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Bu calisma, mercimek (Lens esculanta) bitkisinin kok, govde ve yaprak kuru madde
miktarlari, nodiil sayisi, nodiil kuru madde miktari, nodiil azot igerigi, toplam azot
igerigi ve fosfor igerigi tizerine Rhizobium leguminosarum biovar vicieae F15, M9,
M2426 izolatlarin, farkli yaslardaki (1,3,5,7 ve 9 giinliik) kiiltiirleri ile asilama
islemlerinin hangi dozdaki (0.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 kg N/da (%43 Ure)) azotlu mineral
giibrelemeye esdeger oldugunu tespit etmek amaciyla planlanmis ve yiiriitiilm{stir.

Deneme sonunda elde edilen bulgulara gére Rhizobium leguminosarum biovar vicieae
F15, M9, M2426 izolatlar1 ile asilanan mercimek bitkilerinde M2426 izolatinin 5
giinliik kiiltiirleri ile asilamasindan en yiiksek kuru madde miktar1 elde edilmistir. Bu
izolat1 sirast1 ile F15ve M9 izolatlarinin 5 giinliik kiiltiirleri ile asilama islemi izlemistir.
En yiiksek nodiil sayisi, nodiil kuru madde miktari, nodiil azot igerigi toplam azot
igerigi, simbiyotik etkinlik ve fosfor igerigi M2426 izolatinin 5 giinliik kiiltiirleri ile
asillamasindan elde edilmistir. Bu izolat1 sirast ile F15 ve M9 izolatlarinin 5 giinliik
kiiltiirleri ile agilama islemleri izlemistir. Bes glinliik kiiltiirler ile asilama islemi dekara
5 kg azotlu mineral giibreleme ile esdeger bulunmustur.

2009, 69 sayfa
Anahtar kelimeler: Mercimek, Rhizobium, asilama, nodiil, izolat, simbiyotik etkinlik
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EFFECTS OF Rhizobium INNOCULATION WITH DIFFERENT AGES ON YIELD
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Selami MATUR
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The objectives of this study were to determine the effects of Rhizobium leguminosarum
biovar vicieae F15, M9, M2426 isolates with different ages (1,3,5,7 and 9 days) on
shoot, root and leaf dry matter contents of lentils (Lens esculanta) and on the number of
nodules, the amount of nodule dry matter, N content of nodules, total N content and P
content and to estimate the equivalent doses of N fertilizers (0.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 kg
N/da (%43 Ure)) to rhizobium applications.

The results indicated that the highest dry matter content was obtained with M2426-5
day old Rhizobium leguminosarum biovar vicieae isolate in lentils, followed by F15 and
M9-5 day old isolates. Similarly, the maximum nodule number, the highest nodule dry
matter content, nodule N content, total N content symbiotic efficiency and P content
were also obtained with M2426-5 day isolates, followed by F15 and M9-5 day isolates.
Aplication of 5 day isolates produced the same results of 5 kg N application.

2009, 69 pages
Keywords: Lentil, Rhizobium, inoculation, nodul, isolate, symbiotic efficiency
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1. GIRIS

Insan; niifusunun hizla ¢ogalmasi sonucu, beslenme sorunu giin gectikce Onem
kazanmaktadir. Bu sorun tarimsal faaliyetlerin onemini ortaya koymaktadir. Degisen
teknolojik gelismeler tarimsal faaliyetleri olumlu ve olumsuz yonde etkilemektedir.
Ozellikle kimya endiistrisinde goriilen gelismeler yapay giibre {iretimini ve
uygulamasini artirmig, giibre uygulamalar1 bitkisel iiretimde onemli artiglara neden
olmustur. Bitkisel iiretimde azotlu giibrelerin verim artist iizerine olumlu etkilerinden
dolay1 bu giibrelerin tiikketimi giderek asir1 diizeylere ulagmistir (Greenwood and Hunt

1986).

Azotlu giibrelerin gereginden fazla kullanilmasi ile {riin miktarinda artis elde
edilmesine ragmen, gerek {iriin kalitesinde diisiis gerekse bu bitkilerle beslenen insan ve
hayvanlarda ¢esitli saglik sorunlari, toprak ve su kirliligi ortaya ¢ikmistir. Bu olumsuz
durumu ortadan kaldirmak i¢in alinacak Onlemlerin basinda bitkisel iiretimini
diistirmeden gerek duyulan diizeylerde giibre tiiketimini saglamak, organik tarima

gecmek ve mikrobiyal giibreleme uygulanmalidir.

Diinyada iiretilen azotlu giibre miktari, bitkiler tarafindan tiiketilen azot miktarini
karsilamaya yetmedigi gibi ekonomik de olmamaktadir (Anonymous 1985). Azotlu
giibre iiretiminin yeterli olmadig1 ve asirt tiiketimin yapildigi durumda ortaya ¢ikan
olumsuzluklar yiiziinden ihtiyacin biiyiik bir kism1 biyolojik azot tespiti ile atmosfer
azotundan karsilanmaktadir. Atmosfer azotunun dogal olarak mikroorganizmalarca
tespit edilmesine “Biyolojik Azot Tespiti” denir. Diinya iizerinde toplam biyolojik azot
tespiti yilda yaklasik 17x10 ton ve kimyasal yontemlerle tespit edilen azot ise 4x10’
tondur. Biyolojik olarak tespit edilen azotun %50’si Rhizobium-Baklagil ortak
yasamindan kaynaklanmaktadir (Cakmakg1 1987). Diinya genelinde baklagil bitkilerinin
yetistirildigi 250x10° ha’lik alanda yilda 140 kg piring bitkilerinin yetistirildigi 135x10°
ha’lik alanda 30 kg, diger kiiltiir bitkilerinin yetistirildigi 1015x10° ha’lik alanda 5 kg,
devamli gayir ve ¢imen 6rtiisii altindaki 3000x10° ha’lik alanda 15 kg, orman ve agaghk

alanlarm bulundugu 4100x10° ha’lik alanda 10 kg azot tespiti gereklesmektedir (Paul
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and Clark 1989). Buna goére baklagil bitkilerinin yetistirildigi alanlarin azot
ekonomisine katkisi, diger bitkilerin yetistirildigi alanlarinkinden daha Onemli

olmaktadir.

Biyolojik azot tespiti ile elde edilen azotun kimyasal yolla tespit edilen azota oranla dort
kat daha fazla oldugu ve bunun simbiyotik ve non-simbiyotik yollarla gerceklestigi
bilinmektedir (Aydemir ve Ince 1988; Paul and Clark 1989; Kiziloglu 1995). Dogada
simbiyotik ve non-simbiyotik olarak yasayan bazi mikroorganizmalar atmosferde
yaklasik %78 oraninda bulunan ve hicbir bitkinin dogrudan azot kaynagi olarak
yararlanamadigi element halindeki azotu, sahip olduklar1 nitrogenaz enzimi sayesinde

bitkilerin yararlanabilecegi forma indirgemektedirler (Kiziloglu 1995; Sezen 1995).

Baklagil bitkileri ile ortak yasayan Rhizobium bakterileri Simbiyotik azot tespitinde
onemli azot tespit edicilerdir (Kiziloglu 1995). Simbiyotik azot tespitinde gérev alan
Rhizobium bakterileri ile baklagil bitkilerini asilamanin bitki ve toprak agisindan

sagladig yararlar vardir. Bu yararlar;

1. Asilama bitkiye azot kazandirir. Rhizobium izolatlart ile yapilan asilama
calismalarinda bitkilerde iiriin veriminin ve azot igeriginin artig gosterdigi
belirlenmistir. Tohumun etkili Rhizobium izolat1 ile agilanmasi sonucu bitki koklerinde
nodozite olusumunun ortaya ¢iktig1, boylece bitkinin azot gereksiniminin karsilandig:
ve bitki azot igeriginin arttigt daha once yapilmis birgok ¢alismadan tespit edilmistir

(Ersin 1984; Ulgen 1975; Kiziloglu 1996).

2. Asilama ile topragin azot igerigi artmaktadir. Baklagil tohumlarinin etkili Rhizobium
izolatlar ile asilanmasi sonucu olusan nodiiller topragin azot igerigini artirmaktadirlar
(Ulgen 1975). Yapilan bir galisma sonucunda baklagil-Rhizobium ortakliginda yilda
tespit edilen azot miktarinin dekara 6-12 kg oldugu rapor edilmistir (Alexander 1961,
Kiziloglu 1991).
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3. Asilama ile iirlin verimi, bitki kalitesi ve bitkinin protein icerigi artis gostermektedir.
Baklagil bitkilerinin Rhizobium bakteri kiiltiirleri ile asilanmasi sonucu bitkiler havanin
serbest azotundan yararlanabilmektedirler. Bu durum ayni zamanda bitkilerin {iriin,
protein ve yag artisini olumlu yonde etkilemektedir (Dunigan et al. 1984). Etkili bakteri
izolat1 ile agilamanin yapildig1 baklagil bitkileri ilizerinde yapilan aragtirmalar, {iriin
veriminin, bitkinin besin degerinin ve bitkinin protein igeriginin artig gosterdigini, bu
artis degerinin bitki ¢esidine baglh olarak verimde %15-50 arasinda degistigini ifade
etmektedirler (Ulgen 1975; Ersin 1975; Chamber 1983; Kiziloglu 1995).

Yukarida ifade edildigi gibi Rhizobium bakterileri ile asilama sonucu baklagil
bitkilerinin verim ve verim unsurlarindaki degisiklikler géze alindiginda agilamanin
bliylkk 6nem tasidigi goriilmektedir. Asilamanin yapilmasinda uygulanacak olan
mikrobiyal gilibrenin uygulama teknigi, 6zelligi, giibrede bulunan mikroorganizmanin
tiird, yasi, gelisme durumu ve bunu etkileyen toprak 6zelliklerinin dikkate alinmasi iiriin

miktarin1 ve kalitesini artirmak agisindan 6nem tasimaktadir.

Bu aragtirmanin amaci, asis1z uygulama olarak farkli dozlarda (0.0, 2.5, 5.0, 7.5 ve 10.0
kg N/da) azotlu mineral giibrelemenin ve asili uygulama olarak, mercimek (Lens
esculanta) bitkisinde 3 Rhizobium leguminosarum biovar vicieae (F15, M9 ve Ciat 899)
izolatlarinin 1,3,5,7 ve 9 giinliik kiiltiirleri ile agilamanin kok, govde ve yaprak kuru
madde miktar1 ve simbiyotik 6zellikler (nodiil sayisi, nodiil kuru agirligi, nodiil azot
igerigi, bitki azot igerigi, simbiyotik etkinlik) lizerine etkilerini belirlemektir. Ayrica
etkinligi belirlenen izolatin tespit ettigi azot miktarinin hangi dozdaki azotlu mineral

giibrelemeye esdeger seviyede oldugunu tespit etmektir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Simbiyotik Azot Tespitine Etki Eden Faktorlerle Ilgili Cahsmalar

Simbiyotik azot tespitinde rol alan Rhizobium bakteriler ile asilamanin etkinligi bazi
faktorlerin etkisi altindadir. Bu faktorler bakteriyel faktorler, ¢evre faktorleri ve bitkisel

faktorler olmak iizere 3 ana baslik altinda incelenebilir.

2.1.1. Bakteriyel faktorler

Simbiyotik azot tespitinde rol oynayan Rhizobium bakterilerinin genel ve kiiltiirel
ozellikleri, bakteri sayisinin ve yasmin etkisi ile azot tespitinin engellenmesi gibi

hususlar bakteriyel faktorler ele alinmistir.

2.1.1.a. Simbiyotik azot tespitinde rol oynayan Rhizobium bakterilerinin

genel ve Kiiltiirel ozellikleri

Beijerinck 1888 tarihinde havanin serbest azotunu tespit edebilen organizmanin saf
kiiltiir izolasyonunu gergeklestirmis ve bu bakteriyel Bacillus radicicola adini1 vermistir.
Frank ise 1980 yilinda bu bakterilerin adin1 Rhizobium admi Rhizobium olarak
degistirmistir (Nutman 1975; Kiziloglu 1995).

Rhizobium bakterileri Eubactoriales takiminin Rhizobiaceae familyasinin Rhizobium
cinsine dahildirler. Hiicreleri kisa ¢ubuklar seklinde, 0.5-0.9 p eninde ve 1.2-3.0 p
uzunlugundadirlar. Rhizobium’lar gram negatif, endospor ihtiva etmeyen, heterotrof
bakteriler olup en iyi gelismeyi maya ekstraktinda ve malt ekstraktinda gosterirler.
Karbon kaynagi olarak en iyi gelismeyi mannitol ile verirler. Ureme i¢in amino asitlere

gereksinim duyarlar (Giir 1987).
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Rhizobium bakterisinin olusturdugu koloniler genellikle beyaz, seffaf, agdali, konveks
yapida veya yuvarlaga yakindirlar (Beck et al., 1993).

Rhizobium tiirleri aerobik bakteriler olup, gelisimlerini 3-10 giinlik peryotta
tamamlarlar. Rhizobium bakterilerinde hizli tireyenler 2-3 giinde gelisirler ve ortalama
generasyon siireleri 2-4 saat, yavas lreyenler ise 3-5 gilinde gelisirler ve generasyon
stireleri 6-10 saattir. Soyada Rhizobium japonicum ile asilama isleminde generasyon

sliresi 8-12 saat arasinda degismektedir (Grimm et al., 1994; Kiziloglu, 1995).

Rhizobium bakterileri taze hazirlanmis Brom-Timol Mavili YMA besiyerinde
yetistirildiklerinde ortam besiyerinin yesil rengini, ya maviye (yavas lireyerek alkali
reaksiyon olusturanlar) veya sariya (hizli {ireyerek asit reaksiyon olusturanlar)
dondistiirtirler. Kango Kirmizili YMA besi ortaminda karanlikta inkiibe edildiklerinde
boyay1 absorbe etmezler ve beyaz opak goriiniimiinde nadiren pembemsi koloniler
olustururlar. Isikta inkiibe edildiklerinde ise boyay1 absorbe ederek kirmizi koloniler

olustururlar (Ugar ve Oner 1988; Kiziloglu 1992; Beck et al., 1993).

2.1.1.b. Asilamada kullamlan bakteri sayisi

Toprakta bulunan mikroorganizmalarin cins ve sayilar1 degisik faktorlere baghidir. Bunu
etkileyen faktorlerin basinda toprak nemi, toprak derinligi, besin maddelerinin
yarayislilik durumu, organik maddenin bilesimi, toprak havasi, mikroorganizmalarin
bitki koklerine yakinlik durumlari gelmektedir. Mikroorganizmalar i¢in yarayish besin
maddelerinin bitki tarafindan salinmasi ile kdk c¢evresinde mikroorganizmalarin
populasyonunun yiiksek olmasi arasinda yakin bir iliski mevcuttur (Crozat et al., 1982,
Rupela et al., 1987). Baklagil bitkileri ile Rhizobium bakterileri arasinda simbiyotik
iliskinin kurulabilmesi i¢in toprak ekosisteminde yeterli sayida canli Rhizobium

sayisinin bulunmasi gerekmektedir (Grassia 1978; Giirgiin ve Halkman 1988).

Basaril1 bir nodiilasyon i¢in asilama materyaline verilmesi gereken bakteri sayisinin

kesin olarak ne kadar oldugunu sdylemek miimkiin degildir. Ciinkii nodiilasyon
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olusumunu etkileyen faktorler vardir. Bunlar genel olarak; 1.Bakterilerin, asilamada,
ekim zamaninda ve ekimden sonra 0lme ihtimalleri, 2. Rhizobium bakterilerinin kok
yiizeyine kolonize olabilme sansi, 3. Rhizobium bakterilerinin toprakta diger bakteriler
ve etkisiz Rhizobium izolatlar1 ile rekabet edebilme yetenekleri. Bu faktorler uygun
oldugunda tohum bagina 1 veya 2 adet bakterinin diismesi bile iyi bir nodiilasyon i¢in
yeterlidir. Uygun olmayan sicaklik dereceleri, kuruma, c¢imlenmenin gecikmesi,
topragin asit karakterde olmasi, tohum kabugunda toksik maddelerin bulunmasi, rekabet
ve Rhizobium bakterilerinin ¢ogalma kapasitelerinin zayif olmasi gibi faktorler g¢ok
yiikksek dozda asilama yapilmasini gerektiren unsurlardir (Vincent 1968; Gilirbiizer

1982; Cebel ve Altuntas 1992).

