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ORTA KARADENIZ BOLGESINDE BAZI iLLERDE YETISTIRILEN BAKLA,
FASULYE ve BEZELYE BiTKILERININ RHiZOBiYAL SIMBiYONTLARININ
GENETIK CESITLILiGI

OZET

Bu c¢alismada Samsun, Sinop, Ordu ve Amasya illerinde yetistirilen bakla (V.
faba L.), bezelye (P. sativum L.) ve fasulye (P. vulgaris L.) bitkilerinin kok
nodiillerinden izole edilen Rhizobia grubu bakterilerin teshisi ve bu izolatlarin
icerdikleri nodiilasyon ve azot fiksasyon genlerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Bu amagla belirtilen illerden, farkli ilgeleri temsil edecek sekilde 30 bakla, 30
bezelye ve 30 fasulye olmak iizere toplam 90 Rhizobia izolat1 elde edilmistir. izolatlarin
on gruplamalar1 16S rDNA PZR-RFLP analizi ile yapildiktan sonra, temsilci izolatlarin
16S rDNA, recA, nodA ve nifH baz dizileri belirlenmis ve filogenetik analizleri
yapilmistir.

16S rDNA ve recA filogenileri sonucunda, bakla ve bezelye’den elde edilen
izolatlarin tiimii R. leguminosarum bv. viciae ile iligkili bulunurken, fasulye’den izole
edilen izolatlar R. leguminosarum bv. phaseoli, R. etli bv. phaseoli, R. phaseoli tiirleri
ile iliskili olarak bulunmustur. Ayrica analizlerde bu kromozomal genlerin farkli
Rhizobiyal tiirler arasinda lateral olarak transfer edildigine dair kanitlar da elde
edilmistir. Bu tez Tiirkiye de Rhizobia grubu bakterilerin molekiiler olarak teshisine
yonelik ilk calisma olmasit nedeniyle bu tiirlerin de Tiirkiye’den ilk kayitlarini
barimdirmaktadir.

NodA ve nifH baz dizileri kullanilarak yapilan filogenetik analizlerde
fasulye’den elde edilen R. leguminosarum izolatlar1 ve yine bu bodlgede bulunan fakat
orijinal olarak Giliney Amerika kokenli olan R. etli veya R. phaseoli izolatlar1 arasinda
simbiyotik plazmitlerin (pSym) lateral olarak transfer edildigine dair giiclii veriler elde
edilmistir.

Ayrica bu caligmada, daha oOnceki calismalarda nodiilasyon testleri ile ileri
stiriilen, bakla ve belirli Rlv poplilasyonlar1 arasindaki 6zgiinliige dair ilk molekiiler

kanitlar da bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Rhizobium, nodA, nifH, filogeni
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GENETIC VARIATION OF RHIZOBIAL SYMBIONTS OF FABA BEAN,
COMMON BEAN AND PEAS GROWN IN SOME PROVINCES IN MIDDLE
BLACK SEA REGION

ABSTRACT

In this study we aimed to identify the Rhizobia isolated from the root nodules of
Faba Bean (V. faba L.), Peas (P. sativum L.) ve Common Bean (P. vulgaris L.) grown
in Samsun, Sinop, Ordu and Amasya provinces and to determine their nodulation and
nitrogen fixation genes.

For this aim we collected 30 Faba Bean, 30 Peas and 30 Common Bean, totally
90 Rhizobia isolates representing different districts of the stated provinces. After we
made the pregrouping of the isolates with 16S rDNA PCR-RFLP analysis, we
determined the base sequences of 16S rDNA, recA, nodA and nifH genes and performed
the phylogenetic analysis for representetive isolates.

At the results of 16S rDNA and rec4 phylogenies, all isolates obtained from
Faba Bean and Peas were found to be related with R. leguminosarum bv. viciae while
isolates from Common Bean were found to be related with R. leguminosarum bv.
phaseoli, R. etli bv. phaseoli, R. phaseoli species. Besides, in analysis we obtained some
evidences indicating that these chromosomal genes were transferred among different
Rhizobial species. Because of being the first study to identify the Rhizobia in Turkey
with using molecular techniques this thesis contains the first reports of these species
from Turkey.

In the phylogenetic analysis done with using the nodA4 and nifH base sequences
we determined strong evidences for lateral transfer of the symbiotic plazmids (pSym)
between the R. leguminosarum isolates obtained from Common Bean and R. etli or R.
phaseoli isolates also obtained from here but originated from South America.

Additionally in this study, we determined the first molecular evidences for the
specificity between Faba Bean and certain R/v populations, which was suggested in

previous studies with some nodulation tests.

Key words: Rhizobium, nodA, nifH, phylogeny
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orneklerinin ve veri tabanindan indirilen baklagil simbiyontlarinin
(Cizelge 3.4) kismi 16S rDNA dizilerine bagl filogenetik iliskilerini
gosteren agac. Bu aga¢c HKY+I (D1s Grup Dahil) baz degisim modeli
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kullanilarak Maksimum-Likelihood algoritmasina gore ¢izilmis ve
sadece %50°’nin tizerinde desteklenen dallanma noktalar1 igin
Bootstrap degerleri belirtilmistir. Agacgta bakla’dan izole edilen
ornekler yesil, bezelye’den izole edilen Ornekler kirmizi ve
fasulye’den izole edilen Ornekler ise mavi renk ile
belirtilmiStir. . ...
Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobia
orneklerinin ve Cizelge 3.4’de belirtilen 16S rDNA haplotiplerinin
Maksimum-Parsimony analizi sonucu olusturulan esit uzunluktaki
126 agacin strict konsensiis agaci. Bu agag iizerinde sadece %50’nin
iizerinde desteklenen dallanma noktalar1 i¢in Bootstrap degerleri
belirtilmistir. Agacta bakla’dan izole edilen ornekler yesil,
bezelye’den izole edilen 6rnekler kirmizi ve fasulye’den izole edilen
ornekler ise mavi renk ile belirtilmistir....................coooinnn.
Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobia
orneklerinin ve Cizelge 3.4’de belirtilen 16S rDNA haplotiplerinin
Maksimum-Parsimony analizi sonucu olusturulan esit uzunluktaki
126 agacin %50 Majority Rule konsensiis agaci. Agagta bakla’dan
izole edilen 6rnekler yesil, bezelye’den izole edilen 6rnekler kirmizi
ve fasulye’den izole edilen 6rnekler ise mavi renk ile belirtilmistir....
DNA dizileme ic¢in segilen bezelye izolatlarindan recA
amplifikasyon {iriinleri: soldan saga: Fermentas, GeneRuler, 100 bg
Plus DNA Ladder, CTG-1, -13, -74, -110, -114, -202, -203, -205......
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olusturulmus ve sadece %50’nin iizerinde desteklenen dallanma
noktalar1 i¢in Bootstrap degerleri belirtilmistir. Agacta bakla’dan
izole edilen 6rnekler yesil, bezelye’den izole edilen 6rnekler kirmizi

ve fasulye’den izole edilen 6rnekler ise mavi renk ile belirtilmistir ...
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Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobia
orneklerinin ve Cizelge 3.5’de belirtilen rec4 haplotiplerinin
filogenetik iligkilerini gosteren Maksimum-Likelihood agaci. Bu
agac HKY+I+G (D1s grup dahil) baz degisim modeli kullanilarak
olusturulmus ve sadece %50’nin iizerinde desteklenen dallanma
noktalar1 i¢in Bootstrap degerleri belirtilmistir. Agacta bakla’dan
izole edilen 6rnekler yesil, bezelye’den izole edilen 6rnekler kirmizi
ve fasulye’den izole edilen 6rnekler ise mavi renk ile belirtilmistir ...
Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobia
orneklerinin ve Cizelge 3.5’de belirtilen rec4 haplotiplerinin
Maksimum-Parsimony analizi sonucu olusturulan esit uzunluktaki
1461 agacin strict konsensiis agaci. Bu agac¢ iizerinde sadece
%350’nin lizerinde desteklenen dallanma noktalari i¢in Bootstrap
degerleri belirtilmistir. Agagta bakla’dan izole edilen 6rnekler yesil,
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1461 agacin %50 Majority Rule konsensiis agaci. Agagta bakla’dan
izole edilen 6rnekler yesil, bezelye’den izole edilen 6rnekler kirmizi
ve fasulye’den izole edilen 6rnekler ise mavi renk ile belirtilmistir. ...
(a) DNA dizileme igin secilen Rhizobium bakla izolatlarindan
(CTG-23, -35, -40, -59, -68, -301, -303, -308) nodA1/nodA2 primer
cifti kullanilarak yapilan nod4 amplifikasyon iiriinleri.

(b) 1. PZR amplifikasyon iiriinlerinden kesilen bantlarin (kare
icerisinde) kalip olarak kullanildigi 2. PZR amplifikasyonunun
iirtinleri. Bu tiriinler DNA dizileme i¢in kullanilmuastir ..................
Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobia
orneklerinin ve Cizelge 3.6’da belirtilen nodA haplotiplerinin
filogenetik iliskilerini gosteren Neighbor-Joining agaci. Bu agag
HKY+G (D1s grup hari¢) baz degisim modeli kullanilarak

olusturulmus ve sadece %50’nin iizerinde desteklenen dallanma
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noktalar1 i¢in Bootstrap degerleri belirtilmistir. Agacta bakla’dan
izole edilen 6rnekler yesil, bezelye’den izole edilen 6rnekler kirmizi
ve fasulye’den izole edilen 6rnekler ise mavi renk ile belirtilmistir. ...
Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobia
orneklerinin ve Cizelge 3.6’da belirtilen nodA haplotiplerinin
filogenetik iliskilerini gosteren Maksimum-Likelihood agaci. Bu
agac TPMuf2+1+G (D1s grup dahil) baz degisim modeli kullanilarak
olusturulmus ve sadece %50’nin iizerinde desteklenen dallanma
noktalar1 i¢in Bootstrap degerleri belirtilmistir. Agacta bakla’dan
izole edilen 6rnekler yesil, bezelye’den izole edilen 6rnekler kirmizi
ve fasulye’den izole edilen 6rnekler ise mavi renk ile belirtilmistir. ...
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izole edilen 6rnekler yesil, bezelye’den izole edilen 6rnekler kirmizi
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nifHI/nifHctg primer cifti kullanilarak yapilan nifH amplifikasyon
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nifHF/nifHI primerleri kullanilarak yapilan nifH amplifikasyon

iirlinleri (Bant kesme sonrasi 2. PZR)..............oooiiiiiiiiiiiinn,
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ve fasulye’den izole edilen Ornekler ise mavi renk ile
belirtilmIStir. ...
Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobium
orneklerinin ve Cizelge 3.7°de belirtilen nifH haplotiplerinin
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fasulye’den izole edilen ornekler ise mavi renk ile belirtilmistir.......
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1. GIRIiS

Proteinler, niikleik asitler ve hiicredeki diger bir dizi bilesen i¢in 6nemli bir
element olan azot karbondan sonra hiicrede en ¢ok bulunan elementtir ve tipik bir
bakteri hiicresinin kuru agirliginin % 12’sini olusturur (Madigan ve ark., 2003). Diinya
atmosferinin yaklasik %80’inin azot gazindan olusmasina karsin bu azot ¢ogunlukla
azot gaz1 (N,) seklindedir ve fikse edilene yani hidrojen ile birlestirilip amonyaga
indirgenene kadar bitkiler dolayisiyla da bitkileri tiiketen diger canlilar tarafindan
kullanilamaz. Azot dogada {i¢ yolla fiske edilir (Campbell ve Reece, 2006;
http://www.microbiologyonline.org.uk/forms/rhizobium.pdf, 18.12.2009);

o Atmosferik Fiksasyon: Bu olay simseklere bagli olarak kendiliginden meydana
gelir ve sadece kiiciik bir miktar azot bu yolla fiske edilir

(http://www.microbiologyonline.org.uk/forms/rhizobium.pdf, 18.12.2009).

e Endiistriyel Fiksasyon: Haber-Bosch siireci ad1 verilen bu siire¢ azot giibresi
yapiminda kullanilir ve ¢ok yiiksek miktarda enerji gerektirir. Diinya niifusunu
doyurmak i¢in gerekli yiyecegin yaklasik iicte birinin endiistriyel yolla iiretilen
azot giibrelerine dayandigi tahmin edilmektedir. Azot dongiisiine insanlarin en
biiylik miidahalesi olan kimyasal giibrelerin artan kullanimi azot oksitlerinin
artan emisyonu, toprak asitlenmesi ve su otrifikasyonu gibi ekolojik sorunlara
neden olmaktadir (Dixon ve Kahn, 2004; Oldrody ve Downie, 2004;
http://www.microbiologyonline.org.uk/forms/rhizobium.pdf, 18.12.2009).

e Biyolojik Fiksasyon: Atmosferik azotun (N;) amonyaga biyolojik olarak
indirgenmesi seklinde tanimlanan biyolojik azot fiksasyonu biyosferdeki mevcut
azotun % 65’inin kaynagidir. Bu amonyagin biiyiikk bir kismi baklagil
konukgusunun uygun bakteri tarafindan enfekte edilmesiyle baslayan ve kok
nodiillerinin olugmasiyla sonuglanan baklagil-Rhizobium simbiyozu tarafindan

tiretilir (Lodwig ve ark., 2003).

Atmosferik azotun, simbiyotik, iligkili ve serbest yasayan bakterilerce amonyaga
donistiiriilmesi yani biyolojik azot fiksasyonu biyosferin azot igerigini takviye etmesi
ve denitrifikasyona bagl kayiplar1 dengelemesi nedeniyle azot dongiisiiniin 6nemli bir

pargasidir. Ayrica bu simbiyotik iligkiler, kimyasal giibre kullanimini, buna bagl olarak



da ¢evre kirlenmesini azalttig1 ve iirlin miktarini arttirdigi i¢in diinya tarimi agisindan
onemlidir. Biitiin bu perspektiflerden ele alindiginda biyolojik azot fiksasyonu ¢evre ve
diinya tarimi i¢in biiyiik 6neme sahiptir (Laranjo ve ark., 2002; Dixon ve Kahn, 2004).
Tliim yasayan organizmalar icgerisinde sadece bazi prokaryotlar azot fiksasyon
yetenegine sahiptir ve bu bakteriler pek ¢ok ana bakterial subeye dagilmis
durumdadirlar (Zakhia ve de Lajudie, 2001). Bu bakterilerden, azotu serbest yasam
formundayken fiske eden ve bu fiske edilmis azotu kendi gelisimleri i¢in kullanan
bakteriler serbest yasayan diazotroflar olarak adlandirilirlar. Serbest yasayan
diazotroflara bilinen en iyi 6rnekler toprak bakterileri olan Azotobacter tiirleri ve obligat
anaerob Clostridium tirleridir. Ek olarak Klebsiella, Azospirillum, Gluconacetobacter,
Azoarcus ve Herbaspirillum tiirleri rizosfer, rizoplane, filosfer ve bitkilerin hiicreler
arast bosluklarinda kolonize olurlar ve burada bitki-iliskili azot fiksasyonu
gerceklestirirler. Diger taraftan spesifik konukculari ile simbiyotik birliktelikler
olusturan bazi1 6zellesmis bakteriler konukgu igerisinde 6zel yapilar olusturarak azot
fiske eder ve bu fiske edilen azotu konukgularina aktarirlar. Bunlara simbiyotik
diazotroflar adi verilir (Sawada ve ark., 2003). Simbiyotik diazotroflara bir 6rnek
Actinomycetales ordosu igerisinde yer alan Frankia cinsi lyeleridir. Frankiae, 8 farkli
familyadan, 25 cins ve 200’{in iizerinde tiire ait, kiiciik agac¢lar ve calililardan olusan
oldukea ¢esitlilik gosteren bir grubun kokleri tizerinde perennial nodiiller olusturan azot
fikse edebilen aktinomiset simbiyontlardir ve bu birliktelik aktinorizal olarak
adlandirilir (Lechevalier, 1994). Bu birliktelik igerisinde yer alan bitkiler azotca fakir
topraklarda veya tahrip edilmis ortamlarda onciil olmasi sebebiyle onemlidirler. Bu
surette biokiitle liretiminde, arazi 1slahinda ve orman restorasyonunda faydali olurlar
(Benson, 1982). Bunula birlikte en iyi bilinen ve en iyi calisilmis bitki-bakteri
mutualizim iligkisi Rhizobiales ordosuna ait bakteriler ve Baklagiller (Fabaceae)
familyas1 liyesi bitkiler arasindakilerdir (Beattie, 2006). Rhizobia ve baklagiller
arasindaki bu birliktelik biyolojik olarak fiske edilen azotun % 80’inin kaynagidir ve bu
da diinya genelindeki protein girisinin % 25-30’una karsilik gelmektedir (McInroy ve
ark., 1999). Yaklasik 650 cins igerisinde siniflandirilmis 18.000’den fazla tiir ile bitkiler
aleminin en genis tclincli familyasini olusturan Baklagiller tarimsal anlamda ¢ok
onemlidirler ve diinya genelinde yiyecek, yem iiretimi, yesil giibre, erozyonu dnlemek,
bitkisel ila¢ ve bahge diizenleme gibi pek ¢ok amac icin yetistirilirler (Doyle, 1994; Gao
ve ark., 2004; Germano ve ark.,, 2006). Baklagiller familyasina ait ii¢ tane alt



familyadan, Mimosoideae ve Papilionoideae alt familyalarina ait tiirlerin % 90’nindan
fazlasinin ve Caesalpinoideae alt familyasina ait tlirelerin ise %25’den azinin Rhizobia
ile simbiyotik iligki icerisine girdigi ve nodiil olusturdugu bilinmektedir (Hirsch ve ark.,
2001).

Rhizobia, Baklagiller familyasina ait bitkilerin iizerinde kdk ve baz1 durumlarda
da govde nodiilleri olusturma ve bu yapilar igerisinde atmosferik azotun simbiyotik
fiksasyonunu gerceklestirme yetenegine sahip toprak bakterileridir (Moreira ve ark.,
1998). Etkin bir simbiyoz olusturmak i¢in Rhizobia’nin bir dizi 6zel gen grubuna
ihtiyact vardir. Bunlar, bitkileri simbiyotik nodiiller olusturmak {izere uyaran
nodiilasyon faktorlerinin (Nod faktorleri) sentezinde rol alan enzimleri kodlayan nod
genleri ve azot fiske eden nitrojenaz enziminin sentezinden sorumlu nif" genleridir
(Haukka ve ark., 1998). Rhizobia genomunun biiyiik bir boliimiinii izolatlarin ekolojik
yetenekleri ve simbiyotik performanslari {izerinde 6nemli 6l¢giide etkisi olan plazmitler
teskil eder. Pek ¢ok Rhizobia da nodiilasyon (nod, nol ve noe) ve azot fiksasyon (nif ve
fix) i¢in gerekli simbiyotik genler Simbiyotik Plazmitler (pSym) iizerinde bulunurlar
(Silva ve ark., 2003). Bu plazmitlerin laboratuar kosullarinda ve arazide izolatlar, tiirler
ve cinsler arasinda transfer edilebildigi gosterilmistir (Turner ve Young, 2000). Bu
nedenle bir Rhizobiyal tiir tasidig1 pSym tipine bagli olarak birden fazla baklagil tiiriinde
nodiil olusturabilirken benzer sekilde bir baklagil tiirii birden fazla Rhizobiyal tiir ile
simbiyotik iliski kurabilir.

1982’ye kadar kok nodiillerinden izole edilen tiim bakteriler Rhizobium cinsi
icerisinde smiflandirilmigtir. Tirler ise belirli konukgu bitkiler ile nodiil olusturmaya
dayanan capraz-agilama (cross-inoculation) grup fikrine gore tanimlanmistir (Germano
ve ark., 2006). Bu donemden sonra kok nodiil bakterilerinin taksonomisi, sistematikteki
gelismelere ve yeni konuk¢u ve habitatlardan yapilan kesiflere paralel olarak biiyiik
degisimler gecirmistir. Guinimilizde o-Proteobacteria igerisinde Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Rhizobium, Mesorhizobium ve Ensifer olmak iizere bes tane
Rhizobiyal cins vardir. Bununla birlikte son yillarda azot fiske eden Baklagil
simbiyontlarina ait, a-Proteobacteria igerisinde; Methylobacterium, Devosia,
Blastobacter,  Ochrobactrum, cinslerini  ayrica  B-Proteobacteria  igerisinde;
Burkholderia ve Cupriavidus cinslerini  ve y-Proteobacteria igerisinde de

tanimlanmamis bazi izolatlar1 kapsayan yeni soy hatlari tanimlanmistir (Romdhane ve

ark., 2006).



Diinyanin farkli bolgelerindeki baklagiller (6zellikle yabani baklagiller) iizerinde
yapilacak arastirmalar Rhizobia’nin biyolojik ¢esitliligini ve ekolojik 6zelliklerini daha
iyl anlamamiz1 saglayacaktir. Ayn1 zamanda bu arastirmalar sonucunda elde edilecek
ozellikle molekiiler veriler nodiilasyon ve azot fiksasyonu gibi ekolojik anlamda kiiresel
oneme sahip olaylarin esaslari, nasil evrimlesti§i ve popiilasyonlar arasinda nasil
dagildig1 gibi sorulara daha net bicimde cevap verilmesini saglayacaktir. Bu ¢alisma
Tiirkiye’de yetistirilen Bakla (Vicia faba L.), bezelye (Pisum sativum L.) ve fasulye
(Phaseolus vulgaris L.)’de yayilis gosteren kok nodiil bakterilerinin teshisine yonelik
onctl bir calismadir ve bu bolgeden diinya literatiirliine ve veri tabanlarina ilk molekiiler

verileri saglamasi anlaminda da biiyiik 6nem tagimaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Rhizobia’nin Tanimi

Rhizobia kelimesi Yunanca rhiza (kok) ve bios (yasam) isimlerinden tiiretilmistir
(Krishnan ve Bennett, 2006). Klasik olarak Fabaceae (Baklagiller) familyasina ait
bitkilerde, kdk veya govde nodiilleri olusturma kabiliyetine sahip simbiyotik bakteriler
olarak tamimlanan Rhizobia, bu nodiiller igerisinde azot (N,) fikse edebilen
bakteroidlere doniismektedirler (Tan ve ark., 2001). Her ne kadar bu simbiyotik iligki
Rhizobia ve Baklagillere 6zgiil bir iliski olsa da Parasponia (Ulmaceae) buna bir istisna
olusturmaktadir (Trinick, 1973; Akkermans ve ark., 1978; Lafay ve ark. (2006)’dan).
Rhizobium ayn1 zamanda bir cins ismi olmasma karsin genellikle kok nodiil
bakterilerinin tiimiinii ifade etmek i¢in de kullanilir. Bu calismada da Rhizobium
(¢ogulu Rhizobia) kelimesi italik olarak yazilmadigi yerlerde kdk nodiil bakterilerinin

genelini belirtmek i¢in kullanilmaktadir.

2.2 Kok Nodiil Bakterilerinin Siniflandirilmasindaki Gelismeler

Rhizobia taksonomisi siirekli olarak degisen bir yap1 gostermektedir. Bu durum
taksonomide kullanilan morfoloji, fizyoloji ve DNA dizi analizleri gibi kriterlerdeki
teknolojik gelismelere bagl olarak gerceklesmektedir (Sahgal ve Johri, 2006). Rhizobia
taksonomisini anlamak ve bu giin gelinen noktay1 dogru degerlendirmek i¢in gegmisten
giiniimiize meydana gelen degisimleri ve kullanilan kriterleri gozden gegirmekte fayda
vardir.

Hellriegel ve Wilfarth’in yaptiklar1 ¢aligmalar, baklagillerin havadan azot temin
etmelerini saglayan etmenin kok nodiilleri icerisindeki mikroplar oldugunu agikca
ortaya koymustur (Hellriegel ve Wilfarth, 1888; Young ve Haukka, (1996)’dan).
Hellriegel, baklagil kdk nodiillerinin fizyolojik 6nemlerini gosterirken, mikrobiyologlar
buna neden olan organizmayi arastirmislardir. Frank, kok nodiillerini incelemis ve o
donemdeki pek ¢ok kisi gibi simbiyontun bir fungus oldugunu diisiinmiistiir ve buna
Schinzia leguminosarum adim vermistir (Frank, 1879; Young ve Haukka, (1996)’dan).
Beijerinck, baklagillerin kok nodiillerinden bir bakteriyi ilk olarak izole ettiginde buna
Bacillus radicicola adim1 vermistir, fakat bu tiir daha sonra Frank tarafindan Rhizobium
adiyla tekrar isimlendirilmistir (Beijerinck, 1888; Frank, 1889; Sahgal ve Johri
(2003)’den). 11k arastirmacilar Rhizobia’y1 biitiin baklagilleri nodiile edebilen tek bir tiir



olarak kabul etmislerdir. Lohnis ve Hansen’in yaptiklar1 oneriyle Rhizobia gelisim
hizlaria gore geleneksel olarak iki gruba ayrilmigtir (Lohnis ve Hansen, 1921; Ballows
ve ark. (1991)’den). Hizh gelisenler terimi genel olarak yonca, fasulye, bezelye ile ilgili
olan ve jenerasyon zamani 6 saatten az olan Rhizobia i¢in kullanilirken, yavas
gelisenler terimi ise soya fasulyesi ve boriilce tiirleri ile iligkili olan ve jenerasyon
zamani 6 saatten fazla olan Rhizobia’y1 ifade etmek i¢in kullanilmistir (Ballows ve ark.,
1991). Bu gruplama giinlimiizde siniflandirma anlaminda herhangi bir 6nem tagimasa
da, elde edilen izolatlarin kimlikleri konusunda bir 6n bilgi vermesi nedeniyle, zaman
zaman pratikte kullanilmaktadir. Bu iki grup, 1982 yilinda Jordan’in Bradyrhizobium
adinda yeni bir cins tanimlamasina kadar aymi cins (Rhizobium) igerisinde
siniflandirilmiglardir (Sahgal ve Johri, 2003). Fred ve arkadaslarinin baklagil nodiil
bakterileri lizerine yayinladiklar1 klasik ve kapsamli kitaplarinda yaptiklar1 onerileri,
1982’ye kadar nomenklatiirde herhangi bir degisiklik meydana gelmedigi icin yarim
asir boyunca gegerliligini korumustur (Fred ve ark., 1932; Young ve Haukka,
(1996)’dan). Bu arastirmacilar konukgu c¢esitliligine bagli olarak Rhizobium cinsi
icerisinde R. leguminosarum (Lathyrus, Lens, Pisum ve Vicia), R. japonicum (G. max),
R. lupini (Lupinus), R. meliloti (Melilotus, Medicago, Trigonella), R. phaseoli
(Phaseolus) ve R. trifolii (Trifolium) olmak iizere 6 tlir tanimlamiglardir. Ayrica bu
tanimladiklar1 tiirlerin belirli morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerini de tarif etmislerdir
(Sahgal ve Johri, 2003). Rhizobia’nmin konuk¢u smirlarina bagli olarak tiirlere
ayrilabilecegi ve tersi bicimde baklagillerin karsilikli olarak degistirilebilir
simbiyontlarina bagl olarak gruplanabilecegi fikri ¢capraz asilama (cross inoculation)
kavrami olarak bilinmektedir (Young ve Haukka, 1996). Capraz asilama fikrine dayali
taksonomi bu kurala uymayan pek cok istisnai 6rnegin kesfedilmesinden ve ayrica hizlh
gelisen Rhizobia’da azot fiksasyonu ve nodiilasyon i¢in gerekli genlerin bakteriler
arasinda transfer edilebilen simbiyotik plazmitler iizerinde bulundugunun
belirlenmesinden dolay1r gecerliligini yitirmistir. Dahasi, ayn1 donemlerde Rhizobium
siniflandirilmasinin, nodiilasyon o6zelliklerine gore degil, genomik, fenotipik ve
filogenetik o6zellikleri kapsayan genel bakteri taksonomisine uydurulmasi gerektigi
genis Ol¢iide kabul edilmistir (Malek ve Sajnaga 1999; Zakhia ve de Lajudie, 2001).
Modern bakteri taksonomisinde cins ve daha yiiksek taksonomik kategorilerdeki
hiyerarsik siniflandirma temel olarak 16S rDNA dizileri kullanilarak yapilan filogenetik

analizlerden elde edilen sonuglara gore olusturulur (Sawada ve ark., 2003). Buna karsin



bakteri siniflandirmasindaki temel birim olan tiir ise, %70 veya daha fazla DNA-DNA
hibridizasyon degeri ve 5 C°’den az Ty, derece farki gosteren izolatlarin olusturdugu
grup olarak tanimlanir (Wayne ve ark., 1987). Bununla birlikte %70°lik bu deger kesin
bir sinir olarak alinmamalidir zira diger 6zellikleri agisindan birbirinden ayrilamiyan ve
%50’den az DNA-DNA hibridizasyon degeri gosteren izolatlarda ayni tiir igerisinde
degerlendirilebilir. Bir tiir olarak kabul edilen izolatlar arasinda G+C igerigi agisindan
%35 mol’den az fark bulunmalidir. Ayrica farkl: tiirler olarak ifade edilen izolatlarin 16S
rDNA dizi benzerliklerinin ise %97’den az olmasi gerekmektedir (Goodfellow ve
O’Donnel, 1993; Malek ve Sajnaga, (1999)’dan; Tindall ve ark., 2010).

Niimerik taksonomi, karbonhidrat metabolizmasi, antibiyotik direncliligi, seroloji,
DNA hibridizasyonu, RNA analizleri ve DNA baz oranlar1 gibi analizleri kapsayan
calismalar, yavas ve hizli gelisen Rhizobia arasindaki farkliliklarin sadece gelisim
hizlart ile sinirli olmadigint gostermistir (Ballows ve ark., 1991). Bu veriler 1s18inda
Jordan, yavag gelisen Rhizobia’y1 tek bir tiirii olan (B. japonicum) Bradyrhizobium
adiyla yeni bir cinse yerlestirmistir (Jordan, 1982). Bu ayrim “Uluslararas1 Rhizobium
ve Agrobacterium Taksonomisi Alt Komitesi” tarafindan kabul edilmis ve Bergey’s
Manuel of Systematic Bacteriology’nin 1984’deki ilk baskisinda baklagiller ile
simbiyotik iligkiye giren kok nodil bakterileri, Rhizobium (hizli gelisen) ve
Bradyrhizobium (yavas gelisen) olmak iizere iki cins olarak verilmistir (Jordan, 1984).
Daha sonraki donemlerde gerek mevcut B. japonicum tiirii i¢erisinden gelisen tekniklere
bagli olarak yeni tiirler tanimlanmasi, gerekse de farkli lokalitelerdeki yeni
konukgulardan izole edilen 6rneklerden yeni Bradyrhizobium tiirlerinin tanimlanmasiyla
cins igerisindeki tiirlerin sayisi artmistir. Giiniimiizde bu cins igerisinde B. japonicum
(Jordan, 1982), B. elkanii (Kuykendall ve ark., 1992), B. liaoningense (Xu ve ark.,
1995), B. yuanmingense (Yao ve ark., 2002), B. betae (Rivas ve ark., 2004), B.
canariense (Vinuesa ve ark., 2005), B. jicamae (Ramirez-Bahena ve ark., 2009), B.
pachyrhizi (Ramirez-Bahena ve ark.,, 2009) olmak iizere toplam 8 adet tir
bulunmaktadir.

Bu donemden sonra oOzellikle yabani baklagillerin mikrosimbiyontlarinin
arastirilmasi ¢ok sayida yeni Rhizobia cins ve tiiriinii beraberinde getirmistir. Dreyfus
ve ark. (1988), Sesbania rostrata govdesinden izole ettikleri bakterilerin, fenotipik
ozellikleri, karsilastirmali protein jel elektroforez sablonlari, DNA-DNA ve DNA-

rRNA hibridizasyon oranlar1 agisindan o doneme kadar tanimlanmis olan iki Rhizobiyal



cinsten (Rhizobium ve Bradyrhizobium) olduke¢a farkli olduklarini belirlemislerdir. Bu
veriler 1s181nda Azorhizobium adiyla yeni bir cins ve cinsin tip tiirli olarak da A.
caulinodans’t tanimlamiglardir. Moreira ve ark. (2006) 4. doebereinerae tiirinii
tanimlayana kadar, bu tiir uzun yillar boyunca Azorhizobium cinsi igerisindeki tek tiir
olarak kalmistir.

Diger bir Rhizobiyal cins olan Sinorhizobium ilk olarak Chen ve ark. (1988)
tarafindan Cin de yetistirilen soya fasulyesinden izole edilen simbiyotik bakterilerden
tanimlanmistir. Chen, Sinorhizobium igerisinde iki adet tiir tanimlamistir. Bunlardan bir
tanesi daha once Scholla ve Elkan (1984) tarafindan Rhizobium cinsi igerisinde R. fredii
olarak tanimlanan Sinorhizobium fredii, digeri ise tamamen yeni bir tiir olan S.
xinjiangensis 'dir. Tamimlanan bu yeni cins, Jarvis ve ark. (1992) tarafindan elestirilse
de, de Lajudie ve ark. (1994), yaptiklar1 ¢alisma ile Chen’in tanimlamis oldugu
Sinorhizobium cinsinin dogrulugunu gostermis ve daha 6nce Rhizobium cinsi igerisinde
simiflandirilan R. meliloti’yi de S. meliloti adiyla bu cins igerisine dahil etmislerdir.
Ayrica ayni ¢alismada S. saheli ve S. teranga adiyla yeni iki tiir tanimlamislardir.
Willems ve ark. (2003) Sinorhizobium tiirlerini temsilen segtikleri izolatlar ile Ensifer
cinsinin tip tiriini (E. adherens) fenotipik ve cesitli genotipik Ozellikleri agisindan
karsilastirdiklarinda bu iki cinsin sinonim oldugunu belirlemislerdir. Bununla birlikte
Ensifer cinsi Sinorhizobium’dan daha Once tanimlandigindan sistematikteki oncelik
(priority) kurali geregince Ensifer cins ismi kabul edilmis ve Sinorhizobium ise
sinonim olarak kalmistir (Young, 2003). Son yillarda tanimlanan yeni tiirler ile birlikte
Ensifer cinsi igerisinde; E. meliloti (de Lajudie ve ark., 1994), E. saheli (de Lajudie ve
ark., 1994), E. terangae (de Lajudie ve ark., 1994), E. adherens (Casida, 1982), E.
fredii (Chen ve ark., 1988), E. medicae (Rome ve ark., 1996), E. arboris (Nick ve ark.,
1999), E. kostiense (Nick ve ark., 1999), E. kummerowiae (Wei ve ark., 2002), E.
morelense (Wang ve ark., 2002), E. americanus (Toledo ve ark., 2003), E.
xinjiangense (Chen ve ark., 1988) olmak tizere 12 adet tiir bulunmaktadir.

[k olarak Lotus corniculatus kdklerinden izole edilerek tanimlanan Rhizobium
lotinin yapilan ¢alismalar sonucunda o doneme kadar tanimlanmis Rhizobium,
Agrobacterium, Azorhizobium ve Ensifer tirlerinden olduk¢a farklt oldugu
belirlenmistir (Jarvis ve ark., 1982; Jarvis ve ark., 1997). Bu donemi takiben R. huakuii
(Chen ve ark., 1991), R. ciceri (Nour ve ark., 1994), R. mediterraneum (Nour ve ark.,

1995) ve R. tianshanense (Chen ve ark., 1995) gibi bu tiire olduk¢a yakin yeni tiirler de



tanimlanmistir. Jarvis ve ark. (1997), 16S rDNA baz dizilerinin filogenetik iligkilerine
dayanarak bu tiirlerin RAizobium cinsinden bagimsiz ayri bir cinste siniflandirilmasini
Onermisler ve bu yeni cinse, kapsadig: tiirler hem gelisim siireleri hem de filogenetik
pozisyonlar1 acisindan Rhizobium ve Bradyrhizobium cinsleri arasinda bir 6zellik
gosterdiklerinden Mesorhizobium adin1 vermislerdir. Giinimiizde Mesorhizobium cinsi
igerisinde; M. loti, M. huakuii, M. ciceri, M. tianshanense, M. mediterraneum, M.
plurifarium (de Lajudie ve ark., 1998), M. amorphae (Wang ve ark., 1999), M.
chacoense (Velazquez ve ark., 2001), M. septentrionale (Gao ve ark., 2004), M.
temperatum (Gao ve ark., 2004), M. thiogangeticum (Ghosh ve Roy, 2006), M.
albiziae (Wang ve ark., 2007), M. caraganae (Guan ve ark., 2008), M. gobiense (Han
ve ark., 2008a), M. tarimense (Han ve ark., 2008a), M. australicum (Nandasena ve
ark., 2009), M. metallidurans (Vidal ve ark., 2009), M. opportinistum (Nandasena ve
ark., 2009) ve M. shangrilense (Lu ve ark., 2009) olmak tizere 19 tiir bulunmaktadir.
De Lajudie ve ark. (1998) Senegal’den Neptunia natans kok nodiillerinden izole
ettikleri bakterilerin o zamana kadar tanimlanan Rhizobiyal cinslerden (Rhizobium,
Agrobacterium, Bradyrhizobium, Ensifer, Mesorhizobium ve Azorhizobium) farkli
oldugunu belirterek Allorhizobium adiyla yeni bir cins ve cinsin tip tiirli olarak da A4.
undicola tirini Onermislerdir. Bu yeni cins ve tiir on yildan fazla bir zaman
gecerliligini  korumustur. Young ve ark. (2001) Allorhizobium, Rhizobium ve
Agrobacterium’un ayr birer cins olarak kabul edilmeleri i¢cin gerekli 6zgiin fenotipik
karakterlere sahip olmadiklarim1 ve filogenetik ayrimlarinin secilecek algoritmaya ve
veri setindeki DNA dizilerine gore degistigini belirtmiglerdir. Bu nedenle de bu ii¢
cinsin Rhizobium cinsi adi altinda birlestirilmesini Onermislerdir. Bu oneri genel
anlamda kabul gormiistiir. Dolayisiyla da Allorhizobium cinsi ve A. undicola tiirii artik
gecerliligini yitirmis, Rhizobium cinsi ve R. undicola tiirii olmustur. ilk olarak
tanimlandigi donemlerde oldukga polifiletik bir yap1 gosteren Rhizobium cinsi
giiniimiize kadar yukarida agiklandig1 gibi igerisinden cesitli cins ve tiirlerin ayrilmasi
(Bradyrhizobium, Mesorhizobium ve Ensifer) veya katilmasiyla (Allorhizobium ve
Agrobacterium) biiyiik oranda degismis ve filogenetik anlamda ¢ok daha homojen bir
yaptya kavusmustur. Giiniimlizde Rhizobium cinsi igerisinde; R. leguminosarum
(Frank, 1889; Sahgal ve Johri (2003)’den), R. galegae (Lindstrom, 1989), R. tropici
(Martinez-Romero ve ark., 1991), R. undicola (de Lajudie ve ark., 1998), R.etli
(Segovia ve ark., 1993), R. giardinii (Amarger ve ark., 1997), R. gallicum (Amarger ve
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ark., 1997), R. hainanense (Chen ve ark., 1997), R. mongolense (Van Berkum ve ark.,
1998), R. huautlense (Wang ve ark., 1998), R. larrymooreii (Bouzar ve ark., 2001), R.
yanglingense (Tan ve ark., 2001), R. indigoferae (Wei ve ark., 2002), R. sullae
(Squartini ve ark., 2002), R. loessense (Wei ve ark., 2003), R. daejeonense (Quan ve
ark., 2005), R. lusitanum (Valverde ve ark., 2006), R. radiobacter (Smith ve
Townsend, 1907; Young ve ark. (2005)’den), R. rhizogenes (Riker ve ark., 1930;
Young ve ark. (2005)’den), R. rubi (Hildebrand 1940; Young ve ark. (2005)’den), R.
vitis (Ophel ve Kerr, 1990), R. cellulosilyticum (Garcia-Fraile ve ark., 2007), R.
selenitireducens (Hunter ve ark., 2007), R. fabae (Tian ve ark., 2008), R. miluonense
(Gu ve ark., 2008), R. multihospitium (Han ve ark., 2008b), R. oryzae (Peng ve ark.,
2008), R. phaseoli (Ramirez-Bahena ve ark., 2008), R. pisi (Ramirez-Bahena ve ark.,
2008), R. alkalisoli (Lu ve ark., 2009), R. mesosinicum (Lin ve ark., 2009), R.
tibeticum (Hou ve ark., 2009a), R. alamii (Berge ve ark., 2009) ve R. soli (Yoon ve
ark., 2009) olmak tizere 34 tiir bulunmaktadir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar ile simbiyotik diazotrofi 6zelliginin yukarida
belirtilen tipik Rhizobiyal cins veya tiirler ile sinirli olmadigi, bunlarin yanm sira
filogenetik anlamda bu gruplardan bagimsiz, beklenmedik baz: tiirlerin de bir sekilde bu
ozelligi gosterdigi belirlenmistir. Bu tiirlerden biri olan Blastobacter denitrificans ilk
olarak Almanya’da bir g6l suyundan izole edilmis ve tanimlanmistir (Hirsch ve Miiler,
1985). Buna karsin bu caligsmada tiiriin simbiyotik diazotrofi 6zelligine dair bir bilgi
bulunmamaktadir. Van Berkum ve Eardly (2002) yaptiklar1 ¢alismada Aeshynomene
indica’dan izole edilen ve Bradyrhizobium spp. olarak tanimlanan bazi izolatlarin 16S
rDNA analizlerinde Blastobacter denitrificans’a benzedigini belirlemis ve bu tiiriin tip
susunu da i¢ine alan bir ¢alisma yaparak bu tiire ait izolatlarin A. indica ile simbiyotik
azot fiksasyon 6zelligini ortaya koymuslardir. Rivas ve ark. (2003), Hindistan’da sucul
bir Baklagil olan Neptunia natans’dan izole ettikleri bakterilerin daha 6nce Senegal’den
ayni bitkiden izole edilen ve Rhizobium undicola (6nceden Allorhizobium undicola)
olarak tanimlanan tiirden farkli oldugunu belirtmislerdir. Yaptiklar1 analizler sonucunda
bu izolatlarin Devosia cinsi igerisinde yeni bir tiir oldugunu belirlemisler ve Devosia
neptuniae adiyla bu tlirii tanimlamiglardir. Son yillarda kok nodiil bakterileri hakkindaki
en sira dis1 bulgulardan biri Jourand ve ark. (2004)’dan gelmistir. Bu arastirmacilar
Samba ve ark. (1999)’nin Senegal’de yetisen 3 Crotalaria tiirtinden izole ettikleri

bakterilerin fakiiltatif metilotrofik bakteriler olan Methylobacterium cinsi igerisindeki
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yeni bir tlire ait olduklarin1 belirlemigler ve bu tliri Methylobacterium nodulans adiyla
tanimlamiglardir. Bu konuda bir diger bulgu Trujillo ve ark. (2005)’dan gelmistir.
Arastirmacilar Ngom ve ark. (2004)’nin Acacia mangium kok nodiillerinden izole
ederek Ochrobactrum cinsine ait olduklarini belirttikleri bakterilerin nod ve nif
genlerinin varligini gostermisler ve ayrica izolatlarin yeni bir Ochrobactrum tiiriine ait
olduklarini1 kanitlayarak tirti Ochrobactrum lupini adiyla tanimlamiglardir. Bundan
birkag y1l sonra Zurdo-Pineiro ve ark. (2007), Ispanya’da yetisen Cytisus scoparius kok
nodiillerinden izole ettikleri iki simbiyotik izolatin Ochrobactrum cinsi igerisinde yeni
bir tiir oldugunu belirtmisler ayrica nod ve nif genlerini tasidiklarini da gostermislerdir.
Bu yeni tiirii de Ochrobactrum cytisi adiyla tanimlamislardir. Ispanyadan rapor edilen
diger bir sira dis1 Rhizobia’da, Valverde ve ark. (2005) tarafindan tanimlanmustir.
Arastirmacilar  Trifolium pratense kok nodiillerinden izole ettikleri bakterilerin
Phyllobacterium cinsi igerisinde yeni bir tiir oldugunu tespit etmisler ve bu tiire de P.
trifolii adin1 vermislerdir.

