TOPRAK BIYOLOJISI

Doc. Dr. SERDAR BILEN



7. BOLUM

AZOTUN TOPRAGA DONUSU:

BIYOLOJIK AZOT FIKSASYONU



7.1. Giris

Azot, canli hiicrelerin temel yapisini olusturan protoplazmanin yapi
tasi olup hiicre bilesiminde karbon iceren maddelerle birleserek
aminoasitler, amidler, proteinler, vitaminler ve hormonlar gibi cesitli
organik bilesikler olusturmasi nedeniyle topragin fauna ve florasinin
yasamlarinda 6nemli bir yer tutar (Akgin, 1981).

Azot yeryuzinde kati, sivi ve gaz seklinde bulunur. Kaya ve
minerallerde ¢cok az bulunmasina karsilik litosfer tabakasinda
bulunan biiyiik kaya parcalari, yerytiziindeki toplam azotun % 98'ini
icerir. En buiytik mikrobiyolojik potansiyel, atmosferdeki yarayish
rezervlerdir. Yerytiziinde bulunan azotun % 1.2'si atmosferde
bulunan azotun % 79 (3.9 x 10** g)'una esdegerdir (Paul ve Clark,
1989).

Bir dekar arazi tizerindeki havada g bin ton azot gazi bulunur
(Ulgen, 1975).



Baklagil olmayan bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalarin biytik
bir kismi elementel azot gazindan yararlanamazlar. Bitkilerin
azottan dogrudan veya giibre olarak yararlanmalar1 i¢in atmosfer
azotunun bazi degisikliklere ugramasi gerekmektedir.

Bu degisimler:
I) atmosferde olusan elektriksel bosalim olaylariyla atmosfer
azotunun azot oksitlere dontstiirilmesi,

2) baklagil bitkileriyle ortak yasayan Rhizobium bakterilerinin
molekiler azotu fiks etmesi,

3) serbest olarak toprakta ve bazi tropikal bitkilerin yapraklarinda
yasayan mikroorganizmalarin azot fiksasyonu,

4) yiiksek sicaklik ve basing altinda kimyasal olarak molekiiler
atmosfer azotu (N,) ve H, molekiillerinin NH, olusturmak tizere
reaksiyona girdikleri "Haber-Bosch" yontemiyle fiks edilerek
amonyumlu giibrelerin temelini olusturmasidir (Aydemir, ve Ince
1988; Sezen, 1991).

N, +3H, - >2 NH



Atmosfer azotunun dogal olarak mikroorganizmalarca fiks
edilmesine Biyolojik Azot Fiksasyonu denir.

Diinya tizerinde toplam biyolojik azot fiksasyonu yilda yaklasik 17 x
107 ton oldugu ve bunun kimyasal yontemlerle fiks edilen azotun
dort katina esdeger oldugu bilinmektedir (Aydemir ve Ince 1988;
Paul ve Clark, 1989).



Toprak ekosisteminde biyolojik azot fiksasyonuna etki eden
faktorler;

1- Topragin inorganik besin elementi icerigi,
2- pH,

3- nem igerigi

4- s1caklik,

5- fiksasyonu gerceklestiren mikroorganizmalarin aktivitesi gibi
faktorler etkili olmaktadir.

Biyolojik azot fiksasyonu yiiksek bitkilerle ortak yasayan
(simbiyotik) ve serbest yasegran (non-simbiyotik)
mikroorganizmalar tarafindan gerceklestirilir.

Azot fiksasyonundan sorumlu cesitli prokaryot organizmalara
artik diazotrof denilmektedir.

Bu organizmalar icerisine,
1- organotrof bakteriler,
2- fototrofik kiikiirt bakterileri ve

3- cyanobakteriler (mavi-yesil algler) girmektedir
(Paul ve Clark, 1989).



7.2. Simbiyotik Azot Fiksasyonu

2000 yildan daha onceki yillarda yasayan Roma yazarlar1 baklagil
bitkilerinin yararl etkilerine isaret etmislerdir.

Azotun atmosferden alinisi ile ilgili ilk oneri 1813 yilinda Sir
Humphrey Davey'den gelmistir. Davey bugday yetistirilen topragi
hazirlamak icin 6nce bezelye ve fasulye bitkilerinin yetistirilmesinin
iyi geldigini aciklamistir. Boylece bitki rotasyonunda baklagiller
kullanilmaya baslamaistir.

J.B. Boussingault 1837-1842 yillar1 arasinda kendi tarlasinda baklagil
bitkileriyle yaptig1 rotasyon calismalarini Fransa'da bir dizi
makaleler halinde yayinlamastir.

- Almanya'da 1856'da Albert Thaer beyaz ti¢giil ile, 1857'de Lawes,
Gilbert ve Pugh tarafindan Rothamsted deneme istasyonunda,
yapilan denemelerde baklagil bitkisi ekilen topraklarda azot
miktarinin yliksek oldugunu ve simbiyotik azot fiksasyonunu
kesfetmislerdir,



Baklagil bltkilerinin kokleri {izerinde nodiillerin varlig1 eskiden beri
bilinmekte olup, 1858'de Lachman bunlara bakterilerin neden
oldugunu ve azot fiksasyonunda rol oynadiklarini tespit etmistir
(Saatci, 1976).

1866'da Waronin nodozitelerin bakteri iceren patolojik bir gelisme
oldugunu dusunmiustiir.

1886'da Helriegel ve Wilfarth, simbiyotik N, fiksasyonunda
nodillerin 6nemini aciklamiglardir.

1888 'de Beijerinck baklagil bitkilerinde N, fiksasyonunda gorevli
organizmalari izole etmis ve onlart Bacillus radicicola olarak
isimlendirmistir.

Bu isim daha sonralar1 Frank tarafindan bu bakteriler Rhizobium
olarak degismistir (Ismailgelebioglu, 1980; Paul ve Clark, 1989).



Yiksek bitkilerle ortak yasayan mikroorganizmalar tarafindan
gerceklestirilen azot fiksasyonuna Simbiyotik Azot Fiksasyonu
denir.

1'2& +H,CO,
@ 1'2& 1'2& +H.0

N; |=.> HN=NH |=.:> HoN = NH |=::.=- NH3 e NH
NzN Diazene Hydrazin
Elementel N

Bu ortak yasam iliskisinde mikroorganizmalar konakg1 bitkiye
indirgenmis yani fiks edilmis azotu saglarlar.

Konakg1 bitki ise mikroorganizmalara ¢oztinebilir karbonhidratlari

saglamaktadr.

Baklagil olmayan aga¢ grubundan olan ytuiksek bitkilerle diazotroflar
arasinda da bir ortak yasam s6z konusudur.



Boyle baklagil olmayan bitkilerin yetistigi alanlarin azot
ekonomisine onemli katkida bulunmasindan sorumlu diazotroflar
arasinda

bakteriler,
bakteriyofojlarla enfekte edilmis bakteriler ve
aktinomisetler sayilabilir.

Bundan baska gerek agaclarla gerekse kiiltiir bitkileriyle mantarlar
arasinda da ortak yasam bulunmustur.

- Glomus ile yogun bir sekilde kokleri sarilmis bitklerde azot
fiksasyonunun dusirildagi ancak mikrorizay: inhibe eden topragin

yuksek fosfor diizeyleri, cayir bitkileri ile ortak azot fiksasyonunu
arttirabilecektir.

- Bunun yaninda Giir (1976), sogan bitkisiyle Endogen mantarlari
arasindaki ortak yasam ile ilgili yaptig1 bir arastirmada triin
veriminin arttigini tespit etmisgtir.



Tarimda baklagil bitkileriyle simbiyotik yasayan Rhizobium
bakterileri en 6nemli azot (N,) fiks edicileridir.

