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Mercimek ve fasulye ekiminin en fazla yapildign Elazig ili merkez ve llgelerine bagl farkh
bolgelerden toprak drnekleri toplanmustir. Her bir toprak 6rnegi bahar ve giiz olmak iizere yilda iki kez
aym bolgeden alinmug olup toplam yirmi bakteri susu izole edilmistir. Arastirma sera sartlarinda
yapilmus, bitki infeksiyon metodu ve En Muhtemel Sayr tablolan yardim: ile (EMS) topraklann
Rhizobium populasyonlant saptanmugtir. Buna gbre mercimek ckilen tarlalardan alinan toprak
orneklerinin bir gramuinda 9x10" - 9,19x10* adet Rhizobium leguminosarum bv.viciae. fasulye bitkisine
ait toprak orneklerinde ise 4,2x10” - 9,19x10% adet Rhizobium phaseoli bakterisi bulundugu tespit
edilmistir.

Sera sartlarinda yetistirilen ve toprak orneklerivle asilanan mercimek ve fasulve bitkileri dort
haftalik bir gelisme peryodundan sonra hasat edilmis, nodiil savilan ve renkleri ile bitkileriniistii
kasimlarimin kuru agirliklart saptanmistir. Ayrica bitki kéklerindeki nodiillerden izole edilen bakteri
suslarninin bazi kiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri de belirlenmistir. Kuru agirlik degerleri bahar

doénemine ait mercimek bitkisinde 0,510-0,280 g, giiz dénemine ait mercimek bitkilerinde ise 0,407-



0,267 g, fasulye bitkilerinde bu degerler sirasiyla 2,162-1,866 g ve 3,893-1,624 g olarak bulunmugtur.
Azot igerikleri Kjeldahl metodu kullamlarak % azot cinsinden belirlenmis olup bu degerler bahar ’
dbnemine ait mercimek bitkilerinde % 4,11-3,29 giiz dénemine ait bitkilerde ise %4,04-2,98; fasulye
bitkisinde ise bu degerler sirasiyla %2,34-1,84 ve %2,46-1,96 olarak hesaplanmistir.

Kuru agirhk, % azot ve total azot miktarlan Varyans analizine tabi tutularak Rhizobium
suslaninin azotlu, azotsuz ve pozitif kontrole gdre énemlilik dereceleri Duncan testi ile mukayese
edilmistir. Mevsimler aras1 karsilagtirma Mann Whitney U testi ile yapilnugtir.

Topraklanin dogal ‘Rhizobium populasyonlarimn simbiyotik etkinlikleri -bitkilerin kuru
agirliklan esas alinarak yapilmigtir. Buna gore mercimek bakterilerinin % 20° si gok etkili, % 40° 1
etkili ve geriye kalan diger % 40’ nin orta derecede etkili oldugu, Fasulye bakterilerinin ise %30 nun

orta derecede etkili,, % 70’ nin de az etkili oldugu gériilmiigtiir,

Anabtar Kelimeler : Rhizobium leguminosarum bv.viciae, R.phaseoli, Lens culinaris, Phaseolus

vulgaris En Muhtemel Say1, Bitki Infeksiyon Metodu.
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The soil samples were collected from different regions of Elazig province and its districts. In
these regions, the lentil and bean are mostly cultivated. The soil samples were obtained from the same
regions in both spring and autumn season twice in a year and twenty bacteria strain were isolated. The
study had been carried out in greenhouse, Rhizobium populations of soil were determined with plant
infection method and most probable number tables. In one gram of the soil samples taken from lentil
cultivated fields were investigated andbnumber of Rhizobium leguminosarum bv.viciae were found to be
9x10" - 9,19x10*. In the soil samples from bean, cultivated fields population of R. phaseoli were found to

be 4,2x107 - 9,19x10* in number The lentil and bean plants grown in greenhouse and inoculated with



v

soil samples had been harvested after four weeks and their nodule numbers, colour, dry weight of upper
parts of the plant had been determined. In addition, some cultural and biochemical properties of the
isolated bacteria strains from nodule on the plant root were determined. Dry weight values of lentil in
spring and autumn season were found as 0,510 - 0,280 g and 0,407 - 0,267 g respectively. For the bean,
these values were faund as 2,162 - 1,866 g and 3,893 - 1,624 g in the spring and autumn season
respectively.

Nitrogen contents were determined as % Nitrogen by using Kjeldahl method. These values, in
the lentils belonging to spring and autumn season were 4,11 - 3,29 % and 4,04 - 2,98 % and in the
beans 2,34 -1,84 % and 2,46 - 1,96 % respectively.

Dry weight % Nitrogen and total nitrogen amounts were calculated by using varians analysis.
Significant levels of the Rhizobium strains according to nitrogenous, nonnitrogenaus and -positive
controle were compared by Duncan test. Comprasing of the seasons were carried out by Mann Whitney
U test.

Simbiotic effectives of the natural Rhizobium populations in the soil were determined
essentially dry weight of plants. As a result 20 % of the lentil bacteria found to be most effective, 40 %
effective and the rest 40 % middle effective. While 30 % of the bean bacteria were faund as middle

effective and the rest 70 % were lower effective.

Key words: Rhizobium leguminosarum bv.viciae, R.phaseoli, Lens culinaris, Phaseolus vulgaris Most

probable number, Plant Infection Method.
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1.GIRIS

Tabiattaki canlilar, gevreleriyle karsilikh ve strekli madde aligverisine
dayénan, azami tasarruf prensibine uygun ve mikemmel bir ahenk igerisinde .
isleyen dinamik bir sistem4olugtururlar. Bu sisteme ekésistem denir ve bu
sistem icerisinde gergeklesen en oénemli olaylardan biri azot devridir.
Aminoasit, protein, ntkleik asit, ATP, klorofil gibi hayati énemi olan molekullerin
olusabilmesi igin tabiatta, ge§itli mikroorganizmalarin gérev aldigi bir azot
devrinin varhgi sarttir (Tamer ve ark., 1994).

Azot diger besin elementlerine gére bitkiler tarafindan fazla kutlaniimast,
topraktaki miktarinin genellikle bitkilere yetecek seviyede olmamasi, blyUk
kisminin organik formlarda olmasi ve az miktardaki inorganik kismin toprakta
cesitli degisikliklere ugramasi sebebiyle besin elementleri ve gubreleme
programlari icerisinde énemli bir yere sahiptir (Gezgin ve Karakaplan,1992).
Bitkilerin gelismesi icin gerekli olan azot, dinyanin pek ¢ok yerinde tarimsal
verimliligi sinirlayan esas faktérdar. Ulkemizde ve dinyada nifus hizia
artmakta ve azotlu kimyasal gubre Uretmek icin gerekli enerji kaynaklari
azalmaktadir. Ozellikle 1974 yilindaki dinya petrol krizi glbre fiyatlarinin
artmasina sebep olmus ve tarimda verimi olumsuz yénde etkilemigtir
(Cakmake1,1987). Ayrica kaynak saglanabilse dahi bu glbrelerin Gretimi
oldukca masrafli olmakta ve kullaniimalariyla bir ¢gok gevre sorunu da ortaya'
cikmaktadir. Bu sebeplerden dolay alternatif kaynaklarin aragtiriimasi éncelik

kazanmistir.



Azot, topraga sadece kimyasal glbrelerle degil bitki ve hayvan artiklari,
simgek ve yildinmlar, amonifikasyon, nitrifikasyon gibi olaylar sonucu da
baglanmaktadir. Ancak bunlardan en &nemlisi azotun topraga
mikroorganizmalar tarafindan baglanmasi olup bu iglem Azot Fiksasyonu
olarak adlandirihr ve tabiatta iki tip biyolojik sistemle yurGtulir. Bunlardan
birincisi, serbest yasayan mikroorganizmalarin gaz halindaki azotu diger bir
organizmanin  yardimi  olmaksizin  tespit etmesidir.  ikincisi ise
mikroorganizmalarin genellikle ylksek yapili bitkilerin  kék dokusunda
simbiyosis meydana getirerek azotu tespit etmesidir. Bir de bitki yaprak
florasinda ve rhizosferde serbest azot tespiti yapabilen bazi bakterilerin bitki
karbohidrat salgilariyla beslenerek yaptiklar azot tespiti vardir ki bu da ara bir
sistem olarak kabul edilebilir.

Simbiyotik azot tespiti iki grup altinda toplanabilir. Birinci grupta
Rhizobium cinsine ait bakteriler baklagil koéklerinde, ikinci grupta ise
muhtemelen aktinomycetes’ler baklagil olmayan kizil adag, ligin, yabani i§de
gibi aga¢ ve calilarin kdklerinde nodoziteler meydana getirerek azot tespit
ederler ( GUrblzer, 1978).

Nodullerdeki bakterilerin bakteroid formuna doéntsmesiyle biyokimyasal
degigimler baglar. Nitrogenaz sentezlenir, yeni sitokrom pigment ve oksidazlar
olugur. Nodullerin bitkisel dokularindaki degisimler ise leghemoglobin ve
amonyak asimile eden enzimlerin sentezinden ibarettir (Scott,1977).
Leghemoglobin, baklagil bitkilerinin Rhizobium bakterileri tarafindan enfekte
edildigi zaman kokler Gzerindeki nodullerde olusan, oksijenin serbest

yayillmasini sadlayan ve nitrogenazi okéijene karsi koruyan bir proteindir.



Azot tespit mekanizmasi incelenen bitin biyolojik azot tespit
sistemlerinde azotun rediksiyonu nitrogenaz enzim kompleksiyle katalizlenir.
Nitrogenaz dodadaki en iyi korunmus enzimlerdendir. Nitrogenazin énemli bir
6zelligi oksijenle aktivasyona karsi asiri derecede hassas olmasidir. Bunun
sonucunda, butlin azot tespit eden mikroorganizmalarda, azot tespit
sistemlerini oksijenden koruyan uygun sartlar gelistirilmistir. Clostridium
pasterurianum gibi azot tespit eden tirler zorunlu anaerobdur. Klebsiella
pneumoniae gibi fakultatif aeroblar sadece oksijenin olmadigi ortamlarda azot
tespit etmektedirler (SaQnrleu,1_994).

Simbiyotik yolla tespit edilen azot miktar; baklagil bitkisinin
cesidine,bakterinin etkinlik derecesine, toprak sartlarina ve gerekli bitki besin
maddelerinin varligina bagh olarak degismekle beraber ortalama olarak
dekarda 10-20 kg azot olarak kabul edilmektedir. Bu miktarin mercimek
bitkisinde yaklagik 13 kg/dekar, fasulyede ise 5 kg/dekar oldugu
dustuniimektedir (Ulgen, 1975)

Rhizobium bakterileri suglarin baklagil bitkilerini enfekie edebilme
yetenegine dayanilarak siniflandiriimaktadir. Rhizobium suglari bir gurup
baklagil bitkisini enfekte ederek nodozite meydana getirebilir. Fakat diger
baklagil bitkilerini enfekte edemezler. Suslarin bu segici 6zelligi géz 6nine
alinarak, Rhizobium cinsj 6 ture ayrniimaktadir. Ayni bakteri tarafindan enfekte
edilen bitkiler, ¢apraz agilama gruplar teskil ederler. TUr ayriminda esas, ayni
capraz asgtlama grubunda nodozite yapabilme yetenegidir. Bu 6zelligi gésteren

bakteri suslari ayni tur igine girerler.



Ancak ginumuzde Rhizobium' larin siniflandiriimasi zorlagmis yeni sus
ve bilgilerin elde edilmesi ile kompleks bir hale dénusmustir. Ornedin hizli
gelisen bir grubun soya da nodul olugturmasi eski siniflandirma sisteminin
degismesi gerektigini ortaya koymustur. Bu sebeple Rhizobium’' larin
siniflandiriimasinda yeni bir sistem olusturulmustur. Bu yeni sistemde Genus |,
Genus Il ve bunlara ilaveten Agrobacterium’ larn igine alan Genus Il yer
almistir. Hizli geligen ve asit olusturan Rhizobium’ larin timi yeni Genus I'de,
yavas gelisen ve alkali olusturan Rhizobium’ lar ise yeni Genus Il altinda
toplanmigtir. Aragtirmamizda kullandigimiz R.leguminosarum ve R.phaseoli
bakterileri R.trifolii ve R.meliloti ile birlikte bu sistemde R.leguminosarum adi
altinda Genus I'de R.japonicum ve R.lupini ise Genus lI'de yer almiglardir.

Hizli gelisen Rhizobium' arin generasyon streleri 2-4 saat olup, agarh
besiyerinde 24 saat sonunda fark edilebilecek Greme gésterebilirler ve 3-5 gun
sonunda oldukga buylk koloniler olustururlar. Yavas Greyen Rhizobium’ larin
ortalama generasyon sureleri 6-8 saattir ve ancak 7-10 gin sonunda kuguk
koloniler olugturabilirler. ilk gruba dahil edilen bakteriler geneliikle fazla
miktarda mukoz olusturduklari halde ikinci gruptakiler daha az fakat daha
yapigkan mukoz olustururlar.

Goruldugu tzere Rhizobium' larda diger bakterilerde oldugu gibi kaltrel
karakterlere dayall bir simflandirma hentiz yoktur. Ancak Rhizobium’ larin én
teshislerinde yararli olabilecek bazi kulturel karakterleri tespit edilmistir. Ttrleri
biribirinden ayirmada faydalanilabilecek tUm kultirel karakterler Gzerindeki
ayrintili ve kapsamii arasgtirmalar olduk¢a az olup bunlarin sonuglarini belli bir

tr i¢in dahi genellemek su an igin imkansizdr.



Baklagiller familyasi genig bir bitki grubunu igine almaktadir. Bu familya
meyvalarindan dolayl Leguminoseae adini almigtir. Leguminosaea familyasi
Mimisoideae, Caesalpinoidaea ve Papilionoideae olmak Uzere (¢ alt familyaya
ayriimig olup ilk iki familya daha c¢ok tropik bitkileri ihtiva eder ve bunlar zirai
bakimdan az 6nemlidirler. Ulkemizde yetigen baklagillerin codu Papilionoideae’
ye dahildir.

Baklagiller insan yiyecegi ve hayvan yemi olarak kullanildigi gibi kereste
ve dokumacilikta da kullaniliriar. Bilinen binlerce tirden sadece 200 kadar!
insanlar tarafindan kaltire alinmigtir.

