerini saptamislardir. Plazmid bant sayisi ile biiyiikliiklerinin sustan susa
degisiklik gosterdigi, bir susta sadece bir adet 135-140 kb biiyiikliikte Sym plazmidinin

varhigini tespit etmislerdir.
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Wilson ve ark. (1993), bitki nodiillerinden izole ettikleri R.legiiminosarum bv. viciae ‘ye
ait 20 susu fenotipik, RAPD PCR ve plazmid profillerine gore gruplandirmislar ve izolatlarin
tek bir sus oldugunu belirlemislerdir. 1994 ve 1995 yillarinda izole edile toplam 153 sustan
sadece 20 sus karakterize edilmistir. Teshis edilen suslarin bakteriyosin 6zellikleri incelenmis,
test bakterileri lizerinde % 68 oraninda etki gosterdigini bulmuslar. 1994 ve 1995 yillarinda
ait izolatlarin %62 sinin, bu bakteriyosinden etkilenmedigi de rapor edilmistir. Izole edilen bir
cok susun birbiriyle karistirllmamasi, suslar arasinda ayrimi gelistirme ve suslarin teshisini
dogrulugunu ispatlama zorunlulugunu giindeme getirmistir. Siiflandirmaya ydnelik ilk
calismalar genelde morfolojik ve biyokimyasal karakterizasyonu temel alinarak yapilmistir.
Ancak ozellikle fenotipik 6zellikler suslarin ayrimi i¢in yeterli olmadigindan degisik metodlar
gelistirilmistir (Bage1 ve ark., 1991):

Mikrobiyal sistematikte protein jel elektroforezi, 6zellikle ayni tiirler veya tiirlere ait
suslarin hiicresel proteinlerin karsilastirilmasi ve ayrimi i¢in hassas bir teknik olarak yillardir
kullanilmaktadir (Burce ve Jordens, 1991; Cokmiis ve Yousten, 1994; Nick ve ark., 1999)

Elektroforetik metotlar bir c¢ok Ornege kolaylikla adapte edilebildiginden, farkli
molekiillerin elektroforetik profilleri populasyon c¢aligmalarinda siklikla kullanilmaktadir.
Rhizobium’larin lipopolisakkarit (LPS) ve proteinlerinin yapisinda goriilen genis cesitlilik,
bunlarin  elektroforetik  davramislarina  yansimakta, izolatlar arasinda farkliligin
belirlenmesinde bir kriter olarak kullanimi miimkiin olmaktadir. Bunun yani sira Rhizobium
ve Bradyrhizobium’un tarla izolatlarinin identifikasyonu i¢in plazmid profilleri de
kullanilmaktadir (Hitchcock ve Brown, 1983; Kamcker ve Brill, 1986; Dreyfus ve ark., 1988;
Kishore ve ark., 1996; Santamaira ve ark., 1997).

Rhizobium suslari, dogal azot giibresi olarak yilda bir kez tarim topraklarina verilir.
Wisconsin soya ¢iftliklerinde toplanan 543 B.japonicum’larin tek yonli SDS-PAGE ile
ayrimi yapilmis, elektroforetik ayrimin serotiplendirme ile yapilan ayrimdan daha iyi oldugu
aciklanmistir. Tim hiicre proteinleirnin elektorforetik analizi sonunda suslardan 23’{iniin
dogal, 6’sim inokulant sus oldugu belirlenmistir. Izolatlardan 61A76 susunun en etkin sus
oldgu ve % 21 oraninda nodiil olusturdugu saptanmistir. Bu predominant suslarin bilhassa
soya kiiltiir, toprak tipi ve tarla lokasyon ile iligkili olmadig1 da rapor edilmisti (Kamicker ve
Brill, 1986).

Dreyfus ve arkadaslari (1988), Sesbania rostrata kok nodiillerinde izole ettikleri 20 adet
kok ve govde nodiil bakteri sugslarinin 221 fenotipik o6zelliginin numerik analizini
yapmuslardir. Bu suslar1 Rhizobium ve Bradyrhizobium cinsine ait kontrol suslarla ve sadece

koklerde nodiil olusturan 9 susla karsilagtirmiglardir. Ayrica bu suslar1 tiim hiicre proteinleri,
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DNA-DNA ve DNA-rRNA hibridizasyonlar1 karsilastirilmistir. Sadece kok nodiilasyonu
yapan suslari ise, Rhizobium ve Bradyrhizobium’dan oldukga farkli oldugunu belirlemislerdir.
Suslarin Xanthobacter’e yakin oldugunu fakat genotipik ve fenotipik yonden farklilik
gosterdigini rapor etmisleridir. Yeni bir cins olan Azorhizobium’a ait Azorhizobium
caulonodans ORS 571 tip susunu dnermislerdir.

Sesbania tiirlerinde kok ve govde nodiilii olusturan Rhizobium izolatlarinin, toplam
¢oziinlir protein ve membran lipopolisakkarit profillerinin SDS-PAGE ile analizi, suslarin
idenfikasyonunda kullamlmstir. izolatlarin elektroforetik &zellikleri referans suslarla
karsilastirtlmistir. Protein ve LPS profilleri ile suslarin birbirinden, hatta referans suglardan
ayriminin saglanabildigi rapor edilmistir (Kishore ve ark., 1996).

Brezilya’nin Atlantik Colleri ve Amazon bolgesindeki tropik baklagil bitkilerinin
nodiillerinden izole edilen Rhizobium ve Bradyrhizobium’un toplam 800 susu arasindaki
akrabaliklar ve taksonomik pozisyonlar determine edilmistir. Arastirmacilar SDS-PAGE ile
toplam 171 sus segmisler, bunlarin da 23 adet elektroforetik tip susunu da i¢ine alan biiyiik bir
kiimede toplanmustir. Birkag izolatin ise R.fredii, R.galegae ve R.loti tiirleri ile ayn1 oldugu
bulunmustur. Fakat bir¢ok susun takson olarak tanimlanmadigi da bildirilmistir (Moreria ve
ark., 1993).

Gatti ve ark.(1997), laktik asit bakterilerinin farkli tiirlerine ait toplam 119 sustan
saflastirdiklar1 hiicre duvar proteinlerinin SDS-PAGE parmak izini karsilastirmislardir. Bu
calismada kullanilan ekstraksiyon ve elektroforetik seperasyonun, termofilik laktobasil tiir ve
suslarin karakterizasyonu i¢in hizli ve uygun bir metot oldugu sonucuna varilmistir. Yaklasik
50 kDa civarinda olan iki hiicre duvar proteinin de Lactobacillus. delbruecki suslarina 6zgii
oldugu bulunmustur. Diger taraftan arastiricilar, Lactobacillus lactis ve Lactobacillus
bulgaricus alt tiirleri arasinda ayrimin elektroforetik teknikle miimkiin olmadigini da
bildirmislerdir. Lactobacillus herveticus ve Lactobacillus delbrueckii’nin ise hiicre duvar
proteinlerine gore ayrimini saglanabildigi rapor edilmistir.

Bu bakteri grubu ile yapilan bir diger ¢alismada, saraplardan izole edilen 32 laktik asit
bakterisinin SDS-PAGE ile elde edilen tiim hiicre protein profillerine gore ayr1 ayr
incelenmis ve bu suslarin Leuconostoc oenos veya Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei’nin tiyesi olduklar1 agiklanmistir (Patarat ve ark., 1994).

Elektroforezle desteklenen bir baska c¢alismada ise B. sphaericus suslarinin
gruplandirilmasinda bakteriyosin aktivitelerinin de kullanilabilecegi bildirilmistir (Cokmiis ve
Yousten, 1993). DNA homoloji gruplarindaki suslar arasinda bakteriyosin profillerinde

cesitlilik gozlenmistir. H5a5b’ye ait suslarin benzer bakteriyosin aktivitesi gosterdigi ve
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poliakrilamid jeldeki bakteriyosin bandinin benzer oldugu tespit edilmistir. B.sphaericus
suslarinin Native-PAGE ve SDS-PAGE ile elde edilen filtrat protein profillerine gore ayrimi
yapilmistir. Yapilan c¢alismada suslarin birbirlerinden ayriminda, tamamen sporlanmis
kiiltiirlerdeki filtrat proteinlerin vejetatif evreye gore daha uygun oldugu rapor edilmistir.
Suglarin ayriminda Native-PAGE’in  kullanilabilecegi buna karsilik SDS-PAGE’in
kullanilamayacagi sonucuna varilmistir (Mercan,1996).

Tamimi ve Young (2004), ingiltere’nin Jordan bélgesinde 16 farkli cografik alanda
yetistirilen fasulye (Phaseolus vulgaris) bitkisinde nodiil olusturan 30 Rhizobial izolat elde
ettiler. Bu izolatlart PCR-RFLP yontemini kullanarak iki grup altinda topladilar.

I. grup izolatlar %80 oraninda Rhizobium etli tiiriiniin strainleri, II. grup izolatlar ise %20
oraninda Rhizobium tropici tiirliniin strainleri olarak tanimladiklari rapor edilmistir.

Navarro ve arkadaslart (2004), Pachyrhizus spp. baklagil tiirlerinde nodiil olusturan
Rhizobia strainleri lizerinde yaptiklari ¢alismada Rhizobial strainlerin fenotipik ve molekiiler
karakterizasyonlar1 sonuglarina gore strainlerin SDS-PAGE total protein profillerini LPS
(lipopolisakkarit)  profillerini ile karsilagtirdilar. Strainlerin total protein profillerini
arasindaki benzerligi ve farkliligt TP-RAPD (iki primerli RAPD) ile karsilastirarak elde
ettikleri sonuglara gore farkli bolgelerden izole edilen strainler arasinda farklilik olmadigini
benzer bantlar verdigini rapor etmislerdir. Arastiricilar elde ettikleri sonuglar1t 16S rRNA ITS
bolgesinin komple sekans analizi ile karsilastirdiklarinda strainlerin Bradyrhizbium cinsi
tiirlerine %98-99 oraninda benzer olduklarini belirtmisglerdir.

Pinerio ve arkadaslar1 (2003), Porto Riko tropikal iklim baklagillerinden izole ettikleri
15 izolatin fenotipik, molekiiler ve simbiyotik 0&zelliklerini karakterize ettiler. Bu
calismalarinda izolatlarin teshisini fenotipik karakterler dahil 16S RNA sekans analizi, LMW
RNA (diisiik molekiiler agirlikli RNA) profilleri , TP-RAPD (iki primerli RAPD) bantlar1 ve
16S rDNA-RFLP yontemlerini kullanmiglardir. Arastiricilar, ¢aligmalarinda izolatlarin farkl
konak bitkilerden izole edilmesine ragmen izolatlarin sadece iki gruba ayrildigimi ve R.
gallicum ve R. tropici ile benzerlik gosterdigini ileri siirmiislerdir. Pineiro ve ark. R. tropici
strainlerinin konaklarda rastgele nodiil olusturdugunu daha 6nce tanimladigi gib belli tiir
baklagil bitkilerinde nodiil olusturmadigni ileri stirmiislerdir.

Ramsubhag ve ark. (2002), Cajanus cajan baklagil bitkisinde nodiil olusturan
Bradyrhizoibum elkanii strainlerini izole ettiler. Elde ettikleri 30 izolat tizerinde numerik
taksonomi ve 16S rRNA genlerinin dizilimi (ARPE) yontemini kullanarak karakterize
ettikleri suslardan 23’{inlin ortalama %14 ve lizeri B. elkanii tiriinden farklilik gosterdigini

diger izolatlarin ise birbirinden %5 oraninda farklilik gosterdigini ileri siirmiislerdir.
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Silva ve arkadaslar1 (2002), Meksika’nin Milpa platosunda kiiltiirii yapilan fasulye
(Phaseolus vulgaris) bitkisinde nodiil olusturan rhizobial populasyonun genetik yapisinin
stabilitesini ¢ yil siireyle ¢alistilar. Arastiricilar ¢aligmalarinda R. etli bv. phaseoli ve R.
gallicum bv. gallicum izolatlarinin molekiiler marker analizi (rrs, ginll, nifH ve nodB
genlerinin parcasal baz dizilimi) ile izolatlar1 karakterize ettiler. Elde ettikleri sonuglar
multilocus enzim elektroforezinin kiime analizi ve plazmid profilleri verilerine gore
izolatlarin filogenetik pozisyonlarmi belirleyerek birbirinden ayirmigslardir. Silva ve
arkadagslar1 elde ettikleri verilere gore rhizobial populasyonun genetik analizi her iki tiir
arasinda yiiksek genetik farklilasmalarimin var oldugunu ancak c¢aligmalar1 siiresince
populasyonun diisiik oranda farklilastigini ileri siirmiislerdir.

Andionou ve arkadaslar1 (2002), yabani Galegea orientalis ve Galegea officinalis
bitkilerinden izole ettikleri 101 Rhiozibum galegea strainini gDNA-RFLP, nod kutusu
sekanslarinin belirlenmesi, 16S-23S bolgesinin PCR-RFLP yontemlerini kullanarak izolatlart
karakterize ettiler. Elde ettikleri sonuglara gore R.galegae bv. officinalis ve R. galegae bv.
orientalis strainleri iki farkli grup olusturdugunu ayrica her iki grupta yer alan suslarin nod
kutusu bolgesinin yiiksek oranda korunmus oldugunu ancak biovarlar arasinda yapisal olarak
farkli derecelerde oldugunu ileri siirmiislerdir.

