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Aragtirmamizda kullanilan yabani baklagil bitkileri ( Medicago sativa, M.lupulina ve M.
varia) Erzurum iline ait yiiksek rakimli (2000-2500m) bolgelerden (Palanddken dagi,
Alibaba dagi, Turnagdl dagi, Hasanbaba dagi, Egerli dagi, Yildirim dagi, Cubuklu dagi,
Deveboynu mevkii, Kayakyolu mevkii, Telsizler tepesi ve Dumlu tepesi) Haziran ve
Temmuz aylarinda toplandi. Bu bitkilerden elde edilen nodiiller steril edilereck YMA
(Yeast Mannitol Agar) plaklarina ¢izgi ekim yapildi ve petriler 28+1°C’de 3-5 giin
siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda olusan tipik koloniler olusturan
(beyaz, saydam veya hafif mat, mukozlu, yuvarlak, kabarik) 39 izolat secilerek yatik
YMA tiiplerine aktarildi ve buzdolabinda +4'C’de muhafaza edildi. Sonraki asamada bu
izolatlar sitolojik ve biyokimyasal analizlerle tanimlanmaya calisildi. Bu amagla izolatlar;
Brom Thymol Mavili ve Kongo Kirmizili YMA’da tireme, gram 6zelligi, hareket, katalaz
ve oksidaz testlerine tabi tutularak degerlendirildi. Yapilan sitolojik ve biyokimyasal
analizler sonucunda elde edilen 39 izolatin 28’inin Rhizobium spp. oldugu tespit edildi.
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In our study used wild leguminous plants (Medicago sativa, M. lupulina and M. varia )
Erzurum belongs to the high altitude (2000 - 2500m ) regions ( Palandéken mountain,
Alibaba mountain, Turnagdl mountain, Hasanbaba mountain, Egerli mountain, Yildirim
mountain, Cubuklu mountain, Deveboynu locality, Kayakyolu locality, Telsizler and
Dumlu hill ) were collected during the months of June and July. Nodules were obtained
from this plant were sterilized, YMA (Yeast Mannitol Agar) plates were streaked and
petri dishes 28+1°C were incubated for 3-5 days. Colonies appear after incubation
typically constitute (white, clear or slightly opaque, mucosity, round, raised) 39 isolates
were selected and transferred to tubes and refrigerated YMA were stored at +4°C. In the
next stage, cytological and biochemical analyzes of these isolates were studied to
determine. For this purpose isolates; YMA containing bromothymol blue and congo red
reproduction, gram stain reaction, movement and subjected to catalase and oxidase tests
were evaluated. The cytological and biochemical analysis of results showed that 28 of 39
strains belonged to Rhizobium spp.
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Giris

Gelecekte diinyamizin  karsilasacagi en Onemli
problem, 2025 yilinda 8 milyara ulasacagi tahmin edilen
diinya niifusudur. Diinya niifusunun 830 milyonunun
aclik sinirinda oldugu ve kiiresel 1sinmaya bagli olarak
degisen iklim sisteminin gida iiretimi {izerindeki olumsuz
etkileri de g6z Oniine alindiginda Oniimiizdeki 20 yil
icerisinde en Onemli konunun tarimsal {iretim olacagi
tahmin edilmektedir.

Giiniimiizde tarimsal iiretimin artirilmast ig¢in azotlu
mineral gilibreleme maliyetlerinin yiiksek olmasinin
yanisira; bu giibrelerin ortamda farkli 6zel ihtiyaglarinin
olmast ve c¢evre kirliligine yol ag¢masi nedeniyle
topraktaki azot agigimin giderilebilmesi igin, biyolojik

azot fiksasyonu gibi, dogal ve daha ekonomik
kaynaklardan yararlanma c¢aligmalarina ilginin giin
gectikce arttifi  gozlenmektedir. Gerek simbiyotik

fiksasyon yapan Angiosperm tiirlerinin gerekse baklagil
bitki tiirlerinin birer azot liretim fabrikasi gibi ¢aligtiklari
bildirilmektedir (Bosgelmez ve ark., 2001; Ozer ve ark.,
2010; Andeden ve ark., 2013). Ilaveten, 6nemli bir
potansiyele sahip olan azot fiksasyonu araciligiyla topraga
baglanan azot miktarinin 175 milyon ton/yil oldugu tespit
edilmistir (Sarioglu, 1993).

