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Azospirillum, mekanizmas1 kesin olarak bilinmemekle birlikte, asidaki
Azospirillum:Rhizobium oranina baglh olarak fasulyede nodiilasyonu ve bitki biiyiimesini
etkilemektedir. Azospirillum’un sinerjistik etkisinin fasulye g¢esitlerinden bagimsiz olup
olmadig1 belirlenmemistir. ki faktor (Azospirillum ve Rhizobium yogunluklar) igeren,
genellestirilmis tesadiif bloklan (fasulye gesitleri) deneme desenine gére diizenlenmis 3
tekrarli bir saksi1 denemesi kurulmustur. Bitkiler, kum+perlit karisiminda, gerektikge azot
icermeyen mineral besin ve saf su ilavesi yapilarak 7 hafta boyunca beslenmistir.
Rhizobium (Rhizobium etli ve Rhizobium tropici kansimi) asilamasi, 10° kob ml”
seviyesinde, tiim nodiilasyon verilerini (kok sisteminin ilk 5 cm’lik kisminda, ilk 5 cm’lik
kismin diginda kalan bélgedeki ve toplam nodiil sayis1 ve agirhigl) artirmagtir (p< 0.05).
Ancak, Rhizobium seviyesinin daha fazla artirillmasi, kokiin ilk 5 cm’lik kismindaki nodiil
sayist hari¢ nodiilasyon verilerinde LSD testine goére fark yaratmamigtir (p<0.05).
Rhizobium, sap ve kok agirhgi, % kok azotu ve bitki boyunu artirmistir (p<0.05).
Azospirillum brasilense Sp7, nodiil ve sap agirliklarini artirmugtir (p<0.05). LSD testlerine
gore, gerek nodiilasyon ve gerekse bitki biiylimesi agismndan en iyi gesit sekerdir (p<0.05).
Bitki destekleyebilecegi kadar nodiill olusumuna izin vermektedir ya da rizosferdeki
agilanmis bakteri yogunlugu baglangi¢ as1 yogunlugu ne olursa olsun zamanla belirli bir
dengeye ulagmaktadir. Dolayisiyla, asidaki Rhizobium seviyesinin belirli bir noktanin
lizerine ¢gikarilmasinin nodiilasyon agisindan bir anlami yoktur. Bu ¢alismanin sonuglari,
Azospirillum™un bitki blylimesini artirarak daha fazla karbonun nodiil isleyisine
ayrimasim sagladiimi gostermistir. Bu calisma, daha Onceki tezlere ilave olarak,
Azospirillum’un fasulyede bitki biiytimesine direk etkisi oldugunu 6ne siirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Azospirillum brasilense, Rhizobium etli, Rhizobium tropici,
fasulye, nodiilasyon, bitki biiylimesi.
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ABSTRACT

THE EFFECTS of Azospirillum . brasilense and SOME Rhizobium STRAINS
ON NODULATION AND PLANT GROWTH OF DRY BEAN
(Phaseolus vulgaris) CULTIVARS GROWN IN TURKEY

Mehmet OGUT

Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Soil Science

Ph.D. Thesis
2001, 112 pages

Advisor : Prof. Dr. Mustafa Kili¢

Member : Prof. Dr. Abgiulresit Brohi Member : Assis. Prof. Fatih Er
Member : Assoc. Prof. 1zzet Kadioglu Member : Assis. Prof. Sabit Ersahin