Nodiil bakterileri yonca, li¢giil, bezelye bitkilerinden elde edilmisse, bunlar hizli gelisen
tiirler olup sakaroz igeren Yeast Extract Mannitol Agar (YMA) ortaminda 28°C’de
iiretildiklerinde 3-5 giinde sayilari en az mililitrede 4x10° hiicre, soya fasulyesi,
boriilce, ac1 bakla ve gazal boynuzu gibi bitkilerden elde edilmisse yavas gelisen tiirler
olup, galaktoz igeren YMA ortaminda 28°C’de iiretildiklerinde 3-5 giinde sayilari
mililitrede 5x10° hiicre olurlar (Ulgen 1975).

Besi ortamlarindaki en biiyiik koloni ¢apina ise 7-12 giinde ulasilmaktadir. Yapilan
caligmalar asilamanin yapilmasindan ilk 1-4 saat icerisinde bakteri sayisinda ve
etkinliginde degisme olmadigini, bu siireden sonra bakterinin sayis1 ve etkinliginin
logaritmik olarak artis gosterdigini ortaya koymustur (Bhuvaneswari et al. 1980;

Bhuvaneswari et al. 1983; Somesegaran and Hoben 1985).

Dogal Rhizobium sayisi, bir gramimda 1.2x10%-2.3x10° hiicre arasinda degisen 6 farkli
toprakta yiiriitillen ¢alismada bir toprakta 1.2x10" hiicre miktarindan az Rhizobium
bakterisi bulundugunda nodiil sayisii artirmak i¢in 33x10* sayisindan daha fazla
Rhizobium bakterisi vermek gerekli oldugu tespit edilmistir. Ayrica koklerde olusan
nodiillerin %50’sinin agilama sonucu olmasi igin asilama dozunun topraktaki Rhizobium
sayisinin en az 1000 kat daha fazla olmasi1 gerektigi bildirilmistir (Weaver and Frederick

1974; Cebel ve Altuntas 1992).
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Avustralya AIRCS teskilati tohum basina 300 adet bakteriyi minimum deger olarak
kabul etmistir. Tohum biiyiikliigline gore asilama kiiltiiriiniin graminda 1x10° ile 7x10’
hiicre arasinda Rhizobium bakterisinin bulunmasi tohum basina 300 bakterinin diismesi
icin yeterli olabilmektedir (Vincent 1970). Kanadali arastirmacilar ise tohum basina
minimum bakteri sayisinin 1000 olarak kabul etmektedirler (Date 1976). Ayni sekilde
Burton and Curley (1965), Amerika’da yiiriittiikleri bir ¢alismada tohum basina bakteri
adedinin 100.000 olmasi gerektigini ifade etmislerdir.

Rupela et al, (1987), Hindistan’da yaptiklar1 denemelerde cografik bolgelere goére
Rhizobium sayisiin bir gram toprakta 10 ve 10* hiicre arasinda oldugunu ifade

etmektedirler.

Ikram ve Broughton (1981), yaptiklar1 calismada toprakta dogal Rhizobium sayisinin bir
gram toprakta 5 hiicre oldugu durumda nodiillerin %90’mnin rekabet giicii diisiik
izolatlardan, dogal Rhizobium populasyonu sayisinin bir gram toprakta 700 hiicre
oldugunda ise nodiillerin %18’den daha azinin asilamada kullanilan rekabet giicii diisiik

izolatlardan olustugunu gostermistir.

Ankara Kazan ilgesi topraklarindan izole edilen R. leguminosarum izolatlarinin
simbiyotik etkinlikleri {izerine yapilan ¢aligmada bir gram toprakta Rhizobium
sayilarmm 1.0x10° ile 3.1x10° hiicre arasinda degistigi belirlenmistir. Rhizobium
sayisinin en diisiik ve en yliksek oldugu durumlarda yetistirilen fig bitkisinin nodiil kuru
agirhiginin bitki basina 0.002-0.032 g arasinda, toprak tstii bitki agirliginin bitki basina
0.072-0.504 g arasinda ve toprak istii bitki toplam azot igeriginin %1.225-3.768

arasinda oldugu belirlenmistir (Ayhan 1995).

Kiiltiirlerin kapsadiklar1 nem miktar1 Rhizobium sayisint énemli 6lgiide etkilemektedir.
Yapilan bir ¢aligmada farkli nem seviyesine sahip kiiltiirlerdeki Rhizobium sayilari
tespit edilmis ve bakteri asilamasindan 1 hafta sonra %20 nem kapsayan asilama

materyalinin bir graminda 3x10® hiicre, %50-60 nem kapsayanlarda 12-14x10° hiicre ve
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%80 nem kapsayan asilama materyalinde ise 9x10® hiicre olarak belirlenmistir

(Roughley 1968; Giirbiizer 1982).

Oda sicakliginda (10-28°C’de) ve 20°C’de bekletilen bakteri kiiltiirlerinin 8 ay siire ile
bakteri sayimlar1 ve nem miktarlarini belirlemek i¢in yapilan 3 aylik aragtirma sonunda,
bakteri sayilar1 diisiik sicaklikta bekletilen agilama materyalinin graminda 8.2x10°
hiicre, oda sicakliginda iiretilenlerde ise 2.3x10° hiicre olarak belirlenmistir (Van

Schreven 1970; Giirbiizer 1982).

Nodozite bakteri kiiltlirlerinin hazirlanmasinda kullanilan peat’in sterilize edilmeden
kullanilabilme olanaklarini saptamak amaci ile yiiriitiilen ¢alismada hizli iireyen gruba
ait yonca nodozite bakterileri ile kiiltiir hazirlandiginda tasiyict olarak sterilize
edilmemis peat kullanilmigsa 5 ay igerisinde, gec lireyen gruba ait soya nodozite
bakterileri ile yapilan kiiltiirlerde ise 2 ay iginde, asilama materyalinin bir grami i¢inde
canli sayisinin standart degerin altina diistiigii tespit edilmistir. Sterilize edilen peat ile
hazirlanan kiiltiirlerde ise bu siire 6 ay olarak belirlenmistir (Altuntag 1989).
Amerika’da peat’in sterilize edilmedigi i¢in sivi kiiltiirlerdeki Rhizobium sayisinin
yiiksek seviyede olmasi esas tutulmus ve mililitrede 1x10° hiicre bakteri bulunmasi

gerektigi ifade edilmistir (Burton 1979; Giirbiizer 1982).

Sterilize edilen ve edilmeyen peat asilama materyaline asilanan bakterilerin sayilarinda
zamanla degisiklik ortaya ¢ikmaktadir. Sterilize edilmeyen kiiltiirlerdeki Rhizobium
bakteri sayis1 onemli derecede diisiis gosterirken, sterilize edilen kiiltiirlerde Rhizobium
bakteri sayisinin 6 ay sonra bile kiiltiirlin graminda 108-10° hiicre bakteri icerdikleri

belirlenmistir (Strijdom and Deschodt 1976; Giirbiizer 1982).

Sterilize edilmeyen peat ile hazirlanan kiiltiirlerde olgunlagma devresinde 2-5 misli bir
artis oldugu ve bu tip kiiltiirlerde Rhizobium sayismim nadiren kiiltiiriin gramimda 10°

hiicre degerini astig1 bildirilmektedir (Nutman 1965).
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Fosfor ve azot bakimindan fakir bir topraga (pH:6.3) yapilan asilama c¢alismasinda,
tohum basma 313.000 bakteri diisecek sekilde soya asilamasi yapilmis ve soyanin
veriminde 100 kg/da oraninda artis tespit edilmistir (Hymowitz et al., 1971; Cebel ve
Altuntas 1992). Ozkog¢ ve Cakmake1 (1992), mercimek (Lens culunaris), nohut (Cicer
arietinum) ve soya fasulyesi (Glycine max) tohumlari iizerine 28°C’de 48-96 saat siirede
gelistirilmis farkli Rhizobium bakteri kiltiirleri ile asilama yapmislar, polietilen
torbalara konulan tohumlar1 +4°C soguk hava deposunda ve 28°C’de inkiibasyon
odasinda 60 giin slireyle muhafaza etmisler ve daha sonra tohumlar {izerindeki bakteri
sayilarmi belirlemislerdir. Arastirma sonucunda +4°C’de bulunan tohumlardaki bakteri
sayisimin, 28°C’de bulunan tohumlarin bakteri sayisindan biraz yiiksek deger

gosterdigini tespit etmislerdir.

Tarla denemeleri sonucunda yonca gibi kiigiik tohumlulara, tohum basma en az 10*
adet, soya gibi biiyiik tohumlulara ise en az 107 adet rhizobia igeren as1 materyalinin
maksimum etkili oldugu belirlenmistir. Ortalama olarak 1 kg tohuma 4 g asi

materyalinin kullanilmas1 uygundur (Kiziloglu 1995).

2.1.1.c. Asilamada kullanilan bakterinin yasi

Bakteri agilamasinin yapilmasindan sonra, baklagil bitkisinin kok hiicreleri ile bakteri
arasinda etkilesimin olmasi ve nodiil olusumunun baslamasi bakterinin etkinligi ile
ilgilidir. Bakterinin etkinligi ise baklagil asilamasinin yapilmasindan belli bir siire sonra
baklagil bitkilerinin koklerinde olusan etkili nodiillerin sayist ile belirlenir

(Bhuvaneswari et al. 1983).

Baklagil bitkileri i¢in asilamada kullanilan Rhizobium bakterilerinin farkli tiirleri
arasinda kiiltiir yasimin etkinligi ve bu etkinlige bagli olarak bitkide ortaya cikan

degisim tiirden tiire farklilik gosterir (Bal et al. 1978).

Rhizobium bakterisinin koke enfekte olma olayinda bakterinin bitkiyi tanima islemi,

bakteri hiicre duvari polisakkaritlerinin, bitki hiicresi tarafindan salgilanan protein
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yapisindaki lektin molekiiliine baglanmasi ile baslamaktadir (Gold 1976; Toms 1981).
Rhizobium bakterilerinin nodiil olusturma yetenegi, bu baglantiya bagli olarak degisim
gosterir. Daha Once yapilan ¢alismalar soyada R. japonicum kiiltiirlerinin soya emici tiiy
hiicresindeki lektin molekiiliine baglanmasmin kiltir yast ile iliskili oldugunu
gostermistir. Rhizobium bakterisinin enfekte etme yetenegindeki degisimler s6z konusu
baglanmay1 gerceklestiren bakterinin sayisindaki ve kiiltiir yasindaki (4-6 giinliik)
degisimlerle iyi bir korelasyon gostermistir (Bohlool and Schmidt 1974; Bhuvaneswari
et al. 1977; Brethauer and Paxton 1977; Bhuvaneswari and Bauer 1978; Mort and Bauer
1980). Baglanti saglanmasindan sonra enfeksiyon islemi emici tiylerin kivrilmig
bolgesindeki hiicre ¢eperinin delinmesi ile baslar ve bakterileri i¢eren tiip hiicreye dogru
biiyiir (Bohlool and Schmidt 1974; Brethauer and Paxton 1977). Olusan enfeksiyon
ipligi, emici tiiyiin ¢eper bilesimleri ile devamlilik gosterir. Ciinkii bu yapinin bitki kok
korteks hiicrelerine dallanarak daha fazla hiicrenin enfekte olmasinda, bitki kok

hiicresinin niikleusu kilavuzluk etmektedir (Paul and Clark 1989).

R. japonicum tiirii ile yapilan bir ¢alismada bu bakterinin gerek sivi besiyerinde gerekse
kat1 besiyerinde gelistirildikten sonra asilama materyali olarak kullanildiginda kiiltiiriin
nodiil olusturma etkinligi agisindan bir farklilik goriilmedigi bulunmustur (Bal et al.
1978). Bakteri asilama materyalinin az miktarda olmasi, nodiil olusumunu etkileyen
onemli bir faktordiir. Uygulanan asilama materyalinin miktar1 az olursa bakterilerin
koke girisinden sonra, infeksiyon ipligi ve bakteroidin olusumu asilamanin
yapilmasindan sonra ancak 12-96 saat gibi ge¢ siirede gergeklesir (Newcomb et al.
1979; Turgeon and Bauer 1982). Bu olumsuz durum kiiltiir yasinin etkisi ile ortadan
kaldirilabilir. Zira bakteri kiiltilir yasi, 6zellikle asilama baslangicindan sonra kisa siirede
bakterinin etkinligi ile yakindan iligkilidir. Asilama materyalinin miktar1 lizerine yapilan
caligmada diisiik sayida bakteri iceren asilama materyalinde 2-10 giinliikk kiiltiir
yaglarina sahip bakterinin yasinin herhangi bir etkisinin olmadig belirlenmistir. Buna
karsin asilama materyalinin miktarinin yeterli diizeyde olmasi durumunda materyaldeki
bakterinin kiiltlir yas1 ile asilamanin etkinligini arasinda bir iligkinin oldugu, ti¢ gilinliik
bakteri yasinin olumlu yonde etki yaptigi belirlenmistir (Mort and Bauer 1980;

Bhuvaneswari et al., 1983).
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Soya fasulyesi bitkisinde R. japonicum izolatlarinin 2-10 giinliik kiiltiir yaslarinin
simbiyotik etkinlik tizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, asilanmis bitkilerin
koklerinde gelisen nodiillerin sayis1 tespit edilmistir. Nodiil olusumundaki izolatlarin,
soyay1 enfekte etme yetenekleri kiiltiir yasina bagl olarak 2-6 giinliik kiiltiirlerde 2-5 kat
oraninda artig gostermis ve simbiyotik etkinligin yiiksek derecede kiiltiir yas ile iligkili
oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte nodiil yapisina, kiiltiir yaginin bir etkisinin
olmadig1 fakat, kiiltiir yasinin, asilamadan sonra enfeksiyonun etkinligini artirdigini,
diisiik gelisme siiresinde gelistirilen izolatlarin daha az etkili oldugunu ve nodiil
sayisinin  2-6 giinliik kiltiirlerde %85-100 oraninda degisim gdsterdigini tespit

etmislerdir (Bhuvaneswari et al. 1983).

2.1.1.d. Azot tespitinin bakteri tarafindan engellenmesi

Azot tespitine engel olan ve anormal durumlar ortaya c¢ikaran Rhizobiyal izolatlar
mevcut olup bunlar antibiyotige direnc¢li mutantlardir. Bunlardan ortaya ¢ikan anormal
durumlar bakteroid haline doniisememe, enfeksiyon ipliginden serbest kalmadaki
basarisizlik, anormal morfolojide bakteroid olusumu, hidrogenaz aktivitesinin
bulunmamasi ve tiimor benzeri yapilarin olugsmasi gibi durumlardir (Kiziloglu ve

Oztiirk 1992; Kiziloglu 1995).

Azot tespit etme giicii yiiksek Rhizobium bakterilerinin topraga asilanmasi durumunda
toprakta mevcut Rhizobium bakterileri ile bunlar arasinda bitkiyi enfekte etme
bakimindan rekabet bulunmaktadir. Eger toprakta dogal Rhizobium populasyonu
bulunuyorsa asilama sonucunda ya ¢ok az etki goriilecek ya da hi¢ etki
gozlenmeyecektir (Nutman 1975). Yiiksek azot tespit etme giicline sahip asilama
materyali ile dogal populasyon arasinda rekabetin dogal populasyon yoniinde bozulmasi

azot tespitini olumsuz etkileyen durumlardandir (Cakmake1 1987; Kiziloglu 1995).
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2.1.2. Bitkisel faktorler

Baklagil- Rhizobium ortak yasaminda konukgu bitki Rhizobium bakterisinin taninmasini
diizenleyip kontrol eder ve enfeksiyon baslangicini olas1 kilar. Konukgu bitki genleri
nodiil olusumundan sorumludur. Oksijen basimncini ayarlamada gorev yapan
leghemoglobin molekiiliiniin apoprotein yarisi1 bitki tarafindan, diger yarisi ise bakteri
tarafindan kodlanir. Bol miktarda nisasta olusumu ve leghemoglobinin bulunmayisi

etkisiz nodiil olusumunu karakterize eder (Kiziloglu ve Oztiirk 1992; Kiziloglu 1995).

Nodiillerin olusumunda, Rhizobium tiirleri tarafindan bitki biinyesinde sentezlenen
bitkisel hormonlarin etkili olduklar distiniilmektedir. Azot tespitinde Nj’nin
amonyuma indirgenmesi nodiilde gergeklesir. Bu indirgenme olay1 bakterinin
nitrogenaz enzimi tarafindan katalizlenir ve havanin azotuna hidrojen ilavesi ile olur

(Salisbury and Ross 1992; Sarioglu 1994; Kadioglu 1998).

2.1.3. Cevre faktorleri

Simbiyotik azot fiksasyonunu etkileyen g¢evre faktorleri pH, nem, havalanma, 1sik,

sicaklik, toprak tipi ve besin element igerigi olup asagida ele alinmugstir.