Ulkemizde genis 6lglide kimyasal gubre ve hayvan gubresi kullanmak
pek mimkUn degildir. Bu sebeple de topraklarimizin verimini artirmanin ve
fiziksel karakterlerinin duzeltiimesinin ucuz yollarini aramak mecburiyetindeyiz.
Bu konuda bir ¢ok dunya tlkesinde énemile Gzerinde durulan ve uygulanan yol,
yem bitkilerinin ekim nébetine alinmasi veya yesil gibre olarak kullaniimasidir.
Bu amaglada en gok baklagil bitkileri kullanilirlar ve topradin organik maddece
zenginlegmesini mimkan kilarlar.

Baklagil bitkileri derine isleyen kokleriyle hem topragin alt katlarini
gevsetirler hem de alt tabakalardan aldiklari besin maddelerini diger bitkilerin
kdklerinin gelistigi Gst kata verirler. Tarman (1966)’ in bildirdigine gére; baklagil
yem bitkileri dért yilda topraga biraktiklari kdk ve bitki artiklariyla ortalama
olarak dekara 4,4 kg fosfor pentaoksit (P,0s), 41 kg Potasyumoksit (K,O) ve 22
kg Kalsiyumoksit (Ca0) vermektedirler (Tosun,1974).

Bu bitkiler kemik olusumunda rol oynayan fosfor, potasyum ve kalsiyum

gibi mineraller ve buylmeyi hizlandirici maddeler yéniinden zengindirler. Ayni



zamanda iyi bir vitamin kaynagd olup A ve D vitaminlerini fazla miktarda
kapsarlar. En zengin nektara sahip olup erozyonun énlenmesi agisindan da
6nem arz etmektedirler (Tosun,1974).

insan beslenmesi agisindan ele alindiginda baklagil Gretiminin
artirllamas igerdidi protein oraninin yluksek olmasi bakimindan zorunludur.
Gelismis Ulkelerde protein ihtiyact buylk 6lglide hayvansal kaynaklarla
karsilandigi halde Turkiye ve az gelismis bir ¢ok Ulkede bu ihtiyag hayvansal
kaynaklara oranla daha ucuz ve kisa surede Uretilebilen, taginmasi ve.
saklanmasi problem olmayan bir protein kaynadi goérunumindeki yemeklik
dane baklagillerle kargilanmaktadir. Ayni zamanda bu durum toplumlarin
beslenme aliskanliklari ve tercihleriyle de ilgilidir. Bu yolla her tlke éncelikle
kendi halkini tercih ettigi turlerin verimini artirma yqlunda calismalar yapma
durumundadir. Buna gére Turkiye'de halkin tercih ettigi yemeklik dane baklagil
tarleri oldukga sinirlt olup bunlarin arasinda mercimek ve fasulye énemli bir yer
isgal etmektedir ( Gurglin,1978).

Mercimek Akdeniz ikliminin hUkim strdtgdd, serin mevsimlerin énemli bir
baklagil bitkisidir. Bu bitki Kuzey Afrika ve Bati Asya’ da binlerce yildan beri
ekilirken, Tarkiye’ nin bu bitkinin merkezi oldugu dustntimektedir. Mercimek
Gretimi Ankara, Balikesir, K Marag, Manisa, G.Antep ve Hatay' da yapildigi gibi
daha c¢ok Turkiye’ nin dogu boélgelerinde yapilimaktadir. Tlrkiye’ de 1978
yilinda mercimek ekili toplam alan 177.300 hektar, yillik tGretim 180.000 ton ve
verim 1.015 kg/hektar iken 1993 yilinda ekim yapilan alan 713.000 hektara,
aretim 735.000 tona, verim ise 1.031 kg/hektar’ a ulagmigtir. 1996 yilinda ise

mercimek ekili toplam alanin 620.000 hektara, tretimin 645.000 tona dustaga,



verimin ise 1.040 kg/hektar oldudu gérilmektedir (Tarim Istatistikleri Ozeti,
1997). Elazi§ ilinde 1996’ da mercimek ekilen toplam alan 960 hektar yillik
aretim 791 ton, verim 1.628 kg/hektar' dir ( Tarimsal Yap: ve Uretim,1996 ).
Fasulye bitkisi iklim konusunda fazla segici olmadigindan Tarkiye' nin ve
dinyanin pek ¢ok yerinde Uretimi yapilan bir baklagil bitkisidir. Tarkiye’ de
1978 yilinda fasulye bitkisi ekili toplam alan 100.000 hektar, Gretim 156.000
ton, verim 1.560 kg/hektar, 1993 yilinda toplam alan 162.000 hektara, uretim
200.000 tona yukselmig ancak hektar basina elde edilen verim 1.235 kg’ da
kalmigtir. 1996’ da ise ekili toplam alanin 172.000 hektar, Gretimin 260.000 ton,
verimin 1.333 kg/hektar oldugu rapor edilmistir ( Tarim istatistikleri Ozeti,1997).
Elazi§y’ da 1996 yilinda fasulye ekilen toplam alan 2.230 hektar, Gretim 3.026
ton, verim 1.357 kg/hektar olarak bildirilmistir ( Tarimsal Yapi ve Uretim, 1996).
Baklagil bitkilerinin ekildigi bélgelerdeki dogal Rhizobium populasyoniari
farkli metotlar kullanilarak tespit edilebilmektedir. Rhizobium diginda diger pek
cok toprak mikroorganizmalarinin QOremesini &6nleyen besi ortamlar
geligtiriimesine ragmen antibiyotiklere direngli suslarin kullanmiidi§i durumiar
hari¢ Rhizobium ‘Iaﬁ direk olarak sayiminin dogru olarak yapildi§i segici bir
ortam yoktur. Bu sebeple en sik kullanilan metot * Bitki infeksiyon Metodu” *
dur. Metot; incelenen toprak ¢rneginin dilisyon serilerinden alinan miktarlarla
inokule edilen ve bakteriyolojik kontrolli sartlarda bilyGtilen test bitkilerinden
ibarettir. Orneklerdeki Rhizobium sayisi, her bir dilisyonda olusan nodull
bitkilerin sayisindan hesaplanmaktadir (Vincent,1982). Belli bir bdlgedeki
inokulasyon ihtiyacinin belirlenmesi igin kullandiimiz bitki inféksiyon metodu

codu zaman tarla denemeleriyle kiyaslandiginda, topragin hazirlanmasi,



glUbrelenmesi, pestisitlerin kontrol altina alinmasi, yeterli nemin saglanmasi ve
muhafazasi oldukga gi¢ olmaktadir. Ayrica bitki infeksiyon metodu zaman
bakimindan da bu metoda gére avantaj saglamaktadir. Ginimizde Rhizobium’
larin bu metotla en iyi sekilde sayildidi ispatlanmigtir (Brockwell ve ark.,1988).
Yirminci ylOzyillin sonlarina dogru yaklastikca yerylziinde genelde
protein a¢iginin artacagina dair kuvvetli belirtiler gérilmektedir. NGfusun hizla
artmasi, enerjinin daha pahali ve daha az bulunabilir hale gelmesi ile enerji
agiginin buyumesi, tarimda kullanilan arazilerin azalmasi ve iklimde gézle
gorulebilir degisimlerin olmasi bu belirtilerin en &nemlilerindendir. Tarim
alanlarinda kurakilk ve ¢oraklasma nedeniyle kayiplar olmug ve bunun
neticesinde ¢6l kabul edilen alaniarda % 10 artis olmustur. Atmosferdeki ozon
ve karbondioksit seviyelerindeki dedisme, dodal orman alanlarindaki azalma,
cevre Kkirlili§i gibi sebepler insanlarin gelecekte Kkarsilasabilecekleri
problemlerin boyutlarini ve 6nemini agik¢a ortaya koymaktadir. Bu sebeplerden
dolayi baklagil Gretiminin insan ve hayvan beslenmesi agisindan kalite ve
kantite yoninden geligtirilip artinimasi gerekmektedir. Bu amacla protein
acigini karsilayacak 6zellikteki baklagil bitkilerinin koruma altina alinmasi, yeni
ekim alanlarinin agilmasi ve yeni tlrlerin kiltire alinmasi gerekmektedir.
Baklagil ekili bir tarladan yiksek verim elde etmek igin o tarlanin dogal
Rhizobium populasyonu hakkinda bilgi sahibi olmak gerekir. Topraklar,
genellikle bulunduklar cevreyle iyi adapte olmusg ve simbiyotik etkinlikleri
énemli derecede dedigen dogal Rhizobium susglari ihtiva ederler. Ancak bu
suslarin yeterince etkili olup olmadi§inin belirlenmesi gerekmektedir. Sayet

toprakta etkili Rhizobium suslari bulunuyorsa bu topraklarin inokulasyona



ihtiyaglari yoktur. Her ne kadar ekili alanlarin énceki durumlari géz énunde
bulunduruldugunda indikatér olarak kullanilabilecek bazi veriler olsada etkili
suslarin olup olmadigini 6nceden bilmek pek mimkun degildir. inokilasyon
ihtiyacinin belirlenmesi, ancak o bélgenin dodal populasyonunun belirlenmesi
ve suslarin simbiyotik etkinliklerinin tayin edilmesiyle ortaya ¢ikmaktadir.

Rhizobium’ lar konusunda gerek dinyada ve gerekse yurdumuzda ¢ok
sayida aragtirma yapilmistir. Ornegin Dorosinskii ve Kadyrou'un (1976), serada
yaptiklari denemede mercimek bakterileri ile agiladiklar bitkilerin toprak Gstl
kisimlarinda % 25-36’ lik bir artis tespit etmiglerdir. Kuru maddedeki protein
ylzdesinin % 5,6 dan 8,8-11,6’ ya yukseldigini, bakteri kulturlyle asilanan
bitkilerin total azot miktarlarinin % 40-60'1 biyolojik tespit yoluyla havadan temin
edildigini, etkisiz sugla asilanan bitkilerdeki total azotun ise sadece % 19’ unun
biyolojik tespit yoluyla gergeklestigini saptamiglardir.

Dube (1976) soya fasulyesi, mercimek, nohut ve bezelye bitkilerini gesitli
agilama materyalleri ile asilayarak bunlarin mahsul miktari Gzerine etkilerini
aragtirmigtir. Galisma tarima ilk kez agilan bir arazide yapiimis olup gegitli
agllama materyallerini kullanmanin soya fasulyesi veriminde meydana getirdigi
arisgin 1972 yilinda % 27-84; 1973 yilinda ise % 41-99 oldudunu tespit
etmigtir. Mercimek mahsullnde ise % 0-67’ lik bir artig saptamistir.

Brockwell ve arkadaslari (1988) mikrobiyol‘ojik kontrollG sartlar altinda,
tlpler icerisinde baklagil test bitkileri yetigtirmiglerdir. Bu bitkileri toprak
érnekleriyle hazirladiklari dilusyonlarla inokille ederek 28 gunlik gelisme
sonrasi bakteriterin simbiyotik etkinliklerini tespit -etmislerdir. Arastiricilar azot

fiksasyonunun garanti edilmesi ve inokUlasyonun gecikmemesi ‘igin
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inokulumdaki bakteri sayisinin bitki bagina 30 adet, tercihen 100 olmasi
gerektigini bildirmiglerdir.

Matos ve Schroder (1989) farkli bélgelerdeki Cajanus cajan bitkilerinden
izole ettikleri Rhizobium spp. suglarim sera sartlarinda yetigtirdikleri bitkilere
inoklle ederek bu bakterilerin simbiyotik etkinliklerini tespit etmiglerdir. Agarli
su ortaminda yetistirdikleri fideleri Leonard kavanozlarina aktararak izole
ettikleri suglarla inokille etmiglerdir. 42 gunlUk bir gelisme sonrasi bitkilerin
boylari ile bitki ve nodul kuru agirhiklarini belirlemiglerdir. Kjeldahl metodu ile
bitkilerin icerdikleri % azot miktarlar ile total azot miktarlarini hesaplamiglardir.
Bitkilerin kuru agiriiklarinin 0,76-2,85 gr, total agirhikiarinin ise 21,1-88,5 mg
arastnda degisiklik gésterdiklerini belirlemiglerdir.

Moavad ve Beck (1991) Bati Asya ve Kuzey Afrika bdélgelerinde
mercimek ekili bdlgelerden alinan toplam 229 Rhizobium leguminosarum
izolatinin simbiyotik etkinliklerini, populasyon sayilarini, sicakiik ve tuza karsi
toleranslarini incelemislerdir. Asilama kultura olarak Tirkiye, Urdin, Suriye ve
Misir topraklarindan (61 adét) ve bitkilerin nodillerinden izole ettikleri
mercimek bakterileri ile kultir koleksiyonlarindan temin ettikleri Rhizobium
leguminosarum suglanni kullanmiglardir. Misir, Urdin ve Tirkiye topraklarinin
bir graminda bitki bitki infeksiyon metoduna gére 3,1x10' - 6,9x10° adet
bakteri bulunmugtur. 61 toprak 6rneginin sadece % 13’ Gnde bakteri sayisi 10°
“ den az iken % 20 ‘ sinde 10> den daha az olarak tespit edilmistir. Populasyon
yogunlugunun en yiksek oldugu bolge Urdin olarak belirlenmigtir. Toplam 229
izolattan, % 21’ i yuksek , % 24’ O dasik, % 35’ i orta derecede simbiyotik

etkinlik gosterirken % 20’ sinin etkili olmadigi saptanmistir .
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Marshall ve arkadaglarr (1993) 62 adet asidik topraktaki
R.leguminosarum bv.viciae populasyonunu bitki infeksiyon ~metodunu
kullanarak tespit etmiglerdir. Konakg¢i bitki olarak Vicia hirsuta bitkisini
kullanmiélardlr. ‘Test bitkileri polyetilen torbalar igerisindeki vermikulite
igerisinde yetistirilmigtir. Arastirmalarinda populasyon yogunlugu ile topragin
asitlik derecesi arasinda bir korelasyon oldugunu fakat populasyon yoguniugu
ile bitkilerin blylme sUresi arasinda bir iligkinin olmadigini belirlemislerdir .

Elazig ve cevre illerdeki fi§ bitkisiyle ortak yasayan Rhizobium
bakterilerinin ¢esitli 6zelliklerini ve etkinlik derecelerini saptamak amaciyla 80
adet nodullt kék numunesi toplanmigtir. Bunlardan 50 adet Rhizobium susu
izole edilerek, kdffurel ve biyokimyasal &zellikleri incelenmistir. Ayrica fig
tohumlarina asilanan bu suglarin enfeksiyon yapma, nodul olusturma ve azot
tespit yetenekleri saksi denemesiyle arastinlmistir. Azot tayininde Kjeldahl
metodu kullanilimigtir (Sagiroglu, 1984).

