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OZET

Azospirillum cinsi bakteriler, bitki kéklerinde azot (N,) fiksasyonu ve bitki biiyiimesini hizlandiran fitohormonlar salgila-
yarak bitki gelisimini artrmaktadwr. Ulkemizde, Azospirillum suslarimn izolasyonu hakkinda calisma yok denecek kadar
azdir. Bu amagla, Tokat yoresinde bir karayolu iizerinde 5 km araliklarla 21 toprak ornegi alinmistir. Bu topraklar iceren
saksilarda yetistirilmis bugday ve muisir bitkilerinin rizosfer topragindan olasi 346 adet Azospirillum suslart izole edilmistir.
Ortalama, bugday rizosferinden elde edilen izolat sayist (2.69), yiizey sterilize edilmis bugday kokiinden izole edilen sus sayi-
sindan (2.28) istatistiksel olarak nemli (P<0.05) derecede daha fazladir. Benzer sekilde, hem rizosfer hemde kok baglamin-
da, bugday bitkisinden musir bitkisine gore daha fazla izolat elde edilmistir. Izole edilen suslarin, % 73.5 lik kismi Gram
Negatif, % 24 liik kismi Gram Pozitif ve % 2.5 lik kismi ise Gram Degisken olarak tespit edilmistir. Elde edilen izolatlarin %
55°lik kusmu spiral, % 9 'luk kismi ¢ubuk, % 7’lik kismi kok ve % 29’ luk kismui ise vibroid olarak belirlenmigtir. Pleomorfik
hiicre orant % 37 olarak tespit edilmistir. Lzolatlarin % 14 liik kismi hareketsiz, % 43 liik kismi az hareketli ve % 43 liik kis-
mi ¢ok hareketlidir. Izole edilen suslarin % 35.5°i glukozu tek karbon kaynag olarak kullanabilmektedir. Bu bulgulara gore,
Azospirillum cinsi Tokat yéresi topraklarinda, amenajman yontemi, iklim ve bitki gibi belirleyici ozelliklere bakilmaksizin
genis bir yayilis gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Izolat; morfolojik ozellikler; Tokat; Azospirillum,; Tokat.

MORPHOLOGICAL PROPERTIES OF THE AZOSPIRILLUM STRAINS ISOLATED FROM
TOKAT REGION’S SOILS
ABSTRACT

Azospirillum strains enhance the plant growth by means of nitrogen (N,) fixation and production of phytohormones.
There is almost no work in the isolation of Azospirillum strain in TURKEY. Twenty-one soil samples along a highway with 5
km intervals in Northern Turkey were collected for this reason. A total of 346 putative Azospirillum strains were isolated
from the rhizospheric soil and surface sterilized roots of the wheat and maize grown in pots containing these soils. On an
average, the number of isolates obtained from wheat-rhizosphere (2.69) was statistically (P<0.05) higher than the number of
strains isolated from wheat-roots (2.28). Similarly, in terms of both rhizosphere and root, there was more strains in the wheat
than maize. The percent Gram Negative strains was 73.5%, the Gram Positive 24%, and Gram Variable 2.5%. The percent
spiral isolates was 55%, rod 9%, cocci 7%, and vibroid 29%. The percent pleomorphic cells were 37%. The percent of the
non-motile strains was 14%, the percent of the strains with low-motility 43%, and the percent of the strains 'with high motili-
ty 43%. Approximately 35% of the strains isolated could use glucose as the sole source of carbon. According to our study,
the genus Azospirillum, has a great distribution in Tokat soils, regardless of the management system, climate and vegetation.
Keywords: Isolate; morphological characteristics; Azospirillum; Tokat..

GiRiS len bakteri, 1990’a kadar yapilan tarla ¢alismalariin
% 70’inde verim artiglaria neden olmustur (Okon ve
Labandera-Gonzales, 1994). Bu calismalardan elde
edilen olumlu verilerin bir sonucu olarak Azospirillum
ticari olarak, Brezilya, Meksika, Hindistan, Pakistan
gibi gelismekte olan ve Fransa, ABD gibi gelismis
iilkelerde iiretilmektedir.

Azospirillum cinsi bakteriler “bitki bilylimesini
hizlandiran mikroorganizmalar” (BBHM) arasinda yer
almaktadir (Bashan ve Holguin, 1998). Bu mikroorga-
nizma, “rizosfer (mikrobiyal aktivitenin kok salgila-
rindan dolay1 yogun oldugu, koke bitisik olan bolge)
bakterisi” ya da “iliskili azot (N;) fiske edicisi” olarak o ) o )
da siiflandirilmaktadir. Azospirillum™un, Rhizobium Azospirillum’un bitki ﬁzer1nd§1.<1 ileri sirtilen etki
gibi “simbiyotik azot fiske etme” ézelligi yoktur ve ~Mekanizmalari  ¢ok  degisiktir. ~ Onceleri,
Pseudomonas ve Trichoderma gibi “biyokontrol” Azospirillum’un bitki bilylimesine ana katkisinin azot

dzellikleri smirhdir. Pek gok kiiltiir bitkisine agilanabi- ~ fiksasyonu yoluyla oldugu distntilmisti. Genelde,
azot fiksasyonunun bitki kiitle artisindaki pay1 kiigiik-

tiir; Bu oran, % 5 ile % 18 arasinda degigmekle birlik-
te, genelde % 5’in altindadir (Bashan ve Levanony,
1990). Dahasi, azot fiske etmeyen (Nif-) Azospirillum
mutantlari, azot fikse edenler (Nif+) kadar bitki bii-