2.1.3.a. pH

Rhizobium bakterileri pH:4.0-8.5 araliginda gelismektedirler. Optimum pH degeri ise
6.8 dir (Alexander 1961; Cakmake1 1987; Kiziloglu 1995). Bakla bitkisi ile yapilan bir
calismada, asilamada kullanilan R. leguminosarum izolatlarinin pH:5.5-6.0 araliginda
nodiil agirligi, nitrogenaz aktivitesi, kok kuru madde miktar1 ve kok azot igerigi
bakimindan en yliksek aktiviteyi gosterdikleri ve izolatlarin etkinliklerinin pH:4.75-7.5
degerleri arasinda birbirinden farkli oldugu belirlenmistir (Iruthayathas and Vlassak
1985). Yonca ve cayir ilggiilinde nodiil olusturan bakteriler aside tolerans
gostermedikleri halde, soya fasulyesi, boriilce, fi ve aci baklada nodiil olusturan

bakteriler asitlige tolerans gdsteren tiirler olarak belirlenmislerdir (Ulgen 1975).
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2.1.3.b. Nem ve havalanma

Nem, baklagil bitkilerinin biiylimesi i¢in gerekli bir faktordiir, ayn1 zamanda topraga
ilave edilen Rhizobium bakterisinin de yasamini devam ettirmesi i¢in neme ihtiyag
vardir. Yapilan bir ¢alismada en fazla iiriin ve maksimum azot kazanci topragin su
tutma kapasitesinin %84’ kadar nemin bulundugu kosullarda gergeklesmistir. Suyun
fazla olmasi1 durumunda nodiil yilizeyinde ince bir su tabakasi olusur ve bu da oksijenin
difizyonunu disiirerek azot tespitini azaltmaktadir (Sommer and Bramm 1981;
Bordeleau and Prevost 1994; Kiziloglu 1995).

Azot tespiti aerobik kosullarda gergeklesir. Ancak bu olayda rol oynayan nitrogenaz
enzimi molekiiler oksijen tarafindan engellenmektedir. Simbiyozda bakterileri oksijenin
etkisinden koruyan ise leghemoglobin proteinidir. Leghemoglobin azot tespiti igin
gerekli olan ATP’yi saglayarak solunuma oksijen temin eder. Leghemoglobinin sentezi
icin gereken genetik bilgi kodlamasinda ise bitki 6nemli rol oynamaktadir (Bergman et

al. 1988; Paul and Clark 1989; Taiz and Zeiger 1991).

2.1.3.c. Isik ve sicakhk

Isigin yogunlugu ve siiresi, azot tespitinde 6nemli rol oynamaktadir. Ortamdaki 15181n
normalden daha az olmasi Rhizobium bakterilerinin azot tespitini azaltmaktadir. Isik
yogunlugunun artmasi durumunda ise bakteri tarafindan bitki koklerinin enfeksiyonu,

1s1klanma siiresindeki artis da nodiil olusumunu olumsuz etkilemektedir (Ulgen 1975).

Topragin sicaklik degeri 25-29°C arasinda olmasi durumunda Rhizobium bakterileri
gelisme gostermekte ve 28°C oldugu anda Rhizobium bakterisi igin optimum kosul
olusmaktadir (Grimm et al. 1994; Kiziloglu 1995). Toprak sicakligmin 5°C’nin altina
diismesi durumunda tespit edilen azot miktar1 %5 oraninda azalmaktadir. Ay sekilde
33°C’nin iizerindeki sicakliklarda ise nodiil olusumunun durdugu belirlenmistir

(Cakmake1 1987; Arioglu 1989). Optimum kosullarda 4 gilinde topragin gramindaki
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bakteri sayisi 4x10° veya 5x10° hiicre degerine ulasabilmektedir (Burton 1979;
Bhuvaneswari et al. 1980; Somesegaran and Hoben 1985).

2.1.3.d. Toprak tipi

Rhizobium bakterisinin etkinligi topraklarin pH’s1, organik madde igerigi ve topragin
iyonik bilesimi ile iligkili olarak degisim gdsterir. Bir toprakta etkili olabilen Rhizobium
bakterisi bagka bir toprakta etkili olmayabilir. Bu nedenle Rhizobium izolatinin
kullanilacagi bolgeye ait topraklardan Rhizobium bakterisinin izole edilmesi ve o bdlge
icin kullanilmas1 bakterinin etkinliginin yiliksek olmasini saglar (Cakmake¢1 1987,

Kiziloglu 1995).

Bu konuda yapilan daha oOnceki c¢alismalarda Turhan (1998), seker fasulyesinde,
Kiziloglu (1992), Kantar et al. (1994) yesil mercimek bitkisinde, Cebel (1988), soya
bitkisinde, Ogiitcii (2000) nohut bitkisinde, Kiziloglu (1996) fig bitkisinde, Ersin (1983)
bakla bitkisinde aragtirma konusu bolgelerden izole edilen Rhizobium bakterileri ile
bitkinin asilanmasmin bitkinin azot igerigini ve iirlin miktarim1 artirdigini ifade

etmislerdir.

2.1.3.e. Besin maddesi icerigi

Simbiyotik azot tespitinde dnemli rol oynayan makro ve mikro bitki besin elementleri

asagida ele alinmistir.

Makro besin elementleri

Toprakta bulunan azot miktarmin diisiik seviyede olmasi durumunda diger bitki besin
elementlerinin yeterli diizeyde bulunmas1 bitki gelisimini olumsuz etkilemektedir. Bu

nedenle baklagillerle ortak yasayan ve atmosferin serbest azotunu fiske eden azot tespit
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etme giicii yliksek olan izolatlarla topragin asilanmasi, baklagillerin verimini artirmada

en etkili yoldur (Grassia 1978; Giirgiin ve Halkman 1988).

Az miktarda inorganik azot bilesikleri nodiil tesekkiiliiniin artmasini saglarken, fazla
miktarda olmasi ise nodiiliin sayisin1 ve bliyiikliigiinii olumsuz yonde etkilemektedir.
Baz1 aragtirmalar nodiil tesekkiiliinlin toprakta yiiksek miktarda mineral azot bulunmasi
durumunda durdugunu ifade etmektedirler. Fazla miktardaki azotlu giibreler baklagil
bitkisinin C/N oranini daraltmaktadir, bu durum azot tespitinin gerilemesine sebep
olmaktadir. Uzun siiren bu olumsuzluk sonucu nodiillerde dejenerasyon baslamakta,
nodiiliin bitkiye yarardan ¢ok zarari olmaktadir. Ciinkii bu durumda Rhizobium
bakterileri parazit durumuna gegerek bitkinin azotundan yararlanmaktadirlar. Fazla
miktardaki azotlu giibreleme kok kivrilmasini 6nleyerek Rhizobium bakterisinin nodiil
yapmak iizere koke girisine engel olurlar ve nodiil tesekkiiliinii engellerler. Ozellikle
nitrat seklinde giibre azotu kilcal koklerin infeksiyon iplik¢igi olusturmasint ve
olusanlara da Rhizobium bakterisinin girmesini 6nlemektedir. Ayrica nitrat, nitrit,
amonyum ve lire seklindeki azot nodiillenme siiresini, nodiillerin say1 ve agirligmi da
olumsuz etkilemektedir (Ulgen 1975; Lie 1981; Ozbek vd. 1993; Kiziloglu 1995).
Topraktaki azot miktar1 400 ppm civarinda olmast durumunda nodiil olusumunu
engellemektedir. Bu sorun ancak yiiksek azot diizeylerine toleransli Rhizobium

izolatlarinin kullanilmas: ile veya topraga islak saman karistirilarak giderilebilir

(Cakmake1 1987).

Etkili nodiiller azot fiske etme yeteneginde olup, bunlar kirmizi veya pembemsi renkte
olurlar. Nodiiller beyaz veya yesil renkli olurlarsa azot tespit edemezler (Beck et al.

1993).

Nitrogenaz enziminin aktivitesi toprakta bulunan tespit edilmis azot miktar1 ile
sinirlidir.  Ortamda fiske edilebilir herhangi bir azot kaynagi yeterince varsa
mikroorganizma enerjisini azot tespiti i¢in harcamaz, ¢iinkii bir molekiil azotun 2
molekiil amonyaga indirgenebilmesi i¢in en az 12 mol ATP’ye ihtiya¢ vardir (Karug vd

1993).
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Fosfor, protein sentezinde rol oynayan besin maddesidir. Baklagil bitkileri protein
icerigi bakimindan fazla fosfor igerdikleri i¢in bu elemente olan gereksinmeleri de daha
fazladir. Fosfor, Rhizobium bakterisinin aktivitesini ve kok gelisimini artirarak nodiil
olusumunun erken, daha biiyiik ve fazla sayida olmasini saglar. Fosforun toprakta yeter
miktarda bulunmasi nodiil sayis1 ve biiyiikliigiinii olumlu ydnde etkilemektedir (Ulgen
1975; Kiziloglu 1995). Fosfor toprakta Rhizobium bakterisinin artmasi bakimindan
Oonem tasimaktadir. Her gram nodozitenin tespit etmis oldugu azot miktar ile tasidig
fosfor miktar1 arasinda bir korelasyon bulunmaktadir (Hallsworth 1958; Ulgen 1975).
Nichols (1965), yaptig1 arastirmada yeterli miktardaki fosforun baklagil bitkisinin kok

geligsmesini, nodozite sayisini ve agirligin1 olumlu yonde etkiledigini ifade etmistir.

Toprakta potasyum ve kiikiirdiin bulunmadig1 durumda fazla miktarda bulunan azot pek
fazla 6nem arz etmez ve baklagil bitkileri protein sentezi yapamazlar. Potasyum
baklagil bitkisinin nodiil sayisinda etkili olmaktadir. Soya ile yapilan bazi denemelerde
potasyumun nodiil miktarini artirdig1, fosfor yeterli seviyede bulunmadigi taktirde nodiil
agirh@inin artmadigi, ancak potasyumun fosfor ile birlikte bulundugu durumlarda azot

tespitinde olumlu etkisinin oldugu belirlenmistir (Ulgen 1975; Kiziloglu 1995).

Kalsiyum toprak reaksiyonuna etki ederek, baklagil bitkilerinin gelismesine, ortamda
bulunan Rhizobium bakterilerinin ¢ogalma ve hayatini devam ettirmesine yardimci olur.
Toprakta kalsiyum iyonlar1 bitkinin fosfor, bor, manganez ve molibden alimina
yardimci olurlar. Asit topraklarda kalsiyum nodiil tesekkiiliine, biiyiikliigline ve sayisina

etki etmektedir (Ulgen 1975; Kiziloglu 1995).

Baklagil bitkileri magnezyum bakimindan hububatlardan daha zengindirler.
Magnezyumun en 6nemli gorevi klorofil molekiiliiniin merkezinde yap1 elementi olarak
bulunmasidir. Ayrica Mg+2 fosforlasma siireclerinde kofaktor olarak, ATP ve ADP’nin
pyrofosfat yapisi ile enzim molekiilii arasinda koprii olusturarak katkida bulunmaktadir.
Yapilan baz1 ¢alismalar Mg eksikliginde nodiillerin daha kiigiik ve azot tespitinin daha

az oldugunu gostermistir (Ulgen 1975; Kiziloglu 1995).
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Kiikiirt, protein yapisinda bulunmasi sebebi ile azot metabolizmasinda rol
oynamaktadir. Kiikiirt ilavesi ile baklagil nodiillerinin biiyiik dalli ve pembe renkli
oldugu, eksikligi halinde nodiillerin daha seyrek ve yesilimsi renkte olduklar

belirlenmistir (Ulgen 1975).

Mikro besin elementleri

Mikro bitki besin elementlerinden demir, azot tespiti olayinda rol oynamasi, proteinlerin
yapisinda yer almasi, nitrogenaz ve ferrodoksinin yapisinda bulunmasi ve nitrogenaz ve
hidrogenaz sistemlerinde katalizor olarak gorev yapmasi bakimindan Onem arz

etmektedir (Ulgen 1975; Anonymous 1984; Kiziloglu 1995).

Molibden nitrogenaz enziminin yapisinda bulunur ve azot baglayan her bakteri
fiksasyon boyunca molibdene ihtiya¢ duyar. Molibden nitrogenaz ve nitrat rediiktaz gibi
iki O6nemli enzimin gerekli bilesenidirler. Molibden noksanligi bulunan toprakta
yetistirilen bitkilerde nodiil tesekkiilii olmasina karsin nodiillerin azot tespit etmedikleri
belirlenmistir. Mangan noksanligr bitkinin klorofil olusumunu engellemektedir.
Fosforilasyon olayimi etkinlestirmede Mg+2’un yapmis oldugu islevi bazen Mn*? iyonu
iistlenebilir. Boylece nodiil olusumunu ve azot fiksasyonunu artirir. Bor bitki i¢in fazla
gerekli degilse de kok ve nodiil olusumu i¢in gereklidir. Borun protein ve pektin
sentezinde ve karbonhidrat tasinmasinda rol oynadig: ifade edilmektedir. Kobalt, B12
vitaminin genel bilesenidir. Kobalt, leghemoglobin sentezini denetleyen propionat
olusum yolunda gerekli oldugu diisiiniilen bir besin maddesidir. Bu besin maddesinin
noksanliginda Rhizobium hiicre sekillerinin bozulmasina ve hiicre boliinme siireglerine
olumsuz etki yapmaktadir. Bakirin noksanliginda ise baklagil bitkilerinde klorofil
miktar1 azalma gostermekte ve azot metabolizmasi bozulmaktadir (Ulgen 1975;

Cakmake1 1987; Aydemir ve ince 1988; Aydemir 1993; Kiziloglu 1995).
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2.2. Asilama ile Tlgili Calismalar

Simbiyotik azot fiksasyonunda Rhizobium-baklagil asilamasi ve fasulye bitkisinde

asilama ¢alismalar1 asagida ele alinmustir.

2.2.1. Bakteri asilamasi

Tarim bakimindan onemli olan bazi baklagil bitkileri ile ortak yasayan Rhizobium

bakterileri arasinda ¢apraz asilama gruplart mevcuttur (Cizelge 1.1).

Simbiyotik azot tespitinden sorumlu nitrogenaz enzimine sahip olan bakteriler,
Rhizobium, Bradyhizobium ve Azorhizobium cinslerine aittirler (Anonysmous 1985).
Ayrica son zamanlarda yapilan DNA hibridizasyonu ve fizyolojik ¢aligmalarda R.fredil
tirlinlin yeni cins ismi ise Sinorhizobium olarak belirlenmistir (Ayhan 1994). Bu
nedenle belirli Rhizobium tiirleri belirli baklagil bitkilerini enfekte ederek nodiil
olusumunu saglamaktadir (Gaswami 1967). Zira nodiilde indirgenmis redoks
potansiyelini muhafaza ederek azot tespitinde rol oynayan leghemoglobin proteinleri
simbiyoza 6zeldir (Kiziloglu ve Oztiirk 1992).

2.2.2. Mercimek bitkisinde asilama

Yemeklik baklagiller arasinda bulunan mercimek, nohut ve fasulye bitkisinden sonra

gerek ekini alan1 acisindan, gerekse {irlin miktar1 bakimindan ikinci sirayr almaktadir

(Akgin 1981).