Moulin ve ark. (2001) Giiney Afrika’dan Aspalathus carnosa ve Fransiz
Guyana’sindan Machaerium lunatum kok nodiillerinden izole ettikleri bakterilerin
Bacteria domain’ninin B-Proteobacteria altsinifina ait olduklarini rapor edinceye kadar,
baklagillerin kokleri ile simbiyotik iliskiye giren diazotrofik bakterilerin sadece a-
Proteobacteria altsinifina ait olduklar1 digiiniilmiistiir. Bu arastirmacilar yaptiklari 16S
rDNA baz dizi filogenisi analizlerinde, bu bakterilerin Burkholderia cinsi icerisinde yer
aldiklarini belirlemisler ve bu grup igerisindeki bakterilere B-Proteobacteria altsinifina
atfen B-Rhizobia (dolayisiyla da a-Proteobacteria altsinifinda yer alan Rhizobia ya da
a-Rhizobia) adin1 vermislerdir (Moulin ve ark., 2001). Bu bulguyu takip eden yillarda
B-Rhizobia’ya yonelik ¢cok sayida c¢alisma yapilmis ve Burkholderia cinsi igerisinde B.
phymatum (Vandamme ve ark., 2002), B. tuberum (Vandamme ve ark., 2002), B.
cepacia (Rasolomampianina ve ark., 2005), B. mimosarum (Chen ve ark., 2006), B.
nodosa (Chen ve ark., 2007), B. sabiae (Chen ve ark., 2008), ve Cupriavidus cinsi
igerisinde de C. taiwanensis (Chen ve ark., 2003) tiirleri tanimlanmistir. Dolayisiyla
giiniimiizde toplamda 7 adet -Rhizobia tiiri bulunmaktadir.

Glniimiizde Baklagiller familyasina ait bitkilerin kokleri ile simbiyotik iligki
icerisine giren diazotrofik bakteriler Sekil 2.1°de goriilebilecegi gibi Bacteria
domaininin o- ve B-Proteobacteria altsiniflart igerisindeki 12 cins ve 88 tiirde

siiflandirilmaktadir. Bakteri sistematigi alanindaki gelismeler ve farkli konukg¢ulardan
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(6zellikle yabani baklagil tiirlerinden) ve farkli lokalitelerden yapilan aragtirmalar ile

ileride bu rakamlarin daha da artacagi kesindir.

[ Rhizobia ]
Domain: Bacteria
I : 1
Sinif: a-Proteobacteria Sinif: B-Proteobacteria
(a-Rhizobia) (B-Rhizobia)

[Taklm: Rhizobiales ] [Taklm: Burkholderiales ]
Familya: (Familya:
Rhizobiaceae \Burkholderiaceae

1

Cins: Rhizobium Cins: Burkholderia
Ensifer Cupriavidus

Familya:
Bradyrhizobiaceae

Cins: Bradyrhizobium
Blastobacter

Familya:
Phyllobacteriaceae

Cins: Mesorhizobium
Phyllobacterium

1

1

Familya:
Methyvlobacteriaceae

Cins: Methylobacterium ]

(S

Familya:
Hyphomicrobiaceae

Cins: Azorhizobium ]
Devosia

Familya: Brucellaceae ]

Cins: Ochrobactrum ]

Sekil 2.1 K&k nodiil bakterilerinin Bacteria domaini igerisinde siniflandirtildigt familyalar ve cinsler
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2.3 Rhizobia izolatlarimin Teshis ve Simflandirilmasinda Kullanilan Yéntemler

Yapilan c¢alismalarda, her ne kadar elde edilen Rhizobiyal izolatlarin tiimi
onemli olsa da, onlarca veya yiizlerce drnekten olusan bir koleksiyonla ¢alisilirken bazi
dolayli yontemler ile genetik ¢esitliligi belirlemek ve 6n gruplama yapmak zamansal ve
maddi kosullar acisindan gereklidir. Bu amacla kimligi bilinmeyen Rhizobiyal
izolatlarin onciil karakterizasyonlar1 icin, farkli fenotipik karakterlerin niimerik
taksonomisi, RAPD (Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA), FAME (Yag asidi metil
esterleri) analizleri, total coziinebilir protein sablonlari, faj tipleme, rep-PZR
(Genomik parmak izi), antibiyotik direncliligi gibi yontemler kullanilmaktadir
(Lindstrom ve ark., 2006). Elde edilen Rhizobiyal izolatlarin 6n karakterizasyonu i¢in
belirtilen bu metotlarin yani sira yaygin bigimde kullanilan bir diger yontemde 16S
rDNA PZR-RFLP (Restriksiyon Fragmentleri Uzunluk Polimorfizmi) analizidir. Bu
yontem Rhizobia grubu bakteriler i¢in ilk olarak Laguerre ve ark. (1994) tarafindan
uygulanmistir. Arastirmacilar Cfol, Hinfl, Mspl, Ndell veya Cfol, Hinfl, Rsal, Mspl
(veya Ndell) enzim setleri kullanarak yapilan 16S rDNA PZR-RFLP analizinin o
donemde tanimlanan tiim Rhizobiyal tiirleri ayirabilecegini gdstermislerdir. Bu
calismayi takip eden yillarda pek ¢ok yeni Rhizobiyal tiir tanimlanmasina ragmen bu
enzim setleri hala ayrim giiclinii biiyilk oranda korumaktadir, bu nedenle de bu
calismada tercih edilmistir.

Daha once belirttigimiz gibi bakteri taksonomisinde cins ve daha yiiksek
taksonomik kategorilerdeki hiyerarsik smiflandirma temelde 16S rDNA dizilerine
dayali filogenetik analizlerden elde edilen sonuglara gore yapilir (Sawada ve ark.,
2003). Bunun temel nedeni, ribozomal genlerin fonksiyonel devamlilik gdstermeleri,
tiim organizmalarda bulunmalari, ve farkl dizi pozisyonlarinda oldukga farkli oranlarda
degismeleridir ki, bu 6zellik en uzak iliskileri de kapsayacak sekilde cogu filogenetik
iligkilerin Olclilmesini miimkiin kilmaktadir (Woese, 1987). Bu nedenle elde edilen
farkli 16S rDNA RFLP sablonlarini temsilen segilen izolatlarin kismi veya tam 16S
rDNA dizileri belirlenerek, bu izolatlarin dolayisiyla da temsil ettikleri gruplarin cinsleri
kesin olarak belirlenir ve tiirleri hakkinda ise bir fikir sahibi olunur.

Bakteri sistematiginde 16S rDNA dizilemesinin bir yaklasim olarak biiyiik
basarisi, bakterilerin evrimsel iliskilerinin rRNA genlerine giivenilir bir sekilde
yansidig1 (gbzlenebilecegi) varsayimina dayanmaktadir. Bununla birlikte eger bakteriler

arasinda kromozomal genlerin degisimi gerceklesirse, genlere ait agaglar kesin olarak
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tiir agaclarini temsil etmeyebilir (Gaunt ve ark., 2001). Yapilan ¢alismalar Rhizobia
genomunda kimerik 16S rDNA dizilerinin bulunduguna dair kanitlar ortaya koymustur
(Eardly ve ark., 1996). Ayrica Mesorhizobium cinsi igerisindeki tiirler arasinda 16S
rDNA geninin tam kopya olarak transfer edilebildigi de tespit edilmistir (Sullivan ve
ark., 1996). Bu bulgular 16S rDNA baz dizisi filogenisinin yaniltici olabilecegini ortaya
koymaktadir. Bu nedenle 16S rDNA’da oldugu gibi tek gen filogenilerine baglh
analizlerde gen transfer etkisini belirleyebilmek icin birden fazla lokus calisilmalidir.
Bu yolla Rhizobia igerisindeki evrimsel ve ekolojik iliskilerin daha detayli olarak
anlasilabilmesi igin DNA degisimi yapan tiir veya cinsler belirlenebilir ve konsensiis
iligkileri ortaya c¢ikartilabilir (Turner ve Young, 2000; Gaunt ve ark., 2001). Bu
calismada 16S rDNA’ya ek olarak bir housekeeping gen (kromozom iizerinde yer alan
temel metabolik gen) olan recA geninin DNA baz dizi filogenisi de yapilmistir. RecA
geni, DNA rekombinasyon ve onarim sisteminin bir kisminit kodlar ve bu genin

Bacteria igerisindeki filogenisi 16S rDNA ile tutarlilik gosterir (Gaunt ve ark., 2001).

2.4 Nodiilasyon Siireci ve Genetik Temelleri

2.4.1 Nodiilasyon (nod) Faktorleri ve Sentezlenmesinde Rol Oynayan Genler
Rhizobia tarafindan salgilanan ve Nodiilasyon faktorleri (Nod faktorleri) olarak

isimlendirilen 6zel sinyal molekiilleri nodiilasyon siirecindeki erken etkilerin

uyarilmasinda temel bir rol oynamaktadir (Geurts ve Bisseling, 2002). Bu erken etkiler

su sekilde siralanabilir:

e Nod faktori uygulamasindan birka¢ saniye sonra, kilcal kok ucunda Ca®"
giriginin ger¢eklesmesi ve sitosolik Ca*" konsantrasyonunda artis. Bunun sonucu
olarak da bir membran depolarizasyonunun olugmasi.

e 20-30 dakika sonra koklerden peroksit salinmasinin baskilanmasi ve kilcal kok
hiicreleri igerisindeki aktin ve mikrotiibiil aginin yeniden organizasyonu.

e Bunu takiben ¢ekirdek c¢evresindeki bolgede stoplazmik kalsiyum
konsantrasyonunun peryodik degisiminin (Ca" spiking) uyarilmasi ve sonrasinda
kilcal koklerde deformasyon olusmasi, kortikal hiicrelerde boliinmenin
baslamasi, kilcal koklerde kivrilma ve enfeksiyon ipliginin olusmaya baglamasi

(Hirsch ve ark., 2001; Brewin, 2004).
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Rhizobium-baklagil etkilesiminde 0zgiinlik temel olarak konuk¢u bitki
tarafindan taninan nod faktorlerince kontrol edilir. Nod faktorleri genellikle beta-(1,4)
bagiyla bagl, dort veya bes N-asetil-D-glukozamin (GlIcNAC) pargas: igeren bir
oligosakkarit omurgadan olusmaktadir. Bu oligosakkarit omurga kitin yapisina
benzerlik gosterdiginden Nod faktorlerine siklikla lipo-Kitin oligosakkaritler (LCO) de
denilmektedir. Rhizobia’da konukg¢u 6zgiinliigii Nod faktorlerindeki ¢esitli varyasyonlar
ile belirlenir (Sekil 2.2). Bu varyasyonlar;

e N-asetil-D-glukozamin birimlerinin sayilarindaki varyasyonlar. Genellikle bu
birimlerin sayilari 3 ila 6 arasinda degisim gosterir.

e Sekil 2.2’de R1-R9 arasinda gosterilen, izolata 6zgii yer degistirmeler.

e Baghh yag acil zincirinin yapisindaki varyasyonlar (zincirin uzunlugu ve
doymamislik derecesi).

e Ozel op-doymamis yag asidi zincirlerinin varligi veya yoklugu, seklinde

stralanabilir (Spaink, 2000; Brewin, 2004).
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Sekil 2.2 Rhizobia tarafindan salgilanan nod faktérlerinin genel kimyasal yapisi (Spaink, 2000)

Konukgu bitki ¢esitliligini belirleyen bu tiirlii varyasyonlar ve yer degistirmeler
bakteri genomundaki konukguya 6zel nod genleri tarafindan kodlanir (Chaintreuil ve
ark., 2001). Nodiilasyon genlerinden nodABCD, biitiin Rhizobia’da bulunurken,
digerleri sadece bazi tiirlerde bulunur. NodABCD genleri tim nod faktorlerinin
lipooligosakkarit omurgalarinin sentezinden sorumludurlar ve nodiilasyon igin
kaginilmaz olarak gereklidirler. Bunlara ek olarak nodIl ve nodJ gibi genler Nod
faktorlerinin bakteri hiicrelerinden salinmasinda rol alan NodI ve NodJ zar proteinlerini
kodlamaktadir. Ayrica nodL, nodH gibi konukcuyu belirleyen genler, nodiilasyon

faktorlerindeki ¢esitli yer degistirmeleri belirlerler ve bu genlerdeki mutasyonlar
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Rhizobiyal konukcu ¢esitliliginde degismelerle sonuglanabilir. Bu nedenle nod genleri
ve nod faktorleri, nodiilasyon ve konukeu ¢esitliliginde merkezi bir rol oynar (Debelle
ve ark., 2001; Madigan ve ark., 2003). Nod faktorlerinin sentezlenmesinde ve
salgilanmasinda gorev alan farkli genler ve bunlarin fonksiyonlar1 Cizelge 2.1°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.1 Nod faktorlerinin sentezlenmesinde ve salgilanmasinda gorev alan farkli genler (Krishnan
ve Bennett, 2006)

Nod Geni Gorevi
Regiilasyon Genleri:
nodD LsyR-transkripsiyonel aktivator
nodV Iki bilesenli regiilasyon
nodW Iki bilesenli regiilasyon
nolA transkripsiyonel aktivator
nolR LsyR tip regiilator
syrmM LsyR tip regiilator
Glikozamin Omurganin Sentezinde Rol
Alan Genler:
nodB Deasetilaz
nodC UDP-GIcNAc transferaz
nodM D-glukozamin sentetaz
Yag Asidi Sentezinde ve Bunlarin Nod
Faktorlerinin  Indirgenmemis Ucuna
Transferinde Rol Alan Genler:
nodA N-agiltransferaz
nodE B-ketoagil sentetaz
nodF Acil tastyict protein
Nod  Faktorlerinin indirgenmemis
Ucunun Modifikasyonunda Rol Alan
Genler:
nodS S-adenozil metionin metil transferaz
nodL 6-0-asetil transferaz
nodU 6-O-carbamoyl transferaz
nolO 3-O-carbamoyl transferaz
Nod Faktérlerinin Indirgenmis Ucunun
Modifikasyonunda Rol Alan Genler:
nodP ATP siilfiirilaz
nodQ ATP siilfiirilaz, APS kinaz
nodH Sulfotransferaz
nodZ Fucosil transferaz
nolK Epimeraz
nodX Asetil transferaz
noek Sulfotransferaz
nolL O-asetil transferaz
noel 2-O-metil transferaz
Nod Faktorlerinin Salgillanmasinda Rol
Alan Genler
nodl ATP-baglayan protein
nodJ Zar proteini
nodT Zar proteini

nolFGHI Zar proteini
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Tim Rhizobia’da ortak olarak bulunan nodABCD genlerinden nodD bir
regiilator protein olan ve diger nod genlerinin transkripsiyonunu kontrol eden
NodD’yi kodlar (Madigan ve ark., 2003). Diger bir nod geni olan nodC, kitin sentetaz
homologudur ve N-acilglukozamil transferaz olarak gorev yapar, UDP-N-asetil
glukozamin monomerlerini kitin benzeri omurgaya baglar. Bir deasetilaz olan nodB ise
kitin oligomerin ugtaki parcasindan asetil grubunu uzaklastirir (Ueda ve ark., 1995;
Hirsch ve ark., 2001; Moulin ve ark., 2004). Nod faktorleri genel lipid
metabolizmasindan veya 6zel bir a,f-doymamis yag asidi havuzundan gelen yag asitleri
ile asetillenir. Bir aciltransferaz kodlayan nodA geni nod faktoriiniin oligosakkarit
omurgasina transfer edilen N-a¢il degisiminin tipini belirleryerek bu ayrimin
yapilmasinda kritik rol oynar. Bu nedenle NodA proteini nod faktor yapisini, konuk¢u
cesitliligini belirler ve bu surette iyi bir nodiilasyon markdriidiir (Suominen ve ark.,
2001; Chaintreuil ve ark., 2001). Ayrica nod4A geni genom igerisinde tek bir kopya
halinde bulunur (Debelle ve ark., 2001). Bunlara ek olarak NCBI (National Center for
Biotechnology Information) gibi uluslar arasi molekiiler veri tabanlarinda farkl
konukgulardan izole edilmis ¢esitli Rhizobiyal tiirlere ait nod4 DNA dizileri mevcuttur.
Biitiin bu nedenlerden dolay1r bu c¢alismada izole edilen Rhizobia Orneklerinin nod
genlerinin genetik varyasyonlarini ve konuk¢u sinirlarini belirlemek i¢in nod4 geni
secilmistir.

Rhizobiyal hiicreler, yapisinda dogal olarak 10 taneye kadar plazmid
bulundurabilir. Bunlar, boyutlar1 100 kb’den daha kiigiik plazmidler veya 1000 kb’den
biiyiikk olabilen mega plazmidler olabilirler. Baz1 6rneklerde plazmidlerin ve mega
pilazmidlerin toplam uzunluklari kromozomun uzunluguna esit olabilmektedir, bu da
Rhizobia genomunun neredeyse % 50’sinin kromozom iizerinde bulunmadig1 anlamina
gelmektedir (Kuykendall ve ark., 2005). Nod genlerinin bulunduklar1 yerler farkli
Rhizobiyal tiirlerde kromozomal veya plazmid DNA’s1 olmak iizere degisiklik gdsterir
(Suominen ve ark., 2001). Hizl1 gelisen Rhizobiyal tiirlerin genelinde bu genler biiyiik
simbiyotik plazmidler {izerinde bulunurken, Bradyrhizobium izolatlarinda ise
kromozom {izerinde bulunur (Downie ve ark., 1988). Bu durumlardan farkli olarak
Sullivan ve Ronson (1998), Mesorhizobium loti’nin simbiyotik genlerinin kromozom
tizerinde bulunan 500 kb biiyiikliiglindeki bir dev transpozonda bulundugunu ve bunun
laboratuar ortaminda simbiyotik o6zelligi bulunmayan Mesorhizobium izolatlarina

aktarilabildigini gostermislerdir. Bu yapiya da, Gram-negatif bakteriyal patojenlerdeki
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patojenite adalarmma atfen simbiyotik ada adini vermislerdir. Nod operonlarinin
genomdaki yerlerinin yani sira, bu operon icerisindeki internal yapi1 da Rhizobiyal
genomlarda farklilik gosterebilir (Suominen ve ark., 2001). R. leguminosarum ve
Ensifer meliloti (Sinorhizobium meliloti)’de oldugu gibi Rhizobiyal tiirlerin genelinde
ortak nod genleri aynmi operon igerisinde nodABCIJ seklinde, transkripsiyonu ayri
sekilde yapilan nodD ile bir arada bulunurlar (Scott ve ark., 1996). Buna karsin R.
etli’de nodA geninin nodDBC genlerinden 20 kb wuzakta, dolayisiyla farkli bir
transkripsiyon birimi igerisinde oldugu belirlenmistir (Vazquez ve ark., 1991). Benzer
sekilde Mesorhizobium loti’de nodB geninin nodACIJ’den farklt bir operonda
bulundugu belirlenmistir (Scott ve ark., 1996).

Nod genleri Rhizobia’ya ozgiidiirler ve tiim Rhizobia’da bulunan nod4, nodB,
nodC ve nodD genlerinin filogenileri birbirlerine ve nifH filogenisine benzerken 16S
rDNA filogenisinden farklilik gosterir. Simbiyotik genler ile housekeeping genler
arasindaki bu filogenetik uyumsuzlugun agiklanabilmesi i¢in en olast hipotez Sym
genlerinin lateral olarak transfer edilmeleridir (Haukka ve ark., 1998; Laguerre ve ark.,
2001). Yapilan cesitli caligmalar nod gen filogenilerinin konukgu bitki (leghemoglobin
proteini) filogenileri ile benzerlik gosterdigini, bu nedenle nod genlerinin evriminin bir
sekilde konuke¢u baklagil evrimi ile baglantili olabilecegini ortaya koymustur (Ueda ve
ark., 1995).

2.4.2 Baklagil Rhizobium Ozgiilliigiinii Saglayan Diger Faktorler

Nodiilasyon siirecinde Rhizobia ve baklagil tiirleri arasindaki o6zgiilliigiin
belirlenmesinde nod faktorlerinin yani sira flavonoidler gibi diger bazi faktorlerin de
rol oynadigina dair kanitlar bulunmaktadir. Kompleks organik molekiiller olan
flavonoidlerin vaskiiler bitkilerden 4000’den fazla cesidi tanimlanmistir ve bitkilerde
gelismenin diizenlenmesi, tozlasmayr saglayan boceklerin cezbedilmesi ve zararh
kontroliinii kapsayan ¢ok sayida fonksiyonu vardir (Hirsch ve ark., 2001; Madigan ve
ark., 2003). Flavonoidlerin, isoflavonoidler ad1 verilen 6zel bir alt kiimesi Leguminosae
familyasina 6zgiidiir ve bir bakteriyal transkripsiyonel regiilatér olan NodD’yi aktive
ederek nod faktorlerinin sentezinde yer alan diger bakteriyal nodiilasyon genlerinin
transkripsiyonunu uyarir (Hirsch ve ark., 2001; Geurts ve Bisseling, 2002). Ilging
sekilde nodD indiikleyicileriyle yapisal olarak ¢ok yakin iliskili bazi flavonoidler, belirli

Rhizobiyal tiirlerin nod genlerinin indiiksiyonunu inhibe edebilir. Ornegin soya
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fasulyesi (Glycine max) tarafindan iretilen isoflavonoidler (daidzein ve genistein)
Bradyrhizobium japonicum nod genlerinin indiikleyicisidir, buna karsin Ensifer meliloti
nod genlerinin ekspresyonunu inhibe eder (Hirsch ve ark., 2001). Bu 0zgiinliik,
Rhizobia’nin konukgusunu diger baklagillerden ayirmasimni saglar. Bu durum
Rhizobium-baklagil simbiyozunda bitki ve bakteri arasinda gdzlenen 6zgiinliiglin bir
kisminin bitki tarafindan salinan flavonoidlerin kimyasal dogasinda yatabilecegi fikrini
ortaya koymustur. Ayrica flavonoidler sadece nod genlerinin ekspresyonlarini
uyarmakla kalmaz, ayrica Rhizobiyal kemotaksiyi de uyarir (Hirsch ve ark., 2001). Nod
faktorlerine ek olarak, baklagil lektinlerinin, bakteriyal eksopolisakkaritlerin,
lipopolisakkaritlerin ve K-antijenlerinin de baklagil Rhizobia 0zgiilliigiinde rol

oynadigina dair kanitlar bulunmaktadir (Hirsch, 1999).

2.4.3 Kok Nodiil Olusumunun Basamaklari
Rhizobia grubu bakteriler ve Baklagiller arasindaki karsilikli etkilesimin {iriinii

olan kok nodiillerinin olusum siireci asagidaki basamaklarla 6zetlenebilir;

a) Tammma ve tutunma: Bu asama uygun Rhizobia ve baklagil tiirlerinin
birbirlerini tanimasint ve Rhizobia hiicrelerinin bitkinin kilcal kdoklerine
tutunmasini kapsar. Baklagil ve Rhizobia arasindaki iletisim bitki kokleri
tarafindan flavonoid adi verilen molekiillerin salgilanmasiyla baslar. Bolim
2.4.2’de aciklandig1 gibi, belirli flavonoid tiirleri belirli Rhizobiyal tiirlerde
nodD proteinini aktive ederek nod genlerinin ekspresyonlarini tetikler ve ayni
zamanda Rhizobiyal kemotaksiyi uyarir. Rhizobia baklagil birlikteliginde
bakterilerin bitkiye tutunmasi, nodiil olusumunda ilk adimdir. Rhizobiada
bulunan ve kalsiyum baglayan 6zel bir adhezyon proteini olan Rhicadhesin,
bitkinin kilcal koklerinin ylizeyinde bulunan kalsiyum koplekslerine baglanirlar.
Ayrica Lektinler olarak bilinen karbonhidrat igeren proteinler ve bitki hiicre
zarindaki 6zel reseptorlerde bitki-bakteri tutunmasinda rol oynarlar (Hirsch ve

ark., 2001; Campbell ve ark., 2006; Madigan ve Martinko, 2010).
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b) Bakteri tarafindan nodiilasyon (Nod) faktorlerinin salgilanmasi: Bu asama

bir dizi alt basamag kapsar (Sekil 2.3):

Toprak

Bitki koklerinden 6zel bir flavonoid yapisinda olan bir sinyal molekiil
salgilanir. Bu molekiil sadece bitkinin Rhizobia ortag1 tarafindan
algilanir.

Flavonoid, Rhizobia’da NodD olarak isimlendirilen bir gen regiilatoriinii
aktiflestirilir.

Bir transkripsiyon faktdrii olan nodD, Nod kutusu olarak isimlendirilen
bir DNA bolgesine baglanir. Nod kutusu, Nod genlerinin
transkripsiyonunu baglatir.

Nod genlerinin iiriinleri Nod faktorii olarak isimlendirilen, Rhizobia ve
bitki arasindaki 6zgiil bir sinyal olarak islev goren, kitin benzeri bir
maddenin tiretiminde rol alan metabolik yol enzimleridir.

Nod faktorii erken nodulin genlerinin aktiflestirilmesi, enfeksiyon

ipliginin olusmas1 ve kortikal hiicrelerin ¢ogalmasi gibi basamaklari

tetikler (Trevaskis ve ark., 2002; Campbell ve ark., 2006).
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Sekil 2.3 Nod faktorlerinin sentezlenmesini uyaran molekiiler siire¢ (Campbell ve ark., 2006)
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¢) Nod Faktorlerinin Etkisiyle Kilcal Koklerin Kivrilmasi ve Sepherd Kancasi
Olusumu: Enfeksiyon ipligi olusum siirecinde nod faktorlerinin etkisiyle ilk
olarak kilcal kdklerin biiylimesi durur. Bunu takiben yeni bir gelisim ucu ortaya
cikar, bu yolla biliylime dogrultusu degisir. Kilcal koklerdeki kivrilma Nod
faktor kaynagina yani bakterilerin baglandig1 yone dogru gerceklesir. Sonugcta
bakteriler kivrilan kilcal kok arasinda hapsolur (Sekil 2.4), bu yapiya Shepherd
kancasi’da denilmektedir. Hiicre dis1 matriksin peroksit ¢apraz baglanmalari
sonucunda, bakterileri dis ortamdan etkin bir sekilde izole eden bir dis tabaka
meydana gelir. Bitki glikoproteinlerinin olusan bu bosluk icerisine devamli
olarak salgilanmast ve burada hapsolan bakterilerin siirekli boliinmesi,
enfeksiyon cebi igerisindeki bitki hiicre duvar {izerinde bir basing olusturur

(Brewin, 2004; Oldroyd ve Downie, 2008).

HUCRE iCi
ISKELET
SISTEMININ
TEKRAR
ORGANIZASYON

PROTEIN
CAPRAZ
BAGLARI

HUCRE DUVARININ
SALGILANMASI ve PARCALANMASI ve
RHIZOBIAL HUCRE ENFEKSiYONUN
BOLUNMESI GERCEKLESMESI

MATRIKS

Sekil 2.4 Shepherd kancast (Brewin, 2004)

d) Kilcal koklerin iceri ¢okmesi ve enfeksiyon ipliginin olusmasi: Baklagil
koklerinin Rhizobia tarafindan enfeksiyonu bir enfeksiyon ipligi yoluyla
gergeklesir. Enfeksiyon iplikleri hiicre i¢i (intraseliiler) ve hiicreler arasi
olmak tiizere iki grupta incelenebilir. Hiicre i¢i iplikler bitki hiicresi iskeletinde
yiiksek oranda yeniden organizasyon gerektirirken, hiicreler arasi iplikler ise
komsu duvarlari ligninlesmis bitki hiicreleri arasinda organize olmus Rhizobia
dizileri olarak ifade edilebilir. Genel olarak hiicreler arasi enfeksiyon ipligi
yoluyla enfeksiyon, hiicre i¢i enfeksiyon ipligi ile olan enfeksiyondan daha az

nod faktor Ozgilinliigli gerektirir. Enfeksiyon cebinin olusumundan sonra,
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yukarida agiklandigi gibi hiicre duvar tizerinde olusan basing, duvarda bolgesel
catlaklara ve kismi pargalanmalara neden olarak bir giris noktast olusturur. Bu
noktada hiicre iskeletini olusturan yapilarin yeniden organizasyonu, enfeksiyon
ipligi olusumu i¢in hiicre icerisine dogru gelisen bir biiylime ucu olusturur.
Enfeksiyon cebi igerisindeki bakteriyal mikro koloninin salgiladigi yiiksek
konsantrasyondaki nod faktdrii, enfeksiyon ipliginin olusmaya baslamasi i¢in

gereklidir (Brewin, 2004; Oldroyd ve Downie, 2008).

Enfeksiyon ipliginin uzamas1 ve ana kokiin enfeksiyonu: Bu esnada nod
faktorlerinin  etkisiyle  bitki  kokiinin  korteks  bdlgesinde,  nodiil
premordiyum’unun olusmast i¢in hiicre boliinmelerini kapsayan bir takim
degisiklikler meydana gelir. Bunu takiben kok yiizeyi ile korteks hiicreleri
arasinda bir kanal olan enfeksiyon ipligi kortikal bolgeye dogru uzar. Uzayan
bu enfeksiyon ipligi icerisinde bakteriler boliiniir ve nodiil premordiumundan

tiireyen korteks hiicrelerine dogru hareket eder (Krishnan ve Bennett, 2006).

Bakteroidlerin ve Simbiyozomlarin olusumu: Bakteriler ile dolu iplik, nodiil
premordiumuna ulastiginda bitki zar1 ile ¢evrilmis Rhizobiyal hiicreler, bitki
sitoplazmasi1 igerisine salinir (Sekil 2.5) ve burada Bakteroid adi verilen
morfolojik olarak farkli formlara doniisiirler. Bakteroidler bitki hiicre zarindan
koken alan peribakteroid zar ile gevrilidir ve biitiin bu yap1 simbiyozom olarak
adlandirilir. Simbiyozom igerisinde bakteroidler enzimatik olarak azotu

amonyaga indirgerler (Krishnan ve Bennett, 2006).

Enfeksiyon Ipiligi
Matris —

Enfeksiyon ipligi
Damlalar:

Konukgu
Stoplazmas1

Simbivozom

Sekil 2.5 Rhizobiyal hiicrelerin kék korteks hiicreleri igerisine gegisi ve bacteroid olusumu (Brewin

2004)
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g) Olgunlasmis Kok nodiillerinin olusumu: Bakterilerin ve bitki hiicrelerinin
bolinmeye devam etmesiyle olgunlagmig kok nodiilleri olusur (Sekil 2.6).
Rhizobia icerisinde nodiillerin meristem dokusunun kalic1 veya gegici olasina
gore 2 tip nodiil ayirt edilir. Indeterminate nodiiller kalict bir apikal meristem
dokusuna sahiptir, bu nedenle uzamig bir goriintiisii vardir. Buna karsin
determinate nodiiller gegici bir apikal meristem dokusuna sahiptir ve kiiresel

bir sekle sahiptir (Schultze ve Kondorosi, 1998).
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Sekil 2.6 Rhizobia’da nodiilasyon siireci (http://www.microbiologyonline.org.uk/forms/rhizobium.pdf,
18.12.2009)
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2.5. Azot Fiksasyon Siireci ve Genetik Temelleri

Gelisme icin besin kaynagi olarak kullanilmak iizere, atmosferik azotun
amonyaga biyolojik olarak doniistiiriilmesi seklinde tanimlanan diazotrofi (azot
fiksasyonu), Bacteria ve Archaea domainlerinde yaygin olarak paylasilan bir 6zellik
olmasina karsin, Eucarya domainin de yer alan organizmalarda bulunmamaktadir
(Sawada ve ark., 2003). Bu siireg ile ilgili olarak, serbest yasayan bir diazotrof olan
Klebsiella pneumoniae tizerinde yapilan c¢alismalar sonucunda biiyilk miktarda bilgi
edinilmistir. Bununla birlikte son yillarda farkli Bacterial ve Archaeal diazotroftan ¢ok
sayida yeni azot fiksasyon genleri (nif) tanimlanmis, klonlanmis, dizileri belirlenmis ve
analizleri yapilmistir. Elde edilen veriler azot fiksasyonunun temel Ozelliklerinin
organizmalar arasinda siki bir sekilde korundugu varsayimini dogurmustur (Fani ve

ark., 2000).

2.5.1 Nitrojenaz Enzimi ve Yapisi

Azotun amonyaga biyolojik olarak indirgenmesi siireci, Dinitrojenaz ve
Dinitrojenaz Rediiktaz adi verilen iki farkli proteinden olusan kompleks bir
metalloenzim olan nitrojenaz enzim kompleksi tarafindan katalizlenir (Madigan ve
Martinko, 2010). Enzimi olusturan bu iki alt bilesen igerdikleri metal
kompozisyonlarina bagli olarak isimlendirilirler (Sekil 2.7). Bunlardan, demir (Fe)
proteini olarak bilinen kii¢iik homodimerik (y,) bilesen, Dinitrojenaz Rediiktaz, ATP
bagimli elektron vericisi olarak gdrev yapar. Buna karsin molibdenyum-demir proteini
(MoFe) olarak bilinen biiylik bilesen Dinitrojenaz ise iki farkli alt birimden (0f3,)
olusan bir heterotetramerdir. Biiyiik alt bilesen, P kiimesi (bir [8Fe-7S] kiimesi) ve
substratin indirgendigi katalitik bolge olan FeMo kofaktorii (MoFe;So homositrat)
olmak tizere iki tip metal ¢ekirdek icerir (Dixon ve Kahn, 2004).
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Fe Proteini MoFe Proteini Fe Proteini

Sekil 2.7 Dinitrojenaz enziminin yapisi (Dixon ve Kahn, 2004)

Dinitrojenaz rediiktaz, O, varliginda hizla ve geri doniisiimsiiz olarak denatiire
olmaktadir. Bu nedenle aeobik diazotrofik bakteriler azot fiksasyonu

gerceklestirebilmek i¢in 6zel bir takim mekanizmalar gelistirmislerdir, bunlar:

e Solunum hizinin arttirilarak O,’nin hizla tiiketilmesi

e Hiicreye O, girisini yavaglatan mukoz tabaka olusturulmasi

e Cyanobacteria’da oldugu gibi nitrojenazin 6zel bir tip hiicrede (heterokist)
bulundurulmasi

e Nitrojenazin 6zel bir protein ile kompleks olusturarak (konformasyonel koruma)

denatiirasyondan korunmasi (Madigan ve Martinko, 2010).

Bu mekanizmalardan farkli olarak Rhizobia, nodiiller igerisindeki oksijen
seviyesini leghemoglobin ile kontrol etmektedir. Bu kirmizi renkli, demir igeren
protein, hemoglobin ile benzer bir fonksiyon gostererek oksijen ile baglanir. Bu durum
bakteroidlerin metabolik faaliyetleri icin yeterli oksijen varligini1 saglarken, nitrojenazin
aktivitesini yok edebilecek serbest oksijen birikimini de engeller. Leghemoglobin’in
bitki ve Rhizobia’nin karsilikli etkilesimleri ile olusturulduguna ve dolayisiyla bu bitki
ve bakterilerin tek baslarimayken leghemoglobin olusturamadigina inanilmaktadir

(http://www.microbiologyonline.org.uk/forms/rhizobium.pdf, 18.12.2009).
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2.5.2 Azot Fiksasyonu ile Tlgili Genler

Rhizobia’da bulunan azot fiksasyon genleri temel olarak nif ve fix genleri olmak
tizere iki grupta incelenebilirler. Nif ve fix genleri nitrojenaz kompleksinin yapisal
genlerinin yani1 sira FeMo-co genleri, elektron transport protein genleri ve bir dizi
regiilator geni de kapsamaktadir (Madigan ve Martinko, 2010).

Rhizobiyal nif genleri 20 adet Klepsiella pneumoniae nif geninin yapisal
homologlaridirlar ve bu korunmus nif genlerinin Rhizobia’da K. pneumoniae’deki
fonksiyonlarina benzer rol oynadigi diisliniilmektedir (Fischer, 1994). Bu genlerden
nifD ve nifK dinitrojenazin sirastyla a ve B alt birimlerini kodlayan, nifH ise
dinitrojenaz rediiktazin benzer iki alt birimini kodlayan yapisal genlerdir. Ayrica nifB,
nifE ve nifN’yi kapsayan bir dizi diger gen MoFe-co’nun biyosentezinden sorumlu
proteinleri kodlamaktadir. Bu genlere ek olarak bu metabolik yolu diizenleyici nif4 geni
bulunmaktadir (Fani ve ark., 2000; Masson-Boivin ve ark., 2009; Madigan ve Martinko,
2010).

Fix genleri terimi ise azot fiksasyonu icin gerekli olan fakat K. pneumoniae’de
homolog bir eslenigi bulunmayan genler i¢in kullanilmaktadir. Bu genlerden fixABCX
genlerinin tiriinleri muhtemelen elektron transport proteinleri olarak gérev yapmaktadir.
Diger bir fix gen grubu olan fixNOQP fiirlinlerinin, membran bagimli sitokrom c igeren
Sitokrom Oksidaz oldugu ve bu oksidaz kompleksin kok nodiillerindeki diisiik oksijen
kosullar1 altinda bakteroidlerin solunumu i¢in gerekli oldugu belirlenmistir. Bu gen
grubunun downstream ucunda ise membranda bulunan bir katyon pompasini kodladigi
diisiiniilen fixGHIS gen grubu bulunmaktadir. (Fischer, 1994; Luyten ve Vanderleyden,
2000; Masson-Boivin ve ark., 2009).

Simbiyotik diazotrofi i¢in gerekli nod, nif ve fix genleri pek ¢ok Rhizobiyal tiirde
Sym plazmitler (pSym) adi verilen ve farkli gruplar arasinda transfer edilebilen
plazmidler iizerinde bulunmaktadir, buna karsin B. japonicum ve A. caulinodans’da
plazmid bulunmadigindan, bu genler bu organizmalarin kromozomu fizerinde yer
almaktadirlar (Balows ve ark., 1991; Eardly ve ark., 1992; Fischer, 1994).

Azot fiksasyon genleri igerisinde en ¢ok calisilmis gen nifH genidir. Bu giine
kadar yapilan ¢esitli arastirmalarda farkli Rhizobiyal tiir ve izolatlara ait nifH genlerinin
DNA baz dizileri belirlenmis ve filogenetik iligkileri ortaya konmustur. Bu konuda
yapilan ilk ¢aligmalar iki farkli sonu¢ ortaya koymustur. Hennecke ve ark. (1985),
Young (1992) ve Dobert ve ark. (1994) nifH gen filogenilerinin 16S rDNA’ya benzerlik
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gosterdigini, dolayisiyla da bu genlerin ortak bir evrimsel ge¢misi paylastigini
belirtmislerdir. Buna karsin Eardly ve ark. (1992) bu ¢alismalarin aksi bir sonug¢ ortaya
koyarak, Sym plazmidlerinin izolatlar arasinda horizontal olarak transfer edilebilecegini
dolayisiyla da, Sym plazmid genlerinin filogenilerinin kromozomal gen filogenileri ile
uyusmasinin  beklenmemesi gerektigini belirtmistir. Haukka ve ark. (1998)
Mesorhizobium ve Ensifer cinsi Rhizobiyal izolatlar1 iceren genis bir kolleksiyondan
elde ettikleri nifH ve nodA dizilerini, o doneme kadar yaymlanmis nifH ve nodA dizileri
ile birlikte analiz etmisler ve sonugta nifH filogenisinin 16S rDNA’ya degil diger bir
Sym plazmid geni olan nodA4’ya benzerlik gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica bu
sonucun nod ve nif genlerinin siklikla ayn1 plazmid tlizerinde birbirleri ile iligkili olarak
bulunmasi nedeniyle sasirtict olmadigini ifade etmislerdir. Laguerre ve ark. (2001)’da
yaptiklar1 calismada benzer sonuglar elde etmislerdir. Farkli Rhizobiyal cinslere ait
izolarlardan elde ettikleri nifH gen dizilerinin genel anlamda bir nodiilasyon geni olan
nodC ile benzer filogeni gosterdigini, buna karsin 16S rDNA’dan farkli oldugunu ortaya

koymuslardir.