'Bu proje Gaziosmanpasa Universitesi, Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatérliigiince (Proje No:2004-8) destek-
lenmistir.
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ylime artisina neden olmustur. Bir diger mekanizma
fitohormon tiretimidir. Azospirillum in vitro indol ase-
tik asit (IAA), giberilin ve sitokinin iiretebilmektedir
ve Azospirillum’dan saflagtirilmis hormonlar bitki
koklerinde Azospirillum’a benzer etkiler gostermistir.
Azospirillum’un bitkinin mineral alimini artirdigr yo-
niindeki hipotezler 1980’lerde one siirilmiis ve halen
bu hipotezi ¢iiriitecek net bir bulgu yoktur (Bashan ve
Holguin, 1997). Azospirillum ya nitrat respirasyonu
sonucu ya da direk olarak bitkiye verdigi nitrit (NO;)
lateral kok olusumunu belirgin Olgiide artirmustir.
Azospirillum bitki hiicre duvarlarin1 gegen ve bitki
membranlari tarafindan algilanan bir takim sinyal mo-
lekiilleri gondererek bitki metabolizmasinda degisik-
liklere neden olur. Fakat, bu sinyal molekiillerinin
tabiat1 bilinmemektedir. 1970’lerde, Azospirillum’un
bitki kok gelismesini artirmak yoluyla bitki biiylime-
sinde genel bir iyilesmeye neden oldugu varsayilmisti.
Son olarak, Azospirillum-bitki iligkisinde yukaridaki
mekanizmalardan birden fazlasinin esgiidiimlii olarak
soz konusu oldugu ileri siirilmiistiir (Bashan ve
Holguin, 1997).
MATERYAL VE YONTEM
Toprak Orneklerinin Alinmasi

Toprak 6rnekleri, Tokat ilinin yogun tarim yapilan
bolgeleri arasindan gegen Turhal-Tokat ve Tokat-
Erbaa karayollar1 boyunca alinmistir. Her 6rnek alma
noktasinda, tasitta bulunan kiiresel konumlandirma
sistemi (GPS) aletiyle, enlem-boylam ve deniz seviye-
sinden yiikseklik kaydedilmistir. Turhal-Tokat karayo-
lunun baglangici 0 km olarak kabul edilmis ve bu nok-
tada karayoluna yaklasik 15 m mesafeden toprak or-
negi alinmustir. Yaklagik 15 cm derinlikten alinan 15-
25 kg arasindaki bozulmus toprak 6rnegi kiirek yar-
dimiyla aliarak siyah plastik torba i¢ine konulmustur.
Bu noktada, ulagim aracinin “km gostergesi” sifirlan-
mig ve ulagim araciyla anilan giizergah boyunca seya-
hat esnasinda, yaklagik olarak her 5 km mesafede bir
durularak toprak 6rnegi belirtilen yontemle almmistir.
Ornekleme noktalar1 arasinda bulagsmay1 6nlemek
amactyla kiirek her 6rnekleme baglangicinda saf suyla
iyice yikanmis ve ¢amagir suyuyla muamele edilerek
kurulanmistir. Toplam 21 adet toprak oOrnegi, 24 s
icinde denemenin yapilacagi Selguk Universitesi
Cumra Meslek Yiiksekokulu’na getirilmistir. Toprak
ornekleri, getirildikleri yerde, eleme ve kurutma gibi
herhangi bir Onisleme tabii tutulmamistir. Sadece bir
miktar toprak Ornegi, rutin toprak analizleri i¢in ayri-
larak havada kurutulmus ve 2 mm elekten gegirilmis-
tir.

Toprak Orneklerinde Analizlerin Yapilmasi

Toprak oOrneklerinde yapilan analizler yarayish
fosfor, toplam azot, organik madde, % kire¢, pH,
elektriksel iletkenlik, mikroelementler (Fe, Mn, Zn,
Cu), ve tekstiirdiir. Topraklarda yarayisl fosfor mikta-
r1 Olsen metoduna (Olsen and Sommers, 1982); top-
lam azot igerigi tayini i¢in modifiye edilmis Kjeldahl
metodu (Bremner and Mulvaney, 1982); organik

madde tayini Walkley-Black yontemine (Nelson ve
Sommers, 1982); kireg tayini kalsimetrede (Nelson,
1982); pH ve elektriksel iletkenlik (EC) 1:2.5 oraninda
toprak-su karisiminda; mikroelement tayini (Fe, Mn,
Zn, Cu), DTPA-ekstraksiyon sonucu elde edilen sii-
ziiklerde (Lindsay ve Norwell, 1978), ICP-Atomik
Emisyon Spektrofotometresiyle (Varian Vista Model);
tekstiir, hidrometre yontemiyle (Day, 1965) yapilmis-
tir.

