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ÖZET 
 
 

VAN GÖLÜ HAVZASINDAKİ BAZI YABANİ MERCİMEK VE NOHUT BİTKİ KÖK 
NODÜLLERİNDEN RHİZOBİUM BAKTERİLERİNİN İZOLASYONU ve 

KARAKTERİZASYONU 
 
 

Müslüm YILDIZ 
Yüksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dalı 
Tez Danışmanı:Prof. Dr Ekrem ATALAN 

Ekim, 2007, 78 Sayfa 
 

Bu çalışmada, Van Gölü Havzasında doğal yayılış gösteren yabani mercimek (Lens 

orientalis) ve nohut (Cicer anatolicum) bitki kök nodüllerinden Rhizobium suşları izole edildi 

ve karakterizasyonu yapıldı. Peryodik aralıklarla yapılan arazi çalışmalarında toplanan 

bitkilerin nodüllerden izole edilen 44 Rhizobial suşun numerik sınıflandırılmas için toplam 54 

farklı fenotipik test uygulandı. Test verileri  bilgisayar yardımı ile analiz edildi ve oluşan  

dendogram üzerinde izolatlar 7 gruba ayrıldı. Bu grupları temsilen seçilen toplam 12 suş ve 

mercimek1045 ile nohut522 referans olmak üzere moleküler karakterizasyonu yapıldı. 

Rhizobium test suşlarının genomik DNA izolasyonu yapıldıktan sonra RAPD-PCR 

çalışmaları  yapıldı. Bu analiz için 10 mer OPAB primerleri kullanıldı. OBAP-7 primeri ile 

yapılan PCR çalışmasında 8 Rhizobium suşun Nohut522 referans suş ile aynı olduğu tesbit 

edildi. Ayrıca OPAB-11 primeri ile sadece 1 mercimek bitki kök nodülünden izole izolat tek 

band oluşturdu. Diğer suşlar herhangi bir primer ile band oluşturamadı. RAPD-PCR yöntemi 

Rhizobium izolatların karakterisazyonunda farkli bitki zolatlarını ayırmıştır. Buna ek olarak 

RFLP analizi için 16S rDNA PCR ile çoğaltıldıktan sonra HindIII, Bsp1431, BamHI ve 

HaeIII restriksiyon enzimleri ile muamele edildi. DNA kesimi olmadığından RFLP analizi 

yapılamadı. 

 
Anahtar kelimeler: Rhizobium, Mercimek, Nohut, İzolasyon, RAPD, RFLP 
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ABSTRACT 
 

 
CHARACTERISATION OF RHIZOBIUM STRAINS WILD CHICKPEA AND 

LENTIL FROM VAN PROVINCE 
 

YILDIZ Müslüm 
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 HaeIII . RFLP analysis were not carried an owing to undigestion of DNA bands.   

 

Key words: Rhizobium, Characterisation, Isolation, RAPD 
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ÖNSÖZ 
 

Azot fiksasyonu canlı sistemleri için vazgeçilmez bir işlemdir. Doğada azot’un tespiti 

kimyasal ve biyolojik olmak üzere iki şekilde gerçekleşir. Biyolojik azot tespitinde görev alan 

mikroorganizmalardan baklagil bitkilerin kök nodüllerinde simbiyotik olarak yaşayan 

Rhizobiumlar havanın serbest azotunu (N2) canlıların kullanabileceği amonyum (NH4) 

formuna dönüştürürler. Simbiyotik azot tespitini gerçekleştiren Rhizobiaların taksonomisi son 

dönemlerde hızla değişmektedir. Daha önce tek bir cins altında toplanan rhizobial izolatlar 

bügün 4 ayrı cins ile temsil edilmektedir. Bu çalışmamızda yabani mercimek (Lens orientalis) 

ve yabani nohut (Cicer anatolicum) bitkilerinin kök nodüllerinden izole edilen Rhizobium 

suşların fenotipik karakterlerine dayalı olarak MINITAB 14 istatistik programı ile suşların 

benzerlik düzeyine bağlı olarak Numerik taksonomisi yapıldı. numerik taksonomi sonuçlarına 

göre oluşan gruplardan temsilci olarak seçilen strainlerin genomik DNA izolasyonu yapılarak 

suşlar RAPD-PCR ve 16S rDNA-RFLP  analizlerine  tabii tutuldu.  

Bu çalışmam süresince moleküler biyolojik yöntemlerin uygulanmasında ve fenotipik 

test çalışmalrında sonuçlardan emin olmak için testleri en az iki kez tekrarlamak zorunda 

kaldım. Özellikle  yabani mercimek ve nohut bitki izolatlarının genomik DNA ekstraksiyonu 

sırasında Rhizobium spp. türlerinin dış çeperlerinde  bulunan lipopolisakkaritlerin yapıları 

nedeniyle saf genomik DNA izolasyonunu zorlaştırdı. Genomik DNA’nın RAPD analizi 

sırasında yabani mercimek ve nohut izolatlarına OPAB primerlerinin uygun olmaması 

nedeniyle RAPD-PZR analizi için yeterli sayıda    DNA bandı oluşmadı. Aynı şekilde RFLP 

analizi için PZR ile çoğaltığımız 16S rDNA retriksiyon enzimleri ile kesilmediğinden 

benzerlik düzeylerine göre analiz edilemedi. 

Bu çalışmamda benden her türlü yardımını esirgemeyen değerli hocam Prof.Dr Ekrem 

ATALAN’a öncelikle teşekkür ederim. Çalışmam sırasında Devlet Planlama Teşkilatı 

tarafından desteklenen  ve Doç.Dr Murat ERMAN yürütücülüğünde devam eden projeden 

sağlanan kimyasal ve sarf malzemeler için Devlet Planlama Teşkilatı’na, Biyoloji Bölüm 

Başkanlığı’na ve değerli öğretim görevlilerine fikirlerinden ve yardımlarından dolayı 

teşekkürü borç bilirim. Ayrıca Laboratuar çalışmalarında benden yardımını esirgemeyen 

Araş.Görv. Kerem Özdemir ve Araş. Görv. M.Emre EREZ’e, arkadaşım Zeynel Abidin 

AKKUŞ’a ve aileme maddi ve manevi yardımlarından dolayı teşekkür ederim. 

 

Müslüm YILDIZ 

 
 



iv 
 

İÇİNDEKİLER 
                      Sayfa 

 
ÖZET            ı 

ABSTRACT           ııı 

ÖNSÖZ           v 

İÇİNDEKİLER          vıı 

ŞEKİLLER DİZİNİ          ıx 

ÇİZELGELER DİZİNİ         xı 

SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ       xııı 

EKLER DİZİNİ          xv 

1. GİRİŞ ve LİTERATÜR BİLDİRİŞLERİ      1 

1.1 Rhizobium’ların İzolasyonu ve Ekolojisi     5 

1.2 Rhizobium’ların Teşhis Karakterleri      11 

1.3 Rhizobiumların Taksonomik Tanımlamaları     12 

1.4 Rhizobium Baklagil İlişkisi       12 

1.4.1 Rhizobium Bakterilerinin Baklagil Köklerine Girişi ve  

Yayılışları         13 

 1.5. Rhizobium Bakterilerinin Moleküler Karakterizasyonu    15 

2. MATERYAL ve METOT         24 

2.1.Materyal          24 

2.2. Yöntem          24 

2.2.1 Bitki örneklerinin toplanması      24 

2.2.2. Nodüllerin  bitkilerden ayrılması ve sterilizasyonu   24 

2.2.3. Nodüllerden   bakterilerin izolasyonu     24 

2.2.4 İzolatların saflaştırılması      27 

2.2.5 İzolatların kültürel ve biyokimyasal özelliklerinin tespiti  27 

2.2.5.1 Gram boyama       27  

2.2.5.2 Kongo kırmızılı YMA’da gelişim    28 

2.2.5.3. Brom thymol mavili YMA’da gelişim   28 

2.2.5.4. Pepton glukoz agar(PGA)’da gelişim   28 

2.2.5.5. Laktozlu ortamda Ketolaktoz Testi    28 

2.2.5.6 Hareket testi       29 

2.2.5.7 Litmus milk       29  

2.2.5.8. Katalaz Aktivitesi      29 



v 
 

İçindekiler (devam)                 Sayfa 

2.2.5.9. Metilen Mavisi Redüksiyonu    29 

2.2.5.10 Farklı pH derecelerinde  gelişim    29 

2.2.5.11 Farklı Sıcaklık Derecelerinde Gelişim   30 

2.2.5.12. Bakterilerin farklı karbon kaynaklarında  

üreme durumları       30 

2.2.5.13. Vitamin isteklerinin belirlenmesi    30 

2.2.5.14. Azot kaynaklarının kullanımı    31 

2.2.5.15. Antibiyotik dirençliliklerinin tespiti   31 

2.2.5.16 Numerik analiz      31 

  2.2.6. Moleküler Karakterizasyon       32 

   2.2.6.1. Genomik DNA izolasyonu     32 

   2.2.6.2. RAPD analizi       33

   2.2.6.3. RFLP analizi       34 

3. BULGULAR          36 

3.1 Bakterilerin Nodüllerinden İzolasyonu      36 

3.2 Rhizobial İzolatlarının Saflaştırılması      36 

3.3. Kültürel ve Biyokimyasal Bulgular      38 

3.4. Numerik Analizi Sonuçları       47 

3.5. Moleküler Karakterizasyon sonuçları      49  

 3.5.1. Genomik DNA                   49

 3.5.2 RAPD analiz sonuçları       49 

3.5.3. RFLP analiz sonuçları       50 

4.TARTIŞMA ve SONUÇ         52 

5. KAYNAKLAR          57 

6. ÖZGEÇMİŞ          78 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



vi 
 

ŞEKİLLER DİZİNİ 
 

          Sayfa 

Şekil 1.1 Rhizobium Bakterilerin Baklagil Köklerine girişi     14 

Şekil 3.1: Rhizobial bakterilerinin Kök Nodüllerinden İzolasyonu    39 

Şekil 3.2: İzolatların Gram Boyama Özellikleri      40 

Şekil 3.3: İzolatların Kongo Kırmızılı YMA ortamındaki koloni morfolojileri  41 

Şekil 3.4: İzolatların Brom Thymol mavili ortamda koloni morfolojileri   42 

Şekil 3.5: İzolatların Karbon Kaynaklarını Kullanımı     46 

Şekil 3.6:İsolatların Numerik Taksonomisi       48 

Şekil 3.7: Genomik DNA         49 

Şekil 3.8: Çalışmamızda kullanılan Rhizobium suşlarının OPAB-11 primer  

ile oluşturulan PCR amplifikasyon ürünlerinin agaroz jel üzerindeki görüntüsü  50  

Şekil 3.9:  Çalışmamızda kullanılan Rhizobium suşlarının OPAB-7  primer  

ile oluşturulan PCR amplifikasyon ürünlerinin agaroz jel üzerindeki görüntüsü  51 

Şekil 3.10: 16S rDNA bölgesi çoğaltılmış strainler       52 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



vii 
 

ÇİZELGELER DİZİNİ 
 
 

        Sayfa 
Çizelge 1.1. Rhizobial Bakterilerin Filogenetik Sınıflandırılmaları    3 

Çizelge 1.2:  Rhizobial Türlerin listesi       4 

Çizelge 1.3: Rhizobium Çapraz Aşılama Grupları      7 

Çizelge 2.1. İzolatların Toplandığı Mevki, Orjin ve Tarih     25 

Çizelge 2.2. Kullanılan Primerlerin Baz Dizlişi      33 

Çizelge 2.2. PCR kokteylinin her bir örnek için gerekli olan madde miktarları  34 

Çizelge 3.1: İzole edilen suşlara ait ön teşhis sonuçları     37 

Çizelge 3.2: İzolatlara ait Kültürel ve Biyokimyasal Test Sonuçları   44 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



viii 
 

SİMGELER ve KISALTMALAR DİZİNİ 
 
 

µl       Mikrolitre 

ml       Mililitre 

l       Litre   

gr       Gram  

PGA       Pepton Glukoz Agar  

YMB       Yeast Mannitol Broth 

YMA       Yeast Mannitol Agar 

Native-PAGE      Doğal Poli Akrilamid Jel Elektroforezi  

SDS-PAGE       Sodyum Dodesil Poliakrilamid Jel Elektroforezi  

DGGE      Denatüre Jel Elektroforezi  

RNA       Riboz Nükleik Asit 

DNA       Deoksiriboz Nükleik Asit 

PCR       Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

RFLP       Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi 

rRNA       Ribozomal RNA 

IGS       İntergenik Spacer 

ERIC       Enterobakteriyel Repetitive İntergenic Consensus  

REP       Repetitive Ekstragenik Polindromik 

DNTP       Deoksi Nükleik Tri Fosfat 

RAPD       Rastgele Çoğaltılmış Polimorfik DNA 

KOH       Potasyum Hidroksit 

HCI       Hidrojen Klorür 

HgCl2      Gümüş Klorür  

MgCI2      Magnezyum Klorür 

Cu2O      Bakır Oksit 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



ix 
 

EKLER DİZİNİ 
 

              Sayfa 
 

EK:1 Kültürel ve Biyokimyasal testler için Besiyeri ve Ortamlar   75 

EK:2 Moleküler teknik uygulamalarında kullanılan çözelti ve diğer tamponlar 77 



1 
 

1. GİRİŞ ve LİTERATÜR BİLDİRİŞLERİ 

 

 

Dünya nüfusunun h1ızla artması sonucu protein içeren besin kaynaklarına daha çok 

ihtiyaç duyulmaktadır. Artan nüfusun besin ihtiyacını karşılamak için alternatif besin 

kaynaklarının tüketimi teşvik edilmektedir. Zengin protein kaynağına sahip baklagil bitkileri 

bunlardan biridir. Azotça fakir topraklarda yetişen baklagil bitkilerinin verimliliği artırmak 

için toprağa Rhizobium aşılaması yapılmaktadır.  

19. yy sonlarında balagil bitkileirn kök nodülleri aracılığıyla havadaki azotun tespit 

edildiğini farkına varıldı.  Beijerinck (1888)’de kök nodülleriyle bakteriler arasında bir tür 

simbiyotik yaşam olduğunu bildirdi. Bu birliktelikte bakterilerin azot tespit işleminden 

sorumlu olduğunu ve bu bakterileri Bacillus radiocola olarak isimlendir. Daha sonra Frank 

(1889) bu bakterilerin isimlerini değiştirerek Rhizobium olarak adlandırdı. Orijinal ilk tür ismi 

olarak Rhizobium legüminasarum ismini verdi. 

20. yy başlarında farklı bakteriler ile çeşitli koank bitkiler üzerindeki yoğun çalışmalar 

çapraz inokülasyon grupların varlığını ortaya koydu. Bu tanıma göre bir bakteri türü çapraz 

inokülasyon grubu içerisindeki diğer bütün baklagil bitkilerinde nodül meydana getirebilirdi 

(Fred ve ark., 1932). Bu görüş Rhizobium  taksonomisinde uzun bir süre kullanıldı. Ancak 

daha sonra çapraz bitki grupları arasındaki enfeksiyonlardan dolayı bu tür bir sınıflandırmanın 

taksonomik marker olarak kullanılmasının güvensiz olduğu gerekçesiyle terk edildi (Graham, 

1964). 1960’ın başlarında Bakteriologlar numerik taksonomik çalışmalarda DNA 

karakteristikleri ve serolojinin yanı sıra çeşitli metabolik , besinsel ve morfolojik karakterler 

kullanmaya başladı (Graham, 1964; Vincent, 1970).  

Bu bilgiler Rhizobium ve Agrobacterium cinslerinin birbirlerinden farklı olduğunu hızlı 

ve yavaş büyüyen rhizobialar arasında daha açık bir farklılığın oluşmasını sağladı (Graham, 

1964). Sonuçta Bradyrhizobium cinsi ayrı bir cins olarak sınıflandırmada yer aldı (Jordan, 

1982). 1980’den sonra genetik karakterlerin (DNA-DNA ve DNA-rDNA hibridizasyonu, 

rRNA katalogları, rDNA sekans analizi v.b) çalışılmasıyla rhizobialar arasında ve onların 

diğer bakteri grupları arasındaki ilişkileri keşfedildi. Bu çalışmaların doğrultusunda 

rhizobiaların tür sayıları arttı. Bügün rhizobialar 55 tür ile temsil edilmektedir (Çizelge 1.2). 

Bu artışın tür ve cins seviyesinde iki temel nedeni vardır; Birçok farklı baklagil bitkisinin 

çalışılması ki bu baklagil bitkilerin çoğu gıda ve mera baklagilleridir. Rhizobial türlerin 

sayısının artmasının diğer bir nedeni ise taksonomik araştırmaların yenilenmesi, hücre DNA 

ve RNA’sındaki çalışmalarında kullanılan metotların gelişmesi filogenetik ve polifazik 
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sınıflandırmada daha detaylı sonuçların elde edilmesini sağladı. Şu anda total bakteriyel 

genom sayısının artışı mevcut türlerle beraber daha da artmaktadır. Bu durum şüphesiz 

bakteriyel sınıflandırma üzerinde büyük etki yapmaktadır.  

Rhizobiaceae familyasında Mesorhizobium cinsi bütün 10 tür ile temsil edilmektedir 

(Çizelge 1.2). Bu türler Rhizobium, Agrobacterium ve Sinorhizobium (Ensifer) cinsleri dahil 

büyük filogenetik gruplardan farklı ancak filogenetik olarak onlarla ilişkilidir (Jarvis ve ark., 

1997). cinsi türleri hızlı ve yavaş büyüyen türler arasında orta derecede bir büyümeyle 

Mesorhizobium karakterize edilir. 16s rDNA sekans analizi verilerine dayalı olarak 

Mesorhizbium cinsi, Pseudominobacter, Aminobacter, Phyllobacterium, Aquamicrobium ve 

Bartonella gibi hızlı büyüyen rhizobilardan ayrılır.  

 Rhizobium’lar toprak bakterisi olup baklagil bitkilerin saçak kökleri üzerinde bulunan 

nodül oluşumunu sağlayan bakterilerdir. Etkili nodüllerde bakteriler atmosferdeki serbest azot 

(N2) gazını amonyum (NH4) formuna çevirirler (O’Gara ve Sahanmugam, 1976). Amonyum, 

bitkiler tarafından yetersiz besin durumunda topraktan alınır. Buna karşılık Rhizobium’lar, 

nodül yapısının içinde bulunur ve bitkinin besin ihtiyacını karşılarlar (Van Rhijin ve 

Vanderleyden, 1995).  Etkisiz nodüllerde azot tespiti yoktur ancak Rhizobium’lar bitkilerin 

azot ihtiyacını karşılarlar. Ancak bu durumda da Rhizobia’lar parasitik olarak düşünülebilir 

(Denison ve Kiers, 2004). 

 Simbiyotik azot tespiti ilişkisi, meraların yetişmesi ve zirai ürünlerin verimini artırmak 

için toprağa gübre ilavesi yapılmadan kullanılmaktadır. Bundan dolayı bu alandaki 

araştırmaların çoğu zirai öneme sahip baklagilleri tespit etmek ve otlaklar ile zirai öneme 

sahip baklagillerin verimini artırmaya yöneliktir. Doğada ekolojik öneme sahip bitkilerle ilgili 

daha fazla çalışmanın yapılması gerekmektedir (Boring ve ark. 1998).   

 Dünyada yaklaşık olarak 17.000-19.000 baklagil türü bulunmaktadır (Martinez Romero 

ve Cabellero Mellado, 1996). Bu baklagil türlerin hepsinde Rhizobium bakterileri  nodül 

oluşturduğu halde, bunların sadece küçük bir oranında simbiyotik Rhizobial ilişkinin tespiti 

yapılabilmiştir. Bugün Rhizobial türler 12 cins içerisinde 55 tür ile temsil edilmektedir 

(Çizelge 1.2). Bu cinslerin içerisinde Rhizobium (“Rhizo” Latince bir kelime olup, kökte 

yaşayan anlamına gelir) cinsi en yüksek sayıda bulunmaktadır. Rhizobium cinsinin dışında 

Bradyrhizobium, Mesorhizobium ve Ensifer  (Sinorhizobium) diğer cinsleridir.  

 Şu anda bilinen Rhizobialar, Proteobacteria şubesinin alfa-Proteobacteria sınıfında olup 

bu sınıf içerisinde Rhizobiales takımının içinde 6 Rhizobial familya ile temsil edilmektedir 

(Çizelge 1.1., Garrity ve ark., 2004).  
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Çizelge 1.1. Rhizobial Bakterilerin Filogenetik Sınıflandırılmaları 

 Rhizobiales 
Rhizobiaceae 

Rhizobium 
Ensifer (Sinorhizobium) 
Mesorhizobium 

Brucellaceae 
Ochrobactrum 

Phyllobacteriaceae 
Phyllobacterium 
Mesorhizobium 

Bradyrhizobiaceae 
Bradyrhizobium 

Hyphomicrobiaceae 
Azorhizobium 
Devosia 

Methylobacteriaceae 
Methylobacterium 

 

 Ayrıca yukarıda verilen Rhizobia’ların dışında β-Proteobacteria sınıfında ise 2 

familya içerisinde 3 rhizobial cins bulunmaktadır. Bu rhizobial türler aşağıda listelenmiştir 

(Garrity ve ark., 2004).  