2.5.3. Azot Fiksasyonunda Elektron Akis Basamaklar

Azot gaz1 (N;), atomlar1 arasindaki ticlii bag nedeni ile oldukga stabil bir yapiya
sahiptir. Bu baglarin aktivasyonu ve kopartilmasi 940 kj gibi yiiksek miktarda enerji
gerektiren bir siirectir (Madigan ve ark., 2003). Azot fiksasyonunda siire¢ su sekilde
yiirlimektedir (Sekil 2.8):

e Azot indirgenmesinde ilk olarak elektronlar, diisiik potansiyelli demir-kiikiirtli
proteinler olan ferrodoksin veya flavodoksinden Dinitrojenaz Rediiktaza
aktarilir.

e Bu esnada Dinitrojenaz Rediiktaza her elektron dongiisii i¢in iki molekiil ATP
baglanir. ATP baglanmas1 Dinitrojenaz Rediiktazin yapisinm1 degistirir ve
indirgenme  potansiyelini  diisiiriir, bodylece Dinitrojenaz  Rediiktazin
Dinitrojenaz ile iliskiye gegmesi saglanir.

e Elektron, Dinitrojenaz Rediiktazdan Dinitrojenazin P kiimesine gecer, boylece
Dinitrojenaz indirgenir ve buna bagl olarak ATP hidrolizlenir bunun sonucu

olarak da Dinitrojenaz Rediiktaz, Dinitrojenaz’dan ayrilir.
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¢ Dinitrojenazin P kiimesinde yer alan elektron, buradan esas katalitik bolge olan
FeMo-co bolgesine aktarilir ve Dinitrojenaz yeterince indirgendiginde, azotu
bu bolgede amonyaga indirger. Ny’nin NHj’e indirgenmesi i¢in sadece alti
elektron yeterlidir, buna karsin sekiz tane elektron tiiketilir. Bunun nedeni her
bir mol N,’nin indirgenmesi icin iki elektronun H, seklinde kaybedilmesidir

(Dixon ve Kahn, 2004; Madigan ve Martinko, 2010).
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Sekil 2.8. Nitrojenaz enzim aktivitesinin sematik mekanizmasi, (Dixon ve Kahn, 2004)

2.6 Konukc¢u Bitkiler Olarak Bakla, Bezelye, Fasulye ve Rhizobiyal Simbiyontlar:
Bakla’nin (Vicia faba L.) diinya genelindeki 57 farkli iilkede yaklasik 6000 yildir
tariminin yapilmasina karsin, ¢ogunlukla Akdeniz bdlgesinin yiiksek yagis alan veya
sulanan bolgelerinde bugdayla doniisiimlii olarak yetistirilmektedir (Beck ve Duc, 1991;
Tian ve ark., 2007). Eski medeniyetlerde, Amerika’dan fasulye tiirleri gelmeden once
onemli bir yiyecek {iriinii olan bakla, bu dnemini giiniimiizde de hala siirdiirmektedir.
Bakla’nin temel kullanim alanlar1 su sekilde siralanabilir: insan kullanimi ig¢in
kurutulmus tohum eldesi veya taze bakla, hayvan yemi, kurutulmus tohumlardan un
liretimi veya protein ekstraksiyonu icin endiistriyel olarak islenmesi. Bununla birlikte
bakla’nin bazi varyeteleri Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilan L-DOPA igerigi
acisindan (3,4-dihydroxy-phenylalanine) zengindir (Van Berkum ve ark., 1995). Bakla

muhtemelen Ortadogu ve Kuzey Afrika kokenlidir. Bakla’nin higbir yabani atasinin
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bilinmemesine karsin kiiltiire alinmasinin 7000 y1l 6nce tiirlerin, giineyde Afrika kiyilar
boyunca, kuzeyde Ispanya iglerine, Kuzeybatida Tiirkiye iizerinden Avrupa iclerine ve
[ran’a, Afganistan iizerinden Hindistan iclerine dogru yayilmasiyla gergeklesmistir
(Mutch ve ark., 2003). Dolayisiyla Tiirkiye bakla’nin olasi gen merkezlerinden veya
diinyaya dagilmasindaki merkez rotalardan birisidir.

Bakla da diger pek cok baklagil tiirii gibi Rhizobia grubu toprak bakterileri ile
simbiyotik azot fiksasyonu gerceklestirir. Bu simbiyotik birliktelik dis kaynakli azot
giibreleri olmaksizin bakla iiretimine olanak saglar. Rhizobium leguminosarum bv.
viciae (RIv) Vicia, Pisum, Lens ve Lathyrus cinslerinden olusan Vicieae kabilesinin,
dolayisiyla da bakla’nin spesifik simbiyontudur (Laguerre ve ark., 2003; Mutch ve ark.,
2003; Shamseldin ve ark., 2009). Rlv genellikle boyutlar1 30 ila 800< kb olabilen 1 ila
10 plazmit igerir. Nodiil olusumu (nod) ve azot fiksasyonu (nif, fix) i¢in gerekli genlerin
cogu geleneksel olarak simbiyotik plazmit veya pSym olarak adlandirilan bir plazmit
lizerinde tasinmaktadir. Yapilan bazi calismalardan elde edilen sonuglar, bakla’nin
nodiilasyon i¢in rekabeti tetikledigini ve karisik bir toprak popiilasyonu igerisindeki
belirli bir grup Rhizobia tarafindan enfekte edildigini ortaya koymustur. Dolayisiyla
bakla’dan izole edilen Rhizobiyal izolatlar R/v nin diger izolatlarindan net bir sekilde
ayrilmaktadir (Van Berkum ve ark., 1995). Rlv bu giine kadar, Hollanda, ingiltere,
Fas, Kanada, Ispanya (Van Berkum ve ark., 1995), Fransa (Laguerre ve ark., 2003),
Urdiin (Mutch ve ark., 2003), italya (Moschetti ve ark., 2005), Cin (Tian ve ark.,
2007), Peru (Santillana ve ark., 2008) ve Misir’t (Van Berkum ve ark., 1995;
Shamseldin ve ark., 2009) kapsayan, diinya’nin fakli iilkelerinde yetistirilen
baklalar’dan  izole edilmistir ve bakla’nin  diinya genelindeki yaygin
mikrosimbiyontudur. Bununla birlikte son yillarda yapilan ¢aligmalar R/v’ye ek olarak
farkli Rhizobiyal tiirlerin de bakla ile aktif nodiiller olusturabildigini ortaya koymustur.
Shamseldin ve ark. (2009) Misir’da bakla kok nodiillerinden izole ettikleri 6rneklerin
Rhizobium rubi, R. etli ve Ensifer meliloti tirlerine ait olduklarini belirtmislerdir.
Ayrica Tian ve ark. (2007)’da, bakla nodiillerinden elde ettikleri bazi izolatlarin R.
etli’ye yakin tamimlanmamis bir taksona ait olduklarini belirtmisler ve bu tiirii daha
sonra R. fabae olarak tanimlamislardir (Tian ve ark., 2008). Bakla’nin diinya genelinde
yaygin olarak tretilmesine ve biiyiikk ekonomik dnemine karsin baklayla simbiyotik
iliskiye giren Rhizobia’nin biyolojik cesitliligini belirlemeye yonelik az sayida ¢alisma

bulunmaktadir.
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Bu ¢aligmada secilmis bir diger konukcu bitki olan bezelye (Pisum sativum L.)
yiiz yillardir insan besini ve hayvan yemi amagli olarak yetistirilmektedir. Biitiin bu
zaman boyunca bezelye irklar1 bu amaglara uygun olarak secilmis ve sonucta diinya
genelinde binlerce varyetesi ortaya c¢ikmistir. Bu varyeteler; hayvan yemi olarak
yetistirilen tarla bezelyeleri, taze sebze olarak insan tiiketimi i¢in yetistirilen market
bezelyeleri, dondurma veya konserve amagl yetistirilen yesil bezelyeler ve kismen
insan tiiketimi, ¢ogunlukla da hayvan yemi amagh iiretilen kuru bezelye olarak
siniflandirilabilirler (Cousin, 1997). Yapilan calismalarla bezelye icin dort olasi gen
merkezi tanimlanmistir. Bunlar; Habesistan (Etiyopya) gen merkezi, Tiirkiye,
Yunanistan, eski Yugoslavya ve Liibnan’1 iceren Akdeniz gen merkezi, iran, Irak ve
Kafkasya’y1 igeren Yakin Dogu gen merkezi ve Kuzey Bat1 Hindistan, Pakistan, Rusya
ve Afganistan’t kapsayan Orta Asya gen merkezidir (Davies ve ark., 1985).
Dolayisiyla Tiirkiye tipki bakla da oldugu gibi bezelye’nin de olast gen merkezlerinden
birisi ve diinyaya yayilmasinda 6nemli bir gegittir. Daha once belirttigimiz gibi Rlv,
Vicieae kabilesindeki diger bitkiler gibi bezelye’nin de spesifik simbiyontudur ve bu
giine kadar ABD, Kore, Cin, Peru, italya, Finlandiya, Yugoslavya gibi diinyanin
fakli iilkelerinden rapor edilmistir (Van Berkum, ve ark., 1995; Laguerre ve ark., 2003;
Moschetti ve ark., 2005; Kwon ve ark., 2005; Santillana ve ark., 2008; Yang ve ark.,
2008).

Ayrica Young ve ark. (1982)’de yaptiklar1 ¢alismada, Tiirkiye’den bezelye’den
izole ettikleri bir 6rnegi (TOM 3624) de Rlv olarak tanimlamislardir. Fakat bu
calismada teshis, gilinlimiiz kriterlerinden ziyade c¢apraz asilama yontemi ile
yapildigindan sonug tartigmaya agiktir. Son yillarda yapilan aragtirmalar bezelye’nin
Rlv’ye ek olarak farkli Rhizobiyal tiirler ile de simbiyotik birliktelik olusturdugunu
ortaya koymustur. Bu arastirmalarda; Yang ve ark. (2008) Cin’den, Santillana ve ark.
(2008) Peru’dan bezelye kok nodiillerinden izole ettikleri baz1 Rhizobiyal izolatlarin R.
etli’ye benzerlik gosterdiklerini ortaya koymuslardir. Buna karsin bu izolatlarin
tasidiklar1 pSym’in kokenini belirlemeye yonelik bir calisma yapmamaislardir. Bezelye
diinya tarimi i¢in ¢ok Snemli bir iirlin olmasina karsin, tipki bakla’da oldugu gibi bu
bitki ile de simbiyotik birliktelik kuran Rhizobiyal izolatlarin genetik cesitliligini
belirlemeye yonelik yeterli ¢aligma bulunmamaktadir.

Bu calismada mikrosimbiyontlar1 incelenen bir diger konukgu bitki olan fasulye

(Phaseolus vulgaris L.) diinyada dogrudan insan tiiketimine yonelik yetistirilen en
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Oonemli baklagildir (Beebe ve ark., 2001). Phaseolus cinsine ait yaklagik 50 tiir
bilinmektedir ve bunlardan, P. vulgaris (Common Bean), P. coccineus (Scarlet Runner
Bean), P. acutifolius (Tepary Bean), P. coccineus subsp. polyantus (bilinen yaygin bir
adi yoktur) ve P. lunatus (Lima Fasulyesi) Kkiiltiire alinarak yiyecek olarak
kullanilmistir. Bu tiirler igerisinde P. vulgaris en yaygin bicimde ekilen fasulye tiiriidiir.
Fasulye’nin, Orta Amerika’da ve Giiney Antlar’da olmak iizere Amerika kitasinda iki
gen merkezi vardir ve kiiltiire alinmasi bu iki gen merkezinde yaklasik 4000 y1l 6nce P.
vulgaris ekotiplerinden daha biiyiik tohumlu olanlarinin secilmesi yoluyla birbirinden
bagimsiz olarak baslamistir (Gepts, 1990; Kaplan ve Lynch, 1999; Martinez-Romero,
2003). Fasulye tohumlar1 Avrupa’ya Amerika kitasinin 1492°deki kesfinden sonra ithal
edilmistir ve 60 yilda yaygin bir sekilde yetistirilmeye baslanmistir (Sessitsch ve ark.,
1997). Fasulye’nin Asya’ya tasinmasiyla ilgili olarak iki yaygin teori bulunmaktadir.
Bunlarm ilkinde, fasulye Asya’ya, Kuzey Afrika iilkeleri, Tiirkiye, Iran ve Kafkas
iilkeleri iizerinden tasmmustir; ikinci teoriye gore ise Ispanya’dan Dogu Avrupa
ilkelerine, buradan da Rusya iizerinden Asya’ya tasimistir ve sonugta 17’inci yiiz
yilda diinyanin neredeyse tamamina yayilmistir (Akcin, 1988). Bununla birlikte
Tiirkiye’de fasulye tariminin ne zaman basladigina dair kesin bir kayit bulunmamasina
karsin, Evliya Celebi’nin seyahatnamesinde yemeklik baklagiller i¢erisinde Fasulye’den
bahsetmemesi bu bitkinin yurdumuzda yaklagik 250 yillik bir ge¢misinin oldugunu
isaret etmektedir (Sehirali, 1988).

Fasulye pek c¢ok Rhizobiyal tiir ile etkin bir bicimde nodiil olusturan goreceli
olarak hos goriilii bir konuk¢udur (Andrade ve ark., 2002). Fasulye’de nodiil olusturan
Rhizobia’nin taksonomisi, bu konuk¢uda nodiil olusturma yetenegine dayanilarak
tanimlanan Rhizobium phaseoli’den sonra agsamali olarak degismistir (Mhamdi ve ark.,
1999). Jordan, 1984°de yayimlanan Bergey’s Manuel of Systematic Bacteriology nin ilk
baskisinda fasulyeyi nodiile eden bakterileri, bezelyeyi ve yoncayr nodiile eden
bakteriler ile ayni tiir igerisindeki (Rhizobium leguminosarum) farkli bir biyolojik
varyeteye (bv. phaseoli) yerlestirmistir. Her ne kadar fasulye izolatlar1 ayni biyolojik
varyeteye yerlestirilmigse de, iki boyutlu poliakrilamit jel elektroforezinde protein
sablonlari, antibiyotik direncliligi, serolojik tiplendirme, DNA-DNA hibridizasyon
verileri, plazmit profili ve eksopolisakkarit yapilarint kapsayan c¢aligmalar R.
leguminosarum bv. phaseoli’nin heterojen bir grup oldugunu ortaya koymustur

(Segovia ve ark., 1993). Takip eden yillarda yapilan ¢aligmalar sonucunda, simbiyotik
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plazmitlerindeki farkliliklara bagli olarak Meksika ve Giiney Amerika kokenli R.
leguminosarum bv. phaseoli izolatlar1 igerisinde Tip I ve Tip II olmak tizere iki grup
belirlenmislerdir (Martinez-Romero ve ark., 1985; Martinez-Romero ve ark., 1987;
Martinez-Romero ve ark., 1988). Daha sonra Martinez-Romero ve ark. (1991) Tip II
izolatlarint Rhizobium tropici, Segovia ve ark. (1993) Tip I Amerika izolatlarini R. etli
bv. phaseoli adiyla yeni birer tiir olarak tanimlamislardir. Ayrica Segovia ve ark.
(1993), bir R. etli pSym plazmitinin horizontal transfer ile bir R. leguminosarum’a
geemesi sonucunda Avrupa kokenli R. leguminosarum bv. phaseoli izolatlarinin
olustugunu belirtmiglerdir. Amarger ve ark. (1997) Fransa’nin ¢esitli bolgelerinden
izole ettikleri fasulye izolatlarindan R. giardinii bv. phaseoli ve R. gallicum bv. phaseoli
adinda iki yeni tiir tanimlamuslardir. Yine ayn1 donemde Ispanyada topraktan fasulyede
aktif nodiiller olusturan ve soya fasulyesin’den izole edilen E. fredii’nin 16S rDNA
alleline benzer bir Ensifer izolat1 elde edilmistir (Herrera-Cervera ve ark., 1999). Diger
bir sira disit rapor da Grange ve Hungria (2004)’dan gelmistir. Arastirmacilar
Brezilya’dan, fasulyede aktif nodiiller olusturan ve Mesorhizobium plurifarium 16S
rDNA alleline benzer iki Mesorhizobium izolat1 bildirmisleridir. Valverde ve ark.
(2006) Portekiz’de yetistirilen fasulye bitkisi nodiillerinden izole ettikleri bakterilerden
R. lusitanum ad1 altinda yeni bir tiir tanimlamislardir. Son olarak da Ramirez-Bahena ve
ark. (2008) koleksiyonlarinda bulunan ve fasulye’den izole edilmis ATCC 14482 kodlu
izolatin bilinen Rhizobiyal tiirlerden farkli oldugunu belirlemis ve bu tiirii R. phaseoli
olarak tanimlamiglardir. Dolayisiyla giliniimiizde en az dokuz Rhizobiyal tiir fasulye’nin
mikrosimbiyontu olarak tanimlanmaktadir.

Fasulye ile simbiyotik iliskiye giren Rhizobiyal tiirlerin diinya genelindeki
yayilis1 su sekilde Ozetlenebilir; fasulye’nin yaygin ve en c¢ok bilinen mikro
simbiyontlarindan biri olan R. leguminosarum bv. phaseoli, Fransa (Laguerre ve ark.,
1993) ve Ispanya (Herrera-Cervera ve ark., 1999) gibi Avrupa iilkelerden izole
edilmistir ve daha 6nceden de belirtildigi gibi Avrupa kokenli oldugu diistiniilmektedir.
Bununla birlikte Etiyopya (Beyene ve ark., 2004), Brezilya (Andrade ve ark., 2002;
Grange ve Hungria, 2004), Tunus (Mhamdi ve ark., 1999) gibi Avrupa kitas1 disindaki
tilkelerden de rapor edilmistir. Bir diger yaygin simbiyont olan R. etli bv. phaseoli
Meksika, Kolombiya, ve Giiney Antlardaki yabani ve kiiltiire alinmis fasulyelerin
dominant simbiyontudur ve bu durum R. et/i’nin bu bolgede fasulye ile beraber

evrimlestigi fikrini dogurmustur (Silva ve ark., 2003; Aguilar ve ark., 2004). Bunun
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yaninda R. etli bv. phaseoli Avrupa’da; ispanya (Herrera-Cervera ve ark., 1999),
Fransa (Laguerre ve ark., 1993), Avusturya (Sessitsch ve ark. 1997), Afrika’da; Orta
Afrika (Tjahjoleksono, 1993: Diouf ve ark. (2000)’den), Senegal (Diouf ve ark., 2000),
Gambia (Diouf ve ark., 2000), Tunus (Mhamdi ve ark., 2002; Mnasri ve ark., 2007),
Misir (Shamseldin ve Werner, 2007) ve Etiyopya (Beyene ve ark., 2004) ve Orta
Dogu’da Urdiin (Tamimi ve Young, 2004) gibi diinyanin farkli bolgelerinde de rapor
edilmistir. Benzer sekilde R. tropici de Giliney Amerika kokenlidir, Brezilya (Andrade
ve ark., 2002; Grange ve Hungria, 2004) ve Arjantin’den (Aguilar ve ark., 1998) rapor
edilmistir. Buna ek olarak R. tropici, Fransa (Amarger ve ark., 1994), Fas (Dagutat ve
Steyn, 1995: Diouf ve ark, (2000)’den), Kenya (Anyango ve ark., 1995), Orta Afrika
(Tjahjoleksono, 1993: Diouf ve ark, (2000)’den), Urdiin (Tamimi ve Young, 2004),
Senegal ve Gambiya’y1 (Diouf ve ark., 2000) kapsayan farkli iilkelerden de izole
edilmistir. R. gallicum ve R. giardinii ilk olarak Fransa’dan izole edilmis ve
tanimlanmislardir (Amarger ve ark., 1997), ve daha sonra Ispanya’dan (Herrera-
Cervera ve ark., 1999), ve Tunus’dan (Mhamdi ve ark., 2002; Mnasri ve ark., 2007)
rapor edilmislerdir. Ayn1 zamanda bu tiirlerden R. gallicum Avusturya’dan (Sessitsch,
ve ark., 1997) ve Misir’dan (Shamseldin ve Werner, 2007) da izole edilmistir.
Fasulyeyle simbiyotik iliskiye giren diger bir tiir olan R. [usitanum ise bu giine kadar
sadece ilk olarak tanimlandig1r Portekiz’den izole edilmistir (Valverde ve ark., 2006).
Beklentilerin disinda bir fasulye simbiyontu olan Ensifer spp. ilk olarak Ispanya’dan
(Herrera-Cervera ve ark., 1999) ve daha sonra ise Brezilya’dan (Grange ve Hungria,
2004) ve Tunus’dan (Mnasri ve ark., 2007) izole edilirken, yine bir diger sira dis1 izolat
olan Mesorhizobium spp. ise bu giine kadar sadece Brezilya’dan rapor edilmistir
(Grange ve Hungria, 2004).

Anadolu gerek tarihte ilk tarimsal faaliyetlerin yapildigi Mezopotamya
bolgesinde yer almasi gerekse de ekonomik agidan 6nemli pek ¢ok bitkinin olasi gen
merkezi veya diinyaya dagilmasinda gegit vazifesi gormesi nedeniyle bu bitki tiirlerinin
ve dolayli olarak da Rhizobia gibi bu bitkilerle etkilesimde bulunan diger organizma
tirlerinin evrimlesmelerinde ve diinyaya yayilmalarinda biiyilk Oneme sahiptir.
Rhizobia’nin 6zel konukgusu ile konukgusunun gen merkezinde beraber evrimlestigi
diisiiniilmektedir (Martinaz-Romero ve Caballero-Mellado, 1996). Bu ac¢idan
degerlendirildiginde bakla (Mutch ve ark., 2003), bezelye (Davies ve ark., 1985),
mercimek (Muehlbauer ve ark., 1985), nohut (Singh, 1997) gibi olast gen merkezi
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Tiirkiye veya igerisinde bulundugu Ortadogu olan baklagillerin, mikro simbiyontu olan
Rhizobiyal tiir ile ilk etkilestigi ve beraber evrimlestigi yer yine bu bolge olmalidir.
Dolayisiyla bu calismada izole edilen Rhizobiyal izolatlara ait veriler bu bakterilerin ve
Rhizobium-baklagil simbiyozunun nasil evrimlestigi ve diinya geneline nasil
dagildigina dair 6nemli bilgiler verecektir. Tiirkiye’nin biitiin bu Onemine karsin,
yurdumuzda yetistirilen bakla, bezelye, mercimek, nohut, fasulye, soya fasulyesi gibi
ekonomik acidan Onemli baklagillerin veya yayilis gosteren yabani baklagillerin
mikrosimbiyontlarinin gilinlimiiz kriterlerine gore teshisi ve biyolojik ¢esitliliginin
belirlenmesine yonelik giincel ve yeterli herhangi bir ¢aligsma bulunmamaktadir. Kii¢iik
ve ark. (2006) Eskisehir’den fasulye’den izole ettikleri Rhizobiyal ornekleri gesitli
fenotipik ozellikleri ve plazmit igerikleri agisindan incelemisler fakat bu izolatlarin
molekiiler olarak teshislerini yapmamislardir. Dolayisiyla izolatlarin hangi tiir yada
tiirlere ait olduklari bilinmemektedir. Tiirkiye’den yapilan bir diger calismada Ogiitcii
ve ark. (2009) Erzurum’da yetisen yabani nohut tiirlerinden izole ettikleri Rhizobiyal
ornekleri rep-PZR yontemi kullanarak analiz etmisler ve izolatlar1 R. leguminosarum
subsp. ciceri olarak tanimlamislardir. Ancak bu sonu¢ oldukg¢a siiphelidir, ¢iinkii
kullandiklar1 rep-PZR yontemi kimligi bilinmeyen izolatlarin genetik varyasyonlarinin
belirlenmesi ve 6n gruplama yapilmasi i¢in yeterli iken, izolatlarin teshisi icin yeterli
degildir. Ayn1 zamanda c¢alismada Rhizobiyal tiirlere ait tip suslarin kullanilmamasi da
olusturulan kladlar hakkinda yorum yapmay: siipheli hale getirmistir. Bu calismalar
disinda yurdumuzda bu giine kadar yapilan arastirmalar daha ziyade tarimsal amaclh
inokiilasyon calismalar1 ve biyolojik kontrol ¢aligmalari olup mikrosimbiyont teshisleri
giiniimiizde gecerliligini yitirmis olan capraz-asilama anlayisina gore yapilmistir
(Ozkog ve Cakmake1, 1992; Ozkog ve Deliveli, 2001; Ciftgi, 2006 a, b). Bu baglamda
bu caligma oOnciil bir ¢alisma olup bundan sonra iilkemizde bu yonde yapilacak olan
calismalara yol gosterici olacaktir, ayrica diinya literatiirline Onemli girdiler

saglayacaktir. Bu ¢alismadan hedeflenen sonuglar kisaca su sekilde siralanabilir;

e Samsun, Sinop, Amasya ve Ordu illerinde yetistirilen bakla, bezelye ve
fasulye bitkilerinde yayilis gosteren kok nodiil bakterilerinin teshisleri ve
biyolojik ¢esitliliklerinin belirlenmesi.

e FElde edilen Rhizobiyal izolatlara ait 16S rDNA ve recA allellerinin, ayni

konukgulardan fakat farkli iilkelerden izole edilmis Rhizobiyal &rnekler
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(EMBL ve NCBI gibi uluslararas: veri tabanlarindan elde edilecek gen
dizileri) ile karsilastirilmas1 ve yapilacak filogenetik analizler ile izolatlarin
cografik orijinlerinin ve konukguya bagli olarak lilkeler ve hatta kitalar
arasinda nasil yayildiklarinin belirlenmesi.

Belirlenen nodA ve nifH allellerinin birbirleri ve veri tabanlarindan indirilen
diger alleller ile karsilastirilmasi yoluyla yapilacak filogenetik analizlerle,
bakterilerin tasidiklar1 simbiyotik plazmitlerin kokenlerinin ve bakteriler

arasindaki olas1 lateral transfer durumlarinin arastirilmasi.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Ornekleme ve Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Bu caligmada Samsun, Ordu, Sinop ve Amasya illerinde yetistirilen bakla (Vicia
faba L.), fasulye (Phaseolus vulgaris L.) ve bezelye (Pisum sativum L.) bitkilerinin
kokleri ile simbiyotik birliktelik olusturan kok nodiil bakterilerinin (Rhizobia) teshisi ve
icerdikleri nodiilasyon (nod) ve azot fiksasyon (nmif, fix) genlerinin genetik
varyasyonlarinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amacgla 6rnekleme alanlar1 olarak,
belirtilen illerin farkli ekolojik ve cografik oOzellikler gosteren ilgeleri segilmistir
(Cizelge 3.1; Sekil 3.1). Orneklemeler belirtilen bitkilerin ¢iceklenme dénemleri olan ve
dolayisiyla da kok nodiillerinin en aktif olduklar1 Nisan-Mayis (bakla ve bezelye) ve

Temmuz-Agustos (fasulye) aylarinda yapilmstir.

Cizelge 3.1 Bakla, bezelye ve fasulye Bitki 6rneklerinin toplandigt il ve ilgeler

SAMSUN SiNOP ORDU AMASYA
Merkez Merkez Merkez Merkez
Bafra Gerze Unye Suluova
Alacam-Yakakent Erfelek Fatsa-Bolaman Gilimishacikdy
Carsamba Ayancik Tekkiraz Goyniicek
Havza Kepez Cayiralan Tasova
Vezirkoprii Boyabat Camas Merzifon
Ladik Duragan Golkoy
Terme Cove Mesudiye

Ornekleme igin secilen saglikli bitkiler rizosfer topragiyla birlikte, kdkiine ve
dolayisiyla kok nodiillerine zarar verilmeden plastik posetlere alinarak laboratuara
getirilmistir. Laboratuara getirilen bitki Orneklerinin kok nodiillerinden Rhizobium

izolasyonu en ge¢ 24 saat igerisinde yapilmistir.
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Sekil 3.1. Samsun, Sinop, Ordu ve Amasya illerinden Ornekleme yapilan ilgeler. Farkli renklerdeki
kutular her bir ilde ornekleme yapilan ilgeleri gostermektedir (Kirmizi: Samsun, Mavi: Ordu, Yesil:
Sinop, Kahverengi: Amasya)

3.2. Kok Nodiillerinden Rhizobium izolasyonu

Cizelge 3.1’de belirtilen lokaliteleri temsilen toplanan bitki Orneklerinin her
birinden ikiser tane saglikli ve aktif (pembe renkli, diizgiin morfolojili) nodiil segilerek
izolasyona tabi tutulmustur. Nodiillerden Rhizobium izolasyonu Elkan (1987) ve

Somasegaran ve Hoben (1985)’da belirtilen yontemlere gore asagidaki gibi yapilmistir.

e Oncelikle bitki kokleri akan suyun altinda yikanarak toprak kalmtilarindan
tamamen temizlenmistir. Seg¢ilen nodiiller her iki tarafinda birer parca kok
kalacak sekilde (nodiilleri zarar vermeden pens ile tutabilmek icin) kesilerek
tekrar akan suyun altinda yikanmistir.

e Temizlenen nodiiller % 95°lik etanol de yaklasik 10 saniye bekletilmis, boylece
nodiillerin yilizeyindeki mumsu tabaka uzaklastirilmis ve yiizey gerilimi
kirilmastir.

e Nodiiller ylizey sterilizasyonu icin asitlestirilmis civa kloriirde (Bkz 3.5.1)
nodiillerin biiyiikliiklerine bagl olarak 3-5 dakika yiizdiirtilmiislerdir.

e Yiizey sterilizasyonu yapilan nodiiller, civa kloriiriin fazlasinin uzaklastirilmasi

icin 5 steril saf su serisinden gegirilmislerdir.
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e Nodiiller steril bir pens ile ringer ¢ozeltisi igeren tiiplerde ezilmis ve bir 6ze
yardimi ile icerik YMA (Yeast Extract Mannitol Agar, Bkz 3.5.2) ortamina ¢izgi
plaka yontemi kullanilarak agilanmistir.

e Asilanan petriler 26°C’de 2-7 giin inkiibe edilmis ve Rhizobia olabilecegi
diisiiniilen tipik koloniler (halkasal, digbiikey, mukuslu, parlak, opak, beyaz-bej
renkli koloniler; Kuykendall ve ark.,, 2005) yeni bir YMA ortamina

pasajlanmustir.

YMA ortamima yapilan seri pasajlamalar ile saflastirilan izolatlar % 20’lik

gliserol (Bkz 3.5.3) igerisinde -20 °C’de stoklanmuistir.

3.3. Geleneksel Yontemler ile Kok Nodiil Bakterilerinin On Teshisleri
Kok nodiillerinden izole edilen bakterilerin molekiiler karakterizasyonlari
yapilmadan 6nce gerg¢ek bir Rhizobia’mi1 yoksa kontaminasyon mu olduklarint anlamak

icin bir dizi geleneksel test uygulanmistir.

3.3.1. Gram Boyama
Rhizobia grubu bakteriler 0.5-1 x 1.2-3 pum ebatlarinda, comak sekilli, gram
negatif hiicrelerdir (Kuykendall ve ark., 2005). Izole edilen bakterilerin bu &zelliklere
uygunlugunun belirlenmesi i¢in drnekler gram boyama metodu kullanilarak boyanmis
ve incelenmislerdir. Boyama asagida belirtilen sekilde yapilmistir (Pollack ve ark.
2002):
e 24-48 saatlik taze bakteri kiiltlirlinden temiz bir lam iizerine bir miktar alinarak
preparat hazirlanmistir.
e Lamin alt tarafi ii¢c defa alevden gecirilerek bakteriler lama yapistirilmistir.
e Lamin iistii birinci boya olan kristal viyole (Bkz. 3.5.4) ile kaplanmis ve bu
sekilde 1 dakika bekletilmistir.
e Boya dokiilerek fazlasi saf su ile atilmistir.
e Lamin iizeri gram iyodin ¢ozeltisi (Bkz. 3.5.5) ile kaplanip hemen dokiilmiis ve
daha sonra tekrar gram iyodin ile kaplanarak 1 dakika bekletilmistir.
e Lam tekrar saf su ile yitkanmistir.
e Lam 10 saniye alkol-iyot (Bkz. 3.5.6) karisim1 ile muamele edilmis ve ardindan

hemen saf su ile yikanmistir.
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e Daha sonra lamin iizeri kontrast boya olan sulu bazik fuksin (Bkz. 3.5.7) ile
kaplanmis ve 30 saniye beklenmistir.
e Boyanin fazlasi dokiildiikten sonra lam son olarak tekrar saf su ile yikanmis ve

kurutulduktan sonra 10x100’liik biiyiitmede incelenmistir.

3.3.2. Brom-Cresol Purple iceren Pepton Glukoz Agarda Gelisim

Rhizobia izolatlar1 Brom-Cresol Purple igceren Pepton Glukoz Agarda (Bkz.
3.5.8) ¢ok zayif bigimde gelisirler ve ¢ok az pH degisimine neden olurlar. Bu ortamda
28 °C’de iki giinliik inkiibasyonda koloni olusumu, gozlenebilir bir pH degisimi
Rhizobia i¢in karakteristik degildir ve bir kontaminasyonu isaret eder. Bu nedenle bu
ortam kontaminasyon varligini kontrol etmek i¢in iyi bir aractir (Kuykendall ve ark.,
2005).

Elde edilen izolatlar Brom-Cresol Purple iceren Pepton Glukoz Agar ortamina
asilanarak 28°C’de iki giin inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon siiresi sonunda koloni
olusumu veya ortam pH’sinda degisim (ortamin mor renginin sartya donmesi) goriilen

izolatlar kontamine olarak degerlendirilmis ve tekrar saflastirilmiglardir.

3.3.3. Nodiilasyon (Otantikasyon) Testi
[zolatlarin nod ve nif (Sym plazmid veya Simbiyotik ada) gen komplekslerini
icerip icermediklerini anlamak i¢in nodiilasyon (otantikasyon) testi uygulanmistir. Bu

islem Vincent (1970)’de belirtilen esaslara gore yapilmistir. Bunun igin:

e 200 ml hacmindeki siit siseleri veya 150 ml hacmindeki genis agizli o6zel
tiiplerin igerisine hacmin yaris1 kadar fide agar (Bkz 3.5.9) konularak sise veya

tiipiin agz1 bir aliminyum folyo ile kapatilmistir.

e Folyo iizerinde, fideyi tlipe yerlestirmek i¢in ve fide ¢ozeltisi (Bkz. 3.5.10)
takviyesi yapabilmek i¢in iki delik a¢ilmis ve bu delikler pamuk ile
kapatilmistir. Olusturulan bu diizenek 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak steril
edilmis ve daha sonra besi yerinin yatik olarak donmasi i¢in uygun bir acida 24

saat egik olarak bekletilmistir.

e Konukcuya ait tohumlar % 1’lik NaOCI’de (Bkz. 3.5.11) 3 dakika ylizdiiriiliip
steril edildikten sonra sterilantin fazlasinin uzaklastirilmast igin 5 steril saf su

serisinden gecirilmistir.
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Steril tohumlar daha sonra su agar1 (Bkz. 3.5.12) ortamina alinarak 25 °C’de

karanlikta ¢gimlendirilmislerdir.

Fideler, kokleri tiipiin agiz kismindaki folyonun deliginden igeriye girecek

sekilde tiiplere yerlestirilmis ve sisenin igerisine fide ¢ozeltisi eklenmistir.

Test edilecek bakterilerin YMB (Bkz. 3.5.13) ortaminda, 28 °C’de 2 giin inkiibe
edilmesiyle elde edilen inokulumlardan siselere 1’er ml ilave edilmistir. Daha
sonra siseler bitkilerin koklerinin 1g1k almamasi igin folyo ile kaplanmigtir. Her

izolat i¢in bu diizenek ti¢ tekerriirlii olarak hazirlanmstir.

Bu sekilde olusturulan diizenekler bir iklim odasinda 25 °C’de, 10 saat karanlik
ve 14 saat aydinlik 1s51klanma periyodunda aktif kok nodiilleri olusuncaya kadar

(20-30 giin) bekletilmislerdir.

Stire sonunda konukgu bitkilerin koklerinde aktif nodiiller olusturan izolatlar

calismaya dahil edilmislerdir.

3.4. Molekiiler Yontemler ile Kok Nodiil Bakterilerinin Tanimlanmasi

3.4.1. Bakterilerden Genomik DNA izolasyonu

Geleneksel yontemler kullanilarak Rhizobia olduklari belirlenen izolatlardan

genomik DNA izolasyonu i¢in Maniatis ve ark. (1982) ile Temizkan ve Arda (2004)’da

belirtilen yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Bunun i¢in;

Bakteriler steril Falcon tiipleri igerisinde bulunan 5 ml Tripton Yeast Ekstrakt
(TY, bkz 3.5.14) ortamina asilanip 28 °C’de 24 saat 225 rpm hiza ayarh
calkalayicilt inkiibatorde (Zhicheng, Cin) gelistirilmislerdir.

Inkiibasyon siiresi sonunda bakteri kiiltiiriinden 1.5 ml almarak bir mikro
santrifiij tiipine aktarilmistir. Tip 10.000 rpm hizda 5 dakika santrifiijlenip
(Sigma) bakterilerin ¢cokmesi saglanmistir.

Stipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet 567 pul TE tamponu (Bkz 3.5.17)
igerisinde tekrar ¢oziinm{istiir.

Tiipilin icerisine %10’luk SDS (Bkz 3.5.18) stogundan 30 ul ve 20 mg/ml’lik
proteinaz K (Bkz 3.5.19) ¢o6zeltisinden 3 ul eklenerek karistirilmis ve 37 °C’de 1

saat bekletilmistir.
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Siire sonunda tiiplere 5 M NaCl (Bkz 3.5.20) ¢ozeltisinden 100 pl eklenmis ve
karistirilmistir. Daha sonra tiiplere CTAB/NaCl (Bkz 3.5.21) ¢ozeltisinden 80 pl
eklenerek karistirilmis ve 65 °C’de 10 dakika bekletilmistir.

Tiiplere, igerisindeki sivi ile esit hacimde kloroform/izoamil alkol (Bkz 3.5.22)
eklenmis ve karistirllmistir. Daha sonra tiipler 10.000 rpm hizda 5 dakika
santrifiijlenmislerdir.

Ustte kalan seffaf, temiz faz yeni bir mikrosanrifiij tiipiine aktarilip {izerine esit
hacimde fenol/kloroform/izoamil alkol (Appllichem, Darmstadt, Almanya)
eklenmistir. Karistirilan tiipler 10.000 rpm hizda 5 dakika santrifiijlenmislerdir.
Ustte kalan faz tekrar dikkatlice yeni bir tiipe aktarilmis ve iizerine 0.6 hacim
izopropanol (Amresco, Ohio, ABD) eklenmistir. Tiip DNA ¢okiinceye kadar ¢ok
yavas bicimde c¢alkalanmuistir.

Tiipler 12.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve DNA ¢oktiirilmiistiir.

DNA, 50 pl %70’lik etanol (Bkz 3.5.23) ile yikanmig ve alkol hemen
uzaklagtirilmigtir.

Tiipler, DNA tamamen kuruyuncaya kadar agizlar1 acik sekilde bir desikatorde
bekletilmislerdir.

Tiiplere 50 pl TE tamponu eklenerek DNAnin ¢ozlinmesi saglanmaistir.

Tiiplerin igerisine 30 mg/ml’lik RNaz (Bkz 3.5.24) stogundan 1 pl eklenip 37
°C’de 3 saat bekletilmistir.

Siire sonunda tiiplere 100 pl ddH,O, 1/10 hacim NaAC (bkz 3.5.25) ve 1 hacim
izopropanol eklenmistir. Tipler DNA ¢okiinceye kadar ¢ok yavas bigimde
calkalanmis ve daha sonra 12.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir.

Tiipteki sivi kisim uzaklastirildiktan sonra DNA 50 pl %70’lik etanol ile
yikanmis ve alkol hemen uzaklastirilmistir.

Tiipler, DNA tamamen kuruyuncaya kadar agizlar1 acik sekilde bir desikatorde
bekletilmislerdir.

Tiiplere 50 pl steril ddH,O eklenerek DNA’nin tamamen ¢oziinmesi
saglanmistir.

Elde edilen genomik DNA’lar bir gece +4 °C’de bekletildikten sonra -20 °C’de

muhafaza edilmislerdir.
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3.4.2. RFLP Analizi i¢in 16S rDNA Amplifikasyonu

Elde edilen ve geleneksel yontemler ile Rhizobia olduklari belirlenen izolatlarin
molekiiler teshisleri i¢cin 16S rDNA geni kullanilmistir. Genin PZR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) ile in-vitro amplifikasyonu fD1 (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-
3’) ve D1 (5’-AAG GAG GTG ATC CAG CC-3’) (Weisburg ve ark., 1991) primer
cifti kullanilarak yapilmistir. 50 ul amplifikasyon karisimi; 1X Green GoTaq Flexi PCR
Buffer, 0.8 mM dNTP karigimi (her bir bazdan 0.2 mM), 1.5 mM MgCl,, yukarida
belirtilen primerlerin her birinden 0.4 pmol, 1.25 iinite GoTaqg DNA polimeraz
(Promega), <0.5ug kalip DNA ve ddH,O kullanilarak hazirlanmigtir. Amplifikasyon
programi i¢in 95 °C’de 5 dakika 6n denatiirasyon, her bir dongii igin 95 °C’de 45 saniye
denatiirasyon, 55 °C’de 45 saniye primer baglanmasi, 72 °C’de 2 dakika uzama
basamaklarini igeren 35 dongi ve 72 °C’de 4 dakika son uzama basamaklar
uygulanmistir. Amplifikasyon MGW-Biotech (Almanya) marka termal cycler

kullanilarak yapilmistir.

34.3. 16S rDNA-RFLP Analizi I¢cin PZR Amplifikasyon Uriinlerinin
Saflastirilmasi

16S rDNA PZR amplifikasyon {irlinlerinin RFLP analizlerinde kullanilmak
tizere saflastirilmasi islemi QIAquick (QIAGEN) saflastirma kiti kullanilarak, iiretici
firmanin direktifleri dogrultusunda yapilmistir:

e Bir mikrosantriifiij tiipii icerisine konan 100 pl PZR iiriintine 5 hacim (500 pl)
PB tamponu eklenmis ve vorteksle (Fisons, WhirliMixer, Almanya)
karigtirilmistir.

e Kit ile birlikte gelen QIAquick spin kolon yine kitle birlikte gelen 2 mI’lik tiipler
igerisine yerlestirilmistir.

e Hazirlanan 6rnek PB tampon karisimi, QIAquick spin kolon igerisine alinmig ve
tiip 13.000 rpm’de 60 saniye santriifiijlenmistir.

e Santriifiij islemi sonunda tiip igerisinde biriken s1vi dokiilmiis ve QIAquick spin
kolon tekrar ayni tiip icerisine yerlestirilmistir.

e Yikama i¢in QIAquick spin kolon igerisine 0.75 ml PE tamponu eklenmis ve
tiipler 13.000 rpm’de 1 dakika santriifiijlenmistir.

e Santriifiij islemi sonunda tiip igerisindeki sivi dokiilmiis ve QIAquick spin kolon

tekrar aym tip igerisine yerlestirilmistir. PE tamponunun tamamen
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uzaklagtirilmasi i¢in tiip ikinci defa 13.000 rpm’de fakat bu sefer 2 dakika
santriifiijlenmistir.

e QIAquick spin kolon yeni bir mikrosantriifiij tiipli icerisine yerlestirilmis ve
tizerine 50 pl EB tamponu eklenmistir. Tip 13.000 rpm’de 60 saniye
santrifiijlenmis ve boylece saflastirilmig PZR {iriinleri elde edilmistir.

e Saflastinlmis PZR drtnleri bolim 3.4.9°da agiklanacagi gibi agaroz jel
elektroforezde yiriitiilerek kontrol edilmis ve kullanilana kadar -20 °C’de

saklanmistir.