Bugday ve Misir Bitkilerinin  Saksilarda

Yetistirilmesi

Misir (Zea mays) ve bugday (Triticum aestivum
ssp. vulgare L. cv Bezostaja-I) tohumlart yiizey steri-
lizasyonuna tabii tutulmustur. Yiizey sterilizasyonu, %
95’lik etil alkolde 2 dak ve % [I’lik sodyum
hipokloritte (NaOCI) bir dak tutulmadan sonra steril
saf su ile 6 kere durulamak yoluyla gerceklestirilmis-
tir. Daha sonra tohumlar, petri kutularinda steril agar
(% 1.5) lizerinde 28 °C’de 4 giin boyunca ¢imlendi-
rilmistir. Nemli toprak ornekleri herhangi bir isleme
tabii tutulmadan 2 L’lik saksilarin igine aktarilmistir.
Cimlenmis tohumlar cam sera i¢ine yerlestirilmis sak-
silara aseptik yolla ekilmigtir. Saksida bitki sayisi,
bugday i¢in 3 musir i¢in 1’dir. Her bir uygulamadaki
tekrar sayist ikidir. Saksilara herhangi bir pestisit ya
da giibre uygulamas1 yapilmamistir. Bitkiler gerektik-
¢e saksi tablalarindan yada spreyleme yoluyla saf su
ile sulanmustir. Bitkiler bu sekilde sera iginde 21 giin
blytitilmiistiir.

Azospirillum Suslarinin izolasyonu

Uc haftanin sonunda saksilar seradan almarak
laboratuvara getirilmistir. Burada, sakst igerigi dikkat-
li bir sekilde yere serilmis bir naylon {izerine bosaltil-
mistir. Bugday i¢in, her bir saksidan rasgele bir bitki
secilmigtir. Bitki kokleri, zayif bir sekilde sallanarak,
koklere zayif bir sekilde tutunan toprak parcgaciklari-
nin ayrilmasi saglanmistir. Kokler, toprak iistii aksa-
mindan steril bir makasla ayrilmistir. Kokler ve kokle-
re siki bir sekilde tutunmus toprak parcaciklar
(rizosfer topragi) dikkatli bir sekilde steril plastik tor-
banin igine alinmis ve +4 °C’deki sogutucuya yerlesti-
rilmistir. Orneklerin sogutucuda bekleme siiresi en
fazla 5 saat olmustur.

Daha sonra, her bir bitkiden elde edilen kok, 25 ml
steril tuz ¢ozeltisi (8.5 g NaCl 1,000 ml") igeren 50
ml’lik santrifiij tiipiine alinmuistir. Tipler, galkalayici-
da 30 dak 200 dev dak™ calkalanmistir. Calkalama
esnasinda ¢ozeltiye gecen toprak, rizosfer olarak de-
gerlendirilmistir. Bu siispansiyondan 1 ml alarak, 4
ml steril azot fikse eden besiyeri (Afb) igeren deney
tiplerine verilmigtir. Tipler, 37 °C’de 72 s boyunca
inkiibe edilmistir. Santrifiijj tliplerinin i¢inde kalan
kokten bir ka¢ ufak parga steril makasla kesilerek,
yiizey sterilizasyonuna (daha 6nce anilan metoda go-
re) tabii tutulmustur. Yiizey sterilizasyonuna tabii tu-
tulan kokler, ayn1 sekilde Afb iceren deney tiiplerine
almmig ve inkiibe edilmistir. Bu tiiplerdeki mikroor-
ganizmalar, kokler yiizey sterilizasyonu yapildigi igin,
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kok icini kolonize eden (endofit) Azospirillum
suslarini igermektedir.

Tiiplerdeki gelismeler daha sonra Kongo Kirmizisi
Agar1 (KKA) (Rodriguez-Caceres, 1982) igeren petri
kutularma aseptik kosullarda ¢izilmistir. Petri kutulari,
37 °Cde 72 s boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun sonunda, birbirinden ayrilmis ve cok
acik pembeden-koyu kirmiziya kadar degisik kizillik
gosteren koloniler, muhtemel Azospirillum kolonileri
olarak degerlendirilmistir. Bu tiir teksel koloniler, tek-
rardan KKA igeren petri kutularmna g¢izilmis ve +4
°C’deki sogutucuya almmustir. Ote yandan, uzun do-
nemli saklamak i¢in izolatlar yatik Nutrient Agar’da
gelistirilen mikrobiyal kiiltiir, 1 ml % 20’lik gliserol
solusyonu igeren kryoviallere alinmig ve kryovialler —
24 °C’deki derin dondurucuya yerlestirilmistir.

izolatlarda Gram Reaksiyonu ve Hiicre

Morfolojisinin Belirlenmesi

Bir damla su lamin iizerine konduktan sonra, bak-
teri kiiltiirtinden 6ze ucuyla ¢ok az bir miktar alinarak
lam iizerindeki su ile siiriintii yapilmistir. Siirlintii,
steril kabinde kurutulduktan sonra lama fikse olmasi
icin Bunsen Alevi’nden 3-4 kez hizlica gegirilmistir.
Lam soguduktan sonra, kristal violetle {izeri kaplan-
mis ve bu halde 60 sn bekletilmistir. Saf su ile yikan-
diktan sonra, Gram lodin Cozeltisi damlatilmis ve 60
sn bekletilmistir. Suyla yikanip, aseton-alkol karisi-
miyla 30 sn dekolorize edildikten sonra, safranin uy-
gulanmis ve 60 sn bekletilip saf suyla yikanmistir.
Lam kurutma kagidinda kurutulduktan sonra, 1sik
mikroskopunda x1,000 biiyiitmede gozlenmistir. Kris-
tal violet-iodin kompleksi yikanarak safraninle boyan-
dig1 icin pembe renkli goziikken mikroorganizmalar
Gram negatif, kristal violeti tuttugu i¢in mavi/mor
renkli goziiken mikroorganizmalar Gram pozitif ola-
rak degerlendirilmistir. Ayrica, hiicreler morfolojik
olarak kok, ¢ubuk, vibroid yada spiral olmak iizere 4
grupta incelenmistir.