Karug ve arkadaslart (1993 ) yaptiklari bir ¢alismada mercimek, nohut ve
fasulye ekiminin en fazla yapildi§i Kazan ve Kizilicahamam ilgelerinin farkl
bélgelerinden 43 adet toprak 6rne@i toplamisiardir. Sera sartlarinda bitki
infeksiyon metodu ile topraklarin Rhizobium populasyonunu saptamiglardir.
Kazan ilgesinden aldiklari 33 adet toprak 6rneginin 1 graminda 1,7-1,7 X 10°
adet Rhizobium leguminosarum  (mercimek), 1-1,7X10° adet Rhizobium
phaseoli (fasulye) bakterisi tespit etmislerdir. Kizilcahamam ilgesinden aldiklar
10 adet toprak 6rneginin hepsinde sadece R.phaseoli tespit etmislerdir. Karug
ve diger bir grup arkadaglari 1993'te icel ve Adana illerinde soya fasulyesi

ekilen bdigelerden aldiklari 10 adet toprak érneginde de yine ayni metodu
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kullanarak dogal populasyonun belirlenmesi yoluna gitmiglerdir (Karug ve
ark.,1993).

Sagirodlu ve ark.(1993), Elazi§ yéresinde ekilen mercimek bitkilerinin
kék nodullerini toplayarak bunlardan R.leguminosarum  bakterilerini izole
etmislerdir. Laboratuvar gartlarinda konakgi mercimek bitkilerine inokule edilen
bakterilerin nodldl olusturma durumlann ve simbiyotik etkinliklerini
arastirmiglardir. Bitkilerin kuru madde miktarlarini esas alarak yaptikiari
degerlendirmede izole ettikleri 19 sugsdan 11’inin etkili, 7’sinin orta derecede
etkili ve 1 sugun da etkisiz oldugunu bildirmiglerdir.

Ayhan ( 1995 ), Ankara' nin Kazan ilgesinden aldigi 10 adet toprak
6rneginden elde ettigi dogal R./leguminosarum bv.viciae sayisin bitki infeksiyon
metodunu kullanarak belirlemistir. Yapti§i bu calismada kontrol olarak
kullandigi sugun dogal suslardan daha dusuk etkinlik gésterdigini bildirmis ve
bitkinin toprak Ustt kisminin azot miktarinin tespitinde Kjeldahl metodunu
kullanmistir.

Bu arastirmada, Elazi§ ydresinde mercimek ve fasulye ekimi yapilan
topraklardaki dogal R.leguminosarum bv. viciae ve R.phaseoli populasyonunun
bitki infeksiyon metodu ile belirlenmesi ve izole edilen suglarin simbiyotik
etkinliklerinin tayin edilmesiyle, baklagil ekilen bu topraklarin inokllasyona

ihtiyaglarinin olup olmadidinin saptanmasi amacglanmisgtir.
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2.MATERYAL VE METOT

2.1.Materyal

Arastirmada , Elazi§ ili merkez ve Elazi§ lli ilgelerine bagh k6ylerden alinan
toprak 6rnekleri kullaniimistir. Dogal Rhizobium leguminoSarum bv.viciae
populasyonunun belirlenmesinde AKM 9520 mercimek , Rhizobium phaseolfnin
belirlenmesinde ise Strike 308 fasulye tohumlari kullaniimigtir.

Toprak érnekleri , mercimek ve fasulye bitkilerinin ekildigi tarlalardan 1996

[lkbahar ve Sonbahar mevsimlerinde olmak Uzere yiida iki kez alinmistir. Dogal
Rhizobium leguminosarum ve R.phaseoli populasyonlarinin belirlenmesi amaciyla
toprak orneklerinin alindigi bélgeler ve bu boélgelere ait bilgiler Tablo 2.1.1. ve

2.1.2." de verilmistir.

Tablo 2.1.1. R.leguminosarum populasyonunun belirlenmesinde kullanilan toprak orneklerinin alindif
bolgeler ve bu bolgelere ait bilgiler.

Bilge no Sus kodu Iice Ky Bitki Tiirii Mevsim
1 1 mb Merkez Tadim Lens culinaris M Bahar
2 2 mb Sivrice Kavak Lens culinaris M Bahar
3 3mb Baskil Baskil Lens culinaris M Bahar
4 4 mb | Keban Bademli Lens culinaris M Bahar
5 Smb ‘Merkez Hankendi Lens culinaris M Bahar
1 1 mg Merkez Tadim Lens culinaris M Giiz
2 2 mg Sivrice Kavak Lens culinaris M Giiz
3 3mg Baskil Baskil Lens culinaris M Giiz
4 4 mg Keban Bademli Lens culinaris M Giiz
5 5mg Merkez Hankendi Lens culinaris M Giiz

mb: mercimek bahar  mg: mercimek giiz
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Tablo 2.1.2. R.phaseoli populasyonunun belirlenmesinde kullanilan toprak 6rneklerinin alindig: bolgeler ve

bu bolgelere ait bilgiler.

Bilgeno| Suy kodu ile Kay Bitki Tiirii Mevsim
1 1t Merkez Tadm | Phaseolus valgaris L. | Bahar
2 2 Merkez Sahsuvar Phaseolus vulgaris L. Bahar
3 3fo Baskil Eski Baskil | Phaseolus vulgaris L. Bahar
4 41fb Keban Siileymanh | Phaseolus vulgaris L. Bahar
5 51 "~ Sivrice Bekgitepe | Phaseolus vulgaris L. Bahar
1 1fg Merkez Tadim Phaseolus vulgaris L. Giiz
2 218 Merkez Sahsuvar | Phaseolus vulgaris L. | Giiz
3 3fg Baskil _ Eski Baskil | Phaseolus vulgaris L. Giiz
4 4fg Keban Siilleymanli | Phaseolus vulgaris L. Giiz
5 5fg Sivrice Bekgitepe Phaseolus vulgaris L. Giiz

fo: fasulye bahar fg: fasulye giiz

2.1.1.Tohumlar

Aragtirmada kullanilan AKM 9520 mercimek tohumlari Ankara Tarimsal
Aragtirma Enstitust * nden , Strike 308 fasulye tohumlari ise Elazig Tanm il

Madurlaga Ciftei EGitim ve Yetigtirme Subesinden temin edilmistir.

2.1.2.Kiiltlirler

Arasgtirmada kontrol sus olarak kullanilan R. Leguminosarum Le 735 ve R.
Phaseoli CIAT 899 bakteri klturleri Ankara Toprak ve Giibre Aragtirma Enstitisi *

nden saglanmistir.
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2.1.3.Besiyerleri

Aragtirmada kullanilan besiyerlerinin adlari ve bilesimleri agagida

verilmigtir.

a- Yeast Ekstrakt Mannitol Agar ( YMA )

g/lt
KHPO, 05g
MgSO, 02g
NaCl 01g
Mannitol 10.0¢g

Yeast ekstrakt 0.4 g
Agar 15609

Saf su 1000 ml

pH 7’ ye ayarlanarak 121 °C de 20 dakika sireyle sterilize edilmigtir (Allen,1951).

b - Kongo Kirmizi YMA
11400 * luk kongo kirmizi ayn sterilize edilerek 1 litre steril YMA besiyerine 10.0 ml

ilave edilmigtir (Vincent,1970).

¢ - Brom Timol Mavili YMA
Brom timo! mavisinin 0.5  lik steril ¢cdzeltisinden 1 litre steril YMA besiyerine 5.0

ml ilave edilmigtir (Cakmakgi,1987).



16

d - Jensen Besin Solusyonu
gllt

CaHPO, 1.23¢g

K:HPO,  0.20g

MgSO4 020g

NaCl 0.20g

FeCls 0.16 g

iz element 1.0 mi

Safsu 1000.0 m!

pH 6.8 e ayarlanarak otoklavda 121 °C ‘de 30 dakika sureyle sterilize edilmistir
(Vincent,1970).

e - iz Element Gozeltisi (Bergersen,1980)

g/lt

NaMo0Q,4.2H,0 011g

Saf su 1000.0 mi
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f - Laktozlu Besiyeri
g/lt

Laktoz 10.0¢g
Maya ekstrakti 10.0g
Agar 200g
Saf su 1000.0 m!
Otoklavda 121 °C’ de 15 dakika stireyle sterilize edilmistir (Cakmakg1,1987).
g - Pepton Glukoz Agar

g/it
Kazein pepton 100g
D (+) Glukoz 50g¢g
Bromkresol purpur 0.04 g
Agar 12.0g
Saf su 1000.0 ml
pH 7,2’ ye ayarlanarak otoklavda 121 °C’ de 15 dakika sureyle sterilize edilmigtir

(Gibbs ve Shapton,1968)

2.2. Metot

2.2.1.Toprak Orneklerinin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Toprak érnekleri mercimek ve fasulye ekimi yapilan tarlalardan 5 - 20 cm

derilikler arasindan bir bel yardimi ile alinmistir. Bu islem icin tarla 25 esit parcaya
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bélinmus ve érnekler her bir kareden alinarak isaretlenmis plastik torbalara
konmustur. ikinci bir tarladan 6rmek alinmadan énce kullanilan bel % 95 * ik etil
alkol ile sterilize edilmigtir. Toprak &ornekleri kullanilincaya kadar + 4 °C ‘ de
muhafaza edilmislerdir (Vincent ; 1982).

Aragtirmada kullanilan toprak érneklerinin fiziksel ve kimyasal &zellikleri

Tablo 2.1.3. ve 2.1.4. ‘de verilmigtir.

2.2.2.Tohumlann Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Saglam ve esit blyikiukte olan AKM 9520 mercimek ve Strike 308 fasulye
tohumlari segilerek % 96 ‘ lik etil alkolde 5 dakika , % 5 ‘ lik hidrojen peroksit
icinde 15 dakika slreyle sireyle sterilize edilmiglerdir. Tohumlar 10 kez steril saf
su ile yikanarak yuzey sterilizasyonu tamamlanmugtir ( Ayhan , 1995 ; Gurbuzer
1978).

Mercimek tohumlari , % 1.2 oraninda agar bulunduran 9 cm gapindaki petri
kutularina 30 tane olarak taksim edilmistir ( Toomsan ve ark., 1984 ).

Fasulye tohumiarinin ylzey sterilizasyonu tamamlandiktan sonra 12 saat
steril saf su icinde birakilarak sigsmeleri saglanmis ve béylece tohum ylUzeyindeki
kingikliklar buyuk 6lgude giderilmigtir. Tohumlar igerisinde 1slak steril pamuk
bulunan petri kutularina aktarilarak 28 °C ‘ de ki etuve kaldinimiglardir ( Gurgun

1978).

2.2.3. Agilama Kiiltiriiniin Hazirlanmasi

Pozitif kontrolde asilama kilturll olarak kullanilan R. Leguminosarum ve R.
Phaseoli suslari , igerisinde 50 ml Yeast mannitol buyyon ( YMB ) bulunan 100 ml

‘ lik erlenlere asilanip 28 °C ‘ de galkalanmak suretiyle 24 saatlik bir inkiibasyona
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tabi tutulmuslardir. Stire sonunda kaltirden 1 ‘er ml bakteri sispansiyonu alinarak
yine igerisinde 50 ml YMB besiyeri bulunan ikinci bir erlene aktariimiglardir.
Bilindigi gibi bakteriyel stispansiyonlarin optik yogunluklar igerdiklferi hicre
sayisi ile korelasyona sahiptir Bu sebeple de Kkiltirden alinan bakteri
sUspansiyonlarinin hucre sayisi 510 nm dalga boyundaki spektrofotometrede
okunmak suretiyle belirlenmistir. Canli sayim sonucu tespit edilen say: ile optik
yogunluk arasindaki korelasyondan faydalanilarak standart edri cizilmistir. 1 ml
'sinde 10° - 10° hicre ihtiva eden kdiltarler asilama materyali olarak

kullaniimiglardir ( Gakmakei , 1987 : Gurgun , 1978 ; Marshall ve ark., 1993 ).
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2.2.4.Kavanozlann Hazirlanmasi , Fidelerin Ekimi ve inokiilasyon

Arasgtirmada mercimek bitkisi icin 250 ml ‘ lik cam kavanozlar , fasulye bitkisi igin
ise 500 ml ‘ lik cam kavanozlar kullaniimigtir. Kavanozlarin dig kisimlar kéklerin gtines
iIsigina maruz kalmamasi i¢in beyaz yagh boya ile boyanmigtr. 1/5 oraninda
sulandiriimis jensen besin solusyonu ile Ustten 4 cm kalincaya kadar doldurulmuslardir.
Jensen besin solusyonunun 1 litresine 1 ml olacak sekilde iz element ¢ozeltisi ilave
edilmigtir. Siselerin agzini kapatacak blytklUkte ve birbirine ters yénde kesilmis 4 cm
kaliniginda stnger tipalar kavanozlarin agzina kapatilarak ,otoklavda 121 °C ‘de 30
dakika sterilizasyon yapiimistir.

250 ml * lik cam kavanozlara % 1.2 ‘ lik agarli su ortaminda ¢imlendirilmig olan g
gunltk mercimek fideleri , 500 ml ‘ lik kavanozlara ise steril pamuk Uzerinde
gimlendifilmi§ olan yine 3 gunlik fasulye fideleri ekilmigtir. Ekim sirasinda fidelerin
tipadaki kesik kisimlara yerlestiriimis ve kdklerin besin solusyonunun iginde kalmasina
dikkat edilmigtir ( Ulgen , 1980 ).

Araziden getiriimig olan toprak ©&rnekleri bulundudu torba igerisinde iyice
kanstiriidiktan sonra 100 gr tartilarak iginde 900 ml Fizyolojik tuzlu su bulunan erlen
icine alinmiglar ve 10 dakika sUreyle c¢alkalayicida karismaya birakilmiglardir.
Calkalama , 200 - 300 dev / dak ( Wrist - action ) shaker ' I calkalayicida yapilmigtir
( Brockwell , 1982 ; Glrgln ve Halkman , 1990 ;Marshall ve ark., 1993 ).Bu sekilde
hazirlanan ¢ézeltiden 10° ¢ ya kadar dilusyonlar hazirlanmis ve bunlardan 10 * ar ml
olacak  sekilde  kavanozdaki fidelerin  UGzerine inokule  edilmiglerdir
(Ulgen,1980). inokilasyon i§lerﬁi fidelerin kavanoza ekiminden dért gun sonra

yapilmistir ( Marshall ve ark., 1993 ).