Gao ve arkadaslar1 (2001), Astragalus adsurgens baklagil bitkisinden izole ettikleri 95
rhizobia izolatin1 genetik cesitliligini molekiiler biyolojik metotlar kullanarak incelediler.
Aragstiricilar ¢aligmalarinda hem referans strainlere hemde izolatlara AFLP, REP, ERIC ve
BOX-PCR fingerprint yontemlerini kullanarak izolatlar1 karakterize ettiler. Elde ettikleri
sonuglarina gore izolatlarin Agrabacterium, Mesorhizobium, Rhizobium ve Sinorhizobium
cinslerine ait olduklarini belirtmislerdir.

Lafay ve arkadaslar1 (2000) Avustralya yetisen Acacia cinsine ait 13 farkli tiirden izole
ettikleri 118 rhizobial susu SSV-rRNA ve PCR-RFLP yontemlerini kullanarak izolatlart
analiz ettiler. Analiz sonuglarina gore izolatlar1 9 farkli genomo tiir olarak tanimladilar.
Aragtiricilarin bu bulgular1 daha 6nce Lafay ve Burdon’unun (1998) de yaptiklar1 ¢alisma ile
benzerlik gosterdigini ileri siirmiiglerdir. Bu genomo tiirlerin sekizi Bradyrhizobium cinsine
ait oldugunu bir tane genomo tiiriiniin ise Rhizobium tropici’ye benzer oldugunu ortaya
koymuslardir.

Chen ve arkadaglar1 (2000) Paraguay’da yetisen soya fasulyesinden (Glycine max)
izole ettikleri 78 rhizobial susu ERIC-REP-PCR yontemi ile analiz ettiler. Bu izolatlardan
58’1 yavas biiyliyen ve YMB ortaminda alkali reaksiyon veren suslar olarak tanimladilar.

Isolatlar1 16S rDNA &zelliklerine gore karsilastirdiklarinda Bradyrhizobium japonicum ve



20

Bradyrhizobium elkanii tiirlerine ait suslar olarak belirlediler. Isolatlarin referans strainler ve
ticari strainler ile karsilastirdiklarinda aralarinda yiiksek oranda polimorfizmin oldugunu
bildirmektedirler.

Ulrich ve ark. (2000) Robinia pseudoacacia baklagil bitkisinden izole ettikleri 70
rhizobial strainin fenotipik 6zellikleri ve 16S rDNA analizini yontemlerine gore karakterize
ettiler. Izolatlarin ¢ogaltilmis 16S tDNA genotipleri 7 farkli endonukleaz enzimi ile RFLP
bantlarin1 ve 16S rDNA sekans analizi sonuglaria gore izolatlarin %76’simin Mesorhizoibum
cinsine ait oldugunu, %24’liniin ise Rhizobium cinsine ait strainler oldugunu belirmislerdir.
Aragtiricilar karakterize ettikleri izolatlart 5 farkli genotip altinda M. amorphae, M .loti, M
huakii, R. legiminasarum ve R. tropici genotiplerine benzer olduklarini ileri siirmiislerdir.

Coutinho ve ark. (1999). Calismalarinda geleneksel yollarla ekili soya (Glycine max)
zirai topraklarindaki rhizobia gesitliligini belirlemek i¢in tuzak konak bitki ile yakalama ve
DNA fingerprint yontemlerini kullanarak izolatlar1 karakterize etmislerdir. Tuzak bitki olarak
kullanilan Cajanus cajan bitkisinden elde edilen 158 izolatin RAPD-DNA fingerprint ile
izolatlar arasindaki benzerlik ve farkliliklar1 ortaya koymuslardir.

Oliveria ve ark. (1999) Dogrudan topraktan izole ettikleri Rhizobium tiirlerini teshis
etmek amaciyla birkag¢ R. tropici, R. legiiminasarum ve Agrobacterium rhizogenes tiirlerini
16S-23S rDNA bolgelerini sekans analizini yaparak izolatlar1 birbiriyle karsilastirmiglardir.
Strainlerin filogenetik pozisyonlarin1 daha sonra denatiire gradient jel elektorforez teknigini
kullanarak dogrulamislardir.

Oliveria ve arkadaslar1 (1998), R. tropici, R. legliminosarum ve Agrobacterium
rhizogenes strainlerinin 16S- 23S rDNA (spacer bolge) tiirlere 6zgii primerler kullanarak
onlarin filogenetik iliskilerini ortaya koymuslardir.

Vinuesa ve ark. (1998) Camaecytisus proliferus bitkisinde nodiil olusturan 9 strain ve
Kanarya adalarinda endemik olarak yetisen birka¢ odunsu baklagil bitkisinde nodul olusturan
Rhizobial strainler ile referans strainlerin filogenetik analizini 16S rDNA’ya dayali PCR-
RFLP analizini, 16S-23S intergenic spacer (IGS) bolgenin PCR-RFLP ve REP-PCR, BOX,
ERIC-REP bolgelerine spesifik primerleri kullanarak analiz ettiler. Vinuesa ve arkadaslar1 bu
calismalarinda; Kanarya izolatlarin 16S rDNA dayali analizinde iki referans strainle grup
olusturdugunu, 16S rDNA-RFLP yonteminde kullanilan 3 farkli endonukleaz enzimlerinin
olusturduklar1 bantlara gore izolatlar1 6 gruba ayirdilar. Bu gruptaki strainlerin genotipik
cesitliliklerini ortaya koymak i¢cin REP-PCR ydntemini uyguladilar. REP-PCR sonuglarina
gore sadece 2 tane Kanarya strainin benzer fingerprint gdsterdigini buldular. Ayrica, 16S-

RFLP ve birbirinden olduk¢a farkli REP-PCR fingerprintlerini bilgisayar yardimiyla 16S
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rDNA-RFLP ornekleriyle birlestirerek gruplardaki strainlerin filogenetik iligkisine baktilar.
Strainlerin 16S rRNA genlerinin yiiksek oranda farkli gosteren ilk 264 baz ¢ifti
segmentlerinin DNA sekans analizi sonuclarinin fingerprinte dayali siniflandirma ile uygun
olabilecegini buldular. Elde edilen ii¢ farkli DNA sekanslarindan biri daha dnce tanimlanmis
olan Bradyrhizobium japonicum/Rhodo pseudomonas DNA kiimesine ait oldugunu ortaya
koydular. Ayrica Kanarya izolatlarinin nodulasyon etkinliklerinin belirlenmesi i¢in Glycine
max (soya fasulyesi) ve Leucanena leucocephala’da yaptiklari denemelerde bu izolatlarin
hi¢birinin bu bitkilerde nodul olusturmadigi ancak Acacia pendula, C. proliferus,
Macroptilium atropurpureum ve Vigna unguiculata bitkilerinde nodul olusturduklarini
belirlediler.

Fremont ve arkadaslar1 (1998), Bradyrhizobium strainlerinin molekiiler, kiiltiirel ve
tarla uygulamalarint kullanilarak strainleirn karsilastirilmasi adli c¢alismlarinda; Acacia
mangium bitkisinde nodiil olusturan 33 Bradyrhizobium ve Rhizobium izolatinin 16S rDNA
bolgelerinin PCR ile ¢ogaltarak daha sonra ayni bolgenin RFLP analizini, konak spektrumu
ve antibiyotik direngliliklerine gore karakterize ettiler. Caligsmalarinda elde ettikleri veriler
sonucunda izolatlar1 iki ana grup altinda topladilar. 1. grup izolatlar genetik olarak birbirine
yakin ve elverigsiz kosullara daha ¢ok dayanikli olduklarini ancak II. grup izolatlarin genetik
olarak birbirinden daha uzak ve nodiil olusturma etkinliklerin daha zayif olduklarini
belirlediler.

Khbaya ve arkadaslar1 (1998) dort farkli akasya tiiriinden (A.gumminifera, A. raddiana,
A. cyacopylla ve A. horrida) isole ettikleri 40 rhizobial susun molekiiler karakterizasyonunu
16S rDNA ve 16S-23S rDNA bolgelerinin PCR ile ¢ogaltilarak RFLP analizini sonuglarina
gore suslart karsilastirdilar. Analiz sonuglarina gore; 16S-23S spacer bdlgesinin uzunlugu
mikrosimbiyontlar arasinda Onemli derece cesitlilik oldugunu ancak c¢ogaltilmis spacer
bolgenin RFLP analizini tekrar gozden gecirildiginde heterojenlik olmadigini ileri
siirmiislerdir. Isolatlarm 16S rDNA analizi sonuglarma gére izolatlar 3 grup altinda toplanmus
bu gruplardan A ve B grubu izolatlarinin Sinorhizobium cinsine ait olduklarini izolatlarin S.
meliloti ve S. fredii ile yakin akraba olduklarini ileri siirmisler. C grubu izolatlarinin ise daha
cok A. tumefaciens tiiriine yakin oldugunu izolatlarin bu tiirlere olan yakinliklar1 ayrica her
kiimeden secilen birer temsilci susun sekans analizi ile dogruladiklarini bildirmislerdir.

Nuswantara ve arkadaslar1 (1998), Astragalus sinicus cv. Japonya bitkisinin simbiyontu
olan Rhizobium hauki bv. renge filogenetik pozisyonu belirlemek amaciyla A. sinicus
bitkisinden izole ettikleri suslarin 16S rDNA bdélgelerini PCR ile ¢ogaltilarak RFLP yontemi

ile analizini bunun yaninda 16S rDNA bolgesinin ilk 300 baz ciftinin sekans belirlenmesi,
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bakteriyofaj tiplendirmesi ve 16S rDNA bolgesinin rastgele primerler kullanarak izolatalari
karakterize ettiler. Arastiricilar ¢alismalarinda Astragalus sinicus bitkisi simbiyontu olan R.
haukii strainlerinin yeni bir cins olan Mesorhizobium haukii tiiriiniin alt tiirleri olarak
simiflandirilmast gerektigini ileri slirmiiglerdir. Ayrica arastiricilar 16S rDNA bolgesinin
rastgele primerler kullanarak izolatlar1 analiz ettiklerinde bu izolatlarin Mesorhizobium loti ve
M.haukii ile yakin benzerlik gosterdigini ortaya koydular.

Laquerre ve ark. (1997), Farkli cografik bolgelerde yetisen Astragalus, Oxytropis ve
Onobrychis spp. bitki tiirlerinden izole ettikleri 44 rhizobial izolatin genetik cesitliligini
belirlemek amaciyla; 16S rRNA-MRSP, REP-PCR ve PCR-DNA fingerprint yontemlerini
kullanarak izolatlar1 degerlendirmisler. MRSP ve 16S rRNA sonuclarina gore izolatlarin
cogunun Mesorhizobium cinsine ait oldugunu, 5 izolatin Lotus spp. ve Cicer arietinum bitki
tiirlerinde nodiil olusturdugunu tespit ettiler. 3 tane Astragalus izolatinin ise Bradyrhizobium
cinsine ait strainler, iki izolatin ise Rhizobium legliminasarum’a benzer oldugu ve geri kalan
izolatlarin da Rhizobium gallicum srainleri olarak belirlediler. Laquerre ve ark. elde ettikleri
bu sonuglara gére Rhizobial siniflandirmanin cins ve belki de tiir diizeyinde konak bitki ve
cografik orijinden bagimsiz oldugunu ileri siirdiiler.

Tesfaye ve arkadaslar1 (1997) Rhizobium tiirlerinde 23S rDNA bolgesinin pargasal
sekanslarinin karsilastiritlmasi adli ¢alismalarinda Rhizobium tiyelerinin 23S rDNA bdélgelerini
PCR ile cogaltarak bu bolgenin sekanslarinin belirleyerek suslarin filogenetik konumunu
tespit ettiler. Suslarin 23S rDNA niikleotit sekanslarindaki varyasyonlar, 16S rDNA sekans
analizi ve konak nodiilasyon &zgiinliigii ile filogentik iliskileri tespit edildi. Ug Rhizobium
tirtinii temsil eden alt1 tane strain (R .legliminosarum bv. trifolii, R .meliloti ve R. etli) ve
Bradyrhizobium ve Agrobacterium gibi Rhizobial cinslerine ait suslar analiz edildiginde 5
farkli rDNA grubu olusturduklarini bildirler. Arastiricilar 23S rRNA bolgesinin sekans analizi
sonuglarina goére bu bolgenin Rhizobium strainleri ya da tiirleri igin prob olarak
kullanilabilecegini ileri stirmiislerdir.

Bakteri genomundaki 16S rRNA geninde devamli ayni olan yani degismeyen ve
degisken olan bolgeler bulunmaktadir. Bakteri tiirlerinin teshisinde bu degisken bolgeler
kullanilmaktadir. Gray ve arkadaglar1 (1984) 16S rRNA geninde 8 adet degismeyen ve 9 adet
degisken bdlgenin oldugunu ortaya cikardilar ve bu arastiricilar bu 6zellikleri kullanarak
kiiltiir edilmemis bakterilerin bile 16S rDNA'larin1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yardimiyla belli primerler kullanarak artirdilar. PCR veya diger bazi izolasyon yontemleri ile
elde edilen 16S rDNA'nin baz dizin analizi, restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi

(RFLP) ve hibridizasyon 6zellikleri kullanilarak tiirler arasinda karsilastirma yapilmaktadir.
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Yapilan bir ¢alismada, Stackebracdt ve Goebel (1994) hibridizasyon ¢alismalarinda ayni cinse
ait olan tiirlerin arasinda 16S rRNA dizisi acgisindan %97'den daha az benzerlik gosteren
suslarin farkl: tiirler oldugunu ortaya koymuslardir.