Azospirillum, although the exact mechanism(s) has not been identified, affects
nodulation and plant growth in dry bean depending on Azospirillum:Rhizobium cell ratio in
inoculant. Whether Azospirillum’s synergistic effect is additive with respect to bean
cultivar is not known. A pot experiment, designed as a generalized randomized blocks
(bean cultivars) with 2 factors (Azospirillum density and Rhizobium density) and 3
replications, was conducted. Plants were grown in a sand+perlite mixture for 7 weeks,
adding solution of nitrogen free dilute mineral salts and water as needed. Rhizobium
inoculation at 10° cfu ml” increased all nodulation values (nodule number and dry weight
in the first 5 cm of root system, the root system excluding the first S cm and total root) at 5
% significance level. However, increasing the Rhizobium density further did not change the
nodulation parameters except for the nodule number in the top 5 cm of root system at the 5
% significance level as per the 'LSD test. Rhizobium increased the shoot and root dry
weights, root nitrogen content and plant height (p<0.05). Azospirillum increased nodule
and shoot weights (p<0.05). Based on the LSD tests, the best cultivar in terms of both
nodulation and plant growth was seker (p<0.05). Either the plant supported only a limited
number of nodules or the population of inoculated microbes reached an equilibrium level
by time regardless of the initial cell density in inoculants. Therefore, increasing the
Rhizobium cell density in inoculant above certain levels is not suggested in terms of
nodulation. The results of this study indicated that Azospirillum could provide the nodules
with more carbon to function by affecting the plant growth. The results also proved that
Azospirillum had a direct effect on plant growth in bean.

KEY-WORDS: Azospirillum brasilense, Rhizobium etli, Rhizobium tropici, bean,
nodulation, plant growth.
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1. GIRIS

Giiniimiizde 6 milyar olan diinya niifusunun % 1.4’liikk ortalama artig hiziyla 2025
yilinda 8.3 milyara ulagmasi beklenmektedir (Mannion, 1998). Diinya’da ortalama giinliik
kisi bagina diigen azot tiiketimi 11 g’dir, yani insanlar yilda 24 milyon ton azot
tikketmektedir (Fink et al., 1999). Insanlar, beslenme gereksiniminin yaklasik % 80’ini
bitkilerden kargilar ve bu yolla fotosentezle fikse edilen karbonun yaklagik % 40”1
harcanmig olur. Bitkiler, insan beslenmesinde ¢ok 6nemli bir yer tutar ve bitkilerin
stirdiirtilebilir tariminin yapilabilimesi, 6niimiizdeki yiizyilin en ciddi hedeflerinden birisi
olacaktir. Tarim uygulamalarimin, dogal kaynaklarin etkinliginin ve korunmasinin
saglanmasi, bu arada cevrenin canlilar i¢in yaganabilir hale getirilmesi, hedefleriyle

uyumlu olmas1 gerekmektedir.

Yemeklik dane baklagiller arasinda degerlendirilen fasulye (Phaseolus vulgaris L.)
protein igerigi yoniinden olduk¢a zengindir (Sehirali, 1988) ve diinyada yaygin olarak
yetistirilmektedir. Tirkiye’de yillik {iretim, 1997 rakamlarina gore, 235 bin ton ve Kisi
bagina tiiketim 2.5 kg™ *dir (FAO, 1999). Fasulye daha gok gelismekte olan iilkelerde
yetistirilip biiylik oranda i¢ tiiketimi sunulmaktadir. Toplam fasulye tiretimi gelismekte
olan tilkelerde yaklagik 15 milyon ton y™ iken, bu deger gelismis iilkelerde yaklasik 2.5
milyon ton y”! *dir. Diinyamn bas%a gelen fasulye iireticileri arasinda Hindistan (3.6 milyon
ton), Brezilya (3.0 milyon ton), ABD (1.4 milyon ton), Meksika (1.0 milyon ton) ve
Endonezya (0.9 milyon ton) yer aﬁnaktadlr. ABD fasulyenin bilyiik treticilerinden
olmasina ragmen kisi bagina tikketim gelismekte olan ilkelerdekine gore gok geridir (3.3
kg y). Bu deger, Brezilya’da 19.0 ve Meksika’da 12.8 kg y™' *dir. Buna karsin Avustralya,
Almanya, Fransa ve Hollanda gibi geligmis iilkelerde fasulye iiretimi yok gibidir ve 1.0 kg
y! kisi? ’yi gegmeyen degerlerle tiiketilir. Bunun nedeni biiyiik olasihkla, gelismis
iilkelerde tiiketimin daha ¢ok hayvansal {iriinlere yonelmis olmasiyla agiklanabilir. Ote
yandan fasulye gibi bitkisel lrtinler daha uzun yillar geligmekte olan tilke insanlarinin
agirlikli besin kaynag1 olacaktir.