Baklagil bitkileri 700 farkli cinsi kapsayan 14.000 tiirden
olugsmustur. Bunlarin bir cogunda 6zellikle tropikal ormanlik
alandakilerde nodiil olusumu ve N, fiksasyonu belirlenememistir.

- Tarimsal acidan 6nemli 100 baklagil bitki ¢esidinin yetistirildigi
250x10° ha alanda 6nemli miktarda biyolojik N, fiksasyonu meydana
gelmektedir (Tablo 7.1) Bunun yilda hektara 140 kg oldugu tahmin
edilmektedir (Paul ve Clark, 1989).



Tablo 7.1. Degisik Arazi Kullanma Durumuna Gore Azot Fiksasyonu
(Paul ve Clark, 1989).

Arazi Kullanimi ha (x106) | Azot (N2) Fiksasyonu
(kg ha'l yil-1)

Baklagiller 250 140

Piring 135 30

Diger Kkiiltiir bitkileri 1015 5

Devaml1 cayirlar, cimenier 3000 15

Orman ve agachk alanlar 4100 10

Kullanilmayan | 4900 2

Buzla kaph 1500 | 0

Toplam alan | {1 14.900 | -

Deniz 36.100 1

Genel Toplam 51.000




Herhangi bir baklagil bitkisinin nodiliinden izole edilen belirli
bir Rhizobium tiiriniin izole edildigi baklagil bitkisinden bagka

varyetelerde de nodiil olusturma ve azot fiks etme yetenegine
Capraz Asilama (Cros-Inokiilason) denir.

Tarimsal olarak ¢cok onemli baklagillerle ortak yasayan diazotroflar
ve kros-inokiilasyon gruplar1 Tablo 7.2'de verilmistir.

Tablo 7.2'deki siniflama, tropikal bolge agaclari tizerinde
bulunanlar gibi bircok Rhizobium tiirtint icine almamaktadir.
Ancak bu siniflama as1 (inocula) tiretilmesi gibi tarimsal amaci

acisindan onem tasimaktadir (Akgin, 1981).
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Soya Rhizobium ortakliginda yilda fiks edilen azotun 4-12
kg/ha oldugu tespit edilmistir (Alexander, 1961; SundaraRao,
1971; Ismailcelebioglu, 1990; Kiziloglu, 1991).

Ersin (1978), Ulgen (1978), Tan 1990) ve Kiziloglu (1995) adi fig,
Aksoy (1971) ve Akcin (1976) fasiilye, Kantar ve ark. (1994) ve
Kiziloglu (1992) yesil mercimek, Senanayaka ve ark. (1987) bortilce
(1987) bitkileriyle yaptiklar1 calismalarda Rhizobium bakterileriyle
asilama (inokilasyon) igslemleri sonucu bitkilerin azot (N2)
fiksasyonlarinin ve buna bagh olarak tirtin miktarlarinin artig

gosterdigini tespit etmislerdir.



7.2.1. Baklagillerde Enfeksiyon ve Nodiill Olusumu

Rhizobium bakterilerinin konak bitki kokiint enfeksiyonu ve kok
nodillerinin olusumu Sekil 7.1'de gosterilmistir .

Baklagil bitkilerinin kokleri, rizosferde mikrofloranin gelismesini
uyaran bir cesit organik materyaller salgilar. Eger toprakta rhizobia

varsa bunlar rizosferde geliserek cogalirlar.

2 pm uzunlugundaki bir bakteri dakikada kendi boyunun 3000 mili
yol kateder. (6 mm/dk, 360 mm/sa, 3,6 m/sa)

En hizli hayvanlar citalar kendi boylarinin 1500 misli yol alirlar.



Emici tliyler yoluyla enfeksiyonda, bitki kokiintin salgiladig:
triptofan rhizobia tarafindan bitki hormonu indolasetik asite
dontsturilir (Brock, 1974).

Bu hormon emici tiiylerin kivrilmasina neden olur. Genel olarak
enfeksiyonlar emici tiiylerin kivrilmis bolgelerinde kalmaktadr.
Enfeksiyon, emici tiiy ¢eperinin delinmesi lle baslar.

Ayrica rhizobianin emici tity ceperindeki degisimleri uyaran
cesitli hidrolik enzimleri salgilamasinin da ayni zamanda oldugu

diistiniilmektedir, (Kiziloglu ve Oztiirk, 1992).
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Sekil 7.1. Bir kok nodiiliiniin olusumunda safhalar (Brock, 1974).



Daha sonra emici tiiyler ceper bilesenleri ile devamlilik gosterdigi
diistintilen ipliksi bir yapi olusur. Buna enfeksiyon ipligi denir.
Enfeksiyon ipliginin gelismesi bitki niikleusu tarafindan kontrol
edilir. Bu iplik genellikle enfeksiyondan 48 saat sonra emici tity
hiicresinin tabanina ulasir (Paul ve Clark, 1989).

Tropikal bolgelerde bazi1 Bradyrhizobium spp. "cowpea” grubu
bakterilerinin enfeksiyonu emici tiiylerin genislemis taban hiicreleri
arasinda olmaktadir (Paul ve Clark, 1989).



Enfeksiyon sekli bakteriden ziyade bitki tarafindan kontrol
edilmektedir.

Enfeksiyon ipligi emici tiiy hiicresinin tabanina dogru gelistikce
bakteriler iplik icerisinde boliinerek cogalirlar.
(Cogalan bakteriler tek sira halinde dizilirler.

Enfeksiyon ipliginin ceperinin sentezinde golgi komplekslerinin roli
oldugu ve bu sentezin hormonal kontroliiniin s6z konusu olabildigi
tespit edilmisgtir.

Rhizobia hem sitokinin hemde oksin tiretebilmektedir.

Nodiil icerisinde ytiksek miktarda oksin ve sitokinin bulunmaktadir.
Bu nedenle enfeksiyon ipliginin ¢eperinin olusumunda hormonal
kontrol olas1 goriilmektedir (Kiziloglu ve Oztiirk.. 1992).



Enfeksiyon ipligi korteks hiicresine girince bircok hiicreyi enfekte
edebilmek icin dallanir. Bu iplik, kok icerisinde tig ile alt1 radyal
tabakaya girdiginde, gelisen ipligin ontindeki i¢ korteks hiicrelerinin
kti¢tik gruplarindan bitkinin dis ylizeyine dik olarak (antiklinol)
mitoz boliinme faaliyetleri baslar. Boylece apikal tip hiicre kitlesi
(apikal nodiil) olusumu baglamaktadir.

Enfeksiyon ipliginin dallar1 daha 6nceden uyarilmis olan
meristematik bolgedeki hiicrelere girerler.

Rhizobia tarafindan uyarilan selliilloz aktivitesi ile enfeksiyon ipligi
parcalanir ve rhizobia hiicre icerisinde serbest kalir. Rhizobia
enfeksiyon ipliginden gelisen bir peribakteroid zar icerisinde ve
bakteriler tarafindan salgilanan "zoogleal” matriks iceren
mukosakkarit ile cevrilirler (Kiziloglu ve Oztiirk, 1992).

Bu sekli alan bakteriye, "bakteroid” denir.

Bakteroidler X, Y, T veya diizensiz sekillerde olabildikleri gibi N2
fiksasyonu i¢in gerekli olan nitrogenaz enzimini icerirler (Alexander,
1961).