Burkholderiales 

Burkholderiaceae 

Burkholderia 

Cupriavidus 

Oxalobacteraceae 

Herbaspirillum 

 
 Proteobacteria şubesinin γ-proteobacteria sınıfındaki bazı türler baklagil 

bitkilerinde nodül oluşturmasına rağmen, bu sınıf içerisinde yer alan diğer bazı türler nodül 

oluşturamamaktadır (Benhizia ve ark., 2004). Şu anda bilinen Rhizobial türler Çizelge 1.2’de 

listelenmiştir. Ancak Rhizobiaların mevcut sistematiği her geçen gün hızla değişmektedir.  

 Bu rhizobial cinslerdeki mevcut türlerin bir çoğunun nodul oluştuma biçimi henüz 

incelenmemiştir. Bu yüzden Rhizobium’ların fonksiyonel tanımlamaları henüz 

tamamlanamıştır. Bu türlerin bir çoğu eskiden Agrobacterium olarak biliniyordu (R.    

larrymoore; R. rubi, R. vitis gibi türler; Young, 2004). Bununla birlikte eskiden 

Agrobacterium olarak sınıflandırılmış türlerin nodulasyon yetenekleri son dönemlerde 

kanıtlanmıştır. Örneğin R .radiobacter türü Phaseolus vulgaris, Campylotropis  ve Cassia 

spp.  baklagil türlerinde nodül oluşturduğu tespit edilmiştir (Han ve ark, 2005). Wisteria  
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Çizelge 1.2:  Rhizobial Türlerin listesi 
Binominal isim      Referans 
Rhizobium daejeonense    Quan ve ark., 2005 
Rhizobium etli     Segovia ve ark., 1993 
Rhizobium galegae    Lindström, 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 leguminosarumT    (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     Martínez-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 frediiT      (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   Velázquez ve ark., 2001 
Mesorhizobium ciceri     (Nour ve ark., 1994) Jarvis ve ark., 1997 
Mesorhizobium huakuii     (Chen ve ark., 1991) Jarvis ve ark., 1997 
Mesorhizobium lotiT     (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 japonicumT    (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 caulinodansT    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 tür;  a: Parantez içerisinde belirtilen orijinal yayın, Paranetezden sonraki ise en son sınıflandırmayı yapan 

araştırmacı.  
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sinensis (Lui ve ark., 2005) bitkisinde nodül oluşturan ve Sym plasmidi içeren R. rhizognes 

strainleri aynı zamanda fasulye bitkisinde de hem nodül hemde tümör oluşturduklarını tespit 

etmişlerdir (Valaguez ve ark., 2005). 

 Jordan (1982)’e göre nohut bitkisinde nodül oluşturan rhizobial bakteriler Rhizobium 

ciceri olarak isimlendirilmiştir. Ancak, Nour ve arkadaşlarının (1994) yaptığı taksonomik 

çalışmalar neticesinde R. ciceri türü yeni bir cins olarak kabul edilen Mesorhizobium cinsine 

dahil edilmiştir. Daha sonra Jarvis ve arkadaşlarının (1997) yaptıkları çalışma daha önceleri 

Rhizobium cinsine dahil olan R. ciceri türünü Mesorhizobium ciceri olarak Rhizobiaceae 

familyasında sınıflandırılmıştır. 

 Nodül oluşturan strainleri temsilcileri genellikle aynı cins içinde sınıflandırılmasına 

rağmen gerçekte nodulasyon yeteneğinden yoksun strainlerde görünüşlerne göre aynı cins 

içinde dahil edilmişlerdir. Örneğin Bradyrhizobium betae, pancar bitikisinde tümor oluşturur. 

Ancak bu türün azot tespit edemediği belirtilmiştir. (Weir, 2006) 

 Mesorhizobium thiogangeticum, sülfür okside eden bir bakteri türüdür. Ancak bu bakteri 

türü Cicer arietinum, Pisum sativum ve Clitoria ternatea baklagillerinde test edildiğinde 

nodül oluşturmadığı belirlenmiştir (Ghosh ve Roy, 2006). Ayrıca Mesorhizobium ve diğer 

cinslerde simbiyotik olmayan strainlerde vardır. Bu tür strainler simbiyosis genlerini 

kazanarak nodül oluşturabilirler (Sullivan ve ark., 1995). 

 Sinorhizobium cinsi son dönemlerde DNA sekanslarının benzerliğine dayalı olarak 

Ensifer adı altında tekrar sınıflandırıldı (Young, 2003). Ensifer adhaenes bir toprak bakterisi 

olup diğer bakterilere bağlanarak hücre parçalanmasına neden olabilir. E.adhaerens yabani tip 

bakteri olmasına rağmen ne Leucena leucocephala nede Phaseolus vulgaris’te nodül 

oluşturabilmektedir. Ancak E. adhaenes türüne R. tropici’den simbiyotik bir plasmid transfer 

edildiğinde diğer Rhizobilar gibi nodül yeteneği kazanır (Rogel ve ark., 2001). 

 

 

1.1 Rhizobium’ların İzolasyonu ve Ekolojisi 

  

 Rhizobium’lar baklagil bitkilerinin köklerinde simbiyotik bir ilişki kuran ve toprakta 

yaygın tipik azot tespit eden bakterilerdir. Baklagiller; tohum zarfında tohum üreten otsu veya 

odunsu bitkilerdir. Bu tür baklagiller; bezelye (Pisum sativum), yer fıstığı (Arachis hypogea), 

fasulye (Phaseolus vulgaris), yonca (Medicago sativa), Üçgül (Trifollium spp.), Akasya 

(Robinia pseudoacacia), acı bakla (Lupinus spp.), Soya fasulyesi (Glycine max) gibi 

bitkilerdir. Bakteri ve baklagil bitkisi arasındaki bu ilişki mutualistik bir yaşam tarzıdır. Yani 
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bu birliktelikten hem mikroorganizma hemde bitki fayda sağlar. Bitkinin kök hücreleri bakteri 

için besin ve karbonhidrat sağlar. Buna karşılık bakteri de bitki için gerekli olan azotu, 

amonyak formunda bitkiye sağlar. Rhizobium spesifik konak bitkisinde nodül meydana 

getirir. Başka bir deyişle Rhizobium cinsinin bir türü sadece belirli bir tür baklagil bitkisinde 

nodül oluşturabilir. Baklagil bitkilerinin tohumları toprağa ekilmeden önce Rhizobia 

strainleriyle aşılanır. Çünkü toprağa ekilecek baklagil bitkisiyle simbiyotik ilişki kurabilecek 

uygun Rhizobium türü bulunmayabilir. 

 Rhizobium cinsi üyeleri genellikle toprakta bulunup baklagil bitkilerinin köklerinde 

nodül oluşturarak azot tespitini gerçekleştirler. Rhizobium’ların konak bitkinin nodüllerinden 

izole edilmesi kolaydır. Ancak Rhizobium’ların topraktan izolasyonu oldukça zordur 

(Vincent, 1970). Rhizobilar rutin olarak birçok bakteri için kullanılan pepton ortamında iyi 

gelişmezler ancak bitki orjinli çeşitli kompleks ekstraktlar üzerinde iyi gelişirler. 

Rhizobium’ların gelişimi için en uygun ortam Yeast Mannitol (YM) ortamıdır. Mannitol 

çoğunlukla karbon kaynağı olarak kullanılır. Mannitol içeren ortama çeşitli kimyasal 

maddeler ilave edilerek Rhizobium’ların gelişimleri ya artırılır ya da baskılanır. Standart 

YM’e ortamına bromtymol mavisi eklendiği zaman Rhizobium’lar için optimum pH ortamı 

belirlenir. Hızlı büyüyen Rhizobium’lar bu ortamda asit reaksiyon vererek ortamın rengini 

sarıya çevirirler. Yavaş büyüyen Rhizobium’lar ise bu ortamda alkali reaksiyon verirler 

(Vincent, 1970). Rhizobium’ların teşhisi için kullanılan diğer bir ortam ise kongo kırmızısı 

içeren YM’e ortamıdır. Rhizobium’lar genellikle bu ortamda kongo kırmızısını 

absorblamazlar ve YM’e üzerinde beyaz, opak bazen de  pembe renkli koloniler meydana 

getirirler (Vincent, 1970). Standart YM’e ortamına; yeast ekstrakt, vitamin, inorganik azot 

bileşikleri ve amino asitler eklenerek Rhizobium’ların gelişimleri sağlanır.  

  Rhizobium’lar toprak bakterisi olup belirli  baklagil konukçu bitkilerin kök ve dalları 

üzerinde azot tespit eden, nodül oluşumunu indükleme yeteneğindedir (Spaink ve ark., 1998). 

Rhizobium türlerinin farklılaşma sürecinde evrimsel açıdan kendi konukçularıyla beraber 

geliştikleri tahmin edilmektedir (Martinez-Romero ve Caballero-Mellado, 1996). Dünyada 

yaygın olarak bulunan fasulyenin (Phaseolus vulgaris) orjini Amerika’dır. Bu bitki dünyanın 

diğer bölgelerine 16. asrın başlarında transfer edilmiştir. Şu anda dünya çapında önemli tahıl 

ürünlerinden biridir (Gepts, 1990; Blipss, 1988).  Rhizobium’ların  bilinen 5 türü P. vulgaris 

üzerinde nodül oluşturmaktadır. Meksika, Kolombiya, Arjantin, İspanya ,Fransa, Avusturya, 

Gambia, Tunus ve Türkiye’de R. etli bv. phaseoli türü yaygın olarak bulunur (Aguilar ve ark., 

1998; Diouf ve ark., 2000; Silva ve ark., 2003).  
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 Rhizobium strainleri Legüminoceae familyası üyelerinin köklerinde nodül 

oluşturulur(Dreyfus ve Dommergues 1981). Sesbania rastrata baklagil bitkisinin, kök ve 

gövde üzerindeki nodüllerden Rhizobium strainlerini izole etmişlerdir. Nodüllerden Rhizobia 

izolasyonu ve identifikasyonu kolay olarak yapılmakta, fakat topraktan Rhizobia izolasyonu 

kolay değildir. Topraktan yapılacak Rhizobia izolasyonu için uygun bitki inokülasyon testleri 

yapılmalıdır. Ayrıca araştırıcılar Rhizobium’ların DNA’larında  G+C içeriğinin %57-65 

olarak kaydetmişlerdir. 

 Rhizobia’yı büyüme durumlarına göre Lohnis ve Hansen (1921)’de ilk olarak iki 

gruba ayırmışlardır (Çizelge 1.3). Yonca, fasulye ve bezelyeden izole edilen Rhizobium’ların 

YMA kültürlerinde  hızlı büyüdüğü görülmüştür. Bu gruba hızlı büyüyen grup adını 

vermişlerdir. Soya ve bakladan izole edilen Rhizobium’ların ise kültürde üst gruplardakine 

oranla 4 kat daha yavaş büyüdüklerini tesbit etmişlerdir. Bu gruba da yavaş büyüyen grup 

adını vermişlerdir. Durum bu iken genotipik ve fenotipik çeşitlilikler çalışılarak bilinmeyen 

tüm özelliklerin ortaya çıkarılması ve daha büyük grupların ortaya çıkarılmasına çalışılmıştır. 

Rhizobium cinsi bakterileri nodül oluşturdukları bitkiye spesifik olup aynı Rhizobium türü 

kendi çapraz grubunda bulunan bitkilerde de nodül oluşturabilir (Çizelge 1.3). 
 

Çizelge 1.3: Rhizobium Çapraz Aşılama Grupları  (Lohnis ve ark. 1921) 

GRUP I 

Rhizobium legumünosarum    Bezelyeler  (Pisum spp.) Bir çok  Vicia spp. 

      Mercimekler  (Lens culinaris)’de nodül oluşturur. 

Rhizobium phaseoli    Fasülyeler (Phaseolus vulgaris ve P. cocineus)’ nodül 

oluşturur. 

Rhizobium trifoli    Üçgül  (Trifolium subterraneum)’de nodül oluşturur. 

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

       Çemenotu (Trigonella)’da nodül oluşturur. 

GRUP II 

Rhizobium lupini Acı baklalar (Lupinus) ve Serradella (Ornithopus spp.)’de nodül oluşturur. 

Rhizobium japonicum  Soya fasulyesi (Glycin max)’de nodül oluşrurur.  

Rhizobium spp   Cowpea grubu ve çeştili baklagil grupları Örn. Vina spp. Beanut, Lima 

 

 Norris (1965) asit üreten 717 Rhizobium straini ile yaptığı çalışma sonunda antik 

simbiyontların alkali üreten yavaş büyüyenleri mevcut olduğunu belirtmişlerdir. Ayrıca yavaş 

büyüyen Rhizobium’ların tropikal baklagillerde yaygın olarak bulunma hipotezini ileri 

sürmüştür. Yavaş büyüyenlerin nispeten seçici olmaları son zamanlarda yapılan 

çalışmalarla ortaya konuldu. Hızlı ve yavaş büyüyen Rhizobium’ların temel biyokimyasal 
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yollar benzerken tercih edilen biyokimyasal yollar farklı olabilir. Bununla birlikte 

mikroorganizmaların metabolizması ile ilgili çalışmaların bir ya da birkaç Rhizobium cinsi 

üzerinde yapılmıştır (Elkan ve Kuykendall, 1981). Hennecke ve arkadaşları (1985) hızlı ve 

yavaş büyüyen Rhizobium’larda 16S RNA katalog çalışmalarında meydana gelen grupların 

gerçekten farklı genetik grupları içerdiğini ve RNA’nın benzerlik katsayısının (SAB) 0,53 

olduğunu tespit etmişlerdir. Böylece genetik analiz sonucunda hızlı ve yavaş büyüyen 

Rhizobium’ların çok farklı gruplara ayrıldığını tespit etmişlerdir. 

 Jordan’a (1982) göre karbonhidrat metabolizması, antibiotikten etkilenme, seroloji, 

DNA hibridizasyonu, RNA analizleri, DNA baz oranları özellikle kullanılarak hızlı-yavaş 

büyüme grupları kanıtlanmıştır. Hızlı ve yavaş büyüyen Rhizobium’ların bazıları arasındaki 

farkları esas alarak Uluslararası Agrobacterium ve Rhizobium  alt komitesi yavaş büyüyen 

Rhizobium’ları Bradyrhizobium adı ile yeni bir cins olarak teklif etmiştir (Jordan, 1982). 

Böylece yavaş büyüyen ve Rhizobium olarak isimlendirilen bakteriler Bergey’ Manuel of 

Systematic Bacteriology adlı kitapta  Rhizobium ve Bradyrhizobium olmak üzere iki cins 

olarak listelemiştir: Rhizobium ( hızlı büyüyen grup ) ve Bradyrhizobium ( yavaş büyüyen 

grup). Alt komite, böylece Norris’in (1965) hipotezini kabul etmiştir. O,  ılıman bölge 

baklagilleri ile simbiyotik ilişki kuran ve asit üreten hızlı büyüyen Rhizobium grubu için; ata 

kabul edilen tropikal baklagillerden izole edilen ve asit üretmeyen Rhizobium’ları yavaş 

büyüyen grup olarak tarif etmiştir. Büyüme karakterlerini esas alarak geleneksel 

Rhizobium’lar iki cinse ayrılmıştır. Yavaş büyüyen strainler soya fasulyesinde nodül oluşturan 

olarak tanımlanmış ve B. japonicum türünü içeren Bradyrhizobium cinsi içerisinde yer 

almıştır. Diğer Bradyrhizobium’lar mevcut olmakla birlikte örneğin; yer fıstığı 

Bradyrhizobium’u 9 tür ya da biovar seviyesinde sınıflandırılmamışlardır. İlerde cinsi 

içerecek bir takson teklif edilinceye kadar bunlar uygun konukçu bitki parantez içerisinde 

verilerek tanımlaması yapılmıştır. 

 Hızlı büyüyen Rhizobium’ların 5 türü (R. legüminasarum, R. meliloti, R. loti, R. galegae 

ve R. fredii) Rhizobium cinsi içerisinde yer almaktadır. Önceden R. phaseoli, R. trifolii ve R. 

legüminosarum olarak tarif edilen türler R. legüminosarum ile birleştirilmiştir. R. fredii yeni 

tür olup ( Scholla ve Elkan, 1984) olağan olarak B. japonicum tarafından nodüle edilen Çin 

soya fasulyesinde etkili bir şekilde nodül oluşturan ve hızlı büyüyen Rhizobium’ları içerir. 

 Rhizobium’un bu türü son zamanlarda Sinorhizobium fredii (Chen ve ark., 1988) 

türünün tip strainini içeren Sinorhizobium cinsi olarak adlandırmıştır. Bu yeni takson genelde 

kabul edilmemesine rağmen onaylanmıştır. Rhizobium taksonomisi geçiş aşamasındadır. 

Moleküler bilgiler ve teknikler arttıkça şüphesiz mevcut Rhizobium sınıflandırılmasında 
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birçok kategorinin yeri değişecektir. Mevcut teşhis tablosu izolatların genel olarak teşhisinde 

faydalıdır. Bergey’s Manuel of Systematic Bacteriology yayımlandığından beri Azorhizobium 

(A. caolinodans) adlı yeni bir cins tarif edilmiştir ve resmi olarak tanımlanmıştır ( Dreyfus ve. 

ark., 1988). Bu bakteriler ilk defa Sesbania rastrata’nın dallarındaki nodüllerden elde 

edilmiştir hem fenotipik hemde genotipik açıdan diğer iki türden de farklı olduğu 

bulunmuştur. Bu tür tropikal yer fıstığı baklagil bitkisinin dallarının üzerindeki nodüllerde 

yaygın olarak bulunmuştur. Bu nodüller genellikle kök ve dalın birleştiği yere yakın 

bulunurlar (Dreyfuss ve ark., 1988). Sesbania rastrata’ nın iki Rhizobium tipi tarafından 

nodül oluşturduğu rapor edilmiştir. Bu bakterilerden hızlı büyüyen tipi Sesbania’nın sadece 

köklerinde nodül oluştururken diğer bir izolat grubu ise hem kök hem de dallarında nodül 

oluşturur. Bu organizmaların diğer tropikal baklagillerin hem köklerinde hem de dallarında 

nodül oluşturan Rhizobium’lardan farklı olduğunu bulmuştur. Protein jel elektroforez, DNA-

DNA ve DNA-rRNA hibridizasyon sonuçları ve fenotipik karakterlerin numerik analizleri 

esas alınarak bu cinsin şu anda A. caulinodans olduğu ve geleneksel hızlı yada yavaş büyüyen 

Rhizobiumlardan farklı bir takson olduğu açık olarak ortaya çıkmıştır. Azorhizobium, 

Rhizobium ve Bradyrhizobium arasında fenotipik farklar vardır. Boyce Thomson Araştırma 

Enstitisü’nce son olarak yayımlanan raporunda fotosentetik bir Sesbania baklagil bitkisinin 

dalları üzerinde bulunan nodüllerde bakteriler bulunmuştur. Bu organizmaların 

Photorhizobium olarak ayrılması ve yayınlanması önerilmiştir. Bu bilgiler henüz 

yayımlanmamıştır (Dreyfus ve ark., 1988). 

 Ülkemizde Rhizobium bakterilerinin izolasyonu, teşhisi, nodül oluşturma ve azot 

bağlama potansiyelleri ile ilgili birçok çalışma yapılmıştır. Gürbüzer (1980), Orta Anadolu 

bölgesinde mercimek için yüksek azot tespit edebilen 9 Rhizobium suşu izole etmiştir. İpek 

(1984), nohut bitkisi ile yaptığı çalışmalarda karışık inokülant uygulamasını, bitki ağırlığını 

ve verimini arttırdığını tespit etmiştir. Uçar ve Öner (1988), Afyon ilinin Sandıklı ilçesinin 

merkez köylerinde yetiştirilen nohutların çiçeklenme devresinde izole edilen nodüllerden 56 

Rhizobium bakterisi izole etmiştir. Gök (1993), üçgül, soya, bakla ve fiğ bitkilerinden izole 

ettiği toplam 29 adet Rhizobium ve Bradyrhizobium suşlarının karakterizasyonunu 

yapmışlardır. Sarıoğlu ve arakadaşları (1993), Elazığ yöresinde ekilen mercimek bitki kök 

nodüllerinden  Rhizobium bakterilerini izole etmiş ve nodül oluşturma açısından 11’i etkili, 

7’si orta ve 1  suşun ise etkisiz olduğunu bulmuştur. Ayhan (1995), Ankara Kazan ilçesinde 

10 farklı toprak numunesinden Rhizobium bakterilerini izole etmiş ve simbiyotik özelliklerini 

incelemiştir. Karadoğan ve arkadaşları (1999) ise göller bölgesinde yetiştirilen nohut 

bitkilerinden 44 Rhizobium suşu izole etmiştir ve bu suşların sera şartlarında nodul sayımları 
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ve büyükleri arasında varyasyonları gözlemlemiştir. Öğütçü (2000), Erzurum’un yüksek 

rakımlı bölgelerinde (2000-2500 m) toplamış olduğu yabani baklagil bitkilerinden Rhizobium 

bakterilerini izole ederek diğer bazı zirai bitkilerde nodül oluşturma ve azot bağlama 

potansiyellerini araştırmıştır. 