izolatlarda Pleomorfizm Olusumunun Gozlenmesi

Pleomorfizm, Kreig ve Dobereiner’e (1984) gore
gerceklestirilmistir. Izolatlar, siv1 kiiltiirde 24 s bo-
yunca gelistirilmistir. Steril 6ze yardimiyla, 24 s’lik
kiiltiir steril Afb iceren deney tiiplerine aktarilmistir.
Deney tiipleri, 37 °C’de 48 s inkiibe edildikten sonra,
biiyiiyen mikroorganizmalar 151k mikroskopunda ince-
lenmistir. Azospirillum brasilense tiiri genelde vibroid
formda goziikkmektedir. Ote yandan, Azospirillum
lipoferum tiiriinde uzun spiral formlarin yaninda, bii-
yiik ovoid ve deforme olmus involusyon formlarinda
hiicrelerde  gérmek  miimkiindiir. ~ Pleomorfizm,
Azospirillum lipoferum tiriiniin 6nemli bir karakteris-
tigidir.
izolatlarda Hareketlilik Testi

Hareketlilik testi, Yar1 Kati Nutrient Agar
(YKNA) Tiipleri’nde gerceklestirilmistir. Steril kiir-
dan, mikroorganizma kiiltiirine dokundurulduktan
sonra, YKNA igeren tiiplerin ortasindan agar boyunca

asag1 dogru batirilmustir. Tiipler, 35 °C’de 48 s inkiibe
edilmistir. Mikroorganizma gelismesi sadece kiirdanin
batirilldig1 ¢izgi boyunca olmussa, bu durumda izolat
‘hareketsiz’ olarak degerlendirilmistir. Ote yandan,
mikrobiyal biiylimenin ¢izgiden uzaklasmasi ve tiipiin
yanlarina dogru uzamasi séz konusuysa, izolat ‘hare-
ketli’ olarak kaydedilmistir. Hareketlilik, inokulasyon
cizgisinden kismen uzaklagsma séz konusuysa ‘az ha-
reketli’, inokulasyon ¢izgisi boyunca lateral olarak
cam tiipe kadar yayilma s6z konusuysa ‘¢ok hareketli’
olarak nitelendirilmistir.

izolatlarda Glukozda Biiyiimenin Belirlenmesi

Izolatlar, tek karbon kaynagi olarak malat igeren
stvi Afb tiiplerinde 28 °C’de 24 s inkiibe edilmistir.
Daha sonra, 24 s gelistirilmis kiiltiirlerden 50
mikrolitrelik bir kisim, tek karbon kaynagi olarak
glukoz igeren yar1 kati Afb tiiplerine alinmig ve tiipler
37 °C’de 72 s inkiibe edilmistir. Azospirillum
lipoferum tiiri, tiipiin derinliklerine kadar gelisebil-
mektedir; daha sonra gelisme besiyerinin yiizeyine
yakin bir noktada yogunlagmaktadir. Ote yandan,
Azospirillum brasilense tiirl, glukozda biiyliyeme-
mekte ya da ¢ok az bir biiylime gostermektedir. Bii-
ylimedeki farkliliklar, kiiltiirlerde olusan pH ile de
kontrol edilmistir. Bromotimol blue, asit reaksiyonlar-
da sar1, notiir reaksiyonlarda yesil, alkalin reaksiyon-
larda mavi renk almaktadir. Mikrobiyal yolla
glukozun  oksidasyonu, kiiltiirlerde  asitlesmeye
(bromotimol blue ile etkilesimde sar1 renk) neden ol-
maktadir. Ote yandan, glukozun mikrobiyal yolla ok-
side olmamasi, kiiltiiriin baslangigtaki nétiir reaksiyo-
nunu (bromotimol blue ile etkilesimde yesil renk) ko-
rumasini  sonuglamaktadir.  Bromotimol  blue,
izolatlarin bu kimyasali karbon kaynag1 olarak kulla-
nabilecegi dikkate alinarak, inkiibasyondan sonra tiip-
lere verilmistir.

ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
Topraklarin Bazi Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Topraklarin bazi fiziksel ve kimyasal &zellikleri
Tablo 1’de verilmistir.

izolatlarin Toprak, izole Edildigi Bitki ve Bolgeye
Gore Dagilhimi

Izole edilen suslarin, toprak, izole edildigi bitki ve
bolgeye gore dagilimi Tablo 2’de verilmistir. Ortala-
ma en fazla izolat, nadasa birakilmis olan 6 ve 9 nolu
toprak oOrneklerinden (sirasiyla, 3.00 ve 2.75) elde
edilmistir. Ote yandan tarimdis1 ii¢ adet araziden (8,
19, ve 21 no’lu) elde edilen izolat sayisi nispeten az
(strasiyla, 1.75, 1.50 ve 1.62) olmustur. 6 ve 9 no’lu
topraklardan elde edilen izolat sayisi, 19 ve 21 no’lu
topraklardan elde edilen izolat sayisindan istatistiki
olarak fazladir (P<0.05). Ote yandan, bugday
rizosferinden elde edilen izolat sayist (2.69), bugday
kokii (2.28), msir rizosferi (1.59) ve kokiinden (1.97)
elde edilen izolat sayilarindan istatistiksel olarak, % 5
O6nem seviyesinde, daha fazladir (Tablo 2). Yaklagik
olarak, bugday bitkisinden elde edilen izolat sayisi,
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misir bitkisinden elde edilen izolat sayisindan % 40

Tablo 1. Topraklarin bazi kimyasal ve fiziksel 6zellikleri.

daha fazladir.