3.4.4. 16S rDNA-RFLP (Restriksiyon Fragmantleri Uzunluk Polimorfizmi) Analizi

Elde edilen Rhizobiyal izolatlarin genetik varyasyonlarini belirlemek ve buna
bagli bir 6n gruplama yapabilmek i¢in Laguerre ve ark., (1994)’de belirtilen Hinfl (New
England BioLabs), Mspl (Fermentas), Ndell (Promega), Cfol (Promega) ve ek olarak
PstI (Sigma) enzimleri kullanilarak 16S rDNA-RFLP analizi yapilmistir. Kesme iglemi
icin reaksiyonlar toplamda 10 pl olacak sekilde Cizelge 3.2°de belirtildigi gibi

hazirlanmistir.

Cizelge 3.2 16S rDNA PZR-RFLP analizlerinde kullanilan restriksiyon enzimleri igin kullanilan
reaksiyon karigimlari

Hinfl (New England BioLabs) Cfol (Promega)
Saflastirilmis PZR Uriinii 5ul Saflastirilmis PZR Uriinii 5ul
10X NE Buffer 2 1 pl 10X NE Buffer 2 1 pl
Enzim (10U/pl) 1 pl Enzim (10U/pl) 1 pl
100X BSA 0.1 pl 100X BSA 0.1 pl
ddH,0 29l ddH,0 2.9 ul

Ndell (Promega) Pstl (Sigma)
Saflastirilmig PZR Uriinii 5ul Saflastirilmis PZR Uriinii 5ul
10X NE Buffer 2 1 pl 10X Buffer SH 1 pl
Enzim (10U/pl) 1 pl Enzim (10U/pl) 1 pl
100X BSA 0.1 pl 100X BSA 0.1 pl
ddH,0 29l ddH,0 2.9 ul
Mspl (Fermentas)
Saflastirilmis PZR Uriinii 5ul
10X NE Buffer 2 1 ul
Enzim (10U/pl) 1 pl

Belirtilen sekillerde hazirlanan reaksiyon tiipleri 37 °C’ye ayarl etiivde 6 saat
bekletilmistir. Siire sonunda tiipler, reaksiyonlarin inhibisyonlar: i¢in firma tarafindan

onerilen sicaklik derecelerinde ve siirelerde (Hinfl: 67 °C’de 20 dakika, Mspl: 67 °C’de
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20 dakika, Ndell: 67 °C’de 20 dakika, Cfol: 67 °C’de 20 dakika, Pstl: 80 °C’de 20
dakika) bekletilmislerdir.

Restriksiyon iirlinii bantlarin elektroforetik ayrimlari i¢in 10 pl’lik reaksiyon
karisiminin tamami 2 pl yiikleme tamponu (Fermentas 6X Loading dye) ile karigtirilmis
ve %1’lik 100 ml TBE (Tris-Borat-EDTA; Bkz. 3.5.26) tamponu igerisinde 2.5 gr
Metaphore agaroz (Lonza, ABD) eritilmesiyle hazirlanan jele yiiklenmistir. Jel, 80 volt
akim verilerek 2.5 saat boyunca kosturulmustur. Jel daha sonra ethidium bromiir (Bkz
3.5.27) igeren suda 30 dakika bekletilerek boyanmis ve boyanin fazlasi jelin saf suda
bir siire bekletilmesi ile uzaklagtirilmistir. Boyanan jel GeneGenius Biolmaging sistem

kullanilarak goriintiilenmistir.

3.4.5. DNA Dizileme i¢in 16S rDNA Amplifikasyonu

Secilen izolatlardan DNA dizileme i¢in 16S rDNA amplifikasyonu {i¢ farkli
primer ile yapilmistir (Sekil 3.2). Bu primerlerden ikisi, bolim 3.4.2°de agiklanan fD1
(pA’) ve rD1 primerleri, {igiinciisii ise yine fD1 (pA’) primeri ile ¢ift olarak kullanilan
pF’ (5°-ACG AGC TGA CGA CAG CCA-3’) (Zhang ve ark., 1999) primeridir. pF’
primeri, R. leguminosarum tip susu olan USDA 2370 izolatinin 16S rDNA’smin 973-
990’1nc1 bazlar1 arasina baglanarak genin ekspresyon yoniiniin tersi ucuna dogru
amplifikasyonunu gergeklestirmektedir (Sekil 3.2). fD1 (pA’) ve rD2 primer ¢ifti igin
PZR amplifikasyonu boliim 3.4.2°de aciklandigi sekliyle yapilmistir. fD1 (pA’) / pF’
primer ¢ifti icin 50 pl amplifikasyon karisimi; 1X Green GoTaq Flexi PCR Buffer, 0.8
mM dNTP karisimi (her bir bazdan 0.2 mM), 1.5 mM MgCl,, yukarida belirtilen
primerlerin her birinden 0.4 pmol, 1.25 iinite GoTaq DNA polimeraz (Promega),
<0.5ug kalip DNA ve ddH,O kullanilarak hazirlanmistir. Amplifikasyon programi i¢in
95 °C’de 3 dakika on denatiirasyon, her bir dongii i¢in 95 °C’de 1 dakika denatiirasyon,
55 °C’de 1 dakika primer baglanmasi, 72 °C’de 1 dakika uzama basamaklarini i¢eren 35
dongii ve 72 °C’de 5 dakika son uzama basamaklari uygulanmigtir. Amplifikasyon

MGW-Biotech (Almanya) marka termal cycler kullanilarak yapilmstir.
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165 23S rDNA

LEAD Internal Transcript Spacer
16S rDNA (ITS) 23S rDNA
pF’ rD2

(973-990. he)

Sekil 3.2 16S rDNA dizilemesi icin kullanilan primerler ve baglandig1 bolgeler

3.4.6. recA Amplifikasyonu

Bu caligmada bakterilerin teshisi i¢in 16S rDNA genine ek olarak bir
housekeeping gen olan rec4 geni de kullanilmistir. Bu gen bolgesinin PZR ile in-vitro
amplifikasyonu i¢in recA-Forward (5’-CGK CTS GTA GAG GAY AAA TCG GTG
GA- 3’) ve recA-Reverse (5’-CGR ATC TGG TTG ATG AAG ATC ACC AT- 3°)
(Gaunt ve ark., 2001) primer ¢ifti kullanilmigtir. 50 pul amplifikasyon karisimi; 1X
Green GoTaq Flexi PCR Buffer, 0.8 mM dNTP karisimi (her bir bazdan 0.2 mM), 1.5
mM MgCl,, yukarida belirtilen primerlerin her birinden 0.4 pmol, 1.25 {inite GoTaq
DNA polimeraz (Promega), <0.5ug kalip DNA ve ddH,O kullanilarak hazirlanmistir.
Amplifikasyon programi igin 95 °C’de 5 dakika on denatiirasyon, her bir dongii i¢in 95
°C’de 45 saniye denatiirasyon, 50 °C’de 1 dakika primer baglanmasi, 72 °C’de 1 dakika
uzama basamaklarini igeren 30 dongii ve 72 °C’de 2 dakika son uzama basamaklari
uygulanmistir.  Amplifikasyon MGW-Biotech (Almanya) marka termal cycler

kullanilarak yapilmistir.

3.4.7. nodA Amplifikasyonu

Bu c¢aligsmada elde edilen Rhizobia izolatlarinin igerdikleri nod gen kopleksinin,
buna bagli olarak da izolatlarin biyolojik varyetelerinin (biovar.) belirlenmesi i¢in nodA
geni kullamilmustir. Izolatlardan nodA geni amplifikasyonu igin bu genin 14’iincii
bazindan baslayarak nodB’nin 88’inci bazina kadar olan bolgeyi ¢ogaltan nodA-1 (5°-
TGC RGT GGA ARN NCT GGG AAA-3’) ve nodA-2 (5’-GGN CCG TCR TCR AAW
GTC ARG TA-3’) primer c¢ifti kullanilmistir (Haukka ve ark., 1998). 50 ul
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amplifikasyon karisimi; 1X Green GoTaq Flexi PCR Buffer, 0.8 mM dNTP karigimi
(her bir bazdan 0.2 mM), 1.5 mM MgCl,, yukarida belirtilen primerlerin her birinden
0.4 pmol, 1.25 tinite GoTaq DNA polimeraz (Promega), <0.5ug kalip DNA ve ddH,O
kullanilarak hazirlanmistir. Amplifikasyon programi igin 95 °C’de 5 dakika 6n
denatiirasyon, her bir dongii igin 95 °C’de 45 saniye denatiirasyon, 49 °C’de 45 saniye
primer baglanmasi, 72 °C’de 45 saniye uzama basamaklarini igeren 35 dongi ve 72
°C’de 5 dakika son uzama basamaklar1 uygulanmistir.

Kullanilan nodA primerleri dejeneratif primerler olduklari i¢in genom {iizerinde
birden ¢ok bolgeye baglanarak PZR sonunda istenilen bolgenin yaninda farkli
bolgelerin de amplifikasyonuna neden olmustur. Olusan bu ekstra iiriinlerden kurtulmak
icin, 20 pl PZR {irtini ve 100 bp DNA markor (Fermentas, GeneRuler, 100 b¢ Plus
DNA Ladder) bdliim 3.4.9’da acgiklanacagr sekilde % 2’lik agaroz jellere yiiklenerek
100V akimda kosturulmustur. Ethidiyum bromiir iceren suda boyanan jel bir U.V.
transiiliminatore (Vilber Laurmat, Fransa) konularak istenilen DNA band1 (yaklasik 660
be) steril bir bistiiri ile kesilmistir. Kesilen jel parcasi, icerisinde 50 pl steril ddH,O
bulunan mikrosantrifiij tiiplerine konmus ve tiipler bu sekilde birkac saat bekletilmistir.
Bu sekilde jel igerisindeki DNA’nin ddH,O igerisine diflize olmasi saglanmistir. Elde
edilen bu DNA icerikli sudan 10 pl alinarak kalip DNA olarak kullanilmis ve yukarida
belirtilen kosullarda ikinci bir PZR karisimi hazirlanmistir. Boylece sadece istenilen
genin (nodA) amplifikasyonu yapilmistir (Haukka ve ark., 1998).

Yukarida belirtilen nodA-1/nodA-2 primer ¢iftinin ise yaramadigi Rhizobia
izolatlarindan nodA amplifikasyonu i¢in, geri primer olarak nodA-2 yerine nodA-3 (5°-
TCA TAG CTC YGR ACC GTT CCG-3’) primeri kullanilmistir. Bu primer,
Mesorhizobium sp. 7653R izolatinin ve veri bankalarindaki mevcut nodA dizilerinin
980-960’1nc1 bazlari arasina uygun olarak dizayn edilmistir (Zhang ve ark., 2000). 50 ul
amplifikasyon karisimi; 1X Green GoTaq Flexi PCR Buffer, 0.8 mM dNTP karigimi
(her bir bazdan 0.2 mM), 1.5 mM MgCl,, yukarida belirtilen primerlerin her birinden
0.4 pmol, 1.25 tinite GoTaq DNA polimeraz (Promega), <0.5ug kalip DNA ve ddH,O
kullanilarak hazirlanmistir. Amplifikasyon programi i¢in 97 °C’de 2 dakika 6n
denatiirasyon, her bir dongii i¢in 92 °C’de 40 saniye denatiirasyon, 56 °C’de 1 dakika
primer baglanmasi, 72 °C’de 1,5 dakika uzama basamaklarini igeren 35 dongii ve 72

°C’de 5 dakika son uzama basamaklar1 uygulanmistir.
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3.4.8. nifH Amplifikasyonu

Rhizobiyal izolatlarinin icerdikleri azot fiksasyon (nif ve fix) gen kompleklerinin
tanimlanmast1 ve bu komplekslerin izolatlar arasindaki olasi lateral dagilimlarinin
belirlenmesi i¢in nifH geni kullanilmistir. Bu genin fasulye izolatlarindan in-vitro
amplifikasyonu ic¢in alternatif olarak iki farklt primer ¢ifti kullanilmistir.
Amplifikasyonlar oncelikle nifH geninin sirasiyla 25-50 ve 787-808’inci bazlari
arasindaki yaklasik 780 bg’lik bolgenin amplifikasyonunu gergeklestiren nifHF (5°-
TAC GGN AAR GGS GGN ATC GGC AA -3°) / nifHI (5°- AGC ATG TCY TCS
AGY TCN TCC A -3°) primeri ile yapilmistir (Laguerre ve ark., 2001). 50 ul PZR
amplifikasyon karisimi; 1X Green GoTaq Flexi PCR Buffer, 0.8 mM dNTP karisimi
(her bir bazdan 0.2 mM), 1.5 mM MgCl,, yukarida belirtilen primerlerin her birinden
0.6 pmol, 1.25 tinite GoTaq DNA polimeraz (Promega), <0.5ug kalip DNA ve ddH,O
kullanilarak hazirlanmistir.  Amplifikasyon programi igin 95 °C’de 5 dakika 6n
denatiirasyon, her bir dongii i¢in 94 °C’de 1 dakika denatiirasyon, 59 °C’de 1 dakika
primer baglanmasi, 72 °C’de 1 dakika uzama basamaklarini igeren 40 dongii ve 72
°C’de 5 dakika son uzama basamaklar1 uygulanmistir.

Kullanilan primerler dejeneratif primer oldugundan PZR sonucunda birden fazla
bolgenin amplifikasyonu gerceklesmistir. Olusan bu ekstra iirlinlerden kurtulmak igin,
20 pl PZR iiriini ve 100 bp DNA markdér (GeneOn 100 bp DNA Ladder) boliim
3.4.9’da aciklanacagir sekilde % 2’lik agaroz jellere yiiklenerek 100V akimda
kosturulmustur. Ethidiyum bromiirlii suda boyanan jel bir U.V. transiiliminatore (Vilber
Laurmat, Fransa) konularak istenilen DNA bandi (yaklasik 780 bg) steril bir bistiiri ile
kesilmistir. Kesilen jel parcasi, icerisinde 50 pl steril ddH,O bulunan mikrosantrifiij
tiplerine konmus ve tiipler bu sekilde birka¢ saat bekletilmistir, boylelikle jel
icerisindeki DNA’nin su igerisine gecmesi saglanmistir. Elde edilen bu DNA igerikli
sudan 10 pl alinarak kalip DNA olarak kullanilmis ve yukarida belirtilen kosullarda
ikinci bir PZR karistmi hazirlanmistir. Boylece sadece istenilen genin (nifH)
amplifikasyonu yapilmistir (Haukka ve ark., 1998). Yukarida agiklanan nifHF/nifHI
primerleri ile ¢cok sayida ve istenilen 780 bp’lik banda yakin ekstra bantlar veren fasulye
ornekleri icin alternatif olarak Eardly ve ark. (1992)’de oOnerilen nifH1 (5°-
AAGTGCGTGGAGTCCGGTGG -3°) / nifH2 (5’- GTTCGGCAAGCATCTGCTCG -
3’) primerleri kullanilmistir. Bu primerler 256 ve 856’1nc1 bazlar arasindaki 600 bp’lik

bir bolgenin amplifikasyonunu yapmaktadir. Bu primerler ile hazirlanan 50 pl PZR
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amplifikasyon karisimi i¢in yukarida belirtilen igerikten farkli olarak 1.75 mM MgCl,
kullanilmigtir. Amplifikasyon programi igin ise 95 °C’de 5 dakika 6n denatiirasyon, her
bir dongii i¢in 95 °C’de 45 saniye denatiirasyon, 53 °C’de 1 dakika primer baglanmasi,
72 °C’de 1 dakika uzama basamaklarini igeren 40 dongii ve 72 °C’de 5 dakika son
uzama basamaklart uygulanmistir. Ekstra bantlar olusmasi durumunda yukarida
aciklanan bant kesme islemi uygulanmaistir.

Bakla ve bezelye izolatlarindan nifH amplifikasyonu i¢in ileri primeri olarak bu
calismada dizayn ettigimiz nifHctg (5’- CTC ATC GTC GGC TGT GAC CC -3’) ve
geri primeri olarak da nifHI (Laguerre ve ark., 2001) kullanilmistir. NifHctg primeri
NCBI veri tabanindan indirdigimiz 3841 kodlu R. leguminosarum bv. viciae izolatinin
pRL10 sym plazmidi iizerinde bulunan nifH haplotipi (accession no: NC _008381)
kullanilarak dizayn edilmistir. NifHctg / nifHI primer ¢ifti nifH geninin sirastyla 106-
125 ve 787-808’inci bazlarina baglanarak bu bolgeler arasindaki yaklasik 700
niikleotidin amplifikasyonunu gergeklestirmektedir. 50 pul PZR amplifikasyon karigima;
1X Green GoTaq Flexi PCR Buffer, 0.8 mM dNTP karigimi (her bir bazdan 0.2 mM),
1.5 mM MgCl,, yukarida belirtilen primerlerin her birinden 0.6 pmol, 1.25 iinite GoTaq
DNA polimeraz (Promega), <0.5ug kalip DNA ve ddH,O kullanilarak hazirlanmistir.
Amplifikasyon programi igin 95 °C’de 3 dakika 6n denatiirasyon, her bir déngii i¢in 94
°C’de 1 dakika denatiirasyon, 59 °C’de 1 dakika primer baglanmasi, 72 °C’de 1 dakika
uzama basamaklarini igeren 40 dongii ve 72 °C’de 5 dakika son uzama basamaklari
uygulanmistir. Amplifikasyon MGW-Biotech (Almanya) marka termal cycler

kullanilarak yapilmistir.

3.4.9. izole edilen genomik DNA’larin ve PZR Uriinlerinin Elektroforetik
incelenmeleri

Izole edilen genomik DNA’larin, PZR iiriinlerinin ve 16S rDNA saflastirma
tirtinlerinin kontrol edilmesinde % 1’lik, bant kesme uygulamalarinda ise % 2’lik agaroz
jel kullanilmistir. Bu jelin hazirlanmasi i¢in %1 (veya %2) (w/v) oraninda agaroz
(Prona) 1X TBE tamponu igerisine eklenerek mikrodalga firinda eritilmistir. Agaroz,
sicakligr  yaklagik 60-65°C’ye distiiginde igerisine istenilen boyuttaki tarak
yerlestirilmis elektroforez tablasina dokiilmiis ve donana kadar bekletilmistir.
Amplifikasyonlar1 yapilan PZR iiriinlerinin kontrol edilmesi i¢in, PZR {irtiniinden 3 pl

dogrudan (Amplifikasyonda kullanilan Green GoTaq Flexi PCR Buffer igerisinde
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yiikleme tamponu da bulundurdugundan PZR iiriinlerinin jellere yiiklenmesi i¢in ayrica
yiikleme tamponu kullanilmamistir) hazirlanan agaroz jellere yiiklenmistir. Genomik
DNA’larin ve 16S rDNA saflastirma {iriinlerinin kontrol edilmesi i¢in ise 1l Fermantas
6X Loading Dye: 1 pl genomik DNA veya saflagtirma tirtinii: 4 pl ddH,O dan olusan
karigim agaroz jellere yiiklenmistir. PZR iriinleri ve 16S rDNA saflagtirma iiriinlerinin
yiiklendigi jellere 100 bg¢’lik (Ipl Fermantas 6X Loading Dye: 1 pl Fermentas,
GeneRuler, 100 b¢ Plus DNA Ladder: 4 ul ddH,O), Genomik DNA’larin ytiklendigi
jellere ise 1 kb’lik DNA markdr karigimlart da (1ul Fermantas 6X Loading Dye: 1 pl
Amresco 1 kb DNA Ladder: 4 pl ddH,0) yiiklenmis ve bdylece tiriinlerin biiyiikliikleri
yaklagik olarak belirlenmistir. Jeller 100 V akim uygulanarak yaklasik 30-60 dakika
kosturulmus ve ethidium-bromiirlii su (bkz. 3.5.27) iceren kapta 30 dakika bekletilerek
boyanmistir. Yaklasik 5 dakika saf su da bekletilerek boyanin fazlasi uzaklastirildiktan

sonra jeller GeneGenius Biolmaging sistem kullanilarak goriintiillenmis.

3.4.10. 16S rDNA, recA, nodA ve nifH Genleri Icin DNA Dizileme

16S rDNA-RFLP analizi sonucunda se¢ilen Rhizobium izolatlar1 igin 16S
rDNA, recA, nodA ve nifH genlerinin DNA dizilemeleri Macrogen Inc. (Kore) firmasi
tarafindan ticari olarak yapilmigtir. Her bir gen i¢in okuma iki yonlii olarak yapilmais,
boylelikle genin DNA dizisi kontrollii ve dogru bir sekilde elde edilmistir. DNA

dizilemeleri i¢in kullanilan primerler Cizelge 3.3’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3 16S rDNA, recA, nodA ve nifH genlerinin DNA dizilemeleri i¢in kullanilan primerler

Gen Dizileme i¢in kullanilan primerler

16S rDNA fD1(pA’)/rD1 ve pA’/pF’

recA recA-Forward/recA-reverse

nodA nodA-1/nodA-2 veya nodA-1/nodA-3

nifH nifH-F/nifH-I; nifHctg-/nifH-1 veya nifH1/nifH2

3.4.11. DNA Dizilerinin islenmesi ve Filogenetik Analizler

16S rDNA, recA, nodA ve nifH genlerinin her birisi i¢in ilerleyen ve gerileyen primerler
(Cizelge 3.3) kullamilarak yapilan okumalar sonucu elde edilen DNA dizileri,
LASERGENE 99 programinin SEQMAN II modiilii (Appllied Biosystems) kullanilarak
birlestirilmis ve kontrol edilmistir. Filogenetik analizler i¢in veri seti olusturulmasi
amaciyla, farkli Rhizobiyal tiirlere veya izolatlara ait 16S rDNA, recA, nodA ve nifH

gen dizileri NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri tabanindan
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bulunarak indirilmistir (Cizelge 3.4-7). Belirtilen genler i¢in veri setleri olusturulurken
Rhizobiyal tiirlere ait tip suslarin DNA dizilerinin yani sira, secilen konukgulara ait
farkli cografyalardan izole edilen Rhizobia 6rneklerinin de DNA dizileri kullanilmistir.
Veri setleri olusturulduktan sonra dizilerdeki homolog bazlarin hizalanmasi igin
ClustalX (Thompson ve ark., 1997) programi kullanilmistir. Optimizasyon amagh
yapilan denemelerde ClustalX programi igin, Hall (2004)’de onerilen ikili ve ¢oklu
karsilastirma parametre degerlerinin programin orijinal parametre degerlerine oranla
daha iyi sonu¢ verdigi gozlemlenmistir, bu nedenle bu g¢alismada Hall (2004)’de
Onerilen parametre degerleri kullanilmistir. Bu degerler; ikili karsilastirma parametreleri
icin; Gap Opening: 10.00, Gap Extension: 0.10 ve ¢oklu hizalama parametreleri igin;
Gap Opening: 10.00, Gap Extension: 0.20’dir (Hall, 2004). Program tarafindan
hizalamalar1 yapilan veri setleri BioEdit (Hall, 1999) programi kullanilarak tekrar
kontrol edilmis, gerek goriilen bolgeler diizeltilmis ve indel bolgeleri igeren kolonlar
uzaklastirilmigtir. Filogenetik analizler 6ncesinde veri seti i¢in en uygun baz degisim
modelinin belirlenmesi i¢in jModelTest v. 0.1 (Posada, 2008) programi kullanilarak
Akaike Information Criterion (AIC: Akaike, 1974) ve Basian Information Criterion
(BIC) analizleri yapilmigtir. Bu analizler veri setlerine dis grup eklenerek ve
eklenmeden ikiser kez yapilmistir. ModelTest analizinin bir veri seti i¢in birden fazla
tipte baz degisim modeli onermesi durumunda Onerilen her model igin filogenetik
agaclar olusturulmus ve en yiliksek Bootstrap degerini veren aga¢ bu caligmada
gosterilmistir.

Izolatlar arasindaki evrimsel iliskilerin belirlenmesi i¢in Neighbor-Joining (NJ:
Saitou ve Nei, 1987), Maksimum Parsimony ve Maksimum Likelihood (ML) olmak
tizere ti¢ farkli algoritma kullanilmistir. NJ analizleri PAUP 4.0b10 (Swofford, 2003)
programi kullanilarak, AIC ve BIC analizleri sonucu elde edilen tiim baz degisim
modelleri icin yapilmistir. Olusturulan filogenetik agaclarin  giivenilirliklerini
belirlemek amaciyla 10000 tekerriirlii olmak iizere Bootstrap analizleri yapilmis, %
50’nin iizerinde desteklenen diigiimler icin Bootstrap degerleri agaclar {izerinde
gosterilmistir.

Maksimum-Likelihood analizi PYHML v. 3.0 (Guindon ve Gascuel, 2003)
programi kullanilarak yapilmistir. Analizler AIC ve BIC testleri kullanilarak belirlenen
baz degisim modellerinin her birisi i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir. Bootstrap analizleri yine

aynt program kullanilarak 1000 tekerriirlii olarak gerceklestirilmis ve elde edilen
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Bootstrap agaglarinin konsensiis agact PHYLIP v. 3.68 (Felsenstein, 1989) programi
icerisindeki Consense opsiyonu kullanilarak olusturulmustur.

Parsimony analizi de benzer sekilde PAUP 4.0b10 programi kullanilarak
yapilmistir. Analizler heuristik arastirma metodu, Branch-Swapping ve Tree-Bisection-
Connection algoritmalar1 kullanilarak rasgele 10 tekrarli olarak yapilmistir. Uzunluklari,
Consistency indeksleri (CI), Retention indeksleri (RI) ve Homoplasy indeksleri (HI) esit
olan birden fazla en kisa agag elde edildiginde, bu agaclarin strict ve %50 majority rule
konsenstis agaglar1 yine ayni program kullanilarak elde edilmistir. Elde edilen agac¢larin
istatistiksel giivenilirligini belirlemek i¢in yukarida belirtilen algoritmalar kullanilarak
1000 tekerriirlii Bootstrap analizi yapilmig ve yine ayni program ile Bootstrap strict
konsensus agaci elde edilmistir. Agaglar ilizerinde, %50’nin {iizerinde desteklenen
diigiimler i¢in Bootstrap degerleri gosterilmistir.

Filogenetik analizler sonucunda kromozomal genler olan 16S rDNA, recA ve
pSym genleri olan nodA, nifH agaclarinda uyumsuzluk belirlenen izolatlar i¢in olasi
lateral transferlerin belirlenmesi amaciyla Incongruence Lenght Difference: ILD (Farris
ve ark., 1994) testi yapilmistir. ILD testi filogeni i¢in informatif genlerin tespiti ve
bakterial tiirler arasinda lateral gen transferlerinin belirlenmesini kapsayan bir dizi
filogenetik problemin ¢oziimii i¢cin uygulanmaktadir (Zelwer ve Daubin, 2004). Bu
testte parsimony algoritmasi kullanilarak, test edilecek genler ayri ayri, birlestirilmis ve
rastgele birlestirilmis veri setleri seklinde analiz edilir ve en kisa agaclarin basamak
sayilar1 hesaplanir, daha sonra da bu basamak sayilar karsilastirilir (Darlu ve Lecointre,
2002). Eger birlestirilmis agaglarin toplam uzunluklari orijinal agaglarinkinden 6nemli
Olciide (P<0.05) fazla ise bu durum genlerin arasinda sadece sans ile agiklanamayacak
kadar biiylik uyumsuzlugun varligin1 yani farkli evrimsel hikayeleri isaret eder ve bu
genler birlestirilmeden, ayr1 olarak degerlendirilirler (Eardly ve ark., 2005). Bu
calismada ILD testleri PAUP 4.0b10 (Swofford, 2003) programi kullanilarak, Heuristik
arastirma metodu, Branch-Swapping ve Tree-Bisection-Connection algoritmalari ile
rastgele 10 tekrarli olarak yapilmistir. ILD testleri i¢in Parsimony analizi toplamda 1000

tekerriirlii olarak yapilmistir.



52

Cizelge 3.4 Filogenetik analizlerinde kullanilan Rhizobium izolatlarinin 16S rDNA erisim numaralari

izolat Erisim No Konuk¢u Orijin Kaynak
Rhizobium leguminosarum" USDA 2370 U29386 P. sativum A.B.D. Van Berkum ve ark., 1996
R. leguminosarum bv. trifolii ATCC 14480 AY509900 Trifolium sp. A.B.D. Ramirez-Bahena ve ark., 2008
R. leguminosarum bv. phaseoli USDA 2671 U29388 P. vulgaris Van Berkum ve ark., 1996
R. etli' CFN42 U28916 P. vulgaris Meksika Van Berkum ve ark., 1996
R. fabae" CCBAU 33202 DQ835306 V. faba Cin Tian ve ark., 2008
R. hainanense" CCBAU 57015 U71078 D. sinuatum Cin Chen ve ark., 1997
R. gallicum" R602sp" U86343 P. vulgaris Fransa Amarger ve ark., 1997
R. mongolense" USDA 1844 U89817 M. ruthenica Mogolistan  Van Berkum ve ark., 1998
R. yanglingense" SH 22623 AF003375 Cin Tan ve ark., 2001
R. indigoferae" CCBAU 71042 AF364068 1. amblyantha  Cin Wei ve ark., 2002
R. sullae” IS123 Y10170 H. coronarium - Squartini ve ark., 2002
R. rhizogenes' IFO 13257 D01257 - - Young ve ark., 2001
R. lusitanum" P1-7 AY738130 P. vulgaris Portekiz Valverde ve ark., 2006
R. tropici' CIAT 899 U89832 P. vulgaris - Van Berkum ve ark., 1996
R. pisi" DSM 30132 AY509899 P. sativum Peru Ramirez-Bahena ve ark., 2008
R. phaseoli" ATCC 14482 EF141340 P. vulgaris - Ramirez-Bahena ve ark., 2008
Rhizobium spp. Mim-2 DQ648574 Mimosae spp. - Chen, yayimlanmamis
Rhizobium spp. PEPSM13 DQ196418 P. sativum Peru Santillana ve ark., 2008
Rhizobium spp. PEPSM15 DQ196417 P. sativum Peru Santillana ve ark., 2008
Rhizobium spp. CCBAU 85025 EU256423 Vicia sativa Tibet Hou ve ark., 2009b
Rhizobium spp. CCBAU 83268 EF549382 V. faba Cin Han ve ark., 2008c
Rhizobium spp. CCBAU 85022 EU256422 V. tibetica Tibet Hou ve ark., 2009b
Rhizobium spp. XtP1 EU637927 P. sativum Cin Yang ve ark., 2008
Rhizobium spp. RRE6 AY946012 O. sativa Hindistan ~ Singh ve ark., 2006
Rhizobium spp. ARPVO02 AY196964 P. vulgaris Arjantin Abril ve ark., yayimlanmamis
Rhizobium spp. USDA 2667 U47303 P. vulgaris - Buttery ve ark., 1997
Rhizobium spp. CCBAU 03321 DQ835293 V. faba Cin Tian ve ark., yayimlanmamis
Rhizobium spp. CCBAU 43229 DQ835308 V. faba Cin Tian ve ark., yayimlanmamis
Rhizobium spp. CCBAU 03058 DQ835296 V. faba Cin Tian ve ark., yayimlanmamis
Rhizobium spp. CCBAU 81106 DQ835292 V. faba Cin Tian ve ark., yayimlanmamis
Rhizobium spp. CCBAU 23131 DQ835304 V. faba Cin Tian ve ark., yayimlanmamis
Rhizobium spp. PEVFO1 DQ196416 V. faba Peru Santillana ve ark., 2008
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Cizelge 3.5 Filogenetik analizlerinde kullanilan Rhizobium izolatlarinin recA erisim numaralari

izolat Erisim No Konuk¢u Orijin Kaynak
Rhizobium leguminosarum® USDA 2370 AJ294376 P. sativum A.B.D. Gaunt ve ark., 2001
R. leguminosarum bv. trifolii ATCC 14480 EF113135 T. pratense A.B.D. Santillana ve ark., 2008
R. phaseoli" ATCC 14482 EF113136 P. vulgaris - Santillana ve ark., 2008
R. pisi® DSM 30132 EF113134 P. sativum Peru Santillana ve ark., 2008
R. etli bv. phaseoli ' CFN42 AJ294375 P. vulgaris Meksika Gaunt ve ark., 2001
R. rhizogenes" IFO 13257 AJ294374 - - Gaunt ve ark., 2001
R. tropici® sub. sp. A USDA 9039 AJ294372 P. vulgaris Meksika Gaunt ve ark., 2001
R. tropici sub. sp. B USDA 9030 AJ294373 P. vulgaris Meksika Gaunt ve ark., 2001
R. lusitanum” P1-7 DQ431674 P. vulgaris Portekiz Valverde ve ark., 2006
R. yanglingense" SH22623 AY907359 G. multiflora Cin Vinuesa ve ark., 2005
R. mongolense" USDA 1844 AY907358 M. ruthenica Mogolistan  Vinuesa ve ark., 2005
R. huautlense CCBAU 65798 EU622118 S. cannabiana  Cin Wang ve ark., yayimlanmamis
R. huautlense” SO2 AY 688601 S. herbacea Meksika Vinuesa ve ark., 2005
R. galegae" USDA 4128 AJ294378 G. orientalis Finlandiya  Gaunt ve ark., 2001
R. sullae" IS123 FJ816279 H. coronarium - Han ve ark., yayimlanmamus
R. fabae' CCBAU 33202 EF579941 V. faba Cin Tian ve ark., 2008
R. mesosinicum" CCBAU25010 EU120732 - Cin Gaunt ve ark., 2001
S. fredii' USDA 205 AJ294379 - - Gaunt ve ark., 2001
Rhizobium spp. CCBAU 03058 GQ323681 V. faba Cin Tian ve ark., 2010
Rhizobium spp. CCBAU 23131 GQ323661 V. faba Cin Tian ve ark., 2010
Rhizobium spp. CCBAU 81106 GQ323671 V. faba Cin Tian ve ark., 2010
Rhizobium spp. CCBAU 85025 EU288687 V. sativa Tibet Hou ve ark., 2009b
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Rhizobium spp.
Rhizobium spp.
Rhizobium spp.
Rhizobium spp.
Rhizobium spp.
Rhizobium spp.
Rhizobium spp.
Rhizobium spp.
Rhizobium spp.
Rhizobium spp.
Rhizobium spp.
Rhizobium spp.
Rhizobium spp.
Rhizobium spp.

CCBAU 85022
CCBAU 03321
CCBAU 43229
PEVFO1

J-1

Nvf4

VF39

USDA 2489
USDA 2503
USDA 2502
KIM5s

IE950

GR12

1E4771

EU288686
GQ323673
GQ323665
EF113122

GQ323691
GQ323695
AY907362
GQ323684
GQ323690
GQ323689
AY907360
AY907460
AY907361
AY907464

V. tibetica
V. faba
V. faba
V. faba
V. faba
V. faba
V. faba
V. faba
V. faba
V. faba
P. vulgaris
P. vulgaris
P. vulgaris

P. vulgaris

Tibet
Cin

Cin
Peru
Urdiin
Urdiin
Almanya
Kanada
Ispanya
Ispanya
ABD
Meksika
Ispanya
Meksika

Hou ve ark., 2009b
Tian ve ark., 2010
Tian ve ark., 2010
Santillana ve ark., 2008
Tian ve ark., 2010
Tian ve ark., 2010
Vinuesa ve ark., 2005
Tian ve ark., 2010
Tian ve ark., 2010
Tian ve ark., 2010
Vinuesa ve ark., 2005
Silva ve ark., 2005
Vinuesa ve ark., 2005
Silva ve ark., 2005
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Cizelge 3.6 Filogenetik analizlerinde kullanilan Rhizobium izolatlarinin nodA erisim numaralar1

izolat Erisim No Konuk¢u Orijin Kaynak
R. gallicum bv. phaseoli PhDI12 AJ300237 P. vulgaris Fransa Moulin, yayimlanmamis
R. giardinii bv. phaseoli Ro84 AJ300239 P. vulgaris Fransa Moulin, yayimlanmamis
R. etli bv. phaseoli " CFN 42 NC 004041 P. vulgaris Meksika Gonzalez ve ark., 2003
R. etli bv. phaseoli CIAT 652 CP001076 - - Gonzalez ve ark., yayimlanmamis
R. tropici bv. phaseoli CFN299 X98514 P. vulgaris ABD Debelle ve ark., 1996
R. tropici bv. mimosae UPRM 8021 EU490517 M. ceratonia Porto Riko Elliott ve ark., 2009
R. leguminosarum bv. phaseoli ICMP2672 DQ100403 P. vulgaris Y. Zelanda Weir, B.S., yayimlanmamis
R. leguminosarum bv. trifolii ICMP 5377 EF115496 S. flavescens Japonya Weir, B.S., yayimlanmamis
R. leguminosarum bv. trifolii 12.5 GQ374373 - Polonya Mazur ve ark., yayimlanmamis
R. leguminosarum bv. trifolii ICMP 2668 DQ100412 T. repens Y. Zelanda Weir, B.S., yayimlanmamis
R. leguminosarum bv. viciae 201ZG DQ286900 - Hirvatistan Zafran ve ark., yayimlanmamis
R. leguminosarum bv. viciae VT608 FJ715818 V. tetrasperma  Giiney Kore Kim ve ark., yayimlanmamis
R. leguminosarum bv. viciae VAS602 FJ650409 V. angustifolia  Giiney Kore Kim ve ark., yayimlanmamis
R. leguminosarum bv. viciae 3841 AM236084 - - Young ve ark., 2006
R. leguminosarum bv. viciae ICMP 5943 DQ100408 V. sativa Y. Zelanda Weir, B.S., yayimlanmamis
R. leguminosarum bv. viciae 301Z2G DQ286867 - Hirvatistan Zafran ve ark., yayimlanmamis
R. leguminosarum bv. viciae ICMP 14642 DQ100409 S. chathamica Y. Zelanda Weir, B.S., yayimlanmamis
Sinorhizobium spp. 47-1 FJ800053 P. vulgaris Tunus Mnasri ve ark., 2009
Sinorhizobium spp. LILM4H41 FJ800056 P. vulgaris Tunus Mnasri ve ark., 2009
Sinorhizobium spp. 1H1 FJ800057 P. vulgaris Tunus Mnasri ve ark., 2009
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Cizelge 3.7 Filogenetik analizlerinde kullanilan Rhizobium izolatlarinin nifH erisim numaralari

izolat Erisim No Konuk¢u Orijin Kaynak
Rhizobium leguminosarum" USDA 2370 DQ450935 P. sativum A.B.D. Laranjo ve ark., 2008
R. leguminosarum bv. viciae 3841 NC 008381  P. sativum Ingiltere Young ve ark., 2006
R. leguminosarum bv. trifolii SuU329 K00490 - - Scott ve ark., 1983
R. etli bv. phaseoli ' CFN42 NC 004041  P. vulgaris Meksika Gonzalez ve ark., 2003
R. etli bv. phaseoli CIAT652 NC 010996  P. vulgaris Gonzalez ve ark.,

yayimlanmamis

R. etli bv. phaseoli Olivia4 M55227 P. vulgaris Belize Eardly ve ark., 1992
R. etli bv. mimosae Mim2 AF107621 Mimosa affinis Wang ve ark., 1999
R. lusitanum” P1-7 AY943644 P. vulgaris Portekiz Valverde ve ark., 2006
R. gallicum" R602sp AF218126 P. vulgaris Fransa Laguerre ve ark., 2001
R. tropici® sub. sp. A CIAT 899 M55225 P. vulgaris - Eardly ve ark., 1992
B. japonicum" USDA 110 BA000040 G. max A.B.D Kanenko ve ark., 2002
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3.5. Kullanilan Cozeltiler ve Besi Yerleri

3.5.1. Asitlestirilmis Civa Kloriir (% 0.1)

Kok nodiillerinin yiizey sterilizasyonu i¢in kullanilan civa kloriir Elkan
(1987)’ye gore hazirlanmistir:

Civa (Carlo Erba, Italya): 0.1 gr

Konsantre HCI (Merch, Darmstadt, Almanya): 0.5 ml

dH,0: 100 ml

3.5.2. Yeast Ekstrakt Mannitol Agar (YMA)

Rhizobia grubu bakterilerin genel {retimi igin kullanilan YMA ortami
Somasegaran ve Hoben (1985)’e gore hazirlanmustir:

K,;HPO,4 (Merck, Darmstadt, Almanya): 0.5 gr

MgSO,. 7H,0 (Kimetsan, Tiirkiye): 0.2 gr

NaCl (Carlo Erba, italya): 0.1 gr

Mannitol (Merch, Darmstadt, Almanya): 10 gr

Maya ekstrakt1 (LabM Lancashire, ingiltere): 0.5 gr

dH,0: 1000 ml

Agar (Merch, Darmstadt, Almanya): 15 gr

Hazirlanan ortamin pH’s1 agar eklenmeden Once 6.8’e¢ ayarlanmis ve agar

eklendikten sonra 121 °C de 20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

3.5.3. Gliserol Stok (%20)

YMB ortaminda 28 °C’de 24 saat gelistirilen kiiltiirlerden 750 pl alinarak
icerisinde %80’lik 250 pl gliserol bulunan steril vidali tiiplere (1.5 ml) aktarilmistir.
Tiipler iyice vortekslenerek karistirilmis ve 1 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra -

20 °C’deki derin dondurucuda (MyBio) muhafaza edilmistir.

3.5.4. Kristal Viyole

Boya ¢ozeltisi Vincent (1970)’e gore hazirlanmigtir:

Kristal viyole (Carlo Erba, italya): 10 gr
Amonyum oksalat monohidrat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya): 4 gr
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Etanol (J.T. Baker, Deventer, Hollanda): 100 ml
dH,0: 400 ml

Kristal viyole ve amonyum oksalat 100 ml etanol igerisinde ¢dziildiikten sonra
distile su ile 500 ml’ye tamamlanmistir. Boya c¢Ozeltisi daha sonra kaba filtre
kagidindan gegirilerek siizlilmiis ve ¢okeltilerden arindirilmistir. Hazirlanan boya 151k

almayan bir sise icerisinde muhafaza edilmistir.

3.5.5. Gram Iyodin Cozeltisi

Iyot ¢ozeltisi Vincent (1970)’e gére hazirlanmistir:

Iyodin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya): 1 gr
Potasyum Iyodit (Carlo Erba, Italya): 2 gr

Etanol (J.T. Baker, Deventer, Hollanda): 25 ml
dH,O: =75 ml

Iyodin ve potasyum iyodit 25 ml etanol icerisinde ¢dziildiikten sonra distile su
ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Cozelti daha sonra kaba filtre kagidindan gegirilerek
stiziilmis ve ¢okeltilerden arindirilmigtir. Hazirlanan Gram iyodin ¢ozeltisi 151k almayan

bir sise i¢erisinde muhafaza edilmistir.