Enfekte olan korteks hiticreleri ile bunlara komsu olan hiicrelerin
niikleuslar1 biytir. Komsu korteks hiicrelerde yeni meristematik
aktivite baglar. Bu hiicrelerde bakteroidler tarafindan isgal edilir.
Diger korteks tabakalarida nodil gehsmesine katkida bulunurlar.
Enfeksiyon ipliginin dallar1 geriyeepidermise dogru uzanirlar ve
enfeksiyon ipliginin ontinde bir apikal meristem gelisir. Bu
meristern ile nodiiliin cevresindeki tabakalar enfekte olmamislardir.
Provaskiiler bantlar onceden olusarak riodiil meristerni ile ayni
hizda gelismesini stirdiiriir. Provaskiiler bantlardan, kok vaskiiler
sistemiyle birlesen cevresel bir vaskiiler sistem gelisir. Bir olgun
apikal tip nodiilde dort farkli bolge vardir.

Bunlar:
Apikal meristern
Bakteroid bolge
Vaskiiler sistem

Dejerierasyon bolgesi (Sekil 7.2).



Sekil 7.2. Apikal nodiil (Kiziloglu ve Oztiirk, 1992).



Uc tip nodiil olusumu vardir. Bunlar:

Apikal nodiller :

Yonca (Medicago ), ti¢giil (Trifolium ), mercimek (Lens ), bezelye
(Pisum), fig (Vicia)'da bulunur.

2) Kiresel nodiiller :

Fasiilye (Phaseolus), soya (Glycine), Boriilce (Vigna)'de bulunur.
3) Yaka (halka) nodiiller:

A Bakla (Lupinus )'da bulunurlar.

Nodiil sekli ne olursa olsun rhizobianin varligi hissedilir hissedilmez
hiicre i¢ci DNA sentezinin duplikasyonu yeniden olugsmaktadir
(Kiziloglu ve Oztiirk, 1992).

Nodiiller asagidaki 6zelliklerinden dolay1 koklerden ayrilirlar
(Ismailcelebioglu, 1980).

1- Nodiiller bakteri enfeksiyonu ile olusurlar.

2- Korteks icinde bir bakteroid alanina sahiptirler.
3- Nodiillerin orta silindirleri yoktur.

4- Kok bascigina benzer bir yonleri yoktur.



Resim 1 ve 2'degoriildiigi gibi baklagil bitkisinin kokleri tizerindeki
az sayida, buytik nodiller etkili Rhizobium izolatina
isaretetmektedir (Kiziloglu, 1991, Kiziloglu, 1992). Aksi durum ise
etkisiz Rhizobium izolatini gosterir (Tablo 7.3).

Tablo 7.3. Etkili ve Etkisiz Rhizobium Izolatlarinin
Karsilastirilmas: (Ismailcelebioglu, 1980).

Ozellikler Etkili Nodiiller Etkisiz Nodiiller

Biyiikliik Biiyiik Kiiciik

Renk Pembe Renksiz

Sayi Az Cok

Yer Kéﬁﬁn yukarisi Kokte yaygin

Yas Uzun Kisa

N2 Fiks eder Fiks etmez

Bakteroid Var Yok




7.2.2. Nodiillerde Azot Fiksasyonunun Biyokimyasi

Azot fikseeden olgun bir nodiil, pembe renklidir. Bu renge
"leghemoglobin” denen hemoglobin benzeri bir proteinin tiretimi
neden olur.

Azot fiks eden noditllerde hem bakteroidler hemde
leghemoglobin bulunur.

Leghemoglobin simbiyoza 6zeldir
Ancak Nitrogenaz enzimi simbiyoza 6zel degildir.

Yani ne Rhizobium nede bitki tek balslna leghemoglobin
tretemezler. Ancak her ikisinin ortak (simbiyotik) yasamaci sonucu
leghemoglobin tretilir (Brock,1974).



Leghemoglobinden baska 18-20 kadar nodiile 6zel polipeptid
tanimlanmistir ve bu proteinler, konake1 hiicre sitoplazmasinda
sentezlenen toplam proteinlerin % 7-11'ni temsil ederler.

Nodiile 6zel olan "Nodulin" denen proteinlerin sentezi ancak
basarili simbiyotik iliskiler sonucu olmaktadir.

Nodiil icerisinde leghemoglobinin gorevleri;

1)- Azot fiksasyonu icin gerekli olan oksijeni belli bir basing
seviyesinde tutmalk,

2)- Azot fiksasyonu i¢in gerekli olan oksijenin tesirli olarak hiicrelere
difiizyonunu saglamak,

3)- Solunum aktivitesini hizlandirmak suretiyle daha fazla
azot fiksasyonunu saglamaktir.

Hiicreler yaslaninca leghemoglobinlerini kaybederler (Kiziloglu ve
Oztiirk, 1992).



Leghemoglobinin sentezi i¢in genetik bilgi bitki tarafindan tiretilir.

Iki farkl baklagil bitkisi, ayn1 Rhizobium tiirleri ile enfekte edilirse
elektroforetik farklar gosteren leghemoglobin proteinleri olusur.

Oysa ayni1 baklagil bitkisi iki farkli Rhizobium tiiri ile enfekte olursa
ayni leghomoglobin proteinleri olusur.

Leghomoglobin, nodiilde indirgenmis bir redoks potansiyeli
muhafaza ederek azot fiksasyonunda roloynar. Azot fiksasyonunun
mekanizmasi, N, fiks eden prokaryotlarin cogundakine benzerdir.



Nitrogenaz enzimi, iki demir-kiikiirt proteinlerinden olusmustur.
Bunlardan birisi, 60.000 molekiil agirligiyla demir proteindir.

Demir proteini kiibik bir yapr icerisinde 4 demir 4 aktif kiikiirt
atomu igerir.

Ikincisi daha biiyiik demir-kiikiirt protein1 olup her molekiiliinde 28
ila 32 arasinda degisen demir ve 28 aktif kiikiirt atomuyla birlikte 2
molibten atomu icermektedir. Ikinci demir-kiikiirt proteininin
molekiil agirlig1 ise 200.000 ile 300.000 arasinda degismektedir.

Nitrogenazin aktivitesi icin her iki proteininde bulunmasi gerekir
(Burns ve Hardy, 1975; Paul ve Clark, 1989).

Bu iki protein N, nin, NH,'a rediiksiyonunu kataliz ederler.

Fe-S-Protein

Fe-Mo-S Protein




Sekil 7.3. Bir nodiil igerisindeki biitiin reaksiyonlar (Evans ve ark.,
1977).




Ayrica nitrogenaz enzimi;

dinitrojen (N=N)'i ------------- >NH, + H,'e

asetilen (HC=CH)'i ----------- > etilene (H,C = CH,),
nitroz oksid (N=N-O)'i ------- >N, + NH/'a,

siyanid (C=N)'i ---------------- >CH,_ + NH,/a,

azid (N=N-N)'i ------------——--- >N, + NH, + N,H e,
Siyanojen (N=C - C=N)'i ----> CH,'a ve

Allen (H,C=C=CH.)'i ---- > H,C-CH = CH,

bilesigine indirger

(Akcin, 1980; Paul ve Clark, 1989; Keha ve Kiifrevioglu, 1993).



Bakteroid icerisinde elektronlarin tasinmasi, normal metabolik
yollardan elektron tasiyicilari flavodoksin ve ferrodoksine ve oradan
da demir proteinine dogru gerceklesmektedir (Sekil 7.3).

Demir proteini ve ATP kompleksi, inorganik fosfatin (Pi) serbest
kalmasi ve ADP olusumu ile demir-kiikiirt proteinini indirger. Bu
protein, elektronlar1 N,'a veya yukarida adi1 gecen maddelere
(asetilen, nitroz oksid, siyanid v.s.) gecirir. N, fiksasyonu sirasinda
aktif hale gelmis olan molibden-demir proteini bir kissm H* iyonunu
da H,'e indirger. H* iyonu ve N, degisik miktarlarda indirgenirler.