 Rhizobiumlar toprak bakterisi olup, toprakta serbest yada baklagil köklerinde 

simbiyotik olarak bulunurlar. Rhizobium bakterilerinin ekolojisine; bitkisel ve Çevre faktörleri 

etki etmektedir. 

 Baklagil-Rhizobium ortak yaşamında konukçu bitki Rhizobium bakterisinin 

tanınmasını düzenleyip kontrol eder ve enfeksiyon başlangıcını olası kılar. Konukçu bitki 

genleri nodül oluşumundan sorumludur. Oksijen basınıcın ayarlamada görev yapan 

leghemoglobin molekülünün apoprotein yarısı bitki tarafından, diğer yarısı  ise bakteri 

tarafından kodlanır. Bol miktarda nişasta oluşumu ve leghemoglobinin bulunmayışı etkisiz 

nodül oluşumunu karakterize eder (Kızıloğlu ve Öztürk.,  1992). 

 Nodüllerinin oluşumunda Rhizobium türleri tarafından bitki bünyesinde sentezlenen 

bitkisel hormonların etkili oldukları düşünülmektedir. Azot tespitinde N2’nin amonyuma  

indirgenmesi  nodülde gerçekleşir. Bu indirgenme olayı bakterinin nitrogenaz enzimi 

tarafından katalizlenir ve havanın serbest azotuna hidrojen ilavesi ile gerçekleşir (Salisbury ve 

Ross 1992; Sarıoğlu, 1994) 

Simbiyotik azot fiksasyonunu etkileyen çevre faktörleri pH, nem, havalanma, ışık, sıcaklık, 

toprak tipi ve besin element içeriği gibi faktörlerdir.  

Rhizobium bakterileri pH: 4.0 ila 8.5 aralığında gelişmektedir. Optimum pH değeri ise 6.8’dir 

(Alexander 1961, Çakmakçı 1987).  

 Nem ve havalanma: Nem, baklagil bitkilerinin büyümesi için gerekli bir faktördür, 

aynı zamanda toprağa ilave edilen Rhizobium bakterileirinin de yaşamını devam ettirmesi için 

neme ihtiyaç vardır. (Sommer ve Bramm 1981; Kızıloğlu, 1995). Işığın yoğunluğu ve süresi, 

azot tespitinde önemli rol oynamaktadır. (Ülgen, 1975).  

 Toprağın sıcaklık değeri 25-29 0C arasında olması durumunda Rhizobium bakterileri 

gelişme göstermekte ve 28 0C olduğu anda Rhizobium  bakterisi için optimum koşul 

oluşmaktadır (Grimm ve ark., 1994; Kızıloğlu, 1995). Optimum koşullarda 4 günde toprağın 

bir gramındaki bakteri sayısı 4x109 veya 5x109 hücre değerine ulaşabilmektedir (Burton, 

1979; Somasegeren ve Hoben, 1985). Rhizobium  bakterisinin etkinliği toprakların pH’sı, 

organik madde içeriği ve toprağın iyonik bileşimi ile ilişkili olarak değişim gösterir 

(Çakmakçı, 1987; Kızıloğlu, 1995). 
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 Makro besin elementleri: Toprakta bulunan makro besin elementleri Rhizobium 

bakterilerin metabolizması üzerinde etkili olarak Rhziboium azot fikse etme ve nodül 

oluşturma kabiliyetlerini etkilemektedir. 

Toprağın fazla miktarda nitritli gübre ile gübrelenmesi baklagil bitkilerin kök kıvrılmasını 

önleyerek Rhizobium’ların nodül oluşturmak üzere köke girişine engel olurlar ve nodül 

teşekkülünü engellerler. Özellikle nitrat şeklinde gübre azotu kılcal köklerin infeksiyon 

iplikçiği oluşturmasını ve oluşanlara da Rhizobium bakterisinin girmesini önlemektedir. (Lie, 

1981; Özbek ve ark., 1993; Çakmakçı, 1987). 

Fosfor, Rhizobium bakterisinin aktivitesini ve kök gelişimini artırarak nodül oluşumunun 

erken, daha büyük ve fazla sayıda olmasını sağlar. Fosforun toprakta yeter miktarda 

bulunması nodül sayısı ve büyüklüğünü olumlu yönde etkilemektedir (Kızıloğlu, 1995).  

Kalsiyum, toprak reaksiyonuna etki ederek, baklagil bitkilerinin gelişmesine, ortamda 

bulunan Rhizobium  bakterilerinin çoğalma ve hayatını devam ettirmesine yardımcı olur 

(Ülgen, 1975; Kızıloğlu, 1995).  

Mikro besin elementlerinden demir, azot tespiti olayında rol oynaması, proteinlerin 

yapısında yer alması, nitrogenaz ve forrodoksinin yapısında bulunması ve nitrogenaz ve 

hidrogenaz sistemlerinde katalizör olarak görev yapması bakımından önem arz etmektedir 

(Anonim, 1984; Ülgen, 1975). 

Molibden nitrogenaz ve nitrat redüktaz gibi iki önemli enzimin gerekli bileşenidir. Kobalt, 

leghemoglobin sentezini denetleyen propionat oluşum yolunda gerekli olduğu düşünülen bir 

besin maddesidir. (Ülgen, 1975; Aydemir ve İnce, 1988; Kızıloğlu, 1995). 

 

 

1.2. Rhizobiumların Teşhis Karakterleri 

 

 Rhizobium, toprak bakterilerinin bir cinsi olup Rhizobiaceae familyasında yer alırlar. 

Rhizobium cinsi bakteriler, oksijenli solunum yapan, çubuk şekilli, 0.5-0.9 µm x 1.2-3.0 µm 

boyutlarında spor oluşturmayan, gram negatif bakterilerdir. Rhizobium’lar içerdikleri 

nitrogenaz enzimi sayesinde havadaki serbest azotu (N2) amonyak (NH3) formuna dönüştüren 

enzim kompleksine sahiptir. Ayrıca hücre içerisinde yaygın olarak β-hidroksibutirat granülleri  

içerirler. Rhizobium’lar hareketli olup tek polar (uç) kamçı taşıyan yada 2-6 arasında periferik 

(çevresel) kamçı bulundururlar. Rhizobium’lar baklagil köklerinde nodül oluşturarak azot 

tespitini gerçekleştirirler. Rhizobium’lar kemoorganotrofik hücreler olup dairesel, konveks, 

yarı şeffaf ve kabarık biçimli koloniler oluşturp beyaz renkli pigment taşırlar. 
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1.3.Rhizobium’ların Taksonomik Tanımlamaları 

 

 Bütün Rhizobium’lar köklerde nodül oluştururlar ve tipik olarak hareketli toprak 

bakterileridir. Rhizobium’ların hücre morfolojileri ve biyokimyasal karakterleri simbiyotik 

olmayan Azotobakterilere oldukça benzerdir (Vincent, 1970). Azotobakteriler ve 

Rhizobium’lar arasındaki en belirgin fark Rhizobium’ların baklagil bitkilerin köklerinde nodül 

oluşturabilmeleridir.  

 Rhizobium’lar oksijnli solunum yapan kemoorganotrof (organik maddeleri okside 

ederek enerji elde etme biçimi) bakteriler olup oksijen varlığınga iyi gelişirler. Optiumum 

gelişme sıcaklıkları 25-30 0C ‘dir ve pH 6.0-7.0 arasında iyi gelişirler. Rhizobiumlar oksijenli 

solunum yapan metabolizmaya sahip olmasına karşın birçok straini 0.1 atm oksijen basıncının 

az olduğu mikroaerofilik koşullarda iyi gelişebilirler. Rhizobium’lar eksopolisakkaritten 

oluşan ince bir kapsül ile çevrelenmiştir. Bu eksopolisakkarit kapsül organizmayı olumsuz 

çevre şartlarından korur.  

 

 

1.4 Rhizobium Baklagil İlişkisi 

 

Rhizobium’lar kimyasal gradiente doğru hareket etme yeteneğindedirler. Rhizosfer 

bölgesinde koloni oluşumunu yöneten aminoasit, karboksilik asit ve fenolik bileşikler gibi pek 

çok kimyasal çekici maddeler belirlenmiştir. R. meliloti’de hareketlilik ve kemotaksisin 

(kimyasal maddeye doğru mikroorganizmaların hareketi)  nodül oluşumu için temel 

oluşturmayacağı ancak rekabet için önemli olduğu bilinmektedir. Bakterinin mutant suşlarının 

CHO veya aminoasitlere karşı olan yönelme özelliklerini kaybetmelerine rağmen yonca 

köklerinde lokalize bölgelere tutunabilme özelliğine sahip oldukları, aynı zamanda bağımsız 

bir kemotaktik bir yolun varlığı da saptanmıştır. Bu ikinci yolun luteolin adı verilen bir 

flavonid tarafından kullanılabileceği ve bu maddenin sadece R. meliloti’de nodülasyon 

genlerinin (nod) indüklenmesinde neden olmadığı, aynı zamanda kimyasal çekiciliğe sahip bir 

madde olduğu da ortaya konmuştur. R. legüminasarum suşları için nod genlerini indükleyen 

flavonoidlere karşı kemotaksis olayının var olduğu da ileri sürülmüştür. Bu durumda bütün 

bilinen nod genlerini taşıyan simbiyotik plazmid, kemotaksis için yararlı ancak temel değildir 

(Ayhan, 1994). 
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 Rhizobium’lar baklagillerin rizosfere salgıladıkları flavonidleri nod genlerinin 

indüklenmesiyle cevap veririler. Nod gen proteinlerinin düzenli hareketi sonucu 

lipopolisakkaritler üretilir. Bu nod metabolitleri, bakteriden gelen sinyalleri bitkiye tanıtır ve 

kıvrımlı kök kılcallarının oluşması görünür hale gelir. Bakteriler, kök korteksine enfeksiyon 

iplikçiği yoluyla girerler (Şekil 1.1). Bu arada bitki hücreleri nod faktörlerine cevap olarak 

bölünmeye başlarlar ve nodül denilen organ meydana gelir. Bazı yonca (Medicago sativa) 

türleri gibi bitkilerde nod genlerinin yanı sıra Rhizobium olmaksızın nodül benzeri yapıların 

oluştuğu da bilinmektedir. Nod genlerinin yanı sıra efektif simbiyozun oluşumunda pek çok 

bakteriyel genler de rol oynamaktadır (Akçelik ve ark., 1997). 

 

 

1.4.1. Rhizobium Bakterilerinin Baklagil Köklerine Girişi ve Yayılışları 

 

Nodüllerin oluşumu kompleks bir seri işlemlerle gerçekleşir. Nodül oluşumu; 

ökaryatik konukçu baklagil ile prokaryotik Rhizobim’u içeren etkileşme yöntemine bağlıdır. 

Kompleks olan bu simbiyoz neticesinde her iki simbiyontta morfolojik ve biyokimyasal 

değişiklikler meydana gelir ve topraktaki düşük atmosferik azot kapasitesinin artışını sağlar 

(Medigan ve ark., 1997). 

 Nodül oluşumunun başlangıcında, birbirine benzer Rhizobium türleri baklagil 

bitkilerinin rizosfer bölgesinde çoğalırlar. Baklagil kökleri tarafından salgılanan kimyasal 

maddeler Rhizobium’ları cezb ederek bağlanma olayını gerçekleştirirler. Kök nodüllerinin 

oluşmasında ilk önce kök emici tüyler Rhizobium istilasına karşı kıvrılır ve bakterinin etrafını 

çevirir. Bu kıvrılmaya bakteri tarafından meydana getirilen metabolitler yol açmaktadır. 

Bundan sonra bakteride sentezlenen enzimler hücre çeperinin bir kısmını parçalar ve 

bakterilerin emici tüy hücresine girmelerini sağlarlar. Sonra emici tüyde enfeksiyon iplikçiği 

denilen bir yapı oluşturulur. Bu enfeksiyon iplikçiği istila edilmekte olan hücrenin katlanmış 

ve genişlemiş plazma membranı ile bu membranın iç kısmında oluşan yeni selüloz 

molekülünden ibarettir. Bakteriler, iplikçiğin içinde yoğun şekilde çoğalırlar ve bu iplikçik iç 

ksıımlara doğru uzayarak korteks hücrelerinin arasına ve içine girmeye başlar (Kırbağ ve 

Baltepe, 1987).  

 İçteki korteks hücrelerinde bakteriler sitoplâzmaya bırakılırlar ve bazı hücreleri özellikle 

tetraploid hücreleri bölünmeye teşvik ederler. Bu bölünmeler dokuların çoğalmasına yol açar. 

Çoğunlukla tetraploid hücrelerden ve bakteri içermeyen bazı diploid hücrelerden oluşan olgun 

bir kök nodülü meydana gelişir (Şekil 1.1).  
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 Her büyümüş, hareket edemeyen bakteri, bakterioid olarak isimlendirilir. Bakterioidler 

genellikle sitoplâzmada gruplar halinde bulunurlar. Her grup peribakterioid membran denilen 

bir membran ile kuşatılmıştır. Peribakteroid membran ve bakterioid grup arasındaki bölüm 

peribakterioid olarak isimlendirilir (Robertson ve ark., 1980).  

 Genellikle nodül oluşumu ve gelişiminin hormonal olarak kontrol edildiği ve büyüme 

maddelerinin simbiyozisin her iki ortağı tarafından temin edildiği sanılmaktadır. Burada 

hormonların iş gördüğünü düşündüren olay, köklerde enfeksiyon iplikçiklerinin içeri 

girmesinden önce hücre bölünmelerinin görülmüş olmasıdır. Bu olayda oksinlerin, 

gibberellerin, sitokininlerin ve absisik asit gibi hormonların iş gördüğü belirtilmiştir. Nodül 

şekillerinin farklı olması hormonal ilişkilerinin türe göre değiştiğini düşündürmektedir 

(Corby, 1981).  

 Simbiyotik azot fiksasyonunun önemi muhtemelen ilk defa Hellriegel ve Wilfarth’ın 19. 

yüzyıl sonlarında yaptığı deneylerle anlaşılmıştı (Paul, 1989). Sonrasında yapılan çalışmalar 

simbiyotik azot fiksasyonunun doğasına büyük ölçüde ışık tuttu (Burris,  1988). Özellikle 

moleküler ve hassas analitik tekniklerin gelişimine paralel olarak simbiyotik azot fiksasyonu 

bilimi büyük ölçüde ilerledi (Graham ve ark., 1988; Shantharam ve Mattoo, 1997). 

 

 
Şekil 1.1 Rhizobium Bakterilerin Baklagil Köklerine Girişi 
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1.4.Rhizobium Bakterilerinin Moleküler Karakterizasyonu 
 
 
 Son yıllarda moleküler biyolojideki yeni ve ve güçlü tekniklerin gelişiminide 

sağlamıştır. Bu teknikler biyoloji, tıp, ziraat alanlarında, biyoteknolojide, hastalıkların teşhis 

ve tedavisi bitki biyolojisi ve endüstriyel mikrobiyoloji’de yaygın kullanımına başlanmıştır. 

Dünyada ve ülkemizde moleküler teknikler daha çok başta bakteriler olmak üzere 

mikroorganizmaların tür ve tür altı kategorilerinin tespitinde ağırlıklı olarak kullanılmaktadır. 

Bu teknikler teşhiste kesin sonuç, uygulamada kolaylık ve ekonomiklik sağlamaktadır (Beriş, 

2001). Bakterilerin teşhis ve karakterizasyonundaki sorunları gidermek için özellikle 

polimorfizm gösteren markır tekniklerin kullanımı önemlidir.   

 Bakterilerin moleküler karakterleri dışındaki özellikleri dikkate alınarak yapılacak teşhis 

ve tanımlamalar güvenirliliği ve doğruluğu az olan çalışmalardır. Bu nedenle protein 

markırları ve DNA’ya dayalı tekniklerin kullanılması önemlidir. Moleküler karakterler 

değişik hücresel koşullardan etkilenmemesi ve tekrarlanabilme özelliklerinden dolayı 

güvenirliği ve doğruluğu tartışmasızdır. Bakterilerde özellikle plazmid tiplendirmesi kayda 

değer bir yöntemdir.  

 RFLP (Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi) tekniği RAPD (Rastgele 

çoğaltılmış polimorfik DNA) teknikleri bir çok bakteri cinslerinde parmak izi (fingerprinting) 

tiplendirmelerinde önde gelen ve güvenilir sonuçlar veren yöntemlerdir (Tignen, 1992; Ergül, 

2002). RAPD yöntemi rastgele dekamer oligo nükleotidler (primerler) kullanılarak, PCR ile 

çoğaltılan DNA bandlarının ortaya çıkardığı farklılıkları esas alan bir tekniktir. Birçok 

avantajından dolayı PCR markırları ile benimsenmiş ve dünyanın farklı laboratuarlarında 

tercih edilen bir yöntem olmuştur. Bu yöntemde saf DNA ekstraksiyonu, PCR şartlarının 

optimizasyonu ve uygun primerlerin kullanımı önemlidir. 

 Akçelik ve ark. (1997), Bradyrhizobium suşlarında nodulasyon yeteneğinin plazmidlerle 

olan ilişkisini araştırmışlardır. Bu özelliğin, bu suşlarda kromozomal DNA kökenli olduğu 

saptanmıştır. Araştırmacılar, antibiyotik direnç markırlarının oluşturulmasından sonra 

yürütülen türler arası konjugasyon denemelerinde, 72,6 kb büyüklükteki plazmidin konjugal 

aktarım yeteneğinde olduğu ancak transkonjugatlarda stabil olmadığını belirtmişlerdir. 

 Akçelik ve arkadaşları’nın (1997) bildirdiğine göre Percuoca ve grubu, topraktan izole 

edilen R. legüminosarum bv. viciae suşlarının plazmid içeriklerini belirlemişlerdir ve 

simbiyotik özelliklerini saptamışlardır. Plazmid bant sayısı ile büyüklüklerinin suştan suşa 

değişiklik gösterdiği, bir suşta sadece bir adet 135-140 kb büyüklükte Sym plazmidinin 

varlığını tespit etmişlerdir. 
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 Wilson ve ark. (1993), bitki nodüllerinden izole ettikleri R.legüminosarum bv. viciae ‘ye 

ait 20 suşu fenotipik, RAPD PCR ve plazmid profillerine göre gruplandırmışlar ve izolatların 

tek bir suş olduğunu belirlemişlerdir. 1994 ve 1995 yıllarında izole edile toplam 153 suştan 

sadece 20 suş karakterize edilmiştir. Teşhis edilen suşların bakteriyosin özellikleri incelenmiş, 

test bakterileri üzerinde % 68 oranında etki gösterdiğini bulmuşlar. 1994 ve 1995 yıllarında 

ait izolatların %62’sinin, bu bakteriyosinden etkilenmediği de rapor edilmiştir. İzole edilen bir 

çok suşun birbiriyle karıştırılmaması, suşlar arasında ayrımı geliştirme ve suşların teşhisini 

doğruluğunu ispatlama zorunluluğunu gündeme getirmiştir. Sınıflandırmaya yönelik ilk 

çalışmalar genelde morfolojik ve biyokimyasal karakterizasyonu temel alınarak yapılmıştır. 

Ancak özellikle fenotipik özellikler suşların ayrımı için yeterli olmadığından değişik metodlar 

geliştirilmiştir (Bağcı ve ark., 1991): 

 Mikrobiyal sistematikte protein jel elektroforezi, özellikle aynı türler veya  türlere ait 

suşların hücresel proteinlerin karşılaştırılması ve ayrımı için hassas bir teknik olarak yıllardır 

kullanılmaktadır (Burce ve Jordens, 1991; Çökmüş ve Yousten, 1994; Nick ve ark., 1999) 

 Elektroforetik metotlar bir çok örneğe kolaylıkla adapte edilebildiğinden, farklı 

moleküllerin elektroforetik profilleri populasyon çalışmalarında sıklıkla kullanılmaktadır. 

Rhizobium’ların lipopolisakkarit (LPS) ve proteinlerinin yapısında görülen geniş çeşitlilik, 

bunların elektroforetik davranışlarına yansımakta, izolatlar arasında farklılığın 

belirlenmesinde bir kriter olarak kullanımı mümkün olmaktadır. Bunun yanı sıra Rhizobium  

ve Bradyrhizobium’un tarla izolatlarının identifikasyonu için plazmid profilleri de 

kullanılmaktadır (Hitchcock ve Brown, 1983; Kamcker ve Brill, 1986; Dreyfus ve ark., 1988; 

Kishore ve ark., 1996; Santamaira ve ark., 1997). 

 Rhizobium suşları, doğal azot gübresi olarak yılda bir kez tarım topraklarına verilir. 

Wisconsin soya çiftliklerinde toplanan 543 B.japonicum’ların tek yönlü SDS-PAGE ile 

ayrımı yapılmış, elektroforetik ayrımın serotiplendirme ile yapılan ayrımdan daha iyi olduğu 

açıklanmıştır. Tüm hücre proteinleirnin elektorforetik analizi sonunda suşlardan 23’ünün 

doğal, 6’sını inokulant suş olduğu belirlenmiştir. İzolatlardan 61A76 suşunun en etkin suş 

oldğu ve % 21 oranında nodül oluşturduğu saptanmıştır. Bu predominant suşların bilhassa 

soya kültür, toprak tipi ve tarla lokasyon ile ilişkili olmadığı da rapor edilmişti (Kamicker ve 

Brill, 1986).  