3.5.6. Alkol-Iyot Karisimi

Karigim Vincent (1970)’e gore hazirlanmistir:

Gram Iyodin Cézeltisi (Bkz. 3.5.5): 5 ml
Etanol (J.T. Baker, Deventer, Hollanda): 95 ml

Gram Iyodin Cozeltisi ve etanol yukarida belirtilen oranlarda karistirilmis ve

karirim 11k almayan bir sise icerisinde muhafaza edilmistir.
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3.5.7. Safranin

Boya ¢ozeltisi Vincent (1970)’e gore hazirlanmistir:

Safranin: 2,5 gr
Etanol (J.T. Baker, Deventer, Hollanda): 100 ml
dH,0: 100 ml

Safranin 100 ml etanol igerisinde ¢oziildiikten sonra bu ¢ézeltiden 10 ml alinarak
son hacim distile suya ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Boya ¢6zeltisi daha sonra kaba
filtre kagidindan gecirilerek siliziilmiis ve ¢okeltilerden arindirilmistir. Hazirlanan boya

151k almayan bir sise icerisinde muhafaza edilmistir.

3.5.8. Brom-Cresol Purple iceren Pepton Glukoz Agar

Brom-cresol purple boya stok ¢ozeltisi hazirlamak icin 1 gr toz boya (Surechem
Products Ltd., Ingiltere) 100 ml etanol igerisinde ¢dziilmiistiir. izolatlarin safliklarin
kontrol etmek icin kullanilan Brom-Cresol Purple Iceren Pepton Glukoz Agar besi

ortam1 Somasegaran ve Hoben (1985)’e gore hazirlanmustir:

Glikoz (Dekstroz: Merck, Darmstadt, Almanya): 5 gr
Pepton (LabM, Lancashire, ingiltere): 10 gr
Agar (Merch, Darmstadt, Almanya): 15 gr

Tartilan igerige yukarida agiklanan Brom-cresol purple stok ¢ozeltisinden 10 ml
eklenmis ve toplam hacim dH,O ile 1000 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ortam 121

°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve steril petri kaplarina dokiilmiistiir.

3.5.9. Fide Agar
Nodiilasyon testlerinde fidelerin gelistirilmesi i¢in asagida igerigi belirtilen

Jensen ortami kullanilmistir (Vincent, 1970).

CaHPO,4 (Merch, Darmstadt, Almanya): 1 gr
K,;HPO4 (Merch, Darmstadt, Almanya): 0.2 gr
MgSO4. 7TH,0 (Kimetsan, Tiirkiye): 0.2 gr
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NaCl (Carlo Erba, italya): 0.2 gr
FeCls (Merch, Darmstadt, Almanya): 0.1 gr
dH,0: 1000 ml

Ortam hazirlandiktan sonra igerisine asagida belirtilen iz element ¢ozeltilerinden
I’er ml ilave edilmis ve pH’st 6.8’e¢ ayarlanmigtir. 15 gr/lt oraninda agar (Merch,
Darmstadt, Almanya) ilave edildikten sonra ortam 1sitilarak agarin erimesi saglanmaistir.
Besi ortami1 nodiilasyon teslerinin yapilacag: siselere aktarildiktan sonra 121 °C’de 20

dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

iz element ¢ozeltisi:

H3;BO; (Merch, Darmstadt, Almanya): % 0,05 (gr/It)

MnCl, (Carlo Erba, Italya): % 0,05 (gr/It)

ZnCl, (Aklar Kimya, Tiirkiye): % 0,005 (gt/1t)

Na,;MoO4 2H,0 (Merch, Darmstadt, Almanya): % 0,005 (grt/1t)
CuSOy (Carlo Erba, Italya): % 0,005 (gr/1t)

CaCl, (Aklar Kimya, Tiirkiye): 10 ppm

3.5.10. NaOCl (%1’lik)

Nodiilasyon testinde kullanilacak konak bitki tohumlarinin yiizey sterilizasyonu
NaOCl (%]1°lik) ile yapilmistir. Sterilant1 hazirlamak i¢in ticari olarak satilan ¢amasir
sular1 %35 konsantrasyonda kabul edilmis ve %1’ lik olacak sekilde steril dH,O ile

sulandirilmstir.

3.5.11. Su Agan

Nodiilasyon testinde kullanilacak konak bitki tohumlarinin ¢imlendirilmesi i¢in
su agari ortami kullanmilmistir. Bu ortam i¢in 15 gr agar agar (Merch, Darmstadt,
Almanya) tartilarak distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ortam 121

°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve steril petri kaplarina dokiilmiistiir.

3.5.12. Fide Cozeltisi
Fide cozeltisi 3.5.9’da agiklanan Fide agarin iceriginden agarin ¢ikartilmasi ile

hazirlanmistir (Vincent, 1970).
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3.5.13. Yeast Extract Mannitol Broth (YMB)
YMB ortami 3.5.2°de aciklanan YMA ortamimin igeriginden agar agarin

cikartilmasi ile hazirlanmistir (Somasegaran ve Hoben, 1985).

3.5.14. Tripton Yeast Ekstrakt (TY)

TY ortami hazirlamak igin, 6 gr tripton (LabM, Lancashire, Ingiltere), 3 gr Maya
ekstrakt1 (LabM Lancashire, ingiltere) ve 4,5mM CaCl, (Merch, Darmstadt, Almanya)
saf su icerisinde ¢ozililmiistiir. Daha sonra igerisine 15 gr/lt oraninda agar agar (Merch,
Darmstadt, Almanya) eklenmis ve saf su ile son hacim 1 litreye tamamlanmistir.
Hazirlanan ortam 121 °C’de 1 atmosfer basingta 20 dakika otoklavlanarak steril edilmis

ve steril petri kaplaria dokiilmiistiir (Ditta ve ark., 1987).

3.5.15. Tris-Cl

100 ml 1 M Tris-Cl hazirlamak i¢in 12.11 gram Tris baz (Sigma, Steinheim,
Almanya) 80 ml ddH,O igerisinde ¢éziinmiis ve pH’s1 gerekli miktarda konsantre HCI
(Merch, Darmstadt, Almanya) eklenerek 8’e ayarlanmistir. Son hacim ddH,O ile 100
ml’ye tamamlanmis ve pH degeri son olarak dlgiilerek kontrol edilmistir (Sambrook ve

Russell, 2001).

3.5.16. EDTA (0.5 M) pH 8

100 ml 0.5 M EDTA (Sigma, Steinheim, Almanya) ¢ozeltisi hazirlamak icin
14.6 gram EDTA (Sigma, Steinheim, Almanya) tartilarak 80 ml ddH,O ya eklenmistir.
Cozelti bir taraftan manyetik karistiricida karistirilirken diger taraftan NaOH (Carlo
Erba, Italya) graniilleri ¢ozelti icerisine eklenerek pH 8’e ayarlanmistir. Cozelti ddH,O
ile 100 mI’ye tamamlanmis ve son olarak pH’s1 kontrol edilmistir Hazirlanan ¢o6zelti

121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Durmaz ve ark., 2001).

3.5.17. 10X Tris-EDTA (TE) tamponu, pH 8

100 ml 10X TE tamponu hazirlamak i¢in 10 ml pH 8.0 Tris-Cl (100 mM) ve 2
ml pH 8.0 EDTA (10 mM) 88 ml ddH,O ile karistirilmig ve tampon 121 °C’de 1 atm
basingta 20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. 1X TE tamponu hazirlamak igin stok

1/10 oraninda sulandirilmistir (Sambrook ve Russell, 2001).
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3.5.18. %10’luk SDS
100 ml % 10’luk SDS ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 10 gram SDS (Amresco, Ohio,
ABD) tartilarak ddH,O ile iizeri 100 ml’ye tamamlanmis ve 1siticitli manyetik

karistiricida karigtirilarak tamamen ¢oziinmesi saglanmastir.

3.5.19. ProteinazK (20 mg/ml)

0.02 gram (20 mg) proteinazK (Promega, Madison, WI, ABD) tartilarak TE
(10mM Tris, 1 mM EDTA pH 8.0) tamponu ile 1 ml’ye tamamlanmistir. ProteinazK
vortekslenip iyice ¢oziindiikten sonra 100 pl’lik paylara ayrilmis ve -20 °C’de muhafaza
edilmistir. ProteinazK olduk¢a hassas oldugundan miimkiin oldugu kadar taze

hazirlanip kullanilmaya 6zen gdsterilmistir.

3.5.20. NaCI (S M)
100 ml 5 M NaClI ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, graniil haldeki NaCI (Carlo Erba,
Italya)’den 29.22 gr tartilarak iizeri ddH,O ile 100 ml’ye tamamlanmustir.

3.5.21. CTAB (Setil trimetil amonyum bromiir)/NaCl

100 ml CTAB/NaClI ¢dzeltisi hazirlamak i¢in 4.1 gram NaClI (Carlo Erba, Italya)
tartilarak 90 ml ddH,O igerisinde ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozeltinin igerisine 10 gr CTAB
(Sigma, Steinheim, Almanya) eklendikten sonra 65 °C’ye kadar i1sitilmis ve
karistirilarak CTAB’1n ¢oziinmesi saglanmistir. Daha sonra ¢ozelti ddH,O ile 100 ml ye

tamamlanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

3.5.22. Kloroform/izoamil alkol (24:1)
100 ml kloroform/izoamil alkol karisimi hazirlamak i¢in 96 ml kloroform
(Merch, Darmstadt, Almanya) ve 4 ml izoamil alkol (Amresco, Ohio, ABD)

karigtirilmistir.

3.5.23. Etanol (%70)
100 ml % 70’lik etanol karigimi hazirlamak i¢in 70 ml saf etanol (J.T. Baker,
Deventer, Hollanda) igerisine 30 ml ddH,O karistirilmastir.
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3.5.24. 30 mg/ml RNaz (RiboniikleazA)
0.03 gr RiboniikleazA (Sigma) tartilarak bir mikrosantriifiij tiipine alinmistir ve

1X TE tamponu (bkz. 3.5.17) ile tlizeri 1 ml’ye tamamlanmistir.

3.5.25. 3M pH 5.2 Sodyum Asetat (NaAC)

Cozelti Sambrook ve Russell (2001)’e gore hazirlanmistir. 40,83 gr Sodyum
asetat (NaAC 3H,0; Amresco, Ohio, ABD) yaklasik 80 ml ddH,O da ¢6ziinerek pH’s1
glasiyel asetik asit (Merck, Darmstadt, Almanya) ile 5.2’ye ayarlanmistir. Daha sonra
tizeri ddH,0 ile 100 ml’ye tamamlanmis ve tekrar pH’s1 6l¢iilmiistiir. Hazirlanan ¢6zelti

121 °C’de 1 atm basingta 20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

3.5.26. TBE (Tris-Borat-EDTA)
10 X TBE tamponu Maniatis ve ark. (1982)’ye gore hazirlanmistir:

Trizma Base (Sigma, Steinheim, Almanya): 108 gr
Borik Asit (Merch, Darmstadt, Almanya): 55 gr
0.5M pH: 8 EDTA (bkz. 3.5.16): 40 ml

Tartilan igerik ddH,O ile 1000 ml’ye tamamlanmis ve 121 °C’de 20 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir. 1X TBE tamponu hazirlamak i¢in stok 1/10 oraninda

sulandirilmstir.

3.5.27. Ethidium-Bromiir

DNA bantlarin1 boyamak i¢in kullanilan Ethidium-Bromiir ¢ozeltisi, hazir olarak
satin alinan stogun (Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya) % 1 v/v oraninda
sulandirilmasiyla (dH,O ile) hazirlanmigtir. Kullanilan Ethidium-Bromiir ¢ozeltisi

kullanim sikligina bagli olarak en az haftada bir yenilenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Ornekleme ve Kok Nodiillerinden Rhizobium izolasyonu

Yapilan arazi ¢aligmalar1 sonucunda Samsun, Sinop, Ordu ve Amasya illerine
ait Cizelge 3.1°de belirtilen lokalitelerin tamamindan, Nisan-Mayis aylari siiresince
bakla (Vicia faba L.) ve bezelye (Pisum sativum L.), Temmuz-Agustos aylar1 siiresince
de fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitki Ornekleri toplanmistir. Toplanan bitki
orneklerinin koklerinden segilen saglikli nodiillerden yapilan izolasyonlar sonucunda 30

tane bakla’dan, 30 tane bezelye’den ve 30 tane de fasulye’den olmak iizere toplam 90

adet Rhizobium olabilecek tipik bakteri 6rnegi elde edilmis ve stoklanmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Sirasiyla fasulye ve bakla kdk nodiillerinden izole edilen (A) CTG-412 (Rhizobium phaseoli),
(B) CTG-59 (Rhizobium leguminosarum bv. viciae), izolatlarinin YMA ortamindaki koloni goriiniimleri
Izole edilen 90 adet Rhizobium olabilecek bakteri drneginin genel Kkiiltiirel
ozelliklerinin belirlenmesi i¢in izolatlar, ayn1 zamanda izolasyon i¢in de kullanilan
Brom Thimol Mavisi iceren Yeast Ekstrakt Mannitol Agar (YMA) ortamina
astlanmiglardir. Sonugcta izolatlarin tamami Kuykendall (2005)’de Rhizobiyal koloniler
icin belirtilen digbiikey, halkasal, parlak ve mukuslu yapiyr gostermisler ve  YMA
ortaminda asit olusturarak ortam rengini yesilden sariya doniistiirmiislerdir. Bu sonug
izolatlarin hizl1 gelisen ve asit iireten Rhizobiyal cinsler (Rhizobium, Ensifer veya

Mesorhizobium) igerisinde yer alan tiirlerden birine ait olduklarin1 gostermektedir.



65

4.2 Geleneksel Yontemler ile Kok Nodiil Bakterilerinin On Teshisleri

4.2.1 Gram Boyama
Yapilan Gram boyamalar sonucunda, elde edilen tiim izolatlarin Kuykendall ve

ark. (2005)’de belirtilen ve Rhizobiaceae familyasinin tipik karakteristikleri olan,

ortalama 0.5-0.1 x 1.2-3 pum hiicre ebati, comak hiicre sekli ve Gram negatif boyanma

ozelliklerine sahip olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.2 A - B).

Sekil 4.2 (A) Fasulye’den izole edilen Rhizobium phaseoli (CTG-412) izolatinin Gram boyama sonucu
10x100’liik biiytitmedeki mikroskobik goriintiisii (B) Bakla’dan izole edilen R. leguminosarum bv. viciae
(CTG-59) izolatinin Gram boyama sonucu 10x100°liik biiylitmedeki mikroskobik goriintiisii

Ayrica yapilan Gram boyamalar sonucunda kiiltiirlerde, izolasyon veya takip
eden asamalardaki hatalardan kaynaklanabilecek bir Gr (+) veya kokkus, spirillum vb.
farkli hiicre morfolojisine sahip bakteri kontaminasyonlarinin bulunmadigi da

belirlenmistir.

4.2.2 Brom-Cresol Purple iceren Pepton Glukoz Agarda Gelisim

Brom-Cresol Purple iceren PGA ortamina asilanan 90 izolattan higbirisi 28
°C’de, 48 saatlik inkiibasyon sonucunda iireme gostermemis ve ortam pH’sinda
degisime neden olmamustir (Sekil 4.3). Gram boyama ile birlikte bu testten elde edilen
sonuglar, izole edilen 6rneklerin gercek birer Rhizobia olabileceklerini ve herhangi bir

kontaminant icermediklerini ortaya koymustur.
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Sekil 4.3 Brom-Cresol Purple iceren PGA ortamia asilanmig ve 28 °C’de 48 saat inkiibe edilmis bir
kontaminantin ve bir Rhizobia (R. phaseoli) izolatinin (CTG-412) gelisimi

4.2.3 Nodiilasyon (Otantikasyon) Testi

Elde edilen izolatlarin nodiilasyon ve azot fiksasyon genleri igerip icermedigini
anlamak ic¢in yapilan nodiilasyon testleri sonucunda, fasulye’den izole edilen tiim
bakterilerin fasulye bitkisi kokleri lizerinde gegici meristem dokusuna sahip, kiiresel,
determinate nodiiller olusturdugu goézlenmistir. Bu sonug bakterilerin nodiilasyon (nod,
noe ve nol) genleri igerdigini gdstermektedir (Sekil 4.4a-b). Ayn1 zamanda olusan bu
nodiillerin pembe renkli oldugu, yani igerisinde leghemoglobin bulundurdugu
gozlenmistir (Sekil 4.4c). Bu sonug nodiillerin, dolayisiyla da icerisindeki bakteroidlerin
azot fiksasyonu agisindan aktif olduklarini yani izolatlarin azot fiksasyon genleri olan

nif've fix genlerini bulundurdugunu gostermistir.

Sekil 4.4 (a) Fasulye’den izole edilen Rhizobia izolatlar1 i¢in yapilan bir nodiilasyon denemesi, (b) CTG-
403 izolatinin fasulye kokiinde olusturdugu aktif nodiiller, (¢) CTG-403 izolatinin fasulye kokiinde
olusturdugu aktif bir determinate nodiiliin i¢ yapist
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Benzer sekilde bakla’dan izole edilen tiim bakteri orneklerinin bakla kokleri
iizerinde kalict meristem dokusuna sahip, uzun, indeterminate nodiiller olusturdugu
gozlenmistir. Bu sonug bakterilerin nodiilasyon (nod, noe ve nol) genleri igerdigini
gostermektedir (Sekil 4.5a-b). Ayrica tiim bakterilerin, bakla iizerinde olusturdugu
nodiillerin pembe renkte oldugu yani leghemoglobin bulundurdugu belirlenmistir (Sekil

4.5c). Bu sonu¢ da, izolatlarin genomlarinda azot fiksasyon (nif ve fix) genlerini

bulundurduklarin1 gostermektedir.

Sekil 4.5 (a) Bakla’dan izole edilen Rhizobia izolatlar1 i¢in yapilan bir nodiilasyon denemesi, (b)
Bakla’dan izole edilen CTG-59 izolatinin bakla kokiinde olusturdugu aktif nodiiller, (¢) CTG-59
izolatinin bakla kdkiinde olusturdugu aktif bir indeterminate nodiiliin i¢ yapisi

Benzer sekilde bezelye’den izole edilen bakteri orneklerinin tamami bezelye
kokleri lizerinde nodiiller olusturmustur. Bu nodiiller kalict meristem dokusuna sahip,
uzun, indeterminate nodiiller seklindedir. Bu sonu¢ bezelye’den izole edilen bu
bakterilerin genomlarinda nodiilasyon (nod, noe ve nol) genleri igerdigini
gostermektedir (Sekil 4.6a-b). Ayrica tiim bakterilerin, bezelye iizerinde olusturdugu
nodiillerin pembe renkte oldugu yani leghemoglobin bulundurdugu belirlenmistir (Sekil
4.6c). Bu sonug¢ izolatlarin genomlarinda azot fiksasyon (nif ve fix) genlerinin

bulundugunu goéstermektedir.
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Sekil 4.6 (a) Bezelye’den izole edilen Rhizobia izolatlar1 i¢in yapilan bir nodiilasyon denemesi, (b)
Bezelye’den izole edilen CTG-1 izolatinin bezelye kokiinde olusturdugu aktif nodiiller, (¢) CTG-1
izolatinin bezelye kokiinde olusturdugu aktif bir indeterminate nodiiliin i¢ yapisi

Yukarida belirtilen nodiilasyon testlerine ek olarak Vicieae kabilesine ait olan
bakla ve bezelye bitkilerinin kdklerinden izole edilen bakteriler i¢in capraz asilama
denemeleri de yapilmistir. Bu amagla bezelye kok nodiillerinden izole edilen ve bu
bitkide aktif nodiiller olusturduklar1 belirlenen, (nodA ve nifH genlerinin baz dizileri
belirlenmig) CTG-1, CTG-13, CTG-74, CTG-110, CTG-114, CTG-202, CTG-203 ve
CTG-205 izolatlar1 bakla koklerine agilanmistir (Sekil 4.7a-b).

Sekil 4.7 (a) Bezelye’den izole edilen CTG-1 izolatinin bezelye kokiinde olusturdugu aktif (pembe
renkli) nodiiller, (b) CTG-1 izolatinin bakla kokiinde olusturdugu aktif (pembe renkli) fakat kiigiik
nodiiller
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Benzer sekilde bakla kok nodiillerinden izole edilen ve bu bitkide aktif nodiiller
olusturduklart belirlenen (nodA ve nifH genlerinin baz dizileri belirlenmis) CTG-23,
CTG-35, CTG-40, CTG-59, CTG-68, CTG-301, CTG-303 ve CTG-308 izolatlar ise
bezelye koklerine asilanmistir. Denemeler sonucunda bakla’dan izole edilen bakterilerin
bezelye koklerinde, bezelye’den izole edilen bakterilerin ise bakla kdklerinde pembe
yani azot fiksasyonu acisindan aktif, indeterminate nodiiller olusturduklar
belirlenmistir. Fakat bu nodiillerin, izolatlarin orijinal konukcularinin kokleri tizerinde
olusturduklar1 nodiillere oranla ¢ok daha kii¢iik ve daha az sayida olduklar1 goriilmiistiir
(Sekil 4.7a-b).

Yukarida belirtilen; Brom Thimol Blue igeren YMA’da gelisim, Gram boyama,
Brom-Cresol Puple igeren Pepton Glikoz Agar da gelisim gibi on teshis testleri ve
nodiilasyon testlerini iceren geleneksel yontemler ile Rhizobia olduklar1 belirlenen ve
calismaya dahil edilen bakteri 6rneklerinin kodlari, izole edildikleri konukgulart ve bu

konukgularin toplandiklari lokaliteler Cizelgeler 4.1-3’de verilmistir.
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Cizelge 4.1 Bezelye (P. sativum L.) koklerinden alinan nodiillerden izole edilen Rhizobia izolatlarinin kodlar1 ve bitki 6rneklerinin toplandiklar lokaliteler

izolat il Lokalite izolat il Lokalite izolat il Lokalite izolat il Lokalite
CTG-1 Ordu  Merkez CTG-36 Samsun  Merkez CTG-73 Sinop  Gerze CTG-205 Amasya Merkez
CTG-5 Ordu  Camas CTG-46 Samsun Carsamba CTG-74 Sinop  Ayancik CTG-204 Amasya Merzifon
CTG-9 Ordu  Golkoy CTG-65 Samsun Bafra CTG-76 Sinop  Erfelek CTG-206 Amasya Suluova
CTG-13 Ordu  Cayiralan CTG-110 Samsun Kavak CTG-78 Sinop  Merkez CTG-207 Amasya Tasova
CTG-18 Ordu  Tekkiraz CTG-202 Samsun Yakakent CTG-109 Sinop  Duragan CTG-203 Amasya G. hacikdy
CTG-25 Ordu  Bolaman CTG-211 Samsun Terme CTG-114 Sinop  Cove CTG-208 Amasya Goyniicek
CTG-32 Ordu  Unye CTG-213  Samsun Vezirkopril CTG-210 Sinop  Boyabat
CTG-201 Ordu  Mesudiye CTG-212 Samsun Ladik CTG-209 Sinop  Kepez

Cizelge 4.2 Bakla (V.faba L.) koklerinden alinan nodiillerden izole edilen Rhizobia izolatlarinin kodlar1 ve bitki 6rneklerinin toplandiklar lokaliteler

izolat il Lokalite izolat il Lokalite izolat il Lokalite izolat il Lokalite
CTG-2 Ordu  Merkez CTG-35 Samsun  Merkez CTG-59 Sinop  Boyabat CTG-304 Amasya Merkez
CTG-6 Ordu  Camas CTG-40 Samsun  Vezirkoprii CTG-61 Sinop  Duragan CTG-302 Amasya Merzifon
CTG-12 Ordu  Cayrralan CTG-45 Samsun  Carsamba CTG-63 Sinop  Merkez CTG-305 Amasya Suluova
CTG-17 Ordu  Tekkiraz CTG-51 Samsun  Terme CTG-68 Sinop  Erfelek CTG-303 Amasya Tasova
CTG-23 Ordu  Bolaman CTG-65 Samsun Bafra CTG-108 Sinop  Gerze CTG-301 Amasya G. hacikdy
CTG-29 Ordu  Unye CTG-77 Samsun  Yakakent CTG-112 Sinop  Cove CTG-306 Amasya Gdyniicek
CTG-307 Ordu  Golkoy CTG-107 Samsun Kavak CTG-113 Sinop  Ayancik
CTG-308 Ordu  Mesudiye CTG-111  Samsun Ladik CTG-309 Sinop  Kepez
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Cizelge 4.3 Fasulye (P. vulgaris L.) koklerinden alinan nodiillerden izole edilen Rhizobia izolatlarinin kodlar1 ve bitki 6rneklerinin toplandiklari lokaliteler

izolat il Lokalite
CTG-401 Ordu  Merkez
CTG-406 Ordu  Camas
CTG-405 Ordu  Cayralan
CTG-404 Ordu  Tekkiraz
CTG-402 Ordu  Bolaman
CTG-403 Ordu  Unye
CTG-407 Ordu  Golkoy
CTG-408 Ordu  Mesudiye

izolat il Lokalite
CTG-409 Samsun Merkez
CTG-416  Samsun  Vezirkoprii
CTG-412 Samsun Carsamba
CTG-413 Samsun Terme
CTG-410 Samsun Bafra
CTG-411 Samsun Yakakent
CTG-414 Samsun Kavak
CTG-415 Samsun Ladik

izolat il Lokalite izolat il Lokalite
CTG-422 Sinop  Boyabat CTG-425 Amasya Merkez
CTG-423 Sinop  Duragan CTG-427 Amasya Merzifon
CTG-417 Sinop  Merkez CTG-426 Amasya Suluova
CTG-418 Sinop  Erfelek CTG-429 Amasya Tasova
CTG-419 Sinop  Gerze CTG-428 Amasya G. hacikdy
CTG-424 Sinop  Cove CTG-430 Amasya Goyniicek
CTG-420 Sinop  Ayancik
CTG-421 Sinop  Kepez
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4.3 Molekiiler Yontemler ile Kok Nodiil Bakterilerinin Tanimlanmasi

4.3.1 Rhizobia Izolatlarindan Genomik DNA izolasyonu

Geleneksel yontemler ile Rhizobia olduklart belirlenen izolatlarin molekiiler
olarak teshislerinin yapilmasi i¢in Oncelikle izolatlardan genomik DNA izolasyonu
yapilmustir (Sekil 4.8). Ornekler kiiltiire alindiklarinda bol miktarda eksopolisakkarit
olusturduklarindan DNA izolasyonu bu eksopolisakkaritleri baglayarak c¢oktiiren
CTAB/NaCl yontemi kullanilarak yapilmustir. izolasyon sonucunda proteinler, RNA,
eksopolisakkaritler ve diger hiicre bilesenleri uzaklastirilmis ve saf genomik DNA elde
edilmistir. Genomik DNA’lar calismalar i¢in kullanilincaya kadar -20 °C’de

saklanmistir.

3000 by —w
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3000 b —

1500 by —
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Sekil 4.8 Bakla’dan izole edilen bazi Rhizobia izolatlarina ait genomik DNA 6rnekleri: Markor (Amresco
1 kb DNA Ladder), CTG-12, -17, -23, 29, 59, 68, 107, 303, 307, 308, 309, Markor (Amresco 1 kb DNA
Ladder)



73

4.3.2 16S rDNA-RFLP Analizi icin Rhizobia Izolatlarindan 16S rDNA
Amplifikasyonu

Izole edilen Rhizobia &rneklerinin RFLP analizleri igin 16S rDNA
amplifikasyonlari, fD1-rD1 primer cifti kullanilarak Boliim 3.4.2°de aciklandigi gibi
yapilmis ve sonugta, fasulye nodiillerinden izole edilen, CTG-410, CTG-412, CTG-420,
CTG-422, CTG-423, CTG-424, CTG-429 ve CTG-430 disindaki tiim Rhizobia
izolatlarindan beklenen 1500 bp’lik DNA bandi elde edilmistir (Sekil 4.9). Yukarida
belirtilen izolatlarda 16S rDNA’ya ek olarak yaklasik 750 bg biiyiikliiglinde ikinci bir
bant gozlenmistir. Bu izolatlar i¢in primer baglanma sicakligit 55 °C’den 56 °C’ye

cikartilarak PZR kosullar1 degistirilmis ve ekstra bant elimine edilmistir.
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Sekil 4.9 Bezelye’den izole edilen bazi Rhizobia izolatlarina ait 16S rDNA amplifikasyon {iriin 6rnekleri:
Markor (Fermentas, GeneRuler, 100 b¢ Plus DNA Ladder), CTG-13, -46, -74, -78, -110, -202, -209, -211,
-212, -213, Markér (Fermentas, GeneRuler, 100 bg Plus DNA Ladder)
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4.3.3 16S rDNA PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi

RFLP analizlerinde kullanilmak tizere, elde edilen 90 adet Rhizobia izolatina ait
16S rDNA-PZR iiriinleri, QIAquick (QIAGEN) PCR Purification Kit’i kullanilarak
saflastirilmistir. Bu sekilde iirlin DNA diger PZR bilesenlerinden ayrilmistir  (Sekil
4.10).

00 by
100 by

s

00 by

Sekil 4.10 Bezelye nodiillerinden izole edilen Rhizobia Orneklerinin saflastirilmis 16S rDNA
amplifikasyon iiriinleri: Ust sira: Markor (Fermentas, GeneRuler, 100 b¢ Plus DNA Ladder), CTG-1, 25,
32,18, 13, 5, 9, 201, Markor (Fermentas, GeneRuler, 100 b¢ Plus DNA Ladder), 36, 64, 202, 46, 211,
110, 212, 213, Alt sira: Markor (Fermentas, GeneRuler, 100 b¢ Plus DNA Ladder), CTG-78, 76, 73, 74,
209, 210, 109, 114, Markédr (Fermentas, GeneRuler, 100 b¢ Plus DNA Ladder), 205, 206, 204, 203, 207,
208
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4.3.4 RFLP Analizleri ile Rhizobium izolatlarinin On Gruplamas:

4.3.4.1 Bezelye’den izole edilen Rhizobium Orneklerinin 16S rDNA-RFLP ile On
Gruplamasi

Samsun, Sinop, Ordu ve Amasya illerinden (Cizelge 3.1) toplanan bezelye
bitkilerinden izole edilen 30 (Cizelge 4.1) adet kok nodiil bakterisinin Cfol, Hinfl, Mspl,
Ndell (Laguerre ve ark., 1994) restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak yapilan
16S rDNA-RFLP analizleri sonucunda bu izolatlarin tamaminin ayni restriksiyon
sablonunu verdigi, dolayisiyla da aymi tlire ait oldugu belirlenmistir (Sekil 4.11).
Izolatlar Cfol restriksiyon enzimi ile kesildiklerinde birer tane yaklasik 340 be, 190 bg,
150 bg, 130 be ve 100 be’lik ikiser tane de yaklasik 280 bg’lik toplam 7 bant, HinfI ile
kesildiklerinde birer tane 1100 bg, 200 b¢ ve 100 bg’lik toplam 3 bant, Mspl ile
kesildiklerinde birer tane yaklasik 500 bg, 400 bg, 220 bg, 160 bg ve 120 bg’lik toplam 5
bant, Ndell ile kesildiklerinde ise birer adet 700 bg, 250 bg, 90 bg, 70 bg ve ikiser adet
yaklasik 180 bg’lik toplam 6 bant olusturmuslardir. Izolatlarin tamami bu ayn1 sablonu
verdiginden 16S rDNA, recA, nodA ve nifH DNA dizi analizleri i¢in her ilden, cografik
olarak varyasyon gosterebilecek lokalitelerden izole edilmis ikiser 6rnek secilmistir.
DNA dizileme i¢in secilen izolatlar; Ordu’dan CTG-1 (Merkez) ve CTG-13 (Cayiralan),
Samsun’dan CTG-110 (Kavak) ve CTG-202 (Alacam-Yakakent), Sinop’dan CTG-74
(Ayancik) ve CTG-114 (Cove) ve Amasya’dan CTG-203 (Giimiishacikdy) ve CTG-205
(Merkez)’dir.

4.3.4.2 Bakla’dan izole edilen Rhizobium Orneklerinin 16S rDNA-RFLP ile On
Gruplamasi

Samsun, Sinop, Ordu ve Amasya illerinden (Cizelge 3.1) toplanan bakla
bitkilerinden izole edilen 30 adet (Cizelge 4.1) kok nodiil bakterisinin Cfol, Hinfl, Mspl
ve Ndell (Laguerre ve ark., 1994) restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak
yapilan 16S rDNA-RFLP analizleri sonucunda izolatlarin tamaminin birbirleri ile ayni
sablonu verdigi belirlenmistir (Sekil 4.12). izolatlar Cfol restriksiyon enzimi ile
kesildiklerinde birer tane yaklasik 340 bg, 190 bg, 150 bg, 130 bg ve 100 be¢’lik ikiser
tane de yaklasik 280 bg¢’lik toplam 7 bant, HinfI ile kesildiklerinde birer tane 1100 bg,
200 bg ve 100 be’lik toplam 3 bant, Msp/ ile kesildiklerinde birer tane yaklasik 500 bg,
400 bg, 220 bg, 160 bg ve 120 bg’lik toplam 5 bant, Ndell ile kesildiklerinde ise birer
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adet 700 bg, 250 bg, 90 bg, 70 bg ve ikiser adet yaklasik 180 bg¢’lik 6 bant
olusturmuslardir. izolatlar arasinda herhangi bir varyasyon bulunmadig1 icin 16S rDNA,
recA, nodA ve nifH DNA dizi analizleri i¢in her ilden birbirine en uzak olan, bu nedenle
de cografik olarak varyasyon gosterebilecek ikiser izolat secilmistir. DNA dizileme i¢in
secilen izolatlar; Ordu’dan CTG-23 (Fatsa-Boloman) ve CTG-308 (Mesudiye),
Samsun’dan CTG-35 (Merkez) ve CTG-40 (Vezirkoprii) ve Sinop’dan CTG-59
(Boyabat) ve CTG-68 (Erfelek) ve Amasya’dan CTG-301 (Giimiishacikdy) ve CTG-
303 (Tasova)’dir.

4.3.4.3 Fasulye’den izole edilen Rhizobium Orneklerinin 16S rDNA-RFLP ile On
Gruplamasi

Cizelge 3.1°de belirtilen lokalitelerden toplanan fasulye bitkilerinden izole
edilen 30 (Cizelge 4.1) adet kok nodil bakterisinin Cfol, Hinfl, Mspl ve Ndell
(Laguerre ve ark., 1994) restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak 16S rDNA-
RFLP analizleri yapilmistir. Analizler sonucunda ii¢ farkli fenotip ortaya ¢ikmistir.
[zolatlarin tiimii Cfol ve Mspl enzimleri ile kesildiginde ayni1 sablonu ortaya koymustur.
izolatlar Cfol restriksiyon enzimi ile kesildiklerinde birer tane yaklasik 340 bg, 190 bg,
150 be, 130 bg ve 100 bg’lik ikiser tane de yaklasik 280 bg¢’lik toplam 7 bant, Mspl ile
kesildiklerinde ise birer tane yaklagik 500 bg, 400 bg, 220 bg, 160 bg ve 120 bg’lik
toplam 5 bant olusturmuslardir. Buna karsin Hinfl enzimi iki farkli sablon ortaya
koymustur. Bunlarin ilkinde (Hinfl Sablon A), Samsun izolatlarindan CTG-409, CTG-
410, CTG-411 ve CTG-412, Sinop fasulye izolatlarinin tamami ve Amasya fasulye
izolatlarindan CTG-429 ve CTG-430 HinfI ile kesildiginde yaklasik 1200 ve 200 bg’lik
iki bant olusmustur. Diger izolatlar ise (HinfI Sablon B) yaklasik 1100, 200 ve 100 bg
biiyiikliigiinde 3 bant olusturmuslardir (Sekil 4.13).

Benzer Sekilde Ndell enzimi ile yapilan analiz sonucunda da iki farkli sablon
olusmustur (Ndell Sablon A ve Ndell Sablon B). Sinop fasulye izolatlarinin tamamu,
Samsun izolatlarindan CTG-409, CTG-410, CTG-411, CTG-412 ve Amasya fasulye
izolatlarindan CTG-429 ve CTG-430 Ndell Sablon A’y1 gostermislerdir. Bu sablonda
izolatlar bir tane yaklagik 700 bg, iki tane yaklagik 190 bg¢ ve birer tane de 90 ve 80
b¢’lik toplam 5 bant olusturmuslardir. Buna karsin geriye kalan fasulye izolatlarinin
olusturduklar1 Ndell Sablo B’de ise izolatlar, birer tane yaklasik 700 bg, 230 bg, 190 be,
90 bg ve 80 bg’lik toplam 5 bant olusturmuslardir.
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Laguerre ve ark. (1994)’nin oOnerdigi enzim seti R. etli ve son yillarda
tanimlanan R. phaseoli tiirlerini ayirmada yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle bu
calismada fasulye’den izole edilen ve bakla ve bezelye’den izole edilen Rhizobiyal
izolatlarin (Rhizobium leguminosarum) gosterdigi 16S rDNA-RFLP sablonundan farkli
bir sablon gosteren izolatlar (CTG-409, -410, -411, -412, -417, -418, -419, -420, -421, -
422, -423, -424, -429, -430) Cfol, Hinfl, Mspl ve Ndell’ye ek olarak Pstl enzimi ile de
kesilmislerdir. Tip suslar ve veri tabanindan indirilen izolatlar ile yapilan teorik 16S
rDNA-RFLP analizinde bu enzimin bu iki tiirli ayirabildigi belirlenmistir.

Enzim, R. etli 16S rDNA hapotipini kesmezken R. phaseoli’yi tek noktada
keserek yaklagik 570 b¢ ve 930 bg¢’lik iki bant olusturmaktadir. Sonugta Pstl ile
kesildiklerinde CTG-409, -410, -411, -412, -418, -419 izolatlarinin R. phaseoli; CTG-
417, -420, -421, -422, -423, -424, -429, -430 izolatlarinin ise R. etli’ye benzer 16S
rDNA-RFLP sablonu verdigi belirlenmistir.

Sonugta her ilden, farkli lokaliteleri ve elde edilen bu ti¢ farkli sablonu temsilen
birer ornek 16S rDNA, recA, nodA ve nifH DNA dizilemesi ic¢in secilmistir. Bu
izolatlar, Samsun’dan CTG-412 (Carsamba) ve CTG-416 (Vezirkoprii), Ordu’dan CTG-
403 (Unye) ve CTG-407 (Golkdy), Sinop’tan CTG-419 (Gerze) ve CTG-423 (Duragan)
ve Amasya’dan CTG-427 (Merzifon) ve CTG-430 (Goyniicek)’dir.
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Sekil 4.11 Sinop ve ilgelerinden toplanan bezelye bitkilerinden izole edilen kok nodiil bakterileri (CTG-78, -76, -73, -74, -209, -210, -109, -114) i¢in sirasiyla Cfol, Hinfl,
Mspl ve Ndell restriksiyon enzimleri kullanilarak elde edilen 16S rDNA RFLP sablonlari
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Sekil 4.12 Ordu ve ilgelerinden toplanan bakla bitkilerinden izole edilen kdk nodiil bakterileri (CTG-2, -23, -29, -17, -12, -6, -307, -308) i¢in sirasiyla Cfol, Hinfl, Mspl ve
Ndell restriksiyon enzimleri kullanilarak elde edilen 16S rDNA RFLP sablonlart
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Sekil 4.13 Samsun ve ilgelerinden toplanan fasulye bitkilerinden izole edilen kok nodiil bakterileri (CTG-
409, -410, -411, -412, -413, -414, -415, -416) icin swrasiyla Cfol, Hinfl, Mspl ve Ndell restriksiyon
enzimleri kullanilarak elde edilen RFLP sablonlar1 ve Sinop’tan Fasulye nodiillerinde izole edilen kdk
nodiil bakterileri (CTG-418, -419, -420, -421, -422, -423, -424) igin Pstl restriksiyon enzimi kullanilarak

elde edilen RFLP sablonu
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Cizelge 4.4’de 16S rDNA RFLP analizleri sonucunda bakla, bezelye ve fasulye
bitkilerinden izole edilen Rhizobiyal izolatlarindan, 16S rDNA, recA, nodA ve nifH
DNA dizilemesi i¢in segilen temsilci izolatlar goériilmektedir. Bu temsilci izolatlarin
secilmesinde 16S rDNA RFLP sablonlarina ek olarak izolatlarin elde edildigi bitki

orneklerinin toplandiklari lokalitelerde géz ontlinde tutulmustur.