Mercimek bitkisi kiregli veya alkali topraklarda daha iyi gelisim gosterirler. Bilhassa
kiregli volkanik topraklari ¢ok severler. Toprak yapisi olarak tmli-kumlu veya kumlu
tml1 topraklar mercimek igin en uygun olan topraklardir. Tklim istekleri bakimindan
hassas bitki olan mercimek 4-5 °C'de ¢imlenme gosterir. Optimum sicaklik istekleri
30°C'dir (Akgin 1981).
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Cizelge 1.1. Rhizobium turleri ve etkili olduklan baklagil bitkileri (Beck et al. 1993 ve
Ayhan 1994)

Cins Tiirler Konukcu Bitki
Onceki isimlendirme Son Isimlendirme
Azorhizobium Rhizobium japonicum Azorhizobium caulinadas Sesbania (Sesbanya)
Bradyrhizobium |R. japonicum Bradyrhizobium japonicum Glycine (Soya fasulyesi)
(Yavas Vigna (Boriilce)
gelisenler) — - - -
B. lupini Lupinus (Aci bakia)
Lotus (Gazal boynuzu)
Ornitophus
B. parasponiae Parasponiae,
Vigna (Borulce)
Bradyrhizobium sp Cicer (Nohut),

Acacia, Ornitophus
Sesbania (Sesbanya)

Rhizohium R. japoniciim R. fredii (Sinorhizobium fredii) |Glycine (Soya fasulyesi)
(Hizh Vigna (Boriiice)
geligenler)
R. galegae Galega
R. vicieae R. legununosariim biovar vicieae |Phaseolus (Fasulye)
R. trifoli R. leguminosarum biovar trifolii | Tritbilium (Tirfil)
R. Icgiiinino arumin R. leguminosarum biovar viciae |Pisum (Bezelye),

Lens (Mercimek)
Lathyrus (Tatli bezelye)
Vicia (Bakia)

R. loti Lotus Gazal boynuzu)
Lupinus (Aci bakia)
Cicer (Mercimek)

R. meliloti Melilotus (Yonca)
Medicago (Tas yoncasi)
Trigonella
R. leguminosarum biovar vicieae |R. tropici Phaseolus (Fasulye)
Leucaena

Rhizobium sp. 1zolati NGN234 Leucaena, Macroptilium
Vigna (Boriiice)

Sinorhizobimii R.fredii S. fredii Glycine (Soya fasulyesi)
Vigna (Boriiice)

Bir baklagil bitkisi olan mercimek R. leguminosarum bakterileri ile ortak yasami sonucu
koklerinde atmosferin serbest azotunu tespit eden nodiiller olusturmaktadir. Tespit

edilen azotun ekonomik deger kazanmasi azot tespit etme yetenegi yiiksek olan etkili
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izolatlarm toprakla bulunmalari ile gerceklesmektedir (Akgin 1981) Giirbiizer (1980),
Orta Anadolu kosullarinda yaptigi sera ve tarla denemelerinde mercimek igin yiiksek
azot tespit etme yetenegi gosteren 9 R. leguminosarum izolatin1 izole etmis ve bu
izolatlarm 5 gilinliilk inkiibasyonundan sonra asilanmasi neticesinde {iriin veriminin

dekara 4 kg azotlu giibreleme ile ayn1 diizeyde oldugunu belirlemistir.

Patel and Sanoria (1982), mercimek bitkilerinin tohumlarim R. leguminosarum izolatlari
ile asilamuslar ve bitkide nodul sayisinin ve nodul kum agirligimm 6nemli derecede artis

gosterdigini ifade etmislerdir.

Rennie and Dubetz (1986), mercimek bitkilerinin tohumlarma R. leguminosarum
izolatlar1 ile yaptiklari asilama caligmasinda kontrol bitkisine oranla asilamanin
yapildig1 bitkilerin tespit ettikleri azot miktarinin 6nemli derecede artis gosterdigini

tespit etmislerdir.

Bremmer et al. (1990), yaptiklari ¢alismada mercimek bitkisinin iirlin veriminde yiiksek
derecede etkinlige sahip olan 14 izolat biiylime odasi kosullarinda ve tarla kosularinda
denemelere tabi tutmuslar ve mercimek veriminin bilylime odasindan elde edilen verime
oranla tarla sartlarinda % 135 oraninda artis gosterdigini, bliylime odasinda yetistirilen
mercimek bitkilerinin toplam agirligi ve azot miktarlarinin tarla kosullarinda
yetistirilenlere gore daha diisiik oranda olduklarmi tespit etmislerdir. Mercimek bitkisi
icin izole edilen toplam 209 R. leguminosarum izolatimin etkinliginin teshisi i¢in yapilan
bir calismada, kontrollii sartlar altinda nodul sayisinda, toplam bitki agirli§inda ve azot
miktarinda 6nemli farkliliklar ortaya ¢ikmistir. Etkinligi en yiliksek olan 15 tiir tarla
sartlarina uygulanmis ve buradaki verim artisinin kontrole nazaran % 135 oldugu tespit

edilmistir.

Kiziloglu (1992), Erzurum kosullarinda yesil mercimek bitkisinin etkili R.
leguminosarum izolatlarinin belirlenmesi igin yaptigi calismasinda bakteri kiiltiirii
olarak 16 farkl: bakteri izolattm (M1, M3, M8, M9, M10, M1l, M12, M13, M14, M15,
M16, F2, F4,T5, F7, M90, M2426) kullanarak verim iizerine etkilerini arastirmis ve
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sonugta kuru madde miktar1 artis1 bakimindan M2426, M11, M12 ve F15 izolatlarinin
daha fazla etkili oldugunu, bu verim degerinin 70 ppm azot giibrelemesine esdeger
oldugunu, toplam azot igerigini artirmada ise en iyi etkiyi FI 5 izolatmin gdsterdigini
ifade etmistir. Sonug olarak azot tespit etme yetenegi ve kuru madde miktar1 bakimindan
F15, M2426 izolatlarmin en fazla etkiyi gosterdigi tespit edilmistir. Hindistan'da
mercimek iizerine yapilan ¢alismada dekara 5 kg N giibre uygulanmasi sonucu bitkinin
kok kuru madde miktarinin, bitkilerde nodul sayisinin ve alinan dane {iriin miktarinin
artig gosterdigi ifade edilmistir. Bu calismada dekara 2.5 kg N/da giibre uygulanmasinin
ve tohumlarm Rhizohium bakterileri ile asilanmasinin {irin miktarii etkilemedigi

belirlenmistir (Chowdhury et al. 1976; Giirbiizer 1980).

Degisik izolatlarla yapilan tohum asilamasi ¢aligmalarinda tmli-kumlu toprakta dane
veriminin % 23-32, kumlu-tinli toprakta ise % 46-90 oraninda artis sagladigi tespit
edilmistir. Dekara verilen 2.5 kg N, asilama ile ayni seviyede iiriin artigi saglamistir.
Her iki toprakta da en fazla iirlin dekara 2 kg N tohumlara azot uygulamasindan elde

edilmistir (Sekhon et al. 1986).

Mercimek bitkisi ile 3 ayr1 sera denemesinde yapilan asilama ¢aligmasinda 99 yerli, 24
yabanci orijinli izolal kullanilmis ve bu izolatlardan 13 tanesinin bitki kuru madde
miktarmin arttirdigi, 9 izolatin da toplam azot igerigini arttirdigi tespit edilmistir
(Glirbizer 1980).

Subba Rao (1976), mercimek bitkisinin ekim zamani, fosforlu giibre ihtiyaci, herbisit
uygulamasi ve bakteri asilamasinin verim tizerine etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda,
fosforlu giibre ve bakteri asilamasinin nodiilasyonu ve verimi artirdigini, herbisitlerin

bakterinin ¢aligmasi iizerine 6nemli etkide bulunmadigini ifade etmislerdir.

Kabi and Behari (1990), Hindistan'da 5 ayr1 yerde yiiriitiilen mercimek ve nohut
asilama ¢aligsmalarinda asilamanin mercimekte nodul sayisina, dane verimine ve bitki

agirligina olumlu etkisinin oldugunu saptamislardir.
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Kumar and Agarwal (1993), Hindistan'da mercimek iizerine yaptiklart asilama
calismasinda azot ve fosforlu giibrelemenin asilamadan daha etkin olmadigini,

asilamanin verimi daha fazla artirdigini ifade etmislerdir.

Kantar vd. (1994), yaptiklar1 bir ¢alismada R. leguminosarum izolatlarmm 5 giinliik
inkiibasyona tutulan kiiltiirleri ile asilama yapilmasinin, kirmizi 51 mercimek ¢esidinin
iriin veriminin asilama, 2 kg N/da azot esdegeri giibre uygulamasi ve asilama + 2 kg
N/da azot uygulamasinda sirasi ile % 6, % 12 ve % 4 oraninda verimde artig sagladigini
ifade etmislerdir. Ayrica bu ¢alismada, 8 adet R. leguminosarum izolatmdan F15
izolatinin en yiiksek iiriin verimi ve M9, M il, M13 ve M90 izolatlarmm ise en yliksek

protein icerigi sagladigl sonucuna varilmistir.

Patel and Sanona (1982), bezelye ve mercimek bitkilerinin tohumlarmi farkli R.
leguminosarum izolatlari ile asilayarak cesitli biiyiime parametrelerini incelemisler ve
sonucta asillamanin nodul sayist ve bitki kuru agirligi tizerinde etkili olmadigi halde

nodul kuru alirlig1 iizerinde 6nemli derecede etkili oldugunu bulmuslardir.

Rennie and Dubet (1986), Kanada'da yapmis olduklari bir ¢alismada R.
Leguminosarum kiiltiirleri ile asiladiklari mercimek bitkisinde kontrole goére asili

bitkilerin tesbit ettikleri azot miktarinda artislar oldugunu tespit etmislerdir.

Mallik and Sanoira (1980), yapmis olduklari saksi ve tarla denemelerinde bezelye
bitkisinden elde edilen 6, miirdiimiik (Lathyrus sativus) bitkisinden elde edilen 4 ve
mercimek (Lens esculenia) bitkisinden elde edilen 3 R. leguminosarum izolatlar1 ile
tohumu asilamanin mercimekte nodul sayisi ve iirlin veriminde artiglara yol ac¢tigim

kaydetmislerdir.

Elaz1g yoresinde mercimek bitkilerinin kok nodiillerinden elde edilen Rhizobium
bakterilerinin mercimek bitkisine asilanmasi ile bakterilerin riodiil olusturma durumlari
ve simbiyotik etkinlik dereceleri tespit edilmis ve izole edilen 19 izolatin 18 izolatin
etkisinin orta derecede etkili ve 1 izolatin ise etkisiz oldugu bulunmustur (Sarioglu vd.
1993).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Denemede materyal olarak toprak ornegi, tohum, saksi, mikrobiyal ve kimyasal giibre
kullanilmistir. Deneme iki kisim halinde yiiriitiilecektir. Bu sebeple mercimek bitkisi

i¢in agili + azotsuz ve asisiz + azotlu uygulamalar yapilacaktir.

Faktoriyel Deneme Planina gore yiiriitilen sera denemesinde mercimek bitkisi i¢in
asisiz uygulama olarak 5 farkli azot dozu (0.0, 2.5, 5.0, 7.5 ve 10.0 kg N/da), asih
uygulama olarak 3 ayr1 Rhizobium bakterisi ve her bakteri cinsine ait 5 farkli kiiltiir yas1
(1, 3, 5, 7 ve 9 giinliik) iceren kiiltiir materyalleri kullanilmig ve deneme 3 yinelemeli

olmak iizere 4x5x3=60 saksida yiiriitiilmiistiir (Y1ldiz ve Bircan, 1991).

3.1.1. Denemenin yiiriitiildiigii alanin genel o6zellikleri

Denemeye materyal teskil eden toprak o6rneklerinin alindig1 yer ve bu bolgeye ait iklim

ozellikleri asagida verilmistir.

3.1.1.1. Toprak orneginin alindig1 yer

Deneme, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarmmsal Arastirma ve Yaymm
Miidiirliigline ait 4 Nolu deneme sahasinda arazilerin 0-20 cm derinliginden alinan

toprak ornekleri tizerinde yiriitiilmustiir.

3.1.1.2. iklim ozellikleri

Erzurum Ovasi, Tiirkiye’nin kuzey dogusunda 39°55 kuzey enlem ve 41°16° dogu
boylam dereceleri arasinda yer alan, karasal iklimin hakim siirdiigii, deniz seviyesinden

yiiksekligi 1950m olan bir ovadir. Kis mevsimi oldukca uzun ve soguk, yaz aylar ise
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serin ve kurak gecmektedir. Gece ile giindiiz ve mevsimler arasindaki sicaklik farki
oldukca fazladir. Denememin yiiriitiildiigii 2000 ve 2001 yillart ile 73 yillik bazi 6nemli

meteorolojik veriler Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Deneme sahasiin 2007 ve 2008 yillar1 ile 73 yillik toplam yagis, ortalama
sicaklik ve nispi nem degerleri (Anonim 2008)

AYLAR| 0 | s IMI[ N|[M|H|TI|AJEJEK] K| A |TOPLAM

Yillar Aylik Yagis Toplami, mm

2007 [18.8]21.7 |61.3|34.9)142.019.7 |40 |4.7)140.7[420| 16 | 23.8 345

2008 [49]11951.1]|104.9|68.7| 7.3 |36.6|9.2 ]| 38 [51.2|39.6] 351 | 4243

Ort* 256|304 136.4)|53.8[74.1152.7129.1118.9|25.1|44.4| 36 |22.95| 447.6

Yillar Aylik Ortalama Sicaklik (""'C)
2007 |-7.9|-11.3|-76| 7.4 | 9.8 |155(22.3(19.3|14.4| 7.0 | 1.2 | -5.9 5.4
2008 - |57 44| 72 |93[154(20.6[19.9/14.3| 6.2 | -2.6 | -5.1 5.9
Ort* |-83|-6.9|-2.7| 5.3 |[10.8{15.4]19.2{19.5|149| 84 | 1.6 | -5.0 6.0
Yillar Aylik Ortalama Nispi Nem (%)

2007 |71.3|73.6 [73.4[64.8[57.9(47.8[36.7(43.4[47.4|67.0[64.2| 79.0 60.6

2008 [80.6| 71.9 [65.0[ 654 [51.0(48,1[46.2(44.1[{42.0/60.1|[71.5| 80.4 60.5

Ort* |76.3|75.35|73.8]|64.9 [60.9|56.6]|49.9146.7{49.2|60.7|71.3| 754 63.6

Cizelge 3.1.’den goriildiigu gibi 73 yillik verilere gore aylik ortalama yagis en fazla
Mayis (74.lmm), en az Agustos (18.9mm) ayinda diigmektedir. Arastirmanin
yiriitiildigi 2000 ve 20001 yillarinda yillik yagis toplami sirasi ile 345 ve 424.3mm
olmustur. 2000 yilinda, 73 yillik ortalama yagis verilerine gore 102.6mm, 2001 yilinda
ise 233mm daha az yagis diismiistiir.

3.1.1.3. Toprak ozellikleri

Aragtirmanin yiiriitiildiigii, Atatiirk Universitesi Tarmm isletmesi arazisi biiyiik toprak
grubu olarak zonal topraklardan kestane renkli toprak grubuna girmekte ve tamamen
alluviyal karakterdedir (Oakes 1958). Karasu civarindaki organik topraklar harig,
arazinin biiylik kisminin topragi Halosen geng alliiviyonlardan olusmaktadir. Alluviyal
materyalin bilesimi; aglomera, bazalt, volkanik tiif, konglomera ve kire¢ tasinin

parcalanma ayrigma iiriinlerini icermektedir (Atalay 1978).
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3.1.2. Tohum

Denemede Erzurum Bolgesine adapte olmus, iiriin verimi yiiksek tescilli yesil mercimek
bitkisi olarak Erzurum 89 c¢esidi tohumlart kullanilmistir. Bu tohumlar, Atatiirk

Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii’nden temin edilmistir.

3.1.3. Saks1

Denemede, 19x17 ebatlarinda polietilen siyah saksilar kullanilmistir.

3.1.4. Asilama materyali

Denemede mercimek bitkisi i¢in Rhizobium leguminosarum biovar vicieae F15, M9,
M?2426 izolatlar1 Ankara Toprak Gilibre Arastirma Enstitiisii Midirliigii’nden temin

edilerek agilamada kullanilmistir.

Mikrobiyal giibre olarak en yiiksek azot fiske etme yetenegine sahip, degisik Rhizobium
izolatlarinin 5 farkl kiiltiir yasini (1, 3, 5, 7 ve 9 giinliik) iceren kiiltiir materyalleri

kullanilmistir.

3.1.5. Giibre

Steril toprak ornekleri saksilara konulmadan 6nce P ve K miktarlar1 belirlenerek, tesis
giibresi olarak ilave edilecek olan P ve K’lu giibrelerden gelenlerle birlikte dekara 6 kg
P,Os (0.130 g TSP/2 kg toprak) ve 5 kg K,O/da (0.10 g K,SO4/2 kg toprak) olacak
sekilde her bir saksiya uygulanacak miktar belirlenmistir. Denemede kullanilan
topraklar igin fosfor kaynagi olarak %46’lik Triple Siiper Fosfat ve potasyum kaynagi
olarak %50’lik Potasyum Siilfat ve sadece azotlu uygulamalara %43’liik Ure giibresi

kullanilmustir.
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3.2. Yontem

Denemeye iliskin yontemler, toprak analiz yontemleri, bitki analiz yontemleri, hasad,

deneme plani ve istatistiksel analiz yontemleri basliklar1 altinda ele alinmistir.