Ornek . Organik Kireg EC P Fe Mn Zn Cu Kum Silt Kil
No [ullamm §ekli — madde =, ) (dS m™) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (%) (%) (%)
(%) pPp pPp |YY |YY pPp

01 Bugday (1) 2,2 84 80 0232 29 3,1 10,4 0,06 0,57 33 39 28
02 Bugday (2) 1,7 79 1,7 1.625 8,9 1,1 47 0,03 044 34 50 16
03 Meyve Bahgesi (1) 1,0 3,1 82 0220 85 1,7 98 0,09 0,62 41 29 30
04  Bugday (3) 15 56 7.8 0564 26 20 55 009 046 46 27 27
05 Cayir-mera (1) 7,9 83 7,9 0420 2.2 2,1 12,3 0,05 0,56 37 34 29
06 Nadas (1) 2,0 144 8,1 0.294 1,6 7,7 124 0,03 0,74 40 31 29
07 Kavaklik 1,7 7,2 8,1 0222 04 1,5 10,7 0,04 0,40 40 30 30
08 Tarimdis (1) 09 52,1 87 0.146 0,2 04 1,8 0,00 0,05 44 31 25
09 Nadas (2) 0,7 72 7,9 0597 4,1 1,9 4,1 0,03 0,33 55 23 22
10 Meyve Bahgesi (2) 1,0 38 80 0228 2,1 0,9 3,8 0,01 0,27 68 6 26
11 Tarimdisi (2) 0,5 07 7,7 0545 2,8 1,0 2,6 001 0,23 62 16 22
12 Cayir-mera (2) 1,8 57 7,8 0359 28 1,8 84 0,19 0,23 64 22 14
13 Nadas (3) 2,7 1,1 80 0.157 11,7 29 1,8 0,15 0,49 41 28 31

14 Nadas (4) 2,9 3,0 80 0207 26 32 10,1 0,07 0,39 54 26 20
15 Bugday (4) 2,9 1,1 7,6 0.221 1,3 5,5 150 0,05 0,59 30 38 32
16 Bugday (5) 0,9 1,3 75 0.128 1,5 3,4 8,8 0,00 0,21 62 25 13
17 Cayir-mera (3) 2,0 1,1 6,2 0.131 2,1 8,4 10,8 0,09 0,29 62 24 14
18 Cayir-mera (4) 7,9 1,1 6,6 0474 17,2 21,5 040 0,31 61 31 8

19 Tarimdist (3) 0,3 1,6 69 0.122 102 52 18,7 0,03 0,15 58 24 18
20 Sebze 0,9 6,6 80 0212 28 23 9,7 0,03 034 58 27 15
21 Tarimdisi (4) 2,0 14,8 8,0 1.002 0,9 3,6 99 0,01 0,70 24 26 50

pH ve EC (1:5) saturasyon ekstraktinda yapumistir. Tarimdist araziler iizerinde herhangi bir tarimsal faaliyet yapilmamak-
tadwr ve 6. sunif arazi olarak degerlendirilebilir.

Tablo 2. Toprak drneklerinin alinma noktalarina gore ortalama izolat sayilari

Toprak Kullanim Sekli  izolat Sayisi

1 Bugday 2.00%d

2 Bugday 2.00%d

3 Meyve Bahgesi 2.50°%d

4 Bugday 2.12°%bede

5 Cayir-mera 2.00%%

6 Nadas 3.00°

7 Kavaklik 2.62% Bitki-Bolge izolat Sayist
8 Tarimdisi 1.75%d Bugday-Rizosfer 2.69°
9 Nadas 2.75% Bugday-Kok 2.28°
10 Meyve Bahgesi 2,370 Muisir-Rizosfer 1.59¢
11 Tarimdist 2.]12%cde Misir-Kok 1.97°
12 Cayir-mera 2.]2%bcde

13 Nadas 2.00%%

14 Nadas 2.00%%

15 Bugday 1.37°

16  Bugday 1.87°de

17 Cayir-mera 2.25%cde

18 Cayir-mera 2.50%

19 Tarimdis1 1.50%
20 Sebze 2.37%c
21 Tarimdisi 1.62°%

Ayni harfi bulunduran ortalamalar, Duncan Testi’ne gore istatistiksel olarak (p>0.05) farkl degildir.

izolatlarda Gram Reaksiyonu

[zole edilen suglarm % 73.5°lik kism1 Gram Nega-
tif, % 24°lik kismi Gram Degisken ve % 2.5’luk kis-
mi1 Gram Pozitif reaksiyon vermistir (Tablo 3). Bug-

day bitkisinden elde edilen izolatlarin 156 adedi Gram
Negatif, 42 adedi Gram Degisken ve 6 adedi Gram
Pozitif reaksiyon vermistir. Bugday bitkisinde, Gram
negatif suslar koktekine gore rizosfer bolgesinde daha
fazla iken (1.6 kat), Gram Degigken suslar kdkte daha
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fazladir. Ote yandan, nmusir bitkisinden elde edilen
suglarin 99 adedi Gram negatif, 41 adedi Gram Degis-