Cizelge 4.4 16S rDNA, recA, nodA ve nifH DNA dizilemeleri i¢in se¢ilen Rhizobia izolatlari

FASULYE BAKLA BEZELYE
(P. vulgaris L.) (V. faba L.) (P. sativum L.)
CTG-403 Ordu, CTG-23 Ordu, CTG-1 Ordu,
Unye Fatsa-Bolaman Merkez
CTG-407 Ordu, CTG-35 Samsun, CTG-13 Ordu,
Golkoy Merkez Cayiralan
CTG-412 Samsun, CTG-40 Samsun, CTG-74 Sinop,
Carsamba Vezirkopri Ayancik
CTG-416 Samsun, CTG-59 Sinop, CTG-110 Samsun,
Vezirkoprii Boyabat Kavak
CTG-419 Sinop, CTG-68 Sinop, CTG-114  Sinop,
Gerze Erfelek Cove
CTG-423 Sinop, CTG-301 Amasya, CTG-202 Samsun,
Duragan G. Hacikoy Alagam-
Yakakent
CTG-427 Amasya, CTG-303 Amasya, CTG-203 Amasya,
Merzifon Tasova Glimiishacikoy
CTG-430 Amasya, CTG-308 Ordu, CTG-205 Amasya,
Goyniicek Mesudiye Merkez
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4.3.5 16S rDNA Dizileme Analizleri

Bakla, bezelye ve fasulye kok nodiillerinden izole edilen Rhizobium
orneklerinden 16S rDNA-RFLP analizleri sonucunda segilen toplam 24 izolatin
(Cizelge 4.4) 16S rDNA dizilemeleri icin RZR amplifikasyonlar1 boliim 3.4.5°de
belirtildigi gibi fD1(pA’)/pF’ ve fD1(pA’)/rD1 primer giftleri kullanilarak yapilmis ve
sonugcta izolatlarin tiimiinden sirastyla yaklasik 1000 bg ve 1500 bg’lik tek bir bant elde
edilmistir (Sekil 4.14A-B). izolatlarin 16S rDNA dizilemeleri yine ayn1 primer ciftleri

kullanilarak yapilmistir.
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Sekil 4.14 DNA dizileme igin secilen bezelye Rhizobium izolatlarindan A) fD1(pA’)/pF’ ve B)
fD1(pA’)/rtD1 primer ¢iftleri kullanilarak yapilan 16S rDNA amplifikasyon {irlinleri, (soldan saga:
Fermentas, GeneRuler, 100 b¢ Plus DNA Ladder, CTG-1, -13, -74, -110, -114, -202, -203, -205)

Elde edilen diziler birlestirilerek 16S rDNA’ya ait ortalama 1250 bg’lik bdlgenin
DNA dizisi belirlenmistir. Bu diziler Cizelge 3.1°de belirtilen, Rhizobiyal tiirlere ait tip
orneklerin ve farkli lokalitelerden izole edilmis Bakla, Bezelye ve Fasulye kok nodiil
bakterilerinin 16S rDNA gen dizileri ile hizalanmis ve toplam 1220 bg¢’lik hizalanmis
bir bolge lizerinden filogenetik analizler yiiriitiilmiistiir. Elde edilen veri setine en uygun

baz degisim modelini belirlemek iizere jModelTest v.0.1 (Postada, 2008) programi
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kullanilarak Akaike Information Criterion (AIC) ve Basian Information Criterion (BIC)
analizleri yapilmistir. Bu analizler, veri setine dis grup (Ensifer kummerowiae)
eklenerek ve eklenmeden ikiser kez yapilmistir. Analizler sonucunda elde edilen baz
degisim modelleri, I (frequency of invariable sites) ve G (Gamma Correction) degerleri

Cizelge 4.5°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.5 16S rDNA veri seti i¢in yapilan AIC ve BIC testlerinin sonuglari

Dis Grup Dahil Dis Grup Hari¢
AIC BIC AIC BIC
Model TIM2 HKY Model TPM2uf HKY
1 0.798 0.871 1 0.796 0.873
G 0.966 - G 1.035 -

16S rDNA haplotipleri arasindaki iligkileri ortaya koymak iizere, PAUP v
4.0b10 kullanilarak Cizelge 4.5°de belirtilen baz degisim modelleri ile uzaklik analizi
yapilmis ve Neighbor-joining (NJ) agaclari olusturulmustur. Elde edilen agaglarin
istatistiksel gilivenilirliklerinin belirlenmesi igin yine ayni program ile 10 000 tekrarli
Bootstrap analizleri de yapilmistir. Sekil 4.15°de, olusturulan agaglardan en yiiksek
Bootstrap degerini gosteren HKY+I (Dis Grup Dahil) baz degisim modeline gore
cizilmis NJ agaci goriilmektedir.

Filogenetik iliskilerin belirlenebilmesi i¢in NJ analizlerine ek olarak Maksimum-
Likelihood (ML) algoritmasi da kullanilmistir. Cizelge 4.5’de belirtilen baz degisim
modelleri kullanilarak dort farkli ML agaci olusturulmus ve her aga¢ i¢in 1000
tekerriirlii Bootstrap analizi yapilmistir. Sekil 4.16’da bu agaglardan genel olarak en
yiiksek Bootstrap degerini gosteren HKY+I (Dis Grup Dahil) modeli ile ¢izilen ML
agaci gorlilmektedir.

Haplotipler arasindaki iligkileri gostermek i¢in diger bir algoritma olarak
Maksimum-Parsimony (MP) analizi de kullanilmistir. Analizlerde, hizalamasi yapilan
1220 karakterden 1115 tanesinin izolatlar arasinda korunmus oldugu ve varyasyon
gosteren karakterlerden de 45 tanesinin Parsimony analizinde kullanilabilir olmadig:
belirlenmistir. Dolayisiyla MP analizleri 60 karakter {izerinden yiiriitiilmiistiir. Analizler
sonucunda uzunluklar1 158, Consistency indeksleri (CI) 0.759494, Retention indeksleri
(RI) 0.869863, Homoplasy indeksleri (HI) 0.240506 olan 126 agag elde edilmistir. Bu
agaclarin strict (Sekil 4.17) ve %50 majority rule (Sekil 4.18) konsensiis agaclari

olusturulmustur. Elde edilen MP agacinin istatistiksel olarak giivenilirligini belirlemek
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icin 1000 tekerriirlii olarak Bootstrap analizi yapilmis ve aga¢ iizerinde % 50’nin
tizerinde desteklenen diigiimler i¢in Bootstrap degerleri belirtilmistir.

16S rDNA baz dizileri kullanilarak, NJ (Sekil 4.15), ML (Sekil 4.16) ve MP
(Sekil 4.17-18) algoritmalarina gore olusturulan filogenetik agaclarda dort ana soy hatti
belirlenmistir. Bu ¢alismada bakla, bezelye ve fasulye’den izole edilen Rhizobiyal
izolatlar bu ana soy hatlarindan iki tanesinde yer almistir. Bakla’dan ve bezelye’den
izole edilen bakterilerin yer aldigi soy hatti, bu bitkilerin Vicieae kabilesinde yer
almasina atfen “Viciae ana soy hatt1”, fasulye’den izole edilen izolatlarin yer aldig
soy hatt1 da yine ayni sebepten “Phaseolus ana soy hatt1” olarak isimlendirilmistir.

Bakla ve bezelye’den izole edilen Rhizobiyal izolatlarin timii R. leguminosarum
(bv. viciae, bv. trifolii ve bv. phaseoli) izolatlar ile iliskili bulunmus ve bu izolatlar ile
birlikte Viciae ana soy hattini olusturmuslardir. NJ ve ML agaclarinda Viciae soy hatti
icersinde ii¢ farkli alt grup belirlenmis, buna karsin MP analizi bu ayrimi tam olarak
desteklememistir (Sekil 4.17). Bu alt gruplardan birincisini (VcI): bakla’dan izole edilen
CTG-23, CTG-59, CTG-68, CTG-303, bezelye’den izole edilen CTG-205, fasulye’den
izole edilen CTG-403 izolatlar1 ile Cin’den Vicia tlrlerinden izole edilmis
CCBAU85022 (V. tibetica), CCBAUO03321 (V. faba), CCBAU83268 (V. faba),
CCBAUS1106 (V. faba) ve CCBAUO03058 (V. faba) izolatlart olusturmustur. Bu alt
grupta sadece Tiirkiye ve Cin kokenli ve agirlikli olarak Vicia tiirlerinden izole edilmis
izolatlar bulunmaktadir, dolayisiyla konuk¢u ve lokalite agisindan olduk¢a homojen bir
alt gruptur. Buna kargin ikinci alt grubu (Vcll) ise bezelye’den izole edilen CTG-1,
CTG-13, CTG-110, CTG-114, CTG-202, CTG-203, fasulye’den izole edilen CTG-407,
CTG-416, CTG-427 ve bakla’dan izole edilen CTG-301, CTG-308 izolatlar1 ile R.
leguminosarum tip susu olan USDA 2370 (A.B.D, P. sativum), RRE6 (Hindistan, P.
vulgaris), ARPVO02 (Arjantin, P. vulgaris), USDA 2671 (ABD, P.vulgaris), XtP1 (Cin,
P. sativum), CCBAU43229 (Cin, V. faba), CCBAU23131 (Cin, V. faba), ATCC 14480
(ABD, Trifolium spp.) ve PEVFO0l1 (Peru, V. faba) izolatlar1 olusturmaktadir.
Dolayisiyla Vell alt grubu gerek lokalite gerekse de konukcu acisindan daha heterojen
bir yap1 olusturmustur. Alt grup Vel ve Vell’nin ayrimlart ML agaginda %83’liik
Bootstrap degeri ile desteklenmistir. Ugiincii alt grupta ise (Vclll), bakla’dan izole
edilen CTG-35 ve bezelye’den izole edilen CTG-74 izolatlar1 ile Cin’den V. sativa’dan
izole edilen CCBAUS85025 (Cin, V. sativa) izolat1 bulunmaktadir. Bu alt grup, Vel ve

Vell alt gruplarina oranla daha atasal bir karakter gostermis ve bu gruplardan NIJ
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agacinda % 96’lik Bootstrap degeri ile ayrilmistir. MP analizlerinde strict konsensiis
agact NJ ve ML analizlerinde gozlenen bu ayrimi desteklememistir. Buna karsin %50
Majority Rule Konsensiis agacinda ise Vel alt grubu bu ana soy hattindaki izolatlardan
ayrilmis fakat diger analizlerde Vcll alt grubu igerisinde yer alan USDA 2671 ve USDA
2370 izolatlar1 da bu alt grup igerisinde ¢ikmistir. Dolayisiyla Vel alt grubu %50
Majority Rule Konsensiis agacinda da biiyiik oranda desteklenmis buna karsin alt
gruplar Vell ve Velll’lin ayrimi gdzlenmemistir.

Phaseolus ana soy hatti ise R. etli, R.pisi, R. fabae ve R. phaseoli tip suslari ile
bu tiirler ile iligkili izolatlardan olugmustur. Bu ¢alismada izole edilen Ornekler
Phaseolus ana soy hatti icerisinde iki alt grupta toplanmistir (PhI ve PhIl). Fasulye’den
izole edilen CTG-423 ve CTG-430 izolatlart ABD’den P. vulgaris’den izole edilmis
USDA 2667 ve R. etli tip susu olan CFN42 ile birlikte Pkl alt grubunu olusturmuslardir.
Bu alt grup Phaseolus ana soy hattindaki diger izolatlardan NJ ve ML agaglarinda
sirastyla %95 ve 9%94°liikk Bootstrap degerleri ile ayrilmistir. Buna karsin yine
fasulye’den izole edilen CTG-412 ve CTG-419 izolatlar1 R. phaseoli tip susu (ATCC
14482) ile benzerlik gostererek ayri bir alt grup olusturmuslardir (PAID). Bu alt grubun
Phaseolus ana soy hattindaki diger izolatlardan ayrimi1 NJ ve ML agaglarinda sirastyla
%90 ve %58’lik Bootstrap degerleri ile desteklenmistir. Bununla birlikte PAII alt grubu
%350 majority Rule Konsensiis MP agacinda 3. ana soy hatt1 ile yakin iligkili olarak
bulunmustur.

Agaclardaki 3. ana soy hattin1 R. mongolense, R. yanglingense, R. gallicum, R.
indigoferae ve R. sullae tip suslari, 4. ana soy hattin1 ise R. hainanense, R. tropici, R.
rhizogenes ve R. lusitanum tip suslari olusturmustur. Bu dort ana soy hatti, olusturulan
dort agacta da gozlenmistir. NJ agacinda Viciae (R. leguminosarum) ve Phaseolus ana
soy hatlar1 (R. etli, R.pisi, R. fabae, R. phaseoli tiirleri) diger soy hatlarina oranla daha
yakin iligkili (monofiletik) olarak belirlenmis (%66 Bootstrap) buna karsin MP ve ML
agaclarinda ise Phaseolus ana soy hatti 3. ana soy hatti ile yakin iligkili olarak
belirlenmis, Viciae ana soy hatti ise bu iki soy hatt1 ile iliskili olarak goriilmiistiir (% 58
Bootstrap). Agaclar arasindaki bu topolojik farkliliklar algoritmalardaki farkliliklardan
kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.15 Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobia 6rneklerinin ve veri tabanindan
indirilen baklagil simbiyontlarinin (Cizelge 3.4) kismi 16S rDNA dizilerine bagl filogenetik iliskilerini
gosteren aga¢c. Bu aga¢ HKY+I (Dis grup dahil) baz degisim modeli kullanilarak Neighbor-Joining
algoritmasina gore ¢izilmis ve sadece %50 nin iizerinde desteklenen dallanma noktalar1 i¢in Bootstrap
degerleri belirtilmistir. Agacta bakla’dan izole edilen &rnekler yesil, bezelye’den izole edilen drnekler
kirmizi ve fasulye’den izole edilen drnekler ise mavi renk ile belirtilmistir
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S. kummerowiae

Sekil 4.16 Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobia 6rneklerinin ve veri tabanindan
indirilen baklagil simbiyontlarinin (Cizelge 3.4) kismi 16S rDNA dizilerine bagl filogenetik iliskilerini
gosteren agac. Bu aga¢c HKY+I (Dis Grup Dahil) baz degisim modeli kullanilarak Maksimum-Likelihood
algoritmasina gore ¢izilmis ve sadece %50 nin iizerinde desteklenen dallanma noktalar1 i¢in Bootstrap
degerleri belirtilmistir. Agacta bakla’dan izole edilen drnekler yesil, bezelye’den izole edilen ornekler
kirmiz1 ve fasulye’den izole edilen drnekler ise mavi renk ile belirtilmistir
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S. kummerowiae

CCBAUO03321: Cin, V. faba;, CCBAU85022: Cin, V. tibetica; CCBAU83268: Cin, V. faba;
CCBAU03058: Cin, V. faba;, CCBAU81106: Cin, V. faba; CCBAU23131: Cin, V. faba;
CCBAU43229: Cin, V. faba; CCBAU85025: Cin, V. sativa; RRE6: Hindistan, P. vulgaris;
ARPVO02: Arjantin, P. vulgaris, USDA2667: P. vulgaris; PEVO01: Peru, V. faba;

Mim-2: Mimosae spp.;, PEPSM13: Peru, P. sativum; PEPSM15: Peru, P. sativum
XTp1:Cin, P. sativum

Sekil 4.17 Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobia 6rneklerinin ve Cizelge 3.4’de
belirtilen 16S rDNA haplotiplerinin Maksimum-Parsimony analizi sonucu olusturulan esit uzunluktaki
126 agacin strict konsensiis agact. Bu aga¢ iizerinde sadece %50°nin iizerinde desteklenen dallanma
noktalar1 i¢in Bootstrap degerleri belirtilmistir. Agagta bakla’dan izole edilen drnekler yesil, bezelye’den
izole edilen 6rnekler kirmizi ve fasulye’den izole edilen 6rnekler ise mavi renk ile belirtilmistir
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100 R. tropici

100 R. rhizogenes

R. lusitanum

4. Ana Soy Hatti

S. kummerowiae

CCBAUO03321: Cin, V. faba; CCBAU85022: Cin, V. tibetica; CCBAU83268: Cin, V. faba,
CCBAU03058: Cin, V. faba; CCBAU81106: Cin, V. faba, CCBAU23131: Cin, V. faba;
CCBAU43229: Cin, V. faba;, CCBAU85025: Cin, V. sativa; RRE6: Hindistan, P. vulgaris;
ARPV02: Arjantin, P. vulgaris;, USDA2667: P. vulgaris;, PEVO01: Peru, V. faba;

Mim-2: Mimosae spp.;, PEPSM13: Peru, P. sativum, PEPSM15: Peru, P. sativum
XTp1:Cin, P. sativum

Sekil 4.18 Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobia 6rneklerinin ve Cizelge 3.4’de
belirtilen 16S rDNA haplotiplerinin Maksimum-Parsimony analizi sonucu olusturulan esit uzunluktaki
126 agacin %50 Majority Rule konsensiis agaci. Agacta bakla’dan izole edilen 6rnekler yesil, bezelye’den
izole edilen ornekler kirmiz1 ve fasulye’den izole edilen drnekler ise mavi renk ile belirtilmigtir
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4.3.6 recA Geni icin DNA Dizileme Analizleri

DNA dizileme igin segilen toplam 24 Rhizobia izolatinin (Cizelge 4.4) recA
genlerinin RZR amplifikasyonlar1 boliim 3.4.6°da belirtildigi gibi recA-Forward / recA-
Reverse primer cifti kullanilarak yapilmis ve sonugta izolatlarin tiimiinden yaklagik 600
be biiytikliigiinde tek bir iriin elde edilmistir (Sekil 4.19). Elde edilen iiriinlerin DNA

dizilemeleri yine recA-Forward / recA-Reverse primer ¢ifti kullanilarak yapilmistir.

H0H b

2000 by
1500 by

L2000 by
100K b

i) By
T
ao

00 by
4000 b

300 hg

200 by
100 by —

St

Sekil 4.19 DNA dizileme iin secilen bezelye izolatlarindan rec4 amplifikasyon iiriinleri: soldan saga:
Fermentas, GeneRuler, 100 b¢ Plus DNA Ladder, CTG-1, -13, -74, -110, -114, -202, -203, -205

Secilen Rhizobia izolatlarmma ait recA dizileri, Cizelge 3.5°de belirtilen
Rhizobium orneklerine ait rec4 gen dizileri ile hizalanmig ve indel bolgeleri
uzaklastirllmistir. Sonugta toplam 415 bg’lik hizalanmis bir bolge tizerinden filogenetik
analizler yiiriitiilmiistiir. Elde edilen veri setine en uygun baz degisim modelini
belirlemek iizere Akaike Information Criterion (AIC) ve Basian Information Criterion
(BIC) analizleri yapilmistir. Bu analizler, veri setine dis grup (Ensifer fredii) eklenerek
ve eklenmeden ikiser kez yapilmistir. Analizler sonucunda elde edilen baz degisim
modelleri, I ve G degerleri Cizelge 4.6’ da gosterilmektedir.

Olusturulan recA veri setinin Neighbor-Joining (NJ) analizleri PAUP v. 4.0b10
kullanilarak, yukarida belirtilen baz degisim modellerinin tiimii igin ayr1 ayri

yapilmistir. Olusturulan agaglarin istatistiksel olarak gilivenilirliklerini test etmek igin
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yine ayni program ile 10 000 tekrarli Bootstrap analizleri yapilmistir. Analizler
sonucunda HKY+I+G (Dis Grup Dahil) modeli ile olusturulan NJ agacinin en yiiksek

Bootstrap degerlerini verdigi belirlenmis ve bu ¢caligmada gosterilmistir (Sekil 4.20).

Cizelge 4.6 recA veri seti i¢in yapilan AIC ve BIC testlerinin sonuglari

Dis Grup Dabhil Dis Grup Haric
AIC BIC AIC BIC
Model HKY HKY Model GTR HKY
1 0.625 0.625 1 0.645 0.651
G 1.603 1.603 G 2.224 2.133

RecA haplotipleri arasindaki filogenetik iliskilerin ortaya konmasi i¢in NJ’ye ek
olarak Maksimum-Likelihood (ML) analizleride yapilmistir. Bu analizler PHYML v.
3.0 programu ile Cizelge 4.6’da belirtilen baz degisim modelleri kullanilarak yapilmastir.
Ayn1 program kullanilarak, olusturulan agaclar i¢cin 1000 tekerriirlii Bootstrap analizleri
de yapilmis ve sonugta en yiiksek Bootstrap degerlerini HKY+I+G (D1s Grup Dahil)
modeli ile olusturulan ML agacinin verdigi belirlenmistir (Sekil 4.21).

RecA haplotipleri arasindaki iliskileri gostermek icin diger bir algoritma olarak
Maksimum-Parsimony (MP) analizi de kullanilmistir. MP analizleri PAUP v. 4.0b10
kullanilarak Heuristic aragtirma algoritmasi ile yapilmistir. Analizlerde, hizalamasi
yapilan 415 karakterden 273 tanesinin haplotipler arasinda varyasyon gostermedigi,
varyasyon goOsteren karakterlerin 22 tanesinin ise parsimonik olarak bilgi i¢ermedigi
belirlenmigtir. Dolayisiyla MP analizleri 120 karakter iizerinden yiiriitilmiistir.
Sonugta, uzunluklart (493), CI (0.427992), RI (0.642586) ve HI (0.572008) degerleri
esit, en kisa 1461 agag elde edilmistir. Ayn1 program kullanilarak bu agaclarin strict
(Sekil 4.22) ve % 50 Majority rule (Sekil 4.23) konsensiis agaclar1 olusturulmustur.
Daha sonra olusturulan MP agacinin istatistiksel olarak giivenilirliklerinin belirlenmesi
icin 1000 tekerriirlii olarak Bootstrap analizi yapilmistir.

Olusturulan dort agacta da goriilebilecegi gibi, bu c¢alismada izole edilen
Rhizobia ornekleri recA haplotipleri acisindan temel olarak ii¢ ana soy hattina
ayrilmislardir. Bu soy hatlarindan birincisini (1. Ana Soy Hatt1) R. leguminosarum (bv.
viciae®, bv. trifolii) recA haplotipine yakin, fasulye, bakla ve bezelye’den izole edilmis
Rhizobium izolatlar1 olusturmustur. Bu ¢alismada bakla’dan izole edilen CTG-23, CTG-
40, CTG-59, CTG-68, CTG-303 izolatlar1 ile Cin’den bakla’dan izole edilmis
CCBAUO03058, Almanya’dan bakla’dan izole edilmis VF39 ve Kanada’dan bakla’dan
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izole edilmis USDA2489, her ii¢ algoritmayla olusturulan agacta da monofiletik bir
grup olusturmus ve 1. ana soy hatt1 i¢erisinde diger bakla ve bezelye izolatlarindan net
bir sekilde ayrilmislardir. Bu alt grup yalmizca bakla izolatlar1 igermesi nedeniyle
konukgu ¢esidi acisindan homojen bir yap1 gostermistir.

Bu alt gruba ek olarak, olusturulan her dort filogenetik agacta da; bakla’dan
izole edilen CTG-308 izolati bezelye’den izole edilen CTG-13 ve CTG-202 ile;
bezelye’den izole edilen CTG-110 ve CTG-203, Nvf-4 (Urdiin, V. faba) ve USDA 2502
(Ispanya, V. faba) izolatlar1 ile; bakla’dan izole edilen CTG-35, CTG-301 ve
bezelye’den izole edilen CTG-74, CCBAUO03321 (Cin, V. faba) ve CCBAU85025 (Cin,
V. sativa) izolatlar ile; bezelye’den izole edilen CTG-205 ve fasulye’den izole edilen
CTG-403, USDA 2503 (ispanya, V. faba), J-1 (Urdiin, V. faba) ve CCBAU85022 (Cin,
V. tibetica) izolatlar1 ile; bezelye’den izole edilen CTG-1 ve fasulye’den izole edilen
CTG-427 ise ATCC 14480 (ABD, Trifolium pratense), USDA 2370 (ABD, P. sativum),
PEVFO1 (Peru, V. faba) izolatlar1 ile yakin iliskili bulunmustur. Birinci ana soy hatti
icerisinde olusan bu alt gruplar her dort agacta da gozlenmistir. Buna karsin bu alt
gruplarin bir birleri ile olan iligkileri kullanilan algoritmaya bagl olarak degisiklik
gostermistir. Ayrica bu alt gruplar arasindaki ayrimlar ¢cok diisiik Bootstrap degerleri (<
%>3) ile desteklenmistir. Genel anlamda bu ana soy hatti icerisindeki rec4 haplotipleri
arasinda, bakla’dan izole edilen CTG-23, CTG-40, CTG-59, CTG-68, CTG-303, CTG-
304, CCBAUO03058, VF39, USDA2489 izolatlarinin olusturdugu alt grup disindaki alt
gruplarda konukgu ve lokaliteye bagli anlamli bir iliski tespit edilememistir.

Ikinci temel soy hattim1 fasulye’den izole edilen CTG-407, CTG-416 ve
CCBAU43229 (Cin, V. faba) izolatlar1 olusturmustur. Bu izolatlar olusturulan dort
filogenetik agagta da bilinen Rhizobiyal tiirlere ait rec4 haplotiplerinden tamamen
farkli, bagimsiz, yeni bir rec4 soy hatti olusturmuslardir (Sekil 4.19-20). Bununla
birlikte MP analizinde (strict konsensiis ve %50 majority rule konsensiis) CTG-407,
CTG-416 ve CCBAUA43229’dan bagimsiz ayr1 bir soy hatt1 olusturmustur (Sekil 4.20).

Uciincii ana soy hattini ise fasulye’den izole edilmis ve R. phaseoli ile iliskili
recA haplotipine sahip, CTG-412, CTG-419, CTG-423 ve CTG-430 izolatlar
olusturmustur. Bu soy hattinin diger soy hatlarindan ayrimi NJ, ML ve MP %50
majority rule konsenstis agaglarinda sirasiyla % 52, % 60 ve % 100’liik bootstrap degeri

ile desteklenmistir.
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Sekil 4.20 Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobia 6rneklerinin ve Cizelge 3.5°de
belirtilen recA haplotiplerinin filogenetik iliskilerini gosteren Neighbor-Joining agaci. Bu agagc HKY+I+G
(D1s grup dahil) baz degisim modeli kullanilarak olusturulmus ve sadece %50’nin {izerinde desteklenen
dallanma noktalar1 i¢in Bootstrap degerleri belirtilmistir. Agagta bakla’dan izole edilen 6rnekler yesil,
bezelye’den izole edilen Ornekler kirmizi ve fasulye’den izole edilen Ornekler ise mavi renk ile

belirtilmistir
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VF-39: Almanya, V. faba

CTG-308
CTG-202

USDA 2489: Kanada, V. faba
90 — CTG-203 (CTG-110, Nvf4)
USDA2502 (V. faba, ispanya)
CTG-114 1. Ana Soy Hatti
CCBAU03058 (V. faba, Cin)
CTG-23 (CTG-68)
P8 1 CTG-40 (VF-39, USDA2489)
58, CTG-59 (CTG-303)
_I‘ USDA 2503 (V. faba, Ispanya)
CTG-205 (CTG-403)

CCBAUS85022 (V.tibetica, Cin)
50 —— J-1 (V. faba, Urdiin)
6_5‘—_CCBAU23131 (V.faba, Cin)

CCBAUS81106 (V. faba, Cin) J

50 95 r DSM 31132 (R pisi)
CCBAU 03202 (R. fabae)

o
1)
X

93 B CTG-416
CCBAU43229 (V. faba, Cin) 2. Ana Soy Hatti
60] —— CTG-407

"4 IE4771 (P. vuigaris, Meksika)
IE950 (KIMO05)

el CTG-423 (CTG-430)

2 CTG-412 (CTG-419, GR-12)

ATCC 14482 (R. phaseoli)

3. Ana Soy Hatti

94|—— USDA 1844 (R. mongolense)
SH22623 (R. yanglingense)
1S123 (R. sullae)
100 — SO2 (R. huautlense)

CCBAU65798
USDA 4128 (R. galegae)

USDA 9030 (R. tropici B)
USDA 9039 (R. tropici A)

_|7 NCPPB 2991 (R. rhizogenes)

P1-7 (R. lusitanum)
CCBAU 25010 (R. mesosinicum)

S1

S. fredii

Sekil 4.21 Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobia 6rneklerinin ve Cizelge 3.5’de
belirtilen recA haplotiplerinin filogenetik iligkilerini gdsteren Maksimum-Likelihood agaci. Bu agac
HKY+I+G (D1s grup dahil) baz degisim modeli kullanilarak olusturulmus ve sadece %50 nin {izerinde
desteklenen dallanma noktalar1 icin Bootstrap degerleri belirtilmistir. Agacta bakla’dan izole edilen
ornekler yesil, bezelye’den izole edilen 6rnekler kirmizi ve fasulye’den izole edilen 6rnekler ise mavi
renk ile belirtilmistir
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CTG-23 (CTG-68)

CTG-40 (VF-39, USDA2489)
CCBAU03058 (V. faba, Cin)
CTG-59 (CTG-303)

—83: ATCC14480 (R. bv. trifolii)

CTG-1 (CTG-427, USDA2370, PEVF01)
—56: CCBAUS81106 (V. faba, Cin)

CCBAU23131 (V.faba, Cin)
—100: CCBAU03321 (V. faba, Cin)

CTG-35 (CTG-74, CTG-301)
—92: USDA2502 (V. faba, Ispanya)

CTG-203 (CTG-110, Nvf4)

__ll: CTG-308

CTG-13

CTG-205 (CTG-403)

J-1 (V. faba, Urdiin)

USDA 2503 (V. faba, ispanya)
CCBAU85022 (V.tibetica, Cin)
CCBAUS85025 (V.sativa, Cin)
CTG-114

CTG-202

—— CCBAU43229 (V. faba, Cin)

L crG416

——— == CCBAU 03202 (R. fabae)
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L DSM 31132 (R pisi)

CTG-412 (CTG-419, GR-12)

ATCC 14482 (R. phaseoli)

{ NCPPB 2991 (R. rhizogenes)
P1-7 (R. lusitanum)

USDA 9039 (R. tropici A)
USDA 9030 (R. tropici B)

I__lﬂl: SO2 (R. huautlense)
CCBAU65798

— USDA 4128 (R. galegae)

,—98: SH22623 (R. yanglingense)
USDA 1844 (R. mongolense)

N IS123 (R. sullae)

USDA 9032 (R. etli)

CCBAU 25010 (R. mesosinicum)

Sekil 4.22 Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobia 6rneklerinin ve Cizelge 3.5’de
belirtilen recA haplotiplerinin Maksimum-Parsimony analizi sonucu olusturulan esit uzunluktaki 1461
agacin strict konsensiis agaci. Bu agag tizerinde sadece %50°nin iizerinde desteklenen dallanma noktalari
icin Bootstrap degerleri belirtilmistir. Agacta bakla’dan izole edilen 6rnekler yesil, bezelye’den izole

S. fredii

GR-12: Ispanya, P. vulgaris
TE950: Meksika, P. vulgaris
KIMO0S: ABD, P. vulgaris

USDA 2370: R. leguminosarum bv.
viciae, ABD, P. sativum

PEVFO01: Peru, V. faba

Nvf4: Urdiin, V. faba

VF-39: Almanya, V. faba

USDA 2489: Kanada, V. faba

edilen 6rnekler kirmizi ve fasulye’den izole edilen 6rnekler ise mavi renk ile belirtilmistir

113ey Aog vuy ‘|

2. Ana Soy Hatt1

65 IE950 (KIMO05)
__21‘ E 1E4771 (P. vulgaris, Meksika)
15 CTG-423 (CTG-430) 3. Ana Soy Hatti
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Majority rule

T oo — CTG-308” T T T TTTTTTT \
L|—£ CTG-13
68 CTG-202
63 % USDA2502 (V. faba, ispanya)
CTG-203 (CTG-110, Nvf4)

CTG-114

53 100 CCBAU03321 (V. faba, Cin)
AE CTG-35 (CTG-74, CTG-301)
51 CCBAUS85025 (V.sativa, Cin)
% ATCC14480 (RL bv. trifolii)
CTG-1 (CTG-427, USDA2370, PEVFO1)
—— CTG-23 (CTG-68)
80 100 CTG-40 (VF-39, USDA2489)
100 CCBAU03058 (V. fuba, Cin)
CTG-59 (CTG-303)
—— CTG-205 (CTG-403)
L USDA 2503 (V. faba, ispanya)
J-1 (V. faba, Urdiin)
70 CCBAUS5022 (V.tibetica, Cin)
100 — CCBAUS81106 (V. faba, Cin) j

V
1. Ana Soy Hatt1

100 94

100 —— CCBAU 03202 (R. fabae)
L— DSM 31132 (R. pisi)

100 T T T [—— CCBAU43229 (V. faba, Cin) _
L— cTG-416

100 CTG-407

T 7100 —— IE950 (KIMOS) T
100 1E4771 (P. vulgaris, Meksika)
100 CTG-423 (CTG-430)

100 CTG-412 (CTG-419, GR-12)

100

Hatti

Hatti

3. Ana Soy 2. Ana Soy

56 T S S e 0 DR T
100 SO2 (R. huautlense)

100 CCBAU65798
USDA 4128 (R. galegae)
100 SH22623 (R. yanglingense)
7 100 USDA 1844 (R. mongolense)
56 18123 (R. sullae)

_86_': USDA 9039 (R. tropici A)
100 USDA 9030 (R. tropici B)
&': NCPPB 2991 (R. rhizogenes)

P1-7 (R. lusitanum)

USDA 9032 (R. etli)
CCBAU 25010 (R. mesosinicum)
S. fredii

72

GR-12: ispanya, P. vulgaris
IE950: Meksika, P. vulgaris
KIMO05: ABD, P. vulgaris

USDA 2370: R. leguminosarum bv.
viciae, ABD, P. sativum

PEVFO01: Peru, V. faba

Nvf4: Urdiin, V. faba

VF-39: Almanya, V. faba

USDA 2489: Kanada, V. faba

Sekil 4.23 Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobia 6rneklerinin ve Cizelge 3.5’de
belirtilen recA haplotiplerinin Maksimum-Parsimony analizi sonucu olusturulan esit uzunluktaki 1461
agacm %50 Majority Rule konsensiis agaci. Agagta bakla’dan izole edilen 6rnekler yesil, bezelye’den
izole edilen ornekler kirmiz1 ve fasulye’den izole edilen drnekler ise mavi renk ile belirtilmigtir
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4.3.7 nodA DNA Dizileme Analizleri

DNA dizileme i¢in segilen toplam 24 Rhizobium izolatinin nodA genlerinin
RZR amplifikasyonlar1 boliim 3.4.7°de belirtildigi gibi yapilmistir. nodA-1/nodA-2
primer ¢ifti kullanilarak yapilan PZR amplifikasyonlar1 sonucunda bakla ve bezelye
izolatlarinin tiimiinden yaklasik 660 bg¢’lik beklenen iirlin ve bunun yaninda da yaklasik
250 bg’lik 6zgiin olmayan bir amplifikasyon tiriinii elde edilmistir (Sekil 4.21a). Bolim
3.4.7°de aciklandig1 gibi yapilan bant kesme uygulamasindan sonra elde edilen iiriinler

2. PZR icin kalip DNA olarak kullanilmis ve ekstra bantlar elimine edilmistir (Sekil
4.21b).

-
-
——
-
=
—
-
-
-
s
-

Sekil 4.24

(a) DNA dizileme i¢in segilen Rhizobium bakla izolatlarindan (CTG-23, -35, -40, -59, -68, -301, -303, -
308) nodA1/nodA2 primer gifti kullanilarak yapilan nod4 amplifikasyon iiriinleri.

(b) 1. PZR amplifikasyon iiriinlerinden kesilen bantlarin (kare igerisinde) kalip olarak kullanildig1 2. PZR
amplifikasyonunun iirlinleri. Bu {irlinler DNA dizileme i¢in kullanilmistir

Buna karsin fasulye izolatlarindan nodA-1/nodA-2 primer ¢ifti ile beklenen
buytikliikte bir {irtin elde edilememistir. Fasulye izolatlar1 i¢in alternatif olarak nodA-
1/nodA-3 primerleri kullanilmis ve yaklasik 600 bg’lik beklenen {iriin ve bunun yaninda
da yaklasik 250 bg¢’lik 6zgiin olmayan bir amplifikasyon iriinii elde edilmistir. Bolim
3.4.7°de aciklandig1 gibi yapilan bant kesme uygulamasindan sonra elde edilen iiriinler
2. PZR igin kalip DNA olarak kullanilmis ve ekstra bantlar elimine edilmistir.

Izolatlarin nodA genleri icin DNA dizilemeleri, bakla ve bezelye izolatlar1 i¢in nodA-
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1/nodA-2, fasulye izolatlart i¢in ise nodA-1, nodA-3 primer c¢iftleri kullanilarak
yapilmuistir.

Elde edilen nod4 DNA dizileri ve Cizelge 3.6’da belirtilen Rhizobia 6rneklerine
ait nodA haplotiplerinin homolog bolgeleri hizalanmis ve toplam 501 baz ¢iftlik
hizalanmig bir bolge iizerinden filogenetik analizler yiiriitilmistiir. Elde edilen veri
setine en uygun baz degisim modelini belirlemek tizere jModelTest 0.1.1 kullanilarak
Akaike Information Criterion (AIC) ve Basian Information Criterion (BIC) analizleri
yapilmistir. Bu analizler, veri setine dis grup (Azorhizobium spp.) eklenerek ve
eklenmeden ikiser kez yapilmistir. Analizler sonucunda elde edilen baz degisim

modelleri, I ve G degerleri Cizelge 4.7’ de gosterilmektedir.

Cizelge 4.7 nodA veri seti i¢in yapilan AIC ve BIC testlerinin sonuglar1

Dis Grup Dahil Dis Grup Harig
AIC BIC AIC BIC
Model TPM2uf HKY Model TPM2uf HKY
I 0.176 I 0.267
G 0.924 0.532 G 1.297 0.512

NodA haplotipleri arasindaki filogenetik iligkilerin ortaya konmasi i¢in Cizelge
4.7°de belirtilen baz degisim modelleri kullanilarak Neighbor-Joining (NJ) ve
Maksimum-Likelihood (ML) analizleri yapilmistir. Ayrica olusturulan agacglarin
istatistiksel olarak gilivenilirliklerini belirlemek t{izere NJ i¢in 10000, ML i¢in 1000
tekrarlt olmak {iizere Bootstrap analizleri yapilmistir. Analizler sonucunda NJ
algoritmasi i¢cin HKY+G (Dis Grup Hari¢) ve ML algoritmasi i¢in ise TPM2uf+I+G
(D1s Grup Dahil) modelleri ile olusturulan agacglarin en yiiksek Bootstrap degerlerini
verdigi belirlenmis ve bu nedenle de bu calismada gosterilmislerdir (Sekil 4.25-26).
NodA haplotipleri arasindaki filogenetik iligkileri belirlemek {izere kullanilan bir diger
method olan Maksimum-Parsimony (MP) analizlerinde ise, hizalamasi yapilan 501
karakterden 176 tanesinin haplotipler arasinda varyasyon gostermedigi, varyasyon
gosteren karakterlerin 46 tanesinin ise parsimonik olarak bilgi igermedigi belirlenmistir.
Dolayistyla MP analizleri 279 karakter lizerinden yiiriitiilmiistiir. Sonugta, uzunluklar
(763), CI (0.706422), RI (0.875694) ve HI (0.293578) degerleri esit, en kisa 15 agag
elde edilmis ve bu agaclarin strict (Sekil 4.27) ve % 50 Majority rule (Sekil 4.28)

konsensiis agaglar1 olusturulmustur. Daha sonra olusturulan MP agacinin istatistiksel
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olarak giivenilirliginin belirlenmesi i¢in 1000 tekerriirlii Bootstrap analizi yapilmis ve
agag lizerinde gosterilmistir.

Secilen Rhizobia izolatlarinin nodA genlerinin baz dizileri kullanilarak yapilan
NJ (Sekil 4.25), ML (Sekil 4.26) ve MP (Sekil 4.27-28) analizleri sonucunda, izolatlarin
iki ana soy hattinda toplandig1 belirlenmistir.

Bu soy hatlarindan ilkini bakla ve bezelye’den izole edilen R. leguminosarum
bv. viciae izolatlar1 olusturmustur. Bu izolatlarda kendi icerisinde alt soy hatlarina (Vcl,
Vell, Velll) ayrilmislardir. Bakla’dan izole edilen CTG-40 (Bu izolat ile aym nodA
haplotipi gosteren; bakla’dan izole edilen CTG-59, CTG-303, bezelye’den izole
edilen CTG-74 ve CTG-203, ingiltere’den P.sativum’dan izole edilmis 3841 ve Y.
Zelanda’dan V. sativa’dan izole edilmis ICMP 5943), yine bakla’dan izole edilen
CTG-68 (Bu izolat ile ayn1 nodA4 haplotipi gosteren; bakla’dan izole edilen CTG-23,
CTG-35, CTG-301, CTG-308 ve bezelye’den izole edilen CTG-110, CTG-202),
bezelye’den izole edilen CTG-13 ve CTG-114, VT608 (V. tetrasperma, Giiney Kore),
VAS602 (V. angustifolia, Giiney Kore) ve 201ZG (Hirvatistan) izolatlar1 Vel alt soy
hattin1 olusturmuslardir.