Bu calismamizda Van Golii havzasinin farkli bolgelerinde dogal olarak yetisen yabani
baklagil bitkilerinden mercimek (Lens orientalis) ve nohut (Cicer anatolicum) bitki kok
nodiillerinden izole edilen Rhizobium suslarin fenotipik karakterizasyonlar1 belirlenerek
suslarin dogal isteklerinin belirlenmesi ve molekiiler karakterizasyonlarinin yapilmasi

amaglanmistir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1.Materyal

Bu c¢alismada materyal olarak Van Golii havzasinin farkli bolgelerinden (Cizelge 2.1)
toplanan baklagil bitkileri yabani mercimek (Lens orientalis) ve nohut (Cicer anatolicum)
bitkilerinin nodiilleri arazide pens yada makas yardimiyla kesilerek 10 ml steril izotonik su

iceren tiiplere alinarak laboratuar ortamina getirildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Bitki orneklerinin toplanmasi

Materyal olarak kullanilacak bitki kok nodiilleri bitki kokii ile beraber ¢igeklenme
donemleri baslamadan hemen Once peryodik zaman araliklariyla bitkilerin dogal yayilis
gosteren alanlarindan toplandi (Cizelge 2.1). Toplama esnasinda bitki 6rneklerinin nodiil

olusturmus olmas1 ve bu nodiillerin saglikli sekilde korunmasina 6zen gosterildi.

2.2.2. Nodiillerin bitkilerden ayrilmasi ve sterilizasyonu

Toplanan bitki 6rneklerindeki aktif nodiillere (iri, pembe, saglikli) sirasi ile asagidaki
islemler uygulandi (Sloger, 1969; Anonim, 1983; Sarioglu ve ark., 1993; Beck ve ark., 1993):
e 10 ml’lik steril izotonik su i¢eren tiiplerde bulunan nodiiller dikkatlice pens yardimiyla
alind1 ve steril beher icerisinde konuldu.
e 5-6 sn. %95 lik etil alkolle muamele edilerek igerisinde %0,1’ lik asitli HgCl,
¢Ozeltisi bulunduran kiivette 2-3 dk. bekletildi.

o Steril distile su ile iyice yikanarak nodiil sterilizasyonu islemi tamamlandi.

2.2.3. Nodiillerden bakterilerin izolasyonu

Steril nodiiller, igerisinde 1 ml. steril saf su bulunan havanda ezildi ve elde edilen

homojenattan YMA (Yeast Ekstract Mannitol Agar) besi ortamina ¢izgi ekim yapildi. Petriler
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Cizelge 2.1. izolatlarin Toplandig1 Mevki, Orjin ve Tarih

Kod Mevki Orjin  Tarih Kod Mevki Orjin  Tarih

1A3L1 Kesan deresi Mercimek 02.06.2005 3E8C4 Muradiye Selalesi  Nohut 09.06.2005
1A212 Kesan deresi Mercimek 02.06.2005 3E6C1 Muradiye Selalesi  Nohut 09.06.2005
1A2L1 Kesan deresi Mercimek 02.06.2005 3E2C2 Muradiye Selalesi  Nohut 09.06.2005
1AIL2  Kesan deresi Mercimek 02.06.2005 3E6C2  Muradiye Selalesi  Nohut 09.06.2005
1AIL1 Kesan deresi Mercimek 02.06.2005 3E8C3 Muradiye Selalesi  Nohut 09.06.2005
1A6L1 Kesan deresi Mercimek 02.06.2005 3EIC1 Muradiye Selalesi  Nohut 09.06.2005
1ASL2 Kesan deresi Mercimek 02.06.2005 3E2Cl1 Muradiye Selalesi  Nohut 09.06.2005
1ASL1 Kesan deresi Mercimek 02.06.2005 3ESC3 Muradiye Selalesi  Nohut 09.06.2005
1A4L2 Kesan deresi Mercimek 02.06.2005 3E8C2 Muradiye Selalesi  Nohut 09.06.2005
1A4L1 Kesan deresi Mercimek 02.06.2005 3ESCl1 Muradiye Selalesi  Nohut 09.06.2005
1A7L1 Kesan deresi Mercimek 02.06.2005 3E4C2 Muradiye Selalesi  Nohut 09.06.2005
1B1C1 Alacabiik dag1 Nohut 02.06.2005 3E4C1 Muradiye Selalesi  Nohut 09.06.2005
IB1C2  Alacabiik dag: Nohut 02.06.2005 3EIC2  Muradiye Selalesi Nohut 09.06.2005
1B1C3 Alacabiik dag1 Nohut 02.06.2005 3E7C2  Muradiye Selalesi  Nohut 09.06.2005
IB1C4  Alacabiik dag: Nohut 02.06.2005 3E7C3 Muradiye Selalesi  Nohut 09.06.2005
I1B2C2  Alacabiik dag: Nohut 02.06.2005 3E7C4  Muradiye Selalesi  Nohut 09.06.2005
1B4C1 Alacabiik dagi Nohut 02.06.2005 3E7CS5 Muradiye Selalesi  Nohut 09.06.2005
1B4C2 Alacabiik dagi Nohut 02.06.2005 3F2Cl1 Stiphan Dag1 Nohut 09.06.2005
1B2C4  Alacabiik dag: Nohut 02.06.2005 3F1Cl Stiphan Dag1 Nohut 09.06.2005
1B2C3 Alacabiik dag1 Nohut 02.06.2005 3F2C2 Stiphan Dag1 Nohut 09.06.2005
1B2C2 Alacabiik dagi Nohut 02.06.2005 3F2C3 Siiphan Dag1 Nohut 09.06.2005
2C4C1 PirResit Ahmet ~ Nohut 07.06.1980 3F2C5 Siiphan Dag1 Nohut 09.06.2005
2C5C1 PirResit Ahmet ~ Nohut 07.06.1980 3F3C2 Siiphan Dag1 Nohut 09.06.2005
2C3C2  PirResit Ahmet  Nohut 07.06.1980 3F2C4 Siiphan Dag1 Nohut 09.06.2005
2C3C3 PirResit Ahmet ~ Nohut 07.06.1980 3F3Cl1 Stiphan Dag1 Nohut 09.06.2005
2C4C1 PirResit Ahmet ~ Nohut 07.06.1980 3F2C3 Stiphan Dag1 Nohut 09.06.2005
2C6C1 PirResit Ahmet ~ Nohut 07.06.1980 3F2C5 Stiphan Dag1 Nohut 09.06.2005
2C5C4 PirResit Ahmet  Nohut 07.06.1980 4H2V1 GilirpmarYolu Mercimek 15.06.2005
2C5C3 PirResit Ahmet  Nohut 07.06.1980 4H2V2  GiirpmnarYolu Mercimek 15.06.2005
2C5C3 PirResit Ahmet ~ Nohut 07.06.1980 4H1V1  GiirpmnarYolu Mercimek 15.06.2005
2CI1C1 PirResit Ahmet ~ Nohut 07.06.1980 4H2V3  GiirpmarYolu Mercimek 15.06.2005
2C1C2 PirResit Ahmet ~ Nohut 07.06.1980 4KI1L3  AkdamarAdasi Mercimek 15.06.2005
2C2C1 PirResit Ahmet  Nohut 07.06.1980 4K7L2  Akdamar Adasi Mercimek 15.06.2005
2C2C2 PirResit Ahmet ~ Nohut 07.06.1980 4KI1L1  AkdamarAdasi Mercimek 15.06.2005
2C6C3 PirResit Ahmet ~ Nohut 07.06.1980 4K6L4  Akdamar Adasi Mercimek 15.06.2005
2C6C2 PirResit Ahmet ~ Nohut 07.06.1980 4K2L1  Akdamar Adasi Mercimek 15.06.2005
2D2L1 Unseli 07.06.2005 4K2L4  Akdamar Adasi Mercimek 15.06.2005
2D2L2  Unseli 07.06.2005 4K7L1  Akdamar Adasi Mercimek 15.06.2005
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Cizelge 2.1. izolatlarin Toplandig1 Mevki ,Orjin ve Tarih (devam)

Kod Mevki Orjin  Tarih Kod Mevki Orjin Tarih
2DIL1 Unseli Mercimek 07.06.2005 4K1L4 AkdamarAdast Mercimek 15.06.2005
2D1L2 Unseli Mercimek 07.06.2005 2M4L1 Unseli Mercimek 07.06.2005
2D4L2 Unseli Mercimek 07.06.2005 2M2L3 Unseli Mercimek 07.06.2005
2D4L1 Unseli Mercimek 07.06.2005 2M2L4  Unseli Mercimek 07.06.2005
2D3L1 Unseli Mercimek 07.06.2005 2M3L3 Unseli Mercimek 07.06.2005
2D3L2 Unseli Mercimek 07.06.2005 2M3L1 Unseli Mercimek 07.06.2005
2DIL1 Unseli Mercimek 07.06.2005 2M4L2 Unseli Mercimek 07.06.2005
2MA4L3 Unseli Mercimek 07.06.2005 Referans Suslar Orjin

SNIC3 Taslh Kdy-Catak ~ Nohut 15.06.2005 av7 vicia Atatiirk Unv. Fen ve Ed.Fak.Biy.Bol
SNICI Taslh Kdy-Catak ~ Nohut 15.06.2005 tn4 cicer Atatiirk Unv.Fen ve Ed.Fak.Biy.Bol
5S1C4 Alacabiik dag1 Nohut 17.06.2005 yonca520 Ankara Toprak Giibre Arast. Enst.
5S2C3 Alacabiik dag1 Nohut 17.06.2005 nohut522 Ankara Toprak Glibre Arast. Enst.
5S3C2 Alacabiik dagi Nohut 17.06.2005 fasulye83 Ankara Toprak Giibre Arast. Enst.

5S3Cl1 Alacabiik dagi Nohut 17.06.2005 mercimek1045 Ankara Toprak Giibre Arast. Enst.
5S1C3 Alacabiik dag: Nohut 17.06.2005
5S3C3 Alacabiik dagi Nohut 17.06.2005
5S82C4 Alacabiik dagi Nohut 17.06.2005

5T3C4 Kesan Deresi Nohut 17.06.2005
5T4C2 Kesan Deresi Nohut 17.06.2005
5T3C2 Kesan Deresi Nohut 17.06.2005
5T3C3 Kesan Deresi Nohut 17.06.2005
5T5C3 Kesan Deresi Nohut 17.06.2005
S5T5C4 Kesan Deresi Nohut 17.06.2005
ST1C4 Kesan Deresi Nohut 17.06.2005
ST1C1 Kesan Deresi Nohut 17.06.2005
5T2C2 Kesan Deresi Nohut 17.06.2005
5T2C1 Kesan Deresi Nohut 17.06.2005

28+1°C’ de 3-5 giin siireyle inkiibasyona birakild1 ve olusan tipik koloniler (1-5 mm capli,
agdali, beyaz, saydam veya hafif mat, mukozlu ve yuvarlak) secilerek yatitk YMA tiiplerine
aktarild1 (Somasegaran ve Hoben, 1985; Beck ve ark., 1993). Elde edilen izolatlar +4°C’ de
buzdolabinda muhafaza edildi. Rhizobium cinsine ait olan strainlerin tanimlanmasi igin

sitolojik ve biyokimyasal analizlere tabi tutuldu.
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2.2.4. izolatlarin saflastiriimasi

Nodiillerden izole edilen izolatlar YMA ortamina ekildikten sonra Vincent, 1970°¢
gore Once izolatlarin Gram Ozellikleri belirlendi. Gram boyama sonuglarina gore segilen
izolatlar Kongo Kirmizisi iceren YMA ortamina inkiibe edildi. Kongo kirmizili YMA
ortaminda gelisen ve boyayr emmeyerek beyaz yada pembemsi koloni olusturan izolatlar
secilerek Brom thymol mavisi iceren YMA ortamina ekildi. Bu ortamda geliserek YMA
ortamini sartya donlistliren izolatlar tekrar YMA ortamina alinarak tek koloni diisecek sekilde
ekildi. Segilen koloniler yatitk YMA ortamina ekildi. Gelisen izolatlar %15 Gliserol igeren
kriyovial tiiplerde ikili olarak hazirlanarak -20°C’de depolandi. Ayrica saflastirilan izolatlarin

fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesi igin yatik YMA tiiplerine alinarak +4°C’de depoland.

2.2.5. Izolatlarin Kiiltiirel ve biyokimyasal 6zelliklerinin tespiti

Hareketlilik ve gram boyama testleri, Kongo kirmizli besi yerinde tireme durumlari,
brom thymol mavili YMA’da hizli yada yavas gelisimleri metilen mavisi rediiksiyonu,
litmuslu ortamda asit iiretme, katalaz aktivitesi, pH derecelerinde lireme, farkli sicaklik
derecelerinde iireme, ketolaktoz testi ile bakir halkasi olusturup olusturmadiklari, Karbon
kaynaklarmin kullanimi, azot kaynaklarinin kullanimi, vitamin isteklerinin belirlenmesi ve

farklr antibiyotiklere olan direnglilikleri (Vincent, 1970) tespit edildi.