3.2.1. Toprak orneklerinin analize hazirlanmasi

Denemede kullanilan toprak ornekleri laboratuara getirilip havada kurutulduktan sonra
2mm’lik elekten gecirilmistir. Plastik kaplarda muhafaza edilen toprak ornekleri
tizerinde kimyasal, fiziksel ve biyolojik analizler yapilmistir. Saksilara ise 4mm’den

gecirilmis ve 121°C’de steril edilmis toprak drnekleri konulmustur.

3.2.2. Toprak analiz yontemleri

Aragtirma sonuglarmin degerlendirilmesinde konu ile iligkisi olabilecegi diisiiniilen
topraklarin bazi fiziksel ve kimyasal analizleri asagida ana bagliklar altinda ele

alinmustir.

3.2.2.a. Toprak reaksiyonu

Topraklarin pH’lar1 1:2.5’luk toprak-su oraninda cam elektrotlu Beckman pH metresi

ile dlglilmistiir (Handershot et al. 1993).

3.2.2.b. Kire¢ miktari

Topraklarin kireg¢ igerikleri Scheibler Klasimetresi ile voliimetrik olarak saptanmistir

(Goh et al. 1993).
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3.2.2.c. Organik madde

Topraklarm organik maddeleri Smith-Weldon yontemiyle belirlenmistir (Tiessen and
Moir 1993).

3.2.2.d. Katyon degisim kapasitesi (KDK)

Katyon degisim kapasiteleri, toprak drneklerinin sodyum asetatla (1 N, pH=8.2) sodyum
adsorbsiyonu saglandiktan sonra, amonyum asetatla (1 N, pH=7.0) ekstrakstrakte edilen
solusyonlarinda atomik absorbsiyon spektrofotometresinde sodyum okumasi yapilarak

saptanmistir (Rhoades 1982).

3.2.2.e. Degisebilir K ve Na

Topraklarin degisebilir K ve Na katyonlari, amonyum asetatla (1 N, pH=7.0) calkalanip
ekstrakte edildikten sonra alev fotometresinde okunarak belirlenmistir (Knudsen et al.
1982).

3.2.2.1. Degisebilir Ca + Mg

Topraklarin degisebilir Cat+Mg katyonlar1 EDTA (Etilendiamin tetraasetikasit)
yontemiyle titrasyonla tesbit edilmistir (Lanyon and Health 1982).

3.2.2.9. Elverisli fosfor

Topraklarin ~ fosfor igerikleri molibdofosforik mavi renk yOntemine gore

spektrofotometrede okunarak belirlenmistir (Olsen and Sommers 1982).
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3.2.2.h. Mikro elementler (Fe, Mn, Zn, Cu ve Mo)

Elverisli Fe, Mn, Zn ve Cu miktarlart DTPA (dietilentriamin pentaasetikasit) yontemine
gore ekstrakte edilen siiziiklerde atomik absorbsiyon spektrofotometresinde okunmak

suretiyle belirlenmistir (Saglam 1994; Aydin ve Sezen 1995).

3.2.2.1. Toplam azot

Toprak Orneklerinin azot igerigi, Kjheldahl yontemiyle belirlenmistir (Mc Gill and
Figueiredo 1993).

3.2.2.j. NHz-azotu ve NOs-azotu

Toprak &rneklerinin NH;® ve NOs™ azot igerikleri, toprak ekstraktlarnda MgO —
Dewarda alloy buhar damitma yontemiyle belirlenmistir (Kneeney and Nelson 1982).

3.2.2.k. Elektrik iletkenlik

Topraklarin elektriki iletkenlikleri hazirlanan saturasyon macunlarindan elde edilen
ekstraksiyon ¢ozeltilerinde elektriki  kondiiktivite aleti ile mmhos/cm olarak

belirlenmistir (Demiralay 1993).

3.2.2.1. Tarla kapasitesi ve solma noktasi

Toprakta tarla kapasitesi ve solma noktasi, basingli tabla yontemi ile belirlenmistir

(Cassel and Nielsen 1986).
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3.2.2.m. Toprak tekstiirii

Deneme topraginin kum, silt ve kil igerikleri, Bouyoucus Hidrometre yOntemiyle,

tekstiir smnifi ise tekstiir tiggeninde belirlenmistir (Gee and Bauder 1986).

3.2.2. Bitki analiz yontemleri

Arastirma sonuglarinin degerlendirilmesinde konu ile iliskisi olabilecegi diisiiniilen

bitkilerin bazi analizleri asagida ana basliklar altinda ele alinmustir.

3.2.2.a. Bitki kuru madde miktari

Fasulye ve mercimek bitkilerinin hasat edilmesinden sonra firinda 65 °C’de kurutularak,

kok, govde ve yaprak kuru agirliklari belirlenmistir (Kacar 1972).

3.2.2.b. Bitkide nodiil sayisi ve nodiil kuru agirhg

Bitkiler hasat edildikten sonra yikanacak ve topraktan temizlenen kokler iizerinde
bulunan nodiillerin, kurutulmadan yas iken bitki basina nodiil sayis1 ve firinda 60 °C’de

kurutulduktan sonra nodiil kuru agirligs tartilarak belirlenmistir (Kacar 1972).

3.2.2.c. Bitkide toplam azot

Bitki Orneklerinin azot igerigi salisilik-siilfiirik asit karisimi ile yas yakmaya tabi

tutulduktan sonra mikrokjheldahl yontemiyle belirlenmistir (Bayrakli 1987).

3.2.2.d. Simbiyotik etkinlik

Rhizobium bakterilerinin simbiyotik etkinligi, bakteri asili bitkinin azot igeriginin,

azotlu kontrol bitkisinin azot igerigine oranlanmasi ile hesaplanmistir (Haktanir 1986).
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Test Bitkisinin Ortalama Azot igerigi
Simbiyotik Etkinlik (%)= ------=--=-=mm oo x 100
Azotlu Kontrol Bitkisinin Ortalama Azot Igerigi

Simbiyotik 6zelliklerin (nodiil olusumu ve N»-Tespiti) bir gostergesi olan simbiyotik
etkinlik kantitatif bir terim olup, nodiil olusturan bitkilerin azot tesbitinin sadece azot
uygulamasi yapilan bitkilerin azot tespiti ile karsilastirilabilen degeridir (Beck et al.
1993; Prevost et al. 1987; Ayhan 1995).

Bazi1 aragtirmacilar simbiyotik etkinlik derecesini sinirlandirmislardir. Bu sinirlara gore
simbiyotik etkinlik derecesi 50’den diisiik oldugunda etkisiz, 50-75 arasinda oldugunda
orta derecede etkili, 75 ve daha yukar1 oldugunda ise yiiksek derecede etkili sinifina
girmektedirler (Prevost et al. 1987; Beck et al. 1993; Kiziloglu ve Bilen 1997).

3.2.3. Biyolojik yontemler

3.2.3.a. Asilama materyalinin hazirlanmasi

Denemede asilama materyali i¢in kullanilacak bakteri kiiltiirleri, mercimek bitkisi i¢in
F15, M9, M2426 izolatlar1 Yeast Extract Mannitol Agar (YMA) kat1 besiyerine
aktarilip, inkiibatérde 28 °C’de 5 giin inkiibe edilerek hazirlanacaktir. YMA iizerinde
gelisen bakteri kiiltiirlerinin 9, 7, 5, 3 ve 1 giinliik yaslarinin elde edilmesi i¢in ekimin
yapilacagi giinden 9 giin oncesinden ekim yapilacaktir. Bu 9 giinliik ekim islemi olup
bundan 2 giin sonra 7 gilinlik ve bunlar siras1 ile 2’er giin arayla 5, 3 ve 1 giinliik

ekimler izlemistir (Giirglin ve Halkman 1988).
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3.2.3.b. Asilama materyalindeki bakteri sayisinin tespiti

Hazirlanan asilama materyalinin 1 ml’sindeki bakteri sayimi Dilisyon metoduna
(Giirglin ve Halkman, 1988; Kiziloglu ve Bilen, 1997) gore yapilacaktir. Bunun i¢in 9
ml steril Fizyolojik Tuzlu Su (FTS: % 0.85 NaCl igeren damitik su) bulunan 6 adet
tiiplerden birincisine bakteri soliisyonundan 1 ml aktarilarak calkalanacak ve 10™1ik
dilisyon elde edilecektir. Bu dilisyondan ikinci tiipe 1 ml aktarilarak 10’lik dilisyon, ve
bu sekilde aynmi islemin tekrarlanmasi sonucu 10'6’ya kadar dilisyon serileri

hazirlanmstir.

Son ii¢ dilisyondan (10, 10°°, 10°®) steril pipetlerle 0,01ml almarak Breed metoduna
gore mikroskobik sayim yapilmistir. Bu amacla, 0,01ml’lik 6rnek, iizerinde lem®lik
alan isaretli bulunan lam iizerine konulmus, steril platin igne ile ince bir film tabakasi
haline, 1cm®lik alanin disina tagsmayacak sekilde yayilmis ve havada kurutulmustur.
Ateste fiske edilen preparat uygun bir boya ile boyandiktan sonra, fazla boya saf ve
steril su ile yikanarak uzaklastirilmis ve kurutma kagidi ile lem®lik alamn dis kismu
kurulanmistir. Bu islemden sonra 1sik mikroskobunda imersiyon objektifi ile
mikroorganizma sayimi yapilmistir (Leloglu 1973; Giirglin ve Halkman 1988). Bulunan
bakteri sayilar1 asagidaki formiilde hesaplama yapilarak 1ml’deki bakteri sayisi tespit

edilmistir.

MO Sayis1 = Farkl1 Goriis Sahasindaki Bakteri Ortalamas1 x MF x 100
(hiicre/ml)

Lam Uzerindeki Bélgenin Alani (mmz)
Mikroskop Faktorii (MF) = =---mmmmmmmmm oo
Mikroskop Gériis Alani (mm?)

Elde edilen 1, 3, 5, 7 ve 9 giinliik bakteri sayilar1 ile giinler arasindaki grafik ¢izimi

yapilmis ve her bir Rhizobium bakterisine iliskin zaman grafigi elde edilmistir. Bu
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grafik bakterinin yasam egrisinin bir gostergesi olup, 1-9 giin aralifinda bakteri

sayisinin degisimini gostermistir.

3.2.3.c. Asilamanin yapilmasi

Bir giinliik kiiltiiriin ekiminin yapilmasindan sonra ertesi giin saksilara 2-3cm boyuna
gelmis, ¢imlendirilmis geng fidelerin ekimi ve ayni giin bakteri asilamasi yapilmistir.
Ekimin yapildig1 giin petri kutularinda bulunan farkli yaslardaki bakteri kiiltiirleri steril
spatul ile YMA kat1 besiyerinin tizerinden alinmis ve kiiltiirler %0.85 NaCl iceren steril
fizyolojik tuzlu su (FTS) bulunan erlenmayerlere aktarilmislardir (Vincent 1970; Ulgen
1975; Kiziloglu 1995).

Asilama materyallerinin bakteri sayilarinin esit sayida olmasi i¢in spektrofotometrede
dalga boyuna ait absorbans Ol¢limii yapilmistir. Esit sayida bakteri soliisyonu elde
etmek i¢in en diisiik sayida bakteri sayisina sahip 1 giinliik kiiltiir baz alinmis ve ayni
absorbans degerine gelinceye kadar steril FTS ile diger bakteri soliisyonlar1 sulandirma
yoluna gidilmistir (Somasegaran and Hoben 1985; Saygil1 1995). Hazirlanan 30 asilama
materyalinden fide basmma 1 ml olacak sekilde fidelerin kok bolgesindeki toprak

yiizeyine steril enjektdr ile agilama yapilmstir.

3.2.3.d. Tohumlarin sterilizasyonu

Deneme bitkisi olarak Erzurum 89 mercimek tohumlar1 %5°lik H,O; igerisinde 20
dakika bekletilerek sterlizasyonu saglanacak daha sonra steril saf su ile 4-5 kez

yikanmstir (Kiziloglu ve Bilen 1997).

3.2.3.e. Denemenin kurulmasi ve ekimin yapilmasi

Toprak oOrneklerinin konulacagi saksilar deterjanli su ile yikandiktan sonra alkolden

gecirilmistir. Saksilarin taban kisimlarina steril edilmis, saksi tabani ebatlarinda
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kesilmis uygun biiytlikliikte kurutma kagidi konulmustur. Bunun iizerine 8-10 mm
caplarinda elenerek steril edilmis cakil taslari ilave edilmistir. Otoklavda 121°C’de 20
dakika steril edilmis 2 kg toprak tartilarak saksilara konulmustur. Steril edilmeden 6nce
toprak Orneklerinin P ve K miktarlar1 belirlenmis, tesis giibresi olarak ilave edilecek
olana P ve K’lu giibrelerden gelenlerle birlikte dekara 6 kg P205/da (0.130g TSP/2kg
toprak) ve 5 kg K20/da (0.10g K2SO4/2kg toprak) olacak sekilde her bir saksiya giibre
ilavesi yapilmis, homojen bir sekilde karistirilmis ve steril saksilara konulmustur.
Sadece azotlu uygulamalara Ure giibresinin 0.0, 2.5, 5.0, 7.5 ve 10kg N/da dozlar
kullnilmistir. Uygulanan azotlu gilibredeki azot kaybini en aza indirmek i¢in gilibrenin
ilk yaris1 ekimle birlikte, diger yaris1 ise gelisme doneminde sulama suyuna katilarak

verilmistir (Glinay 1984).

Steril tohumlar saksilara ekilmeden 6nce, igerisinde alt kisminda pamuk bulunan petri
kutulart igerisine konulacak, iist kismi1 tekrar pamukla kapatilmistir.. Tohumlar bu sekli
ile steril FTS ile sulandirilip, inkiibator igerisinde karanlikta 5-7 giinde
¢imlendirilmislerdir. Daha sonra steril baget ile topraklarda c¢ukurlar agilip, agilan
cukurlara steril pensle tutulan c¢imlenmis tohumlar konularak etrafi toprakla
kapatilmistir. Her bir saksiya 3-5 fide ekimi yapilmistir. Ekimi bitirilen saksilarin istleri

herhangi bir bulagsmay1 6nlemek i¢in steril folya kagidi kapatilmistir.

Fideler, 3-4 cm olunca iizerlerindeki folya kagitlar1 kaldirilmis, bitkilerin seyreltmesi
yapilmistir. Saksida en saglikli olan fide harig, digerleri elle sokiim yapilarak
seyreltilmistir. Bu islemi takiben topraklarin herhangi bir sekilde bulasmaya maruz
kalmamasi i¢in toprak yiizeyine steril edilmis 4-8 mm c¢apindaki cakillar 2-3 cm

yiiksekliginde bitki etrafina serilmistir.

3.2.4. Hasat

Laboratuarda ¢imlendirildikten sonra saksilara ekimi yapilan mercimek bitkisinin
yaklasik 50 giin sonra, c¢igeklenme baslangicinda hasadi yapilmistir. Hasat yapilirken

bitkilerin yaprak kisimlari, sonra gévde kisimlart ve daha sonra da kok kisimlar
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ayrilmigtir. Bunun i¢in yapraklar elle kopartilarak toplanmis, govde kisimlari ise
yapraklar toplandiktan sonra toprak ylizeyinin iist kismindan kesilerek ayrilmistir. Kok
kisimlar1 ise saksi topragi ile beraber c¢ikarilmis ve saf su dolu kovalar igerisine
daldirilarak topraklardan temizlenmistir. Bitkilerin kok kisimlarinin ayrimi yapilmadan
once saksi topraklarindan bir miktar 6rnek alinarak plastik posetlere konulmustur.
Bitkilerin kok, govde ve yaprak kisimlari serada kuruduktan sonra kuru madde
miktarlar1 bulunmusg, daha sonra kagit torbalara konulmustur. Ayrica bitkilerin
koklerinde bulunan nodiiller tespit edilerek nodiil sayis1 ve nodiil kuru madde miktarlar
belirlenmistir. Bitkiye ait kok, govde ve yaprak kisimlari ile bunlara ait toprak 6rnekleri

laboratuara getirilmis ve gerekli analizler yapilmistir.

3.2.5. istatistiksel analiz yontemleri

Denemeden elde edilen analiz sonuglari, Statistika programi kullanilarak varyans

analizi, Duncan c¢oklu karsilastirma testlerine tabi tutulmustur.
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4.ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Denemede kullanilan toprak 6rneginin, fasulye bitkilerin ve asilama materyalinin bazi

fiziksel, kimyasal ve biyolojik analiz sonuglari, asagida ele alinmstir.