Bununla birlikte bezelye’den izole edilen CTG-1 ve CTG-205 izolatlarinin nodA
genleri Yeni Zelanda’dan Sophora sp.’den izole edilmis ICMP14642 nodA haplotipi ile
ayni monofiletik grupta yer almig ve Vcll alt soy hattini olusturmustur. Bu alt soy
hattinda CTG-1 ve CTG-205 haplotipleri arasindaki ayrim NJ, ML, MP Strict
Konsensiis ve MP %50 Majority Rule Konsensiis agaglarinda sirastyla %100, %100,
%98 ve % 100’liikk Bootstrap degerleri ile desteklenmistir. Bu iki izolatin olusturdugu
monofletik grup, grubun iciincii izolat1 olan ICMP14642°den yine belirtilen sirayla
%100, %99, %98, %100’lik Bootstrap degerleri ile ayrilmistir. Dolayisiyla bu alt soy
hatt1 kendi igerisinde oldukga tutarli bir yapt olusturmustur. Alt soy hatlart Vel ve
Vell’nin ayrimlart NJ, ML, MP Strict Konsensiis ve MP %50 Majority Rule Konsensiis
agaclarinda sirasiyla %95, %98, %87 ve %100’°liik Bootstrap degerleri ile desteklenmis,
dolayisiyla bu iki alt soy hatt1 tiim algoritmalarda net olarak ayrilmustir. Ugiincii alt soy
hattim1 (Vclll) ise Hirvatistan’dan izole edilmis 301ZG izolatina ait nodA haplotipi
olusturmustur. Bu alt soy hatt1 Viciae ana soy hatti i¢erisindeki diger iki alt soy hattina
oranla daha atasal bir 6zellik gostermistir ve olusturulan tiim filogenetik agaglarda

%100’1iik bir Bootstrap degerleri ile ayrilmistir.
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Ana soy hatlarindan ikincisini (Phaseolus Ana Soy Hatti) ise fasulye’den izole
edilen CTG-403, CTG-407, CTG-412, CTG-416, CTG-419, CTG-423, CTG-427, CTG-
430, PhD12 (P. vulgaris, Fransa), CFN42 (P. vulgaris, Meksika), CIAT652 (P.
vulgaris), Ro84 (P. vulgaris, Fransa) ve ICMP2672 ( P. vulgaris, Y. Zellanda) izolatlar1
olusturmustur. Bu ¢alismada fasulye’den izole edilen izolatlardan CTG-412 disindakiler
tamamen bir birleri ile ayn1 nodA haplotipini géstermis ve fasulye’den izole edilmis R.
etli bv. phaseoli, R. gallicum bv. phaseoli, R. giardinii bv. phaseoli, ve R.
leguminosarum bv. phaseoli nodA haplotipleri ile ayn1 monofiletik grup igerisinde yer
almistir. CTG-412 fasulye’den izole edilen diger izolatlar ile genel anlamda aym
monofiletik grup igerisinde yer alsa da, bu izolatlardan ve fasulye’den izole edilmis tip
suslara ait nodA haplotiplerinden daha farkli bir haplotip gostermistir. Bu ayrim ML,
MP strict konsensiis ve MP %50 Majority Rule konsensiis agaglarinda %100°liik
Bootstrap degerleri ile de desteklenmistir. Bu gruptan ayri olarak Tunus’dan izole
edilmis ve fasulye’de aktif nodiiller olusturan Ewnsifer sp. izolatlarindan elde edilmis
nodA haplotipleri ise gerek bu calismada elde edilen gerekse de yukarida belirtilen
tiirlere ait tip suslardan elde edilmis nodA4 haplotiplerden tamamen farkli bir soy hatti
olusturmustur. Benzer sekilde R. tropici bv. phaseoli izolatlar1 da ayr1 bir hat
olusturmustur. Dolayisiyla fasulye’de nodiil olusturan Rhizobiyal tiirlerin nodA
haplotipleri birbirinden bagimsiz {i¢ farkli soy hatti olusturmaktadir ve bu c¢alismada
Fasulye’den izole edilen ornekler temel olarak R. et/i (CFN 42) nodA haplotipi ile

benzerlik gostermistir.
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2 g g S g g
CTG-40 (-303, -59, -74, -203, 3841, ICMP5943)

CTG-13

CTG-114

- CTG-68 (- 23, -35, -301, -308, -110, -202) Vel
201ZG (RIv, Hirvatistan)

{VAS602 (Rlv, Viciae angustifolia, G. Kore)

95 |— VT608 (Rlv, Viciae tetrasperma, G. Kore)

11JE] A0S BUY JBDIA

100 CTG-1

100 CTG-205 Vel
100 ICMP14642 (Rlv, S. chathamica, Y. Zellanda)

301ZG (RIv, Hirvatistan) } Ve IIl

96

99 SinolH1 (Ensifer spp., P. vulgaris, Tunus)
LILM4H41 (Ensifer spp., P. vulgaris, Tunus)

47-1 (Ensifer spp., P. vulgaris, Tunus)

81 12.5 (RIt, Polonya)

9
100( L yCMP2668 (RIt, T. repens, Y. Zellanda)

ICMP5377 (RIt, Sophora flavescens, Japonya)

1

D.ﬂ_l; UPRMS8021 (R. tropici bv. mimosae)

CFN299 (R. tropici bv. phaseoli, P. vulgaris)

PhD12 (Rip, P. vulgaris, Fransa) wn =

62 r =
o

CFN42 (CIAT652, Ro84) = 2

=]

) —

ICMP2672 (Rip, Y. Zellanda) = £

>

CTG-412 ]

CTG-403 (-407, 416, -419, -423, -427, -430)

Azorhizobium spp.
— 0.05 bazdegisimi/bolge

CFN 42: R. etli bv. phaseoli P. vulgaris, Meksika
CIAT652: R. etli bv. phaseoli, P. vulgaris

Ro82: R. giardinii bv. phaseoli, P. vulgaris

3841: Rlv, P. sativum, Ingiltere

ICMP5943: Rleguminosarum bv, viciae, V. sativa, Y. Zellanda

Sekil 4.25 Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobia 6rneklerinin ve Cizelge 3.6’da
belirtilen nodA haplotiplerinin filogenetik iligkilerini gésteren Neighbor-Joining agact. Bu aga¢ HKY+G
(D1s grup harig) baz degisim modeli kullanilarak olusturulmus ve sadece %50’nin {izerinde desteklenen
dallanma noktalar1 i¢in Bootstrap degerleri belirtilmistir. Agagta bakla’dan izole edilen 6rnekler yesil,
bezelye’den izole edilen Ornekler kirmizi ve fasulye’den izole edilen Ornekler ise mavi renk ile
belirtilmistir
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100 | CTG-40 (-303, -59, -74, -203, 3841, ICMP5943)
53] ' CTG-114

- CTG-68 (- 23, -35, -301, -308, -110, -202) Vel

<

82— VT608 (Rlv, Viciae tetrasperma, G. Kore) g-

M o

80\“ VAS602 (Rlv, Viciae angustifolia, G. Kore) E

{ @

gg| * 201ZG (Riv, Hirvatistan) <

=

10 - z

1 0&\“ CTG-205 2

100 Ny | [' €TG-1 Vel
ICMP14642 (Rlv, S. chathamica, Y. Zellanda)
- 301ZG (Rlv, Hirvatistan) } Ve 11T
9| ~ T~~~ TTooTmTmTmTmmmmTmTmmmmmmmmEmmEIEETT
68 ICMP2668 (RIt, T. repens, Y. Zellanda)
1 12.5 (RIt, Polonya)
ICMP5377 (RIt, Sophora flavescens, Japonya)
[50]
70 LILM4H41 (Ensifer spp., P. vulgaris, Tunus)
90)
100 [* Sinol1H1 (Ensifer spp., P. vulgaris, Tunus)
47-1 (Ensifer spp., P. vulgaris, Tunus)

1 00| UPRMS8021 (R. tropici bv. mimosae) CFN 42: R. etli bv. phaseoli

l P. vulgaris, Meksika
CFN299 (R. tropici bv. phaseoli, P. vulgaris)

———————————————————————— CIATG652: R. etli bv. phaseoli

CFN42 (CIAT652, Ro84) P. vulgaris
6
; PhD12 (Rip, P. vulgaris, Fransa)

CTG-403 (-407, -416, -419, -423, -427, -430) }

100

Ro82: R. giardinii bv. phaseoli
P. vulgaris

3841: Rlv, P. sativum
Ingiltere

ICMP2672 (Rip, Y. Zellanda)
ICMP5943: Rlv, V. sativa
Y. Zellanda

1)JeH A0S vuy snjodseyq

Azorhizobium spp.
0.1

Sekil 4.26 Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobia 6rneklerinin ve Cizelge 3.6’da
belirtilen nodA haplotiplerinin filogenetik iligkilerini gdsteren Maksimum-Likelihood agaci. Bu agac
TPMuf2+I+G (D1s grup dahil) baz degisim modeli kullanilarak olusturulmus ve sadece %50’nin iizerinde
desteklenen dallanma noktalar1 icin Bootstrap degerleri belirtilmistir. Agacta bakla’dan izole edilen
ornekler yesil, bezelye’den izole edilen 6rnekler kirmizi ve fasulye’den izole edilen drnekler ise mavi
renk ile belirtilmigtir
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Strict e e e ——————— - ——
CTG-40 (-303, -59, -74, -203, 3841, ICMP5943

CTG-13

CTG-114

65| 72— 201ZG (RI», Hirvatistan) Vel

L VASG602 (Rlv, Viciae angustifolia, G. Kore)

CTG-68 (- 23, -35, -301, -308, -110, -202)

87

VT608 (Rlv, Viciae tetrasperma, G. Kore)

109 98 CTG-205 Vell

ICMP14642 (Rlv, S. chathamica, Y. Zellanda)

I A0S BUY 9BIDIA

301ZG (Rlv, levatistan)} Ve lll

99 i': Sinol1H1 (Ensifer spp., P. vulgaris, Tunus)
100 LILM4H41 (Ensifer spp., P. vulgaris, Tunus)
47-1 (Ensifer spp., P. vulgaris, Tunus)
76 94 12.5 (RIt, Polonya)
100 —|: ICMP2668 (RIt, T. repens, Y. Zellanda)
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CFN 42: R. etli bv. phaseoli P. vulgaris, Meksika
CIAT652: R. etli bv. phaseoli, P. vulgaris

Ro82: R. giardinii bv. phaseoli, P. vulgaris

3841: Rlv, P. sativum, |ngiltere

ICMP5943: Rleguminosarum bv, viciae, V. sativa, Y. Zellanda

Sekil 4.27 Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobia 6rneklerinin ve Cizelge 3.6’da
belirtilen nodA haplotiplerinin Maksimum-Parsimony analizleri sonucunda elde edilen esit uzunluktaki 15
agacin Strict konsensiis agaci. Bu agag lizerinde sadece %50 nin {izerinde desteklenen dallanma noktalari
icin Bootstrap degerleri belirtilmistir. Agacta bakla’dan izole edilen 6rnekler yesil, bezelye’den izole
edilen drnekler kirmizi ve fasulye’den izole edilen 6rnekler ise mavi renk ile belirtilmistir



104

Majorityrule e
—— CTG-40 (-303, -59, -74, -203, 3841, ICMP5943)

CTG-13

CTG-114

67 CTG-68 (- 23, -35, -301, -308, -110, -202) Vel

201ZG (Rlv, Hirvatistan)

VT608 (Rlv, Viciae tetrasperma, G. Kore)

1)JeH A0S BUY JBIJIA

CTG-1

1
wf Lo
VASG602 (Rlv, Viciae angustifolia, G. Kore)

1 100 CTG-205 Ve 1L

ICMP14642 (Rlv, S. chathamica, Y. Zellanda

67 301ZG (Rlv, Hirvatistan) pc 11

12.5 (RIt, Polonya)

ICMP2668 (RIt, T. repens, Y. Zellanda)

100

ICMP5377 (RIt, Sophora flavescens, Japonya)

SinolH1 (Ensifer spp., P. vulgaris, Tunus)

ol

100 100 LILM4H41 (Ensifer spp., P. vulgaris, Tunus)

47-1 (Ensifer spp., P. vulgaris, Tunus)

100 I_ UPRMS8021 (R. tropici bv. mimosae)

L CFN299 (R. tropici bv. phaseoli, P. vulgaris)

I:_ — PhD12 (Rip, P. vulgaris, Fransa)
CFN42 (CIAT652, Ro84)

ICMP2672 (RIp, Y. Zellanda)

100

CTG-403 (-407, -416, -419, -423, -427, -430)

meH Aog
BUY Snjodseyd

CTG-412

Azorhizobium spp.

CFN 42: R. etli bv. phaseoli P. vulgaris, Meksika
CIATG652: R. etli bv. phaseoli, P. vulgaris

Ro82: R. giardinii bv. phaseoli, P. vulgaris

3841: Rlv, P. sativum, ingiltere

ICMP5943: Rleguminosarum by, viciae, V. sativa, Y. Zellanda

Sekil 4.28 Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobia 6rneklerinin ve Cizelge 3.6’da
belirtilen nodA haplotiplerinin Maksimum-Parsimony analizleri sonucu elde edilen esit uzunluktaki 15
agacm %50 Majority Rule konsensiis agaci. Agagta bakla’dan izole edilen 6rnekler yesil, bezelye’den
izole edilen 6rnekler kirmizi ve fasulye’den izole edilen 6rnekler ise mavi renk ile belirtilmistir
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4.3.8 nifH DNA Dizileme Analizleri

Rhizobiyal izolatlarin azot fiksasyon genleri arasindaki filogenetik iligkileri
belirlemek i¢in secilen nifH geninin PZR amplifikasyonlar1 boliim 3.4.8°de belirtildigi
gibi yapilmistir. NifHctg/nifHI primer ¢ifti kullanilarak yapilan PZR amplifikasyonlari
sonucunda bakla ve bezelye izolatlarinin tiimiinden yaklasik 800 b¢’lik beklenen {iriin
elde edilmistir (Sekil 4.29a), buna karsin fasulye izolatlarindan ise bu primer cifti
kullanilarak bir iiriin elde edilememistir. Fasulye izolatlarindan nifH amplifikasyonu
icin Oncelikle nifHF/nifHI primer c¢ifti kullanilmistir. Bu primerler ile yapilan
amplifikasyonlarda izolatlarindan istenilen biiytikliikteki 780 bp’lik bandin yani sira
farkli biiyiikliiklerde 6zgiin olmayan amplifikasyon iiriinleri de elde edilmistir. CTG-
403, CTG-407, CTG-412, CTG-416 ve CTG-430 izolatlar1 i¢in 3.4.8’de agiklandig1 gibi
yapilan bant kesme uygulamasindan sonra elde edilen {iriinler, 2’inci PZR uygulamasi
icin kalip DNA olarak kullanilmis ve bdylece ekstra bantlar elimine edilmistir (Sekil
4.29b).

Sekil 4.29

(A) DNA dizileme i¢in se¢ilen bazi Rhizobium bakla ve bezelye izolatlarindan (BIORON 100 bp DNA
Ladder, CTG-68, -203, -205) nifHI/nifHctg primer ¢ifti kullanilarak yapilan nifH amplifikasyon iiriinleri.
(B) CTG-403, CTG-407, CTG-416 ve CTG-430 izolatlarindan nifHF/nifHI primerleri kullanilarak
yapilan nifH amplifikasyon iiriinleri (Bant kesme sonrasi 2. PZR)
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Buna karsin CTG-419, CTG-423 ve CTG-427 izolatlarinda ekstra {iriinlerden
bazilar1 hedef banda (780 bp) cok yakin biiytikliikte ¢cikmistir ve bu nedenle bant kesme
uygulamasi saglikli bir sekilde yapilamamistir. Bu izolatlar icin alternatif bir primer
cifti, nifH1/nifH2 amplifikasyonlar ve DNA dizileme i¢in kullanilmastir.

Bu calismada belirledigimiz nifH baz dizileri ve Cizelge 3.7°de belirtilen
Rhizobiyal 6rneklerine ait nifH haplotiplerinin homolog bolgeleri hizalanmis ve toplam
366 baz ciftlik hizalanmis bolge ilizerinden filogenetik analizler yliriitiilmiistiir.
Olusturulan nifH veri setine en uygun evrimsel modeli belirlemek iizere yapilan
ModelTest analizi sonucunda elde edilen baz degisim modelleri, I ve G degerleri

Cizelge 4.8’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.8 nifH veri seti i¢in yapilan AIC ve BIC testlerinin sonuglari

Dis Grup Dahil D1s Grup Harig
AIC BIC AIC BIC
Model TIM3 TIM3ef Model TrN TrN
I - I 0.642 0.642
G 0.334 0.422 G

Rhizobiyal nifH haplotipleri arasindaki evrimsel iligkilerin belirlenmesi i¢in
Cizelge 4.8’de belirtilen baz degisim modelleri kullanilarak NJ ve ML analizleri
yapilmis ve olusturulan NJ ve ML agaclarinin istatistiksel olarak gilivenilirliklerini
gostermek icinde sirasiyla 10 000 ve 1000 tekrarli Bootstrap analizleri yapilmistir.
Analizler sonucunda NJ ve ML algoritmalarinin her ikisi i¢inde TIM3ef+G (D1s Grup
Dahil) modeli ile olusturulan agaclarin en yiiksek Bootstrap degerlerini verdigi
belirlenmis ve bu nedenle de bu ¢alismada gosterilmislerdir (Sekil 4.30-31).

Kullanilan bir diger algoritma olan Parsimony analizinde ise, hizalamas1 yapilan
366 bazdan 233 tanesinin tiim Orneklerde ayni oldugu, varyasyon gosteren
karakterlerden 60 tanesinin ise parsimonik olarak bilgi icermedigi belirlenmistir.
Dolayistyla Parsimony analizleri 73 karakter {izerinden yiiriitiilmiis ve neticede,
uzunluklar1 (213), CI (0.789), RI (0.808) ve HI (0.211) degerleri birbirine esit, en kisa 2
agac elde edilmistir. Bu en kisa 2 agacin strict ve % 50 Majority rule konsensiis
agaclart sirastyla Sekil 4.32 ve Sekil 4.33 gosterilmektedir. 1000 tekerriirlii olarak
yapilan Bootstrap analizinin sonucunda, %50’nin iizerinde desteklenen diiglimler i¢in

Bootstrap degerleri parsimony strict konsenstiis agaci lizerinde gosterilmistir.
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Olusturulan NJ (Sekil 4.30), ML (Sekil 4.31) ve Parsimony (Sekil 4.32-33)
agaclarinda izolatlarin nifH haplotiplerine gore iki ana soy hattinda toplandig:
belirlenmigtir. Bu soy hatlarindan ilkini bakla ve bezelye’den izole edilen R.
leguminosarum bv. viciae izolatlar1 olusturmustur (Viciae ana soy hatti). Bu izolatlarda
kendi igerisinde iki alt soy hattina (Vel ve Vell) ayrilmistir. Bakla’dan izole edilen
CTG-40 (Bu izolat ile ayn1 nifH haplotipi gosteren; bakla’dan izole edilen CTG-59,
CTG-303, bezelye’den izole edilen CTG-74 ve CTG-203, ingiltere’den
P.sativum’dan izole edilmis 3841), yine bakla’dan izole edilen CTG-68 (Bu izolat ile
ayn1 nifH haplotipi gosteren; bakla’dan izole edilen CTG-23, CTG-35, CTG-301,
CTG-308 ve bezelye’den izole edilen CTG-110, CTG-202) Vcl alt soy hattini
olusturmuslardir. Vel igerisindeki bu iki grubun ayrimi NJ, ML, MP strict konsensiis ve
MP %50 majority rule konsensiis agaclarin tiimiinde %100’liik bootstrap degerleri ile
desteklenmistir. Viciae ana soy hatt1 igerisindeki ikinci alt grup olan Vell ise
Amerika’dan bezelye’den izole edilmis R. leguminosarum tip susu USDA 2370 ve bu
calismada bezelye’den izole edilen CTG-1, CTG-13, CTG-114, CTG-205 izolatlarindan
olugsmustur. MP agacinda CTG-1 izolat1 Vel ve Vell’den farkli iicilincii bir alt soy hatti
olusturmustur bu ayrimin algoritma farkindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. NifH
filogenisindeki ikinci ana soy hattini ise (Phaseolus Ana Soy Hatti) fasulye’den izole
edilen CTG-403, CTG-407, CTG-412, CTG-416, CTG-419, CTG-423, CTG-427, CTG-
430, CFN42 (P. vulgaris, Meksika), CIAT652 (P. vulgaris), Olivia-4 (P. vulgaris,
Belize), CIAT-899 (P. vulgaris), Mim2 (Mimosa affinis) ve R602 (P. vulgaris, Fransa)
izolatlar1 olusturmustur. Bu c¢aligmada fasulye’den izole ettigimiz Rhizobiyal
orneklerinden, CTG-412 ve CTG-416 hari¢ tiimii R. e#/i tip susu olan CFN42 ve yine
Amerika kitasindan fasulye’den izole edilmis CIAT652 ve Olivia-4 izolatlar ile aym
nifH haplotipini gostermistir. CTG-412 ve CTG-416 izolatlar1 her ne kadar farkli bir
nifH haplotipi gosterseler de yukarida belirtilen izolatlar ile ayni monofiletik grup
icerisinde yer almislardir. Phaseolus ana soy hatti icerisindeki diger izolatlar olan Mim2
ve R602’nin yukarida belirtilen gruptan ayrimlart  bootstrap agaclarinda
desteklenmemistir. Bununla birlikte yine fasulye’den tanimlanmis R. fropici’nin nifH
haplotipi Phaseolus ana soy hatt1 igerisindeki diger drneklerden belirgin olarak farklilik
gostermistir, bu ayrinm NJ, ML, MP strict konsensiis ve MP %50 majority rule
konsensilis agaclarinda; %71, %75, %85, %100’ lik Bootstrap degerleri ile

desteklenmistir.



108

. .. CTG-13 (CTG-114)
USDA 2370: R. leguminosarum bv. viciae
78
SU 329: R. leguminosarum bv. trifolii
CFN 42: R. etli bv. phaseoli USDA 2370 (CTG-205) \ pe gy
TR 602: R. gallicum «
Mim2: R. etli bv. mimosae E:
[¢-]
X .. CTG-1 >
CIAT 899: R. tropici 100 5
»n
(=)
<
g
CTG-35 (CTG-23, CTG-68, CTG-110 2
CTG-202, CTG-301, CTG-308
100
L Vel
CTG-40 (CTG-59, CTG-74, CTG-203
CTG-303, 3841)
SU329
CFN 42 (CTG-403, CTG-407, CTG-419, CTG-423 \
CTG-427, CTG-430, CIAT652, Olivia4)
57
CTG-412 (CTG-416) -
=
o
g
£
w
TR 602 > >
=
1
»
=]
<
g
n — Mim2 3
CIAT 899 )
B. japonicum

0.05 baz degisimi/bolge

Sekil 4.30 Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobium 6rneklerinin ve Cizelge 3.7°de
belirtilen nifH haplotiplerinin filogenetik iligkilerini gosteren Neighbor-Joining agaci. Bu aga¢ TIM3ef+G
(D1s grup Dahil) baz degisim modeli kullanilarak olusturulmus ve sadece %50 nin {izerinde desteklenen
dallanma noktalar1 i¢in Bootstrap degerleri belirtilmistir. Agagta bakla’dan izole edilen 6rnekler yesil,
bezelye’den izole edilen Ornekler kirmizi ve fasulye’den izole edilen Ornekler ise mavi renk ile
belirtilmistir
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Sekil 4.31 Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobium 6rneklerinin ve Cizelge 3.7°de
belirtilen nifH haplotiplerinin filogenetik iliskilerini gdsteren Maksimum-Likelihood agaci. Bu agac
TIM3ef+G (Dis grup dahil) baz degisim modeli kullanilarak olusturulmus ve sadece %50’nin iizerinde
desteklenen dallanma noktalari igin Bootstrap degerleri belirtilmistir. Agacta bakla’dan izole edilen
ornekler yesil, bezelye’den izole edilen 6rnekler kirmizi ve fasulye’den izole edilen 6rnekler ise mavi
renk ile belirtilmistir
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Sekil 4.32 Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobium 6rneklerinin ve Cizelge 3.7°de
belirtilen nifH haplotiplerinin Parsimony analizleri sonucunda elde edilen esit uzunluktaki 2 agacin Strict
konsensiis agaci. Bu agag ilizerinde sadece %50°nin {izerinde desteklenen dallanma noktalari igin
Bootstrap degerleri belirtilmistir. Agacta bakla’dan izole edilen drnekler yesil, bezelye’den izole edilen

ornekler kirmizi ve fasulye’den izole edilen drnekler ise mavi renk ile belirtilmistir
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Sekil 4.33 Bakla, bezelye ve fasulye nodiillerinden izole edilen Rhizobium 6rneklerinin ve Cizelge 3.7°de
belirtilen nifH haplotiplerinin parsimony analizleri sonucu elde edilen esit uzunluktaki 2 agacin %50
Majority Rule konsensiis agaci. Agacta bakla’dan izole edilen 6rnekler yesil, bezelye’den izole edilen
ornekler kirmizi ve fasulye’den izole edilen drnekler ise mavi renk ile belirtilmistir
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4.3.9 16S rDNA-recA Birlestirilmis Filogeni

16S rDNA ve recA filogenilerinde uyumsuzluk gozlenen izolatlarda olasi lateral
gen transferlerinin belirlenmesi i¢cin ILD (Incongruous Lenght Difference) testi
uygulanmistir. Bu test PAUP v. 4.0b10 ile Maksimum-Parsimony algoritmasi, Heuristic
aragtirma metodu kullanilarak 1000 tekerriirli olarak yapilmistir. ILD testi, 16S
rDNA’lar1 R. leguminosarum ile iligkili ¢ikan buna karsin recA genleri bu tiire oldukca
uzak bir grupta ¢ikan CTG-407, CTG-416 ve CCBAU43229 izolatlar1 ve bunlara ek
olarak R. leguminosarum bv. viciae, R. leguminosarum bv. trifolii, R. pisi, R. fabae ve
E. fredii (dis grup) tip suslart kullanilarak yapilmistir. ILD testi sonucunda p degeri
0.036 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.9). Bu sonuca gore, p<0.05 oldugundan bu iki
genin birbirleri ile uyumlu olmadiklari, benzer bir evrimsel ge¢misi paylasmadiklar

sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.9 R. leguminosarum ile iliskili izolatlar i¢in ILD test sonuglari
*Orijinal agacin uzunlugu

Agac¢ Uzunluklan Agac Sayisi
188 2
189%* 34
190 140
191 322
192 401
193 101

p-degeri: 1 - (964 /1000) = 0.036

Ikinci bir ILD testi de, 16S tDNA’lar1 R. etli tip susu, recA’lar1 ise R.phaseoli tip
susu ile iligkili ¢ikan CTG-423 ve CTG-430 izolatlar1 ve bunlara ek olarak CTG-412 (R.
phaseoli), CTG-419 (R. phaseoli) izolatlari, R. etli, R. phaseoli ve R. tropici (dig grup)
tip suslar1 kullanilarak yapilmistir. ILD testi sonucunda p degeri 0.005 olarak
hesaplanmistir. Bu sonuca gore, p<0.05 oldugundan bu iki genin birbirleri ile uyumlu

olmadiklari, benzer bir evrimsel ge¢misi paylasmadiklari sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.10 R. etli ve R. phaseoli ile iligkili izolatlar i¢in ILD test sonuglari
*Orijinal agacin uzunlugu

Agac¢ Uzunluklarn Agac Sayisi
154%* 5
155 19
156 121
157 397
158 458

p-degeri: 1 -(995/1000) = 0.005
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5. TARTISMA

Bu calismada Orta Karadeniz Bolgesi illerinden Samsun, Sinop, Ordu ve
Amasya’da yetistirilen bakla (V. faba L.), bezelye (P. sativum L.) ve fasulye (P.
vulgaris L.) bitkilerinin kokleri ile simbiyotik birliktelik olusturan Rhizobia grubu
bakterilerin biyolojik ¢esitliliklerinin ve i¢erdikleri nodiilasyon (nod, nol ve noe) ve azot
fiksasyon (nif ve fix) genlerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla bu dort ilde
belirlenen toplam 30 lokaliteden bitki drnekleri toplanmis ve kok nodiillerinden yapilan
izolasyonlar sonucunda 30 tane bakla’dan, 30 tane bezelye’den ve 30 tane’de
fasulye’den olmak {izere toplam 90 adet Rhizobiyal 6rnek elde edilmistir.

Somasegaran ve Hoben (1985) ve Kuykendall ve ark. (2005), Gram boyama ve
Brom Cresol Purple iceren Pepton Glukoz Agar ortaminda gelisim testlerinin
Rhizobium izolatlar1 icerisindeki olasi bir kontaminasyonu belirlemede etkili birer
yontem oldugunu belirtmisler ve Rhizobiyal ¢aligmalarda kullanilmasini 6nermislerdir.
Bu calismada izole edilen ve bu iki test ile saf olduklarina kanaat getirilen 90 adet
Rhizobiyal izolatta calismanin takip eden asamalarinda da herhangi bir kontaminasyon
izine rastlanmamistir. Dolayisiyla bu calismada elde ettigimiz sonuglar literatiirlere
uygun olarak bu testlerin Rhizobiyal ¢aligmalardaki olasi kontaminasyonlari
belirlemedeki giivenilirliklerini ve uygulanmalarindaki gerekliligi ortaya koymustur.
Yapilan nodiilasyon testleri sonucunda, elde edilen tim izolatlarin orijinal
konukgularimin kokleri tizerinde aktif nodiiller olusturduklari, dolayisiyla da nodiilasyon
ve azot fiksasyon genleri tasidiklart belirlenmistir. Capraz asilama kavrami
cergevesinde yapilan nodiilasyon denemelerinde, Vicieae kabilesi igerisinde yer alan
bakla’dan izole edilen bakterilerin ayni kabilede yer alan bezelye’de, bezelye’den izole
edilen bakterilerin ise bakla’da aktif ancak nispeten kiiclik ve az sayida nodiiller
olusturduklar belirlenmistir. ilerleyen béliimlerde tartisilacag gibi bu ¢alismada bakla
ve bezelye kok nodillerinden izole edilen izolatlarin timi Rlv (Rhizobium
leguminosarum bv. viciae) olarak tamimlanmistir. Vicia, Lathyrus, Pisum ve Lens
cinslerini kapsayan Vicieae kabilesinin dogal mikrosimbiyontu olan R/v’nin bu cinslere
ait tiim tiirleri nodiile ettigi diisiiniilmektedir (Mutch ve Young, 2004). Bununla birlikte
yapilan c¢esitli g¢aligmalar bu genellemeye tezat olusturabilecek sonuglar ortaya
koymustur.

Young ve ark. (1982) yaptiklar1 ¢alismada, Tiirkiye’yi de kapsayan farkl
iilkelerden topladiklar1 375 bezelye bitkisini, Ingiltere’den izole ettikleri 3 ve
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Tiirkiye’den izole ettikleri 1 (TOM) Rlv izolat1 ile enfekte etmisler ve sonugta TOM
izolatinin test edilen bitkilerin tiimiinii nodiile ettigini buna karsin ingiltere izolatlarinin
ise 40 Afganistan bitki 6rneginden 16’sin1 ve 37 Tiirkiye bitki 6rneginden 36 tanesini
nodiile ettigini belirlemislerdir (24 Afganistan ve 1 Tiirkiye irki Ingiltere kdkenli RIv
izolatlar1 ile nodiile olmamistir). Dolayisiyla bu bitki i¢cin olast gen merkezi olan
Tiirkiye-Afganistan bdlgesinden gelen bezelye ornekleri yine bu bolgeden koken alan
TOM izolat1 tarafindan nodiile edilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalar bu 6zgiinliigiin
nedeninin bezelye’deki sym-2 (Geurts ve ark., 1997) ve Rhizobia’daki nodX (Davis ve
ark., 1988) genlerinden kaynaklandigini gostermistir (Firmin ve ark., 1993). Bezelye
daha sonradan kiiltiire alinip yetistirildigi ve yayildig1 bolgelerde alternatif bir sym-2
alleli gelistirerek nodX geni igermeyen daha genis bir R/v popiilasyonu ile simbiyotik
birliktelik olusturmustur. Bu nedenle nodX geni igcermeyen ve diinyanin diger
bolgelerinden gelen bezelye bitkilerini nodiile eden Ingiltere Rlv izolatlar1 Afganistan ve
Tiirkiye bezelye bitkileri ile nodiilasyon yapmamistir. Bu sonug¢ Bezelye ve R/v arasinda
lokaliteye bagli bir 6zgiinliik ortaya koymustur (Mutch ve Young, 2004).

Bu c¢alismaya ek olarak yapilan diger bazi arastirmalar R/v popiilasyonlari
icerisindeki 0zel genotiplerin (popiilasyon alt gruplari) Vicieae kabilesi icerisindeki
belirli konukgu tiirlerini (veya tersi olarak belirli konuk¢u tiirlerinin belirli Rlv
genotiplerini) tercih ettigini ortaya koymustur. Ozellikle bezelye ve bakla yerel
Rhizobiyal genotiplerin se¢iminde birbirleri ile tezatliklar gostermektedir. Yapilan
calismalarda elde edilen bazi kanitlar bakla’nin nodiilasyon rekabetinde belirleyici
oldugunu ve karisik bir toprak popiilasyonu icerisindeki belirli bir R. leguminosarum
bv. viciae grubu tarafindan enfekte edildigini bu nedenle de bakla’dan izole edilen
Rhizobiyal izolatlarin R/v’nin diger izolatlarindan rahatlikla ayrilabilecegini isaret
etmektedir (Hynes ve O’Connell, 1990; Laguerre ve ark., 1992; Van Berkum ve ark.,
1995; Evans ve ark., 1996; Laguerre ve ark, 2003). Dolayisiyla Rlv ile konukgusu
arasinda gerek lokaliteye gerekse de konukcu ve bakteri popiilasyonu secimine bagli bir
Ozglnliik bulunmaktadir. Bu durum bu calismada izole edilen bakla izolatlarinin
bezelye de, bezelye izolatlarinin ise bakla da neden daha az sayida ve daha kiiciik
nodiiller olusturduguna bir aciklama getirmektedir. izole edilen bakla ve bezelye
izolatlar1 arasinda nodiilasyon kapasitesi ve etkinlik agisindan konukgu bitkiye bagl bir

secilim ve 6zglinlesme bulunmaktadir.



115

Elde edilen izolatlarin molekiiler olarak teshislerinin yapilmasi i¢in ilk olarak
klasik fenol-kloroform yontemi ile genomik DNA izolasyonu yapilmis fakat izolatlarin
cok miktarda eksopolisakkarit (mukus) olusturmasi nedeniyle yeterince saf genomik
DNA elde edilememistir. Bu sebeple alternatif metod olarak bu eksopolisakkaritleri
baglayarak ¢oktiiren ve daha saf bir DNA elde edilmesini saglayan CTAB/NaCl metodu
kullanilmistir. Rhizobium gibi ¢ok miktarda mukus olusturan organizmalar ile
calisilirken genomik DNA izolasyonunda bu metodun kullanilmasi ¢ok daha iyi bir
sonu¢ vermektedir.

16S rDNA PZR-RFLP (Restriksiyon Fragmentleri Uzunluk Polimorfizmi)
Rhizobiyal c¢alismalarda, onlarca veya ylizlerce izolattan olusan genis bir bakteri
koleksiyonundaki genetik varyasyonu belirlemek ve DNA dizilemeleri 6ncesinde
izolatlar i¢inde bir 6n gruplama yapabilmek i¢in kullanislt bir metottur (Lindstrom ve
ark., 2006). Bu metot Rhizobia’da ilk olarak Laguerre ve ark. (1994) tarafindan
uygulanmistir. Aragtirmacilar o doneme kadar tanimlanmig Rhizobiyal tiirlerin Cfol,
Hinfl, Mspl, Ndell veya Cfol, Hinfl, Rsal, Mspl (veya Ndell) enzim setlerinden bir
tanesinin kullanilmasiyla birbirinden ayrilabilecegini belirtmislerdir. Gilinlimiize kadar
pek cok arastirmaci Onerilen bu enzim setlerini degistirmeden veya kismen modifiye
ederek kullanmiglardir. Bu ¢aligmalarin bazilarinda: Grange ve ark. (2004) Brezilya’dan
Fasulye’den izole ettikleri Rhizobiyal izolatlarin 6n gruplamalari i¢in Cfol, Hinfl, Rsal,
Mspl ve Ndell enzim setini kullanmis ve 6n gruplamayi takiben yaptiklart DNA
dizileme analizleri ile izolatlar1 R. etli, E. fredii, R. leguminosarum, R. tropici ve M.
plurifarium olarak tanimlamislardir. Moschetti ve ark. (2005) Italya’dan Vicia, Pisum
ve Lathyrus cinslerine ait tiirlerden izole ettikleri Rhizobium’lar1 Cfol, Hinfl, Mspl,
Ndell enzim seti kullanarak R/v olarak tanimlamislardir. Shamseldin ve ark. (2009)
Misir’da bakla’dan izole ettikleri izolatlarin 6n gruplamasi i¢in Cfol, Hinfl, Mspl
enzimlerini kullanmis ve izolatlar1 Rlv ve Ensifer spp. olarak tanimlamislardir.

Bu calismada da enzim seti olarak, Laguerre ve ark. (1994) tarafindan onerilen
Cfol, Hinfl, Mspl, Ndell kullanilmistir. Analizler sonucunda bakla’dan ve bezelye’den
izole edilen tiim izolatlarin ayn1 sablonu verdigi ve dolayisiyla da ayni tiire ait olduklari
belirlenmistir. Daha sonra tartisilacagi gibi temsilci izolatlar i¢in yapilan 16S rDNA ve
recA DNA dizilemeleri ve filogenetik analizler bu izolatlarin R/v olduklarini ortaya
koymustur. Bakla ve bezelye izolatlar1 icin elde edilen RFLP sablonu, R/v tip susunun
(USDA 2370) BioEdit v. 7 kullanilarak olusturulan teorik RFLP sablonu ile
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karsilastirildiginda, Hinfl, Mspl ve Ndell sablonlarinin ayni oldugu buna karsin Cfol
sablonunda ise bir farkliligin bulundugu belirlenmistir. USDA 2370 izolatt Cfol
restriksiyon enzimi ile kesildiginde gézlenen yaklasik 450 bp’lik bant bu ¢aligmada elde
edilen izolatlarda gbzlenememis bunun yerine tip susa ait RFLP sablonunda
bulunmayan yaklasik 280 bp vel70 bp’lik iki bant gézlenmistir. Bu sonug¢ bu bolgeden
izole edilen R/v’lerin 16S rDNA’larinda bir nokta mutasyon meydana geldigini ve Cfol
enzimi icin ekstra bir kesim noktasi olustugunu (5°...GCG/C...3’) veya tersi olarak tip
susun bir mutasyon ile bu tanima bdlgesini kaybettigini gdstermektedir. USDA 2370 ve
bu calismada elde edilen izolatlarin 16S rDNA’lar1 hizalandiginda Orta Karadeniz Rlv
izolatlarinin 16S rDNA’larmmin 321’inci bazinda bir transversiyon nokta (C—GQG)
mutasyonu meydana geldigi ve ekstra bir Cfol kesme noktast olustugu belirlenmistir.
Dolayisiyla bu enzim seti R. leguminosarum tiirii icerisindeki varyasyonlar1 da ortaya
koyabilmektedir. Fasulye izolatlarinda yapilan 16S rDNA PZR-RFLP analizinde ise ii¢
farkli sablon dolayisiyla da ti¢ farkli olasi tiir elde edilmistir. Bu sablonlarin ilki bakla
ve bezelye’den izole edilen Rhizobiyal izolatlar ile (R. leguminosarum) benzerlik
gostermistir. Fasulye’den izole edilen R. leguminosarum izolatlarinda da bakla ve
bezelye’den izole edilen R. leguminosarum’lardaki Cfol kesim noktasini etkileyen
mutasyon bulunmaktadir. Dolayisiyla bu mutasyonun goriilme sikligi Orta Karadeniz
bolgesinde yayilis gosteren R. leguminosarum izolatlarinda oldukc¢a fazladir.
Fasulye’den izole edilen 30 Rhizobiyal 6rnegin 16 tanesi bu sablonu gostermistir.
BioEdit v. 7 kullanilarak Rhizobiyal tiirlere ait tip suslarin 16S rDNA dizileri ile
yapilan sanal 16S rDNA PZR-RFLP uygulamasinda, kullanilan bu 4 enzimin
Rhizobiyal tiirleri birbirinden ayirdigi belirlenmistir. Buna karsin 16S rDNA dizileri
veri tabanlarindan indirilen ve filogenetik analizlerde R. etli ile iliskili olarak bulunan
(bkz. Sekil 4.15-18) USDA2667 ve PEPSMI15 gibi izolatlarin yine sanal RFLP
uygulamalarinda R. phaseoli’ye ait RFLP sablonunu verdigi belirlenmistir. R. etli ve R.
phaseoli tip suslart Hinfl, Mspl, Ndell restriksiyon enzimleri ile kesildiginde tamamen
ayni RFLP sablonunu vermekte, buna karsin Cfol’de ise bir varyasyon bulunmaktadir.
R. phaseoli Cfol ile kesildiginde 334 pb, 280 bp, 278 bp, 172 bp, 135 bp, 115 bp, 99 bp
ve 45 bp’lik 8 bant olusturmakta, buna karsin R. et/i’de ise 278 ve 172 bp’lik iki bant
yerine 450 bp’lik tek bir bant goriillmektedir. Yukarida belirtildigi gibi R. etli (CFN-42)
tip susu harig¢ bu tiirle iligkili ¢ikan izolatlar 16S rDNA PZR-RFLP denemelerinde R.

phaseoli’ye ait sablonu vermistir. Bu izolatlara ait 16S rDNA dizileri hizalandiginda
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323™linci bazinda bir transversiyon nokta (C—G) mutasyonu meydana geldigi ve ekstra
bir Cfol kesme noktast olustugu belirlenmistir. Benzer sekilde bu c¢alismadan elde
edilen izolatlarda da bu durum goézlenmistir. Tip suslar ve veri tabanindan indirilen R.
etli ve R. phaseoli izolatlar1 ile yapilan denemelerde Pst/ enziminin bu iki tiirii net
sekilde ayirdigi belirlenmistir. Bu nedenle, R. phaseoli 16S tDNA PZR-RFLP sablonu
gosteren Ornekler i¢cin R. etli ayrimini yapabilmek lizere Laguerre ve ark. (1994)
tarafindan onerilen Cfol, Hinfl, Mspl, Ndell restriksiyon enzim setine ek olarak Pst/
enzimi de kullanilmistir. Analizler sonucunda fasulye’den izole edilen 30 Rhizobiyal
ornegin 8 tanesinin R. etli, 6 tanesinin R. phaseoli ve yukarida belirtildigi gibi 16
tanesinin ise R. leguminosarum ile benzer 16S rDNA PZR-RFLP sablonu olusturdugu
belirlenmistir.

16S rDNA PZR-RFLP analizleri sonucunda olusturulan gruplar icerisinden
secilen temsilci izolatlar i¢in 16S rDNA dizilemeleri yapilmis ve 1220 bp’lik hizalanmis
bir bolge lizerinden filogenetik analizler yiriitiilmiistiir. Rhizobiyal tiirlere ait tip suslar
ile yapilan hizalamalar sonucunda 16S rDNA’nin dizisi belirlenen bolgesi disinda kalan
yaklagik 250 bp’lik bolgesinin Rhizobium cinsi igerisindeki tiirler arasinda ¢ok biiyiik
oranda korundugu dolayistyla da sistematik anlamda bilgi verici olmadig belirlenmistir.

Bu giine kadar bakla ve bezelye ile simbiyotik birliktelik kuran kok nodiil
bakterilerinin biyolojik cesitliliklerini belirlemeye yonelik molekiiler tabanli ¢cok sayida
calisma bulunmamaktadir. Daha 6nce de belirtildigi gibi R. leguminosarum bv. viciae
(Rlv) bakla ve bezelye’yi de igerisine alan Vicieae kabilesindeki bitkilerin (Vicia,
Pisum, Lens, Lathyrus) dogal simbiyontudur (Laguerre ve ark., 2003). Bu giine kadar
Rlv, Hollanda, ingiltere, Fas, Kanada, ispanya (Van Berkum ve ark., 1995), Fransa
(Laguerre ve ark., 2003), Urdiin (Mutch ve ark., 2003), Italya (Moschetti ve ark., 2005),
Cin (Tian ve ark., 2007), Peru (Santillana ve ark., 2008) ve Misir’t (Van Berkum ve
ark., 1995; Shamseldin ve ark., 2009) kapsayan diinyanin farkl iilkelerinde yetistirilen
bakla bitkilerinden ve ABD, Kore, Cin, Peru, Italya, Finlandiya, Yugoslavya da
yetistirilen bezelye bitkilerinden (Van Berkum, ve ark., 1995; Laguerre ve ark., 2003;
Moschetti ve ark., 2005; Kwon ve ark., 2005; Santillana ve ark., 2008; Yang ve ark.,
2008) rapor edilmistir. Bu ¢alismada 16S rDNA filogenilerinden elde edilen sonuglar,
Tiirkiye’nin Orta Karadeniz Bolgesinde de tipki diinyanin genelinde oldugu gibi bakla
ve bezelye’nin yaygin mikro simbiyontunun R/v oldugunu ortaya koymustur.

Olusturulan NJ (Sekil 4.15), ML (Sekil 4.16) ve MP (Sekil 4.17-18) agaclarinda bakla
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ve bezelye’den izole edilen 6rneklerin tamami R. leguminosarum tip susu (USDA 2370)
ve diger R. leguminosarum izolatlari ile iligkili ¢ikmustir.