 Dreyfus ve arkadaşları (1988), Sesbania rostrata kök nodüllerinde izole ettikleri 20 adet 

kök ve gövde nodül bakteri suşlarının 221 fenotipik özelliğinin numerik analizini 

yapmışlardır. Bu suşları Rhizobium ve Bradyrhizobium cinsine ait kontrol suşlarla ve sadece 

köklerde nodül oluşturan 9 suşla karşılaştırmışlardır. Ayrıca bu suşları tüm hücre proteinleri, 
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DNA-DNA ve DNA-rRNA hibridizasyonları karşılaştırılmıştır. Sadece kök nodülasyonu 

yapan suşları ise, Rhizobium ve Bradyrhizobium’dan oldukça farklı olduğunu belirlemişlerdir. 

Suşların Xanthobacter’e yakın olduğunu fakat genotipik ve fenotipik yönden farklılık 

gösterdiğini rapor etmişleridir. Yeni bir cins olan Azorhizobium’a ait Azorhizobium 

caulonodans ORS 571 tip suşunu önermişlerdir.  

 Sesbania türlerinde kök ve gövde nodülü oluşturan Rhizobium izolatlarının, toplam 

çözünür protein ve membran lipopolisakkarit profillerinin SDS-PAGE ile analizi, suşların 

idenfikasyonunda kullanılmıştır. İzolatların elektroforetik özellikleri referans suşlarla 

karşılaştırılmıştır. Protein ve LPS profilleri ile suşların birbirinden, hatta referans suşlardan 

ayrımının sağlanabildiği rapor edilmiştir (Kishore ve ark., 1996). 

 Brezilya’nın Atlantik Çölleri ve Amazon bölgesindeki tropik baklagil bitkilerinin 

nodüllerinden izole edilen Rhizobium ve Bradyrhizobium’un toplam 800 suşu arasındaki 

akrabalıklar ve taksonomik pozisyonlar determine edilmiştir. Araştırmacılar SDS-PAGE ile 

toplam 171 suş seçmişler, bunların da 23 adet elektroforetik tip suşunu da içine alan büyük bir 

kümede toplanmıştır. Birkaç izolatın ise R.fredii, R.galegae ve R.loti türleri ile aynı olduğu 

bulunmuştur. Fakat birçok suşun takson olarak tanımlanmadığı da bildirilmiştir (Moreria ve 

ark., 1993). 

 Gatti ve ark.(1997), laktik asit bakterilerinin farklı türlerine ait toplam 119 suştan 

saflaştırdıkları hücre duvar proteinlerinin SDS-PAGE parmak izini karşılaştırmışlardır. Bu 

çalışmada kullanılan ekstraksiyon ve elektroforetik seperasyonun, termofilik laktobasil tür ve 

suşların karakterizasyonu için hızlı ve uygun bir metot olduğu sonucuna varılmıştır. Yaklaşık 

50 kDa civarında olan iki hücre duvar proteinin de Lactobacillus. delbruecki suşlarına özgü 

olduğu bulunmuştur. Diğer taraftan araştırıcılar, Lactobacillus lactis ve Lactobacillus  

bulgaricus alt türleri arasında ayrımın elektroforetik teknikle mümkün olmadığını da 

bildirmişlerdir. Lactobacillus herveticus ve Lactobacillus delbrueckii’nin ise hücre duvar 

proteinlerine göre ayrımını sağlanabildiği rapor edilmiştir. 

 Bu bakteri grubu ile yapılan bir diğer çalışmada, şaraplardan izole edilen 32 laktik asit 

bakterisinin SDS-PAGE ile elde edilen tüm hücre protein profillerine göre ayrı ayrı 

incelenmiş ve bu suşların Leuconostoc oenos veya Lactobacillus paracasei subsp. 

paracasei’nin üyesi oldukları açıklanmıştır (Patarat ve ark., 1994). 

 Elektroforezle desteklenen bir başka çalışmada ise B. sphaericus suşlarının 

gruplandırılmasında bakteriyosin aktivitelerinin de kullanılabileceği bildirilmiştir (Çökmüş ve 

Yousten, 1993). DNA homoloji gruplarındaki suşlar arasında bakteriyosin profillerinde 

çeşitlilik gözlenmiştir. H5a5b’ye ait suşların benzer bakteriyosin aktivitesi gösterdiği ve 
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poliakrilamid jeldeki bakteriyosin bandının benzer olduğu tespit edilmiştir. B.sphaericus 

suşlarının Native-PAGE ve SDS-PAGE ile elde edilen filtrat protein profillerine göre ayrımı 

yapılmıştır. Yapılan çalışmada suşların birbirlerinden ayrımında, tamamen sporlanmış 

kültürlerdeki filtrat proteinlerin vejetatif evreye göre daha uygun olduğu rapor edilmiştir. 

Suşların ayrımında Native-PAGE’in kullanılabileceği buna karşılık SDS-PAGE’in 

kullanılamayacağı sonucuna varılmıştır (Mercan,1996). 

 Tamimi ve Young (2004), İngiltere’nin Jordan bölgesinde 16 farklı coğrafik alanda 

yetiştirilen fasulye (Phaseolus vulgaris) bitkisinde nodül oluşturan 30 Rhizobial izolat elde 

ettiler. Bu izolatları PCR-RFLP yöntemini kullanarak iki grup altında topladılar.   

I. grup izolatlar %80 oranında Rhizobium etli türünün strainleri, II. grup izolatlar ise %20 

oranında Rhizobium tropici türünün strainleri olarak tanımladıkları rapor edilmiştir. 

Navarro ve arkadaşları (2004), Pachyrhizus spp. baklagil türlerinde nodül oluşturan 

Rhizobia strainleri üzerinde yaptıkları çalışmada Rhizobial strainlerin fenotipik ve moleküler 

karakterizasyonları sonuçlarına göre strainlerin SDS-PAGE total protein profillerini LPS 

(lipopolisakkarit)  profillerini ile karşılaştırdılar. Strainlerin total protein profillerini 

arasındaki benzerliği ve farklılığı TP-RAPD (iki primerli RAPD)  ile karşılaştırarak elde 

ettikleri sonuçlara göre farklı bölgelerden izole edilen strainler arasında farklılık olmadığını 

benzer bantlar verdiğini rapor etmişlerdir. Araştırıcılar elde ettikleri sonuçları 16S rRNA ITS 

bölgesinin komple sekans analizi ile karşılaştırdıklarında strainlerin Bradyrhizbium cinsi 

türlerine %98-99 oranında benzer olduklarını belirtmişlerdir. 

Pinerio ve arkadaşları (2003), Porto Riko tropikal iklim baklagillerinden izole ettikleri 

15 izolatın fenotipik, moleküler ve simbiyotik özelliklerini karakterize ettiler. Bu 

çalışmalarında izolatların teşhisini fenotipik karakterler dahil 16S RNA sekans analizi, LMW 

RNA (düşük moleküler ağırlıklı RNA) profilleri , TP-RAPD (iki primerli RAPD) bantları ve 

16S rDNA-RFLP  yöntemlerini kullanmışlardır. Araştırıcılar, çalışmalarında izolatların farklı 

konak bitkilerden izole edilmesine rağmen izolatların sadece iki gruba ayrıldığını ve R. 

gallicum ve R. tropici ile benzerlik gösterdiğini ileri sürmüşlerdir. Pineiro ve ark. R. tropici 

strainlerinin konaklarda rastgele nodül oluşturduğunu daha önce tanımladığı gib belli tür 

baklagil bitkilerinde nodül oluşturmadığnı ileri sürmüşlerdir. 

Ramsubhag ve ark. (2002), Cajanus cajan baklagil bitkisinde nodül oluşturan 

Bradyrhizoibum elkanii strainlerini izole ettiler. Elde ettikleri 30 izolat üzerinde numerik 

taksonomi ve 16S  rRNA genlerinin dizilimi (ARPE) yöntemini kullanarak karakterize 

ettikleri suşlardan 23’ünün ortalama %14 ve üzeri B. elkanii türünden farklılık gösterdiğini 

diğer izolatların ise birbirinden %5 oranında farklılık gösterdiğini ileri sürmüşlerdir. 
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Silva ve arkadaşları (2002), Meksika’nın Milpa platosunda kültürü yapılan fasulye 

(Phaseolus vulgaris) bitkisinde nodül oluşturan rhizobial populasyonun genetik yapısının 

stabilitesini üç yıl süreyle çalıştılar.  Araştırıcılar çalışmalarında R. etli bv. phaseoli ve R. 

gallicum bv. gallicum izolatlarının moleküler marker analizi (rrs, ginII, nifH ve nodB 

genlerinin parçasal baz dizilimi) ile izolatları karakterize ettiler. Elde ettikleri sonuçları 

multilocus enzim elektroforezinin küme analizi ve plazmid profilleri verilerine göre 

izolatların filogenetik pozisyonlarını belirleyerek birbirinden ayırmışlardır. Silva ve 

arkadaşları elde ettikleri verilere göre rhizobial populasyonun genetik analizi her iki tür 

arasında yüksek genetik farklılaşmalarının var olduğunu ancak çalışmaları süresince 

populasyonun düşük oranda farklılaştığını ileri sürmüşlerdir. 

Andionou ve arkadaşları (2002), yabani Galegea orientalis  ve Galegea officinalis 

bitkilerinden izole ettikleri 101 Rhiozibum galegea strainini gDNA-RFLP, nod kutusu 

sekanslarının belirlenmesi, 16S-23S bölgesinin PCR-RFLP yöntemlerini kullanarak izolatları 

karakterize ettiler. Elde ettikleri sonuçlara göre R.galegae bv. officinalis ve R. galegae bv. 

orientalis strainleri iki farklı grup oluşturduğunu ayrıca her iki grupta yer alan suşların nod 

kutusu bölgesinin yüksek oranda korunmuş olduğunu ancak biovarlar arasında yapısal olarak 

farklı derecelerde olduğunu ileri sürmüşlerdir. 

Gao ve arkadaşları (2001), Astragalus adsurgens baklagil bitkisinden izole ettikleri 95 

rhizobia izolatını genetik çeşitliliğini moleküler biyolojik metotlar kullanarak incelediler. 

Araştırıcılar çalışmalarında hem referans strainlere hemde izolatlara AFLP, REP, ERIC ve 

BOX-PCR fingerprint yöntemlerini kullanarak izolatları karakterize ettiler. Elde ettikleri 

sonuçlarına göre izolatların Agrabacterium, Mesorhizobium, Rhizobium ve Sinorhizobium 

cinslerine ait olduklarını belirtmişlerdir. 

Lafay ve arkadaşları (2000) Avustralya yetişen Acacia cinsine ait 13 farklı türden izole 

ettikleri 118 rhizobial suşu SSV-rRNA ve PCR-RFLP yöntemlerini kullanarak izolatları 

analiz ettiler. Analiz sonuçlarına göre izolatları 9 farklı genomo tür olarak tanımladılar. 

Araştırıcıların bu bulguları daha önce Lafay ve Burdon’unun (1998) de yaptıkları çalışma ile 

benzerlik gösterdiğini ileri sürmüşlerdir. Bu genomo türlerin sekizi Bradyrhizobium cinsine 

ait olduğunu bir tane genomo türünün ise Rhizobium tropici’ye benzer olduğunu ortaya 

koymuşlardır. 

Chen ve arkadaşları (2000) Paraguay’da yetişen soya fasulyesinden (Glycine max) 

izole ettikleri 78 rhizobial suşu ERIC-REP-PCR yöntemi ile analiz ettiler. Bu izolatlardan 

58’i yavaş büyüyen ve YMB ortamında alkali reaksiyon veren suşlar olarak tanımladılar. 

İsolatları 16S rDNA özelliklerine göre karşılaştırdıklarında Bradyrhizobium japonicum ve 
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Bradyrhizobium elkanii türlerine ait suşlar olarak belirlediler. İsolatların referans strainler ve 

ticari strainler ile karşılaştırdıklarında aralarında yüksek oranda polimorfizmin olduğunu 

bildirmektedirler. 

Ulrich ve ark. (2000) Robinia pseudoacacia baklagil bitkisinden izole ettikleri 70 

rhizobial strainin fenotipik özellikleri ve 16S rDNA analizini yöntemlerine göre karakterize 

ettiler. İzolatların çoğaltılmış 16S rDNA genotipleri 7 farklı endonukleaz enzimi ile RFLP 

bantlarını ve 16S rDNA sekans analizi sonuçlarına göre izolatların %76’sının Mesorhizoibum 

cinsine ait olduğunu, %24’ünün ise Rhizobium cinsine ait strainler olduğunu belirmişlerdir. 

Araştırıcılar karakterize ettikleri izolatları 5 farklı genotip altında M. amorphae, M .loti, M 

.huakii, R. legüminasarum ve R. tropici genotiplerine benzer olduklarını ileri sürmüşlerdir.  

Coutinho ve ark. (1999). Çalışmalarında geleneksel yollarla ekili soya (Glycine max) 

zirai topraklarındaki rhizobia çeşitliliğini belirlemek için tuzak konak bitki ile yakalama ve 

DNA fingerprint yöntemlerini kullanarak izolatları karakterize etmişlerdir. Tuzak bitki olarak 

kullanılan Cajanus cajan bitkisinden elde edilen 158 izolatın RAPD-DNA fingerprint ile 

izolatlar arasındaki benzerlik ve farklılıkları ortaya koymuşlardır. 

Oliveria ve ark. (1999) Doğrudan topraktan izole ettikleri Rhizobium türlerini teşhis 

etmek amacıyla birkaç R. tropici, R. legüminasarum ve Agrobacterium rhizogenes türlerini 

16S-23S rDNA bölgelerini sekans analizini yaparak izolatları birbiriyle karşılaştırmışlardır. 

Strainlerin filogenetik pozisyonlarını daha sonra denatüre gradient jel elektorforez tekniğini 

kullanarak doğrulamışlardır. 

 Oliveria ve arkadaşları (1998), R. tropici, R. legüminosarum ve Agrobacterium 

rhizogenes strainlerinin 16S- 23S rDNA (spacer bölge) türlere özgü primerler kullanarak 

onların filogenetik ilişkilerini ortaya koymuşlardır. 

 Vinuesa ve ark. (1998) Camaecytisus proliferus bitkisinde nodül oluşturan 9 strain ve 

Kanarya adalarında endemik olarak yetişen birkaç odunsu baklagil bitkİsinde nodul oluşturan 

Rhizobial strainler ile  referans strainlerin filogenetik analizini 16S rDNA’ya dayalı PCR-

RFLP analizini, 16S-23S  intergenic spacer (IGS) bölgenin PCR-RFLP ve REP-PCR, BOX, 

ERIC-REP bölgelerine spesifik primerleri kullanarak analiz ettiler. Vinuesa ve arkadaşları bu 

çalışmalarında; Kanarya izolatların 16S rDNA dayalı analizinde iki referans strainle grup 

oluşturduğunu, 16S rDNA-RFLP yönteminde kullanılan 3 farklı endonukleaz enzimlerinin 

oluşturdukları bantlara göre izolatları 6 gruba ayırdılar. Bu gruptaki strainlerin genotipik 

çeşitliliklerini ortaya koymak için REP-PCR yöntemini uyguladılar. REP-PCR sonuçlarına 

göre sadece 2 tane Kanarya strainin benzer fingerprint gösterdiğini buldular. Ayrıca, 16S-

RFLP ve birbirinden oldukça farklı REP-PCR fingerprintlerini bilgisayar yardımıyla 16S 
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rDNA-RFLP örnekleriyle birleştirerek gruplardaki strainlerin filogenetik ilişkisine baktılar. 

Strainlerin 16S rRNA genlerinin yüksek oranda farklı gösteren ilk 264 baz çifti 

segmentlerinin DNA sekans analizi sonuçlarının fingerprinte dayalı sınıflandırma ile uygun 

olabileceğini buldular. Elde edilen üç farklı DNA sekanslarından biri daha önce tanımlanmış 

olan Bradyrhizobium japonicum/Rhodo pseudomonas DNA kümesine ait olduğunu ortaya 

koydular. Ayrıca Kanarya izolatlarının nodulasyon etkinliklerinin belirlenmesi için Glycine 

max (soya fasulyesi) ve Leucanena leucocephala’da yaptıkları denemelerde bu izolatların 

hiçbirinin bu bitkilerde nodul oluşturmadığı ancak Acacia pendula, C. proliferus, 

Macroptilium atropurpureum ve Vigna unguiculata bitkilerinde nodul oluşturduklarını 

belirlediler.  

  Fremont ve arkadaşları (1998), Bradyrhizobium strainlerinin moleküler, kültürel ve 

tarla uygulamalarını kullanılarak strainleirn karşılaştırılması adlı çalışmlarında; Acacia 

mangium bitkisinde nodül oluşturan 33 Bradyrhizobium ve Rhizobium izolatının 16S rDNA 

bölgelerinin PCR ile çoğaltarak daha sonra aynı bölgenin RFLP analizini, konak spektrumu 

ve antibiyotik dirençliliklerine göre karakterize ettiler. Çalışmalarında elde ettikleri veriler 

sonucunda izolatları iki ana grup altında topladılar. I. grup izolatlar genetik olarak birbirine 

yakın ve elverişsiz koşullara daha çok dayanıklı olduklarını ancak II. grup izolatların genetik 

olarak birbirinden daha uzak ve nodül oluşturma etkinliklerin daha zayıf olduklarını 

belirlediler. 

 Khbaya ve arkadaşları (1998) dört farklı akasya türünden (A.gumminifera, A. raddiana, 

A. cyacopylla ve A. horrida) isole ettikleri 40 rhizobial suşun moleküler karakterizasyonunu 

16S rDNA ve 16S-23S rDNA bölgelerinin PCR ile çoğaltılarak RFLP analizini sonuçlarına 

göre suşları karşılaştırdılar. Analiz sonuçlarına göre; 16S-23S spacer bölgesinin uzunluğu 

mikrosimbiyontlar arasında önemli derece çeşitlilik olduğunu ancak çoğaltılmış spacer 

bölgenin RFLP analizini tekrar gözden geçirildiğinde heterojenlik olmadığını ileri 

sürmüşlerdir. İsolatların 16S rDNA analizi sonuçlarına göre izolatlar 3 grup altında toplanmış 

bu gruplardan A ve B grubu izolatlarının Sinorhizobium cinsine ait olduklarını izolatların S. 

meliloti ve S. fredii ile yakın akraba olduklarını ileri sürmişler. C grubu izolatlarının ise daha 

çok A. tumefaciens türüne yakın olduğunu izolatların bu türlere olan yakınlıkları ayrıca her 

kümeden seçilen birer temsilci suşun sekans analizi ile doğruladıklarını bildirmişlerdir. 

 Nuswantara ve arkadaşları (1998), Astragalus sinicus cv. Japonya bitkisinin simbiyontu 

olan Rhizobium hauki bv. renge filogenetik pozisyonu belirlemek amacıyla A. sinicus 

bitkisinden izole ettikleri suşların 16S rDNA bölgelerini PCR ile çoğaltılarak RFLP yöntemi 

ile analizini bunun yanında 16S rDNA bölgesinin ilk 300 baz çiftinin sekans belirlenmesi, 
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bakteriyofaj tiplendirmesi ve 16S rDNA bölgesinin rastgele primerler kullanarak izolataları 

karakterize ettiler. Araştırıcılar çalışmalarında Astragalus sinicus bitkisi simbiyontu olan R. 

haukii strainlerinin yeni bir cins olan Mesorhizobium haukii türünün alt türleri olarak 

sınıflandırılması gerektiğini ileri sürmüşlerdir. Ayrıca araştırıcılar 16S rDNA bölgesinin 

rastgele primerler kullanarak izolatları analiz ettiklerinde bu izolatların Mesorhizobium loti ve 

M.haukii ile yakın benzerlik gösterdiğini ortaya koydular.  

 Laquerre ve ark. (1997), Farklı coğrafik bölgelerde yetişen Astragalus, Oxytropis ve 

Onobrychis spp. bitki türlerinden izole ettikleri 44 rhizobial izolatın genetik çeşitliliğini 

belirlemek amacıyla; 16S rRNA-MRSP, REP-PCR ve PCR-DNA fingerprint yöntemlerini 

kullanarak izolatları değerlendirmişler. MRSP ve 16S rRNA sonuçlarına göre izolatların 

çoğunun Mesorhizobium cinsine ait olduğunu, 5 izolatın Lotus spp. ve Cicer arietinum bitki 

türlerinde nodül oluşturduğunu tespit ettiler. 3 tane Astragalus izolatının ise Bradyrhizobium 

cinsine ait strainler, iki izolatın ise Rhizobium legüminasarum’a benzer olduğu ve geri kalan 

izolatların da Rhizobium gallicum srainleri olarak belirlediler. Laquerre ve ark. elde ettikleri 

bu sonuçlara göre Rhizobial sınıflandırmanın cins ve belki de tür düzeyinde konak bitki ve 

coğrafik orijinden bağımsız olduğunu ileri sürdüler. 