4.1. Arastirma Konusu Toprak Orneginin Bazi Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Toprak orneklerine ait fiziksel ve kimyasal analiz sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.
Buna gore toprak 6rneginin pH’s1 nédtr, organik maddesi az, tuz seviyesi tuzsuz, kireg
yoniinden az kirecli, elverisli fosfor bakimindan az, yarayishh potasyum bakimindan
yeterli (Ulgen ve Yurtsever 1995), toplam azot bakimindan diisik, Ca ve Mg
bakimindan yeterli, Fe igerigi yoniinden orta, Mn, Zn ve Cu igerigi yoniinden yeterli
siifina girmektedir. Tekstlir sinift olarak tin sinifina girmektedirler (Anonymous 1980;

FAQO 1990; Tovep 1991).

Cizelge 4.1. Deneme konusu toprak drnegine ait bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikler

Ozellik Deger
pH (1:2.5) 7.35
Organik Madde (%) 1,27
Kireg, CaCO, (%) 1,04
Toplam N (%) 0,17
Elverisli P (P,0s kg da) 4,45
Degisebilir Katyonlar Ca 19,47
(me/I00g) Mg 6,31
K 2,77
Na 0,41
Mikroelementler Fe 7,86
(ppm) Cu 1,64
Zn 1,29
Mn 11,9
Mo 0,24
K.D.K.(me/100g) 31,63
EC (dS/m) 0,5 x 10°
Toplam Tuz (%) 0,017




Cizelge 4.1°den goriildiigii gibi toprak 6rneginin, pH, organik madde, kireg, degisebilir
katyonlar, mikro elementler, tarla kapasitesi, solma noktas1 ve tektiir sinifi olgiitleri
Rhizobium bakterisinin gelisim gosterebilecegi sinirlar igerisinde yer almaktadir.
Topraklarda eksikligi belirlenen toplam azot ve elverigli fosfor icerikleri de belli bir

seviyeye getirilmis, Rhizobium bakterisinin optimum gelisimi i¢in uygun olabilecek
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Tarla Kapasitesi (%) 27,4

Solma Noktast (%) 15,6

Tane Biiyiikliik Dagilimi (%) Kum |Silt Kil
43 35 22

Tekstiir Sinifi Tin

ortam olusturulmustur.

4.2. Asilama Materyalindeki Bakteri Sayimi

Asilamada kullanilan mercimek bitkisi icin ti¢ farkli Rhizobium bakterilerinin 1, 3, 5, 7
ve 9 giinlik kiiltiirlerinin elde edilmesinden sonra bu kiiltiirlerde bakteri sayimi

yapilmustir. Elde edilen bakteri sayimi Cizelge 4.2°de ve bu bakterilere ait zaman grafigi

Sekil 4.1 ve 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Asilama materyalindeki bakteri sayim1

|_Bakteri ! _ Giin __ ! 1ml'deki MO say. (hiicre/ml) | Log
1 Giin . 4sx10® | 568
3 Giin . 43x1w0" | 7,63
F15 5 Giin . 4ext0® | 866
7 Giin ____l2x10® | 9,08
9 Giin 2,7x10° 9,43
Ort. 8,8x10°8 8,10
1 Giin . 38x10° | 558
3 Giin . 3#x10" | 753
M9 5 Giin ____31x10® | 849
7 Giin . 1px10° | 9,00
9 Giin 2,2x10° 9,34
Ort. 7,08x10°8 7,99
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1 Giin . 6&5x10° | 581

3 Giin . 83xt0’ 792

M2426 5 Giin . 5Bx1t0® | 876
7 Giin . 1p/x10® | 918

9 Giin 3,3x10° 9,52

Ort. 1,09x10°8 8,24

Bakteri sayilarinin logaritmasi ile bakteri yasi arasinda degerler kullanilarak her bakteri

icin zaman grafigi cizilmistir (Sekil 4.1.). Sekillerden de goriilecegi lizere bakteri sayisi

yasin artmasina bagl olarak azalan oranlarda artis gostermis ve en yiiksek bakteri sayisi

9 giinliik kiiltiirlerden elde edilmistir.

N
RN

-
© O

Log Bakteri Sayisi, hicre/ml

o = N W d O O N ©

Sekil 4.1. Fasulye asilamasinda kullanilan 3 farkli Rhizobium leguminosarum biovar

vicieae F15, M9, M2426 izolatlarinin zaman grafigi

Nodozite bakteri izolatlarmin 10 giinliik peryot igerisinde 28°C’de iiretilmesi ile

rhizobia sayilarinin ve maksimum {ireme peryotlarinin yonca, fig ve korunga

kiltiirlerinde 4 ve S.gilinlerde, soya Kkiiltiirlerinde ise 5 ve 7.glinlerde maksimum

seviyeye geldigini, hazirlanan kiiltiirlerde maksimum bakteri sayisinin bir graminda 108

bakteri, olgunlastirilan kiiltlirlerde ise 2-8 kat bakteri sayisinda artis meydana geldigi

onceki calismalardan bulunmustur (Giirbiizer 1982). Daha 6nce yapilan caligmalarda
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bakterilerin gelisim siirelerinin 2-10 giinliik peryotta oldugunu, ilk 4 saat igerisinde
bakteri sayisinda ve etkinliginde degisim olmadigini, bu siireden sonra bakteri sayisinin
ve etkinliginin logaritmik olarak artis gosterdigini, hizli gelisen bakteriler YMA
ortaminda 28°C’de iiretildiklerinde, 3-5 giinde sayilarmim mililitrede 4x108 hiicre, yavas
gelisen bakterilerin ise ayni siirede sayilart mililitrede 5x10° hiicre degerine ulastigini
ifade eden c¢alismalar mevcut olup burada bulunan sonucglari destekleyici
mahiyettedirler (Ulgen 1975; Bhuvaneswari et al., 1980; Bhuvaneswari et al. 1983;

Somesagaran and Hoben 1985).

Bakterilerin giinlere goére sayilarinin elde edilmesinden ve zaman grafiginin
cizilmesinden sonra agilama materyali olarak kullanilacak soliisyonda bakteri sayilarinin
esit sayida olmasi i¢in spektrofotometrede 540 nm dalga boyuna ait absorbans dl¢timii
yapilmis ve her bakteride en diisiik deger baz alinarak biitiin ¢ozeltilerdeki bakteri sayisi
3.6x10° adet degerine getirilinceye ve ayni absorbans degeri gosterinceye kadar steril

FTS ile sulandirma yapilmistir (Somasegaran and Hoben 1985; Saygili 1995).

4.3. Azotlu Mineral Giibre Uygulamasinin ve Rhizobium Izolatlar ile Asilamanin
Mercimek Bitkisinin Kuru Madde Miktar1 ve Simbiyotik Ozellikleri Uzerine
Etkileri

Mercimek bitkisinde farkli azot dozlarinin ve farkli yaslardaki degisik Rhizobium
vicieae izolatlar ile asilamanin kuru madde miktari, simbiyotik 6zellikleri ve fosfor

icerigi iizerine etkileri asagida ele alinmigtir.

4.3.1. Kuru madde miktar:

Farkl1 dozlardaki azotlu mineral giibreleme (0.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 kg N/da (%43 Ure)
ve farkli yaslardaki (1, 3, 5, 7 ve 9 giinliik) Rhizobium leguminosarum biovar vicieae
(F15, M9, M2426) kiiltiirleri ile asilamanin mercimek bitkisinin kok, gévde ve yaprak
kuru madde miktarlarina ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.3’de verilmistir. Bu

cizelgeye gore bitkiye ait kok ve yaprak kuru madde miktar1 i¢in asilamanin etkisi
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(farkl1 dozlardaki azotlu mineral giibre ve farkli yaslardaki Rhizobium kiiltiirlerinin
asilama uygulamalar1 govde aksaminda %1 seviyesinde, her {ic aksamda da dozlarin
etkisi ise %1 seviyesinde 6nemli bulunmustur. Bitkinin toplam kuru madde miktarlar
icin yapilan varyans analizinde ise asilamanin ve dozlarin etkisi %5 seviyesinde dnemli
bulunmusgtur. Mercimek bitkisinin toplam kuru madde miktarlarinin varyans analizinde

AsilamaxDoz interaksiyonu 6nemsiz bulunmustur.

Cizelge 4.3. Cesitli dozlardaki azotlu mineral giibreleme ve farkli yaslardaki degisik Rhizobium
izolatlar1 ile asilamanin mercimek bitkisinin kok, gévde ve yaprak aksamlarmm kuru madde
miktarlarina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD Kuru Madde Miktari, g
Kok Givde Yaprak Toplam
KO F KO F KO F KO F
Asilama 3 [0,0055]| 2,201 0,27 14,31** 10,049 | 2,37 1,274 | 2,653*
Doz (N +G) 4 | 0,019 |7539** [0,65 [10.49**[0,284 |13.,74** | 0,693 | 1.442*
AsilaniaxDoz 12 (0,0018 | 0,734 10,087 | 14 0,02 0,97 0,075 | 0,156
Hata 40 | 0,0025 0,062 0,02 0,48
*:p<0,05,**:p<0,01 Toplam Kuru Madde I¢in Hata SD: 160

N : Farkli Dozlardaki Azotlu Mineral Giibre Uygulamasi
G: Farkli Yasglardaki Rhizobium leguminosarum Izolatlari

Mercimek bitkisinin kok, govde, yaprak ve toplam kuru madde miktarlarinin
ortalamalar1 arasindaki farklar1 belirlemek i¢in yapilan Duncan ¢oklu karsilastirma testi
sonuglart Cizelge 4.4’de, bitkilerin azotlu giibrelemeye ve asilamaya bagli olarak
ortalama kuru madde miktarlarindaki degisimi gosteren grafik Sekil 4.2°de, bitkilerin
asis1z ve asili uygulamalara bagli olarak gelisim seyri Sekil 4.3’de ve bu uygulamalar

sonucu bitkilere ait kok gelisimleri ise Sekil 4.4.’de verilmistir.

Cizelge 4.4.’den goriildiigii gibi, farkli dozlardaki azotlu mineral giibreleme ve farkl
yaglardaki degisik Rhizobium kiiltiirleri ile asilama sonucu mercimek bitkisinin kok,
govde ve yaprak kuru madde miktarlarinin ortalamalar1 arasinda farkliliklar 6nemli
bulunmustur. Asili uygulamalar arasinda mercimek bitkisinde en diisiik seviyede kok,
govde ve yaprak kuru madde miktarlar1 1 gilinliik bakteri kiiltiitii uygulamasindan elde
edilmis, en yuksek kuru madde miktar1 ise 7 gilinliik bakteri izolati ile agilamadan elde

edilmistir. Sirasi ile bu degerler kok aksaminda 1 giinliik bakteri kiiltiirii asilamasinda



49

0.461, 0.451 ve 0.436g, govde aksaminda 1.967, 1.913 ve 1.796 g ve yaprak aksaminda
ise 1.279, 1.180 ve 1.248 g olarak bulunmustur. Ayni sekilde toplam kuru madde
miktarlart 1 giinliik bakteri kiiltiirii asilamasinda sirasi ile 1.235, 1136 ve 1,204g olarak
tespit edilmistir. Bakteriler arasinda ise 5 giinliik kiiltiir uygulamas1 dikkate alindiginda
en disiik kuru madde miktar1 R, (M9) bakterisinden (0.480g), en yuksek kuru madde
miktar1 ise Rz (M2426) bakterisinin 5 giinliik kiiltiir uygulamasindan (1.557g) elde

edilmistir.

Cizelge 4.4. Cesitli dozlardaki azotlu mineral giibreleme ve farkli yaslardaki degisik Rhizobium
izolatlar1 ile asilamanin mercimek bitkisinin kok, gévde ve yaprak aksamlarinin ortalama kuru
madde miktarlar1 ve Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglan

As1 n Kuru Madde Miktari (g) Toplam
Uygulamasi Kok Govde Yaprak n Ort. Ag. (g)
Ro Noo 3 0,263 d 0,931 f 0,707 f 9 0,634 d
RoNys 3 0,347 cd 1,333 ¢ 0,998 e 9 0,893 cd
RoNso 3 0,425 bc 2,072 bc 1,380 abcd 9 1,292 b
RoN7s 3 0,429 abc 1,907 c 1,132 de 9 1,156 ¢
RoNioo 3 0,428 abc 1,873 ¢ 1,198 cde 9 1,167 c
R:1G 3 0,461 ab 1,967 c 1,279 bcde 9 1,235 bc
R; 3G 3 0,477 ab, 2,220 ab 1,518 ab 9 1,405 ab
R:5G 3 0;518 a 2,449 a 1,682 a 9 1,550 a
R, 7G 3 0,520 a 2,284 ab 1,448 abc 9 1,417 ab
R;9G 3 0,520 a 2,281 ab 1,522 abcd 9 1,441 ab
R,1G 3 0,436 abc 1,796 d 1,180 cde 9 1,136 ¢
R, 3G 3 0,453 abc 2,079 bc 1,406 abcd 9 1,312b
R,5G 3 0,480 ab 2,209 ab 1,524 ab 9 1,403 ab
R, 7G 3 0,483 ab 2,125 b 1,383 abcd 9 1,329 b
R,9G 3 0,466 ab 2,052 bc 1,306 bcd 9 1,275 b
R;1G 3 0,451 abc 1,913c¢c 1,248 bcde 9 1,204 bc
R; 3G 3 0,476 ab 2,109 b 1,507 ab 9 1364 ab
R;5G 3 0,533 a 2,315 ab 1,557 ab 9 1,468 a
R;7G 3 0,542 a 2,249 ab 1,425 abcd 9 1,405 ab
R;9G 3 0,518 a 2,071 bc 1,364 bcd 9 1,318 b

Ro : Asisiz R;: F15 R, : M9 R;: M2426
Noo: 0.0 kg N/da 1G : 1 Gunliik Bakteri
N2s5:2.5 kg N/da 3G : 3 Giinliik Bakteri
Nso: 5.0 kg N/da 5G : 5 Giinlik Bakteri
N-s: 7.5 kg N/da 7G : 7 Giinliik Bakteri
Nioo: 10.0 kg N/da 10G : 10 Giinliik Bakteri

n : Tekerriir
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Sekil 4.2. Cesitli dozlardaki azotlu mineral giibreleme ve farkli yaslardaki degisik Rhizobium
izolatlar1 ile asilamanin mercimek bitkisinin kok, gévde ve yaprak kuru madde miktarlar
uzerine etkisi.

Asis1z azotlu gubre uygulamasinda mercimek bitkisinde en diisiik seviyede kok, govde
ve yaprak kuru madde miktarlart Ngo uygulamasindan sirasi ile 0.263, 0.931 ve 0.707g,
en yiiksek kok kuru madde miktar1 N7 5 uygulamasindan (0.429g), gévde ve yaprak i¢in
ise Ns o uygulamasindan (sirasi ile 2.072 ve 1.380 g) elde edimistir. Ayni sekilde toplam
kuru madde miktarlar1 azotlu giibre uygulamasinda en disik seviyede Nop
uygulamasindan (0.634g) ve en yuksek kuru madde miktar1 ise N5 uygulamasindan
(1.292g) elde edilmistir.

Asili ve agis1z uygulamalar karsilastirildiginda ise mercimek bitkisi icin en yuksek kuru
madde miktar1 R3 (M2426) bakteristnin 7 giinliikk kiiltiir uygulanmasindan elde
edilmistir. Bu kombinasyon diger bakterilerden ve azotlu giibreleme uygulamasindan

daha yiiksek kuru madde miktar1 degeri gostermistir.
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Sekil 4.3. Cesitli dozlardaki azotlu mineral giibreleme ve farkli yaslardaki degisik Rhizobium
izolatlar1 ile agilama sonucu ortaya ¢ikan mercimek bitkisinin kokiistii aksamlarinin gelisimi
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Sekil 4.4. Cesitli dozlardaki azotlu mineral giibreleme ve farkli yaslardaki degisik Rhizobium
izolatlari ile asilama sonucu ortaya ¢ikan mercimek bitkisinin kdk aksamlarinin gelisimi
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Yapilan calismalarda da asilamaya bagli olarak mercimek bitkisinin kuru madde
miktarlarinin artis gosterdigini, asilama ile bitkinin kuru madde miktarinin asisiz
olanlara gore daha yiiksek deger verdigini ifade eden g¢alismalar mevcut olup bu
calismada bulunan sonuglan desteklemektedirler (Chowdhury et al 1976; Asghar et
al 1988; Kabi ve Behari 1990; Kiziloglu 1992; Kumar et al 1993). Aym sekilde
farkli bitkilerde yapilan asilama calismalarinda da asilama ile bitki kuru agirliginin
artis gosterdigi, bu artisin dekara 5 kg azotlu mineral giibre uygulamasi ile esdeger
diizeyde oldugu rapor edilmistir (Patil Ve Medhane 1974; Subba Rao 1976; Jimenez
and Villalabos 1980; Parodi et al 1981; Ersin 1983; Cebel 1988; Kiziloglu 1996;
Turhan 1998; Orgiitcii 2000).