Tablo 4. izolatlarda hiicre morfolojisi

Spiral Cubuk Kok Vibroid
ken ve 2 adedi Gram Pozitif olarak belirlenmistir. Mi1-  Toprak Bugdayp Misr  Bugday Misr Bugday M Bugday Misir
sirda Gram Negatif suslar kokte rizosferdekine gore R K R K R_ K R K R K R K R K R K
daha fazladir. 16 2 0 3 00 0 0 1 00 00 0 0 1
izolatlarda Hiicre Morfolojisi i z ? 2 2 g 2 g (1) (1) g (1) (1) 3 g (1) z

Azospirillum izolatlarinin % 55°1ik kismu spiral, % 4 4 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 2 4
9’luk kismi ¢ubuk, % 7’lik kismu kok ve % 29’luk 5 212102000020 1113
kismu vibroid morfolojiye sahiptir (Tablo 4). Bugday : Z i z Z g T ; 2 g g (1) (1’ g 2 (1) ;
bitkisinden izole edilen suslarin, 127 adedi spiral, 55 e 2 3 0 1 1 0 1 0011010 11
adedi vibroid, 14 adedi ¢ubuk ve 8 adedi koktur. Bug- o 6 2 1 6 1.0 1 00 0 0 0 1 2 2 0
dayda, rizosferden izole edilen spiral suslarin sayisi, 0 3 5 2 3 2 00 0 0 0 0 0 0 3 1 1
kokten elde edilen spiral suslarin sayisindan daha faz- m 32 0 100 1 00 1 0 1 3 0 00
ladir. Fakat, bugday izolatlarinin diger formlarinda, 22 2.3 10 0 1 10 10 1S5 000
rizosfer ve kokteki sayilar birbirine yakindir. Misir oS 2 000000000

g e s . . . . 14 323 3 0 2 1 0 0 1 0 O 2 2 0 0
bitkisinden izole edilen suslarin 64 adedi spiral, 46 5 1 0 0 0 0 0 0 1 1000 2 2 2 9
adedi Vibroid, 17 adedi (;ubuk ve 15 adedi koktur. Mi- 16 4 3 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 4 1 0
sirda spiral ve vibroid morfolojiye sahip izolatlar, kok- 17 2 3 3 0 0 0 2 0 0 0 0 0 3 1 0 4
te rizosferdekine gore daha fazladir. Ote yandan, musir 8 4 5 1 .00 00 20 1 0 1 1 2 21
bitkisinde ¢ubuk ve kok morfolojisine sahip izolatlar, 62 000 10000000

. N L N 201 2 1 .00 0 0 00 0 0 3 3 2 3 2
rizosfer ve kok arasinda birbirine yakin dagilmistir. S 3 s 2 00 0 0000 0 0 1 0 0 2
Tablo 3. izolatlarda gram reaksiyonu Toplam 73 54 28 36 7 7 11 6 3 5 6 9 29 26 19 27

Gram Negatif Gram Pozitif Gram Degisken 127 64 14 17 8 15 55 46
Toprak  Bugday Misir  Bugday Misir Bugday Misir % 55,2 9.0 6,6 29,2
K K
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R: Rizosfer, K: Kok.
izolatlarda Pleomorfizm Olusumu

izole edilen mikroorganizmalarda gozlemlenen
pleomorfizm durumlari Tablo 5’te verilmistir.
Rizosferden elde edilen izolatlarin yaklasik olarak %
39’u pleomorfik ve % 61°lik kismi pleomorfik degil-
dir. Kokten izole edilen suslarda rizosferdekine benzer
sekilde % 37’lik kismi pleomorfik ve % 63’liik kismi1
pleomorfik degildir. Bugdaydan izole edilmis
Azospirillum suslarinin yaklasik % 41°1 pleomorfik
iken bu oran misirda yaklasik % 33 tiir.

izolatlarin Hareket Yetenekleri

Elde edilen izolatlarin, % 14’lik kismi hareketsiz,
% 43’lik kismi az hareketli ve % 43’lik kismi gok
hareketlidir (Tablo 6). Koklerden izole edilen mikro-
organizmalarin hareketlilik yiizdeleri ile, rizosferden
elde edilen mikroorganizmalarin hareketlilik degerleri
birbirine yakindir. K6k mikroorganizmalarinin % 11’1
hareketsiz, %44.5’1 az hareketli ve %44.5’1 ¢ok hare-
ketli iken, rizosfer mikroorganizmalarmin % 17’si
hareketsiz, % 41’1 az hareketli ve % 42’si ¢ok hareket-
lidir. Benzer durum, mikroorganizmalar, bugday ve
musir bitkilerine gore degerlendirildiginde de s6z ko-
nusudur. Bugday bitkisinden elde edilen izolatlarin %
15’1 hareketsiz, % 44’1 az hareketli ve % 41’i ¢cok
hareketli iken, misir bitkisinden izole edilen mikroor-
ganizmalarin % 13’0 hareketsiz, % 41’1 az hareketli ve
% 46’s1 ¢ok hareketlidir.

izolatlarin glukozda biiyiime yetenekleri

Izole edilen suslarin, % 35.5’i glukozu tek karbon
kaynag1 olarak kullanabilmektedir (Tablo 7). Kokler-
den izole edilen glukoz (+) mikroorganizma sayisi,
rizosferden izole edilen glukoz (+) mikroorganizma
say1s1 birbirine yakindir. Ote yandan, bugday kokiin-
den, misir kokiindekine oranla daha fazla glukoz’da
biiyiliyebilen Azospirillum susu izole edilmistir. Bug-
day bitkisinden izole edilen suslarin yaklasik % 38’1,
musirdan elde edilen izolatlarin % 32’si glukozda bii-
yiiyebilmektedir.