Diistik elektron akiminda H* iyonu dominant olup en fazla H,
uretilir. Yuksek ATP icerigi ve yiiksek elektron akiminda ise N,
dominant olup en fazla NH, olugturulur. Optimum laboratuvar
kosullarinda saflastirilmis nitrogenaz kompleksinden
indirgenebilen madde herbir elektron gecisi icin 2 ATP gerektigi
tespit edilmistir.

N, rediiksiyon siirecini gosteren reaksiyonlar asagida goriilmektedir:



Hidrojen dongtisii nitrogenaz aktivitesi ile sabit bir durum gosterir.
Tim organizmalardaki nitrogenaz sistemi ayni olup, mevcut H*
iyonunun H,'e ve ayn1 zamanda azotun (N,) NH,’a indirgenmesini
katalize eder.

Bazi Rhizobium japonicum izolatlar: tarafindan ve cowpea (bortilce)
grubu baklagillerde ya ¢ok az veya hi¢ H, olusumu gerceklesmez.
(unkd bu tip Rhizobium izolatlar1 tarafindan olusturulan
bakteroidler hidrogenaz kompleksini sentezlerne kabiliyetindedir.

Ayrica H, 'in suya oksidasyonunu katalize eder. Bazi Rhizobium
izolatlar1 nitrogenaz katal}i,zi ile ortaya ¢ikan H,'le harcanan
enerjinin bir bolimiini geri kazanma kabiliyeti gosterir. Bunlara,
hidrogenaz pozitif (Hup+) veya hidrojen alimi pozitif izolatlar
denmektedir. Bu izolatlarﬁ)a asilanan (inokiile edilen) baklagiller,
hidrogenaz negatif (Hup-) izolatla asilananlardan daha fazla azot
fikse ederler.

Eger nodiillerde H, salinimi1 (Serbestlenrnesi) meydana gelmiyorsa
bakteroidlerde oksijene bagimli hidrojen alimi sisteminin
bulundugu ve izolatlarin digerlerine gore tistiin oldugunu gosterir

(Evans ve ark., 1977; Schubert ve Evans, 1977; Cakmakci, 1987; Paul ve Clark, 1989).



Sekil 7.3. nodil icerisindeki biitiin reaksiyonlar1 gostermektedir.
Sekilden de anlasilacagi gibi azotun amonyaga indirgenmesi
sirasinda hidrogenaz enzimi, olusan H, ni okside ederek ilave enerji
saglamaktadir. Bu ozellik Rhizobium izolatlarinin azot fikse etme
gliclerinin yaklasik % 30 oraninda artirilmasini saglamaktadir
(Cakmakgi, 1987).

Bitki yapraklar1 tarafindan fotosentez sirasinda sentezlenen sekerler
koklere tasinirlar, veya dogrudan yada organik asitlere dontistiikten
sonra azot fiksasyonu i¢in elektron vericisi (donor) olarak
kullanilirlar

(Brock, 1974).



Fiksasyonun ilk trani NH,*'dur. NH,*dan olugmus glutaminin
yuksek seviyeleri, NH,*'u asimile eden glutamin sentatazin
adenilasyonuna sebep olur (Sekil 7.4). Bu bakteroid igerisinde yeni
nitrogenazin Uiretimi icin kodlamay etkiler.

Nodullerdeki bakteroidler tarafindan uretilen NH,*, konake1
hiicreye organik formlar olarak verilir. [liman iklim bitkilerinin
nodillerinde bulunan glutamat dehidrogenaz (GDH) ve GOGAT
(glutamat sentaz) ile NH,*'un konakg1 bitkiye ilavesi iki sekilde
olur.

Sekil 7.4'de goruldugu gibi soliisyon igerisinde NH,* konsantrasyonu
1.5 mm 'den daha fazla oldugunda, glutamat dehidrogenaz yolu
izlenir. Boyle yiiksek NH,* konsantrasyonlari, nitrogenaz sentezini
yavasglatir. Ancak soliisyondaki NH,* konsantrasyonu 1.5 mm'dan az
olursa glutamin sentetaz (GS) ve glutamat sentaz yolu izlenir.
GS, nitrogenaz diizenlemesinde (regulasyonunda) ve enzim
olusumu icin gereken bakteroid proteininin tiretiminde de roloynar.



Sekil 7.5'de gorildiigii gibi glutamin, nodtillerden kokteki ksilem
icerisine salgilanir. Ancak bu fazla degildir. Yiiksek fiksasyon
kosullarinda bu amid, glutamin metabolizmasinin yan tirtinleri olan
asparagin (1liman iklim bolgesi baklagillerinde) veya tire (tropikal
baklagillerde) allantoin ve allantoik asit olarak nodillerden 6nemli
miktarda ksileme tasinan azotun yaklasik % 10 gibi onemli bir
kismini karsilar (Atkins, 1987).

Asparagin ve glutamin amidleri, ireden daha eriyebilir 6zellikte
oldugu icin daha diistik sicaklik kosullarindaki 1liman iklim
bolgesinin baklagil bitkilerine daha iyi adapte olmuslardir. Soz
konusu azotlu bilegiklerin C:N oranlar disiik oldugundan
tasinmada daha diisiik karbon miktarlar: gerekir (Sekil 7.6).



Sckil 7.5. Tropik ve ihman iklim bélgelerinin baklagil nodiillerinde
amonyumun assimilasyonu (Atkins, 1987).



Bu "tasinan-erimis maddeleri” olusturan glutaminin daha ileri
metabolizmasi, gerek nodiildeki farkli hiicre tipleri gerekse cok
sayida bitki hiicre organelleri tarafindan etkilendiginden son derece
karmasiktir.

Fiksasyonun onemli bir tirtinti asparaginin olustugu ac1 bakla
(Lupinus albus L.) nodillerinde glutamin-N'u, ya plastidlerde yada
sitosolda (sitoplazma icerisinde kat1 organeller digindaki sivi
kisimda) asparagine transfer edilmis amino-N'"u ile glutamat (amino
asit) olusturmak icin GOGAT'da lokalize olmus bir plastid
tarafindan kullanilir. Daha sonra asparagin sentetaz, asparagin
olusturmak icin sitosolik bir reaksiyon ile aspartat ve glutaminin
amid-N'unu kullanir (Atkins, 1987).



Nodiiller tarafindan saglanan amino asitler, konake1 bitkinin yasam
dongisti ile ilgilidir. Genc baklagil bitkisi koklerinin infeksiyondan
sonraki bir ka¢ giin icinde N, fiks eden bakteri, tamamen bitkiye
bagimli olup sentezlenen amino asitler nodiillerin biiylimesi icin
kullanilir. Daha sonra tiretilen amino asitlerin ¢cogu konaker bitkiye
tasinir. Ciceklenme devresinin son bu Imasiyla amino asit
aktarilmasi olay1 sona erer (Aydemir ve Ince 1988).

Toprakta bulunan nitrat, hem nodulasyon hemde N, fiksasyonu
tizerinde bir inhibitor etkiye sahiptir. Inhibisyonun mekanizmasi
hentiz anlagilamamistir. Nitrat assimilasyonu fazla miktarda organik
substratlar1 gerektirir ve nitrat rediiksiyonunun ilk tirtini olan NO -
leghemoglobin ile kompleks olusturabilir ve leghemoglobinin
oksijen basincini ayarlama 6zelligini yok edebilir (Paul ve Clark,

19089).