2.2.5.1. Gram boyama

YMA ortaminda aktiflesirilen Rhizobium kiltiirlerinden bir damla alind1 ve temiz bir
lam iizerine homojen larak ince bir film halinde yayildi. Havada kurutulan preparat alevden
gegirilerek fikse edildi. Preparatin {izerine kristal viyole boyasi diikiilerek 30-60 sn beklendi.
Preparat tizerindeki kristal viole diikiilerek iyot solusyonu ile 1-2 dakika muamele edildi.
Preparat su ile yikanip alkol-aseton(1:1) karisimi ile deklorize edildi ve islem kristal viyole
giderilinceye kadar (2sn-10 sn) devam edildi. Preparat daha sonra saf sudan gegirilerek
preparat sulu bazik fuksin ile 30-60 sn boyandi. Preparat su ile yikand1 ve havada kurutuldu.

Hazirlanan preparat 100x objektifi ile incelendi.
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2.2.5.2. Kongo kirnmizili YMA’da gelisim

Rhizobium’lar genellikle karanlikta inkiibe edildiginde Kongo kirmizisini absorbe
etmezler. Koloniler beyaz, opak veya bazen pembe kalir. Rhizobium’lar sayet kirmizi boyay1
absorblasmissa inkiibasyon siiresince 1g1¢a maruz kalmistir.(Vincent, 1970)

1/400 oraninda olacak sekilde kongo kirmizisi ayn steril edildi ve 1 litre YMA
ortamuna 10 ml ilave edildi(Vincent, 1970). 28°C’de 1 hafta siire boyunca strainlerin boyay1

absorblama durumlarina bakildi.
2.2.5.3. Brom thymol mavili YMA’da gelisim

Stok kiiltiirlerden alinan Rhizobium’lar YMA ortaminda aktiflestirildikten sonra
bromthymol mavili YMA ortamina ¢izgi-plaka ile inokiile edildi.

Taze olarak hazirlanmig bromthymol mavili YMA ortami pH’1 6.8’¢ 1 N NaOH ve IN
HCI ile ayarland:. Izolatlar brom thymol mavisi igeren ortama ekildi. Bu ortamda, yavas
gelisen Rhizobium’lar alkali reaksiyon vererek ortami mavi renge, hizli gelisen Rhizobium’lar

ise asit reaksiyon vererek ortami sariya doniistiirler (Ulgen,1980).

2.2.5.4. Pepton glukoz agar (PGA)’da gelisim

Hazirlanan PGA ortamina %0,0004 oraninda indikator boya olarak bromocresol
purple eklendi. izolatlar PGA ortamna ekilerek 3 giin 30°C’de inkiibasyona birakildu.
Bakteriyel izolatlarin bu ortamdaki gelisimleri kaydedildi.

Rhizobium’larin PGA ortamunda gelismesi basarisizdir ve 30°C’de inkiibe edildiginde
pH’da az miktarda degisiklige neden olabilir.(Ulgen, 1980).

2.2.5.5. Laktozlu ortamda Ketolaktoz Testi

Rhizobium’larla Agrobacterium tiirlerinin morfolojik olarak ayirimlari miimkiin
degildir. Bu sebeple tiirlin ayrmini saglamak i¢in ketolaktoz testi uygulanir. YMA’da
aktiflestirilen izolatlar laktozlu ortam bulunan petrilere ekildi ve 1-2 giin 28°C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda ortamin iizeri benedik ¢ozeltisi ile kapland.
Ortamda ketolaktoz olusumu s6z konusu ise koloni etrafinda sar1 Cu,O halkasi goriiliir. Bu

pozitif sonugtur. Kontaminasyonun varligini gosterir (Cakmakg1, 1987).
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2.2.5.6. Hareket testi

Bakterilerin hareketli olup olmadiklarini tespit icin % 0,4 agar ilave edilen YMA
besiyeri kullanildi. Deney tiiplerinde dik olarak dondurulan besiyerine bakteriler igne

yardimiyla agilanarak 28°C’de bir hafta siireyle inkiibe edildi (Giirbiizer, 1973).

2.2.5.7. Litmus testi

Litmus laktoz agar iceren petrilere izolatlar ekildi. izolatlarm dort haftalik inkiibasyon
sirasinda olusturduklar1 zonlara gére ortamin pH’mi degistirip degistirmedikleri kaydedildi

(Graham ve Parker, 1964).

2.2.5.8. Katalaz aktivitesi

Bir 6ze dolusu bakteri kiiltiirii temiz bir lam {izerine konularak bir damla %10 luk
hidrojen peroksit ile karistirilip suslarin gaz olusturma durumlar arastirildi (Sagiroglu, 1984;

Graham ve Parker, 1964).

2.2.5.9. Metilen mavisi rediiksiyonu

YMB besiyerinde 28°C de bir hafta inkiibe edilen kiiltiirler tizerine %1 lik metilen
mavisinden bir damla ilave edilerek 37°C’de 1 saat tutuldu mavi rengin beyaza doniisiip

doniismedigi gozlendi (Graham ve Parker, 1964).

2.2.5.10. Farkh pH derecelerinde gelisim

1 Normal HCI ve 1M KOH kullanilarak YMA ortam1 pH: 9.5, 9.0, 8.0, 5.0, 4.5, 4.0 ve
3.5 olacak sekilde hazirlandi. Farkli pH derecelerinde hazirlanan petrilere izolatler ekilerek
28°C’de 3 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda suslarin bu ortamlarda gelisip
gelismedigi kaydedildi.
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2.2.5.11. Farkh sicakliklarda biiyiime

Taze hazirlanmis YMA ortamina ¢izgi yontemiyle ekilen suslar 30°C ve 40°C’de 3
giin siireyle inkiibayona birakildi. Inkiibasyon sonunda suslarin bu sicaklik derecelerindeki

gelisimleri kaydedildi.

2.2.5.12. Bakterilerin karbon kaynaklarimi kullanimi

Izolatlarin biyokimyasal karakterlerinin belirlenmesi icin farkli karbon kaynaklari
iceren deney tiiplerine asilanarak karbon kaynagi kullanma istekleri belirlendi

Bakterilerin mannitol, ksiloz, raffinoz, ramnoz, maltoz, galaktoz, sukroz, glukoz,
dulcitol, laktoz ve suksinati kullanimlar1 test edildi.

Karbon kaynaklarinin kullaniminin belirlenmesi i¢in YEM broth sivi besiyerinden
karbon kaynagi olan mannitol ¢ikartildi ve 0,004 g bromocresol purple indikatorii ilave
edilerek stok besiyeri hazirlandi. Hangi karbon kaynagiin testi yapilacaksa o sekerden %1
oraninda stok ¢ozeltisi hazirlanarak 0,2 um’lik filtre kagid1 kullanilarak sterilize edildi. Aktif
kiiltiirden %4 oraninda inokiile edilerck 28°C’de
3 giin siireyle ¢alkalamali etiivde inkiibasyona birakildi ve besiyeri renginin sartya doniistiiren

izolatlar karbon kaynagini kullanimi1 bakimindan pozitif olarak kabul edildi (Jordan, 1984).

2.2.5.13. Vitamin isteklerinin belirlenmesi

YMB ortamindan mannitol ¢ikartilarak %1 oraninda sukroz ve arabinoz igeren 250
ml’lik erlenlere % 0.1 oraninda ayr1 ayr1 hazirlanan deney tiiplerine pyrodoxine, myo-inositol,
riboflavin, folik asit ve d-pantotenik asit eklenerek hazirlandi. Hazirlanan sivi ortam deney
tiiplerine 5 ml olacak sekilde dagitildi. izolatlarin vitamin gereksinimlerinin olup olmadigin
belirlemek i¢in daha 6nce YMB ortaminda 3 giin inkiibe edilen taze sivi kiiltiirden %4
oraninda hem vitamin iceren tiiplere hemde kontrol grubu olarak hazirlanan YMB igeren sivi
kiiltiire inokiile edilerek 28°C’de 3 giin inkiibasyona birakildi. inkiibasyon bitiminde suslarin
vitamin igeren ve YMB iceren tiiplerde olusturduklart yogunluk gozlemlenerek izolatlarin

vitamin ihtiyag¢larinin gelisime olan etkisi kaydedildi.
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2.2.5.14. Azot kaynaklarimin kullanimi

Gao, 2004’e gore Rhizobium suslariin azot ihtiyaglarini belirmek amaciyla YMA
ortamina %0.1 oraninda olacak sekilde Dextrin ve Inositol 10 ml steril saf su igeren siselerde
¢oziildii Cozelti 0.45 ul’lik steril filterelerden gegirilerek sterilize edildi. Test edilecek azot
kaynagi YMA ortamina eklenerek petri kaplarina dokiildii. Sivi kiiltiirden 100 pl alinarak
petri kaplarina izolatlarin nokta ekimi yapildi. Test sonuglar i¢in Yeast ekstrakt pozitif olarak
kabul edildi. Izolatlarn YMA ortamindaki gelisimleri negatif veya pozitif olarak
degerlendirildi.

2.2.5.15. Antibiyotik direncliliklerinin tespiti

Izolatlarmn antibiyotik direncliliklerini tespit etmek i¢in 15 mercimek, 22 nohut 10
ml’lik deney tiiplerinde hazirlanan sivi YMB ortamina asilandi. 28°C’de 3 giin inkiibasyondan
sonra her izolatin siv1 kiiltiirinden mikropipet ile 100 pl alinarak taze hazirlanmis YMA
plaklarina yayma ekim yapildi. Sterilize edilmis 6 mm c¢apindaki disklere emdirilen
antibiyotikler (Ampicilin 10 mg/ml, Tobramycin 10 mg/ml, Cefixim 5 mg/ml, Aztreonom 30
mg/ml, Clindamycin 2 mg/ml, Chloramphenicol 30 mg/ml, Cephalosporin 75 mg/ml,
Kanamycin 50 mg/ml, Rifamycin 100 mg/ml, Streptomycin 100 mg/ml, Nalidixic acid 50
mg/ml) YMA plaklarina yerlestirildi. Izolatlarin disk cevrelerinde olusturduklari inhibisyon
zon ¢aplariin biiyiikliiklerine goére izolatlarin antibiyotik direnglilikleri pozitif veya negatif

olarak tespit edildi (Fremont ve ark., 1998; Vincent, 1970).

2.2.5.16. Numerik analiz

Test organizmalarinin biyokimyasal ve kiiltiirel 6zellikleri arasindaki benzerlik ve
farklilik diizeylerine gore izolatlarin akrabalik derecelerini belirlemek igin organizmalar
testlere verdikleri cevaplar pozitif ve negatif olarak MiniTabl4 istatistik programina
ylklenerek izolatlarin referans strainlere ve kendi aralarinda olusturduklar akrabalik
diizeyleri belirlendi. Izolatlarin Numerik analizi icin toplam 44 Rhizobium strain icin 54
fenotipik karakterin sonucu yiiklendi. Numerik analizi sonucu dendogram olarak sunuldu

(Sekil 3.6).
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2.2.6. Molekiiler Karakterizasyon

Test organizmalarinin numerik analizi ile belirlenen akrabalik diizeyleri DNA-RAPD
(Random Amplification Polimorfizm DNA) ve 16S rDNA-RFLP (Restriction Fragment
Length Polimorphizm) molekiiler teknikler kullanilarak numerik analiz sonuglarina gore

belirlenen test organizmalarinin karakterizasyonu yapildi.

2.2.6.1. Genomik DNA izolasyonu

Rhizobium bakterilerinin dis ¢eperlerinde bulunan lipopolisakkarit yapidan dolay1
Rhizobium genomik DNA’smi izole etmek bir hayli zordur. Ozellikle Rhizobium
bakterilerinin genomik DNA izolasyonu i¢in kullanilan bu metotta; hiicre yogunlugu 600
nm’de 0,6-0,8 ulasincaya kadar 200 rpm’de 5 ml’lik tiiplerde gelistirildi. Hiicre pelleti 15 dk
10.000 rpm’de 1.5 ml eppendorf tiiplerinde santrifuj edildikten sonra Tris-EDTA tamponu
(10T/1E) ile yikand1 ve 400 ul Tris EDTA tamponunda ¢dziildii. Uzerine 40 pl %10’luk SDS
ve 5 ul Proteinaz K (20 mg/ml) eklenerek 45 dk 56°C’de sicak suda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra eppendorf tiip iizerine 400 pl Tris ile doyurulmus fenol eklenerek 10 dk
10.000 rpm’de santrifuj edildi. Santrifujden sonra dikkatlice mikropipet ile siipernatant
aliarak yeni eppendorf tiipiine alind1 ve tizerine 200 pl kloroform:izoamilalkol (24:1) eklendi
ve ve birka¢ dakika hafifce vortekslendi. Siipernatantin kloroform:izoamilalkol ile iyice
karismas1 saglandiktan sonra 10 dk 10.000 rpm’de santrifuj edilerek slipernatant yeni tiibe
transfer edilerek bir iist basamak yeniden tekrarlanarak 10 dk 10.000 rpm’de santrifuj edildi.
Siipernatant tekrar temiz bir tiipe alinarak lizerine 400 pl kloroform: izoamilalkol (24:1)
eklendi, alt tist edilerek 10 dk 10.000 rpm’de santrifuj edildi. Siipernatant tekrar alind1 ve
{izerine 1/10 3M Sodyum asetat, 2 kat: kadar da soguk izoamilalkol eklenerek 2 saat -20°C’de
derin dondurucuda bekletildi. Bu asamadan sonra 30 dk 15.000 rpm’de sanrifuj edildikten
sonra siipernatant dikkatlice dokiildii ve pellet %30’luk etil alkol ile yikaranark 15 dk 10.000
rpm’de santrifuj edildi. Etil alkol uzaklastirildiktan sonra tiip 37°C’lik etiivde 15 bekletilerek
kurutuldu. En son safthada tiip tizerine 50 pl TrissEDTA tamponu eklenerek +4°C’de
depolandi.