Deneme her toprak érnegi icin Gg¢ paralelli olarak dizenlenmis olup denemeye
azotlu , azotsuz ( negatif ) ve pozitif kontrollerde ‘dahil edilmistir. Azotlu kontrolde
azot konsantrasyonu + 70 ppm N olarak yapilmigtir. Bu konsantrasyon 1 litre jensen .
besin solusyonuna 0.45 g KNQ; ilave edilerek saglanmistir ( Matos ve Schrodur ,
1989). Azotsuz kontrol diger deyisle negatif kontrol olup hig. bir agilama
yapilmamistir. Negatif kontrolin amaci gelisme sirasinda kontaminasyon olup
olmadiginin belirlenmesidir ( Cakmakgt, 1987 ). Pozitif kontrol i¢in; mercimek fideleri
R.leguminosarum Le 735 , fasulye fideleri ise R phaséoli CIAT 899 ile inokile
edilmislerdir. Kavanoza yerlestirilmis olan fideler 20 °C * de 16 saat1sik , 15 °C * de 8
saat karanlikta; fasulye fideleri 3500, mercimek fideleri ise 2500 lux 1g1k Unitesi

altinda geligsmeye birakiimiglardir.

2.2.5.Bitkilerin Seradaki Bakimi

Kavanozlar seraya aralarinda en az 10 cm mesafe olacak gekilde ve tesaduf
parseller desenine uygun olarak yerlestirilmigtir. Cevre fakt6rlerinin bitkiler
Gzerindeki etkilerini esit kilmak amaci ile tesaduf parseller desenine gére
yerlestirilen kavanozlarin yetisme suresince ayni usulle yerleri degistirilmigtir
( Gurgun , 1978 ; Sagiroglu , 1984 ). Her bir kavanoza haftada bir kez 1 / 5 oraninda
seyreltiimis steril Jensen besin solusyonundan esit miktarlarda verilmigtir. Ayrica
kavanozlara yerlestirilen cam gubuklar yardimiyla , bitki kokleri giinde bir kez poar

kullanilarak havalandiriimiglardir .

2.2.6. Bitkilerin Hasadi

Bitkiler dort haftalik bir gelisim periyodunun sonunda hasat edilerek sdékulen

bitkilerin kékleri siv1 icerisinde oldugundan herhangi bir iglem yapilmadan
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tzerlerindeki nodozitelerin sayisl, bGyUkIuQu, rengi ve dagihmi tespit edilmistir
( Araujo ve ark.,1986; Sheila ve Bohlool,1983). Bitkiler kotiledonun hemen altindan
kesilmigler ve Gst kisimlari aluminyum kagit iginde 65 °C’ de sabit tartima gelinceye
kadar etivde kurutulmus ve daha sonra desikatérde so§utularak tartilmiglardir
( Gurgin,1978; Gurbuzer,1973).

Toprak - 6érneklerindeki dogal populasyonun belirlenmesi amaciyla “ Bitki
infeksiyon Metodu * kullanilmigtir. Nodiil olugturulan toplam bitki sayisi ile her bir
toprak érnedinin 1 gramindaki ‘thzobium sayisi EMS tablolarindan faydalanilarak
belirlenmistir (Somoseganan ve Hoben,1985; Gurgin ve Halkman,1990 ). Ayrica
toprak st kisimlar 6gitulerek mikro - Kjeldahl yéntemiyle % N (azot) miktari
bulunmus, kuru agirlik ve % N degerleri kullanifarak bitkilerin total azot miktarlar
tespit edilmistir. Kjeldahl yéntemiyle yapilan azot tayininde Yakma Un_itesi olarak B-
435 Digestion Unit, Distilasyonda Buchi 323 Distilation Unit, Titrasyonlarda ise
Brand Digital Burette Il kullaniimigtir..

Ayrica kuru agirlik ve % azot dederleri ile total azot degerleri Kruskall walls
varyans analizine tabi tutulmustur. Rhizobium suglarinin azotlu, azotsuz ve pozitiif
kontrole nazaran &énemlilik dereceleri Duncan testi ile mukayese edilmigtir
(DUzgUnes ve ark.,1983). Mevsimler arasi kargilastirma ise Mann Whitney U testi ile
yaplimistir (Siumbuloglu ve Stimbulogiu,1993).

Bitkilerin ortalama kuru madde agirliklari agagidaki formile uygulanarak
etkinlik dereceleri saptanmistir. Yapilan bir cok calismada kuru madde agirliklari ile
tespit edilen azot miktar arasinda yuksek bir korelasyonun oldugu bildiriimektedir
(Gurbuizer,1973). Bu sebeple etkinlik derecelerinin saptanmasinda bitkilerin kuru

agirhiklar esas alinmigtir.
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Etkinlik Derecesi:  Test bitkisinin ortalama kuru madde agirligi x100

Azotlu kontrol bitkisinin ortalama kuru madde agirhg

Suslarin etkinlik derecelerine gére guruplara ayriimasinda asagidaki sinirlar

esas alinmistir (Holding ve Kong,1963).

Etkinlik Derecesi

100 > olanlar Cok Etkili

100-75 arasi Etkili

75-50 arasi Orta Derecede Etkili
50-25 arasi Az Etkili

25 < olanlar Etkisiz

2.2.7.Nodiillerden Rhizobium Suslaninin izolasyonu ve Saklanmasi

Toprak ¢rnekleriyle asilanan bitkilerden elde edilen nodlller en dugtk ve en
yUksek diliisyonlardan tesadifen secilmislerdir ( Ayhan , 1995 ). izolasyon igin
ézellikle ana kok tzerinde bulunan pembe renkli , saglikli nodtiller tercih edilmistir
( Gurgin , 1978 ). Nodalin bulundugu bélgenin 0.5 cm ' lik sad ve solundan kék
kesilerek , kék kollari pens ile tutulup nodul bélgeden ayriimigtir. Bu noduiler
icerisinde % 95 ' lik etil alkol bulunan petri kutularinda 10 sn tutulmus ve akabinde
yuzey sterilizasyonu amaciyla % 0.1 ' lik asidik HgCl, bulunan petri kutularina

aktariimiglardir. Petri kutusu iginde , noddl bayuklugune gére 1- 3 dakika tutulan
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noduller steril bir pens yardimiyla iginde steril saf su bulunan diger bir petri kutusuna
alinmig ve bu petri kutusunun suyu yine steril sartlar altinda en az 6 sefer
degistirilerek  nodldl - Gzerindeki HgCl, kalintilart tamamen  giderilmistir
(Cakmakei,1987).

Yuzey sterilizasyonu tamamlanmig noduller kit uglu bir pens yardimiyla petri
kutusunda kigUk bir hacimde ezilerek elde edilen Rhizobium stspansiyonundan
YMA besiyeri ihtiva eden iki ayr1 petri kutusuna sturme suretiyle agilama yapiimis ve
28 °C' de 4-5 gun streyle inkibe edilmistir. Bu islem saf kiltar elde edilinceye kadar
bir kag kez tekrarlanmigtir. Bu kaltarler tup igindeki yatik YMA besiyerine aktarilarak

+4 °C de saklanmuslardir ( Ersin,1974; Gurgin,1978; Gakmakgi,1987).

2.2.8. Kiiltiirel ve Biyokimyasal Ozelliklerin Tespiti

Aragtirmamizda R.Jeguminosarum ve R.phaseoli suslarinin sabit ve degisken

6zelliklerini saptamak amaciyla bir ¢cok kilturel ve biyokimyasal testler uygulanmistir.

2.2.8.1. Kiiltiirel Ozellikler

a-Koloni dzellikleri

Her iki bakteri sugundan YMA besiyerine tek koloni digecek sekilde ekim
yapilarak 28 °C de bir hafta inkube edilmiglerdir. Slre sonunda koloni sekilleri,
renkleri, bayUklukleri ve mukoz olusturma durumlari tespit edilmistir ( Graham ve
Parker ,1964 ).
b - Hareket muayenesi

Bakterilerin hareketli olup olmadiklarini tespit icin % 0.4 agar ilave edilen

YMA besiyeri kullanilmistir. Deney tlplerinde dik olarak dondurulan besiyerine,
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bakteriler igne yardimiyla agilanarak, 28 °C de bir hafta sureyle inktbe edilmiglerdir
( Gurbtzer,1973 ).
¢ - Kongo kirmizis| absorpsiyonu
Bilesimi 2.1.3. de verilmis olan kongo kirmizili YMA déklUimug petri kutularina
bakteriler asilanarak 28 °C de bir hafta inkubasyona tabi tutularak, Gremeleri ve
boyayi absorblama durum[aru kontrol edilmigtir (Garbuzer ,1973 ). »
d - Brom timol mavili YMA da asit olugturma
Bu besiyerinde gelistirilen suglarin 36 saat ve 120 saat sonraki treme durumlari ile
asit olusturup olusturmadiklar! tespit edilmistir ( Ulgen,1980 ; Sagiroglu ve ark.,
1991).
e - Laktozlu besiyeri ( ketolaktoz testi )

Laktozlu besiyeri ihtiva eden petri kutularina bakteriler asilanarak 25 °C de 1-
2 gun inkube edilmistir (Cakmakci , 1987 ).
f - Pepton glukoz agar

Pepton glukoz agar besiyerinde gelistirilen suslarin 36 saat ve 120 saat

sonraki (reme durumlari tespit edilmigtir ( Ulgen,1980 ;Ugar ve Oner, 1986 ).

2.2.8.2. Biyokimyasal Ozellikler

a - Litmuslu siitte Gireme
Deney tuplerine 10’ ar ml konulan besiyerine agtlama yapilmig ve dért haftalik
inkubasyon sirasinda  suglann  olusturduklar  degisiklikler  kaydedilmistir

( Gibbs ve S'hapton,1968 ; Graham ve Parker ,1964 ).,
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b - Katalaz aktivitesi
Bir 6ze dolusu bakteri kiltara temiz bir lam Gzerine konularak bir damla % 10

luk hidrojen peroksit ile karigtinlip suglarin gaz olusturma du}umlarl arastirimigtir
(Sagiroglu,1984 ; Graham ve Parker ,1964 ).
¢ - Metilen mavisi rediiksiyonu

YMB besiyerinde 28 °C de bir hafta inkube edilen kalttrler tzerine % 1 lik
metilen mavisinden bir damla ilave edilerek, 37 °C de ki etlivde 1 saat tutulmus, mavi
rengin beyaza déniisip dénusmedigi gézlenmistir ( Graham ve Parker,1964 ).
d - Jelatini eritme

% 12 jelatin ihtiva eden deney tiplerine inokllasyon yapilarak, 28 °C de iki aylik
inkibasyondan sonra bakterilerin jelatini eritme durumu kaydedilmistir (Gurblzer

1973).



3.SONUCLAR

3.1. Agilama Sonuglan

Bitki infeksiyon testi sonucunda geligtirilen dort haftalik bitkilerin koklerindeki
nodullerin sayilari, renkleri, buyUklukleri ve dagiimlar tespit edilerek Tablo 3.1.1. ve
Tablo 3.1.2. de verilmigtir. iyi geligme gosteren mercimek ve fasulye bitkilerinin
nodulleri ana ve yan kékler Gizerinde eldiven seklinde ve blylk oldugu halde, iyi
gelismeyen bitkilerin kéklerinde genellikle kok sistemi Uzerine dadiimig kGglk noduller
seklinde gérlmaslerdir. Azotlu ve negatif kontrol bitkileri nodll olusturmamiglardir
( Sekil 3.1.1. ve Sekil 3.1.2.). Fasulye bitkisinde azotlu kontrol, agtlanmig bitkilerden
daha iyi gelisme gésterirken, mercimek bitkisinde agtlanmig bitkilerin bir kismi azotlu
kontrolden daha iyi gelismiglerdir. Ayni durum bitkilerin kék kismi icinde gegerlidir. Her
iki bitkide de negatif kontrol bitkilerinin daha az gelistigi gézlenmigtir ( Sekil 3.1.3. ve
Sekil 3.1.4).

Toprak &rneklerinde EMS tablolari kullanilarak yapilan bitki infeksiyon testi
sonuglarina gére alinan érneklerdeki dogal Rhizobium leguminosarum sayisinin 9x1 0'-

9,19x10° adet/g, R.phaseoli sayisinin 4,2x10% - 9,19x10° adet/g arasinda degistidi

tespit edilmigtir ( Tablo 3.1.5. ve Tablo 3.1.6.).



Tablo 3.1.1. Mercimek bitkisine ait koklerdeki nodiillerin sayisi, rengi ve dagihim

Sus kodu Sayis1 Rengi Bﬁyﬁklﬁgﬁ Dagilim
1 mb 20 pembe biiyiik ' yén-ana
2 mb 24. pembe biiyiik yan-ana
3mb 20 pembe-beyaz kiigiik yan
4 mb 8 pembe kuigiik yan
5 mb 15 pembe orta yan
1 mg il kahve-krem orta yan-ana
2 mg 15 krem orta yan-ana
3mg 22 pembe . - biiyiik yan-ana
4 mg 6 krem orta yan
S5mg 18 kahve biiyiik yan-ana
Kiigiik: 1,0-1,5 mm Orta; 1,5-2,0 mm Biiyiik: 2,0-2,5 mm
Nodiil sayilarina ait degerler 6 bitkinin ortalamasidir.
Tablo 3.1.2. Fasulye bitkisine ait koklerdeki nodiillerin sayis, rengi ve dagilimi
Sus kodu Sayis1 Rengi Biiyiikligii Daglimu
1fb 85 pembe orta yan
2fb 66 kahve kiigiik yan
3fb 56 yesil biiyiik yan
4 fo 50 yesil-krem orta yan
5fb 62 krem orta yan
1fg 178 kahve-pembe orta yan
2fg 82 kahve-beyaz orta yan
3fg 143 pembe biiyiik yan
4fg 36 seffaf kiciik yan
5fg 150 pembe biiyiik yan

Kiigiik: 1,0-2,0 mm Orta: 2,0-2,5 mm Biiyiik: 2,5-4,0 mm
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Sekil 3.1.1. Dogal bakteri suglari ve R.leguminosarum Le735 ile asilanan mercimek bitkisi koklerinde nodiil olusumu
ile azotlu ve negatif kontrol bitkilerinin kék gelisim durumlan.

o e e ]

Sekil 3.1.2. Dogal bakteri suslari ve R.phaseoli CIAT899 ile astlanan fasulye bitkisi koklerinde nodiil olusumu ile
azotlu ve negatif kontrol bitkilerinin kok gelisim durumlari.
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Sekil 3.1.3. Dogal bakteri suslari ve R.leguminosarum Le735 ile asilanan mercimek bitkileri ile negatif kontrol
bitkilerinin azotlu kontrole gore gelisim durumlar.