Baklagil nodiilleri icerisine oksijenin difiizyon oranlari, N,
fiksasyonunu artirabilir. Kisa stirelerle asir1 sulama veya su baskinlari
nodil fonksiyonuna zararlidir. Normal % 20'den daha fazla
atmosferik o, konsantrasyonlarinin N, fiksasyonunu artirdigi %
50'den daha fazla oldugunda ise inhibe ettigi bulunmustur. Hem
yarayish karbon hemde o, 'in saglanmasi simbiyotik fiksasyon
tizerinde onemli etkilere sahiptir. Karbon veya oksijen miktarlarina
getirilen herhangi bir sinirlama sadece fiksasyonu degil ayni
zamanda meydana gelen hidrojeni de etkiledigi bulunrriustur.

Mevcut o,'den meydana gelmis ATP miktari, H,'in okside edildigi
zaman meydana gelen ATP miktarina gore karbonhidratlarin okside
edildigi zaman meydan~a gelen ATP miktarindan daha fazladr.



7.2.3. Azot Fiksasyonunun Enerjileri

Bir mol azot-u-n (N,) rediiksiyonu icin, 0.22 mol glikozda bulunan
enerji gereklidir. Nitrogenaz ve hidrogenaz fonksiyonlarina NH +
assimilasyonuna ve bunun organik sekillere doniisimiine fiks olmus
azotun tasinmasina, nodiiliin gelismesine ve korunmasina fiks
edilmis bir mol N, i¢in toplam olarak 1.13 ile 2.37 mol arasinda
degisen glukoz gereklidir.

Bunun gram olarak ifade edilmesi ise baklagil simbiyosisi ile bir
gram azotun fiks edilmesi i¢in, toplam olarak 2.9 ile 6.1 arasinda
degisen fotosentetik karbonun kullanilmasi gereklidir (Paul ve
Clark, 1989).






7.2.4. Baklagil Bitkilerinin Asilanmasi
Asilama (inokiilasyon); genc bitkide nodiil olusumu saglamak
veya artirmak amaciyla tohumu veya topragi konakei baklagil

bitkisine 6zel (Tablo 7.2) etkili azot fikse etme yetenegi yliksek olan
yeterli sayida rhizobia (Inokiilant) ile bulastirmaktir.

As1 materyali olarak kullanilan
Rhizobium kilttirleri iki grup altinda toplanur.

Birincisi, birden fazla baklagil bitki grubuna (¢apraz asilama grubu)
dahil olan bitkilerin (yonca, ticgiil v.b.) nodiillerinden izole edilen
Rhizobium izolatlarini bir arada iceren kiltirlerdir.

Ikinci gruba girenler ise bir baklagil bitki grubuna (yonca) dahil olan
bitkilerin nodiillerinden izole edilen izolatlar1 iceren kiltiirlerdir

(Ulgen, 1975).
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Rhizobium izolatlarinin azot tespit etme yeteneklerinin farkl olusu
pratik bakimdan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bugiin diinyada cesitli
tilkelerde azot tespit etme yetenegi yiiksek olan Rhizobium izolatlar
denemelerle secilip tiretilerek baklagil bitkilerinin asilanmasinda
kullanilmaktadr.

Tarla denemeleri sonucunda, yoncada oldugu gibi kiiciik bir tohum
basina en az 104 adet,

soyada oldugu gibi biiytik bir tohum basina ise en az 107 adet
rhizobia iceren as1 materyali, maksimum etkili bulunmustur.

Ortalama olarak bir kg tohuma 4 gr as1 materyali, bir cok tohum
tipleri i¢cin uygundur (Paul ve Clark, 1989).

Tohumla agilamada tohumlar ekimden 6nce uygun inokiilantla
kaplanmalidr.
Eger mevcutsa tohumlarin fungusitelere karsi Thiriam

(Tetramethylthiuram disulfide, Bis (dimethylthiocarbamoyl) disulfide) ile
muamele edilmesi uygun olur (Cakmakgi, 1987).



Tohumlarin inokiilantlarla kaplanmasina yardimci olmak tizere bir
miktar akasya zamki (gum arabic) veya seker ile biraz su icerisinde
tohumlarin glineste tutulmadan karistirilmasi gerekir.

Tohumlarin inokiilantla peletlenmesi ise avantajli bulunmustur.

Peletleme; tohumlar: peat tabanli inokulant yapistiricisi ile
1islatmay1 daha sonra iyice toz haline getirilmis kirectasi gibi bir
bilesikle kaplamay1 icermektedir.

Tropik kosullarda ekseriye toz haline getirilmis kayafosfat, kirectasi
yerine kullanilir. Cinki kirectasi aside toleransl bakterilere
zararhdir.

Suda ¢oziinen yapistiricilardan polivinil asetat, politireten poliiire
vernikleri veya coziinebilen recineler; kirectasini, kaya fosfati veya
peat-tabanli inokiilant1 tohumlara yapistirmak i¢in kullanilabilir.

Tohumlar inokiilantla kaplandiktan sonra derhal ekilmeli ve tizeri
toprakla orttilerek kuruma onlenmelidir (Cakmakgi, 1987; Paul ve
Clark, 1989).



Tohumlar sicak ve kuru toprak ytizeyine ekildiginde veya tohumlar
zehirli pestisidlerle kaplandiginda, rhizobia tohumlarin asagisindaki
nemli topraga verilebilir. Ancak etkisiz dogal rhizobianin dogrudan
tohuma uygulanan etkili rhizobia miktarindan daha fazla topraga
verilmelidir. Bu ise daha fazla emek ve sermaye isteyen pahali bir
yoldur.

Asilama materyalinin sulama suyu ile ¢cimlenmis 2-3 cm boya erisen
soya ve mercimek bitkilerine verilmesi durumunda ise triin verimi
ve protein miktarlarinin arttig1, tistelik bu gerek tarla gerekse sera
calismalarinda Rhizobium kiltirlerinin asilama materyali olarak
kullanilmasi durumunda baklagil bitkilerinde asilamanin 4-12 kg
azotlu glibrelemeye esdeger oldugu tespit edilmistir. (Kiziloglu, 199i;
Kiziloglu, 1992; Kantar ve ark., 1994).

Tablo 7A de cesitli baklagil bitkileri tarafindan tespit edilen

azot miktarlar1 verilmistir (Ersin, 1978).



Tablo 7.4. Cesitli Baklagil Bitkileri Tarafindan Tespit Edilen azot
Miktarlan

% 21'lik % 21'lk
Amonyum N |Amonyum
silfat Baklagiller /da| Salfat

Esdefier Esdegeri
24 | 120 [morstee | i | 55
~ m-m_ 10 ‘
n“ Soya Fasiil 40
mm—m_ 8 40
Mercimek | 13 | 65  |Yer Fsum | s | 2




Baklagil bitkiterinden soyanin gerek tohumlar1 gerekse sulama suyu
araciligi ile kok sistemleri 6zel Rhizobium izolat%arl ile asilanmak
suretiyle bu bitkilere atmosferin serbest azotundan yararlanabilme
olanagi saglamaktadir. Bu durum ayni zamanda bitkilerde tirtin ve

protein artisini olumlu yonte etkilemektedir (Dunigan ve ark., 1984a,b;
Blackwell ve ark., 1985; Emiroglu ve ark., 1986; Mukhtar Naib; 1987; Kiziloglu 1991).

Onceden soya yetistirilmis tarla topraklarinda ise etkili R. japonicum
izolatlar ile agilama yapilmasi bu topraklarda nadiren tirtin

artislarina sebep olmustur (Abd ve Erdman, 1964; Kapusta ve Rouwenhorst,
1973; Ham ve ark., 1976; Boonkerd ve, ark., 1978; Semu ve Hume, 1979; Ellis ve ark.,

1984).
Di]ger baklagil bitkileriyle de Rhizobium izolatlariyla asilama
calismalar1 yapilmastir.