4.3.2. Simbiyotik ozellikler

Rhizobium bakterilerinin simbiyotik 6zellikleri olarak nodiilasyon ve N,-fiksasyonu ele

alinmistir.

4.3.2.a. Nodiilasyon

Nodiilasyon baglig1 altinda nodiil sayis1 ve nodiil azot icerigi ele alinmigtir.

Nodiil sayis1

Farkl1 dozlardaki azotlu mineral giibreleme (0.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 kg N/da (%43 Ure)
ve farkli yaslardaki (1,3,5,7 ve 9 giinliik) Rhizobium leguminosarum biovar vicieae
(F15, M9, M2426) Kkiiltiirleri ile asilanmasi sonucu olusan mercimek bitkisinin nodiil
sayis1 degerlerine ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.5’de verilmistir. Cizelge 4.6’a
gore bitkilerin nodiil sayist acisindan asilamanin, dozlarin ve AsilamaxDoz
interaksiyonunun etkisi %1 seviyesinde 6nemli bulunmustur. Bitkilerin nodiil sayisina
ait ortalama degerler ve ortalamalar arasindaki farklar1 belirlemek icin yapilan Duncan

coklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6°deki coklu karsilastirma test sonuglarina gore nodiil sayisi i¢in ortalamalar
arasinda farklar bulunmustur. Asisiz-azotsuz (Ro Nog) ve asisiz-azotlu uygulamalarda
nodiil olusmamis, asili uygulamalarda nodiil olusumu gerceklesmistir. En diisiik sayida
nodiil olusumu Rj, R, ve R3 izolatlarinin 1 giinliik kiiltiirleri ile asilanmasi isleminden
(swrast ile 11.7, 10.7 ve 17.7 adet) elde edilmistir. Ry, R, ve Rz izolatlarinin 5 giinliik
kiiltiirleri ile agilama iglemlerinde (sirast ile 59.7 ve 49.7, 70.3 adet) ise en yiiksek nodiil
sayist elde edilmis olup, maksimum nodiil sayisi R3 izolatinin 5 giinliik kiiltiirii ile

asilama isleminden elde edilmistir.

Cizelge 4.5. Cesitli dozlardaki azotlu mineral giibreleme ve farkli yaslardaki degisik Rhizobium
izolatlar1 ile agilamanin mercimek bitkisinin nodul sayisi ve nodul kuru agirligina ait varyans
analiz sonuglan.

Varyasyon Kaynagi SD Nodul Savisi, adet Nodul Kuru Ag., mg
KO F KO F

Asilama 2 432,06 53,71** 9173,40 74,89**
Doz (N + G) 4 3.115,61 | 387,3** 68803,77 561,71**
AsilamaxDoz 8 31,51 3,917** 638,18 5,21**
Hata 30 8,04 122,49

**:p<0,01 N: Farkli Dozlardaki Azotlu Mineral Giibre Uygulamasi

G: Farkl1 Yaslardaki Rhizobium vicieae Izolatlar1

Bitkilerin asilamaya bagli olarak ortalama nodiil sayisindaki degisimi gosteren grafik
sekil 4.5’de, fasulye bitkisinin asisiz ve asili uygulamalara bagli olarak koklerde olusan
nodiillerin gelisim seyri sekil 4.5°da verilmistir. Sekilden de goriilecegi iizere bakteri
izolatlar1 bitki nodiil sayis1 ve biiyiikliiglinde etkili olmus, Ri, Ry ve Rjz izolatlar
arasinda Rj izolat1 ile asilama sonucu daha fazla sayida ve daha biiyiik boyutta nodiil

olusumu gergeklesmistir.

Denemede Rhizobium sayisi topragin graminda 3.6x10° bakteri olacak sekilde
ayarlanmis ve asilama yapilmistir. Bu sayr bitkilerde nodiil olusumu ig¢in yeterli
seviyededir. Zira Rhizobium bakterileri ilizerine yapilan daha Onceki c¢aligmalarda
Weaver and Frederick (1974), bitkilerde nodiil sayisini artirmak igin topraktaki

Rhizobium populasyonunun 33x10” sayisindan fazla olmasi gerektigini ifade etmistir.



55

Cizelge 4.6. Cesitli dozlardaki azotlu mineral giibreleme ve farkli yaslardaki degisik Rhizobium
izolatlari ile agilamanin fasulye bitkisinin nodul sayisi ve nodul kuru agirlig: ile Duncan ¢oklu
karsilastirma test sonuglan

Asl n Ort. Nodul Sayisi Ort. Nodul Kuru Ag.(mg)

RoNog 3 0,0 0,0

RoNys 3 0,0 0,0

RgNsg 3 0,0 0,0

RoN7s 3 0,0 0,0

RoNigo 3 0,0 0,0

R;1G 3 11,7 gh 433 h

R, 3G 3 30,0 ef 126,3 ef

R, 5G 3 59.7b 273,3b

R, 7G 3 51,7c 2310c

R, 9G 3 48,3 ¢ 2123 ¢

R,1G 3 10,7 h 383 h

R, 3G 3 27,0 f 1170 f

R,5G 3 49,7 c 2190c

R, 7G 3 47,7¢ 2153 c

R,9G 3 40,0d 183,6 d

R:1G 3 17.7¢9 73049

R33G 3 34,3 de 150,6 e

R3;5G 3 70,3 a 316,3 a

R;7G 3 58,3 b 259,0b

R;9G 3 48,0 ¢c 2213 ¢

Ro : Asisiz R, :F15 R, : M9 R3: M2426
Noo: 0.0 kg N/da 1G : 1 Giinliik Bakteri
N2s: 2.5 kg N/da 3G : 3 Gunluk Bakteri
Nso: 5.0 kg N/da 5G : 5 Glnluk Bakteri
N7s5: 7.5 kg N/da 7G : 7 Giinliik Bakteri
Nigo: 10.0 kg N/da 10G : 10 Giinliik Bakteri
n : Tekerriir
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Sekil 4.5. Cesitli dozlardaki azotlu mineral gilibreleme ve farkli yaslardaki degisik
Rhizobium izolatlari ile agilamanin mercimek bitkisinin nodul sayisi iizerine etkisi.

Sangakhara and Marambe (1989) baklagil bitkilerinin Rhizobium bakterileri ile
asilanmasi ¢alismalarinda sadece asili uygulamalarda bitki basina nodiil sayisinin artis
gosterdigini, Turhan (1998) fasulye bitkisinin R. vicieae izolatlar1 ile asilamanin,
Chowdhurly et al. (1976), Malik and Sanoira (1980), Patel et al. (1982), Patel and
Sanoria (1982), Asghar et al. (1988), Bremmer et al. (1990), Kabi and Behari (1990)
mercimek bitkilerinin R. leguminosarum suslar ile asilamanin, Ogiit¢ii (2000) nohut
bitkisinin Rhizobium suslar1 ile asilamanin nodiil sayisimi artirdigimi ifade eden

calismalar mevcut olup bu ¢aligmada bulunan sonuglari destekler niteliktedir.

Nodiil kuru agirhg:

Farkl1 dozlardaki azotlu mineral giibreleme (0.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 kg N/da (%43 Ure)
ve farkli yaslardaki (1,3,5,7 ve 9 giinliik) Rhizobium leguminosarum biovar vicieae
(F15, M9, M2426) Kkiiltiirleri ile asilanmasi sonucu olusan mercimek bitkisinin nodiil
sayist degerlerine ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.6’da verilmistir. Bitkilerin
nodiil kuru agirlig1 acgisindan asilamanin, dozlarin ve AsilamaxDoz interaksiyonunun
etkisi %1 seviyesinde dnemli bulunmustur. Bitkilerin nodiil kuru agirligina ait ortalama

degerler ve ortalamalar arasindaki farklari belirlemek i¢in yapilan Duncan c¢oklu
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karsilagtirma testi sonuglar1 Cizelge 4.6’de, bitkilerin asilamaya bagl olarak ortalama

nodiil kuru agirhigindaki degisimi gosteren grafik Sekil 4.6’de verilmistir.
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Sekil 4.6. Cesitli dozlardaki azotlu mineral giibreleme ve farkli yaslardaki degisik Rhizobium

izolatlar1 ile agilamanin mercimek bitkisinin nodul kuru agirligi iizerine etkisi.

Cizelge 4.7°deki ¢oklu karsilastirma test sonuglarina gore nodiil kuru agirligl igin
ortalamalar arasinda farklar bulunmustur. En diisiik nodiil kuru agirligt R;, R, ve Rs
izolatlarinin 1 giinliik kiiltiirleri ile agilanmasi isleminden (siras1 ile 43.3, 38.3 ve 73.0
mg) elde edilmistir. En yiiksek nodiil kuru agirligi ise, R1, Ry ve R3 izolatlarinin 5
giinliik kiiltiirleri ile asilama islemlerinden (sirast ile 273.3, 219.0 ve 316.3 mg) elde
edilmis olup, maksimum nodiil sayis1 Rz izolatinin 5 giinliik kiiltiirii ile asilama

isleminden (316.3 mg) elde edilmistir. Bu durum Sekil 4.7’ de gézlenmektedir.

Yapilan ¢aligmalarda Turhan (1998) R. vicieae ile fasulye bitkisinin asilanmasi sonucu
olusan nodiillerin sayisinin ve kuru agirliklarinin artis gosterdigini, Patel et al. (1982),
Patel and Sanoria (1982) mercimek bitkilerinin tohumlarinin Rhizobium leguminosarum
suslar1 ile agilanmas1 sonucu bitkide nodiil sayisinin ve nodiil kuru agirliginin énemli

derecede artis gosterdigini, Ogiit¢ii (2000) nohut bitkilerinin Rhizobium izolatlar1 ile
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astlanmasiin bitkide nodiil kuru agirligini ve nodill sayisini artirdigini ifade eden

calismalar mevcut olup bu ¢aligmanin sonuglari ile paralellik olusturmaktadir.

4.3.2.b. N,-fikkasyonu

Rhizobium bakterisinin Nj-fiksasyonu basligi altinda nodiil azot igerigi ve bitki azot

icerigi agagida incelenmistir.

Nodiil azot icerigi

Farkli dozlardaki azotlu mineral giibreleme (0.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 kg N/da (%43 Ure)
ve farkli yaslardaki (1,3,5,7 ve 9 giinliik) Rhizobium leguminosarum biovar vicieae
(F15, M9, M2426) kiiltiirleri ile asilanmasi sonucu olusan mercimek bitkisinin nodiil
sayis1 degerlerine ait varyans analiz sonuglar ¢izelge 4.7°de verilmistir. Bitkilerin nodiil
azot igerigi bakimindan asilamanin etkisi %1 seviyesinde 6nemli bulunurken, dozlarin
etkisi ve AsilamaxDoz interaksiyonunun etkisi dnemsiz bulunmustur. Bitkilerin nodiil
azot igerigine ait ortalama degerleri ve ortalamalar arasindaki farklar1 belirlemek i¢in
yapilan Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.8’de bitkilerin ortalama

nodiil azot icerigine ait degisimi gosteren grafik Sekil 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. Cesitli dozlardaki azotlu mineral giibreleme ve farkli yaslardaki degisik Rhizobium
izolatlar1 ile agilamanin mercimek bitkisinin nodul azot igerigine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD Nodul Azot i¢cerigi, %
KO F

Asilama 2 1,27 6,29**

Doz (N +G) 4 0.03 0.149

Asilama x Doz 8 0.021 0.106

Hata 30 0,202

** . p<0,01 N : Farkli Dozlardaki Azotlu Mineral Giibre Uygulamast

G: Farkli Yaglardaki Rhizobiumvicieae Izolatlan

Cizelge 4.8’de fasulye bitkisinin nodiil azot igeriklerine iliskin Duncan c¢oklu

karsilastirma testinde R, R, ve Rj3 izolatlari igerisinde en diisiik nodiil azot igerikleri 1
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giinliik kiltiirler ile agilama uygulamasindan (sirasi ile % 5.24, 5.03 ve 5.60) elde
edilmistir. En yiiksek nodiil azot igerikleri Rj, R, ve Rj izolatlarinin 5 giinliik kiiltiirleri
ile asillama isleminden (siras1 ile % 5.24, 5.32 ve 5.85) elde edilmis olup, diger
izolatlarla agilama islemlerinden elde edilen toplam azot igerikleri arasinda R izolatinin
1 giinliik kiiltiirti ile asilamasi hari¢ fark bulunamamistir. Bakteriler icerisinde en
yiiksek nodiil azot icerigini R3 izolatinin 5 giinliik kiiltiirii ile asilama igslemi vermistir.
Bu durum agilamaya bagli olarak ortalama nodiil azot igerigindeki degisimi gdsteren

grafik Sekil 4.7’den de goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Cesitli dozlardaki azotlu mineral giibreleme ve farkli yaslardaki degisik
Rhizobium izolatlar1 ile agilamanin mercimek bitkisinin nodul azot igerigi tizerine etkisi.

Daha once yapilan calismalar, bu calismada bulunan sonuglar1 desteklemektedir.
Yapilan ¢alismalar arasinda Ogiitgii (2000) nohut ve fig bitkilerinin Rhizobium izolatlar
ile asilanmasi sonucu nodil kuru agirligini ve nodiil sayisini artirmasinin yaninda kuru
agirhigini ve nodiil sayisim1 artirmasinin yaninda kuru madde miktarinin da artis
gosterdigini, ayrica nodiiliin azot igeriginin ve bitkinin azot aliminda artis oldugunu
ifade etmislerdir. Dart and Wildon (1970), Lie (1981), Ozbek vd (1993), Kiziloglu

(1995) boriilcede R. japonicum ve figde R. leguminosarum bakterileri ile yaptiklart
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astlama sonucunda nodiiliin miktar, biiyiikliikk ve azot igeriginin arttigini, azotlu mineral

giibrelemenin ise olumsuz yonde etki yaptigini tespit etmislerdir.

Cizelge 4.8. Cesitli dozlardaki azotlu mineral giibreleme ve farkli yaslardaki degisik
Rhizobium izolatlar1 ile asilamanin mercimek bitkisinin nodul azot igerigi ve Duncan
¢oklu karsilastirma test sonuglari

Asillama Uygulamasi n Nodul Azot icerigi (%)

RaNno 3 0,0

RoN»s 3 0,0

RoN:g 3 0,0

RoN7s 3 0,0

RoNigo 3 0,0

R, 1G 3 5.24 ab

R, 3G 3 5.24 ab

R;5G 3 5.24 ab

R, 7G 3 5.22 ab

R;9G 3 5.29 ab

R,1G 3 5.03b

R, 3G 3 5.28 ab

R, 5G 3 5.32 ab

R, 7G 3 5.22 ab

R,9G 3 5.22 ab

R:1G 3 5.60 a

R33G 3 5.68 a

R3:5G 3 5.85a

R:7G 3 5.82a

R;9G 3 5.72a

Ro : Asisiz R, : F15 R, : M9 R;: M2426
Noo: 0.0 kg N/da 1G : 1 Giinliik Bakteri
N,s: 2.5 kg N/da 3G : 3 Giinliik Bakteri
Nso: 5.0 kg N/da 5G : 5 Gunliik Bakteri
N7s5: 7.5 kg N/da 7G : 7 Giinliik Bakteri
Nioo: 10.0 kg N/da 10G : 10 Giinliik Bakteri

n : Tekerriir

Bitki kok, govde ve yapraklarin azot icerikleri

Farkli dozlardaki azotlu mineral giibreleme (0.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 kg N/da (%43 Ure)
ve farkli yaslardaki (1,3,5,7 ve 9 giinliik) Rhizobium leguminosarum biovar vicieae
(F15, M9, M2426) Kkiiltiirleri ile asilanmas1 sonucu olusan mercimek bitkisinin nodiil
sayist degerlerine ait varyans analiz sonuglar ¢izelge 4.9°da verilmistir. Cizelgeden
goriilecegi lizere fasulye bitkisinin toplam azot miktarinar agilamanin, dozlarin ve

AsilamaxDoz interaksiyonunun etkisi kok, govde ve yaprakta %1 seviyesinde 6nemli



61

bulunmustur. Bitkinin toplam azot iceriklerinin ortalamasi olarak yapilan varyans

analizinde ise yalnizca dozlarin etkisi %1 seviyesinde bulunmustur.