Sekil 3.1.4. Dogal bakteri suslari ve R.phaseoli CIAT899 ile asilanan fasulye bitkileri ile negatif kontrol bitkilerinin
azotlu kontrole gore gelisim durumlari.



Ortalama kuru madde agirliklari esas alinarak suslarin etkinlik dereceleri
belirlenmistir. Suslarin etkinlik derecelerine gére girdikleri guruplar ve yluzde bulunma
pranlarl Tablo 3.1.3. ve Tablo 3.1.4. de gésterilmistir. Degerlendirme Holding ve Kong
(1963) adli arastiricilarin belirledigi sinirlar esas alinarak yapiimigtir. Suslarin etkinlik
derecelerine ait bu degerler mercimek bitkisinde 124-65 arasinda degisiklik gbsterirken
bu sinirin fasulye bitkisinde 75-31 oldugu gértlmustir. Buna gére etkinlik derecesi 100
den buytk olan mercimek bitkilerinden 1 mb ve 2 mb kodlu suglar gok etkili, etkinlik
derecesi 100-75 arasinda olan 3 mg, 5 mg, 1 mg ve 5 mb etkili, etkinlik derecesi 75-50
arasinda degisen 4 mb, 2mg, 3 mb ve 4 mg orta derecede etkili suslardir. Fasulye
bitkilerinden 3fg, 5 fg ve 1 fg kodlu suslarin etkinlik dereceleri 75-50 arasinda olup orta
derecede etkili, geriye kalan diger suglar 50-25 arasinda olup az etkili suglardir.

Ortalama kuru madde agirliklari, bahar dénemine ait asili mercimek bitkilerinde
0,510-0,280 g, gz dénemine ait asili mercimek bitkilerinde ise 0,407-0,267 g , azotsuz
kontrol bitkisinde bu miktar 0,208 g , azotiu kontrol bitkisinde ise 0,411 g olarak tespit
edilmistir. Azotlu kontrol bitkisinin-ortalama kuru madde agirh§ giz dénemine ait tim
asth bitkilerden daha yuUksek olup bahar dénemine ait iki bélgeden daha dusik oldugu
gérulmustar. Bu miktarlar fasulye bitkisinde sirasiyla 2,162-1,866 g, 3,893-1,624 g,
1,663 g ve 5,133 g olarak tespit edilmigtir. Azotlu kontrol bitkisinin ortalama kuru madde
agirhiginin gtz ve bahar dénemine ait tim agsili fasulye bitkilerinden daha fazla oldugu
belirlenmigtir. Mercimek ve fasulye bitkilerinin kuru madde agiriiklar) paralel 1-2-3 ve
ortalamalari Tablo 3.1.7., Tablo 3.1.8., Tablo 3.1.10. ve Tablo 3.1.11' de verilmigtir.

Bahar déneminde alinan toprak érnegi ile asilanmis mercimek bitkilerinin % Azot
(N) miktarlari % 4,11-3,29 ,Guz dénemine ait mercimek bitkilerinin % 4,04-2,98

arasinda degisiklik gdsterirken azotlu kontrol bitkilerinin ortalama % N miktari 4,15 olup
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bahar ve giz dénemine ait tim ‘érneklerden daha ylksek olarak tespit edilmistir.
Azotsuz kontrol bitkilerinde ise bu oran %1,94 olarak hesaplanmistir. Fasulye bitkisinin
% azot de@erleri ise yine sirasiyla % 2,34-1,84, % 2,46-1,96, % 2,72 ve 1,75 olarak
belirlenmistir. Her iki bitkiye ait % Azot degerleri paralel 1-2-3 ve ortalamalar Tablo
3.1.13.,Tablo 3.1.14,Tablo 3.1.16. ve Tablo 3.1.17.’de verilmistir.

Aragtirmada kullanilan toprak drneklerinin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
Tablo 2.1.3. ve Tablo 2.1.4. de verilmigtir. Mercimek ve fasulye bitkilerinin ekildigi
tarlalardan alinan toprak érnekleri géraldtga gibi hafif alkali ve tuzsuzdurlar. Mercimek
ekilen toprak érneklerindeki Kireg miktar1 % 0,041-0,290, bitkiye yarayigli fosfor miktari
P,Os cinsinden 1,76-3,52 kg/da, Potasyum miktari K;O cinsinden 24,8-37,3, organik
madde orani ise % 0,58-2,75 arasinda degigiklik gbsterirken fasulye ekilen tarlalara ait
toprak oérneklerinde bu oranlar sirasiyla %0,020-0,450, 1,32-4,93 kg/da, 25,4-38,2 ve %

0,72-3,77 dir.



Tablo 3.1.3. Mercimek bitkilerinin bitki {istii kuru agirlik miktarlan ve sug

3

lann etkinlik derecelerine gére

girdikleri gruplar o
Bdlge Sus kodu Bitki Ustil kuru Etkinlik derecesi Grup Grup Ayrimi %
no agirlik sinirlan oranlar
ort.(g/kavanoz)
1 1mb 0,510 124 100> Gok Etkili %20
2  2mb 0,442 107,58
3 3mg 0,407 99,11
5 5mg 0,379 92,14 100-75  Etkili % 40
1 1mg 0,368 89,47
5 5mb 0,325 79,58
4 4mb 0,287 69,77
2 2mg 0,282 68,60 75-50 Orta  Derecede % 40
Etkili
3 3 mb 0,280 68,27
4 4mg 0,267 65,07
Kontrol sus 0,331 80,59
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Tablo 3.1.4. Fasulye bitkilerinin bitki tistii knru agirlik miktarlan ve suglarnn etkinlik derecelerine gére

girdikleri gruplar
Bolge  Susg kodu Bitki iistl kuru Etkinlik Grup Grup Ayrimi %
no agirhk ort. derecesi sinirlan oranlar
{g/kavanoz)
YA T e 75,84
5 5fg 2,957 57,60 75-50 Orta Der. Etkili % 30
1 1fg 2,802 54,58
3 3 2,162 42,11
1 1fb 2,160 42,08 50-25 Az Efkili % 70
2 2fg 2,088 40,67
2 2fb 2,081 39,31
5 5fb 1,866 36,35
4 4 1,821 35,47
4 4fg 1,624 31,63

Kontrol sus 3,159 61,54




37

Tablo 3.1.5. Mercimek bitkisi ekili topraklardaki dogal RAizobium sayist (Adet/g)

Bélge no Suy kedu o Dogal Rhizobium saym (Adet/g)
1 1 mb : 9,18x10°
2 2 mb 4,24x10*
3 3mb 9,18x10°
4 4 mb 9,2x10°
5 5mb 4,24x10°
1 1 mg 9x10'
2 2mg 1,47x10*
3 3mg 4,24x10°
4 4 mg 9,18x10°
5 5mg 9,19x10*

Tablo 3.1.6. Fasulye bitkisi ekili topraklardaki dogal RAizobium sayisi (Adet/g)

Bélge no Sus kodu Dogal Rhizobinm sayis1 ( Adet/g )
| e BT .
2 21b 9,19x10
3 3fb 9,18x10*
4 4 b 4,24x10*
5 5fb 4,2x10°
1 11g 4,24x10*
2 21g f 9,19x10"
3 3fg 1,47x10°
4 41g 4,24x10°

5 5fg 4,24x10°
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Tablo 3.1.7. Fasulye bitkisi bahar donemi bitki tistii kuru agirhik ortalamast (g/kavanoz)

Sus kodu 1. Paralel 2.Paralel 3.Paralel Toplam Ortalama
1Fb 2,870 2,175 1,435 6,480 2,160
2Fb 1,105 2,856 2,095 6,056 2,018
3Fb 2,213 1,350 2,925 6,488 2,162
4Fb 2,012 1,729 1,723 5,464 1,821
5Fb 2,251 - 1,697 1,650 5,598 1,866

Azotlu 5,767 4,781 4,852 1,540 5,133
Negatif 1,732 2,025 1,232 4,989 1,663
Pozitif 3,113 3,638 2,727 9,478 3,159

Tablo 3.1.8. Fasulye bitkisi giiz donemi bitki {istii kuru agirlik ortalamasi (g/kavanoz)

Sus kodu | 1.Paralel 2.Paralel 3.Paralel Toplam Ortalama
1Fg 3,476 3,325 - 1,605 8,406 2,802
2Fg 1,732 3,300 1,232 6,264 2,088
3Fg 2,229 4,736 4,715 11,680 3,893
4Fg 1,374 2,079 1,419 4,872 1,624
S5Fg 3,249 3,270 2,354 8.873 2,957

Azotlu 5,767 4,781 4,852 15,400 5,133
Negatif 1,732 2,025 1,232 4,889 1,663
Pozitif 3,113 3,638 2,727 9,478 3,159

Tablo 3.1.9. Fasulye bitkisi bitki iistii kuru agirlik miktarlarina ait Varyans Analizi, Duncan Testi ve Mann
Whitney U Testi Sonuglar1 (n=6)

Bolgeler Mevsimler P
Bahar | Giiz
1 2,160 ¢ 2,802 bed -
2 - 2,019c¢ 2,089 cd -
3 2,163 ¢ 3,894 ab -
4 1,822¢ 1,624 d -
5 1,866 ¢ 2,958 bed -
Azotlu 5,133a 5,133a
Negatif 1,663 ¢ 1,663 d
Pozitif 3,160b 3,160 be
P % stk -

-Grup ortalamalar arasi fark 6nemsizdir (P>0,05)

*. Grup ortalamalar: arasi fark dnemlidir (P<0,05)

**. Grup ortalaman fark yiiksek diizeyde dnemlidir (P<0,01)

a,b,c,d : Farkh siitunlardaki farkli harfleri igeren grup ortalamalan arasi fark énemlidir (P<0,05)
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Tablo 3.1.10. Mercimek bitkisi bahar dénemi bitki distii kuru agirlik ortalamas: (g/kavanoz)

Sus kodu 1. Paralel 2.Paralel 3.Paralel Toplam Ortalama
1mb 0,395 0,441 0,695 1,531 0,510
2mb 0,497 0,471 0,359 1,327 0,442
3mb 0,289 0,182 0,370 0,841 0,280
4mb 0,293 0,293 0,275 0,861 0,287
S5mb 0,282 0,328 0,371 0,981 0,327

Azotlu 0,483 0,396 0,354 1,233 0,411
Negatif 0,232 0,184 0,209 0,625 0,208
Pozitif 0,310 0,370 0,313 0,993 0,331

Tablo 3.1.11 Mercimek bitkisi giiz ddnemi bitki iistii kuru agirlik Ortalamasi (g/kavanoz)

Sus kodu 1. Paralel 2.Paralel 3.Paralel Toplam | Ortalama
1 mg 0,368 0,381 0,355 1,104 0,368
2 mg 0,319 0,278 0,249 0,840 0,282
3mg 0,445 0,364 0,413 1,222 0,407
4 mg 0,263 0,280 0,259 0,802 0,267
5mg 0,360 0,360 0,418 1,138 0,379
Azotlu 0,483 0,396 0,354 1,233 0,411
Negatif 0,232 0,184 0,209 0,625 0,208
Pozitif 0,310 0,370 0,313 0,953 0,331

Tablo 3.1.12. Mercimek bitkisi bitki istii kuru agirhik miktarlarina ait Varyans Analizi.Duncan Testi ve Mann

Whitney U Testi sonuglarn (n=6)

Bolgeler Mevsimler
Bahar ] Giiz
1 0,511a 0,368 a
2 0,443 ab 0,282 be
3 0,281 ¢ 0,408 a
4 0,287 ¢ 0,268 be
5 0,327bc 0,379 a
Azotlu 0,411 ab 0,411a
Negatif 0,209d 0,209 ¢
Pozitif 0,332 bc 0,332 ab
P S RKkR Sdfesk

-:Grup ortalamalan arasi fark 6nemsizdir (P>0,05)
*: Grup ortalamalan aras) fark énemlidir (P<0,05)

***: Grup ortalamalan arasi fark gok yiiksek diizeyde onemlidir (P<0,001).
a,b,c,d : Farkh situnlardaki farkli harfleri igeren grup ortalamalar arasi fark énemilidir (P<0,05)
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Tablo 3.1.13 Fasulye bitkisi bahar dénemine ait % azot ortalamalan (% N)

Sus kodu 1. Paralel 2.Paralel 3.Paralel Toplam Ortalama
1Fb 2,13 2,17 2,00 6,30 2,10
2Fb 2,33 2,41 2,30 7,04 2,34
3Fb 2,30 2,25 2,42 6,97 2,32
4Fb 1,79 1,99 1,74 5,52 1,84
5Fb 2,23 2,23 2,35 6,81 2,27

Azotlu 2,62 2,62 2,93 8,17 2,72

Negatif 1,67 1,86 1,73 5,26 1,75

Pozitif 2,34 2,39 2,24 6,97 2,32
Tablo 3.1.14. Fasulye bitkisi giiz ddnemine ait % azot ortalamalari (% N)

Sus kedu 1. Paralel 2.Paralel 3.Paralel Toplam Ortalama
1Fg 2,38 2,26 2,30 6,94 2,31
2Fg 1,99 1,86 2,04 5,89 1,96
3Fg . 2,23 1,92 2,68 6,83 2,27
4Fg 1,64 2,25 2,89 5,78 1,92
5Fg 2,37 2,04 2,24 6,65 2,21

Azotlu 2,62 2,62 2,93 8,17 2,72
Negatif 1,67 1,86 1,73 5,26 1,75
Pozitif 2,34 2,39 2,24 6,97 232

Tablo 3.1.15.Fasulye bitkisi %N miktarlarina ait Varyans Analizi,Duncan Testi ve Mann Whitney U Testi
sonuglan(n=3)

Balgeler Mevsimler
Bahar | Giiz
1 2,100 ¢ 2,313 b¢
2 2,347b 1,963 cd
3 2,323b 2,276 bc
4 1,840d 2,460 ab
5 2,270 b 2,216 be
Azotlu 2,723 a 2,723 a
Negatif 1,753 d 1,753 d
Pozitif 2,323b 2,323 bc
P e % *

-:Grup ortalamalan aras: fark dnemsizdir (P>0,05)
*: Grup ortalamalan arasi fark 6nemlidir (P<0,05)
**: Grup ortalaman fark yiiksek diizeyde 6nemlidir (P<0,01)
a,b,c.d : Farkl: siitunlardaki farkli harfleri igeren grup ortalamalari aras: fark énemlidir (P<0,05)



41

Tablo 3.1.16 Mercimek bitkisi bahar donemine ait % azot ortalamalart (%N)