Yurdumuzda, Hititler zamanindan bu yana tarimi
yapilmakta olan yonca (Medicago sp.) yem bitkilerinin en
Onemlisidir. Yonca tarmmimin %90-95’i ise Medicago
sativa ile gergeklestirilmektedir. Cok uzun Omiirlii olan
yoncanin ekonomik émrii 7-10 yildir. Otunun beslenme
degeri yiiksek olan bu bitki vitamin ve mineral maddeler
yoniinden zengindir. Yonca’da nodiil olusturan Rhizobium
tiirleri Sinorhizobium meliloti, Rhizobium meliloti veya
Sinorhizobium medicae (Lajudie et al., 1994; Zribi et al.,
2004; Villegas et al., 2006) olarak adlandirilmaktadir.

Cevresel faktorler azot fikse eden bitkilerin
aktivitelerini ve biiylimelerini sinirlayabilir. Rhizobium-
baklagil simbiyotik iligkisinde azot fiksasyonu bitkinin
fizyolojik durumu ile ilgilidir. Baklagil bitkilerde
nodiilasyon ve azot fiksasyonunu sinirlayan faktérlerin;
tuzluluk, uygun olmayan toprak asitligi, besin farkliligi,
yetersiz fotosentez, bitkisel hastaliklar, mineral toksikligi,
ekstrem sicakliklar, verimsiz ve asir1 toprak basincinin
oldugu bildirilmektedir. Cevresel sartlar; {istiin azot
baglama giicii olan bazi Rhizobium suslarinin kolonize
olmasin sagladigindan ve azot baglama potansiyellerini
olumsuz etkilediginden cesitli ekstrem ekolojik sartlara
adaptasyon saglamis suglarin se¢ilmesi ve asilamada

kullanilmas1 biiyiik 6nem arzetmektedir (Ogiitcii, 2008;
Ogiitcii, 2010). Erzurum gibi serin iklim kosullarimin
hakim oldugu bolgelerde, diisiik sicaklik sartlarina
adaptasyon saglamis suslarin tespitini amaglayan bu
aragtirmada, yiiksek rakimli bolgelerden toplanan yonca
bitkilerinden Rhizobium sp. bakterileri izole edilmis
sitolojik ve biyokimyasal analizleri yapilmistir.

Materyal ve Metod

Rhizobium bakterisi iceren yabani yonca bitkileri
(Medicago sativa, M .lupulina and M. varia) Erzurum
iline ait Palandoken dagi, Alibaba dagi, Turnagdl dagi,
Hasanbaba dagi, Egerli dagi, Yildirim dagi, Cubuklu dag,
Telsizler tepesi ve Dumlu tepesi’nden Haziran ve
Temmuz aylarinda toplandi (Cizelge 1). Bu bitkilerden
elde edilen steril nodiillerden YMA plaklarina ¢izgi ekimi
yapilarak, petriler 28+1°C’de 3-5 giin siireyle
inkiibasyona birakildi. Olusan tipik koloniler (beyaz,
saydam veya hafif mat, mukozlu, yuvarlak, kabarik)
secilerek yatitk YMA tiiplerine aktarildi ve buzdolabinda
+4°C’de muhafaza edildi (Atici, 2005; Ogiitcii2010).
Daha sonra elde edilen 39 izolat sitolojik ve biyokimyasal
analizlerle tanimlanmaya c¢alisildi. Bu amagla bakteriler
Bromthymol Mavili besiyerinde ve Kongo Kirmizili
YMA’da iiretildi, gram ozellikleri belirlendikten sonra
hareket, katalaz ve oksidaz testlerine tabi tutularak
degerlendirildi ((Somasegaran and Hoben 1985; Ogiitcii,
2009).