Cizelge 4.9. Cesitli dozlardaki azotlu mineral giibreleme ve farkli yaslardaki degisik Rhizobium
izolatlar1 ile asilamanin mercimek bitkisinin kok, gévde ve yaprak aksamlarinin toplam azot
miktarlarina ait varyans analiz sonuglan

Varyasyon [SD Toplan1 Azot Miktari, %

Kaynag Kok Govde Yaprak Toplam
KO F KO F KO F KO F

Asilama 3 0.037 |165.03** | 0.028 |164.26**| 0.018 [167.47**| 0.068 | 0.439*

Doz(N+G) |4 0.212 |194.08**| 0.385 |2219.9**| 0.26 |2349.7**|0.843 |5.37**

AsilamaxDoz |12 0.007 | 31.25** | 0.015 | 89.14** | 0.013 |122.95**| 0.028 | 0.18

Hata 40 |0.00022 0.00017 0.0001 0.157

**:p<0,01 Toplam Azot Miktar1 I¢in Hata SD : 160
N : Farkli Dozlardaki Azotlu Mineral Giibre Uygulamasi
G: Farkli Yaslardaki Rhizobium vicieae Izolatlar1

Cesitli dozlardaki azotlu mineral giibreleme ve farkli yaslardaki degisik Rhizobium
kiiltiirleri ile asilanan fasulye bitkisinin kok, gévde ve yaprak aksamlarinin toplam azot
igerigine ait ortalama degerler ve bu ortalamalar arasindaki farklar1 gdsteren Duncan
¢oklu karsilagtirma testi Cizelge 4.10’da, bitkinin asisiz ve asili uygulamalara bagl

olarak toplam azot i¢erigine ait degisimleri gosteren grafik Sekil 4.8’de verilmistir.

Asisiz uygulamalarda azotlu mineral giibrelemenin artigina bagli olarak bitkinin azot
igerigi artig gostermistir. Asili islemlerde ise fasulye bitkisinin kok, gdvde ve yaprak
toplam azot igerikleri kiiltliir yas1 1,3 ve 5 giinliik kiiltiirlerde giderek artis gostermis

daha sonra 7 ve 9 giinliik kiiltiirlerle asilama islemlerinde azalma gostermistir (Cizelge
4.11).

Asis1z azotlu gubre uygulamasinda mercimek bitkisinde en diisiik seviyede kok, govde
ve yaprak toplam azot miktarlar1 Ng o uygulamasindan sirasi ile %0.607, 1,072 ve 1,273,
en yiikksek kok kuru madde miktar1 N7 s uygulamasindan sirasi ile %0.999, 1,676 ve

1,909 elde edimistir. Ayni sekilde ortalama toplam azot miktarlar1 azotlu giibre
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uygulamasinda en diisiik seviyede Npo uygulamasindan (%1,017) ve en yuksek kuru

madde miktar1 ise N5 uygulamasindan (%1.397) elde edilmistir.

Asilt ve asisiz uygulamalar karsilastirildiginda ise mercimek bitkisi icin en yuksek
toplam azot miktar1 Rz (M2426) bakterisinin 7 giinliik kiiltiir uygulanmasindan elde
edilmistir. Bu kombinasyon diger bakterilerden ve azotlu giibreleme uygulamasindan

daha yiiksek kuru madde miktar1 degeri gostermistir.

Cizelge 4.10. Farkli dozlarda uygulanan azotlu mineral giibreleme ve farkli Rhizobium izolatlari
ile asilamanin fasulye bitkisinin toplam azot igerigi ve Duncan c¢oklu karsilagtirma test
sonuglari

Asl n Toplam Azot (%) Ort. Top. Azot ("..)
Uygulamasi Kok Govde Kok n Ort
RoNoo 3 0.607 g 1.0721 1.373 k 9 1.017 g
RoNys 3 0.770 e 1.375 hi 1.618 h 9 1.254 de
RoNso 3 0.919¢ 1.540 ef 1.730 g 9 1.397 cd
RoN7s 3 0.999 ab 1.676 b 1.909 b 9 1.528 a
RoNioo 3 1.029 a 1.735a 1942 a 9 1.569 a
R:1G 3 0.667 f 1.243j 1578 ij 9 1.163 ef
R:3G 3 0.884 d 1.528 f 1.722 g 9 1.378 cd
R:5G 3 1.003 ab 1.635cd 1.868 d 9 1.502 a
R, 7G 3 1.011 ab 1.655 ab 1.841e 9 1.503 a
R:9G 3 0.983 b 1.616d 1.822 ef 9 1.474 ab
R,1G 3 0.667 f 1.169 k 1.563j 9 1.133f
R, 3G 3 0.745 e 1.393 h 1.713 ¢ 9 1.283 de
R,5G 3 0.878 d 1.566 e 1.836¢ 9 1.427 b
R,7G 3 0.867 d 1.546 ef 1.818 ef 9 1.410 bc
R,9G 3 0.864 d 1.552 ef 1.810f 9 1.409 bc
R;1G 3 0.678 f 1.352 i 1.597 hi 9 1.209 ef
R; 3G 3 0.937¢c 1.456 g 1.710¢g 9 1.368 cd
R;5G 3 0.982b 1.624 d 1.905 bc 9 1.504 a
R;7G 3 0.978 b 1.621d 1.900 bc 9 1.500 a
R;9G 3 0.974 b 1.607d 1.882 cd 999 1.488 ab

Ro : Asisiz R, :F15 R, : M9 R;: M2426
Noo: 0.0 kg N/da 1G : 1 Gunlik Bakteri
N2s: 2.5 kg N/da 3G : 3 Gunlik Bakteri
Nso: 5.0 kg N/da 5G : 5 Giinliik Bakteri
N;s5: 7.5 kg N/da 7G : 7 Giinliik Bakteri
Nigo: 10.0 kg N/da 10G : 10 Giinlik Bakteri  n : Tekerrir




63

Cizelge 4.10°a gore farkli dozlardaki azotlu mineral gilibreleme ve farkli yaslardaki
degisik Rhizobium kiiltiirleri ile agilama sonucu fasulye bitkisinin kdk, gévde ve yaprak

toplam azot igeriklerinin ortalamalar1 arasinda farkliliklar 6nemli (p<0.01) bulunmustur.

|3 KOK B GOVDE O YAPRAK |
2.5

9

= 20

=

S

[<}]

Lo

g

< 1.5 -

4

S

o

(C

>

[

> 1.0 A an Im =i Iui B =l

(%}

°

>

:0

(O]

x

i 0.5 1 HEHE - HEHEHEH HEHEH HEHEHEH

=

o

0.0' L T T T T L L T T T T T T T T T T T T L
@ w 9o 1w g O 0O 0 O O (OO OENO) [CECEEN OO ENO)
o (V] [Te} ~ — o [Te] ~ (2] — [9p] n ~ o i ™ n N~ o
=z =z =z =z Z
Azotlu Gibre Uygulamasi (kg/da), Asi Uygulamasi (giin)

Sekil 4.8. Cesitli dozlardaki azotlu mineral giibreleme ve farkli yaslardaki degisik Rhizobium
izolatlar1 ile agilamanin mercimek bitkisinin kok, gdvde ve yaprak azot igerigi iizerine etkisi.

Daha 6nce yapilan calismalarda Hamdi (1975), Giirbiizer (1980), Rennie and Dubet
(1986), Bremmer et al. (1990), Kiziloglu (1992), mercimek bitkisinde Rhizobium
bakterileri ile asilamanin kontrol bitkilerine oranla bitkinin kuru agirligini ve {iriin
miktarint artirdigini, buna bagli olarak bitkinin azot fiksasyonunun ve bitki azot
iceriginin artig gosterdigini ifade etmislerdir. Ersin (1978), Giirbiizer (1978), Giirbiizer
(1980), Flores Ramon et al. (1987), Rai (1992), Kumar et al. (1993), mercimek

bitkisine dekara 4-5 kg N giibre verilmesinin agilamaya esdeger yarar sagladigini, bu
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degerden fazla azotlu giibre uygulamasinin bitkinin nodul olusumunu ve azot

fiksasyonunu azalttigini ifade eden bu ¢alismay1 destekleyen sonuglar elde etmislerdir.

4.3.2.c. Simbiyotik etkinlik

Denemede kullanilan degisik Rhizobium leguminosarum biovar vicieae (F15, M9,
M?2426) kiiltiirleri ile agilamanin farkl kiiltlir yagina (1,3,5,7 ve 9 giinliik) bagli olarak
simbiyotik etkinlik degerleri gizelge 4.13’de verilmistir. Tablodan gorildigi gibi Ry, R,
ve Rjizolatlariin toplam azot ve buna bagl olarak simbiyotik etkinlik degerleri kiiltiir
yasinin artigina bagl olarak belli bir yasa kadar artis (5 giinliik kiiltiirler dahil), daha
sonra azalis (7 ve 9 giinliik) gostermistir. Asili uygulamalar igerisinde Rhizobium
izolatlar1 arasinda 5 giinliik kiiltiirler ile asilama uygulamasindan en yiiksek kuru madde
ve toplam azot igerikleri elde edilmis ve bu elde edilen degerlere en yakin kuru madde
ve toplam azot icerigi azotlu mineral giibreleme dozlar1 arasinda N5 uygulamasindan
saglanmistir. Bu nedenle izolatlarin kiiltiir yasina bagli olarak simbiyotik etkinlik
degerleri Nsp glibre dozundan elde edilen toplam azot miktarlarina gore
degerlendirmeye almmugtir. 3 Rhizobium izolatmin 5 giinlik kiltiirleri ile asilama
sonucu toplam azot ve buna bagli olarak simbiyotik etkinlikleri en yiiksek degeri

gostermis, artiglar N7 5’a gore yakin degerler vermis ve Ns g diizeyinde gergeklesmistir.

Cizelge 4.11. Mercimek bitkisinin 3 degisik Rhizobium izolatimn 5 farkli yastaki
kiiltiirleri ile asilanmasi sonucu elde edilen simbiyotik etkinlikleri

Ast Uygulamasi | Bitki Ort. Toplam Azot icerigi, (%) | Simbiyotik Etkinlik, (%) (N5.0 'a gbre)
R;1G 1,163 83,3
R;3G 1,378 98,7
R, 5G 1,502 107,6
R, 7G 1,503 107,6
R19G 1,474 105,5
R,1G 1,133 81,1
R, 3G 1,283 91,9
R,5G 1,427 102,2
R,7G 1,410 101,0
R,9G 1,409 100,9
R;1G 1,209 86,6
R33G 1,368 97,9
R35G 1,504 107,7
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Ry 7G 1,500 107,4
R;9G 1,488 106,5
Ro : Asisiz R;:F15 R, : M9 R3: M2426
Noo: 0.0 kg N/da 1G : 1 Giuinlik Bakteri
N2s5: 2.5 kg N/da 3G : 3 Guinlik Bakteri
Nso: 5.0 kg N/da 5G : 5 Giinliik Bakteri
N7s5: 7.5 kg N/da 7G : 7 Giinliik Bakteri
Nioo: 10.0 kg N/da 10G : 10 Giinliik Bakteri

Ri, Ry ve Rz izolatlarin 1 giinliik kiiltiirleri ile asilama isleminden elde edilen toplam
azot iceriklerine karsilik simbiyotik etkinlik degerleri orta derecede bulunmus, ayni
izolatlarin diger yaslardaki (3,5,7 ve 9 giinliik) kiiltiirlerle asilama islemlerinde ise
simbiyotik etkinlik derecesi yiiksek bulunmustur. Izolatlar igerisinde en diisiik
simbiyotik etkinlik degerleri 1 giinliik kiiltiirlerle asilama sonucu elde edilmistir (sirast
ile %83.3, 81.1 ve 86.6). En yiiksek simbiyotik etkinlik ise ayni izolatlarin 5 giinliik
kiiltiirleri ile asilama islemlerinden (sirast ile %107.6, 102.2 ve 107.7) elde edilmis olup
izolatlar icerisinde Rz izolatinin 5 giinliik kiiltiirii ile asilama isleminden (%107.7) elde

edilen simbiyotik etkinlik en yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.13).

R1, Rz ve Rz izolatlariin simbiyotik etkinlik degerlerindeki degisimleri gosteren grafik
sekil 4.9’da goriilmektedir. Sekilden de goriildiigli gibi, bakteri yasinin artisina baglh
olarak simbiyotik etkinlik degerleri farklilik gostermis ve en yiiksek simbiyotik etkinlik

degeri Rz izolatinin 5 giinliik kiiltiiri ile agilanmasi sonucu elde edilmistir.
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Sekil 4.9. Farkli yaslardaki degisik Rhizobium izolatlar1 ile asilamanin simbiyotik
etkinlik derecesi.

Simbiyotik etkinligin yiiksek oldugu nodiiller beyaz veya yesil renk dokularina
sahiptirler ve bu nodiiller azot tespitinde inaktiftirler (Beck et al. 1993). Bu konuda
yapilan ¢aligmalarda Bhuvareswari et al. (1983), soya fasulyesi bitkisinde 2-10 giinliik
kiiltiir yasina sahip R. japonicum izolatlar ile asilanmasi sonucu nodiil olusumundaki
izolatlarin soya tlizerindeki enfekte etme yeteneklerinin kiiltiir yagina bagl olarak 2-5
kat artig gosterdigini ve kiiltiir yaginin yliksek derecede simbiyotik etkinlikle iliskili
oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte nodiil yapisina kiiltiir yaginin bir etkisinin
olmadig1 fakat, kiiltiir yasinin, asilamadan sonra bulagsmanin etkinligini artirdigini,
diisiik geligsme stiresinde gelistirilen izolatlarin daha az etkili oldugunu ifade etmislerdir.
Sarioglu vd (1993) Elazig yoresinde mercimek bitkisinin Rhizobium bakterileri ile
asilanmasi sonucu izole edilen 18 izolatin 11’inin etkili oldugunu, Ogiitcii (2000) nohut
bitkisinde kullanilan 24 izolattan 21’inin, fig bitkisinde ise 60 izolattan 53 tanesinin
yiiksek derecede etkili oldugunu ifade etmistir. Bulunan sonuglarda bu arastirmada

bulunan sonuglar1 desteklemektedir.
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5. SONUC

Mercimek (Lens esculanta) bitkisinin kok, gévde ve yaprak kuru madde miktarlart,
nodiil sayisi, nodiil kuru madde miktari, nodiil azot igerigi, toplam azot igerigi ve fosfor
igerigi lizerine Rhizobium leguminosarum biovar vicieae F15, M9, M2426 izolatlarinin,
farkli yaslardaki (1,3,5,7 ve 9 giinliik) kiiltiirleri ile asilama islemlerinin hangi dozdaki
(0.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 kg N/da (%43 Ure)) azotlu mineral giibrelemeye esdeger
oldugunu tespit etmek amaci ile yapilan bu g¢alismada elde edilen sonuglar asagida

Ozetlenmistir.

Rhizobium leguminosarum biovar vicieae F15, M9, M2426 izolatlar1 ile asilanan
mercimek bitkilerinde M2426 izolatinin 5 giinliik kiiltiirleri ile agilamasindan en yliksek
kuru madde miktar1 elde edilmistir. Bu izolati sirasi ile F15ve M9 izolatlarinin 5 giinliik
kiiltiirleri ile asilama islemi izlemistir. En yiiksek nodiil sayisi, nodiil kuru madde
miktari, nodiil azot icerigi toplam azot igerigi, simbiyotik etkinlik ve fosfor igerigi
M2426 izolatinin 5 giinliik kiiltiirleri ile asilamasindan elde edilmistir. Bu izolat1 sirasi
ile F15 ve M9 izolatlarinin 5 giinliik kiiltiirleri ile asilama islemleri izlemistir. Bes
giinliik kiiltiirler ile asilama islemi dekara 5 kg azotlu mineral giibreleme ile esdeger

bulunmustur.

Mercimek bitkisinin agilanmasinda kullanilan ve etkinligi belirlenen Rhizobium
leguminosarum biovar vicieae M2426 izolatinin sera kosullarinda ve steril ortamda
vermis oldugu sonuglarin pratige uygulanabilmesi i¢in denemenin tarla kosullarinda da
yapilmasinin hem cevre hem de tarimsal ag¢idan daha biiyilk 6nem tasiyacagi
muhakkaktir. Serada etkinligi tespit edilmis izolatlarin dogal kosullarda ayni
yeteneklerini gostereceklerini diisiinmek yaniltict olabilir (Cakmakg1 1987). Bakteri
ozellikleri ve mikrobiyal giibrelemede dikkat edilmesi gereken unsurlar géz Oniine
alimarak yapilan bu asilama calismasinin daha ileri asamada tarla kosullara

uygulanacak olan mikrobiyal giibreleme ¢aligsmalarina 11k tutacagi yargisina varilmastir.
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