Bunlardan Goéktan ve Madanoglu (1975) yonca, Ak¢in (1976) tarla
fasulyesi; Ulgen (1978), Ersin (1978) ve Kiziloglu (1995) fig; Senanayake ve
ark., (1987) bortilce; Kiziloglu (1'992) ve Kantar ve ark., (1994) mercimek
bitkileriyle deneme yapmislardir.

Sonuc olarak arastiricilar, asilama ile azot fiksasyonunun buna bagh
olarak Giriin miktimnin artis gosterdigini kaydetmislerdir.



7.2.5. Simbiyotik Azot Fiksasyonunu Etkileyen Faktorler
7.2.5.1. Azot Icerigi

Azot, diger besin maddelerinden farkli olarak bitki kokleriyle
inorganik bilegikler olarak alinirken etkili nodiillerle de serbest azot
formunda (N,) alinur.

Toprakta yliksek miktarda kullanilabilir azotun bulunmasi nodiil
olusumunu engellemektedir.

Ornegin topraktaki azot miktarinin 400 ppm kadar yiiksek miktarda
olmasi nodul olusumunu engellemektedir.

Cunki fazla azot miktar1 baklagil bitkisinin karbon-azot oraninin
daraltilmasi olan azot ytidesinin artmasiyla nodiil olusumunda
onemli olan kok kivrilmalarini 6nleyerek. Rhizobium bakterilerinin
nodiil yapmak icin koke girisine engel olurlar (Ulgen, 1975). Ancak
bu sorun yliksek azot diizeylerine toleransli Rhizobium izolatlarinin
secimi ile ortadan kaldirlabilir.

Bir baska onlemse topraga 1slak saman karistirilmasi gibi basit bir
tarimsal uygulamadir. Bu yolla topraktaki yarayish azot hizla diger
mikroorganizmalar tarafindan tiiketilir ve Rhizobium -baklagil
simbiyozunun gerceklesmesine yardimci olur.

Kum kialtiirinde soya ve ladino ticgiilii ile yapilan bir arastirmada da
NH,* olarak ilave edilen azot miktar arttik¢a atmosferden fiks edilen
azot miktar1 azalmaktadir.






7.2.5.2. Makro Besin Maddelerinin Etkisi

Fosfor, protein sentezinde rol, oynayan onemli bir besin maddesidir.
Baklagillerin diger bitkilere gore protein icerigi bakimindan zengin olmasi,
bu bitkilerin fosfora gereksinimlerini artirmaktadir.

Ayrica toprakta potasyumun ve kiikiirdiin bulunmamasi durumunda, fazla
miktarda yarayisli azot olsada baklagil bitkileri protein, sentezi yapamazlar.

Potasyum nodul sayisinda,
kikirt ve fosfor nodiil sayi ve biuiytikligunde etkili olmaktadir.

Kalsiyum, toprak reaksiyonuna etki ederek baklagil bitkilerinin
gelismesine Rhizobium bakterilerinin ¢cogalma ve hayatini devam
ettirrnesine yardim eder. Kalsiyum tuzlarinin, ozellikle asit topraklarda
nodul olusumuna, buyuklugune, sayisina ve konakci bitkinin protein
icerigine olumlu etkileri olmaktadir.

Ayrica kalsiyum iyonlari, fosfor, bor, mangan ve molibdenin konakci bitki
tarafindan alinmasina yardim eder.



Magnezyumun en onemli islevi, krolofil rnolekiiliniin merkezinde
yap1 elementi olarak bulunmasidir. Bunun yaninda, Mg+ bir cok,
fizyolojik olaylarda da onemli gorevler tistlenmistir.

Bunlarin icinde en 6nemlisi tiim enzimleri aktiflestiren fosforlagsma
stireclerinde kofaktor gorevidir. Magnezyum (Mg+2), ATP ve ADP'nin
pyrofosfat yapisi ile enzim molekiilii arasinda, bir kopri olusturur.

Fostforilasyon olayini etkinlestiren tek iyon Mg*2 degildir.

Bazen bu islevi Mn*2 ve daha az olmak kaydryla diger bazi
katyonlarda tstlenebilir. Boylece Mg*2 baklagillerde nodiil
olusumunu ve azot fiksasyonunu artirmaktadir

(Cakmakci, 1987; Aydemir ve ince, 1988).



7.2.5.3. Mikro Besin Maddelerinin Etkisi

Demir, bakteroidlerde N, fiksasyonunda rol oynayan proteinlerin
yapisinda yer alir. Molekiiler N, un gercek indirgenme yeri
nitrogenaz enziminin Fe-Mo protein kompleksi olup bu komplekse
elektronlar Fe-protein kompleksinden saglanir.

Nitrogenazin Fe-protein kompleksi ise bu elektronlari demir
proteini olan ferrodoksinden alir.

Demirin gerek nitrogenaz gerekse hidrogenaz sistemlerinde gorev
yapmasi N, fiksasyonu icin son derece onemlidir.



Kobalt, Bi2 vitamininin metal bilesenidir. Bu besin maddesi, biiyiik bir olasilikla
leghemoglobin sentezini denetleyen propionat olusum yolunda gereklidir.

(bakteroidlerde ve kiiltiire alinmis Rhizobium hiicrelerinde gerceklesen
dontistime gore, tiretilen sussinil CoA, glisin ile reaksiyona girerek
aminolavulinik (ALA) asid ve buda ---> propionat ----> propionil CoA ----
> Metin malonil CoA ----> Sussinil CoA yollarini izleyerek
leghernoglobine donitstir)

Bakirin leghemoglobin veya molekiiler oksijene elektron tasinmasryla ilgili
enzimlerin sentezinde gorev yapmasi, yakin bir olasiliktir. Cu noksanligi gosteren
bitkilerde klorofil miktarinin azalmasi ve karbonhidrat dolayisiyla azot
metabolizmalarinin bozulmasina neden olmaktadir.

Molibten, nitrogenaz ve nitrat rediiktaz gibi iki onemli enzimin gerekli bilesenidir.
Molibden noksanligi, baklagillerde ve kizilagaclarda azot beslenmesini sinirlar.

Fosforilasyon olayini etkinlestirmede rol oynayan Manganin noksanlig1 bitkilerde
klorofil olusumunu azaltmakta, kloroplastlarin fonksiyonunu aksatmakta, karbon
asimilasyonunu onemli derecede azaltmaktadir. Bu nedenle meydana gelen
karbonhidrat noksanligi azot ve metabolizmasini bozmaktadir

(Ulgen, 1975; Aydemir ve ince, 1988; Aydemir, 1993).



(inkonun nodiil olusumuna etkisini gosteren arastirmalar azdir.
Bazi arastiricilar Zn noksanligi gosteren baklagillerin kiltir
solusyonlarinda bir ¢ok kok nodili olusturdugunu tespit
etmislerdir. Kii¢ciik olan bu nodiillerin normal olarak atmosfer
azotunu fikse ettikleri saptanmuistir.

Bor, her ne kadar Rhizobium icin gerekli degilse de normal kok ve
nodil olusumu icin gereklidir. Bor noksanliginda, bezelye ve bazi
baklagillerinin azot noksanligindan zarar gordiigu tespit edilmistir

(Ulgen, 1975).



7.2.5.4. Degisen Toprak Tipleri

Topraklarin, pH, organik madde icerigi, iyonik bilesimlerine bagl
olarak bir Rhizobium izolati, bir toprak tipinde etkili olurken diger
toprak tipinde etkisiz olabilir. Bu nedenle Rhizobium inokulanti
veya izolat1 nerede kullanilacaksa izolatin o ¢evreden izole edilmesi
basar1 sansini1 6nemli 6l¢tide artirmaktadir (Cakmakei, 1987).