 Tesfaye ve arkadaşları (1997) Rhizobium türlerinde 23S rDNA bölgesinin parçasal 

sekanslarının karşılaştırılması adlı çalışmalarında Rhizobium üyelerinin 23S rDNA bölgelerini 

PCR ile çoğaltarak bu bölgenin sekanslarının belirleyerek suşların filogenetik konumunu 

tespit ettiler. Suşların 23S rDNA nükleotit sekanslarındaki varyasyonlar, 16S rDNA sekans 

analizi ve konak nodülasyon özgünlüğü ile filogentik ilişkileri tespit edildi. Üç Rhizobium 

türünü temsil eden altı tane strain (R .legüminosarum bv. trifolii, R .meliloti ve R. etli) ve 

Bradyrhizobium ve Agrobacterium gibi Rhizobial cinslerine ait suşlar analiz edildiğinde 5 

farklı rDNA grubu oluşturduklarını bildirler. Araştırıcılar 23S rRNA bölgesinin sekans analizi 

sonuçlarına göre bu bölgenin Rhizobium strainleri ya da türleri için prob olarak 

kullanılabileceğini ileri sürmüşlerdir.    

 Bakteri genomundaki 16S rRNA geninde devamlı aynı olan yani değişmeyen ve 

değişken olan bölgeler bulunmaktadır. Bakteri türlerinin teşhisinde bu değişken bölgeler 

kullanılmaktadır. Gray ve arkadaşları (1984) 16S rRNA geninde 8 adet değişmeyen ve 9 adet 

değişken bölgenin olduğunu ortaya çıkardılar ve bu araştırıcılar bu özellikleri kullanarak 

kültür edilmemiş bakterilerin bile 16S rDNA'larını polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 

yardımıyla belli primerler kullanarak artırdılar. PCR veya diğer bazı izolasyon yöntemleri ile 

elde edilen 16S rDNA'nın baz dizin analizi, restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi 

(RFLP) ve hibridizasyon özellikleri kullanılarak türler arasında karşılaştırma yapılmaktadır. 
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Yapılan bir çalışmada, Stackebracdt ve Goebel (1994) hibridizasyon çalışmalarında aynı cinse 

ait olan türlerin arasında 16S rRNA dizisi açısından %97'den daha az benzerlik gösteren 

suşların farklı türler olduğunu ortaya koymuşlardır. 

Bu çalışmamızda Van Gölü havzasının farklı bölgelerinde doğal olarak yetişen yabani 

baklagil bitkilerinden mercimek (Lens orientalis) ve nohut (Cicer anatolicum) bitki kök 

nodüllerinden izole edilen Rhizobium suşların fenotipik karakterizasyonları belirlenerek 

suşların doğal isteklerinin belirlenmesi ve moleküler karakterizasyonlarının yapılması 

amaçlanmıştır. 
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2. MATERYAL ve METOT 

 

2.1.Materyal 

 

Bu çalışmada materyal olarak Van Gölü havzasının farklı bölgelerinden (Çizelge 2.1) 

toplanan baklagil bitkileri yabani mercimek (Lens orientalis) ve nohut (Cicer anatolicum) 

bitkilerinin nodülleri arazide pens yada makas yardımıyla kesilerek 10 ml steril izotonik su 

içeren tüplere alınarak laboratuar ortamına getirildi.  

 

 

2.2. Yöntem 

 

2.2.1. Bitki örneklerinin toplanması 

 

Materyal olarak kullanılacak bitki kök nodülleri bitki kökü ile beraber çiçeklenme 

dönemleri başlamadan hemen önce peryodik zaman aralıklarıyla bitkilerin doğal yayılış 

gösteren alanlarından toplandı (Çizelge 2.1). Toplama esnasında bitki örneklerinin nodül 

oluşturmuş olması ve bu nodüllerin sağlıklı şekilde korunmasına özen gösterildi.  

 

 

2.2.2. Nodüllerin  bitkilerden ayrılması ve sterilizasyonu 

  

Toplanan bitki örneklerindeki aktif nodüllere (iri, pembe, sağlıklı) sırası ile aşağıdaki 

işlemler uygulandı (Sloger, 1969; Anonim, 1983; Sarıoğlu ve ark., 1993; Beck ve ark., 1993): 

• 10 ml’lik steril izotonik su içeren tüplerde bulunan nodüller dikkatlice pens yardımıyla 

alındı ve steril beher içerisinde konuldu. 

• 5-6 sn. %95’ lik etil alkolle muamele edilerek içerisinde %0,1’ lik asitli HgCl2 

çözeltisi bulunduran küvette 2-3 dk. bekletildi. 

• Steril distile su ile iyice yıkanarak nodül sterilizasyonu işlemi tamamlandı. 

 

2.2.3. Nodüllerden   bakterilerin izolasyonu 

 

 Steril nodüller, içerisinde 1 ml. steril saf su bulunan havanda ezildi ve elde edilen 

homojenattan YMA (Yeast Ekstract Mannitol Agar) besi ortamına çizgi ekim yapıldı. Petriler  
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Çizelge 2.1. İzolatların Toplandığı Mevki, Orjin ve Tarih 

Kod Mevki Orjin Tarih Kod Mevki Orjin Tarih 
1A3L1 Kesan deresi  Mercimek 02.06.2005 3E8C4 Muradiye Şelalesi  Nohut 09.06.2005

1A2L2 Kesan deresi  Mercimek 02.06.2005 3E6C1 Muradiye Şelalesi  Nohut 09.06.2005

1A2L1 Kesan deresi  Mercimek 02.06.2005 3E2C2 Muradiye Şelalesi  Nohut 09.06.2005

1A1L2 Kesan deresi  Mercimek 02.06.2005 3E6C2 Muradiye Şelalesi  Nohut 09.06.2005

1A1L1 Kesan deresi  Mercimek 02.06.2005 3E8C3 Muradiye Şelalesi  Nohut 09.06.2005

1A6L1 Kesan deresi  Mercimek 02.06.2005 3E1C1 Muradiye Şelalesi  Nohut 09.06.2005

1A5L2 Kesan deresi  Mercimek 02.06.2005 3E2C1 Muradiye Şelalesi  Nohut 09.06.2005

1A5L1 Kesan deresi  Mercimek 02.06.2005 3E5C3 Muradiye Şelalesi  Nohut 09.06.2005

1A4L2 Kesan deresi  Mercimek 02.06.2005 3E8C2 Muradiye Şelalesi  Nohut 09.06.2005

1A4L1 Kesan deresi  Mercimek 02.06.2005 3E8C1 Muradiye Şelalesi  Nohut 09.06.2005

1A7L1 Kesan deresi  Mercimek 02.06.2005 3E4C2 Muradiye Şelalesi  Nohut 09.06.2005

1B1C1 Alacabük dağı Nohut 02.06.2005 3E4C1 Muradiye Şelalesi  Nohut 09.06.2005

1B1C2 Alacabük dağı Nohut 02.06.2005 3E1C2 Muradiye Şelalesi  Nohut 09.06.2005

1B1C3 Alacabük dağı Nohut 02.06.2005 3E7C2 Muradiye Şelalesi  Nohut 09.06.2005

1B1C4 Alacabük dağı Nohut 02.06.2005 3E7C3 Muradiye Şelalesi  Nohut 09.06.2005

1B2C2 Alacabük dağı Nohut 02.06.2005 3E7C4 Muradiye Şelalesi  Nohut 09.06.2005

1B4C1 Alacabük dağı Nohut 02.06.2005 3E7C5 Muradiye Şelalesi  Nohut 09.06.2005

1B4C2 Alacabük dağı Nohut 02.06.2005 3F2C1 Süphan Dağı Nohut 09.06.2005

1B2C4 Alacabük dağı Nohut 02.06.2005 3F1C1 Süphan Dağı Nohut 09.06.2005

1B2C3 Alacabük dağı Nohut 02.06.2005 3F2C2 Süphan Dağı Nohut 09.06.2005

1B2C2 Alacabük dağı Nohut 02.06.2005 3F2C3 Süphan Dağı Nohut 09.06.2005

2C4C1 PirReşit Ahmet  Nohut 07.06.1980 3F2C5 Süphan Dağı Nohut 09.06.2005

2C5C1 PirReşit Ahmet  Nohut 07.06.1980 3F3C2 Süphan Dağı Nohut 09.06.2005

2C3C2 PirReşit Ahmet  Nohut 07.06.1980 3F2C4 Süphan Dağı Nohut 09.06.2005

2C3C3 PirReşit Ahmet  Nohut 07.06.1980 3F3C1 Süphan Dağı Nohut 09.06.2005

2C4C1 PirReşit Ahmet Nohut 07.06.1980 3F2C3 Süphan Dağı Nohut 09.06.2005

2C6C1 PirReşit Ahmet  Nohut 07.06.1980 3F2C5 Süphan Dağı Nohut 09.06.2005

2C5C4 PirReşit Ahmet  Nohut 07.06.1980 4H2V1 GürpınarYolu  Mercimek 15.06.2005

2C5C3 PirReşit Ahmet  Nohut 07.06.1980 4H2V2 GürpınarYolu  Mercimek 15.06.2005

2C5C3 PirReşit Ahmet  Nohut 07.06.1980 4H1V1 GürpınarYolu  Mercimek 15.06.2005

2C1C1 PirReşit Ahmet  Nohut 07.06.1980 4H2V3 GürpınarYolu  Mercimek 15.06.2005

2C1C2 PirReşit Ahmet  Nohut 07.06.1980 4K1L3 AkdamarAdası  Mercimek 15.06.2005

2C2C1 PirReşit Ahmet  Nohut 07.06.1980 4K7L2 Akdamar Adası   Mercimek 15.06.2005

2C2C2 PirReşit Ahmet  Nohut 07.06.1980 4K1L1 AkdamarAdası  Mercimek 15.06.2005

2C6C3 PirReşit Ahmet  Nohut 07.06.1980 4K6L4 Akdamar Adası  Mercimek 15.06.2005

2C6C2 PirReşit Ahmet  Nohut 07.06.1980 4K2L1 Akdamar Adası  Mercimek 15.06.2005

2D2L1 Ünseli  07.06.2005 4K2L4 Akdamar Adası  Mercimek 15.06.2005

2D2L2 Ünseli  07.06.2005 4K7L1 Akdamar Adası  Mercimek 15.06.2005
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Çizelge 2.1. İzolatların Toplandığı Mevki ,Orjin ve Tarih (devam) 

Kod Mevki Orjin Tarih Kod Mevki Orjin Tarih 
2D1L1 Ünseli Mercimek 07.06.2005 4K1L4 AkdamarAdası Mercimek 15.06.2005

2D1L2 Ünseli Mercimek 07.06.2005 2M4L1 Ünseli Mercimek 07.06.2005

2D4L2 Ünseli Mercimek 07.06.2005 2M2L3 Ünseli Mercimek 07.06.2005

2D4L1 Ünseli Mercimek 07.06.2005 2M2L4 Ünseli Mercimek 07.06.2005

2D3L1 Ünseli Mercimek 07.06.2005 2M3L3 Ünseli Mercimek 07.06.2005

2D3L2 Ünseli Mercimek 07.06.2005 2M3L1 Ünseli Mercimek 07.06.2005

2D1L1 Ünseli Mercimek 07.06.2005 2M4L2 Ünseli Mercimek 07.06.2005

2M4L3 Ünseli Mercimek 07.06.2005 Referans Suşlar                       Orjin 

5N1C3 Taşlı Köy-Çatak Nohut 15.06.2005 av7 vicia            Atatürk Ünv. Fen ve Ed.Fak.Biy.Böl 

5N1C1 Taşlı Köy-Çatak Nohut 15.06.2005 tn4 cicer            Atatürk Ünv.Fen ve Ed.Fak.Biy.Böl 

5S1C4 Alacabük dağı Nohut 17.06.2005 yonca520           Ankara Toprak Gübre Araşt. Enst. 

5S2C3 Alacabük dağı Nohut 17.06.2005 nohut522           Ankara Toprak Gübre Araşt. Enst. 

5S3C2 Alacabük dağı Nohut 17.06.2005 fasulye83           Ankara Toprak Gübre Araşt. Enst. 

5S3C1 Alacabük dağı Nohut 17.06.2005 mercimek1045 Ankara Toprak Gübre Araşt. Enst. 

5S1C3 Alacabük dağı Nohut 17.06.2005 

 

5S3C3 Alacabük dağı Nohut 17.06.2005 

5S2C4 Alacabük dağı 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 

5T5C4 Kesan Deresi  Nohut 17.06.2005 

5T1C4 Kesan Deresi  Nohut 17.06.2005 

5T1C1 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 gün süreyle inkübasyona bırakıldı ve oluşan tipik koloniler (1-5 mm çaplı, 

ağdalı, beyaz, saydam veya hafif mat, mukozlu ve yuvarlak) seçilerek yatık YMA tüplerine 

aktarıldı (Somasegaran ve Hoben, 1985; Beck ve ark., 1993). Elde edilen izolatlar +4°C’ de 

buzdolabında muhafaza edildi. Rhizobium cinsine ait olan strainlerin tanımlanması için  

sitolojik ve biyokimyasal analizlere tabi tutuldu. 
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2.2.4. İzolatların saflaştırılması 

  

 Nodüllerden izole edilen izolatlar YMA ortamına ekildikten sonra Vincent, 1970’e 

göre önce izolatların Gram özellikleri belirlendi. Gram boyama sonuçlarına göre seçilen 

izolatlar Kongo Kırmızısı içeren YMA ortamına inkübe edildi. Kongo kırmızılı YMA 

ortamında gelişen ve boyayı emmeyerek beyaz yada pembemsi koloni oluşturan izolatlar 

seçilerek Brom thymol mavisi içeren YMA ortamına ekildi. Bu ortamda gelişerek YMA 

ortamını sarıya dönüştüren izolatlar tekrar YMA ortamına alınarak tek koloni düşecek şekilde 

ekildi. Seçilen koloniler yatık YMA ortamına ekildi. Gelişen izolatlar  %15 Gliserol içeren 

kriyovial tüplerde ikili olarak hazırlanarak  -200C’de depolandı. Ayrıca saflaştırılan izolatların 

fenotipik özelliklerinin belirlenmesi için yatık YMA tüplerine alınarak +40C’de depolandı. 

 
2.2.5. İzolatların kültürel ve biyokimyasal özelliklerinin tespiti 

 

Hareketlilik ve gram boyama testleri, Kongo kırmızlı besi yerinde üreme durumları, 

brom thymol mavili YMA’da hızlı yada yavaş gelişimleri metilen mavisi redüksiyonu, 

litmuslu ortamda asit üretme, katalaz aktivitesi, pH derecelerinde üreme, farklı sıcaklık 

derecelerinde üreme, ketolaktoz testi ile bakır halkası oluşturup oluşturmadıkları, Karbon 

kaynaklarının kullanımı, azot kaynaklarının kullanımı, vitamin isteklerinin belirlenmesi ve 

farklı antibiyotiklere olan dirençlilikleri (Vincent, 1970) tespit edildi.  

 

2.2.5.1. Gram boyama 
 

YMA ortamında aktifleşirilen Rhizobium kültürlerinden bir damla alındı ve temiz bir 

lam üzerine homojen larak ince bir film halinde yayıldı. Havada kurutulan preparat alevden 

geçirilerek fikse edildi. Preparatın üzerine kristal viyole boyası dükülerek 30-60 sn beklendi. 

Preparat üzerindeki kristal viole dükülerek iyot solusyonu ile 1-2 dakika muamele edildi. 

Preparat su ile yıkanıp alkol-aseton(1:1) karışımı ile deklorize edildi ve işlem kristal viyole 

giderilinceye kadar (2sn-10 sn) devam edildi. Preparat daha sonra saf sudan geçirilerek 

preparat sulu bazik fuksin ile 30-60 sn boyandı. Preparat su ile yıkandı ve havada kurutuldu. 

Hazırlanan preparat 100x objektifi ile incelendi. 
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2.2.5.2. Kongo kırmızılı YMA’da gelişim 

 

 Rhizobium’lar genellikle karanlıkta inkübe edildiğinde Kongo kırmızısını absorbe 

etmezler. Koloniler beyaz, opak veya bazen pembe kalır. Rhizobium’lar  şayet kırmızı boyayı 

absorblaşmışsa inkübasyon süresince ışığa maruz kalmıştır.(Vincent, 1970) 

 1/400 oranında olacak şekilde  kongo kırmızısı ayrı steril edildi ve  1 litre YMA 

ortamına 10 ml ilave edildi(Vincent, 1970). 280C’de 1 hafta süre boyunca strainlerin boyayı 

absorblama durumlarına bakıldı. 

 

2.2.5.3. Brom thymol mavili YMA’da gelişim 

 

Stok kültürlerden alınan Rhizobium’lar YMA ortamında aktifleştirildikten sonra 

bromthymol mavili YMA ortamına çizgi-plaka ile inoküle edildi. 

 Taze olarak hazırlanmış bromthymol mavili YMA ortamı pH’ı 6.8’e 1 N NaOH ve 1N 

HCI ile ayarlandı. İzolatlar brom thymol mavisi içeren ortama ekildi. Bu ortamda, yavaş 

gelişen Rhizobium’lar alkali reaksiyon vererek ortamı mavi renge, hızlı gelişen Rhizobium’lar 

ise asit reaksiyon vererek ortamı sarıya dönüştürler (Ülgen,1980). 

 
2.2.5.4. Pepton glukoz agar (PGA)’da gelişim 
 

Hazırlanan PGA ortamına %0,0004 oranında indikatör boya olarak bromocresol 

purple eklendi. İzolatlar PGA ortamına ekilerek 3 gün 300C’de inkübasyona bırakıldı. 

Bakteriyel izolatların bu ortamdaki gelişimleri kaydedildi.  

Rhizobium’ların PGA ortamında gelişmesi başarısızdır ve 300C’de inkübe edildiğinde 

pH’da az miktarda değişikliğe neden olabilir.(Ülgen, 1980). 

 

2.2.5.5. Laktozlu ortamda Ketolaktoz Testi 

 

 Rhizobium’larla Agrobacterium türlerinin morfolojik olarak ayırımları mümkün 

değildir. Bu sebeple türün ayırmını sağlamak için ketolaktoz testi uygulanır. YMA’da 

aktifleştirilen izolatlar laktozlu ortam bulunan petrilere ekildi ve 1-2 gün 280C’de 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda ortamın üzeri benedik çözeltisi ile kaplandı. 

Ortamda ketolaktoz oluşumu söz konusu ise koloni etrafında sarı Cu2O halkası görülür. Bu 

pozitif sonuçtur. Kontaminasyonun varlığını gösterir (Çakmakçı, 1987). 
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2.2.5.6. Hareket testi 
 

 Bakterilerin hareketli olup olmadıklarını tespit için % 0,4 agar ilave edilen YMA 

besiyeri kullanıldı. Deney tüplerinde dik olarak dondurulan besiyerine bakteriler iğne 

yardımıyla aşılanarak 280C’de bir hafta süreyle inkübe edildi (Gürbüzer, 1973). 

 

2.2.5.7. Litmus testi 

 

Litmus laktoz agar içeren petrilere izolatlar ekildi. İzolatların dört haftalık inkübasyon 

sırasında oluşturdukları zonlara göre ortamın pH’ını değiştirip değiştirmedikleri kaydedildi 

(Graham ve Parker, 1964). 

 

2.2.5.8. Katalaz aktivitesi 

 

Bir öze dolusu bakteri kültürü temiz bir lam üzerine konularak bir damla %10 luk 

hidrojen peroksit ile karıştırılıp suşların gaz oluşturma durumları araştırıldı (Sağıroğlu, 1984; 

Graham ve Parker, 1964). 

 

2.2.5.9. Metilen mavisi redüksiyonu 

 

YMB besiyerinde 280C de bir hafta inkübe edilen kültürler üzerine %1 lik metilen 

mavisinden bir damla ilave edilerek 370C’de 1 saat tutuldu mavi rengin beyaza dönüşüp 

dönüşmediği gözlendi (Graham ve Parker, 1964). 

 

 

2.2.5.10. Farklı pH derecelerinde  gelişim 

 

1 Normal HCI ve 1M KOH kullanılarak YMA ortamı pH: 9.5, 9.0, 8.0, 5.0, 4.5, 4.0 ve 

3.5 olacak şekilde hazırlandı. Farklı pH derecelerinde hazırlanan petrilere izolatler ekilerek 

280C’de 3 gün inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda suşların bu ortamlarda gelişip 

gelişmediği kaydedildi.  
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2.2.5.11. Farklı sıcaklıklarda büyüme 

 

Taze hazırlanmış YMA ortamına çizgi yöntemiyle ekilen suşlar 300C ve 400C’de 3 

gün süreyle inkübayona bırakıldı. İnkübasyon sonunda suşların bu sıcaklık derecelerindeki 

gelişimleri kaydedildi. 

 

2.2.5.12. Bakterilerin karbon kaynaklarını kullanımı 

 

İzolatların biyokimyasal karakterlerinin belirlenmesi için farklı karbon kaynakları 

içeren deney tüplerine aşılanarak karbon kaynağı kullanma istekleri belirlendi  

Bakterilerin mannitol, ksiloz, raffinoz, ramnoz, maltoz, galaktoz, sukroz, glukoz, 

dulcitol, laktoz ve suksinatı kullanımları test edildi.  