Kiiltiire alinan tiim bitkilerde oldugu gibi, fasulye de, biiytimesi i¢in 6nemli Sl¢tide



azota gereksinim duyar. Topraklarin biiyiik bir kism1 mineral azot yoniinden fakirdir ve
azot ya degisik yollarla (denitrifikasyon, yikanma, volatilizasyon gibi) bitki kok
bolgesinden uzaklagabilir ya da immobilizasyonla bitkiler igin elverigsiz formlara
dontigebilir. Bu yiizden modern tarim uygulamalar: arasinda azot giibrelemesi dnemli bir
yer tutmaktadir. Fakat, azotlu giibrelerin Uiretim maliyetlerinin yiiksek olmasi ve/veya
tiretim ve tarla uygulamasi sonrasi asamalarinda g¢ikabilecek gevresel yan etkiler azotlu
giibre uygulamalarimi siurlamaktadir. Sonug¢ olarak, bitkisel {iretim maliyetleri
yiikselmekte ve/veya yanlis ya da bilingsiz uygulamalarla ¢evreye zarar verilebilmektedir.
Bu zararlar arasinda, diinyanin bir ¢ok yerinde goriildiigii gibi, topraktan nitrat (NO;3")
yikanmasi sonucu olusan potansiyel taban suyu kirlenmesi (Jensen et al., 1994) ve uzun
yillar asit karakterli azotlu giibreler uygulanmasi ve nitrifikasyon sonucu olusan toprak

asitlesmesi sayilabilir (Rulkens and Tenhave, 1994).

Azotlu giibre uygulamalari tamamen terk edilemez, ¢iinkii {ireticiler, bu
uygulamalarin bitki gelismesi tizerindeki direk olumlu etkilerini defalarca tecriibe etmis ve
artik azotlu giibre uygulamasi, degisik pek ¢ok tarim sekli ve ¢evresel kosul igin, standart
tarimsal bir faaliyet haline gelmistir. Ancak, en azindan fasulye gibi baklagillerde,
simbiyotik azot fiksasyonu (Rhizobium agilamasi) bitkinin azot ihtiyacimin belirli bir
kismin kargilayabilir. Boylece, azotlu giibre girdisi azaltilarak net kar artilmis ve

potansiyel ¢evre kirlenmesi riski belli 6lgiilerde azaltilmig olur.

Gliniimiizde, Rhizobium as1 uygulamalari, Avrupa ve Amerika’nin yani sira Snemli
fasulye iireticilerinden olan Meksika ve Brezilya’da da yaygindir. Motsara et al. (1995) 24
tilkede Rhizobium asilar iireten 170 organizasyon tespit etmistir. Bunlarin arasinda, uzun
yillar faaliyet gOsteren ve biiyiik Olgekli liretim yapan iki firma goze ¢arpmaktadir:
AB.D.de tiretim yapan Niftal ve A.B.D. ve Fransa’da ¢alisan Lipha Tech. Tiim bunlara
ragmen, baklagil yetistiricilifinde simbiyotik azot fiksasyonu sistemlerinin kullanimi
azalmaktadir (McCown, 1996; Smil, 1997). Bu azalma intensif tarimin yogun olarak
yapildifi Avrupa ve A.B.D.’de ¢ok daha belirgindir. Bu azalmaya neden olan faktorier
arasinda ucuz azotlu giibre bulma imkani, hayvan giibrelerinin topraga uygulanmasi ve

yesil glibreleme yer almaktadir. Ornegin, Danimarka’da nitrat yikanma ortalamas1 74 kg N



ha' yil“’dir, fakat bu ortalama ahir giibresi uygulandiginda 105 kg N ha' yil'’a
ulagsmaktadir (Jensen et al., 1994).