Sus kodu 1. Paralel 2.Paralel 3.Paralel Toplam Ortalama
1mb 3,98 4,15 4,20 12,33 4,11
2mb 3,43 3,43 3,83 10,69 3,56
3mb 3,50 3,73 3,29 10,52 3,50
4mb 3,41 3,61 3,40 10,42 3,47
Smb 3,32 3,29 3,26 9,87 3,29

Azotlu 4,00 4,45 4,01 12,46 4,15

Negatif 1,05 2,94 1,84 5,83 1,94

Pozitif 3,32 3,29 3,38 9,99 3,33
Tablo 3.1.17 Mercimek bitkisi giiz ddnemine ait % azot ortalamalan (%N)

Sus kodu 1. Paralel 2.Paralel 3.Paralel Toplam Ortalama
1 mg 2,84 3,74 3,83 10,41 3,47
2 mg 3,82 3,90 3,93 11,65 3,88
3mg 4,16 3,73 3,38 11,27 3,75
4 mg 4,35 4,63 3.15 12,13 4,04
Smg 3,01 3,01 2,94 8,96 2,98

Azotlu 4,00 4,45 4,01 12,46 4,15
Negatif 1,05 2,94 1.84 5,83 1,94
Pozitif 3,32 3,29 3,38 9,99 3,33

Tablo 3.1.18 Mercimek bitkisi %N miktarlarina ait Varyans Analizi,Duncan Testi ve Mann Whitney U Testi
sonuglari(n=3)

Bolgeler Mevsimler
Bahar I Giiz
1 4,110a 3,470 ab
2 3,563 ab 3,883 ab
3 3,507 ab 3,757 ab
4 3,473 ab 4043 a
5 3,290 b 2,987b
Azotlu 4,153 a 4,153 a
Negatif 1,943 ¢ 1,943 ¢
Pozitif 3,330b 3,330 ab
P £33 %

-:Grup ortalamalan arasi fark dnemsizdir (P>0,05)
*. Grup ortalamalan arasi fark 6nemlidir (P<0,05)

**: Grup ortalamarn fark yiiksek diizeyde énemlidir (P<0,01)
a,b,c: Farkli siitunlardaki farkl harfleri iceren grup ortalamalari arast fark 6nemlidir (P<0,05)



Tablo 3.1.19. Fasulye bitkisi bahar dsnemine ait total azot miktarlar1 (mg/kavanoz)
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Sus kodu 1, Paralel | - 2.Paralel 3.Paralel Toplam Ortalama
1Fb 61,13 47,19 28,70 137,02 45,67
2Fb 25,74 68,82 48,18 142,74 47,58
3Fb 50,89 30,37 70,78 152,04 50,68
4Fb 36,01 34,40 29,98 100,39 33,46
5Fb 50,19 37,84 38,77 126,80 42,26

Azotlu 151,09 125,26 142,16 418,51 139,50

Negatif 28,92 37,66 21,31 87,89 29,29

Pozitif 72,84 86,94 61,08 220,86 73,62
Tablo 3.1.20. Fasulye bitkisi giiz donemine ait total azot ortalamas: (mg/kavanoz)

Sug kodu 1. Paralel 2.Paralel 3.Paralel Toplam Ortalama
1Fg 82,72 75,14 - 36,91 194,77 64,92
2Fg 34,46 63,36 25,13 122,95 40,98
3Fg 49,70 90,93 126,36 266,99 88,96
4Fg 22,53 46,77 4228 111,58 37,19
SFg 77,00 66,70 52,72 196,42 65,47

Azotlu 151,09 125,26 142,16 418,51 139,50
Negatif 28,92 37,66 21,31 87,89 29,29
Pozitif 72,84 86,94 61,08 220,86 73,62

Tablo 3.1.21. Fasulye bitkisi total azot miktarlarina ait Varyans Analizi,Duncan Testi ve Mann Whitney U

Testi sonuglari(n=3)

Bolgeler Mevsimler
Bahar | Giiz
1 45,673 ¢ 64,923 be
2 47,580 ¢ 40,983 ¢
3 50,680 b 88,966 b
4 30,463 ¢ 37,193 ¢
5 42,266 ¢ 65,473 be
Azotlu 139,503 a 139,503 a
Negatif 29,296 ¢ 29,296 d
Pozitif 73,620 b 73,620 be
P ® 3

-:Grup ortalamalan arasi fark énemsizdir (P>0,05)
*: Grup ortalamalarn arasi fark énemlidir (P<0,05)

a,b,c,d : Farkh stitunlardaki farkli harfleri igeren grup ortalamalan arasi fark 6nemilidir (P<0,05)
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Tablo 3.1.22 Mercimek bitkisi bahar dénemine ait total azot miktarlan (mg/kavanoz)

Sus kodu 1. Paralel 2.Paralel 3.Paralel Toplam Ortalama
1mb 15,72 18,30 29,19 63,21 21,07
2mb 17,04 16,15 13,74 46,93 15,64
3mb 10,11 6,78 12,17 29,06 9,68
4mb 9,99 10,57 9,35 29,95 9,97
Smb 9.36 10,79 12,11 32,26 10,75

Azotlu 19,32 17,62 14,19 51,13 17,04
Negatif 2,43 5,40 3,84 11,67 3,89
Pozitif 10,29 12,17 10,57 33,03 11,01

Tablo 3.1.23. Mercimek bitkisi giiz dénemine ait total azot miktarlan (mg/kavanoz)

Sus kodu 1. Paralel 2.Paralel 3.Paralel Toplam Ortalama
lmg 10,45 14,24 13,59 38,28 12,76
2mg 12,18 10,84 9,78 32,80 10,93
3mg 19,35 13,57 13,95 46,87 15,62
4mg 11,44 12,96 8,15 32,55 10,85
5mg 10,83 10,83 12,28 33,94 11,31

Azotlu 19,32 17,62 14,19 51,13 17,04
Negatif 2,43 5,40 3,84 11,67 3,89
Pozitif 10,29 12,17 10,57 33,03 11,01

Tablo 3.1.24 Mercimek bitkisi total azot miktarlarina ait Varyans Analizi,Duncan Testi ve Mann Whitney U
Testi sonuglar(n=3)

Bolgeler Mevsimler |
Bahar | Giiz

1 21,070 a 12,760 be
2 15,643 ab 10,933 ¢
3 9,687 ¢ 15,623 ab
4 9,970 be 10,850 ¢
5 10,753 be 11,313 ¢

Azotlu 17,043 a 17,043 a

Negatif 3,800 d 3,800d

Pozitif 11,010 be 11,010¢
P %% *

-:Grup ortalamalari arasi fark 6nemsizdir (P>0,05)
*. Grup ortalamalan arasi fark 6nemlidir (P<0,05)

**: Grup ortalamart fark yitksek diizeyde énemlidir (P<0,01)
a,b,c: Farkl siitunlardaki farkh harfleri iceren grup ortalamalart arasi fark dnemlidir (P<0,05)



3.2. Kiiltiirel ve Biyokimyasal Ozellikler
3.2.1. Kiiltiirel Ozellikler

izole edilen Rhizobium leguminosarum su§léhn|n tima YMA besiyerinde
yuvarlak, kenarlari muntazam, kabarik ve krem renkli koloniler olugtururken R.phaseoli
suslar yuvarlak, kenarlari muntazam ancak daha buylk ve bir kismt geffaf koloniler
olusturmuslardir. Yapilan mikroskobik incelemede her iki bakteriye ait suglarinda Gram
negatif oldugu gérulmastdr. Suglarin hepsi YMA besiyerinde mukoz olugturmuglardir.
Arastirmada, elde edilen tim R.leguminosarum ve R.phaseoli susglarinin hareketli
oldugu belirlenmigtir. R.leguminosarum’ un dért, R.phaseoli nin beg susu kongo
kirmizisini daha fazla absorbe ederek koyu pembe bir gelisme gdsterirken her iki
bakterinin diger suslari cok az bir absorbsiyonia agik pembe koloniler olusturmuslardir.

Brom timol mavili YMA iceren ortamda dogal R./leguminosarum ve R.phaseoli
suglarinin tGmu 36 saat ve 120 saat sonra ureme gdstermigler ve asit olugturmuslardir.
Ancak her iki bakterinin birer sugu digindaki suslar laktozlu besiyerinde Ureme
gostermemis iken pepton glukoz agarda tim suglarnin Gredidi géraimastar (Tablo

3.2.1.ve Tablo 3.2.2.).

3.2.2 Biyokimyasal Ozellikler

Mercimek bitkisi ekili tarlalardan izole edilen R./Jeguminosarum suslarindan ¢
tanesi, R.phaseoli suslarindan iki tanesi litmuslu sttte bir aylik gelisim sonrast zon
olusturmamuglardir. Ancak her iki bakteriye ait suglarin hepsi litmuslu sttte alkali

reaksiyon vermistir.
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Dogal R.leguminosarum suglarindan sekiz' inde katalaz aktivitesi pozitif iken
R.phaseoli  susglarinin hépsinde katalaz pozitif sonu¢ vermigtir. Metilen mauvisi
rediksiyonunun ise R./leguminosarum’ un alti, R.phaseoli’ nin dokuz sugunda pozitif
oldugu géralmustar.

Her iki bakteriye ait suslar jelatin icerisindeki iki aylik inkiibasyon siiresi sonunda
buzdolabina alindiginda R.leguminosarum’ un iki, R.phaseoli’ nin bir susunun jelatini

erittigi ve besiyerinin katilagsmadigi géralmustar.
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4. TARTISMA

Mercimek bitkisindeki nodlller ana ve yan koklere dagilim gdstermis olup
sayllarinin 6-24 arasinda degisiklik gésterdigi géraimustir. 2 mb kodlu susun nodul
sayis| (24) en fazla olup bu sus ¢ok etkili gruba girerken 6 nodil ile en dugik
nodule sahip olan 4 mg kodlu sus simbiyotik etkinligi en dusik olan susdur. Bu
suslar nodullerin renkleri bakimindan da farklilik géstermis olup etkili sugun rengi
pembe iken etkisiz sug krem renklidir (Tablo 3.1.1).Nodul sayilar 20,24,22,18,21 ve
15 olan 1mb,2mb,3mg,5mg, 1mg ve 5 mb kodlu suslar etkili gruba dahil olup kahve-
pembe renkli ve bliylik nodullere \sahiptirler. Her ne kadar bu durum nodul sayisi ile
etkinlik derecesi arasinda bir iliski oldugunu dugtndirse de 3 mb kodlu susun nodul
-sayisinin 20, 2 mg kodlu érnedin nodul sayisinin 15 oldugu halde etkinlik
derecelerinin disik olusu bu disltnceyle ters diasmektedir. Bu suslarin nodul
renklerinin beyaz-krem, kiglk ve yan kéklerde olmasi etkinlik derecesinin nodulin
rengi, blyUklGga ve dagiimiyla ilgili oldugunu gdstermektedir. Fasulye »bitkisine ait
kék nodullerinin sayisi ise 178-36 arasinda degisiklik géstermektedir. Fasulye bitkisi
kéklerine ait nodlller genellikle yan kdkler Gzerine dagihm gdstermis ve bir cogu
yesil, krem, beyaz ve seffaf renkli olup ¢ok az bir kismi kahve ve pembe renklidir
( Tablo 3.1.2.).

Fasulye bitkisinde azotlu kontrol agilanmig bitkilerden daha iyi gelisme
gosterirken, mercimek bitkisinde agllanmig bitkilerin bir kismi azotlu kontrolden daha
iyi gelismislerdir. Herhangi bir asilama yapiimayan negatif kontrol bitkisi ise hem

azotlu hem de agili bitkilerden daha az bir geligsim gostermistir (Sekil 3.1.3. ve Sekil
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3.1.4.). Aynt durum bitkilerin kék kismi icinde séz konusudur (Sekil 3.1.1. ve Sekil
3.1.2).

Mercimek bitkisi ekili tarlalardan alinan toprak 6&rneklerindeki dogal
R.leguminosérum sayisi bahar donemine ait orneklerin bir graminda 9,2x10%-
4,24x10" adet, giiz dénemine ait 6rneklerde ise 9x10' - 9,19x10* adet olarak
saptanmistir. Mevsimlere gére populasyon yogunlugunun farkhlik g&sterip
gostermedigine bakilacak olursa; 2 mb ve 2 mg kodlu ayni bdlgeye ait fakat farkli
mevsimlerde alinmig toprak 6rnegindeki sayinin 10, 3 mb ve 3 mg de 10° adet
oldudu ve populasyon yogunlugunun degisiklik gostermedigi ancak 1.4.ve 5.
bdlgelere ait orneklerdeki sayinin glz ddbéneminde daha ylksek oldugu
gbrilmektedir.

Karug ve arkadaslari (1993) Kazan ilgesinde yaptiklari ¢alismada topragin bir
gramindaki . R.leguminosarum sayisini 1,7-1,7x10° adet olarak belirlemislerdir. Bu
arastirmada tespit edilen populasyon yogunlugunun yéremizdeki populasyon
yogunluguyla benzerlik gostermekle beraber yéremizde 10 lik degere ulagiimadig
goruimagtar. Bu arastinicilarla  yine ayni  ybrede dogal R.Jeguminosarum
populasyonunun bélirlendigi bir baska arastirmada bakteri sayisi 5,8-3,1x10° adet/g
olarak tespit edilmis olup (Ayhan,1995) dogal populasyonun yéremizden daha dugtk
oldugu ve ayni ybrede yapilan iki ayri aragstirmada dahi populasyon yogunlugunun
farklilik gésterdigi géraimastar.

Moawad ve Beck (1991) Bati Asya ve Kuzey Afrika’ nin giney kisimlarindan
topladiklari toplam 61 toprak érneginden 32’ sini Tlrkiye’ nin dogu bélgelerinde
mercimek ekiminin yapildigt- tarlalardan alarak, bu érneklerdeki R.leguminosarum

populasyonunu belirlemislerdir. Inceledikleri 6rneklerin % 20’ sinin 10® den, % 13’
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Gnln ise 10* den fazla bakteri bulundurdugunu tespit etmislerdir. Bir graminda 10°
adetten daha fazla bakteri ihtiva eden toprakiarin % 9 unu Tuarkiye’ den alinan
érneklerin olusturdugunu bildirmiglerdir. Hem bu aragtirmadaki bulgular hem de 1 mg
ve 4 mb (10’-102). kodlu suslar haricinde aragtirmamizdan elde ettigimiz diger
deJerler pek cok toprak da 10°-10° bakteri/gram toprak seviyesindeki dogal
- R.leguminosarum nodulasyon bulgulariyla uyumludur,

Fasulye bitkisi ekili tarlalardan alinan topraklardaki dodal R.phaesoli sayisi,
her iki mevsimde de bir gram toprak da 4,2x1 02-9,19x10* adet olarak tespit edilmistir.
5. boélgeden hem bahar hem de giz déneminde alinan toprak érnegindeki bakteri
sayisinin tim érneklerden distk oldugu (10°) belirlenmis olup diger tim topraklarda
10°-10° bakteri/gram toprak seviyesindeki dogal R.phaseoli populasyonunun mevcut
oldugu géralmustar. Ayni bdlgeden ancak farkli mevsimlerde alinmig toprak
érneklerindeki sayisinin 2.,.3. ve 5. bdigelerde degismedigi, 1. ve 4. bdlgelerde
degisiklik gbsterdigi gértimektedir.