Bu bélimiin ilk kisminda da aciklandigi gibi yapilan calismalar R/lv
poplilasyonlart igerisindeki 6zel genotiplerin (popiilasyon alt gruplar1) Vicieae kabilesi
icerisindeki belirli konukgu tiirlerini (veya tersi olarak belirli konukgu tiirlerinin belirli
Rlv genotiplerini) tercih ettigini ortaya koymustur. Bu segilimin ozellikle Bakla da
goriildiigli ve bu bitkiden izole edilen R/v izolatlarinin diger R/v izolatlarindan
ayrilabilecegi belirtilmistir (Hynes ve O’Connell, 1990; Van Berkum ve ark., 1995). Bu
calismada da uygulanan nodiilasyon testlerinden bu bulgular1 destekleyen veriler elde
edilmistir. Benzer sekilde 16S rDNA baz dizisi filogenisi de bu hipotezi destekleyen bir
sablon ortaya koymustur. Bu calismada Bakla’dan izole edilen bakterilerden CTG-35,
CTG-301 ve CTG-308 disindaki 6rneklerin tiimii, Cin’den Vicia tiirlerinden (V. faba, V.
sativa, V. tibetica) izole edilmis izolatlar ile birlikte bir monofiletik grup olusturmus,
bezelye ve fasulye’den izole edilen R. leguminosarum (CTG-205 ve CTG-403 harig)
izolatlarindan ayrilmistir. Bu ayrim ML (Sekil 4.16) agacinda %83’liik Bootstrap degeri
ile desteklenmistir. Benzer sekilde NJ ve MP %50 Majority Rule Konsensiis agacinda
da bu ayrim belirlenmistir. Daha Once yapilan ¢alismalarda nodiilasyon testleri ile
fenotipik olarak gosterilen R/v-bakla 6zgiilligii molekiiler seviyede ilk kez bu ¢alismada
ortaya konmustur.

16S rDNA baz dizileri kullanilarak yapilan filogenetik analizlerde, bu ¢aligmada
bakla ve bezelye’den izole edilen CTG-35 ve CTG-74 izolatlarinin diinyanin farkl
bolgelerinde yetistirilen bakla, bezelye ve fasulye bitkilerinden izole edilmis
R.leguminosarum orneklerine gore daha atasal bir karakter gosterdigi ve Cin’den izole
edilmis CCBAUR85025 izolati ile birlikte R. leguminosarum igerisindeki (Viciae ana soy
hatt1) en ilkel alt grubu (Veclll) olusturdugu belirlenmistir. Ayrica, olusturulan
filogenetik agaclarda R. leguminosarum igerisinde gozlenen alt gruplarin hepsinde
(Sekil 4.15-18) bu calismada elde edilen izolatlara ait Orneklerin bulunmasi da
bolgemizde bulunan R. leguminosarum izolatlarinin ¢ok yiiksek bir tiir i¢i varyasyona
sahip oldugunu gdstermistir. Tiirkiye, bakla ve bezelye bitkileri i¢in olasi bir gen
merkezi veya diinyaya yayilmalarindaki temel rotalardan birisidir (Davies ve ark., 1985;
Mutch ve ark., 2003). Yapilan calismalarda Rhizobiyal izolatlarin konukc¢u tohumlari
tizerinde farkli lokalitelere tasinabildigi gosterilmistir (Perez-Ramirez ve ark., 1998;

Alvarez-Martinez ve ark., 2009). Rhizobiyal tiirlerin konukcular1 ile birlikte
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konukgunun gen merkezinde evrimlestigi ve bu noktadan diinyaya yayildigi, ayrica
tiirlerin gen merkezlerinde en yliksek genetik ¢esitliligi gosterdigi hipotezleri goz oniine
alinirsa (Martinez-Romero ve Caballero-Mellado, 1996), bu calismada elde edilen
veriler diinya genelinde bakla ve bezelye ile simbiyotik birliktelik kuran R/lv
izolatlarinin bir sekilde Tiirkiye’nin de igerisinde bulundugu Orta Dogu kokenli
olabilecegini yani bu bolgeden, bakla ve bezelye tohumlar1 tizerinde veya farkli yollarla
diinyaya yayilmis olabilecegini ortaya koymaktadir.

Fasulye pek ¢ok Rhizobiyal tiir ile etkin bir bigimde nodiil olusturan goreceli
olarak hos goriilii bir konuk¢udur (Andrade ve ark., 2002). Bu tiirlerin sayis1 yapilan
yeni arastirmalar sonucu her gegen yil daha da artmaktadir. Bu ¢alismada elde edilen
fasulye izolatlar1 igerisinde ii¢ farkli 16S rDNA PZR-RFLP sablonu belirlenmis ve bu
sablonlar1 temsilen segilen izolatlar i¢in 16S rDNA dizilemeleri yapilmistir. Yapilan
filogenetik analizlerde bu izolatlarin R. leguminosarum, R. etli ve R. phaseoli tiirleri ile
iligkili oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15-18). Fasulye bitkisi Giiney Amerika kokenlidir
ve R. etli bv. phaseoli bu kitada gerek yabani gerekse de kiiltiire alinmis fasulye
bitkilerinden yaygin olarak izole edilmistir. Bu sonug¢ R. et/i’nin fasulye ile birlikte bu
bolgede beraber evrimlestigi hipotezini dogurmustur (Silva ve ark., 2003; Aguilar ve
ark., 2004). 16. yiizy1l da Amerika’nin kesfinden sonra fasulye tohumlari ticaret yoluyla
diinya geneline yayilmis ve R. etli izolatlar1 da tohumlar ile birlikte taginmistir. Perez-
Ramirez ve ark. (1998) yaptiklar1 ¢calismada R. et/i izolatlarinin P. vulgaris testasinda
dogal olarak tasinabildiklerini belirlemislerdir. Benzer sekilde R. et/i bu donemlerde
Giliney Amerika ile ticari iligkilileri bulunan Fransa ve Avusturya gibi Avrupa
tilkelerinden ve bu iilkelerin uzun siire somiirgesi olarak kalmis Orta Afrika, Senegal,
Gambiya, Tunus, Misir, Etiyopya ve Urdiin gibi Afrika ve Orta Dogu iilkelerinden de
izole edilmistir (Laguerre ve ark., 1993; Tjahjoleksono, 1993; Sessitsch ve ark. 1997,
Diouf ve ark., 2000; Mhamdi ve ark., 2002; Beyene ve ark., 2004; Tamimi ve Young,
2004; Mnasri ve ark., 2007; Shamseldin ve Werner, 2007)

Daha o6nce de belirtildigi gibi Evliya Celebi’nin seyahatnamesinde yemeklik
baklagiller icerisinde fasulye’den bahsetmemesi bu bitkinin yurdumuzda yaklasik 250
yillik bir ge¢miginin oldugunu isaret etmektedir (Sehirali, 1988). Bu ¢alismada
fasulye’den izole edilen bakteriler icerisinde R. etli ve R. phaseoli izolatlarinin
bulunmas1 bu bitkinin lilkemize Bati Avrupa veya Afrika {izerinden tasinarak gelmis

olabilecegini gostermektedir.
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Bu bolgede yetistirilen fasulye bitkilerinden R. etli ve R. phaseoli’ye ek olarak
R. leguminosarum izolatlar1 da izole edilmistir. Bu tiiriin Ordu ve Amasya illerinin
genelinde yaygin oldugu, buna karsin Samsun ilinde i¢ kesimlerde yayilis gosterdigi,
Sinop ilinde ise muhtemelen bulunmadig: belirlenmistir. Bu ¢aligmada fasulye’den elde
edilen R. leguminosarum izolatlar1 ABD’den Trifolium sp’den izole edilen ATCC
14480 izolat1 ile benzer bir 16S rDNA haplotipi gostermis ve Amerika kitasindan
tanimlanan diger R. leguminosarum izolatlarindan (USDA 2370, USDA 2671 ve
PEVFO01) daha atasal bir karakter olusturmustur. Bu durum R. leguminosarum bv.
phaseoli'nin Avrupa kdkenli bir izolat oldugu ve ticaret yoluyla veya farkli yollarla
Amerika’ya daha sonradan tasindigi hipoteziyle uyusmaktadir.

Rhizobia icerisinde, kimerik 16S rDNA gen dizilerinin varlifina ve
Mesorhizobium tiirleri arasinda 16S rDNA’nin tam kopya olarak transfer edildigine dair
kanitlar bulunmaktadir (Eardly ve ark., 1996; Sullivan ve ark., 1996). Bu bulgular
Rhizobia’nin 16S rDNA’ya bagli filogenilerinin yaniltici olabilecegini ortaya
koymustur. Bu nedenle Rhizobia icerisindeki evrimsel ve ekolojik iliskilerin daha
detayli bir bicimde anlasilabilmesi i¢in olabildigi kadar cok genin analiz edilmesi
gerekmektedir (Turner ve Young, 2000). Bu amagla son yillarda yapilan ¢aligmalarda
Rhizobiyal izolatlar arasindaki iligkilerin ortaya konmasi icin atpD, recA, gsi, gsll, gibi
temel metabolik yol genleride kullanilmaktadir (Turner ve Young, 2000; Gaunt ve ark.,
2001). Yapilan bu ¢alismada da filogenetik analizler i¢in 16S rDNA’ya ek olarak DNA
rekombinasyon ve onarim sisteminin bir kismini kodlayan rec4 geni kullanilmistir. Bu
konuda yapilan ilk ve en kapsamli calismada, Eisen (1995) a-, B-, y-, 6- ve e-
Proteobacteria, Cyanobacteria, yiksek GC igerigine sahip Gram pozitifler ve
Deinococcus-Thermus grubununun 16S rDNA ve recA gen dizilerini uzaklik ve MP
algoritmalar1 ile analiz etmis ve her iki genin bir biri ile genel olarak uyumlu oldugunu
bulmustur. Ayrica bu genlerin yakin, orta ve wuzak iliskili organizmalarin
iligkilendirilmesinde benzer ayrim giiciine sahip oldugunu belirtmislerdir. Gaunt ve ark.
(2001) farkli Rhizobiyal cins ve tiirleri kullanarak yaptiklar1 ¢aligmalarinda da benzer
bir sonug elde etmisler, Rhizobia igerisinde rec4 ve atpD gen filogenilerinin 16S rDNA
ile benzerlik gosterdigini belirtmislerdir.

Bu caligmada elde edilen izolatlara ait recA gen filogenisi (Sekil 4.20-23) bazi
istisna izolatlar hari¢ (CTG-407 ve CTG-416) genel anlamda 16S rDNA filogenisi

(Sekil 4.15-18) ile benzerlik gdstermistir ve bu baglamda mevcut literatiirler ile
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uyumludur. Bu istisna izolatlardan CTG-407 ve CTG-416, 16S rDNA filogenisinde
bakla ve bezelye’den izole edilen Rhizobiyal izolatlar (R. leguminosarum) ile ayn
monofiletik grup igerisinde yer almiglar, buna karsin recAd filogenisinde ise bu
izolatlardan tiir diizeyinde farklilik gésteren, nispeten uzak iligkili bir monofiletik grup

olusturmuslardir. Bu durum farkli sekillerde agiklanabilir:

e Bir R leguminosarum olan, CTG-407, CTG-416 ve CCBAU43229 (V. faba,
Cin)’un ortak atasina ait recA geni diger R. leguminosarum izolatlarindan (ve
ayni izolatin 16S rDNA geninden) bagimsiz bir evrimsel yol izlemis ve bu gen
icin ayr1 bir soy hatt1 olusturmustur.

e Bu izolatlar Rhizobium cinsi igerisinde yeni ve tanimlanmamis bir tirii
olusturmaktadir, fakat genomu igerisinde R. leguminosarum’dan lateral transfer
ile elde edilmis bir 16S rDNA kopyasi vardir.

e Bu izolatlar birer R. leguminosarum izolatidir fakat genomlarinda lateral transfer
ile yeni ve tanimlanmamis bir Rhizobiyal tiirden elde edilmis bir recA kopyast

tasimaktadirlar.

Daha once de agiklandigr gibi mevcut calismalar gerek genel anlamda bakteriler
(Eisen, 1995), gerekse de 0zel olarak Rhizobia (Gaunt ve ark., 2001) igerisinde 16S
rDNA ve recA genleri arasinda benzer bir evrimsel siirecin isledigini ve bu genler
arasinda filogenetik anlamda bir uyum bulundugunu gostermistir. Dolayisiyla ayni
izolata ait 16S rDNA ve recA genleri arasinda bu izolatlarda oldugu gibi biiylik bir
uyumsuzluk daha 6nce rapor edilmemistir. Bu nedenle birinci hipotez mevcut bilgiler
1s181inda oldukga zayiftir. Bu giline kadar Rhizobium cinsi igerisinde 16S rDNA’nin
farkli tlirler arasinda tam kopya olarak transfer edildigine dair bir kayit
bulunmamaktadir. Buna karsin bu durum bir baska Rhizobiyal cins olan Mesorhizobium
da gosterilmistir (Sullivan ve ark., 1996). Dolayistyla bu bulgu bu tip transferlerin
Rhizobium cinsi igerisindeki tiirler arasinda da olabilecegini isaret etmektedir. Bu
calismada CTG-407, CTG-416 ve CCBAU43229 izolatlarinin 16S rDNA ve recA
genleri kullanilarak yapilan ILD testinde, bu izolatlarin s6z konusu genleri arasinda bir
uyumsuzlugun (p=0.036) varlig1 gosterilmistir. Bu sonug¢ bu genlerden bir tanesinin
lateral transfer ile farkli bir Rhizobiyal gruptan geldigi hipotezini net bir bicimde

desteklemektedir. Bu nedenle ikinci ve iigilincii hipotezler ilkine oranla daha olasidir.
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Yukaridakine benzer bir durum fasulye’den izole edilen CTG-423 ve CTG-430
izolatlarinda da gozlemlenmistir. Bu izolatlar 16S rDNA filogenilerinde R. et/li (CFN
42) tip susu ile benzerlik gostermisler, buna karsin recA filonilerinde ise R. phaseoli tip
susu ile ayn1 monofiletik grup icerisinde yer almislardir. Bu sonug¢ yine lateral transfer
olasiligin1 akla getirmistir. Bu durumu gézlemlemek amaciyla yapilan ILD testinde yine
bir uyumsuzluk belirlenmistir (p=0.005). Bu sonug R. etli ve R. phaseoli tiirleri arasinda
bir lateral gen transferinin (16S rDNA veya rec4) gerceklestigini isaret etmektedir. Elde
edilen bu sonuclar Rhizobium cinsine ait farkl tiirler arasindaki lateral gen transferlerine
dair ilk kanitlardir.

16S rDNA agaclarindaki ve recA agaglarindaki ana soy hatlar1 genel olarak
karsilastirildiginda bu gruplarin ayn1 Rhizobiyal izolatlar icerdigi goriiliir. Dolayisiyla
bu iki gen daha once Eisen (1995) ve Gaunt ve ark. (2001)’da belirtildigi gibi tiir ve
daha {istii kategorilerde uyum gostermektedir. Buna karsin tiir i¢i veya popiilasyonlar
seviyesinde degerlendirildiginde, bu iki gen arasinda bdylesi bir uyumdan bahsetmek
oldukca giictiir. 16S rDNA filogenisinde Viciae soy hatti icerisindeki alt gruplardan
sadece CTG-23, CTG-40, CTG-59, CTG-68, CTG-303, CCBAU03058’in olusturdugu
alt grup recA filogenetik agaglarinda da net olarak iliskili ¢ikmis ve diger izolatlardan
ayrilmistir. Buna karsin bu grup disinda kalan izolatlar arasindaki iligkiler iki gende
birbirinden farklihk gostermistir. Ornegin R. leguminosarum bv. trifolii ile ayn1 16S
rDNA haplotipine sahip olan CTG-13, CTG-202 ve CTG-318 recA haplotipleri
acisindan R. leguminosarum bv. trifolii’den tamamen farkli bir haplotip ve tiir i¢i soy
hatt1 gostermistir.

Elde edilen bu sonuglar Rhizobia igerisinde 6zellikle yakin iligkili tlirler veya
ayni tiire ait izolatlar arasinda konjugasyon, transdiiksiyon veya transposible elementler
ile lateral gen transferlerinin olabildigini, bu nedenle de izolatlar arasindaki filogenetik
iligkilerin dogru bir sekilde ortaya konabilmesi i¢in birden fazla gen ile c¢alisilmasinin
gerekliligini bir kez daha ortaya koymustur.

Olusturulan recA agaglarinda 6zellikle bakla (CTG-35, -301, -308 haricinde)
izolatlar1 Cin’den, Almanya’dan ve Kanada’dan izole edilmis bakla izolatlar ile birlikte
olduk¢a homojen bir grup olusturmus, bezelye izolatlar1 ise R/v igerisindeki farkli
popiilasyonlar (soy hatlari) icerisinde bakla izolatlari ile birlikte yer almistir. Bu bulgu
daha once bakla-R/v arasinda 16S rDNA filogenisi ile de gosterilen Ozgiinligi

desteklemektedir. Ancak R. leguminosarum bv. viciae popiilasyonlar1 ve konukgusu
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arasindaki bu 06zginliigiin net bigimde ortaya konmasi i¢in daha fazla sayida genin
(hosekeeping genleri ve 16S-23S rDNA ITS) karsilastirmali olarak analiz edildigi
calismalara ihtiyag¢ vardir.

Daha once belirtildigi gibi Nod faktorlerinin N-asetil oligosakkarit omurgalarinin
sentezi tiim Rhizobia da bulunan nodABC genleri tarafindan kontrol edilir. Bu
genlerden nodA, kitin oligosakkarit omurgaya bir agil zincirinin transferinden sorumlu
NodA proteinini kodlar ve bu surette Nod faktor yapisini, konukgu ¢esitliligini belirler
ve bu nedenle iyi bir nodiilasyon markdriidiir (Suominen ve ark., 2001; Chaintreuil ve
ark., 2001). Yukarida belirtilen Nod genleri filogenetik agidan birbirleriyle ve azot
fiksasyon genleriyle (nifH) benzerlik gosterirken 16S rDNA’dan olduk¢a farklidirlar.
Simbiyotik genler ile housekeeping genler arasindaki bu filogenetik uyumsuzlugun
nedeni simbiyotik genlerinin lateral olarak transfer edilebilmeleridir (Haukka ve ark.,
1998; Laguerre ve ark., 2001). Yapilan cesitli calismalar nod gen filogenilerinin
konuk¢u bitki (leghemoglobin proteini) filogenileri ile benzerlik gosterdigini, bu
nedenle nod genlerinin evriminin bir sekilde konukcu baklagil evrimi ile baglantili
olabilecegi ortaya koymustur (Ueda ve ark., 1995). Bu ¢alismada elde edilen verilerde
bu sonuglar1 destekler niteliktedir. NodA baz dizileri kullanilarak olusturulan NJ (Sekil
4.25), ML (Sekil 4.26), MP Strict Konsensiis (Sekil 4.27) ve MP %50 Majority Rule
Konsensiis (Sekil 4.28) agaclarina bakildiginda, nodA haplotiplerinin bakteri tiiriinden
ziyade, bakterinin izole edildigi konukgu ile iliskili oldugu gériilmektedir. Ornegin bu
calismada fasulye’den izole edilen ve 16S rDNA ve recA filogenileri sonucunda R.
leguminosarum (CTG-403, CTG-407, CTG-416, CTG-427), R. etli (CTG-423, CTG-
430) ve R. phaseoli (CTG-412, CTG-419) tiirleri ile iligkili bulunan izolatlarin, CTG-
412 hari¢ hepsinin ayni nodA haplotipini tasidigi belirlenmistir. CTG-412 izolat1 da
nodA haplotipi agisindan diger fasulye izolatlar1 ile ayni1 monofiletik grup (Phaseolus
ana soy hatti) icerisinde yer almistir.

Yine bu calismada bakla ve bezelye’den izole edilen ve 16S rDNA ve recA
filogenileri ile R. leguminosarum olarak teshis edilen Rhizobia izolatlar1 nodA
haplotipleri acisindan, veri tabanlarindan indirilen ve diinyanin farkli bolgelerindeki
bakla ve bezelye’lerden izole edilmis R. leguminosarum izolatlar1 ile monofiletik bir
grup (Viciae ana soy hatt1) olusturmustur (Sekil 4.25-28). Bu grup Trifolium ve
Phaseolus  tirlerinden izole edilmis R. leguminosarum izolatlarinin nodA

haplotiplerinden tamamen farkli bir soy hatt1 olusturmustur. Bu sonuglar agik sekilde
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nodiilasyon ile ilgili genlerin (nod, nol, noe) daha oOnceki caligmalarla da ortaya
kondugu gibi (Ueda ve ark., 1995; Haukka ve ark., 1998; Laguerre ve ark., 2001)
kromozomal genlerden (dolayisiyla bakteri tiirlerinden) bagimsiz oldugunu, bu genlerin
daha ziyade konukg¢u ile paralel bir evrimsel siire¢ gecirdigini ve bu genlerin,
dolayistyla da bu genleri tasiyan plazmitlerin (pSym) lateral transferler ile farkl
Rhizobiyal tiirler arasinda dagildigini net olarak ortaya koymaktadir.

Segovia ve ark. (1993) yaptiklar1 calismada Avrupa kokenli R. leguminosarum
bv. phaseoli izolatlarinin, Gliney Amerika kokenli bir tiir olan R. etli’ye ait pSym
plazmitinin horizontal transfer ile bir R. leguminosarum’a geg¢mesi sonucunda
olustugunu ortaya koymuslardir. Sekil 4.25-28’de goriilebilecegi gibi Avrupa’dan
fasiilye’den izole edilen Rhizobiyal izolatlarin tamami R. et/i tip susu olan CFN 42 ile
ayn1 veya benzer nodA haplotipleri tasimaktadir. Ayni sekilde bu ¢alismada izole edilen
ve R. leguminosarum, R. etli ve R. phaseoli olarak tanimlanan izolatlar da bu tip sus ile
benzer bir nodA haplotipi tasimaktadir. Bu sonu¢ iki olasi senaryoyu ortaya

koymaktadir:

e Bu calismada izole edilen R. etli ve R. phaseoli izolatlar1 Giiney Amerika
kokenlidir ve tahminen 250 yil kadar once Avrupa veya Afrika iizerinden
fasulye tohumlar1 ile tasinarak bolgemize gelmis ve bitki ile birlikte
yayilmiglardir. Daha sonra bdlgemizde var olan yerel R. leguminosarum
izolatlarina lateral transfer ile Sym plazmitlerini aktararak bu izolatlar
fasulye’yi nodiile edebilen R. leguminosarum bv. phaseoli haline getirmislerdir.

e ikinci senaryo ise R. leguminosarum bv. phaseoli izolatlarmin da tipki R. etli

izolatlar1 gibi bolgemize tohumlar ile muhtemelen Avrupa’dan gelmesidir.

Bu calismada fasulye’den izole edilen R. leguminosarum bv. phaseoli izolatlari
(CTG-403, CTG-407, CTG-416, CTG-427) yine bu calismada bakla ve bezelye’den
izole edilen R. leguminosarum bv. viciae izolatlarindan bazilari ile aynm1 16S rDNA ve
recA haplotiplerini gostermistir. Bu sonuglar fasulye’den izole edilen bu R.
leguminosarum izolatlarinin muhtemelen yerel izolatlar olduklarini ve fasulye’yi nodiile
edebilme 6zelligini (ilgili Sym plazmidi) daha sonradan kazandiklarini ortaya koyan ilk

senaryoyu daha muhtemel hale getirmektedir.
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Daha once belirtildigi gibi, yapilan ¢alismalar R/v popiilasyonlari igerisindeki
0zel genotiplerin Vicieae kabilesi igerisindeki belirli konukgu tiirlerini tercih ettigini
ortaya koymustur. Bu 6zglinliik Bakla (V. faba) i¢in 6zellikle belirtilmis ve bu bitkiden
izole edilen Rlv izolatlarimin diger R/v izolatlarindan ayrilabilecegi one siiriilmiistiir
(Hynes ve O’Connell, 1990; Van Berkum ve ark., 1995). Bu c¢alismada yapilan
nodiilasyon testleri, 16S rDNA baz dizisi filogenisi ve kismen de recA filogenisi bakla
ve Rlv arasindaki bu 6zgiinliigii teyit etmistir. Nod4 geninin daha dnce aciklandigr gibi
konukgu tipini belirleme de kilit bir rol oynamasi bu geni bakla’y1 tercih eden RIlv
izolatlarin1 diger Rlv izolatlarindan (bu c¢alismada bezelye’den izole edilen RIv
izolatlar1) ayirmak konusunda teorik olarak ideal bir markor yapmistir. Yapilan nodA
baz dizisi filogenilerinde Rlv izolatlar1 arasinda (Viciae ana soy hatti) ii¢ farkl alt soy
hatt1 (Vel, Vell, Velll) belirlenmistir. Fakat beklenmedik sekilde bu soy hatlarinin
ayriminda konukgu tipinin bir rol oynamadigi, hatta bazi bakla ve bezelye izolatlarinin
ayni nodA haplotipini tasidig1 belirlenmistir. Dolayisiyla bu bulgu, R/v popiilasyonlari
ve konukgular1 arasindaki tercihin simbiyotik elementler kadar genomik alt yapiya da
bagli oldugu var sayimini desteklemektedir (Laguerre ve ark., 2003).

Daha once belirtildigi gibi azot fiksasyon genleri igerisinde en ¢ok calisilani
nitrojenazin kiiciik alt birimi; dinitrojenaz rediiktazin yapisal geni olan nifH’dir. Cesitli
arastirmacilar yaptiklari ¢aligmalarla farkli bakteri tiirlerinden ve 6zel olarak farkl
Rhizobiyal tiirlerden bu geni klonlamis, DNA dizilerini belirlemis ve filogenetik
iligkilerini ortaya koymuslardir. Bu arastirmacilardan bazilar1 pSym tizerinde bulunan
nifH nin kromozomal bir gen olan 16S rDNA ile benzer bir evrimsel siire¢ gecirdigini
dolayisiyla da filogenetik olarak benzerlik gosterdiklerini belirtmislerdir (Hennecke ve
ark., 1985; Young 1992; Dobert ve ark., 1994). Bununla birlikte diger bazi
arastirmacilar bu durumun aksini belirtmislerdir. Bu ¢aligmalardan birinde Eardy ve ark.
(1992) pSym’in izolatlar arasinda horizontal olarak transfer edilebilecegini dolayisiyla
da, pSym genlerinin filogenilerinin kromozomal gen filogenileri ile uyusmasinin
beklenmemesi gerektigini belirtmislerdir. Bu konudaki diger bir ¢arpici ¢alisma Haukka
ve ark. (1998) tarafindan Mesorhizobium ve Sinorhizobium cinsleri iizerinde yapilmis
ve sonugta nifH filogenisinin 16S rDNA’ya degil diger bir pSym geni olan nodA’ya
benzerlik gosterdigini belirlemislerdir. Benzer bir ¢alismada Laguerre ve ark. (2001)

farkli Rhizobiyal cinslere ait izolatlardan elde ettikleri nifH gen dizilerinin nodC ile
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benzer filogeni gosterdigini, buna karsin 16S rDNA’dan farkli oldugunu ortaya
koymuslardir.

Bu c¢alismada analizleri yapilan kromozomal ve plazmid (pSym) genlerinin
filogenetik agaclar1 karsilastirildiginda nodA ve nifH agaclarinin birbirleri ile neredeyse
tamamen uyustugu goriilmektedir. Bakla ve bezelye izolatlarindan birbiri ile ayn1 nodA
haplotipini tasiyan izolatlarin paralel olarak ayni nifH haplotiplerini de tasidiklari
belirlenmistir. Buna bagli olarak nod4 ve nifH filogenilerinde goézlenen Viciae ana
soyhatt1 ve bu soy hatt1 igerisindeki alt gruplar (Vcl ve Vell) birkag istisna hari¢ (CTG-
13 ve CTG-114) biiyiik oranda uyusmustur. NodA ve nifH filogenilerindeki bu benzerlik
Phaseolus ana soy hattinda da bire bir gozlenmistir. Yukarida belirttigimiz gibi bu
calismada fasulye’den izole ettigimiz ve R. leguminosarum, R. etli ve R. phaseoli olarak
tanimladigimiz 6rnekler R. etli tip susu (CFN42) ve diger bir Amerika kokenli R. etli
izolat1 olan CIAT 652 ile benzer nodA haplotipi gostermis ve bu izolatlar ile ayni
monofiletik grup igerisinde yer almistir. Benzer sekilde bu izolatlarin nifH genleri de
CFN42 ve Amerika kokenli iki R. etli bv. phaseoli izolat1 (CIAT652 ve Olivia-4) ile
ayni ¢gikmustir. Biitlin bu sonuglar pSym genleri olan nodiilasyon (nod) ve azot fiksasyon
(nif) genlerinin birbirleri ile paralel evrimlestiklerini ve kromozomal genlerden
bagimsiz olduklarin1 savunan teoriyi desteklemektedir. Ayrica nod4 ve nifH
genlerinden elde edilen veriler, fasulye tohumlari veya benzeri yollarla bolgemize
tasinmis Gliney Amerika kokenli R. etli izolatlarina ait Sym plazmidlerin bolgemizdeki
yerel izolatlara da lateral transfer ile gectigini net olarak ortaya koymaktadir. Bu veriler
yukarida belirtilen teorilerden ikincisi ile tam olarak uyusmaktadir, yani pSym tizerinde
bulunan genler (nodiilasyon ve azot fiksasyon genleri gibi) farkli Rhizobiyal tiirler
arasinda lateral olarak transfer edilebildiginden kromozomal genlerden bagimsiz olarak

birbirleri ile paralel bir evrim gegirirler.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, Samsun, Ordu, Amasya ve Sinop illerinde yetistirilen bakla (V.

faba), bezelye (P. sativum) ve fasulye (P. vulgaris) bitkilerinin kokleriyle simbiyotik

birliktelik olusturan Rhizobia grubu bakterilerin biyolojik ¢esitliliklerinin belirlenmesi

ve igerdikleri nodiilasyon (nod, nol, noe) ve azot fiksasyon (nif, fix) genlerinin

tiplendirilerek bu genlerin dolayisiylada simbiyotik plazmidlerin (pSym) izolatlar

arasindaki olasi lateral dagilimlarinin arastirilmasi amacglanmistir. Bu ¢aligmada yapilan

analizler sonucunda elde edilen veriler genel olarak su selikde 6zetlenebilir:

Rhizobium leguminosarum gibi yiiksek oranda eksopolisakkarit olusturan
izolatlardan genomik DNA izolasyonunda geleneksel DNA izolayon yontemleri
yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle Rhizobiyal ¢alismalarda CTAB/NaCl yontemi
saf genomik DNA elde etmek i¢in daha kullanigh bir yontemdir.

Yaptigimiz 16S rDNA PZR-RFLP analizleri, Rhizobiyal caligmalarda yaygin
olarak kullanilan HinfI, Mspl, Ndell, Cfol restriksiyon enzim setinin (Laguerre
ve ark., 1994) R. etli ve son yillarda tanimlanan R. phaseoli tiirlerini ayirmada
yetersiz kaldigimi gostermistir. Bu nedenle oOzellikle fasulye’den izole edilen
Rhizobiyal izolatlar ile yapilan ¢aligmalarda bu enzimlere ek olarak s6z konusu
iki tliri ayirdigini belirledigimiz Pst/ restriksiyon enzimi de kullanilmalidir.
Yapilan 16S rDNA PZR-RFLP analizleri ve 16S rDNA baz dizisi filogenisi
sonucunda, Orta Karadeniz Bolgesinde bakla ve bezelye bitkilerinin kokleri ile
simbiyotik birliktelik olusturan Rhizobiyal izolatlarin R. leguminosarum tiirii ile
iligkili izolatlar olduklar1 belirlenmistir. Ayrica, yapilan nodiilasyon testleri ve
nodA filogenileri bu izolatlarin genomlarinda, Vicieae kabilesi igerisindeki
bitkiler ile simbiyotik birliktelik kurmalarini saglayan uygun simbiyotik
plazmidi (pSym) icerdiklerini de gostermistir. Dolayisiyla bu izolatlar Rhizobium
leguminosarum tiiriinlin ii¢ biyolojik varyetesinden (bv. viciae, bv. trifolii, bv.
phaseoli) biri olan R. leguminosarum bv. viciae’ye aittirler.

Yapilan nodiilasyon testleri bakla’dan izole edilen izolatlarin bezelye’de,
bezelye’den izole edilen izolatlarin ise bakla’da aktif ancak nispeten kiigiik
nodiiller olusturdugunu gostermistir. Bu sonug¢ Ozellikle bakla’nin belirli
Rhizobiyal izolatlar ile segici bir etkilesim igerisine girdigi hipotezi ile

uyumludur. Bakla ve belirli Rlv izolatlar1 arasindaki bu 6zgiinliik bu ¢alismada
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16S rDNA ve recA gen filogenileri ile de biiyilk oranda gosterilmistir ve bu
sonuglar bakla ve R/v arasindaki 6zgiilliige dair ilk molekiiler kanitlardir. Buna
karsin beklenilenin aksine nodA filogenisinde R/v igerisinde konukcuya bagli bir
alt soyhatti ayrimi1 gbzlenmemistir. Bu sonu¢ 6zgiinliiglin beklenenin aksine
nodiilasyon genlerinden degil daha 6nce bazi arastirmacilarinda ileri siirdigi
gibi kromozomal genlerden kaynaklanabilecegi olasiligin1  beraberinde
getirmistir. Konukgu ve izolatlar arasindaki bu tip ikili iliskiler, gerek diinyada
gerekse de yurdumuzda ekolojik tarim fikri ¢ergevesinde siklikla denenen
Rhizobia inokiilasyon (dogal azot giibreleri) ¢alismalarinin basariya ulasmasinda
biiyilk 6nem tasimaktadir. Bu giline kadar yapilan denemelerden istenilen
diizeyde basarili sonuglar elde edilememesinin temel nedeni konukcu ve
bakteriler arasindaki bu tip olas1 6zgiinliik iliskilerinin g6z ardi1 edilmesi olabilir.
Bu nedenle bakla ve belirli Rlv izolatlar1 arasindaki bu secici Ozgiilliigiin
dogasin1 anlayabilmek icin daha detayli deneyler yapilmalidir, bu sekilde
iilkemiz ve bdlgemiz i¢in biiyiik ekonomik dnem tasiyan bu baklagillere yonelik
daha aktif dolayisiyla da kimyasal azot giibrelerine alternatif olabilecek
inokiilantlar iiretilebilir.

Bu calismada secilen bir diger konuk¢u bitki olan fasulye’den izole edilen
Rhizobiyal izolatlar ise 16S rDNA PZR-RFLP analizleri ve 16S rDNA baz dizisi
filogenisi sonucunda R. leguminosarum bv. phaseoli, R. etli bv. phaseoli ve R.
phaseoli olmak tizere Ui¢ farkl tiir ile iliskili bulunmuslardir.

Fasulye izolatlarinin cografik olarak dagilimina bakildiginda: R. phaseoli
tiirtiniin sadece Samsun ve Sinop illerinin kiy1 ilgelerinde yayilis gosterdigi buna
karsin R. etli’nin Sinop ve Amasya’nin genelinde; R. leguminosarum’un ise
Samsun ilinin i¢ ilgelerinde ve Ordu ve Amasya’nin genelinde yayilis gosterdigi
belirlenmistir. Bu sablon belirli Rhizobiyal tiirlerin belirli cografik bolgeleri
tercih ettigi ve bu bdlgelerde yayilis gosterdigi fikrini akla getirmektedir.
Yapilacak ek calismalarla bu dagilim tablosunun rastgelemi gergeklestigi yoksa
belirli edafik ve cografik faktorlerin bir sonucu mu oldugu arastirilmalidir. Bu
amagla bu ii¢ tirtin (R. etli bv. phaseoli, R. phaseoli ve R. leguminosarum bv.
phaseoli) farkli ekolojik kosullara tutunma ve rekabet konusundaki yetenekleri;
farkli sicaklik, pH ve tuz derecelerinde gelisim testleri gibi fizyolojik testler ve

bu fizyolojik kosullarda nodiilasyon rekabeti gibi ekolojik testler yapilarak
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arastirilmalidir. Bu testler sonucunda belirlenecek ekolojik valensi yiiksek
tiirlerden veya izolatlardan inokiilant denemeleri yapilabilir.

16S rDNA haplotipleri R. etli tip susu (CFN-42) ile iliskili ¢ikan fasulye
izolatlari; CTG-423 ve CTG-430, yapilan recA filogenisinde R. phaseoli tip susu
(ATCC10004) ile daha yakin iligkili olarak bulunmuslardir. Bu sonuglar iizerine
olas1 bir lateral transferi arastirmak icin yapilan ILD testinde, bu izolatlarin 16S
rDNA ve recA genlerinin birbirleri ile uyumsuz olduklart bulunmustur (p<0.05).
Dolayisiyla bu iki Rhizobiyal tiir arasinda (R. etli ve R. phaseoli) kromozomal
genler (16S rDNA veya recA) lateral olarak transfer edilebilmektedir. Buna
benzer bir durum yine fasulye izolatlar1 olan CTG-407 ve CTG-416’da da
gozlemlenmistir. Bu izolatlar 16S rDNA filogenisinde diger R. leguminosarum
(bv. viciae, bv. trifolii) izolatlarn ile iligkili ¢ikmalarina karsin, recA
filogenisinde Cin’den bakla’dan izole edilmis CCBAU43229 izolat1 ile birlikte,
bilinen Rhizobiyal tiirlerden farkli yeni bir monofiletik grup olusturmuslardir.
Yine olas1 bir lateral transferi arastirmak i¢in yapilan ILD testinde bu izolatlarin
16S rDNA ve recA genlerinin birbirleri ile uyumsuz olduklart bulunmustur
(p<0.05). Dolaysiyla R. etli ve R. phaseoli tiirlerinde oldugu gibi R.
leguminosarum ve tamimlanmamis bu yeni olas1 Rhizobiyal tiir arasinda da 16S
rDNA veya recA genlerinin lateral olarak transfer edildigi belirlenmistir. Benzer
bir durum daha dnce Mesorhizobium cinsi igerisinde gozlemlense de Rhizobium
cinsi i¢in bu tespit bir ilktir. Dolayisiyla bu sonuglar Rhizobia igerisinde 16S
rDNA ve recA gibi kromozomal genlerin lateral transferlerinin yaygin oldugunu
ve bu nedenle de bakteri teshis ve smiflandirmasinda cesitli aragtirmacilarin
daha onceden belirttigi gibi tek gen filogenilerinin yaniltict olabilecegini birkez
daha ortaya koymaktadir. Bu surette bakterilerin teshis ve siniflandirilmalarinda
genomun genelini temsil edecek sekilde olabildigi kadar c¢ok genin
kullanilmasmin gerekliligi Rhizobium cinsi i¢in net bir sekilde ortaya
konmustur.

Yapilan nodA filogenisi fasulye’den izole edilen R. leguminosarum, R. etli ve R.
phaseoli izolatlarinin (CTG-412 hari¢) tamamen ayni nodA haplotipini
(dolayisiyla aynmi pSym) tasidigini gostermistir. Bu sonu¢ bu bolgede yayilis
gosteren bu ¢ farkli Rhizobiyal tiir arasinda Sym plazmidlerin transfer

edildiginide agik sekilde ortaya koymaktadir. Ayrica bu haplotip Meksika’dan
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fasulye’den tanimlanan R. etli tip susunun (CFN42) nodA haplotipi ile ayni
monofiletik grup igerisinde yer almigtir.

nodA filogenisine benzer sekilde nifH filogenisinde de bu ¢alismada elde edilen
izolatlar Giiney Amerika kokenli R. et/i ile ayn1 (CTG-403, CTG-407, CTG-419,
CTG-423, CTG-,427 CTG-430) veya benzer (CTG-412, CTG-416) haplotip
gostermislerdir ve bir monofiletik grup olusturmuslardir. Bu sonuglar Orta
Karadenizde yayilis gosteren ve fasulye’yi nodiile eden Rhizobiyal izolatlarin
veya en azindan bu izolatlarin tasidiklari simbiyotik plazmidlerinin Giiney
Amerika kokenli R. et/i ile olan iliskisini dolayistyla dis kaynakli olduklarini ve
bir kez daha ortaya koymustur.

Bu ¢alismadan elde edilen veriler Sym plazmid genleri olan nodiilasyon ve azot
fiksasyon genlerinin paralel evrimlestiklerini ve kromozomal genlerden
bagimsiz olduklarini net olarak ortaya koymustur. Sym plazmidlerin dolayisiyla
da bu plazmidler iizerinde bulunan nod ve nif genlerinin farkli Rhizobiyal tiirler
arasinda lateral olarak transfer edilebildigi g6z 6niinde bulundurulursa bu sonug
dogaldir. Bu genlerin evrimlerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in konukgu bitki
genleri ile karsilagtirmali filogenetik analizler yapilmalidir.

Daha o6nce belirtildigi gibi fasulye Giliney Amerika kokenlidir ve bu bolgedeki
yaygin simbiyontu R. et/i’dir. Buna ek olarak bu ¢alismada elde edilen diger bir
tir olan R. phaseoli’de Gliney Amerika fasulye izolatlarindan tanimlanmustir.
Elde ettigimiz veriler bu tiirlerin bélgemizde Sinop ilinin genelinde, Samsun’un
kiy1 ilgelerinde ve kismende Amasya’da yayilis gosterdigini isaret etmektedir.
Buna karsin Ordu ilinin tamaminda ve Samsun’un ig¢ ilgelerinde ise bu tiirlerin
yerini R. leguminosarum bv. phaseoli tirii almistir. Bu sonug fasulye bitkisinin
Tiirkiye’ye olas1 giris noktalarindan birisinin yiizyillardan beri deniz ticaretinin
yogun olarak yapildigi liman sehirleri olan Sinop ve Samsun illeri olabilecegini
gostermektedir. Dolayisiyla tohumlar ile tasinan orijinal tiirler (R. etli ve R.
phaseoli) bu bolgelerde yayilis gostermis ancak i¢ bolgelere ve doguya
gidildik¢e bu izolatlardan simbiyotik plazmidlerini lateral transfer ile alan yerel
R. leguminosarum izolatlar1 baskin tiir olarak ortaya ¢ikmistir.

Bu giine kadar Tiirkiye’de yayilis gosteren kok nodiil bakterilerinin (Rhizobia)
biyolojik cesitliligini belirlemeye yonelik, giiniimiiz modern bakteri

sistematiginin kullanildigir bir ¢alisma yapilmamistir. Bu surette bu caligma
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Tiirkiye de bir ilktir ve bu nedenle de bakla, bezelye ve fasulye’den izole edilmis

Rhizobiyal tiirlere yonelik Tiirkiye’den ilk kayitlar1 barindirmaktadir.
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