Genomik DNA jel elektroforezi igin 250 ml’lik erlen mayer igerisisinde 120 ml TE
tamponu eklenerek igerisine %1 agaroz olacak sekilde eklendi. Mikrodalga firinda 2 dakika
bekletilerek agaroz’un erimesi saglandi. Midi tank’a tarak dikkatlice yerlestirildikten sonra

¢Ozelti sogutularak dikkatlice dokiildii. Jel katilagtiktan sonra {izerine TBE tamponu eklenerek
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tarak dikkatlice ¢ikarildi. Her tarak bosluguna 5 pl genomik DNA eklendi. Midi tank
ayarlanabilir glic kaynagina baglanarak 95V 30 dakika kosturuldu.DNA RAPD iiriinler i¢inde

yukaridaki metotta Agaroz jel yogunlugu %2 olacak sekilde ayarlanarak diger adimlar aynen

takip edildi.

2.2.6.2. RAPD analizi

Izolatlarin genomik DNA cogaltimi Thermo Cycler cihazinda yapildi. de Oliveria ve
arkadaslar1 (2000) metoduna gore; c¢ogaltma reaksiyonu 40 dongii olarak belirlendi. Her
déngiiden sonra 94°C’de 15 saniye’lik adim izlendi. Baglama icin 35°C’de 30 saniye, uzama
icin 72 °C’de 1 dakika olarak ayarlandi. Son uzama safhasi i¢in 72°C’de 10 dakika olarak
takip edildi. 50 ul DNA ¢ogaltim karigimi; 1ul Opab primerlerinden her deneme icin ayri
primer kullanildi. Kullanilan primerler ve bunlara ait baz siralar1 Cizelge 2.2’de verilmistir.
Her defasinda OPAB primerlerinden biri olmak tizere 1 pl primer, 1ul MgCI, 1ul dANTP
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,4 ul Taq Polimeraz (Fermantas), 5 ul Taq Tamponu, 37 pl
deiyonize su ile 0.2 ml PCR tiiplerinde karisim hazirland1 ve son olarak 5 pl 50 ng hedef
DNA miktar1 eklenerek tlipler Thermo Cycler cihazina yiiklendi (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.2. Kullanilan Primerlerin Baz dizilisi

OPABI: 5- CCGTCGGTAG-3 OPABI11: 5- GTGCGCAATG-3
OPAB2: 5- GGAAACCCCT-3 OPABI12: 5- CCTGTACCGA-3
OPAB3- 5- TGGCGCACAC-3 OPAB13: 5- CCTACCGTGG-3
OPAB4: 5- GGCACGCGTT-3 OPAB14: 5- AAGTGCGACC-3
OPABS: 5- CCCGAAGCGA-3 OPABI15: 5- CCTCCTTCTC-3

OPAB6: 5- GTGGCTTGGA-3 OPABI16: 5- CCCGGATGGT-3
OPABT7: 5- GTAAACCGCC-3 OPABI17: 5- TCGCATCCAG-3
OPABS&: 5- GTTACGGACC-3 OPABI18: 5- CTGGCGTGTC-3
OPABY: 5- GGGCGACTAC-3 OPAB19: 5- ACACCGATGG-3
OPABI10:5- TTCCCTCCCA-3 OPAB20: 5- CTTCTCGGAC-3

Bant biiytikliiklerinin belirlenmesi i¢in her elektorforez isleminde 100 baz ¢iftlik DNA ladder
kullanild1. Sonuglar UV goériintiileme sisteminde incelendi ve fotograflandi. Amplifikasyon

bantlarindan kuvvetli olanlar degerlendirmeye alindi. Cok fazla DNA bandlar
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olusmadigindan benzerlik indeksi olusturulamadi. Mevcut DNA bandlarinin varligina gore
degerlendirildi.
2.2.6.3. RFLP analizi

Test organizmalari arasindaki benzerlik ve farklilig1 ortaya koymak i¢in 16S rDNA bolgeleri
PCR ile ¢ogaltildi. Toplam 15 test organizmasi besi ortaminda 3 giin siire ile 25°C’de inkiibe
edildi. Biitiin tamponlar hazirlanarak, gerekli maddeler ve enzimler ticari sirketlerden satin
alindi. Elde edilen izolatlarin ve kontrol olarak kullanilan Rhizobium irklarinin izole edilen
DNA'larin konsantrasyonlart spektrofotometrik olarak, 260 nm dalga boyunda o6l¢iildii.
saflagtirllan ~ genomik  DNA'dan 16S  rDNA’y1  c¢ogaltmak icin Y1  (5'-
TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC) swrasmna  sahip forward primeri ile (5'-
CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT) sirasina sahip revers primerleri kullanilarak PCR ile
cogaltildi (Ramsubhag ve ark., 2002). PCR amplifikasyonu Perkin Elmer DNA Thermal
Cycler 480 ile 0.5 ml PCR mikrosentrifuj tlipleri kullanilarak yapildi. Taq DNA polymeraz,
MgCl: solusyonu, Taq tampon ve deoksiriboniikleotidler (ANTPs) ticari sirketlerden satin
alind1 (Fermentas). Tiim PCR kokteyli (Cizelge 2.2) mikrofij tiiplerinde hazirlandiktan sonra
diisiik seviyede vortekslendi ve PCR cihazina yerlestilinceye kadar buzda tutuldu. PCR
programui baslangic 95°C’de 5 dk, 35 déngii, denatiirasyon i¢in 95°C’de 1 dk, baglanma
(anneling) 55°C’de 1 dk, uzama ig¢in 72°C’de 1 dk ve son olarak 72°C’de 10 dk olarak
ayarlandi. PCR’da c¢ogaltilmis 16S rDNA’lar1 % 1.5°lik 0.5 pg/ml ethidium bromide iceren
agaroz jelde (0.5 X TBE tampon) kosturuldu.. Yaklasik 5 pul PCR iiriinii jel yiikleme boyasi
(mavi renkli) ile birlikte karistirilarak jele yiiklendi ve 100V, 2 saat boyunca kosturuldu

Cizelge 2.3. PCR kokteylinin her bir 6rnek i¢in gerekli olan madde miktarlari

Deionize su 33,25 ul
MgCl, 3ul
dNTP 1 ul
GP1 1 ul
GP2 1 ul
Taq Tamponu Sul
Taq polimeraz 0,25 pul
DNA 0Ornegi Sul

16S rDNA bdlgesi molekiiler markerlar (Gene Rulerm 100 bp DNA Ladder Plus, MBI
Fermentas) kiyaslanarak 600-bp pozisyonundaki band tesbit edildi.
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16S rDNA bolgeleri ¢ogaltilan Rhizobial suslardan elde edilen bantlar daha sonra
Hindlll, BamHI, Bsp1430 ve Haelll restriksiyon enzimleri ile ticari firmanin (Fermantas)
belirttigi protokole gore yapildi. Bu protokole gore 15 pl reaksiyon karisimi i¢in; 5 ul DNA, 1
ul enzim, 1 pl 10x enzim tamponu ve 8 pl deionize su 200 pl PCR tiiplerinde hazirlandi. PCR
tiipleri su banyosunda 1-16 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda PCR
tiiplerinden alman 5 pl kesim iiriinii 5 pl 6rnek boyasi ile karstirildi. Ornek tamponu
hazirlanan %2’lik agaroz jele yiiklendi ve 2 saat 100 V, 380 mA’de kosturuldu.
Elde edilecek DNA bandlarinin benzerlik indeksi olusturulup NTSYS-Pc (Numerical
taksonomy and Multivariation Analysisi System Programi kullanilarak UPGMA (Unwighted
Pair Group Method with Arithmetic) kiime analizi yapilmasi planlandi fakat yeterli kesim

olmadigindan analizi yapilamada.
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3. BULGULAR

3.1. Bakterilerin Nodiillerinden izolasyonu

Araziden getirilen bitkilerin kok nodiilleri steril edildikten sonra steril bir havan
igeresinde ezildi. Bir 6ze dolusu nodiil siiriintiisii alinarak YMA i¢eren petri kaplarina yayma
ekimi yapildi. YMA iizerinde gelisen kolonilerden Jordan,1984’e gére Rhizobium cinsine ait,
Jarvis ve arkdaslarinin (1997) belirttigi Mesorhizobium cinsi morfolojosi gosteren koloniler
secildi (Sekil 3.1).

3.2. Rhizobial izolatlarmin Saflastirllmasi

Yabani nohut ve mercimek bitkisi izolatlart Vincent’e (1970) gore 6n teshisleri yapildi.
Izolatlarn gram boyama, Kongo kirmizisi ve thymol mavisi gibi indikatér boyalar
kullanilarak 6n teshisleri yapildi ve sonuglar asagida Cizelge 3.1°de verildi.

Toplanan 35 yabani mercimek (Lens culinaris) ve 75 yabani nohut (Cicer anatolicum)
bitki nodiillerinden toplam 110 izolat gram boyama y&niinden test edildi. Izolatlarm Gram
boyanma 6zellikleri Nikkon binokiiler 151k mikroskobu altinda 100x objektifle incelendi. 35
yabani mercimek izolatindan 15’1 gram negatif 6zellik gdsterirken 75 nohut bitkisi izolatindan
22’s1 gram negatif Ozellik gosterdi (Cizelge 3.1). Gram negatif bakteriler 151k mikroskobu
altinda pembe renkte goriiniirler (Sekil 3.2). Sonucgta 37 rhizobial sus segilerek teshis ve
molekiiler karakterizasyon caligmalar1 uygulandi.

Gram boyama 6zellikleri belirlenen 110 izolat Kongo Kirmizisi igeren YMA ortaminda
ekildi. Inkiibasyon sonucunda Kongo Kirmizili YMA iizerinde beyaz ve pembemsi koloni
olusturan izolatlar belirlendi. Gram negatif olarak belirlenen izolatlar bu ortamda boyay1
nufuz etmediginden referans izolatlar gibi beyaz ve pembemsi koloniler olustururken diger
izolatlar boyay1 emerek siyah ve kirmizi renkli koloniler meydana getirdi (Sekil 3.3)

Gram boyama oOzellikleri ve Kongo Kirmizili YMA ortaminda gelisme durumlari
belirlenen izolatlar, brom thymol mavili YMA ortamina ekildi. Bu ortamda gelisen Rhizobium
izolatlar1 asit iireterek ortamin rengini sartya doniistiirler. Thymol mavisi iceren YMA
ortamina ekilen 110 izolattan 15 mercimek ve 22 nohut izolat1 asit lireterek ortamin rengini

sartya dontistlirdi (Sekil 3.4)



Cizelge 3.1:

Izole edilen suslara ait 6n teshis sonuglari

Kod Gram Kongo Brom Kod Gram Kongo Brom Timol Segilen
Boyama Kirmizist  Timol Boyama Kirmizisi  Mavisi suglar
Mavisi
1A3L1 + 3E7C3 - - - 1A3L1
1A2L2 + 3E7C4 + + + 1A2L2
1A2L1 - - - 3E7C5 + + + 1AIL1
1A1L2 - - - 3F2C1 - - - 1AIL1
1AIL1 + + + 3FIC1 + + + 1A4L2
1A6L1 - - - 3F2C2 - - - IBICI
1A5L2 - - - 3F2C3 - - - IB1C3
1A5L1 - - - 3F2C5 - - - 1B2C2
1A4L1 - - - 3F2C4 - - - 1B4C1
1A4L2 + + + 3F3C2 - - - 1B4C2
1A7L1 - - - 3F3Cl1 - - - 2C2C1
IBIC1 + + + 3F2C3 - - - 2C6C1
IBI1C2 - - - 3F2C5 - - - 2C6C3
IBIC3 + + + 4H2V1 + + + 2D3L2
IB1C4 - - - 4H2V2 + + + 3E8C4
1B2C2 + + + 4H1V1 + + + 3E7C4
1B4C1 + + + 4H2V3 + + + 3E7C5
1B4C2 + + + 4K1L3 - - - 3F1C1
1B2C4 + + + 4K7L2 + + + 4H2V1
1B2C3 - - - 4K1L1 + + + 4H2V2
1B2C2 - - 4K6L4 + + + 4H1V1
2C4C1 - - - 4K2L1 - - - 4H2V3
2C5C1 - - - 4K2L4 - - - 4K7L2
2C3C2 - - - 4K7L1 - - - 4KI1L1
2C3C3 - - - 4K1L4 + + + 4K6L4
2C6C1 + + + 2M2L3 + + + 4K1L4
2C4C1 - - - 2M4L1 - - - 2M2L3
2C5C4 - - - 2M2L4 2M3L1
2C5C3 - - - 2M3L3 - - - 2MA4L3
2C5C3 - - - 2M3L1 + + + 5S3Cl1
2CI1C1 - - - 2MA4L2 - - - 5S82C4
2CI1C2 - - - 2M4L3 + + + 5T3C2
2C2C1 + + + 5N1C3 - - - 5T5C3
2C2C2 - - - 5NICI - - - 5TIC4
2C6C3 + + + 5S1C4 - - - 5T1C1
2C6C2 - - - 5S2C3 - - - 5T2C2
2D2L1 - - - 583C2 - - - 5T2Cl1
2D2L2 - - - 5S3C1 + + + Merc.1045
2DIL1 - - - 5S1C3 - - - Yonca520
2D1L2 - - - 5S3C3 - - - Fasulye83
2D4L2 - - - 5S2C4 + + + tn4 cicer
2D4L1 - - - 5T3C4 - - - 204 vicia
2D3L1 - - - 5T4C2 - - - Nohut522
2D3L2 + + + 5T3C2 + + + Av7 vicia
2DIL1 - - - 5T3C3 - - -
3E8C4 + + + 5T5C3 + + +
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Cizelge 3.1: Izole edilen suslara ait 6n teshis sonuglar1 (devam)