Yesil mercimek ve adi fig bitkileriyle Erzurum'da yapilan
denemelerde bu ilin cesitli yorelerinden izole edilen R.
leguminosarum izolatlarinin bitkilerin azot icerigini ve tirin
miktarini artirdiklar tespit edilmistir

(Kiziloglu, 1992; 1995; Kantar ve ark., 1994).



7.2.5.5. Nem, Icerigi

Rhizobium bakterileri kurakliga ve asir1 su miktarina karsi
hassastirlar. Azot fiksasyonu i¢in en uygun nem diizeyi topragin su
tutma ikapasitesifiin % 84 't kadar oldugunda elde edilmistir (Ulgen,

1975).

7.2.5.6. Hava Durumu

Havalanma durumu 1y1 bir striiktiire sahip olan tarla topragina,
asilama materyali olarak kullanilan aerobik olan Rhizobium
bakterileri kolayca adapte olmakta ve cogalmaktadir.

Ince tekstiirlii tczlpraklarda baklagil bitkileri kaba tekstiirli
topraklara gore daha zayif bir gelisme gosterirler.

Ayrica, havalanmanin kotii oldugu kosullarda soz konusu bitkilerin
nodillerinin leghemoglobin icerikleri daha azdir (Ulgen, 1975).



7.2.5.7. S1caklik

Sicaklik, genel olarak bitki metabolizmasini etkiledigi gibi, nodiil
olusumu ve N, fiksasyonu tizerinede 6nemli etkide bulunmaktadir.

Genelde Rhizobium gelismesi icin optimum sicaklik 28 °C'dir. Ancak
bu deger Rhizobium izolatlarina ve cevresel kosullara bagh olarak
degisme gosterir.

Bu nedenle yiiksek ve diistik sicakliklarda calisma yapildigi zaman

bu sicakliklara tolerans gosteren izolatlarin se¢ilmesi ve konakci
bitkinin optimum gelisme sicakligininda dikkate alinmasi gerekir.

Rhizobium izolatlarinin 40 '°C'nin tizerinde etkinliklerini
kaybettikleri bilinmektedir (Cakmakgi, ,1987).



.2.5.8. Toprak Reaksiyonu (pH)

Rhizobium'larin gelismesi 1¢cin en uygun pH 6.8'dir. Rhizobium
izolatlarinin gelismeleri icin pH 4 ile 8.5 arasinda degisme
gostermektedir.

pH araliginin genis olmasi soz konusu bakterilerin farkl yorelerde
kullanimini olas1 duruma getirmektedir. Diistik pH aliiminyum,
mangan ve kalsiyum noksanligina neden olur (Alexander, 1961;
Cakmak¢1,1987).

Toprak tuzluluguna genelde Rhizobium 'lar bitkilerden de fazla
direncli olup tuzlu topraklarda Rhizobium soya ortak yasama etkisi
ile ilgili yapilan arastirmalarda artan toprak tuzlulugunun nodiil
olusumunu ve azot fiksasyonunu azalttigr bulunmustur (Singleton
ve Bohlool, 1983; Hamdi ve ark., 1984; Cakmakg¢i, 1987).



7.2.5.9. Bitkisel Faktorler

Simbiyotik yasamin tizerine konake1 bitkinin cok onemli roli
olmaktadir. Konakg¢i bitki, Rhizobium 'un taninmasini diizenleyip
kontrol eden ve enfeksiyon baslangicini olasi kilan 6zellige sahiptir.

Ozel Rhizobium izolatlarinin, konakgi bitkiler tarafindan karisik
populasyon arasindan se¢ilmesi oldukea ilgi cekicidir (Cakmaket,

1987).
Konakg¢i1 genleri nodiil olusumundan sorumludur. Nodiil

icerisindeki o, basincini ayarlayan leghemoglobinin apoprotein
yarisi bitki tarafindan, hem yarisi ise bakteri tarafindan kotlanur.

Etkisiz nodiiller leghemoglobin yoklugu ve bol nisasta ile
karakterize edilirler (Kiziloglu ve Oztiirk, 1992).

Ayrica konak bitki nodiillere az karbonhidrat sagladigi zaman, azot
fiksasyonuda inhibe edilmektedir (Akgier, 1981).



7.2.5.10. Bakteriyel Faktorler

Anormal durumlar ortaya c¢ikaran bircok rhizobiyal izolat, elde
edilmis olup bunlar antibiyotige direncli veya oksotrofik
mutantlardir. Bunlar;

enfeksiyon ipliginden salinimdaki basarisizlik,
bakteroid haline doniisememe,
anormal morfolojiye sahip bakteroid olusturma,
hidrogenaz aktivitesinin bulunmayisi veya
tumor benzeri yapilarin olugsmasi
sonucu azot fiksasyonuna engel olurlar (Kiziloglu ve Oztiirk, 1992).

Ayrica azot fiks etme giicii yiiksek izolatlarla dogal populasyon
arasindaki rekabetin, dogal izolatlarin yoniinde bozulabilmesi de
azot fiksasyonunda olumsuz etki yapmaktadir.

Bunlarin disinda bazi biotik faktorler ornegin fajlar, sitona vb.
zararlilarin azot fiksasyonunu azalttig1 tespit edilmistir (Cakmake,
1987).



3. Simbiyotik Olmayan (Non-Simbiyotik) Azot Fiksasyonu

Toprakta serbest olarak yasayan bazi mikroorganizmalarin
atmosferin molekiiler azotunu topraga fiks ettikleri bilinmektedir.

Buna Simbiyotik Olmayan Azot Fiksasyonu denir.

Serbest yasayan ve atmosferik N, 'u topraga fikse eden bakterileri
1890 y1linda Winogradsky izole etmis ve bunlar1 Clostridium ve
Azotobacter olarak tanimlamistir.

Beijerinck ise 1941 yilinda A. chroococcum'u bulmustur (Paul ve Clark,
1989).

Non-simbiyotik azot fiksasyonunu gerceklestiren organizmalar dort
grupta toplanmistir. Bunlar;

1. Heterotrofik bakteriler : Azotobacter, Acbromobacter, Aerobacter,
Azotomonas, Pseudomonas ve Bacillus polymyxa.

2. Kemoototrofik bakteriler : Methanobacillus omelianskii,

3. Mavi-yesil algler: Anobaena, Anabaenopsis, Aulosira, Calothrix,
Cylindrospermum, , Nostoc ve Totypothrix.

4. Fotosentetik bakteriler: Chlorobium, Chromatium,
Rhodomicrobium, Rhodopseudomonas ve Rhodospirillum
(Alexander, 1961).



Yukarida ad1 gecen bazi mikroorganizmalar Ile kiiltiir besiyerinde
molekiiler azot fiksasyonu miktarlari Tablo 7.6'da goriilmektedir.
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Buna gore Azotobacter vinelandii ve Clostrodium butyricum besi
yerindeki 1 gr karbon kaynagini okside olan sekeri iyi
degerlendirerek en fazla azot fikse eden bakterilerdir.

Azotobacter'ler 1 gr karbon kaynagini en iyi degerlendirebilen
aerobik bakterilerdir.

[liman iklim bolgelerinde iki 6nemli tiirt vardir. Bunlardan A.
chroococcum, 1 gr toprakta sayisi yiizbinlere ulasarak toprakta en
fazla bulunan tirdir. Soz konusu bakteri, bir dekar topraga yilda

ortalama olarak 2-4 kg arasinda azot fiks eder (Aydemir ve ince,
1988).