Karbon kaynaklarının kullanımının belirlenmesi için YEM broth sıvı besiyerinden 

karbon kaynağı olan mannitol çıkartıldı ve 0,004 g bromocresol purple indikatörü ilave 

edilerek stok besiyeri hazırlandı. Hangi karbon kaynağının testi yapılacaksa o şekerden %1 

oranında stok çözeltisi hazırlanarak 0,2 μm’lik filtre kağıdı  kullanılarak sterilize edildi. Aktif 

kültürden %4 oranında inoküle edilerek 280C’de  

3 gün süreyle çalkalamalı etüvde inkübasyona bırakıldı ve besiyeri renginin sarıya dönüştüren 

izolatlar karbon kaynağını kullanımı bakımından pozitif olarak kabul edildi (Jordan, 1984). 

 

2.2.5.13. Vitamin isteklerinin belirlenmesi 

 

YMB ortamından mannitol çıkartılarak %1 oranında sukroz ve arabinoz içeren 250 

ml’lik erlenlere % 0.1 oranında ayrı ayrı hazırlanan deney tüplerine pyrodoxine, myo-ınositol, 

riboflavin, folik asit ve d-pantotenik asit eklenerek hazırlandı. Hazırlanan sıvı ortam deney 

tüplerine 5 ml olacak şekilde dağıtıldı. İzolatların vitamin gereksinimlerinin olup olmadığını 

belirlemek için daha önce YMB ortamında 3 gün inkübe edilen taze sıvı kültürden %4 

oranında hem vitamin içeren tüplere hemde kontrol grubu olarak hazırlanan YMB içeren sıvı 

kültüre inoküle edilerek 280C’de 3 gün inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon bitiminde suşların 

vitamin içeren ve YMB içeren tüplerde oluşturdukları yoğunluk gözlemlenerek izolatların 

vitamin ihtiyaçlarının gelişime olan etkisi kaydedildi. 
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2.2.5.14. Azot kaynaklarının kullanımı 

 

Gao, 2004’e göre Rhizobium suşlarının azot ihtiyaçlarını belirmek amacıyla YMA 

ortamına %0.1 oranında olacak şekilde Dextrin ve İnositol 10 ml steril saf su içeren şişelerde 

çözüldü Çözelti 0.45 µl’lik steril filterelerden geçirilerek sterilize edildi. Test edilecek azot 

kaynağı YMA ortamına eklenerek petri kaplarına döküldü. Sıvı kültürden 100 µl alınarak 

petri kaplarına izolatların nokta ekimi yapıldı. Test sonuçları için Yeast ekstrakt pozitif olarak 

kabul edildi. İzolatların YMA ortamındaki gelişimleri negatif veya pozitif olarak 

değerlendirildi. 

 

2.2.5.15. Antibiyotik dirençliliklerinin tespiti 

 

 İzolatların antibiyotik dirençliliklerini tespit etmek için 15 mercimek, 22  nohut 10 

ml’lik deney tüplerinde hazırlanan sıvı YMB ortamına aşılandı. 280C’de 3 gün inkübasyondan 

sonra her izolatın sıvı kültüründen mikropipet ile 100 µl alınarak taze hazırlanmış YMA 

plaklarına yayma ekim yapıldı. Sterilize edilmiş 6 mm çapındaki disklere emdirilen 

antibiyotikler (Ampicilin 10 mg/ml, Tobramycin 10 mg/ml, Cefıxım 5 mg/ml, Aztreonom 30 

mg/ml,  Clindamycın 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 plaklarına yerleştirildi. İzolatların disk çevrelerinde oluşturdukları inhibisyon 

zon çaplarının büyüklüklerine göre  izolatların antibiyotik dirençlilikleri pozitif veya negatif 

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

 

2.2.5.16. Numerik analiz 

 

 Test organizmalarının biyokimyasal ve kültürel özellikleri arasındaki benzerlik ve 

farklılık düzeylerine göre izolatların akrabalık derecelerini belirlemek için organizmalar 

testlere verdikleri cevaplar pozitif ve negatif olarak MiniTab14 istatistik programına 

yüklenerek izolatların referans strainlere ve kendi aralarında oluşturdukları akrabalık 

düzeyleri belirlendi. İzolatların Numerik analizi için toplam 44 Rhizobium strain için 54 

fenotipik karakterin sonucu yüklendi. Numerik analizi sonucu dendogram olarak sunuldu 

(Şekil 3.6). 
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2.2.6. Moleküler Karakterizasyon 

 

 Test organizmalarının numerik analizi ile belirlenen akrabalık düzeyleri DNA-RAPD 

(Random Amplification Polimorfizm DNA) ve 16S rDNA-RFLP (Restriction Fragment 

Length Polimorphizm) moleküler teknikler kullanılarak numerik analiz sonuçlarına göre 

belirlenen test organizmalarının karakterizasyonu yapıldı.  

 

2.2.6.1. Genomik DNA izolasyonu  

 

 Rhizobium bakterilerinin dış çeperlerinde bulunan lipopolisakkarit yapıdan dolayı 

Rhizobium genomik DNA’sını izole etmek bir hayli zordur. Özellikle Rhizobium 

bakterilerinin genomik DNA izolasyonu için kullanılan bu metotta; hücre yoğunluğu 600 

nm’de 0,6-0,8 ulaşıncaya kadar 200 rpm’de 5 ml’lik tüplerde geliştirildi. Hücre pelleti 15 dk 

10.000 rpm’de 1.5 ml eppendorf tüplerinde santrifuj edildikten sonra Tris-EDTA tamponu 

(10T/1E) ile yıkandı ve 400 µl Tris EDTA tamponunda çözüldü. Üzerine 40 µl %10’luk SDS 

ve 5 µl Proteinaz K (20 mg/ml) eklenerek 45 dk 560C’de sıcak suda inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyondan sonra eppendorf tüp üzerine 400 µl Tris ile doyurulmuş fenol eklenerek 10 dk 

10.000 rpm’de santrifuj edildi. Santrifujden sonra dikkatlice mikropipet ile süpernatant 

alınarak yeni eppendorf tüpüne alındı ve üzerine 200 µl kloroform:izoamilalkol (24:1) eklendi 

ve ve birkaç dakika hafifçe vortekslendi. Süpernatantın kloroform:izoamilalkol ile iyice 

karışması sağlandıktan sonra 10 dk 10.000 rpm’de santrifuj edilerek süpernatant yeni tübe 

transfer edilerek bir üst basamak yeniden tekrarlanarak 10 dk 10.000 rpm’de santrifuj edildi. 

Süpernatant tekrar temiz bir tüpe alınarak üzerine 400 µl kloroform: izoamilalkol (24:1) 

eklendi, alt üst edilerek 10 dk 10.000 rpm’de santrifuj edildi. Süpernatant tekrar alındı ve 

üzerine 1/10 3M Sodyum asetat, 2 katı kadar da soğuk izoamilalkol eklenerek 2 saat -200C’de 

derin dondurucuda bekletildi. Bu aşamadan sonra 30 dk 15.000 rpm’de sanrifuj edildikten 

sonra süpernatant dikkatlice döküldü ve pellet %30’luk etil alkol ile yıkaranark 15 dk 10.000 

rpm’de santrifuj edildi. Etil alkol uzaklaştırıldıktan sonra tüp 370C’lik etüvde 15 bekletilerek 

kurutuldu. En son safhada tüp üzerine 50 µl Tris-EDTA tamponu eklenerek +40C’de 

depolandı. 

 Genomik DNA jel elektroforezi için 250 ml’lik erlen mayer içerisisinde 120 ml TE 

tamponu eklenerek içerisine %1 agaroz olacak şekilde eklendi. Mikrodalga fırında 2 dakika 

bekletilerek agaroz’un erimesi sağlandı. Midi tank’a tarak dikkatlice yerleştirildikten sonra 

çözelti soğutularak dikkatlice döküldü. Jel katılaştıktan sonra üzerine TBE tamponu eklenerek 



33 
 

 

tarak dikkatlice çıkarıldı. Her tarak boşluğuna 5 µl genomik DNA eklendi. Midi tank 

ayarlanabilir güç kaynağına bağlanarak 95V 30 dakika koşturuldu.DNA RAPD ürünler içinde 

yukarıdaki metotta Agaroz jel yoğunluğu %2 olacak şekilde ayarlanarak diğer adımlar aynen 

takip edildi.  

 

2.2.6.2. RAPD analizi 

 

 İzolatların genomik DNA çoğaltımı Thermo Cycler cihazında yapıldı. de Oliveria ve 

arkadaşları (2000) metoduna göre; çoğaltma reaksiyonu 40 döngü olarak belirlendi. Her 

döngüden sonra 940C’de 15 saniye’lik adım izlendi. Bağlama için 350C’de 30 saniye, uzama 

için 72 0C’de 1 dakika olarak ayarlandı. Son uzama safhası için 720C’de 10 dakika olarak 

takip edildi. 50 µl DNA çoğaltım karışımı; 1µl Opab primerlerinden her deneme için ayrı 

primer kullanıldı. Kullanılan primerler ve bunlara ait baz sıraları Çizelge 2.2’de verilmiştir. 

Her defasında OPAB primerlerinden biri olmak üzere 1 µl primer, 1µl MgCI2, 1µl dNTP 

(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,4 µl Taq Polimeraz (Fermantas), 5 µl Taq Tamponu, 37 µl 

deiyonize su ile 0.2 ml PCR tüplerinde karışım hazırlandı ve son olarak 5 µl 50 ng  hedef 

DNA miktarı eklenerek tüpler Thermo Cycler cihazına yüklendi (Çizelge 2.3).  

 

Çizelge 2.2. Kullanılan Primerlerin Baz dizilişi 

OPAB1: 5- CCGTCGGTAG-3  OPAB11: 5- GTGCGCAATG-3 

OPAB2: 5- GGAAACCCCT-3  OPAB12: 5- CCTGTACCGA-3 

OPAB3- 5- TGGCGCACAC-3  OPAB13: 5- CCTACCGTGG-3 

OPAB4: 5- GGCACGCGTT-3  OPAB14: 5- AAGTGCGACC-3 

OPAB5: 5- CCCGAAGCGA-3  OPAB15: 5- CCTCCTTCTC-3 

OPAB6: 5- GTGGCTTGGA-3  OPAB16: 5- CCCGGATGGT-3 

OPAB7: 5- GTAAACCGCC-3  OPAB17: 5- TCGCATCCAG-3 

OPAB8: 5- GTTACGGACC-3  OPAB18: 5- CTGGCGTGTC-3 

OPAB9: 5- GGGCGACTAC-3  OPAB19: 5- ACACCGATGG-3 

OPAB10:5- TTCCCTCCCA-3  OPAB20: 5- CTTCTCGGAC-3 

 

Bant büyüklüklerinin belirlenmesi için her elektorforez işleminde 100 baz çiftlik DNA ladder 

kullanıldı. Sonuçlar UV görüntüleme sisteminde incelendi ve fotoğraflandı. Amplifikasyon 

bantlarından kuvvetli olanlar değerlendirmeye alındı. Çok fazla DNA bandları 
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oluşmadığından benzerlik indeksi oluşturulamadı. Mevcut DNA bandlarının varlığına göre 

değerlendirildi. 

2.2.6.3. RFLP analizi 

 
Test organizmaları arasındaki benzerlik ve farklılığı ortaya koymak için 16S rDNA bölgeleri 

PCR ile çoğaltıldı. Toplam 15 test organizması besi ortamında 3 gün süre ile 25°C’de inkübe 

edildi. Bütün tamponlar hazırlanarak, gerekli maddeler ve enzimler ticari şirketlerden satın 

alındı. Elde edilen izolatların ve kontrol olarak kullanılan Rhizobium ırklarının izole edilen 

DNA'ların konsantrasyonları spektrofotometrik olarak, 260 nm dalga boyunda ölçüldü. 

saflaştırılan genomik DNA'dan 16S rDNA’yı çoğaltmak için Y1 (5'-

TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC) sırasına sahip forward primeri ile (5'-

CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT) sırasına sahip revers primerleri kullanılarak PCR ile 

çoğaltıldı (Ramsubhag ve ark., 2002). PCR amplifikasyonu Perkin Elmer DNA Thermal 

Cycler 480 ile 0.5 ml PCR mikrosentrifuj tüpleri kullanılarak yapıldı. Taq DNA polymeraz, 

MgCl2 solusyonu, Taq tampon ve deoksiribonükleotidler (dNTPs) ticari şirketlerden satın 

alındı (Fermentas). Tüm PCR kokteyli (Çizelge 2.2) mikrofüj tüplerinde hazırlandıktan sonra 

düşük seviyede vortekslendi ve PCR cihazına yerleştilinceye kadar buzda tutuldu. PCR 

programı başlangıç 950C’de 5 dk, 35 döngü, denatürasyon için 95°C’de 1 dk, bağlanma 

(anneling) 55°C’de 1 dk, uzama için 72°C’de 1 dk ve son olarak 72°C’de 10 dk olarak 

ayarlandı. PCR’da çoğaltılmış 16S rDNA’ları % 1.5’lik 0.5 µg/ml ethidium bromide içeren 

agaroz jelde (0.5 X TBE tampon) koşturuldu.. Yaklaşık 5 µl PCR ürünü jel yükleme boyası 

(mavi renkli) ile birlikte karıştırılarak jele yüklendi ve 100V, 2 saat boyunca koşturuldu 

 

Çizelge 2.3. PCR kokteylinin her bir örnek için gerekli olan madde miktarları 

Deionize su 33,25 µl 
MgCl2 3 µl 
dNTP 1 µl 
GP1 1 µl 
GP2 1 µl 
Taq Tamponu 5 µl 
Taq polimeraz 0,25 µl 
DNA örneği 5 µl 
 

16S rDNA bölgesi moleküler markerlar (Gene RulerTM 100 bp DNA Ladder Plus, MBI 

Fermentas) kıyaslanarak 600-bp pozisyonundaki band tesbit edildi. 
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16S rDNA bölgeleri çoğaltılan Rhizobial suşlardan elde edilen bantlar daha sonra 

HindIII, BamHI, Bsp1430 ve HaeIII restriksiyon enzimleri ile ticari firmanın (Fermantas) 

belirttiği protokole göre yapıldı. Bu protokole göre 15 µl reaksiyon karışımı için; 5 µl DNA, 1 

µl enzim, 1 µl 10x enzim tamponu ve 8 µl deionize su 200 µl PCR tüplerinde hazırlandı. PCR 

tüpleri su banyosunda 1-16 saat 370C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda PCR 

tüplerinden alınan 5 µl kesim ürünü 5 µl örnek boyası ile karıştırıldı. Örnek tamponu 

hazırlanan %2’lik agaroz jele yüklendi ve 2 saat 100 V, 380 mA’de koşturuldu. 

Elde edilecek DNA bandlarının benzerlik indeksi oluşturulup NTSYS-Pc (Numerical 

taksonomy and Multivariation Analysisi System Programı kullanılarak UPGMA (Unwighted 

Pair Group Method with Arithmetic) küme analizi yapılması planlandı fakat yeterli kesim 

olmadığından analizi yapılamadı. 
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3. BULGULAR 

 
3.1. Bakterilerin Nodüllerinden İzolasyonu 
 
 
 Araziden getirilen bitkilerin kök nodülleri steril edildikten sonra steril bir havan 

içeresinde ezildi. Bir öze dolusu nodül sürüntüsü alınarak YMA içeren petri kaplarına yayma 

ekimi yapıldı. YMA üzerinde gelişen kolonilerden Jordan,1984’e göre Rhizobium cinsine ait, 

Jarvis ve arkdaşlarının (1997) belirttiği Mesorhizobium cinsi morfolojosi gösteren koloniler 

seçildi (Şekil 3.1).  

 
 

3.2. Rhizobial İzolatlarının Saflaştırılması 

 

 Yabani nohut ve mercimek bitkisi izolatları Vincent’e (1970) göre ön teşhisleri yapıldı. 

İzolatların gram boyama, Kongo kırmızısı ve thymol mavisi gibi indikatör boyalar 

kullanılarak ön teşhisleri yapıldı ve sonuçlar aşağıda Çizelge 3.1’de verildi. 

 Toplanan 35 yabani mercimek  (Lens culinaris) ve 75 yabani nohut (Cicer anatolicum) 

bitki nodüllerinden toplam 110 izolat gram boyama yönünden test edildi. İzolatların Gram 

boyanma özellikleri Nikkon binoküler ışık mikroskobu altında 100x objektifle incelendi. 35 

yabani mercimek izolatından 15’i gram negatif özellik gösterirken 75 nohut bitkisi izolatından 

22’si gram negatif özellik gösterdi (Çizelge 3.1). Gram negatif bakteriler ışık mikroskobu 

altında pembe renkte görünürler (Şekil 3.2). Sonuçta 37 rhizobial suş seçilerek teşhis ve 

moleküler karakterizasyon çalışmaları uygulandı. 

 Gram boyama özellikleri belirlenen 110 izolat Kongo Kırmızısı içeren YMA ortamında 

ekildi. İnkübasyon sonucunda Kongo Kırmızılı YMA üzerinde beyaz ve pembemsi koloni 

oluşturan izolatlar belirlendi. Gram negatif olarak belirlenen izolatlar bu ortamda boyayı 

nufuz etmediğinden referans izolatlar gibi beyaz ve pembemsi koloniler oluştururken diğer 

izolatlar boyayı emerek siyah ve kırmızı renkli koloniler meydana getirdi (Şekil 3.3) 

 Gram boyama özellikleri ve Kongo Kırmızılı YMA ortamında gelişme durumları 

belirlenen izolatlar, brom thymol mavili YMA ortamına ekildi. Bu ortamda gelişen Rhizobium 

izolatları asit üreterek ortamın rengini sarıya dönüştürler. Thymol mavisi içeren YMA 

ortamına ekilen 110 izolattan 15 mercimek ve 22 nohut izolatı asit üreterek ortamın rengini 

sarıya dönüştürdü (Şekil 3.4) 
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Çizelge 3.1: İzole edilen suşlara ait ön teşhis sonuçları 

Kod Gram 
Boyama  

Kongo  
Kırmızısı 

Brom 
Timol  
Mavisi 

Kod Gram 
Boyama 

Kongo  
Kırmızısı 

Brom Timol  
Mavisi 

Seçilen 
suşlar 

1A3L1 + + + 3E7C3 - - - 1A3L1 
1A2L2 + + + 3E7C4 + + + 1A2L2 
1A2L1 - - - 3E7C5 + + + 1A1L1 
1A1L2 - - - 3F2C1 - - - 1A1L1 
1A1L1 + + + 3F1C1 + + + 1A4L2 
1A6L1 - - - 3F2C2 - - - 1B1C1 
1A5L2 - - - 3F2C3 - - - 1B1C3 
1A5L1 - - - 3F2C5 - - - 1B2C2 
1A4L1 - - - 3F2C4 - - - 1B4C1 
1A4L2 + + + 3F3C2 - - - 1B4C2 
1A7L1 - - - 3F3C1 - - - 2C2C1 
1B1C1 + + + 3F2C3 - - - 2C6C1 
1B1C2 - - - 3F2C5 - - - 2C6C3 
1B1C3 + + + 4H2V1 + + + 2D3L2 
1B1C4 - - - 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 - - - 4K1L1 
2C3C3 - - - 4K1L4 + + + 4K6L4 
2C6C1 + + + 2M2L3 + + + 4K1L4 
2C4C1 - - - 2M4L1 - - - 2M2L3 
2C5C4 - - - 2M2L4 - - - 2M3L1 
2C5C3 - - - 2M3L3 - - - 2M4L3 
2C5C3 - - - 2M3L1 + + + 5S3C1 
2C1C1 - - - 2M4L2 - - - 5S2C4 
2C1C2 - - - 2M4L3 + + + 5T3C2 
2C2C1 + + + 5N1C3 - - - 5T5C3 
2C2C2 - - - 5N1C1 - - - 5T1C4 
2C6C3 + + + 5S1C4 - - - 5T1C1 
2C6C2 - - - 5S2C3 - - - 5T2C2 
2D2L1 - - - 5S3C2 - - - 5T2C1 
2D2L2 - - - 5S3C1 + + + Merc.1045 
2D1L1 - - - 5S1C3 - - - Yonca520 
2D1L2 - - - 5S3C3 - - - Fasulye83 
2D4L2 - - - 5S2C4 + + + tn4 cicer 
2D4L1 - - - 5T3C4 - - - 204 vicia 
2D3L1 - - - 5T4C2 - - - Nohut522 
2D3L2 + + + 5T3C2 + + + Av7 vicia 
2D1L1 - - - 5T3C3 - - -  
3E8C4 + + + 5T5C3 + + +  
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Çizelge 3.1: İzole edilen suşlara ait ön teşhis sonuçları (devam) 

Kod Gram 
Boyama  

Kongo  
Kırmızısı 

Brom 
Timol  
Mavisi 

Kod Gram 
Boyama 

Kongo  
Kırmızısı 

Brom Timol  
Mavisi 

 

3E6C1 - - - 5T5C4 - - -  
3E2C2 - - - 5T1C4 + + +  
3E6C2 - - - 5T1C1 + + +  
3E8C3 - - - 5T2C2 + + +  
3E1C1 - - - 5T2C1 + + +  
3E2C1 - - - Merc1045 + + +  
3E5C3 - - - Nohut522 + + +  
3E8C2 - - - Yonca520 + + +  
3E8C1 - - - Fasulye83 + + +  
3E4C2 - - - tn4cicer + + +  
3E4C1 - - - 204vicia + + +  
3E1C2 - - - Av7vicia + + +  
3E7C2 - - -      

 

3.3. Kültürel ve Biyokimyasal Bulgular 

 
Vincent (1970) göre Rhizobium suşlarının Kongo kırmızılı YMA’da gelişim, brom 

tymol mavili YMA ortamında asit üretme ve gram boyama özelliklerine göre ayrılan 37 suş 

seçilerek hareket testi, pepton glukoz agarda gelişim, ketolaktoz, hidrojen sulfur üretimi, 

oksidaz, katalaz aktivitesi, karbon kaynaklarının kullanımı (Raffinoz, Ksiloz, Maltoz, 

Galaktoz, Sukroz, Suksinat, Ramnoz, Dulsitol, Laktoz, Fruktoz, Glukoz ve Mannitol) 

biyokimyasal ve kültürel testler uygulanarak Rhizobia suşlarının bu ortamlardaki aktiviteleri 

belirlendi. Test sonuçları Çizelge 3.2 gösterilmiştir. 