Azospirillum suslarinin bitki biiyiimesine iki 6nem-
li katkist vardir: (i) indol-asetik asit, giberrillin ve
sitokiyonin gibi fitohormon {iretimi (losipenko ve
Ignatov, 1995; Patten ve Glick, 1996; Rademacher,
1994); (ii) baz1 sinyal molekiilleri iiretimi sonucu bitki
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koklerinden proton saliniminin artmasi (Bashan, 1991;
Bashan ve Levanony, 1991).

Tablo 5. izolatlarda pleomorfizm olusumu

Pozitif Negatif
Toprak Bugday Misir Bugday Misir
R K R K R K R K
1 4 1 0 1 3 1 0 3
2 2 2 1 2 3 0 0 5
3 6 2 2 1 4 1 2 2
4 3 1 1 1 2 2 2 4
5 1 1 1 3 2 3 4 1
6 1 3 0 4 5 0 5 4
7 2 1 1 2 3 6 4 2
8 1 2 1 0 3 2 2 2
9 1 2 0 0 7 2 4 6
10 1 3 1 0 4 5 2 4
11 0 0 0 1 6 3 1 1
12 6 1 0 2 1 2 4 1
13 2 2 2 2 1 3 2 1
14 3 3 2 2 2 4 2 1
15 4 1 2 3 0 1 0 0
16 3 2 1 1 2 5 0 0
17 2 1 0 2 3 3 5 2
18 3 1 1 2 2 7 2 2
19 0 1 0 1 6 3 1 0
20 3 0 1 0 1 4 3 5
21 3 3 0 0 1 2 2 2
51 33 17 30 61 59 47 48
Toplam
84 47 120 95
% 23,1 12,9 33,0 26,1

Tablo 6. izolatlarin hareket yetenekleri

Hareketsiz Az Hareketli Cok Hareketli

Bugday Misir

Toprak  Bugday Misir Bugday Misir
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Bu arasgtirmada kullanilan toprak ornekleri, ¢ok
farkli sekilde degerlendirilen (bugday, meyve bahgesi,
cayir-mera, nadas, kavaklik, tarim dis1) arazilerden
alimmis ve her bir toprakta olast Azospirillum suslar
bulunmustur. Diinya ¢apinda bolgesel olarak ¢ok ge-
nis bir yayilis gosteren Azospirilllum cinsi, topraktan,
bugdaygil olan ya da olmayan pek cok bitki kokiin-

den, ve rizosfer topragindan izole edilmistir. Ayni
toprakta, bugdaydan, misirdakine gore daha fazla sus
izole edilmistir. Benzer sekilde, glukozu okside eden
suslarin toplam i¢indeki orani, bugday bitkisinde % 38
iken misirda % 32 olmustur.

Azospirillum  cinsi  Gram-negatif ile Gram-
degisken olarak bilinen reaksiyonlar vermektedir. Ha-
reketsiz, biiyilk ve pleomorfik formda (C-formu)
Azospirillum hiicreleri yagh kiiltiirlerde ortaya cika-
bilmektedir (Tarrand et al., 1978). Dis hiicre zarlarinin
etrafinda bir kapsul olusan C-formlari, Azotobacter
cinsinde goriilen cystlere ¢ok benzemektedir. Bu kap-
stil, yetersiz su, agir metallerin varlig1 ya da kdltiiriin
zamanla yaglanmasi gibi olumsuz kosullara dayanikli-
lig1 artirmaktadir (Sadasivan ve Neyra, 1987). C-
formlari, Gram-boyama islemi sirasinda alkolle yapi-
lan dekolorizasyon (kristal violetin yikanmasi) iglemi-
ne dayaniklilik gosterdikleri i¢in, kristal violenin mor
rengini kaybetmemekte ve mikroskopta Gram-pozitif
hiicre gibi goziikebilmektedir. Bu durum, Azospirillum
suslarinda Gram-degiskenlige neden olabilmektedir.

Tablo 7. izolatlarin glukozda biiyiime yetenekleri.