Azotobacter'ler araciligi ile topraga daha fazla azot kazandirilmasi
icin gerekli kosullar;

1- Topragin hava durumunun iyi olmasi,

2- Topraga C:N orani genis (33:1'den biiyiik) organik materyallerin
ilavesi,

3- pH'nin 6'dan biiylik olmasi ve

4- Toprakta yeterli olciide fosforun bulunmasidir.

Bu toprak isteklerine gore. Azotobacter 'in her toprakta bulunmasi
beklenemez (Cengel, 1993). Glinimiizde bu olumlu 6zelliginden
dolay1 Azotobacter kiiltirleriyle topragi asilayarak ytiksek bitkilerde
azot miktarini artirarak tiriin miktarini artirmaya yonelik
arastirmalar yapilmaktadir.



Brown ve ark (1964), Bugday, arpa, maydanoz, havug, ispanak,
turp, bitkileriyle Azotobacter spp. ile asilamislar ve tirtin
miktarinin arttigini gozlemislerdir.

[smailcelebioglu (1913), Azotobacter chrococcum kiiltiirleri ile
asiladig1 topraklar da yetistirdigi bugday bitkisinin dane
miktarinda % 47.08 patates bitkisinin yumru miktarinda % 63.49
oranlarinda artis tespit etmistir.

Paspalum notatum adl tropikal cayir bitkisi, kokleri tizerinde
Azotobacter bulundugu zaman dekara yilda 9 kg azot fikse
edilebilmektedir. (Aydemir ve Ince, 1988).



Azotobacter cinsinin hiicre sekli, pigment olusturma ve hareket
kabiliyeti gibi ozelliklerine gore bes tiirii vardir. Bunlar; 1-
A.chroococcum,

2- A. beijerinckii,
3- A. vinelandii,,
4- A. macrocytogenes

5- A. agilis'tir.

A. chroococcum ise pH 6'dan asagi olan kosullarda aktivite
gosteremez (Alexander, 1961).

Tropik bolgelerde bulunan A. beijerinckii, asit koslularda daha iyi

gelisir ve pH's1 3'e kadar diisen topraklarda bile azot fiks
edilebilir.

Bunlarin icinde onemli miktarlarda azot fikse edenlerden A.

agilis genellikle su birikintileri, goller ve durgun akan sularda
bulunur.



- Azot fikse eden non-simbiyotik anaerobik bakterilerin icinde en
onemlisi ise Clostridium cinsidir.

Bir gram toprakta sayilar1 ytizbine ulasir.

Clostridium 'lar pH 5'de gelisirler ancak pH g'da da gelisebilirler. Bu
genis pH araligindan dolay1 Aerobacter 'lere oranla daha genis bir
yayilma alanina sahiptirler.

Bir dekar alana yilda ortalama 1-1.5 kg kadar azot fikse ederler.
Bu cinse ait onemli turler;

C. pasterionum, C. butylicum, C. felsineum, C. kluyveri, C.
beijerinckii, C. lactoacetophilum, C. madisonii, C. pectinovorum, C.
tetranomorphum, C. acetobutylicumdur.



Non-simbiyotik olarak molekiiler azotu fikse eden diger
organizmalar mavi-yesil algler (Cyanophycea)'dir.
Bunlara iyi drenajli topraklarda rastlanmaz.

Ancak bunlar, su ile gollendirilmis celtik topraklarinda N,
fiksasyonuna onemli katkida bulunmakta ve boylece piring.
bitkisinin gelismesini artirmaktadirlar.

Artan 1sik intensitesi ile bu alglerin azot fiksasyonuda
artmaktadr.

Ancak asiri 151k, azot fiksasyonunu engeller.
Yar1 golge kosullar1 en uygundur.

Aulosira, Anabaenopsis, Anabaena, Cylindrospermum, Nostoc ve
Tolypothrix mavi-yesil alglere iligskin cinslerdir.

Bunlarin azot fiksasyonu Azotobacter ve Clostrodium 'dan ¢ok
daha azdir (Alexander,1961; Aydemir ve ince, 1988; Cengel, 1993),



Fotosentetik bakteriler ti¢, familyaya ayrilirlar. Bunlar;

1- Athiorhodaceae (non-kiikurt bakterileri),
2- Thiorhodaceae (Mor-kiikiirt bakterileri) ve

3- Chlorobacteriacsae (yesil-kiikiirt bakterileri).

Bu bakterilerin azot fiksasyonlari isik ile artis gosterir, O, ile
inhibe olur (Alexander, 1961).



7 3.1. Non- Simbiyotik Azot Flksasyonunun Biyokimyasi

Non-simbiyotik azot baglamada mikroorganizmalarin molekiiler
azotu hangi kademelerden sonra fikse ettikleri biyokimyasal olarak
giinumiize kadar agikliga kavusamamistir. Ancak bu konuda bazi
teorik aciklamalar yapilmistir.

Atmosferik molekiiler azotun, fiksasyon olayi sirasinda rediiksiyonu
icin biytik bir enerji harcamasi gerekmektedir.

Enerji, biyolojik enerjinin depo edildigi ATP'den,

rediiksiyon i¢in gerekli olan hidrojen ise (Kreps dongiistindeki)
solunum kademelerinden saglanmaktadir.

Ciunki mikroorganizmalar molekiiler hidrojeni olusturma
yetenegindedirler.



Mikroorganizmalarin molekiiler azotu fikse edilebilmeleri i¢in
hidrogenaz aktivitesi gosteren nitrogenaz kompleksinin
bulunmasi gereklidir.

Bu kompleks Fe, Mo ve SH gruplar iceren protein yapisindadir.

Genel olarak kompleks Fe-proteini ile Fe-Mo proteini olmak
tzere iki kisimdir. Azot fiksasyonunda her zaman son tirtiniin
amonyak oldugu bulunmustur (Cengel, 1993).

Fiksasyonun teorik aciklamasi Sekil 7 .7'de gosterilmistir .
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3.2.Non-Simbiyotik Azot Fiksasyonunu Etkileyen Faktorler

Bu azot fiksasyonunda nitrogenaz aktivitesi icin Fe, Mo ve S
kesinlikle gereklidir. Mo'in yerine vanadium kismen gecebilirse de
Mg, K, S, Fe ve P'un yerine diger eilementer gecemezler.

Fotosentetik bakterilerin disinda bagimsiz yasayan N, fikse eden
tim bakteriler, heterotrofturlar. Enerji gereksinimleri i¢in toprakta
hazir kolayca parcalanan ve C'ca zengin organik madde miktarinin
varligi, bu organizmalarca N, fiksasyonunu artirmaktadir (Cengel,

1993).



Molekiiler azotu asimile eden mikroorganizmalar; amonyumu,
bazen nitrati ve diger azotlu bilesikleri de kullanabilme
yetenegine sahiptirler. Ger¢cekte bu mikroorganizmalar
molekiiler azottan daha fazla ve tercihli olarak amonyum
tuzlarini kullandiklar1 i¢in topraktan alinabilir azot miktarinin
artmasiyla N, fiksasyonu engellenir. Ciinkii organizmalar hazir
azot varken, buiyiik enerji sarf ederek azot fiksasyonuna
gitmezler (Alexander, 1961).

Topraktaki hidorjen iyonlari konsantrasyonu non-simbiyotik
azot fiksasyonuna etki etmektedir. Azotobacter spp. genellikle
pH 6'dan asagi asit tarla kosullarinda ¢alismaz. Ancak
Beijerinckia spp. pH's1 3-9 arasinda degisen tropik ve subptropik
topraklarda N2 fiks edebilir (Alexander, 1961; Ismailcelebioglu, 1980;
Aydemir ve ince, 1988).