Kod Gram Kongo Brom Kod Gram Kongo Brom Timol
Boyama Kirmizist  Timol Boyama Kirmizisi  Mavisi
Mavisi
3E6C1 - - - 5T5C4 -
3E2C2 - - - 5TIC4 + + +
3E6C2 - - - 5T1C1 + + +
3E8C3 - - - 5T2C2 + + +
3EICI - - - 5T2Cl1 + + +
3E2C1 - - - Merc1045 + + +
3E5C3 - - - Nohut522 + + +
3E8C2 - - - Yonca520 + + +
3E8C1 - - - Fasulye83 + + +
3E4C2 - - - tndcicer + + +
3E4C1 - - - 204vicia + + +
3EIC2 - - - AvT7vicia + + +
3E7C2 - - -

3.3. Kiiltiirel ve Biyokimyasal Bulgular

Vincent (1970) gore Rhizobium suslarinin Kongo kirmizili YMA’da gelisim, brom
tymol mavili YMA ortaminda asit iiretme ve gram boyama Ozelliklerine gore ayrilan 37 sus
secilerek hareket testi, pepton glukoz agarda gelisim, ketolaktoz, hidrojen sulfur {iiretimi,
oksidaz, katalaz aktivitesi, karbon kaynaklarinin kullanimi (Raffinoz, Ksiloz, Maltoz,
Galaktoz, Sukroz, Suksinat, Ramnoz, Dulsitol, Laktoz, Fruktoz, Glukoz ve Mannitol)
biyokimyasal ve kiiltiirel testler uygulanarak Rhizobia suslarinin bu ortamlardaki aktiviteleri
belirlendi. Test sonuglar1 Cizelge 3.2 gosterilmistir.

Test strainlerinin tiimii Kongo kirmizili YMA {izerinde beyaz ve pembemsi koloniler
olusturdu. Strainlerin YMA {izerinde mukoz olusturma durumlar1 Vincent, 1970’te
tanimladig1 gibi referans suslara gore benzer mukozumsu yap1 gosterdi. Test strainleri gram
boyama acisindan referans suslar ile ayni 6zellikte olup test edilen 37 strain gram negatif
olarak degerlendirildi. Strainlerin brom timol mavili YMA ortaminda asit reaksiyon verip
ortamin rengini sartya doniistiirdii.

Strainlerin hareket muayenesi SIM ortaminda degerlendirildi. Mercimek ve nohut
izolatlarinin bir kag1 harig¢ tiimii hareketlilik gosterdi (Cizelge 3.2). Test strainlerinden 2C2C1,
4H1V1, 5TICI ve referans suslardan 204 vicia ve av7 vicia suslar1 hari¢ diger biitlin izolat ve
referans suslar Ketolaktoz ortaminda bakir halkasi meydana getirmedi. Izolatlarin katalaz

aktivitesi sonucunda birkag izolat hari¢ katalaz pozitif 6zellik gosterdi (Cizelge 3.2).
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Nohut522 Mercimek1045

3E7C4 3F1Cl

Sekil 3.2: izolatlarin Gram Boyama Ozellikleri
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1AIL1-4K1L1

Nohut522 Mercimek1045

2M4L3 3E7C4

-

582C4 3F1C1-3F2C5

Sekil 3.3. izolatlarin Kongo Kirmizili YMA ortamindaki koloni morfolojiler
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Ust:5S3C1 Alt: 4K7L2

Ust:2C6C1 Alt:5T2C2 Ust: 4H2V1 Alt: 4H2V2

Ust:2M4L3 Alt: 1A1L1

Sekil 3.4. Izolatlarm Brom Thymol mavili ortamda koloni morfolojileri



41

Test strainleri oksidaz aktivitesi acisindan; mercimek izolatlarindan 4K7L2, 4K1L1,
4K6L4, 4K1L4, 2M2L3, 2M3L1, 2M4L3 ve 1AI1LI1 izolatlarnn oksidaz negativ 6zellik
gosterdi. Nohut izolatlarindan 1B1C1, 1B1C3, 2C2C1, 2C6Cl1l, 2C6C3, 3E7CS5,
5S3C1,5S2C4 ve 5T1C4 izolatlar1 oksidaz negatif 6zellik gosterdi (Cizelge 3.2).
g0oli havzasinda bulunan topraklar genellikle alkali toprak yapis1 gosterdiginden test strainleri
yogun asidik pH ortamlarinda (3.5, 4.0, ve 4.5) gelisme gostermedi. Ancak asidik pH 5.0
ortaminda 1A2L2, 1A4L2, 1B1Cl1, 1B1C3, 4K7L2 ve 2M3L1 izolatlar1 hari¢ diger biitiin
izolatlar gelisme gosterdi (Cizelge 3.2). Bu durum izolatlarin asidik pH 5.0 gibi asidik
topraklara adapte olabilecegini gostermektedir. Izolatlarin alkali pH ortamlarindan pH 8.0
ortaminda 5T3C2 izolat1 hari¢ diger tiim izolatlar gelisme gosterdi. Alkali pH ortam arttik¢a
izolatlarin gelisme seviyelerinde azalma gozlendi (Cizelge 3.2).

Rhizobium bakterilerinin optimum gelisme sicakliklar1 genellikle 28°C’dir (Jordan,
1982). Mercimek ve nohut izolatlarimin 30°C ve 40°C’de gelisme durumlarina gore izolatlarmn
tiimii 30°C sicaklik ortaminda gelisme gosterirken 40°C sicakliginda bazi izolatlar gelisme
gosteremedi (Cizelge 3.2).

Rhizobium bakterileri Litmus milk besiyerinde asit reaksiyon vererek ¢evrelerinde zon
meydana getirirler (Ogiit, 2002). Litmus milk ortaminda mercimek izolatlarindan 1A3L1,
4K7L2, 4KI1L1, 4K6L4 ve nohut 2C2Cl1 izolat1 litmus milk ortaminda zon meydana
getirmedi.

Rhizobium bakterilerinin toprakta baklagil bitkileriyle interaksiyona girebilmeleri igin
topragin tuzluluk orani 6nemlidir. Rhizobium bakterileri asir1 tuzlu ortamlarda gelisme
gosteremezler (Gao, 1994). %2’lik tuz iceren YMA ortamina ekilen izolatlardan 1A3L1,
1A2L2, 1B1CI1, 1B1C3, 2M3L1 ve Nohut522 referans susu gelisme gostermezken diger
izolatlar YMA {izerinde belirgin koloniler meydan getirdi.

Bakterilerin polifazik taksonomisinde karbon kaynaklarinin kullanim1 olduk¢a 6nemlidir
(Young, 2003). Rhizobium bakterileri karbon kaynaklarinin kullanimi ag¢isindan mannitol
iceren ortamlarda genellikle daha iyi gelisme gosterirler (Vincent, 1970; Gao, 1994).
Calismamizda kullanilan mercimek ve nohut izolatlar1 karbon kaynaklarindan mannitol,
maltoz, galaktoz, sukroz ve glukoz ortaminda daha iyi gelistikleri, ksiloz, ramnoz, fruktoz gibi
karbon kaynaklarin1 orta derecede kullandiklari, dulsitol, suksinat ve raffinoz gibi karbon
kaynaklarin1 pek tercih etmedikleri gézlendi (Cizelge 3.2). Rhizobium izolatlar1 bromocresol
purple indikatorii ilaveli mor renkli YMB ortaminda asit {ireterek ortamin rengini sariya

donustiirtrler (Sekil 3.5).



42

Cizelge 3.2: izolatlara ait Kiiltiirel ve Biyokimyasal Test Sonuglar
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Cizelge 3.2izolatlara ait Kiiltiirel ve Biyokimyasal Test Sonuclar: (Devam)
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Dulcitol Mannitol

Suksinat

Raffinoz Ramnoz

Maltoz Ksiloz

Sekil 3.5: izolatlarin Karbon Kaynaklarmi Kullanimi
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Biitiin canli sistemlerinde oldugu gibi bakterilerin katabolik reaksiyonlarinda gorev
alan enzimler daha etkili bir sekilde reaksiyonlar1 katalizleyebilmeleri i¢in vitaminlere
ihtiyag duyarlar. Oksijenli solunum yapan Rhizobium bakterileri karbon ve azot
kaynaklarmin oksidasyonu sirasinda gorev alan enzimlerin aktivasyonu i¢in vitaminlere
ihtiyac duyarlar. Calismamizda kullanilan test strainleri riboflavin, d-pantotenat, piridoksin
ve folik asit iceren YMB ortaminda gelistirildi. Ancak test strainleri vitamin kaynaklarini
iceren ortamda kontrol grubuna gore daha iyi bir gelisme gostermedi (Cizelge 3.2).

Test suslarinin antibiyotiklere  direngleri tespitinde elde edilen bulgulara gore
suslarin  ¢ogu Tobramycin (10 mg) karst direng gosteremedi. Ampicilin  ve

Chloramphenicol’e kars1 ise daha fazla direng gosterdi (Cizelge 3.2).

3.4. Numerik analiz Sonuclan

Toplam 44 test susu (37’si test straini ve 7’si referans sus) lizerine uygulanan 54 adet
kiiltiirel ve biyokimyasal karakter agisindan test edildi. Elde edilen sonuglar MiniTab 14
istatistik programi kullanilarak Sekil 3.6’de gosterilen dendogram elde edildi. %75
benzerlik diizeyi kriter alind1 ve bu benzerlik diizeyinde 7 farkli grup elde edildi. Suslar
arasindaki benzerlik diizeyleri dikkate alindiginda I. grup izolatlar tn4cicer referans straini
ile yakin benzerlik olusturarak ayni grup icinde yer aldi. Bu grupta yer alan 1AIL1
mercimek izolatinin nohut izolatlari ile ayn1 grupta yer almasi farklilik gosterdi. II. grupta
yer alan nohut izolatlar1 ise nohut522 referans straini ile ayn1 grupta yer aldi. Tek baglarina
birer grup meydana getiren III. grup straini 1A2L2 ve V. grup straini 1BIC1 ayr birer tiir
olabilecegini gostermektedir. IV.grupta yer alan 5T1C1, 5S2C4, 4H2V1 ve 1A4L2 suslan
farkl1 bitkilerden izole edilmesine ragmen ayni grupta yer aldi. Diger taraftan VI. grupta
yer alan Yonca520, fasulye83, 204 vicia, av7vicia referans strainleri ayni grupta yer aldi.

VII. grupta yer alan mercimek izolatlar1 ise referans strain mercimek1045 ile ayni
grupta yer almalar1 bu suslarin mercimek1045 referans straini ile yakin benzer 6zellikler
tasidigin1  gostermektedir. Calismamizda genelde beklenen olmasina ragmen farkl
bitkilerden izole edilen bazi izolatlarin ayn1 grupta yer almasi tartisilabilir bir durumdadir.
Ozellikle VI. grupta yer alan referans suslarin ayr1 gruplarda yer almas1 beklenirdi. Bunun
nedeni de yapilan testlerin hem teknik olarak dikkatlice yapilmamasi hemde referans

suslarin zamanla bazi karakterlerini kaybetmesi muhtemel sonuglart vermistir denilebilir.
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3.5. Molekiiler Karakterizasyon Sonug¢lar:

Numerik analiz ile belirlenen gruplardan temsilci olarak toplam 14 test
organizmast (4H2V3, 2C2C1, Nohut 522, Mercimek 1045, 1B1C1, 5S3C1, 1B1C3,
2D3L2, 4H2V1, 1A2L2, 3E7C4, 2M3L1,13:5S3C1, 1A1L1) segilereck RAPD ve RFLP

caligsmalar1 bu test organizmalari ile yapildi.