Karug ve arkadaslan (1993), Kazan ilgesi igin yaptiklari aragtirmada dogal
R.phaseoli  populasyonunu bir gram toprakda 1-1,7x10° adet, Kizilcahamam
ilgesinde ise 10-1,7x10* adet olarak tespit etmislerdir. R.phaseoli igin bélirledigimiz
populasyon yogunlugu 10%-10* bakterilg arasinda degisiklik gosterirken bu
arastirmalara . ait topraklardaki populasyonun daha genis bir alana dagilim
gosterdikieri gériimektedir.

Baklagillerin azot fiksasyonunda etkili olan dogal Rhizobium populasyonu
sayi olarak ve simbiyotik etkinlik bakimindan yetersiz oldugunda etkin bir susla
inokUlasyon yapilarak azot fiksasyonu artirilabilmekte ve dolayisiyla verim artig! da

éaglanabilmektedir. Bu nedenle elde edilen verilerin degerlendirilmesi i¢in sadece
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do@al populasyon sayisi degil, simbiyotik etkinligin de incelenmesi gerekmektedir
(Dowling ve Broughton,1986). Simbiyotik etkinlik, Rhizobium suslarinin segiminde
6nemli olup, nodul olusan bitkide fikse edilen azotun bir gostergesi olarak ifade
edilir. Tablo 3.1.3. de géruldugu gibi R.leguminosarum populasyonunun % 20’si ¢ok
etkili, % 40’ 1 etkili ve geriye kalan dijer % 40’ da orta derecede etkili gruba
girmistir. Tablo 3.1.4. incelendiginde ise R.phaseoli populasyonunun ¢ok etkili ve
etkili grubunun olmadig! ancak % 30’ unun orta derecede etkili, % 70’ nin ise az etkili
oldugu gérulmektedir.

Gurblizer (1978) bitkilerin kuru madde miktarini esas alarak yaptig
degerlendirmede R.meliloti suslarinin % 25’ inin etkili, % 6’sinin orta derecede etkili,
% 69 unun ise etkisiz oldugunu saptamistir. Kégker ve Kitis 1980 yilinda mercimek
bitkileriyle yaptiklari ¢calismada R./feguminosarum suslarindan % 29'unun etkili, %
45'inin orta derecede etkili ve % 26’ sinin etkisiz oldugunu belirlemiglerdir.
R.leguminosarum populasyonu igin, etkili gruba ait oranlar her iki arastirmacinin
bulgulariyla paralellik gdsterirken, orta derecede etkili grup Kitis ve Kosker'in
bulgulariyla uyumludur. Ayhan (1995)'de Kazan ligesinde yaptigi ¢alisma sirasinda
Rhizobium leguminosarum populasyonunun % 90’ inin yiksek simbiyotik etkinlige, %
10’ unu ise orta derecede simbiyotik etkinlie sahip oldugunu belirlemistir. Etkisiz
grubun olmamasi ¢alismamizia benzerlik gésterirken etkili grubun fazlalig: dikkat
cekmektedir. Sagiroglu 1984 yilinda bizimle ayni ydrede total azot miktarlarini esas
alarak yaptigi calismada R./leguminosarum suglardan % 20’ sinin etkili, % 44’Unin
orta derecede etkili ve % 36’sinin etkisiz oldugunu belirlemvistir. Etkisiz grup diginda

kalan diger gruplarin oranlari ¢alismamizia uyum géstermektedir.
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Sagiroglu ve arkadasglari yine ayni yérede mercimek bitkisiyle, kuru agirlik
degerlerini 6lgt alarak yaptiklar galismalarinda toplam 19 sustan 11’ inin etkili, 7’
sinin orta derecede etkili ve 1 susunda etkisiz oldugunu bildirmiglerdir. Etkili ve orta
derecede etkili gruplara ait oranlar galismamizla benzerlik géstermekte ancak bu
calismada ¢ok etkili, bizim galismamizda ise etkisiz grubun olmayisi agisindan
farklilik géralmektedir (Sagiroglu ve ark.,1991).

Mercimek bitkisinde kontrol sus olarak kullanilan R.leguminosarum Le 735’ in
simbiyotik etkinliginin bahar dénemine ait 3, gliz dénemine ait 2 bdlgeden daha
yUksek oldugu gérilmustr. Fasulye bitkisinde ise 3 fg kodlu gliz dénemine ait dogal
sug digindaki butin dogal suslarin simbiyotik etkinliklerinin kontrol sug olarak
kullanilan R.phaseoli CIAT 899’ dan daha distik oldugu belirlenmistir.

Goktan (1974) R.phaseoli’ nin etkinlik derecelerini belirledigi arastirmasinda
suslardan % 29'unun etkili, % 32’ sinin orta derecede etkili ve % 39" unun etkisiz
oldugunu gérmustir. % 32’ lik orta derecede etkili grup bizim orta derecede etkili
grupla paralellik gostermektedir. Yaptigimiz caligmada suslarin % 70 gibi buytk bir
bélumuntn az etkili oldugunu gérmis olmamiz fasulye ekili toprakiarda dogal olarak
bulunan Rhizobium populasyonunun blyldk bir kisminin az etkili oldugunu
gbstermektedir. Bu sebeple ydremizdeki fasulye bitkilerinde dlslk seviyelerde azot
tespit edilmekte veya bu yoldan bir azot kazanci olmamaktadir.

Asili fasulye bitkilerinin ortalama kuru madde agirliklari bahar dénemine ait
6rneklerde 2,162-1,821g, guz dénemine ait bitkilerde ise 3,893-1,624 g arasinda
degisiklik gosterirken, azotlu kontrol bitkisinde bu miktar 5,133 g, negatif kontrol
bitkisinde 1,663 g, pozitif kontrol bitkisinde ise 3,159 g olarak tespit edilmistir (Tablo

3.1.7. ve Tablo 3.1.8.).



53

Gurbtzer (1978) kavanozlardan alinan soya fasulyesi bitkilerinin kuru agirlik
miktarlari 2,77-5,38 g arasinda degisiklik gdstermektedir. Bu aragtirmada azotiu
kontrol bitkisinin kuru agirhgi 5,43 g olup bu deger tim asil fasulye bitkilerinin kuru
adirhk degerlerinden ylOksektir. Ayni durum yaptigimiz aragtirmada da  s6z
konusudur.

Kuru agirhk bakimindan fasulye bitkisinin bahar dénemine ait bdlgeler
arasindaki farkin istatistiki  olarak 6nemli duzeyde (P>0,01) farkli oldugu
gézlenmistir. Ghz dénemine ait bdigeler arasindaki fark ise gok ylksek dizeyde
6nemli (P<0,001) bulunmustur. Duncan testi sonuglarina gére bahar dénemine ait
bitkilerde hem azotlu kontrolin hem de pozitif kontrolin ttm bélgelerle arasindaki
fark 6énemli, negatif kontrolun‘ ise tim bdlgelerle arasindaki fark énemsizdir. Glz
dénemine ait drneklerde ise azotlu kontrol ile sadece 3. bdlge arasindaki fark
6énemsiz, negatif kontroliin ise bu bdlgeyle arasindaki fark énemli (P<0,05) olup
1.2.4. ve 5. boélgelerde -6nemsizdir (P>0,05). Pozitif kontrol ile sadece 4. bdlge
arasindaki fark énemlidir (P<0,05). Bdlgelerdeki fasulye bitkilerinde kuru agirlik
degerleri bakimindan iki mevsim arasindaki farkliligin tim bdélgelerde dnemsiz
oldugu géralmastar (Tablo 3.1.9.).

Asili kavanozlardan alinan mercimek bitkilerinin ortalama kuru madde
agirliklari bahar déneminde 0,510-0,280 g, giz déneminde ise 0,407-0,267 g
arasinda degisiklik gosterirken azotlu kontrol bitkisinde bu miktar 0,411 g negatif
kontrol bitkisinde 0,208 g, pozitif kontrol bitkisinde ise 0,331 g olarak tespit edilmistir
( Tablo 3.1.10. ve Tablo 3.1.11.). Ayhan (1995) asih fi§ bitkilerinin bitki st kuru
agirliklarinin 0,531- 0,296 g arasinda degistigini saptamistir. Bu degerler, bizim

mercimek bitkisindeki kuru agirlik degerlerimizle tam bir benzerlik géstermektedir.
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Hem bu arastirmada (0,106 g) hem de yaptigimiz aragtirmada negatif kontrole ait
kuru agirlik degerlerinin tumanan agih bitkilerden daha diguk oldugu gérGimustar.
Sagiroglu ve arkadaslarinin mercimek Dbitkisiyle yaptigi aragtirmada bu degerler
0,388-1,086 g arasinda degisiklik gésterirken, azotlu kontrol bitkisi de 1,133 g,
negatif kontrol bitkisinde ise 0,570 g olarak verilmistir. Bu aragtirmada da bizim ve
Ayhan (1995) ‘in arastirmasinda oldugu gibi azotlu kontrol bitkisinin kuru agirhigi tim
asill mercimek bitkilerinden yUksek olusuyla benzerlik gésterirken negatif kontrol
bitkisinin kuru adirlik miktarinin bazi asili bitkilerden daha yiksek olusu ydninden
farklihk s6z konusudur .

Mercimek bitkisinde hem bahar ve hem de glz déneminde kuru agirhk
bakimindan bélgeler arasindaki farklilik istatistik agidan ¢ok ylksek dizeyde énemli
(P<0,001) olarak hesaplanmistir. Duncan testi sonuglarina gére bahar déneminde
azotlu kontrol ile 3. ve 4. bélge, pozitif kontrolle sadece 1. bélge arasindaki fark
istatistiki acgidan o6nemli bulunmusken diger bdigelerle olan fark &énemsiz
géralmastir. Negatif kontroltn ise tum bélgelerle arasindaki fark énemlidir (P<0,05).

Guz déneminde ise azotlu kontrol ile 2. ve 4. bélgeler, negatif kontrol ile 1.,3.
ve 5. boigeler arasindaki fark énemli olup pozitif kontroltin hig bir béigeyle olan farki
6nemli bulunmamgtir. Bu bitkideki kuru adirlik degerleri bakimindan iki- mevsim
arasindaki fark 1. ve 2. boélgede onemli (P<0,05), 3.,4. ve 5. bolgelerde ise
. 6nemsizdir (Tablo 3.1.12). '

Gurblzer 1978 yilinda sera sartlarinda soya fasulyesiyle yapti§ ¢calismada
aslilt bitkilerdeki % azot degerlerinin % 3,40-0,77 arasinda degisiklik gbsterdigini,
azotsuz kontroliin ise % azot degerinin % 0,79 oldugunu gérmustir. Bizim yaptigimiz

calismada bu degerler sirasiyla % 2,46-1,94 ve % 1,75 olarak hesaplanmistir. Her iki
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aragtirmada da azotsuz kontrollerin % azot degerlerinin asih bitkilerdeki degerlere
yakinlik géstermesi dikkat cekmektedir.

Fasulye bitkisinde bahar déneminde bélgeler arasindaki % N bakimindan
farkhlik istatistiki agidan yUksek dizeyde 6nemli (P<0,01) olmasina karsilik, giiz
déneminde 6nemli bulunmustur (P<0,05). Bahar dénemine ait érneklerde, Duncan
testi sonuglarina gére azotlu kontrol ile tim bélgeler arasindaki fark énemli (P<0,05),
negatif kontroliin 4. bélgeyle arasindaki fark 6nemsiz ancak 1.,2.,3. ve 5. bélgelerle
olan fark énemlidir. Pozitif kontrolin ise 2.,3. ve 5. bélgelerle arasindaki fark
énemsiz iken 1. ve 4. bélgelerde énemlidir (P<0,05). Gilz dénemine ait érneklerde
ise azotiu kontrol ile 4. bélge arasindaki fark 6nemsiz, diger bolgelerde énemlidir.
Negatif kontroliin 2. bélgeyle arasindaki fark énemsiz olup diger bdlgelerle fark
6nemlidir.  Ayrica bélgelerdeki fasulye bitkilerindeki % N degerleri bakimindan iki
mevsim arasindaki fark 1.,2. ve 4. bélgelerde énemli (P<0,05), 2. ve 5. béigelerde
ise 6nemsiz olarak tespit edilmistir (Tablo 3.1.15.).

Bahar déneminde alinan toprak 6rnegi ile asilanmig mercimek bitkilerinin % N
miktarlar1 % 4,11-3,29, guz dbénemine ait mercimek bitkilerinin ise % 4,04-2,98
olarak hesaplanmistir. Azotlu kontrol bu ortalama % 4,15, negatif kontrolde ise %
1,94’ dur. Arastirmada kontrol sus olarak kullanilan R./legumiosarum Le735 susunun
% azot kapsami ise 3,33 olarak hesaplanmistir. Azotlu kontrol bitkisinin % N
miktarinin bahar ve giz dénemine ait tim 6rneklerden daha yi]kéek éldugu, negatif
kontrol olarak tanimladi§imiz azotsuz kontrolin ise % 1,94’ lUk degerle % azot
kapsaminin tim agili érneklerden daha diguk oldugu géralmastir (Tablo 3.1.16. ve

Tablo 3.1.17.).
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Sagiroglu (1984) ve Ayhan (1995) fi§ bitkisiyle yaptiklari aragtirmalarda azotlu
kontrol bitkilerinin % azot degerini asih bitkilerin bir kismindan daha yUksek
hesaplamiglar, ancak azotsuz kontrol bitkilerinin % azot degerlerinin yaptigimiz
calismada oldugu gibi tum agih bitkilerden daha diigik oldugunu bildirmiglerdir.