Test strainlerinin tümü Kongo kırmızılı YMA üzerinde beyaz ve pembemsi koloniler 

oluşturdu. Strainlerin YMA üzerinde mukoz oluşturma durumları Vincent, 1970’te 

tanımladığı gibi referans suşlara göre benzer mukozumsu yapı gösterdi. Test strainleri gram 

boyama açısından referans suşlar ile aynı özellikte olup test edilen 37 strain gram negatif 

olarak değerlendirildi. Strainlerin brom timol mavili YMA ortamında asit reaksiyon verip 

ortamın rengini sarıya dönüştürdü.  

Strainlerin hareket muayenesi SIM ortamında değerlendirildi. Mercimek ve nohut 

izolatlarının bir kaçı hariç tümü hareketlilik gösterdi (Çizelge 3.2). Test strainlerinden 2C2C1, 

4H1V1, 5T1C1 ve referans suşlardan 204 vicia ve av7 vicia suşları hariç diğer bütün izolat ve 

referans suşlar Ketolaktoz ortamında bakır halkası meydana getirmedi. İzolatların katalaz 

aktivitesi sonucunda birkaç izolat hariç katalaz pozitif özellik gösterdi (Çizelge 3.2). 
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5S3C1 2M3L1 

 
Nohut522 Mercimek1045 

3E7C4 3F1C1 

Şekil 3.2: İzolatların Gram Boyama Özellikleri 
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1B4C1-5T2C1 

 
1A1L1-4K1L1 

 
Nohut522 

 
Mercimek1045 

 
2M4L3 

 
3E7C4 

 
5S2C4 

 
3F1C1-3F2C5 

Şekil 3.3. İzolatların Kongo Kırmızılı YMA ortamındaki koloni morfolojiler 
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Üst:Yonca 520 Alt: mercimek 1045 

 
Üst:5S3C1 Alt: 4K7L2 

 

 
Üst:2C6C1 Alt:5T2C2 

 
Üst: 4H2V1 Alt: 4H2V2 

 
Üst:2M4L3 Alt: 1A1L1 

Şekil 3.4. İzolatların Brom Thymol mavili ortamda koloni morfolojileri 
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Test strainleri oksidaz aktivitesi açısından; mercimek izolatlarından 4K7L2, 4K1L1, 

4K6L4, 4K1L4, 2M2L3, 2M3L1, 2M4L3 ve 1A1L1 izolatları oksidaz negativ özellik 

gösterdi. Nohut izolatlarından 1B1C1, 1B1C3, 2C2C1, 2C6C1, 2C6C3, 3E7C5, 

5S3C1,5S2C4 ve 5T1C4 izolatları oksidaz negatif özellik gösterdi (Çizelge 3.2). 

gölü havzasında bulunan topraklar genellikle alkali toprak yapısı gösterdiğinden test strainleri 

yoğun asidik pH ortamlarında (3.5, 4.0, ve 4.5) gelişme göstermedi. Ancak asidik pH 5.0 

ortamında 1A2L2, 1A4L2, 1B1C1, 1B1C3, 4K7L2 ve 2M3L1 izolatları hariç diğer bütün 

izolatlar gelişme gösterdi (Çizelge 3.2). Bu durum izolatların asidik pH 5.0 gibi asidik 

topraklara adapte olabileceğini göstermektedir. İzolatların alkali pH ortamlarından pH 8.0 

ortamında 5T3C2 izolatı hariç diğer tüm izolatlar gelişme gösterdi. Alkali pH ortamı arttıkça 

izolatların gelişme seviyelerinde azalma gözlendi (Çizelge 3.2). 

 Rhizobium bakterilerinin optimum gelişme sıcaklıkları genellikle 280C’dir (Jordan, 

1982). Mercimek ve nohut izolatlarının 300C ve 400C’de gelişme durumlarına göre izolatların 

tümü 300C sıcaklık ortamında gelişme gösterirken 400C  sıcaklığında bazı izolatlar gelişme 

gösteremedi (Çizelge 3.2). 

 Rhizobium bakterileri Litmus milk besiyerinde asit reaksiyon vererek çevrelerinde zon 

meydana getirirler (Öğüt, 2002). Litmus milk ortamında mercimek izolatlarından 1A3L1, 

4K7L2, 4K1L1, 4K6L4 ve nohut 2C2C1 izolatı litmus milk ortamında zon meydana 

getirmedi. 

 Rhizobium bakterilerinin toprakta baklagil bitkileriyle interaksiyona girebilmeleri için 

toprağın tuzluluk oranı önemlidir. Rhizobium bakterileri aşırı tuzlu ortamlarda gelişme 

gösteremezler (Gao, 1994). %2’lik tuz içeren YMA ortamına ekilen izolatlardan 1A3L1, 

1A2L2, 1B1C1, 1B1C3, 2M3L1 ve Nohut522 referans suşu gelişme göstermezken diğer 

izolatlar YMA üzerinde belirgin koloniler meydan getirdi. 

 Bakterilerin polifazik taksonomisinde karbon kaynaklarının kullanımı oldukça önemlidir 

(Young, 2003). Rhizobium bakterileri karbon kaynaklarının kullanımı açısından mannitol 

içeren ortamlarda genellikle daha iyi gelişme gösterirler (Vincent, 1970; Gao, 1994). 

Çalışmamızda kullanılan mercimek ve nohut izolatları karbon kaynaklarından mannitol, 

maltoz, galaktoz, sukroz ve glukoz ortamında daha iyi geliştikleri, ksiloz, ramnoz, fruktoz gibi 

karbon kaynaklarını orta derecede kullandıkları, dulsitol, suksinat ve raffinoz gibi karbon 

kaynaklarını pek tercih etmedikleri gözlendi (Çizelge 3.2). Rhizobium izolatları bromocresol 

purple indikatörü ilaveli mor renkli YMB ortamında asit üreterek ortamın rengini sarıya 

dönüştürürler (Şekil 3.5). 
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Çizelge 3.2: İzolatlara ait Kültürel ve Biyokimyasal Test Sonuçları 
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1A3L1 - + + + - - + + - - - + + - - - + - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - - - + - + + + - + + + + - + - + + 
1A2L2 - + + - - - - + - + + + - - - - + - + - - + - - + - + + - - - - - - - - - - - + - - + + - + + + - - + - + - 
1A1L1 - + + + - - + - + - + + + - - - + + + + - + + - + + + + + - + - - - - - - - - + - + + + - + + + + - + - + + 
1A4L2 - + + - - - + - - - + - - - - + + - - + - - - - + - + + - - - - - - - - - - + + + + - - + + + + + + - - - + 
1B1C1 - + + + - - + - - + - + - - - - - - + - + - - - + - - + - - - - - - - - - - + + + + - - - - + + - + - + + + 
1B1C3 - + + + - - + - - - - + - - - - + + + - + + - - - + + + - + - - - - - - - - - + + + - - - + + + - + + - + + 
1B2C2 - + + - - - + + + - - + + - - - + - + + + - - - + - + + - - - - - - - - - - - + + + - + - + + + + - + - - - 
1B4C1 - + + - - - + + - + + + + - - - + + + + + + - - - + - + + + - - - - - - - - - + + + - - + - - + + - + - + + 
1B4C2 - + + - - - + + - + - + + - - - + - + - + + + - + + + + - + - - - - - - - - - + + + + + - + + + - - - - - + 
1B2C4 - + + - - - + + + - + + - - - + - - + + + - - - + - - + - - - - - - - - - - - + + + + + - + + + + - - + + - 
2C6C1 - + + + - - + - + - - + + - - - + - + + + - - - + - + + + + - - - - - - - - - + + + - + - + + - + - + + + - 
2C2C1 - + + + - - + + - + + + + - - - + + - + + + - + + + + - - - - - - - - - + + + + + - + - + + + + + + - 
2C6C3 - + + - - - - - + + + + + - - - + + + + + + + - + + + + + + - - - - - - - - - + + + - + - - + - + - + - + - 
2D3L2 - + + + + - + - + + + + + - - - + + + + + + + + + + + + + + + - + - - - - - + + + + + + - + + + + + + + + - 
3E8C4 - + + - + + - - - + + + + - - - + + + + + + + - + - - + - - - - - - - - - - - + + + + - - - + + - - + + + - 
3E7C4 - + + + + - + + - - + + + - - - + - + + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + + + + - + + + + - + - + + 
3E7C5 - + + + + - + - + - + + + - - - + + + + + + + + + + + + + + - - - - - - - - - + + + - + - + + + - - + - + - 
3F1C1 - + + + - - + + + - + + + - - - + + + + + + + - + + + + - + + - - - - - - - - + + + + + - + + + + - + - + + 
4H2V1 - + + + + - + + + + + + + - - - + + + + - - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + - - - + + + + + + - - - + 
4H2V2 - + + + + - + - + - - - + - - - + + + + - + - - + + + + + + + - - - - - - - + + + - + + - - - + + - + - + + 
4H1V1 - + + + + + + - + - + + + - - - + - + + - + - + + + + + + + + - + - - - - - + + + - - - - + + + - + + - + + 
4H2V3 - + + + - - + - + + + + + - - - + - + + - + - - + + + + + + - - - - - - - - + + + - + + - + + + + - + - - - 
4K7L2 - + + + + - + - + - + + - - - - + - - + - + + - + + + + + + - - - - - - - - - + - + - - + - - + + - + - + + 
4K1L1 - + + + + - + - + - + + + - - - + - - + - + + - + + + + + + + - - - - - - - - + - + + + - + + + - - - - - + 
4K6L4 - + + + + - + - + - + + + - - - + - - + - + + - + + + + + + - - - - - - - - - + - - + + - + + + + - - + + - 
4K1L4 - + + + + - + - + - + + + - - - + - + + - + + - + + + + + + + - - - - - - - - + - + - + - + + - + - + + + - 
2M2L3 - + + + + - + - + - + + + - - - + - + + - + + - + + + + + + + - + - - - - - - + - + + + - + - + + + + + + - 
2M3L1 - + + + + - + - + - + + - - - - + - + - - + + - + + + + + + - - - - - - - - - + - + + + - - + - + - + - + - 
2M4L3 - + + + - - + - - - + + + - - - + - + + - + + - + + + + + - + - + - - - - - - + + + + + - + + + + + + + + - 
5S3C1 - + + + + - + - - + + + + - - - + - + + + + - - + + - - - + - - - - - - - - - + + + - - - - + + - - + + + - 
5S2C4 - + + + - - + - - + - + + - - - + - + + + + - - + - + - - - - - - - - - - - - + + + - - + + + + + + - - - + 
5T3C2 - + + + - - + + - + + - + - - - + - + + - + + - + - - - + - - - - - - - - - - + + + - + - - - + + - + - + + 
5T5C3 - + + - - - + + + + - + + - - - + - + + + - + - + + - + - - - - - - - - - - - + + + - - - + + + - + + - + + 

44 
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Çizelge 3.2İzolatlara ait Kültürel ve Biyokimyasal Test Sonuçları: (Devam) 
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5T1C4 - + + - + - + - - - + + + - - - + - + + + + + - + + + + - + - - - - - - - - - + + + - + - + + + + - + - - - 
5T1C1 - + + + + + + + + + + + + - - - + - + + - - - - + - + - - + - - - - - - - - - + + + - - + - - + + - + - + + 
5T2C2 - + + + - - + + + + + + + - - - + - + + + - - - + - - - - - - - - - - - - - - + + + - + - + + + - - - - - + 
5T2C1 - + + + - - + + + - - + + - - - + - + + + + + - + + + + - + - - - - - - - - - + + + - + - + + + + - - + + - 
Merc.1045 - + + + - - + + - - - + + - - - + - + - - + + + + + - + - + + - + - + - - - - + - - + - - + + + - + + - + + 
Yonca520 - + + + - - + + + + + + + - - - + - + + - + + - + + - + - - + + + - - - - - + + + + - + - + + + + + + + + + 
Fasulye83 - + + + - - + + - + + + + - - - + + + + - + - - + + - + - - + - + - - - - - - + - - - + - + + + + + - + + + 
tn4 cicer - + + + - - + + + - + + + - - - + - + + - + + + + + - + - + - - - - - - - - - + + + + + - + + - + + - + + + 
204 vicia - + + + - + + + + + + + + - - - + + + + - + - + + + - + - - + - + + - - - - + + + - - + - + + + + + + - + + 
Nohut522 - + + - - - + + - + + + + - - - + - + - - + + + + + - + - + + - - - - - - - - + + + + + - + + + + + + + + + 
Av7vicia +  + + - + + + + + + + + - - - + + + + + + - - + + - + - - - - - - - - - - + + + - - + - + + + + + - - + + 
 
GBO (Gram Boyama), KKI (Kongo Kırmızılı YMA’da gelişim)  BRT (Brom Timol Mavili YMA’da gelişim) HKT (Hareket) ,PGA (Pepton Glukoz Agar), KTL (Ketolaktoz), KTZ (Katalaz), OKS (Oksidaz), 

MMA (Metilen Mavisi Redüksiyonu), Ph9.5 pH9.0 pH8.0 pH5.0 pH4.5 pH4.0 pH3.5 300C 400C LTM (Litmus testi) %2Tuz H2S (Hidrojen Sülfür) MNT (Mannitol), KSZ (Ksiloz) RFZ (Rafinoz) MLZ 

(Maltoz), GLZ (Glukoz),, SKZ (Sukroz) GKZ (Galaktoz), LKZ (Laktoz),  FKZ (Fruktoz), RMZ (Ramnoz), SKT (Suksinat), DCL (Dulsitol), RBF (Riboflavin) PNT (Pantotenat), İNT (İnositol) PDN 

(Pirodoksin), FLA (Folik Asit), SRT PRT (Piruvat) LKT (Laktat), GXT (Glioksilat), DXT (Dekstrin) AM10 (Ampicilin) TOB10 (Tobramycin) CFM5 (Cefixim) ATM30 (Aztreonom) DA2 (Clindamycin) C30 

(Chloromphenicol) CEP75 (Cephalosporin) KNM50 (Kanamycin) RFM100 (Rifamycin) STM100 (Streptomycin) NLA50 (Nalidixic asit)   
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Dulcitol 

 
Mannitol 

 
Suksinat 

 
Laktoz 

 
Raffinoz 

 
Ramnoz 

 
Maltoz 

 
Ksiloz 

Şekil 3.5: İzolatların Karbon Kaynaklarını Kullanımı 
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 Bütün canlı sistemlerinde olduğu gibi bakterilerin katabolik reaksiyonlarında görev 

alan enzimler daha etkili bir şekilde reaksiyonları katalizleyebilmeleri için vitaminlere 

ihtiyaç duyarlar. Oksijenli solunum yapan Rhizobium bakterileri karbon ve azot 

kaynaklarının oksidasyonu sırasında görev alan enzimlerin aktivasyonu için vitaminlere 

ihtiyaç duyarlar. Çalışmamızda kullanılan test strainleri riboflavin, d-pantotenat, piridoksin 

ve folik asit içeren YMB ortamında geliştirildi. Ancak test strainleri vitamin kaynaklarını 

içeren ortamda kontrol grubuna göre daha iyi bir gelişme göstermedi (Çizelge 3.2). 

 Test suşlarının antibiyotiklere  dirençleri tespitinde elde edilen bulgulara göre 

suşların çoğu Tobramycin (10 mg) karşı direnç gösteremedi. Ampicilin ve 

Chloramphenicol’e karşı ise daha fazla direnç gösterdi (Çizelge 3.2). 

 

3.4. Numerik analiz Sonuçları 

 

 Toplam 44 test suşu (37’si test straini ve 7’si referans suş) üzerine uygulanan 54 adet 

kültürel ve biyokimyasal karakter açısından test edildi. Elde edilen sonuçlar  MiniTab 14 

istatistik programı kullanılarak Şekil 3.6’de gösterilen dendogram elde edildi. %75 

benzerlik düzeyi kriter alındı ve bu benzerlik düzeyinde 7 farklı grup elde edildi. Suşlar 

arasındaki benzerlik düzeyleri dikkate alındığında I. grup izolatlar tn4cicer referans straini 

ile yakın benzerlik oluşturarak aynı grup içinde yer aldı. Bu grupta yer alan 1A1L1 

mercimek izolatının nohut izolatları ile aynı grupta yer alması farklılık gösterdi. II. grupta 

yer alan nohut izolatları ise nohut522 referans straini ile aynı grupta yer aldı.  Tek başlarına 

birer grup meydana getiren III. grup straini 1A2L2 ve V. grup straini 1B1C1 ayrı birer tür 

olabileceğini göstermektedir. IV.grupta yer alan 5T1C1, 5S2C4, 4H2V1 ve 1A4L2 suşları 

farklı bitkilerden izole edilmesine rağmen aynı grupta yer aldı. Diğer taraftan VI. grupta 

yer alan Yonca520, fasulye83, 204 vicia, av7vicia referans strainleri aynı grupta yer aldı.  

 VII. grupta yer alan mercimek izolatları ise referans strain mercimek1045 ile aynı 

grupta yer almaları bu suşların mercimek1045 referans straini ile yakın benzer özellikler 

taşıdığını göstermektedir. Çalışmamızda genelde beklenen olmasına rağmen farklı 

bitkilerden izole edilen bazı izolatların aynı grupta yer alması tartışılabilir bir durumdadır. 

Özellikle VI. grupta yer alan referans suşların ayrı gruplarda yer alması beklenirdi. Bunun 

nedeni de yapılan testlerin hem teknik olarak dikkatlice yapılmaması hemde referans 

suşların zamanla bazı karakterlerini kaybetmesi muhtemel sonuçları vermiştir denilebilir. 
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Şekil 3.6:İsolatların Numerik Taksonomisi  (Mini Tab 14 istatistik programı) 

 

I.GRUP 

II.GRUP 

III.GRUP 

IV.GRUP 

V.GRUP

VI.GRUP 

VII.GRUP 
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3.5. Moleküler Karakterizasyon Sonuçları 

 

 Numerik analiz ile belirlenen gruplardan temsilci olarak toplam 14 test 

organizması (4H2V3, 2C2C1, Nohut 522, Mercimek 1045, 1B1C1, 5S3C1, 1B1C3, 

2D3L2, 4H2V1, 1A2L2, 3E7C4, 2M3L1,13:5S3C1, 1A1L1) seçilerek RAPD ve RFLP 

çalışmaları bu test organizmaları ile yapıldı. 

 

 

3.5.1. Genomik DNA 

 

Rhizobiumların genomik DNA büyüklükleri yaklaşık olarak 1.2 kb büyüklüğündedir 

(Jordan, 1984). Rhizobium bakterileri dış çeperlerinde bulundurdukları eksopolisakkarit 

yapıdan dolayı genomik DNA’larını saf olarak elde etmek bir hayli zordur. Genomik 

DNA’ları ekstrakte edilen Rhizobium test organizmlarının DNA bandları Şekil 3.7’de 

görülmektedir. 

 

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

10000b
p 
8000 bp 
5000 bp 
3000 bp 
1000 bp 
500 bp 
250 bp 

Şekil 3.7: Genomik DNA 

1:4H2V3, 2:2C2C1, 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 sonuçları 

 

 Suşlar arasındaki moleküler benzerlik düzeyini ortaya koymak için RAPD 10 mer 

Opab-11 primeri kullanıldı. RAPD-PCR sonucunda sadece 14 numaralı kuyucukta yer alan 

1A1L1 (yabani mercimek bitkisinden izole edilmiştir) suşu  850 bp büyüklüğünde tek  bant 

verdi. RAPD sonuçları için elde edilen amplifikasyon ürünlerinin jel görüntüleri Şekil 3.8 

ve 3.9’da verilmiştir.  
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 Çoğaltılan 16S rDNA bandları (2C2C1, Nohut522, Mercimek1045, 1B1C1, 5S3C1, 

1B1C3, 2D3L2, 3E7C4 ve 1A1L1 suşları) HinIII, HaeIII, BamHI ve Bsp1430 restriksiyon 

enzimleri ile ticari firmanın (Fermantas) belirttiği protokole tabii tutuldu. Ancak suşlardan 

hiç birinin 16S rDNA bölgeleri bu enzimlerle kesilemediğinden suşlar arasındaki benzerlik 

dendogramı oluşturulamadı.   