3.5.1. Genomik DNA

Rhizobiumlarin genomik DNA biiytikliikleri yaklasik olarak 1.2 kb biiyiikliiglindedir
(Jordan, 1984). Rhizobium bakterileri dis c¢eperlerinde bulundurduklar1 eksopolisakkarit
yapidan dolayr genomik DNA’larim1 saf olarak elde etmek bir hayli zordur. Genomik
DNA’lar1 ekstrakte edilen Rhizobium test organizmlarimin DNA bandlar1 Sekil 3.7°de

goriilmektedir.

10000b

P
8000 bp
5000 bp
3000 bp
1000 bp
500 bp

250 bp

Sekil 3.7: Genomik DNA
1:4H2V3, 2:2C2Cl1, 3: Nohut 522, 4: Mercimek 1045, 5:1B1C1, 6: 5S3C1, 7:1B1C3, 8:2D3L2, 9:4H2V1 10:1A2L2, 11:3E7C4,
12:2M3L1,13:5S3C1, 14:1A1L1, M: Marker(1 kb)

3.5.2. RAPD analiz sonuclari

Suslar arasindaki molekiiler benzerlik diizeyini ortaya koymak i¢cin RAPD 10 mer
Opab-11 primeri kullanildi. RAPD-PCR sonucunda sadece 14 numarali kuyucukta yer alan
1A1L1 (yabani mercimek bitkisinden izole edilmistir) susu 850 bp biiyiikliigiinde tek bant
verdi. RAPD sonuglart i¢in elde edilen amplifikasyon iiriinlerinin jel goriintiileri Sekil 3.8

ve 3.9’da verilmistir.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 M

1000 bp 1000 bp
900 bp 900 bp
800 bp 800 bp
700 bp 700 bp
600 bp 600 bp
500 bp 500 bp
400 bp 400 bp
300 bp 300 bp
200 bp 200 bp
100 bp 100 bp

Sekil 3.8: Caligmamizda kullanilan Rhizobium suglarmmin OPAB-11  primer ile olusturulan PCR
amplifikasyon {irlinlerinin agaroz jel tiizerindeki goriintiisi (Marker: 100 baz ¢iftlik DNA ladder

kullanilmustir) 1:4H2V3, 2:2C2C1, 3: Nohut 522, 4: Mercimek 1045, 5:1BIC1, 6: 5S3C1, 7:1B1C3, 8:2D3L2, 9:4H2V1,10:1A2L2,
11:3E7C4, 12:2M3L1,13:5S3C1, 14:1A1L1, M: Marker(100 kb) (10 mer Opab 11 primer)

Kullanilan 10 mer OPAB-7 primer bulgularina gore; nohut bitkisinden izole edilen
suslardan 2, 3, 6, 7, 11 ve 13, nolu kuyucularda ile mercimek bitkisinden izole edilen 1, 8,
9, 10 ve 12 numarali kuyucuklarda 750-800 bp biiyiikliigiinde tek bant elde edildi. Bu
sonuglara gore 2, 3, 6,7, 11 ve 13 numaral1 kuyucuklarda yer alan test suslarinin nohut522
referans straini ile ayni oldugu, 1, 8, 9, 10 ve 12 numarali kuyucuklarda yer alan test
suslarinin ise 3 numarali kuyucukta yer alan mercimek1045 referans straini ayni oldugu
belirlendi. Her ne kadar suslar farkli bitkilerden izole edilmislerse de ayni ebatta PCR

iirlinii verdikleri gozetlendi.

3.5.3. RFLP analizi sonuclari

Test organizmalarinin numerik analiz sonuglarina gore tespit edilen akrabalik
diizeylerini dogrulamak i¢in secilen temsilci suslarin 16S rDNA bolgeleri Y1 (5'-
TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC) sirasina sahip forward primeri ile Y2 (5'-
CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT) baz dizilimine sahip primerler kullanilarak
cogaltildi. Ramsubhag ve arkadaslarinin (2002) belirttigi gibi 600 bp biiyiikliigiinde 16S
rDNA bantlar1 elde edildi. Ancak izolatlarin tiimiinde ayni sonuglar elde edilemedi. PCR
caligmalari birkag sefer tekrarlanmasina ragmen Sekil 3.10° de verilen suslar diginda diger

suslarin 16S rDNA bandlar elde edilmedi..
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Cogaltilan 16S rDNA bandlar (2C2C1, Nohut522, Mercimek1045, 1B1C1, 5S3C1,
1B1C3, 2D3L2, 3E7C4 ve 1A1L1 suslar1) Hinlll, Haelll, BamHI ve Bsp1430 restriksiyon
enzimleri ile ticari firmanin (Fermantas) belirttigi protokole tabii tutuldu. Ancak suglardan
hi¢ birinin 16S rDNA bolgeleri bu enzimlerle kesilemediginden suslar arasindaki benzerlik

dendogrami olusturulamadi.

1000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

Sekil 3.9: Calismamizda kullanilan Rhizobium suslarinin OPAB-7 primer ile olusturulan PCR
amplifikasyon iriinlerinin agaroz jel izerindeki goriintiisi (Marker: 100 baz ¢iftlik DNA ladder

kullanilmustir) 1:4H2V3, 2:2C2C1, 3: Nohut 522, 4: Mercimek 1045, 5:1BIC1, 6: 583C1, 7:1B1C3, 8:2D3L2, 9:4H2V1,10:1A2L2,
11:3E7C4, 12:2M3L1,13:5S3C1, 14:1A1L1, M: Marker(100 bp) (10 mer Opab 7 primer)

1000 bp

1000 bp 900 bp
900 bp 800 bp
800 bp 700 bp
700 bp 600 bp
600 bp 500 bp
500 bp 400 bp
400 bp 300 bp
300 bp 200 bp
200 bp 100 bp
100 bp

Sekil 3.10: 16S rDNA bolgesi ¢ogaltilmig strainler. 1:2C2C1, 2: Nohut 522, 3: Mercimek 1045, 4:1BIC1, 5: 5S3Cl,
6:1B1C3, 7:2D3L2, 8:1A2L2, 9:1A1L1, M: Marker(100 bp)
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4. TARTISMA ve SONUC

Rhizobium cinsini ilk olarak Frank, 1889 yilinda isimlendirdi. Daha sonraki yillarda
yapilan ¢alismalar sonucunda Rhizobium taksonomisi geliserek bugiinkii halini aldi
(Cizelge 1.2). Rhizobium’larin izolasyonu, teshisi ve biyokimyasal karakterlerinin tespiti
ilk defa genis bir sekilde Vincent, (1970) tarafindan yapildi. Vincent (1970) ve Graham
(1964)’e gore Rhizobium’larin topraktan izolasyonu olduk¢a zor ancak nodiillerinden
izolasyonu c¢ok daha kolaydir. Nodiil se¢ciminde ise sagliklt ve pembe renkli nodiillerin
secimi Onerilmektedir.

Rhizobium toprak bakterisi olup 18000 civarinda tiir ihtiva eden Legiminaceae familyasina
ait baz tiirlerinde simbiyotik iligski kurmaktadirlar.

Otsu baklagil bitkilerinden olan yabani mercimek (Lens orientalis) ve nohut (Cicer
anatolicum) bitkileri de Legiminaceae familyasina ait tiirler olup genellikle yiiksek
rakimlarda 2000-2500 metre yliksekliklerde yayilis gosterirler. Bu rakimda yetisen diger
bitkiler gibi bu baklagil bitkileri de ekstrem ¢evre sartlarina maruz kalirlar. Van Goli
havzasiin notr alkali toprak yapisi ve topragin azotga fakir olmasi nedeniyle bitkinin daha
az verimli olmasina neden olmaktadir (Nour ve ark., 1994a)

Rhizobium bakterilerin ekonomik ve zirai agidan 6nemli oldugundan diinyanin
birgok yerinde Rhizobium taksonomisi iizerine ¢alismalar yapilmaktadir. Bu ¢alismalarin
neticesinde Rhizobium taksonomisine her gegen giin yeni bir takson eklenmektedir.
Diinya’da ve iilkemizde Rhizobiales takiminin smiflandirilma galismalart heniiz yeterli
diizeyde degildir.

Bu ¢aligmamizda toplanan baklagil bitki 6rneklerinin kok nodiillerinde saglikli
olanlarin say1 bakimindan az olmasi nedeniyle toplanan 110 bitki 6rneginden alinan
nodiiller steril edildikten sonra steril bir havanda ezilerek 1 damla su i¢inde hazirlanan
slispansiyon yayma ekim yontemiyle YMA ortamina ekildi. Ancak kok nodiillerinin
hepsinin saglikli olmamasi nedeniyle bu izolatlardan ancak 38 tanesi yapilan mikroskobik
ve Kkiiltiirel testler sonucu Rhizobium cinsine yakin benzerlik gosterdi (Cizelge 3.1).
Toplanan 110 mercimek ve nohut bitkisinden yalnizca 38 tanesinde Vincent (1970)’de
belirtildigi gibi saglikli pembe nodiiller bulunmaktaydi. Bu yiizden toplanan bitki
orneklerindeki biitiin nodiillerden Rhizobium cinsi iiyeleri elde edilemedi.

On calismalar mevcut Rhizobium bakterilerinin hizli biiyiiyen gruplar oldugu

belirlendi. Bitkilerden izole edilen Rhizobium bakterileri varyasyon gostermekte ve sadece
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fenotipik karakterleri dikkate alarak belli bir sinif veya cinse yerlestirmek zor olmaktadir
(Milnitsky ve ark., 1997)

Jordan (1984)’e gore baklagil bitkilerinin kok nodiillerinden izole edilen Rhizobium
cinsi bakterileri teshis etmek i¢in Oncelikle gram boyama, kongo kirmizili YMA’da
geliserek beyaz ve opak kolonilerin olusumu, brom timol mavili YMA ortaminda geliserek
ortamin rengini sariya cevirerek asit olusturma gibi karakterler goz Oniine alinarak
Rhizobium ve Agrobacterium cinsi iiyeleri birbirinden ayirt edilirler. Calismamizda yabani
mercimek ve nohut bitki kok nodiillerinden izole edilen bakteriler YMA ortamina
ekildikten sonra yukarida belirtilen testlere tabii tutuldu. izole edilen 110 sustan ancak 38
tanesi Jordan ve arkadaglarinin belirttigi testlerin sonuglarina uygunluk goésterdi (Cizelge
3.1). Geri kalan suslar %15 gliserol ortamma alinarak -20°C derecede depo edildi. Kalan
38 sus icin Jordan (1984) ve Vincent (1970)’te belirttigi testler uygulanarak suslarin
biyokimyasal karakterleri tespit edilerek numerik analizi yapildi (Cizelge 3.2).

Rhizobium ile Agrobacterium cinsi iiyelerini birbirinden morfolojik olarak ayirmak
olduk¢a zordur. Bu ayrim ic¢in genellikle pepton glukoz agar ortaminda iireme ve
Ketolaktoz halkasi olusumuna gore birbirinden ayirt etme yoluna gidilir. Rhizobium’larin
PGA ortaminda gelismeleri zordur (Ulgen, 1980). Calismamizda gram boyama 6zellikleri,
kongo kirmizili YMA’da iireme ve brom timol mavili YMA’da karakterleri belirlenen
tiirler PGA ortaminda gelistirildi. izolatlarin bir ¢ogu bu ortamda gelisemezken birkac1 az
geliserek ortamin pH’1in1 degistirdi.

Rhizobium cinsi tiyeleri genellikle alkali notr ortamlarda gelisirler (Jordan, 1984).
Calismamizda farkli pH ortamlarinda gelistirilen izolatlar pH 3.5, 4.0, 4.5 ortamlarinda
gelisme gosteremezken pH 5.0 asit ortaminda izolatlarin bircogu geliserek koloni meydana
getirerek Jordan, 1984’e gore uygunluk gdstermedi. Izolatlar pH 8.0 ve 9.0 ortamlarinda
hizli geliserek belirgin koloniler meydana getirdi.

Young, (2004) Rhizobialarin filogenetigi adli ¢alismasinda karbon kaynaklarinin
kullaniminin Rhizobial tiirler arasinda farklilik gosterdigini bildirdi. Bu amagla Rhizobium
taksonomisinde karbon kaynaklar1 kullanimi oldukg¢a sik kullanilmaktadir. Gao, (2001)
Rhizobium bakterilerinin genellikle karbon kaynagi olarak mannitol tercih ettigini diger
karbon kaynaklarmin kullaniminin ayni tiiriin suslar1 arasinda dahi farklilik gdsterdigini
bildirmektedir. Calismamizda karbon kaynagi olarak kullanilan mannitol’u biitiin izolatlar
kullanirken suksinat igeren ortamda izolatlar gelismedi. Mannitol disinda izolatlarin

genellikle maltoz, galaktoz, sukroz ve glukoz kullanimi daha ¢ok goriildii.