Pozitif Negatif
Toprak Bugday Misir Bugday Misir
R K R K R K R K
1 3 1 0 1 4 1 0 3
2 2 2 0 1 3 0 1 6
3 5 2 2 2 5 1 2 1
4 2 1 0 1 3 2 3 4
5 0 1 1 2 3 3 4 2
6 1 3 0 3 5 0 5 5
7 3 0 1 3 2 7 4 1
8 1 1 1 0 3 3 2 2
9 2 1 0 0 6 3 4 6
10 1 1 1 0 4 7 2 4
11 1 0 0 1 5 3 1 1
12 5 1 0 2 2 2 4 1
13 2 2 2 2 1 3 2 1
14 4 3 2 2 1 4 2 1
15 4 1 2 3 0 1 0 0
16 3 2 1 1 2 5 0 0
17 2 2 0 2 3 2 5 2
18 3 1 1 2 2 7 2 2
19 0 1 0 1 6 3 1 0
20 3 0 1 0 1 4 3 5
21 2 3 0 1 2 2 2 1
49 29 15 30 63 63 49 48
Toplam
78 45 126 97
% 22,5 13,0 36,4 28,0

Azospirillum, yarikati, azot-olmayan besiyeri ice-
ren tiiplerde, besiyeri ylizeyinin yaklagik 10 mm altin-
da biiylimeye baslamaktadir. Mikrobiyal biliyiime daha
sonra bu noktadan asagi dogru balon seklinde olmak-
tadir. Bliylimenin asagi dogru olmasi, bakterinin dii-
stk oksijen (O,) konsantrasyonunda azot (N,) fikse
etmesiyle iligkilidir. Azospirillum, tek karbon kaynagi
olarak malat igeren minimal besiyerinin pH’sin1
alkalinlestirmektedir. Bromotimol blue i¢eren besiyeri
renginin yesilden maviye donmesi, alkalinlesmenin
gostergesi olmaktadir. Bu ¢alismada elde edilen biitiin
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izolatlar, Azospirillum cinsine ait biiyiime 6zelliklerini
gostermistir.

Azospirillum cinsine ait hiicreler, genelde, hafifce
kivrilan (spiral) cubuk seklindedir. 4. lipoferum tiri,
malat iceren azotsuz besiyerinde, zaman iginde,
pleomorfik hiicrelere doniismektedir. Pleomorfizm,
uzun-S ve yumurtamsi formlar seklinde kendini gos-
termektedir. Ote yandan, A. brasilense, vibroid hiicre-
ler halinde biiyiimektedir. Bu ¢aligmada elde edilen
izolatlarin % 55’1 spiral (S-sekilli) ve % 29°u
vibroid’tir. Glukozu okside eden suslarin yaklasik %
55’1, mikroskop incelenmesinde S-gekilli hiicreler
halinde goriiniirken, % 74’1 pleomorfizm gostermistir.

Azospirillum swv1 besiyeri icinde tek polar
flagellum bulunduran hareketli bir tiirdiir. Ote yandan
kat1 besiyerinde pek ¢ok lateral flagelle bulundurur.
Bu ¢alismada elde edilen izolatlarin % 86’s1 hareketli-
dir. 4. lipoferum’a ait hiicreler zaman iginde hareket-
siz uzun-S formunda hiicrelere doniisebilmektedir. A.
brasilense, genelde hareketli ve vibroid formda hiicre-
ler olusturur. Ote yandan, eski kiiltiirlerde, hareketsiz,
biiyliik C-formunda (enkapsiile olmus, hiicre icinde
fazla miktarda polihidroksibiitirat tanecikleri bulundu-
ran hiicre tipi) hiicreler gozlenmektedir. Hareketlilik,
bakteri hiicrelerinin kdkte kolonize olmasinin gerekli-
ligi distiniildigiinde, bitki-bliylimesini-hizlandiran
mikroorganizmalar igin olduk¢a Onemli bir 6zellik
olarak ortaya g¢ikmaktadir. Azospirillum, once bitki
kok salgilarma dogru kemotaktik bir hareket yapmak-
tadir (Broek ve ark., 1998). Bakteriler, kok yiizeyleri-
ne ilkonce zayif sonra da olduk¢a giiglii bir sekilde
tutunmaktadir (de Oliveira-Pinheiro ve ark., 2002).
Hareket sonucu, kok biiylime noktalari, kilcal kokler
ve kok ylizeyleri kolonize olmaktadir. Bakteri hiicrele-
ri yine hareketle, kilcal kok hiicrelerinin i¢ini de
kolonize eder.

Bugiine kadar 7 adet Azospirillum tiri kesfedil-
mistir: (i) 4. lipoferum (Tarrand et al., 1978); (ii) 4.
brasilense (Tarrand, et al., 1978); (iil) A. amazonense
(Magalhdes ve ark., 1984); (1v) A. halopraeferens
(Reinhold ve ark., 1987); (v) A. irakense (Khammas
ve Kaiser, 1991); (v1) A. largimobile (Dekhil ve ark.,
1997); (vu) A. doebereinerae (Eckert ve ark., 2001).
A. brasilense ve A. halopraeferens glukozu kullana-
mazken, A. doebereinerae suslart glukozu kullanma
acisindan degisken reaksiyonlar vermistir. Bu calis-
mada, glukozu tek karbon kaynagi olarak kullanabilen
izolatlar, kesin olmamak kosuluyla A. lipoferum ti-
rinde smiflandirilmigtir. Bu caligmada elde ettigimiz
suslarm kesin tanilari, 16S rDNA, metabolik 6zellikler
(BIOLOG® ya da VITEK®) ve yag asitleri metil
ester yontemlerinden biri ya da bir kag¢1 kullanilarak
yapilmalidir.  Ayrica, sonraki asamalarda, bu
izolatlarin, bitki yetismesine etkileri, degisik iklim ve
toprak kosullarinda belirlenmelidir.
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