 

     1         2         3         4          5         6          7         8           9        10      11      12           13     14         M 
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 Şekil 3.9:  Çalışmamızda kullanılan Rhizobium suşlarının OPAB-7 primer ile oluşturulan PCR 

amplifikasyon ürünlerinin agaroz jel üzerindeki görüntüsü (Marker: 100 baz çiftlik DNA ladder 

kullanılmıştır) 1:4H2V3, 2:2C2C1, 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(100 bp) (10 mer Opab 7 primer) 
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Şekil 3.10: 16S rDNA bölgesi çoğaltılmış strainler. 1:2C2C1, 2: Nohut 522, 3: Mercimek 1045, 4:1B1C1, 5: 5S3C1, 

6:1B1C3, 7:2D3L2, 8:1A2L2, 9:1A1L1, M: Marker(100 bp) 
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4. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

 

 Rhizobium cinsini ilk olarak Frank, 1889 yılında isimlendirdi. Daha sonraki yıllarda 

yapılan çalışmalar sonucunda Rhizobium taksonomisi gelişerek bugünkü halini aldı 

(Çizelge 1.2). Rhizobium’ların izolasyonu, teşhisi ve biyokimyasal karakterlerinin tespiti 

ilk defa geniş bir şekilde Vincent, (1970) tarafından yapıldı. Vincent  (1970) ve Graham 

(1964)’e göre Rhizobium’ların topraktan izolasyonu oldukça zor ancak nodüllerinden 

izolasyonu çok daha kolaydır. Nodül seçiminde ise sağlıklı ve pembe renkli nodüllerin 

seçimi önerilmektedir. 

Rhizobium toprak bakterisi olup 18000 civarında tür ihtiva eden Legüminaceae familyasına 

ait bazı türlerinde simbiyotik ilişki kurmaktadırlar.  

 Otsu baklagil bitkilerinden olan yabani mercimek (Lens orientalis) ve nohut (Cicer 

anatolicum) bitkileri de Legüminaceae familyasına ait türler olup genellikle yüksek 

rakımlarda 2000-2500 metre yüksekliklerde yayılış gösterirler. Bu rakımda yetişen diğer 

bitkiler gibi bu baklagil bitkileri de ekstrem çevre şartlarına maruz kalırlar. Van Gölü 

havzasının nötr alkali toprak yapısı ve toprağın azotça fakir olması nedeniyle bitkinin daha 

az verimli olmasına neden olmaktadır (Nour ve ark., 1994a)  

 Rhizobium bakterilerin ekonomik ve zirai açıdan önemli olduğundan dünyanın 

birçok yerinde Rhizobium taksonomisi üzerine çalışmalar yapılmaktadır. Bu çalışmaların 

neticesinde Rhizobium taksonomisine her geçen gün yeni bir takson eklenmektedir. 

Dünya’da ve ülkemizde Rhizobiales takımının sınıflandırılma çalışmaları henüz yeterli 

düzeyde değildir.  

 Bu çalışmamızda toplanan baklagil bitki örneklerinin kök nodüllerinde sağlıklı 

olanların sayı bakımından az olması nedeniyle toplanan 110 bitki örneğinden alınan 

nodüller steril edildikten sonra steril bir havanda ezilerek 1 damla su içinde hazırlanan 

süspansiyon yayma ekim yöntemiyle  YMA ortamına ekildi. Ancak kök nodüllerinin 

hepsinin sağlıklı olmaması nedeniyle bu izolatlardan ancak 38 tanesi yapılan mikroskobik 

ve kültürel testler sonucu Rhizobium cinsine yakın benzerlik gösterdi (Çizelge 3.1). 

Toplanan 110 mercimek ve nohut bitkisinden yalnızca 38 tanesinde Vincent (1970)’de 

belirtildiği gibi sağlıklı pembe nodüller bulunmaktaydı. Bu yüzden toplanan bitki 

örneklerindeki bütün nodüllerden Rhizobium cinsi üyeleri elde edilemedi. 

Ön çalışmalar mevcut Rhizobium bakterilerinin hızlı büyüyen gruplar olduğu 

belirlendi. Bitkilerden izole edilen Rhizobium bakterileri varyasyon  göstermekte ve sadece 
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fenotipik karakterleri dikkate alarak belli bir sınıf veya cinse yerleştirmek zor olmaktadır 

(Milnitsky ve ark., 1997) 

 Jordan (1984)’e göre baklagil bitkilerinin kök nodüllerinden izole edilen Rhizobium 

cinsi bakterileri teşhis etmek için öncelikle gram boyama, kongo kırmızılı YMA’da 

gelişerek beyaz ve opak kolonilerin oluşumu, brom timol mavili YMA ortamında gelişerek 

ortamın rengini sarıya çevirerek asit oluşturma gibi karakterler göz önüne alınarak 

Rhizobium ve Agrobacterium cinsi üyeleri birbirinden ayırt edilirler. Çalışmamızda yabani 

mercimek ve nohut bitki kök nodüllerinden izole edilen bakteriler YMA ortamına 

ekildikten sonra yukarıda belirtilen testlere tabii tutuldu. İzole edilen 110 suştan ancak 38 

tanesi Jordan ve arkadaşlarının belirttiği testlerin sonuçlarına uygunluk gösterdi (Çizelge 

3.1). Geri kalan suşlar %15 gliserol ortamına alınarak -200C derecede depo edildi. Kalan 

38 suş için Jordan (1984) ve Vincent (1970)’te belirttiği testler uygulanarak suşların 

biyokimyasal karakterleri tespit edilerek numerik analizi yapıldı (Çizelge 3.2). 

Rhizobium ile Agrobacterium cinsi üyelerini birbirinden morfolojik olarak ayırmak 

oldukça zordur. Bu ayrım için genellikle pepton glukoz agar ortamında üreme ve 

Ketolaktoz halkası oluşumuna göre birbirinden ayırt etme yoluna gidilir. Rhizobium’ların 

PGA ortamında gelişmeleri zordur (Ülgen, 1980). Çalışmamızda gram boyama özellikleri, 

kongo kırmızılı YMA’da üreme ve brom timol mavili YMA’da karakterleri belirlenen 

türler PGA ortamında geliştirildi. İzolatların bir çoğu bu ortamda gelişemezken birkaçı az 

gelişerek ortamın pH’ını değiştirdi. 

 Rhizobium cinsi üyeleri genellikle alkali nötr ortamlarda gelişirler (Jordan, 1984). 

Çalışmamızda farklı pH ortamlarında geliştirilen izolatlar pH 3.5, 4.0, 4.5 ortamlarında 

gelişme gösteremezken pH 5.0 asit ortamında izolatların birçoğu gelişerek koloni meydana 

getirerek Jordan, 1984’e göre uygunluk göstermedi. İzolatlar pH 8.0 ve 9.0 ortamlarında 

hızlı gelişerek belirgin koloniler meydana getirdi. 

 Young, (2004) Rhizobiaların filogenetiği adlı çalışmasında karbon kaynaklarının 

kullanımının Rhizobial türler arasında farklılık gösterdiğini bildirdi. Bu amaçla Rhizobium 

taksonomisinde karbon kaynakları kullanımı oldukça sık kullanılmaktadır. Gao, (2001) 

Rhizobium bakterilerinin genellikle karbon kaynağı olarak mannitol tercih ettiğini diğer 

karbon kaynaklarının kullanımının aynı türün suşları arasında dahi farklılık gösterdiğini 

bildirmektedir. Çalışmamızda karbon kaynağı olarak kullanılan mannitol’u bütün izolatlar 

kullanırken suksinat içeren ortamda izolatlar gelişmedi. Mannitol dışında izolatların 

genellikle maltoz, galaktoz, sukroz ve glukoz kullanımı daha çok görüldü. 
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 Canlılar büyüme ve gelişme için enerji kaynaklarının dışında vitaminlere de ihtiyaç 

duyarlar. Bakteriyel sınıflandırmada kullanılan bu özellik taksonların birbirinden benzerlik 

ve farklılıklarını ortaya koymak için kullanılmaktadır. İzolatlarımızın vitamin ihtiyaçlarını 

belirmek için uyguladığımız vitamin kaynaklarını hiç biri mercimek ve nohut izolatlarının 

gelişimi üzerinde bir etki yaratmadı. İzolatlar vitamin istekleri yönünden negatif olarak 

kabul edildi   

Rhizobium bakterileri Bradyrhizobium strainlerine kıyasla dah hızlı büyürler ve 

YMA üzerinde 3 gün içerisinde belirgin koloniler meydana getirirler. Ayrıca bromotimol 

mavili agarda asit üreterek ortamın rengini sarıya dönüştürler. Rhizobial izolatların bu 

ortamda 10 gün kadar bir inkübasyondan sonra asit üretmeleri Bradyrhizobium cinsine 

benzer özellik gösterdiği düşünülebilir. Fenotipik testlerin sonuçlarının numerik analizi 

sonucu izolatlar 12 gruba ayrıldı ve gruplaşma üzerinde coğrafik orijinlerinin etkisinin 

fazla olmadığı gözlendi. Hatta farklı istasyonlardan toplanan bitki köklerinden izole edilen 

Rhizobium’ların farklı gruplara ayrıldığı gözlendi. Benzer sonuçlar Fremont ve ark. (1999) 

yaptığı ile benzerlik göstermektedir. Bu çalışmalarında aynı istasyonlardan izole edilen 

izolatların genetiksel olarak farklılık gösterdiğini  belirtmişlerdir. 

 Bu çalışmada Van gölü havzasında yetişen yabani mercimek ve nohut bitki kök 

nodüllerinden izole edilen Rhizobium bakterilerinin fenotipik karakterlerinin numerik 

analizi sonucunda oluşan dendogramda 7  grup oluştu. Referans Av7 vicia , tn4 cicer, 

nohut 522, mercimek 1045,  test suşları ayrı gruplar oluştururken yonca520 ve fasulye83 

ve 204vicia referans test organizmaları aynı gruba dahil oldu. Genelde referans suşların 

farklı gruplara ayrılırken VI. Grupta yer alan referans suşların aynı grupta yer alması 

referans suşların zamanla çevresel şartların  etkisinde kalarak referans suşların genetik 

olarak değişebildiği düşünülebilir. Referans suşlar arasındaki ilişkiyi tam olarak ortaya 

koymak için en azından 16S rDNA baz dizilerinin tespitinin yapılması ve filogenetik 

analizinin yapılması gerekmektedir. Oluşan gruplar Rhizobium bakterilerinin hangi bitki 

kök nodüllerinden  güvenilir bir şekilde izole edildiğini yansıtmaktadır.  

 Her ne kadar farklı bitki kök nodüllerinden izole edilen bazı test organizmaları 

farklı gruplara, yani beklenen gruba dahil olmasa dahi (1A3L1 suşunun III: grupta olması 

gerekirken II: grupta yer alması gibi) sonuçlarımızın güvenilir olduğunu göstermektedir. 

Tarla çalışmalarında yabani mercimek ve yabani nohut bitkilerinden izole edilen 

Rhizobium bakterilerinin muhtemelen farklı NodA genlerine sahip olan suşlarda 

nodulasyon olayı gerçekleşmektedir. 
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 Özellikle referans strain mercimek1045 suşu ile aynı grupta yer almaları (%85 

benzerlik oranında)  aynı tür olabileceğini belirtir. Yabani nohut kök nodüllerinden  izole 

edilen bakterileri referans strainleriyle aynı gruba  dahil olmadığı gözlendi ve bu grupların 

farklı bir tür olabileceğini düşündürmektedir. 

 Rhizobium bakterilerinin antibiyotiklere dayanıklılık testleri sonuçları farklılık 

gösterdi. Çoğunluk Rhizobium straninleri antibiyotiklerin bulunduğu ortamda 

geliştiklerinin gözlendiği halde çoğunluğu Tobramycin, Rifamicin ve Cephalosporin 

antibiyotiğine karşı duyarlı kaldılar. Galiano (1990)  belirttiği gibi numerik analiz 

sonuçlarında ortaya çıkan farklı grupların antibiyotik testleri içinde benzer sonuçlar 

görüldü. Genelde tüm gruplarda yer alan strainler benzer sonuçlar gösterdi. 

 Lafay ve arkadaşları (1998) Güneydoğu Avusturalya’da 32 baklagil 

Legüminoceace  familyana ait 475 Rhizobium bakterisi habitat ilişkisini incelemiştir ve 

sonuçta 21 genomik tür belirlemiştir. Bu çalışmamızda da mevcut test organizmaların 

genomik DNA’ları izole edildi ve 16S rDNA primerleri yardımıyla çoğaltıldı. Ayrıca 

Operon kiti (10 mer OPAB primer) kullanılarak RAPD-PCR yöntemi ile bakterilerin 

karakterizasyonu yapıldı. Kullanılan OPAB 11 primeri ile  Rhizobium test bakterileri 750 

bp civarında DNA bandı verdi (Şekil 3.8). Halbuki OPAB-7 primeri ile aynı Rhizobium 

test bakterilerinden 10 tanesi 500 bp uznluğunda DNA segmenti çoğaldı. Test bakterileri 

arasındaki polimorfizmi daha ayrıntılı ortaya koyabilmek için 20 farklı OPAB primeri 

kullanıldığı halde karakterizasyonu ortaya koyabilecek düzeyde polimorfik DNA bantları 

elde edilemedi. Yabani mercimek ve nohut bitkisinden izole edilen Rhizobium 

bakterilerinin 16S rDNA sequencing ve filogenetik analizleri yapılması yeni olabilecek 

türlerin taksonomik pozisyonlarını teyit edeceğini belirtmek gerekir. 

 Bu çalışmada toplam 12 Rhizobium ve 25 Mesorhizobium  suşunun polifazik 

taksonomi yaklaşımı kullanarak karakterize ettik. Daha önceki çalışmalarda da farklı analiz 

yöntemleri kullanıldığında  bazı farklılıklar gözetlenmiştir. Fenotipik karakterlerin numerik 

analizi, 16S rDNA PCR-RFLP ve RAPD-PCR sonuçları Rhizobium test suşları tarif edildi. 

Fenotipik karakterlerin numerik analizi çalışmamızda kullandığımız Rhizobium 

bakterilerinin heterojen olduğu belirlendi. Test suşları sadece iki farklı bitki kökündeki 

nodüllerden elde edilmesine rağmen 7 farklı grup dendogram üzerinde belirlendi. RAPD-

PCR Rhizobium test suşlarının  genetik varyasyonu ortaya koymak için yapıldı. Bütün 

sonuçlarımız Rhizobium test suşlarının hem tür hem de genetik seviyede yüksek oranda 

çeşitlilik gösterdi.  
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Rhizobial taksonomisi hala tamamlanabilmiş değildir. Young ve arkadaşları (2001) 

Rhizobium ve Agrobacterium cinsinin sadece 16S rRNA gen dizi analizine dayalı olarak 

yapmıştır ve fenotipik hiçbir karakteri dikkate almamıştır. 16S rRNA geni ve ITS baz 

dizilişlerinin analizine göre birkaç gruba ayrılmaktadır. ITS analizine göre oluşan üç temel  

grup (I, II, III) 16S rRNA gen gaz analizleri ile uygunluk gösterdiğini belirtmişlerdir. 

Çalışmamızda her ne kadar numerik analiz sonuçları RAPD-PCR sonuçları ile tam olarak 

uygunluk göstermese de, RAPD-PCR yönteminde çoğunluk Rhizobium bakterilerinin tek 

band vermesi, bu test organizmalarının aynı olduğu söylenebilir. 

 Sonuç olarak bu çalışmada yabani mercimek ve nohut bitki kökünden yüksek 

sayıda Rhizobium bakterileri izole edildi ve saflaştırıldı. Yapılan fenotipik testler 

sonucunda farklı lokalite ve bitki köklerinden izole edilen Rhizobium bakterilerin farklı 

gruplara ayrıldığı belirlerndi. Benzer sonuçlar antibiyotik dayanıklılık testi için de elde 

edildi. Restriksiyon PCR-RFLP için DNA enzimleri ile kesilmediğinden yapılamadı. Bu 

çalışmamızda yabani mercimek ve nohut bitki kökünden yüksek sayıda Rhizobium 

bakterileri izole edildi ve saflaştırıldı. Yapılan fenotipik testler sonucunda farklı lokalite ve 

bitki köklerinden izole edilen Rhizobium bakterilerin farklı gruplara ayrıldığı belirlerndi. 

Benzer sonuçlar antibiyotik dayanıklılık testi için de elde edildi. Restriksiyon PCR-RFLP 

için DNA enzimleri ile kesilmediğinden yapılamadı. 
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EK:1 

 

1. Çalışmada Kullanılan Besiyeri ve Ortamlar 

 

1.1 Yeast mannitol agar (Vincent, 1970) 

KH2PO4    0,5 g 

MgSO4    0,2 g 

NaCI    0,1 g 

Mannitol    10 g 

Yeast Extract  1 g 

Agar    15 g 

Saf su    1000 ml 

PH    6,8-7 

121 0C 15 dakika otoklavlanarak steril edilir. 

1.2 Ketolaktoz ortamı (Çakmakçı, 1987) 

Laktoz    10 g 

Maya ekstraktı  10 g 

Agar    20 g 

Saf su    1000 ml 

121 0C 15 dakika otoklavlanarak steril edilir. 

1.3 Pepton glukoz agar(Gibbs ve Shapton, 1968) 

Kazein pepton  10 g 

D(+) glukoz   5 g 

Bromkresol purpur 0,04 g 

Agar    12 g 

Saf su    1000 ml 

PH    7,2 

121 0C 15 dakika otoklavlanarak steril edilir. 
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1.4 Brom thymol blue (Yao ve Vincent, 1970) 

 

Bromo thymol blue   0,5 g 

Etil alkol    100 ml 

121 0C 15 dakika otoklavlanarak steril edilir. 

1 litre YMA ortamına 5 ml eklenir. 

1.5 Kongo kırmızı (Vincent, 1970) 

 

Kongo kırmızı  2,5 g 

Saf su     100 ml 

121 0C 15 dakika otoklavlanarak steril edilir. %0,25 suda çözünmüş 10 ml karışım 1 litre 

YMA ortamına eklenir. 
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EK:2 Moleküler Çalışmalarda Kullanılan Çözelti ve Tamponlar 
 
DNA izolasyonunda kullanılan tamponlar: 
  
1. TBE buffer (10X) 

Tris 108 gr 
EDTA 7,44 g 
Borik asit 55 gr 
Saf su 1 lt 
Not: Kullanılırken 1X’e kadar seyreltilir. 

  
2. TE Buffer solusyonu 
 

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

 
3. DNA Yükleme Boyası 
 

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

 

  
4. Fenol:kloroform:izoamilalkol Solusyonun hazırlanışı  
 

500 gr fenol tindalizasyon yöntemi ile eritilir ve üzerine aynı hacimde % 1’lik hidroksi 

kinolin eklenir. Bunun üzerine 0,5 M Tris-CI (pH:8) aynı miktarda eklenerek magnetik 

karıştırıcı ile 15 dakika karıştırılır. İkili faz oluncaya kadar devam edilir ve süpernatanat 

atılır. Atılan süpernatant kadar yine 0,1 M Tris-CI (pH:8) eklenerek magnetik karıştırıcı ile 

15 dakika karıştırılır ve süpernatant atılır. Geriye kalan solusyon +4°C’de depolanır. 
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ortaokulu öğrenimimi tamamladım. 1998 yılında Gaziantep/Şehitkamil ilçesine bağlı Arif 

Nihat Asya Lise’sinde ortaöğrenimimi tamamladım. 2000 yılında Yüzüncü Yıl 

Üniversitesi Fen ve Edebiyat Fakültesi Biyoloji bölümünü kazandı. 2004 yılında Biyoloji 

bölümünde Biyolog olarak mezun oldum. 2004 yılının Eylül ayında Fen Bilimleri 

Enstitüsü Genel Biyoloji Anabilim Dalında Yüksek Lisans öğrencisi olarak başladım. 

2004-Kasım ayında TUBİTAK tarafından desteklenen TBAG2344 (103T156) nolu “Bazı 

zirai bitki türlerinin kök ve çevresinde alınan toprak numunelerinde Actinomycetales’in 

bazı cinslerine ait bakterilerin izalasyonu ve Streptomyces türlerinin karakterizasyonu, 

teşhisi ve biyoçeşitliliğininin tespiti” adlı araştırma projesinde yardımcı eleman olarak 

görev aldım. 2005-Nisan ayında “Van Gölü Havzas’ndan toplanan yabani baklagil 

bitkileirin köklerindne Rhizobium bakteri türleri ile arbusküler mikorizal (AM) fungus 

türlerinin izole edilmesi ve bu izolatların kültür bitkilerinde simbiyotik karakterlere ve 

bitki gelişmesine etkilerinin araştırılması” isimli ve 2005-DPT-ZF1 nolu araştırma 

projesinde yardımcı personel olarak görev aldım. 
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