52

Canlilar biiyiime ve gelisme i¢in enerji kaynaklarmin disinda vitaminlere de ihtiyag
duyarlar. Bakteriyel siniflandirmada kullanilan bu 6zellik taksonlarin birbirinden benzerlik
ve farkliliklarini ortaya koymak i¢in kullamlmaktadir. izolatlarrmizin vitamin ihtiyaglarimni
belirmek i¢in uyguladigimiz vitamin kaynaklarini hi¢ biri mercimek ve nohut izolatlarinin
gelisimi iizerinde bir etki yaratmadi. izolatlar vitamin istekleri yoniinden negatif olarak
kabul edildi

Rhizobium bakterileri Bradyrhizobium strainlerine kiyasla dah hizli biyiirler ve
YMA iizerinde 3 giin icerisinde belirgin koloniler meydana getirirler. Ayrica bromotimol
mavili agarda asit iireterek ortamin rengini sartya doniistiirler. Rhizobial izolatlarin bu
ortamda 10 giin kadar bir inkiibasyondan sonra asit tiretmeleri Bradyrhizobium cinsine
benzer 6zellik gosterdigi diisiiniilebilir. Fenotipik testlerin sonuglarinin numerik analizi
sonucu izolatlar 12 gruba ayrildi ve gruplasma {iizerinde cografik orijinlerinin etkisinin
fazla olmadig1 gozlendi. Hatta farkl istasyonlardan toplanan bitki koklerinden izole edilen
Rhizobium’larin farkli gruplara ayrildigi gézlendi. Benzer sonuglar Fremont ve ark. (1999)
yaptig1 ile benzerlik gostermektedir. Bu ¢aligmalarinda ayni istasyonlardan izole edilen
izolatlarin genetiksel olarak farklilik gosterdigini belirtmislerdir.

Bu calismada Van golii havzasinda yetisen yabani mercimek ve nohut bitki kok
nodiillerinden izole edilen Rhizobium bakterilerinin fenotipik karakterlerinin numerik
analizi sonucunda olusan dendogramda 7 grup olustu. Referans Av7 vicia , tn4 cicer,
nohut 522, mercimek 1045, test suslar1 ayr1 gruplar olustururken yonca520 ve fasulye83
ve 204vicia referans test organizmalari ayni gruba dahil oldu. Genelde referans suslarin
farkl1 gruplara ayrilirken VI. Grupta yer alan referans suslarin ayni grupta yer almasi
referans suslarin zamanla cevresel sartlarin etkisinde kalarak referans suslarin genetik
olarak degisebildigi diisliniilebilir. Referans suslar arasindaki iliskiyi tam olarak ortaya
koymak i¢in en azindan 16S rDNA baz dizilerinin tespitinin yapilmasi ve filogenetik
analizinin yapilmasi gerekmektedir. Olusan gruplar Rhizobium bakterilerinin hangi bitki
kok nodiillerinden giivenilir bir sekilde izole edildigini yansitmaktadir.

Her ne kadar farkli bitki kdk nodiillerinden izole edilen bazi test organizmalari
farkli gruplara, yani beklenen gruba dahil olmasa dahi (1A3L1 susunun III: grupta olmasi
gerekirken II: grupta yer almasi gibi) sonug¢larimizin giivenilir oldugunu gostermektedir.
Tarla c¢alismalarinda yabani mercimek ve yabani nohut bitkilerinden izole edilen
Rhizobium bakterilerinin muhtemelen farkli NodA genlerine sahip olan suslarda

nodulasyon olay1 ger¢eklesmektedir.
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Ozellikle referans strain mercimek1045 susu ile aymi grupta yer almalari (%85
benzerlik oraninda) ayni tiir olabilecegini belirtir. Yabani nohut kok nodiillerinden izole
edilen bakterileri referans strainleriyle ayni1 gruba dahil olmadig1 gézlendi ve bu gruplarin
farkl1 bir tiir olabilecegini diisiindiirmektedir.

Rhizobium bakterilerinin antibiyotiklere dayaniklilik testleri sonuglar1 farklilik
gosterdi. Cogunluk Rhizobium straninleri antibiyotiklerin  bulundugu ortamda
gelistiklerinin gozlendigi halde ¢ogunlugu Tobramycin, Rifamicin ve Cephalosporin
antibiyotigine karsi duyarhi kaldilar. Galiano (1990) belirttigi gibi numerik analiz
sonuclarinda ortaya ¢ikan farkli gruplarin antibiyotik testleri icinde benzer sonuglar
goriildii. Genelde tiim gruplarda yer alan strainler benzer sonuglar gosterdi.

Lafay ve arkadaglari (1998) Giineydogu Avusturalya’da 32 baklagil
Legliminoceace familyana ait 475 Rhizobium bakterisi habitat iligkisini incelemistir ve
sonucta 21 genomik tiir belirlemistir. Bu caligmamizda da mevcut test organizmalarin
genomik DNA’lar izole edildi ve 16S rDNA primerleri yardimiyla ¢ogaltildi. Ayrica
Operon kiti (10 mer OPAB primer) kullanilarak RAPD-PCR yontemi ile bakterilerin
karakterizasyonu yapildi. Kullanilan OPAB 11 primeri ile Rhizobium test bakterileri 750
bp civarinda DNA band1 verdi (Sekil 3.8). Halbuki OPAB-7 primeri ile ayn1 Rhizobium
test bakterilerinden 10 tanesi 500 bp uznlugunda DNA segmenti ¢ogaldi. Test bakterileri
arasindaki polimorfizmi daha ayrintili ortaya koyabilmek icin 20 farkli OPAB primeri
kullan1ldig1 halde karakterizasyonu ortaya koyabilecek diizeyde polimorfik DNA bantlari
elde edilemedi. Yabani mercimek ve nohut bitkisinden izole edilen Rhizobium
bakterilerinin 16S rDNA sequencing ve filogenetik analizleri yapilmasi yeni olabilecek
tiirlerin taksonomik pozisyonlarini teyit edecegini belirtmek gerekir.

Bu calismada toplam 12 Rhizobium ve 25 Mesorhizobium susunun polifazik
taksonomi yaklasimi kullanarak karakterize ettik. Daha 6nceki ¢aligmalarda da farkli analiz
yontemleri kullanildiginda bazi farkliliklar gézetlenmistir. Fenotipik karakterlerin numerik
analizi, 16S rDNA PCR-RFLP ve RAPD-PCR sonuglar1 Rhizobium test suslari tarif edildi.
Fenotipik karakterlerin numerik analizi ¢aligmamizda kullandigimiz  Rhizobium
bakterilerinin heterojen oldugu belirlendi. Test suslar1 sadece iki farkli bitki kokiindeki
nodiillerden elde edilmesine ragmen 7 farkli grup dendogram {izerinde belirlendi. RAPD-
PCR Rhizobium test suslarinin genetik varyasyonu ortaya koymak i¢in yapildi. Biitiin
sonuclarimiz Rhizobium test suslarinin hem tiir hem de genetik seviyede yiiksek oranda

cesitlilik gosterdi.
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Rhizobial taksonomisi hala tamamlanabilmis degildir. Young ve arkadaslar1 (2001)
Rhizobium ve Agrobacterium cinsinin sadece 16S rRNA gen dizi analizine dayali olarak
yapmustir ve fenotipik hi¢bir karakteri dikkate almamigtir. 16S rRNA geni ve ITS baz
diziliglerinin analizine goére birkag gruba ayrilmaktadir. ITS analizine gore olusan {i¢ temel
grup (I, II, IIT) 16S rRNA gen gaz analizleri ile uygunluk gosterdigini belirtmislerdir.
Calismamizda her ne kadar numerik analiz sonuglart RAPD-PCR sonuglar1 ile tam olarak
uygunluk goéstermese de, RAPD-PCR yonteminde ¢ogunluk Rhizobium bakterilerinin tek
band vermesi, bu test organizmalarinin ayni oldugu sdylenebilir.

Sonug¢ olarak bu g¢alismada yabani mercimek ve nohut bitki kokiinden yiiksek
sayida Rhizobium bakterileri izole edildi ve saflastirildi. Yapilan fenotipik testler
sonucunda farkli lokalite ve bitki koklerinden izole edilen Rhizobium bakterilerin farkli
gruplara ayrildig1 belirlerndi. Benzer sonuglar antibiyotik dayaniklilik testi i¢in de elde
edildi. Restriksiyon PCR-RFLP icin DNA enzimleri ile kesilmediginden yapilamadi. Bu
calismamizda yabani mercimek ve nohut bitki kokiinden yiiksek sayida Rhizobium
bakterileri izole edildi ve saflagtirildi. Yapilan fenotipik testler sonucunda farkli lokalite ve
bitki koklerinden izole edilen Rhizobium bakterilerin farkli gruplara ayrildigi belirlerndi.
Benzer sonuglar antibiyotik dayaniklilik testi i¢in de elde edildi. Restriksiyon PCR-RFLP

icin DNA enzimleri ile kesilmediginden yapilamadi.
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EK:1

1. Calismada Kullanilan Besiyeri ve Ortamlar

1.1 Yeast mannitol agar (Vincent, 1970)

KH,PO,4 0,5¢g
MgSO4 02¢g
NaCl 0,1g
Mannitol 10g
Yeast Extract lg

Agar 15¢
Saf su 1000 ml
PH 6,8-7

121 °C 15 dakika otoklavlanarak steril edilir.

1.2 Ketolaktoz ortamm (Cakmakgi, 1987)

Laktoz 10g
Maya ekstrakti 10g
Agar 20g
Saf su 1000 ml

121 °C 15 dakika otoklavlanarak steril edilir.

1.3 Pepton glukoz agar(Gibbs ve Shapton, 1968)

Kazein pepton 10g

D(+) glukoz 5¢g
Bromkresol purpur 0,04 g

Agar 12 ¢
Saf su 1000 ml
PH 7,2

121 °C 15 dakika otoklavlanarak steril edilir.
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1.4 Brom thymol blue (Yao ve Vincent, 1970)

Bromo thymol blue 0,5¢

Etil alkol 100 ml

121 °C 15 dakika otoklavlanarak steril edilir.
1 litre YMA ortamina 5 ml eklenir.

1.5 Kongo kirmiz1 (Vincent, 1970)

Kongo kirmizi 25¢g

Saf su 100 ml

121 °C 15 dakika otoklavlanarak steril edilir. %0,25 suda ¢6ziinmiis 10 ml karisim 1 litre
YMA ortamina eklenir.
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EK:2 Molekiiler Calismalarda Kullanilan Cozelti ve Tamponlar
DNA izolasyonunda kullanilan tamponlar:

1. TBE buffer (10X)

Tris 108 gr
EDTA 7,44 ¢
Borik asit 55 gr
Saf su 11t

Not: Kullanilirken 1X’e kadar seyreltilir.

2. TE Buffer solusyonu

1 M Tris (pH:8) 20 ml
0,5M EDTA 200ul
Saf su 1 litreye tamalanir

3. DNA Yiikleme Boyasi

Sukroz 30gr;
Bromofenol Blue 10 mg
EDTA(0,5) 20 ml
Saf su ile100 ml’ye
tamamlanir.

4. Fenol:kloroform:izoamilalkol Solusyonun hazirlanisi

500 gr fenol tindalizasyon yontemi ile eritilir ve iizerine ayn1 hacimde % 1°lik hidroksi
kinolin eklenir. Bunun iizerine 0,5 M Tris-CI (pH:8) ayn1 miktarda eklenerek magnetik
karistirict ile 15 dakika karistirilir. ikili faz oluncaya kadar devam edilir ve siipernatanat
atilir. Atilan slipernatant kadar yine 0,1 M Tris-CI (pH:8) eklenerek magnetik karistirici ile

15 dakika karistirilir ve slipernatant atilir. Geriye kalan solusyon +4°C’de depolanir.
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OZGECMIS

1980 yilinda Sanliurfa/Surug ilgesinin Kiibiikmami kdyiinde dogdum. Ailem 1986
yilinda ekonomik nedenlerden dolay1 Gaziantep iline tasindi.

1991 yilinda Gazientep/Sehitkamil ilgesine bagli Sadettin Batmazoglu ilkokulunu
bitirdim. 1995 yilinda Gaziantep/Sehitkamil ilgesine bagli Arif Nihat Asya Lisesi’nde
ortaokulu 6grenimimi tamamladim. 1998 yilinda Gaziantep/Sehitkamil ilgesine bagli Arif
Nihat Asya Lise’sinde ortadgrenimimi tamamladim. 2000 yilinda Yiziinci Yil
Universitesi Fen ve Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji béliimiinii kazandi. 2004 yilinda Biyoloji
boliimiinde Biyolog olarak mezun oldum. 2004 yilmmin Eylil aymnda Fen Bilimleri
Enstitlisi Genel Biyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans Ogrencisi olarak basladim.
2004-Kasim aymda TUBITAK tarafindan desteklenen TBAG2344 (103T156) nolu “Baz1
zirai bitki tiirlerinin kok ve g¢evresinde alinan toprak numunelerinde Actinomycetales’in
bazi cinslerine ait bakterilerin izalasyonu ve Streptomyces tiirlerinin karakterizasyonu,
teshisi ve biyogesitliligininin tespiti” adli arastirma projesinde yardimci eleman olarak
gorev aldim. 2005-Nisan ayinda “Van Golii Havzas’ndan toplanan yabani baklagil
bitkileirin koklerindne Rhizobium bakteri tiirleri ile arbuskiiler mikorizal (AM) fungus
tiirlerinin izole edilmesi ve bu izolatlarin kiiltiir bitkilerinde simbiyotik karakterlere ve
bitki gelismesine etkilerinin arastirilmasi” isimli ve 2005-DPT-ZF1 nolu arastirma

projesinde yardimci personel olarak gorev aldim.
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