Mercimek bitkisinde bahar déneminde bdigeler arasindaki % N bakimindan
farklihk istatistiki agidan yiksek duzeyde énemli (P<0,01) olmasina rajmen giiz
déneminde 6nemli bulunmustur (P<0,05). Duncan testi sonuglarina gére bahar
déneminde azotlu kontrol ile sadece 5. bélge arasindaki fark énemli, diger bélgelerle
olan fark énemsizdir. Negatif kontrolin tim bélgélérle olan farki 6nemsiz olarak
bulunmus olup pozitif kontroliin ise sadece 1. boélgeyle arasindaki fark énemlidir
(P<0,05). Guz dénemine ait érneklerde de azotlu ve negatif kontrolin durumu bahar
dénemiyle ayni olup pozitif kontrol ile tim bélgeler arasindaki fark énemsizdir. Bu
bitkideki % N degerleri bakimindan iki mevsim arasindaki fark 1. ve 5. bélgelerde
6nemli (P<0,05), 2.,3. ve 4. bélgelerde énemsizdir (Tablo3.1.18).

Asili fasulye bitkilerinin ortalama total azot miktarlari bahar dénemine ait
6rneklerde 50,68-33,46 mg, guz dc‘inemine ait bitkilerde ise 88,96-37,19 mg
arasinda degisiklik gdsterirken, azotlu kontrol bitkisinde 139,50 mg, negatif kontrol
bitkisinde 29,29 mg , pozitif kontrol bitkisinde ise 73,62 mg olarak tespit edilmistir
(Tablo 3.1.19. ve Tablo 3.1.120.) Degerlere bakildiginda azotlu kontrol bitkisinin _
total azot miktarinin tim asth fasulye bitkilerinin total azot miktarlarindan yiksek,
negatif kontrol bitkisinin ise dugtk oldugu gérulmektedir. Sadece 3 fg kodlu glz
dénemine ait susun total azot miktari 88,96 ile pozitif kontrolden yiksek olup bahar

ve guiz dénemine ait olan diger tum bolgeler daha dusguktr.
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Fasulye bitkisinde bahar ve gz déneminde bdlgeler arasindaki total azot
bakimindan farkliidin istatistiki agidan 6nemli (P<0,05) oldugu gértlmustir. Duncan
testi sonuglarina gére bahara ait 6rneklerde, azotlu kontrol ile tum bolgeler
arasindaki fark 6nemli, negatif kontroliin sadece 3. bélgeyle arasindaki fark énemli
diger bélgelerle olan fark dnemsizdir. Pozitif kontrolde ise durum negatif kontrolin
tam tersidir. GUze ait érneklerde hem azotlu kontrolin hem de negatif kontroltn tim
bélgelerle arasindaki fark 6nemli (P<0,05), Pozitif kontroliin ise tam bdlgelerle olan
farki énemsizdir. Ayrica boélgelerdeki fasulye bitkilerindeki total azot degerleri
bakimindan iki mevsim arasindaki farkliiga bakildiinda sadece 5. bélgedeki
farkhhgin énemli (p<0,05) oldugu tespit edilmistir.

Agili mercimek bitkilerinin ortalama total azot miktarlari bahar dénemine ait
Orneklerde 21,07-9,68 mg, glz dénemine ait bitkilerde ise 15,62-10,85 mg, azotiu
kontrol bitkisinde 17,04 mg, negatif kontrol bitkisinde 3,89 mg iken pozitif kontrol
bitkisinde bu deger 11,01 mg olarak hesaplanmisgtir (Tablo 3.1.22. ve Tablo 3.1.23.).
Agtli bitkilerden bahar dénemine ait 1 mb kodlu susun total azot miktarinin azotlu
kontrolden daha yuksek oldugu ve baz bélgelerin total azot degerlerinin azotlu
kontrole yakin oldugu gériimektedir. Negatif kont.rol bitkisinin total azot miktar bahar
ve glz doénemine ait tum asili bitkilerden daha dustk olup, pozitif kontrolln
orneklere olan yakinhg: dikkat cekmektedir.

Mercimek bitkisinde bahar déneminde bélgeler arasindaki total azot
bakimindan farklihgin istatistiki agidan yUksek dlizeyde o6nemli (P<0,01), giz
déneminde ise dnemli (P<0,05) oldugu géralmustir. Bahar mevsimine ait érneklerde
Duncan testi sonuglarina gére Azotlu kontrolle 1.ve 2. bélgeler arasindaki fark

istatistiki olrak 6nemsiz, 3.4.ve 5. bélgelerde 6nemli olarak tespit edilmigtir.Negatif
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kontrolin tim bélgelerle arasindaki fark 6nemli (P<0,05), Pozitif kontrolde ise
sadece 1. bélgeyle olan fark énemli bulunmusgtur (P<0,05). Gz déneminde azotlu
kontrolin 1.,2.,4. ve 5. bdlgelerle, pozitif kontroltn 3. bélgeyle, negatif kontrolln ise
tim bolgelerle arasmdaki fark 6nemli (p<0,05) bulunmustur. Mercimek bitkilerindeki
total azot degerleri bakimindan mevsimsel farkiiliklara bakildiginda 1.2. ve 3.
bélgelerdeki fark 6nen;lli (p<005) 4.ve 5. bélgelerde Ai.’s‘e énemsiz olarak
hesaplanmlgtlr.

Topraklarin dogal Rhizobium populasyonlarinin azot fiksasyon gugleri 70
ppm azot esdegerli KNO; ile muamele edilen bitkiler ile kiyaslandigi zaman
R.leguminosarum suglarinin bahar dénemine ait suslarinin % 20 sinin 70 ppm
azottan daha fazla fiksasyon gercgeklestirdigi, gliz dénemine ait suslarin higbirinin ise
70 ppm azottan daha fazla fiksasyon gerceklestiremedigi gorGlmustar. Karug ve
arkadaglart 1993 de yaptiklan g¢alismada R.leguminosarum suslarinin % 55’inin
daha fazla fiksasyon gerceklestirdigini bildirmiglerdir. Bu arastiricilar R.phaseoli
suglarinin Kazan ilgesinde elde edilen izolatlarinin %52’ sinin, Kizilcahamam’' dan
elde edilenlerin % S0'Inin bu o6zelligi gosterdigini tespit etmiglerdir. Yaptigimiz
calismada ise R.phaseoli ye ait higbir sus 70 ppm azottan daha fazla fiksasyon
gerceklestirememigtir

Rhizobium cinsinin siniflandirimasi henlz tam olarak acgiklik kazanmis
degildir. Rhizobium suslan baklagil bitkilerinde nodil olugturma yeteneklerine gére 6
tare ayrilmiglardir. Ancak gunimizde bu tip bir siniflandirmanin yetersiz oldugu
anlagiimistir. Cunka Rhizobium suslan cesitli gruplardaki bitkiler Gzerinde nodul
meydana getirebilmektedir. Bu durumda herhangi bir susu bir ¢galismada R.meliloti,

dider bir calismada ise R.trifolii olarak tanimlamak mimkindar. R.japonicum suslari.
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ise kendi grubunda bulunan bitkilerin bazilarinda nodll meydana getirmemektedir.
Tum bu sebeplerden dolayl da trlerin bazi morfolojik,kiltlirel . ve biyokimyasal
ozelliklerinin arastinimasi yoluna gidilmistir.

Yaptigimiz c¢aligmada do@al R./leguminosarum ve R.phaseoli suglarinin
Rhizobium bakterilerinin gram boyama sonuglarina uygun olarak gram ( - ) olduklar
goéralmastar. Suglarin hepsi YMA besiyerinde mukoz olugtururken 1 mb ve 2 mb
" kodlu dbg“;al R.leguminosarum suslariyla 3 fg kodlu dogal R.phaseoli susglarinin
mukoz olusumunun dider tirlerden daha fazla oldugu tespit edilmigtir. Arastirmada
elde edilen suslarin hepsinin hareketli oldugu belirlenmigtir (Tablo 3.2.1.ve Tablo
3.2.2).

Aragtirmamizda her iki bakteriye ait susglarnin tiuma kongo kirmizisini
absorblamiglardir. Ancak R./leguminosarum suslarindan 1 mg, 2 mg, 1mb ve 2 mb
R.phaseoli suglarindan ise 1 fg, 3 fg, 5 fg,1fb ve 5 fb kodlu izolatlarda daha kuvvetli
bir absorbsiyon gdézlenmigtir. Saguloglu 1984’ de R.leguminosarum’ la yaptigi
arastirmada, suslarin blyuk bir kisminin kongo kirmizisini az miktarda alarak agik
pembe renkli bir yetisme gosterdigini sGyleyerek koloni renklerini gok agik pembe,
aclk pembe ve pembe olarak degerlendirmistir. GUrgun (1978) arastirmasinda baz
tarlerin kongo kirmizisini kuvvetle absorbladigini bildirmistir.

Brom timol mavili YMA iceren ortamda dog@al suslarin hepsi 36 saat ve 120
saat sonra ureme gdéstermigler ve as_it olusturmuslardir. 5 mg ve 2 fb kodlu suslar
haricindeki tim suslar laktozlu besiyerinde Ureme gdéstermislerdir (Tablo 3.2.1. ve
Tablo 3.2.2.).

Bergey's Manual (1957) * ye gbre, Rhizobium bakterilerinin Litmuslu sttte

verdikleri reaksiyonlar tlrlere 6zgudar. Rhizobium meliloti suslar1 asit reaksiyon
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verirler ve serum zonu tegekkl ettirirler. Diger 5 tar ise alkali reaksiyon verir. Serum
zonu yalniz R.upini ve R.japonicum turlerinde tesekkll etmez (Buchanan ve
Gibbons,1974). Oysa yapti@imiz galismada dodal R.leguminosarum suslarinin %
30'u, R.phaseoli’ nin % 20’ sinde serum zonu olugmamigtir. Graham ve Parker
(1964) farkh bélgelerden ve konakgilardan izole ederek inceledikleri 79 Rhiiobium
sugundan 13 tanesi R.Jleguminosarum, 5 tanesi ise R.phaseoli ‘ dir. Bu aragtirmada
da R.eguminosarum’ un % 47 si, R.phaseoli’ nin % 60’1 serum zonu
olusturmamigtir. Bu sonug bizim bulgularimizia benzerlik géstermekte olup litmusiu
sut reaksiyonlarinin her zaman kesin bir ayrim yapma imkani vermedigini
dusindurmektedir. Bu aragtiricilarin yaptiklari aragtirmada her iki bakteriye ait tim
suglar alkali reaksiyon vermiglerdir. Yaptigimiz calismada da her iki Rhizobium
tarGne ait ttm susglarin alkali reaksiyon verdigi gézlenmistir .

Graham ve Parker (1964)in aragtirmalarinda R.leguminosarum’ un 13
susundan katalaz aktivitesi 11, metilen mavisi rediksiyonu 7 susda pozitiftir. R.
Phaseoli’ nin ise 5 susundan 4 ‘Unde metilen mavisi rediksiyonu pozitif olup suslarin
hepsinde katalaz aktivitesi -gérimugtar. Yaptigimiz arastirmada R./leguminosarum’
un toplam 10 susundan 8’ inde, R.Phaseoli’ nin ise tim suslarinda katalaz aktivitesi
pozitif sonu¢ vermistir. Metilen mavisi rediksiyonu, R.feguminosarum’ un 6,
R.phaseoli’ nin 9 sugsunda pozitif olarak tespit edilmigtir ( Tablo 3.2.1. ve Tablo
3.2.2.). Bu sonuglar Graham ve Parker in arastirma sonucu ile uygunluk
goéstermektedir. Yaptigimiz calismada R.leguminosarum’ un 2 , R.phaseoli’ nin 1
susu jelatini pargalamistir.

Graham, 1964’ de yapmis oldugu bir arastirmada RhizobiUm, Agrobacterium,

Bacillus, Chromobacterium ve Beijerckia turlerine ait 121 susun 100 degisik
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6zelligini kargilagtirmigtir. Birbirleriyle gok yakin &zellikler gbstermeleri nedeniyle
R.leguminosarum, R.trifolii ve R.phaseoli turlerini R.leguminosarum adi altinda tek
bir tir olarak birlestirmistir. Yaptigimiz calismada da suslann kiltirel ve
biyokimyasal Ozellikleriyle ilgili bulgulara bakildiginda R.Jleguminosarum ve
R.phaseoli ‘ ye ait 6zelliklerin benzer oldugu ve bu turler arasinda kesin bir ayrimin
yapilmasinin pek mamkan olmadi§! goraimektedir.

Rhizobium'’ larin siniflandirilmalarini aydinlatmak igin bazi morfolojik,k&ltﬂrel
ve biyokimyasal ozelliklerin aragtiriimasi yoluna gidildigini soylemistik . Ancak
yapilan aragtirmalar 1si§inda buglin bunun pek mumkin olmadi§ gc’iri:llmektédir.
Oyle ki aymi bitkiden izole edilen 2 sus bile, tamamen farkih &zellikler
gbsterebilmektedir.

Tanma yeni agilan veya yeterli Rhizobium populasyonuna sahip olmayan
alanlarda azotlu gubre kullanmaksizin ylksek verim elde etmek igin, secilen etkili
Rhizobium suglariyla inokile edilmesi gereklidir. ideal Rhizobium inokilant suslar
yUksek simbiyotik etkinlige sahip olmali, topraklarda uzun strre canli kalabilmeli ve
yerli suglarla rekabet edebilmelidir. Yuksek kaliteli inokilantiar kullanildiginda
bagarili bir nodlasyon gergeklesmesi icin, dogal Rhizobium populasyonunun sayisi,
etkin’ligi ve performansi hakkinda bilgi sahibi olmak gerekir (Moawad ve Beck,1991).
Yéremizde mercimek bitkisi ekili tarlalardan alinan topraklarda hem yeterli dogal
R.leguminosarum populasyonunun bulunduu hemde bu suslarin simbiyotik
etkinliklerinin yUksek oldugu (%60) anlasiimistir. Sera denemesiyle yiksek
simbiyotik etkinlie sahip oldugu belirlenen suglar, tarla denemelerinde simbiyotik
etkinlik, rekabet, nodilasyon ve azot fiksasyon yetenekleri tespit edildikten sonra

inokalant sus olarak kullanilabilirler. Fasulye bitkisi ekili tarlalardan alinan toprak
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orneklerinde yeterli R.phaseoli populasyonunun mevcut oldugu ,ancak suslarin
simbiyotik etkinliklerinin dlstk oldugu goértuimistur. Yéremizdeki fasulye ekili
alanlarin etkili suslarla inokile edilmesi bitki Rhizobium sistemi ile tespit edilen azot

miktarinin artmasini biyik éigtde etkileyecegi dustntlmektedir.
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