Bulgular

Bu arastirmada yabani yonca bitkilerinden elde edilen
izolatlarin sitolojik, kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri
sirastyla Cizelge 1 ve 2’de 6zetlenmistir. Cizelgelerde de
goriilldigi gibi 39 izolatin 28’1 Gram negatif 6zellikte ve
hepsi ¢ubuk bigimindedir. Gram negatif 6zellikte bulunan
bakteriler, genellikle YMA besiyerinde opak, beyaz ve
mukozlu, Bromtimol mavili YMA besiyerinde sar1 renkli,
Kongo Kirmizili YMA besiyerinde ise beyaz-opak
koloniler olusturmusglardir. Yine Gram negatif 6zellikteki
izolatlarin Pepton Glikoz Agar besiyerinde iiremelerinin
zayif oldugu, hatta bazilarinin hi¢ tiremedigi gorilmiistiir.
Izolatlarn Litmus Milk besiyerinde alkali reaksiyon
gostererek genellikle serum zonu olusturmuslardir. Ayrica
izolatlarin katalaz ve sitokrom oksidaz enzimlerine sahip
olduklari ve hareketli olduklar1 da g¢izelgelerde
goriilmektedir.

Cizelge 1 Sinorhizobium medicae tiirlerinin izole edildigi bitkilerin toplandigi lokaliteler ve yiikseklikleri

Izolat No Izolasyon bolgesi Yiikseklik(ma.s.l.)
HF85, HF88, HF103 Telsizler Tepesi 2100
HF188, HF191, HF208,HF373 Deveboynu Mevkii 2000
HF15,HF18, HF45, HF46, HF48 Kayakyolu Mevkii 2250
HF64, HF66, HF71, HF84 Palanddken Daglari 2500
HF109, HF113 Yildirim Dagi 2350
HF184, HF115, HF369 Alibaba Dag1 2350
HF209, HF312, HF363, HF368 Turnagdl Dagi 2250
HF213, HF296, HF301 Hasanbaba Dagi 2100
HF305, HF308,HF310, HF372 Egerli Dagi 2300
HF315, HF319, HF322,HF370 Cubuklu Dagi 2400
HF328, HF330, HF331 Dumlu Tepesi 2350
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Cizelge 2 Sinorhizobium medicae izolatlarinin sitolojik ve biyokimyasal dzellikleri

Izolat Gram Bakteri Koloni  Mukoz Brom Congo red Hareket Katalaz  Oksidaz
No. boyama morfolojisi  rengi olusturma thymol blue besiyerinde

besiyerinde  koloni

koloni rengi  rengi
HF15 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF18 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF45 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF46 - Cubuk Krem - Beyaz Pembe - - -
HF48 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF64 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF66 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF71 - Cubuk Krem - Beyaz Pembe - - -
HF84 - Cubuk Krem - Beyaz Pembe - - -
HF85 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF88 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF103 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HK109 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF113 - Cubuk Krem - Beyaz Pembe - - -
HF115 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF184 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF188 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF191 - Cubuk Krem + Sar1 Pembe + + +
HF208 - Cubuk Krem - Beyaz Pembe - - -
HF209 - Cubuk Krem - Beyaz Beyaz - - -
HF213 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF296 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF301 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF305 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF308 - Cubuk Krem + Sar1 Pembe + + +
HF310 - Cubuk Krem - Beyaz Beyaz - - -
HF312 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF315 - Cubuk Krem + Sar1 Pembe + + +
HF319 - Cubuk Krem - Beyaz Beyaz - - -
HF322 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF328 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF330 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF331 - Cubuk Krem + Sar1 Pembe + + +
HF363 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF368 - Cubuk Krem - Beyaz Pembe - - -
HF369 - Cubuk Krem + Sar1 Beyaz + + +
HF370 - Cubuk Krem - Beyaz Pembe - - -
HF372 - Cubuk Krem + Sar1 Pembe + + +
HF373 - Cubuk Krem - Beyaz Beyaz

Sonu¢ olarak, sitolojik ve biyokimyasal analiz (Beck et. al, 1993; Ogiitcii, 2009). Rhizobium

verilerine
Sinorhizobium medicae

gore

elde edilen

39

izolatin  28’inin
(Rhizobium  meliloti

veya

bakterilerinin YMA besiyerinde beyaz-krem renkli, opak,
bazen seffaf ve mukozlu koloniler olusturdugunu, Brom

Sinorhizobium meliloti ) tiirii oldugu Bergey ‘s Manual of
Systematic Bacteriology’e gore tespit edildi (Jordan,
1984; Cizelge 1 ve 2).

Tartisma ve Sonug¢

Arastirmamizda yabani yonca bitkilerinden izole
edilen bakterilerin teshisinde geleneksel teshis yontemleri
uygulanmigtir. Klasik yontemlerde izolatlarin kiiltiirel
Ozelliklerinin Rhizobium tiirleri i¢in belirtilen 6zelliklere
uyup uymadiklari arastirilmis ve bu amagla YMA, Brom
thymol mavili ve Kongo kirmizili YMA besiyerlerinde
ireme, gram Ozelligi, hareket, katalaz ve oksidaz
testlerine reaksiyonlar1 incelenmistir. Cesitli arastiricilar

thymol mavili besiyerinde hizli {ireyenlerin yesil renkli
besiyerini asit {ireterek maviye doniistiirdigiinii, Kongo
kirmizih YMA besiyerinde ise pembe-beyaz ve opak
koloniler olusturduklarini belirtmektedirler. Bu 6zellikler
bakimindan  izolatlarin 11  tanesinin literatiirde
belirtilenlere uymadigi, 28 tanesinin ise literatiirde
belirtilen 6zelliklere uydugu gorilmistiir (Cizelge 2).
Genellikle agar plaklarinda hizli ireyen Rhizobium’larin
2-5 mm ¢apli koloniler olusturduklari belirtilmektedir

(Somasegaran and Hoben 1985; Ogiitcii, 2009).
Aragtirmamizda elde edilen izolatlarin saf kiiltiirlerinde
olusturduklart  kolonilerin  biiylikligiiniin  belirtilen

siirlarda oldugu gozlemlenmistir.
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Kiltiirel ozellikleri bakimimndan olumlu bulunan
toplam 28 izolat hiicresel yapi, Gram o&zellikleri ve
hareket yetenekleri bakimindan da incelenmis ve hepsinin

gubuk seklinde, gram (-) ve hareketli olduklar
belirlenmistir. Bu bulgular Rhizobium cinsine ait
bakterilerin  sitolojik  ozellikleriyle de  uygunluk

gostermektedir (Matos ve Schroder, 1989; Holt 1994;
Adigiizel, 2010).

Ayrica Rhizobium bakterilerinin katalaz ve sitokrom
oksidaz enzimlerine sahip olduklari bildirilmektedir (Gok,
1993; Ogiitcii, 2009). Genelikle katalaz enziminin
anaerobik ve mikroaerofilik bakterilerde, sitokrom
oksidaz enziminin de Gram (-) fakiiltatif anaerobik
bakterilerde bulunmadigi belirtilmekte olup (Tamer
vd.,1986) izolatlarimizin 28 tanesi bu iki test bakimindan
da pozitif bulunmustur (Cizelge 2).

Arastirmada  belirlenen  izolatlarin ~ molekiiler
diizeydeki tanmimlamalar1 yapildiktan sonra simbiyotik
etkenlik  ve azot  baglama  potansiyellerinin
arastirilmasimin -~ ardindan  tarla  denemelerinin  de
eklenmesi ile beraber rekabet yeteneklerinin tespit
edilmesi sonucunda tarimsal faaliyetlerde mikrobiyal
giibre olarak kullanilabilecekleri tavsiye edilebilir.
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