Simbiyotik azot fiksasyonunun yeri intensif tarimda olduk¢a sinirliyken, extensif
tarim i¢in pek c¢ok firsatlar ortaya ¢ikmaktadir. Gelismekte olan ¢ogu iilkede, azotlu
giibrelerin kullanilabildigi yiiksek gelir getiren iirlinler hari¢ tutulursa, azot fiksasyonu
baskin azot girdisi olarak tarim sistemlerinde kullamilmaktadir. Bu tiir bir tercih giibre
fiyatlarinin pahali olmasi, pazar degisiklikleri ve diisikk ya da diizensiz yagis nedeniyle
azotlu giibre kullammi ekonomisinin etkilenmesi sonucu olusmaktadir. Ornegin,
Déberiener et al. (1995) Brezilya’da baklagil ve iligkili azot fiksasyonu yoluyla yilda 1.8
milyar dolardan daha fazla ek gelir saglandigii hesaplamigtir. Bu yiiksek rakama
ulagilmasinin arkasinda, azot fiksasyonu iizerinde, 6zellikle de Dr. Déberiener’in

laboratuarinda, yillardir devam eden galigsmalar yatmaktadir (Déberiener, 1997).

Tiirkiye’deki durum hem bilimsel galigmalar ve hem de iiretim teknolojileri
agisindan gok geridir. Toprak ve Giibre Arastirma Enstitiisii (Ankara) gibi birka¢ kurumun
cabalar1 ve {liniversitelerde, Ozellikle ziraat fakiiltelerinin toprak bdéliimlerindeki bazi
arastiricilarin - ¢aligmalart  diginda, biyolojik azot fiksasyonu bilimi ve teknolojisi
Ttirkiye’de yok gibidir. Bunun nedenleri arasinda, tilkeye 6zgii bilimsel ¢aligmalarin azlig1
(ya da bu ¢alismalar yiriitmek i¢in donamimli laboratuar ve teknik personel yetersizligi),
uygun ag1 liretim teknolojilerinin gelistirilememesi, ¢ift¢ilerin bu tiir bir uygulamayi kabul

etmedeki isteksizlikleri ve etkin bir tarimsal haberlesme aginin olmamasi sayilabilir.

Rhizobium asilarina iligkin bilgi ve teknoloji Tiirkiye’de diisiik bir seviyede de olsa
vardir, buna karsin iligkili (associative) azot fikse edicisi olan Azospirillum bakterisi
hakkinda herhangi bir ¢aligma bile yoktur. Bakterinin 6neminin, 1970°1li yillarda daha iyi
kavranmasindan (D&beriener and Day, 1976; Tarrand et al.,, 1978) bu yana, iizerinde
Diinya ¢apinda pek ¢ok aragtirma yapilmistir. Pek ¢ok bitkiye bu arada fasulyeye de
agilanabilen bakteri, 1990’a kadar yapilan tarla ¢aligmalarinin % 70’inde verim artisina
neden olmustur (Okon and Labandera-Gonzales, 1994). Verim artiglan ortalama % 10 ile
30 arasinda degismis, fakat % 270’e kadar ¢ikabilmistir. Azospirillum bakterisinin bitki



iizerindeki olumlu etkileri ¢opu cevrelerin dikkatini ¢ekmistir. Ornegin, NATO’nun
bilimsel galismalarla ilgili kurulu bakteri lizerinde ¢alisma yapacak bir ekip olusturmus ve
bu ekip konuyla ilgili bilgileri bir kitap halinde 6zetlemistir (Anonymous, 1995).

Bir rizosfer bakterisi olan Azospirillum’un bitki gelismesi {lizerindeki olumlu
etkileri arasinda, bitkilere indolasetik asit (IAA), giberilin, ve sitokinin gibi fitohormanlar
vermesi (Patten and Glick, 1996; Rademacher, 1994), azot fiksasyonu (Boddey and
Doberiener, 1988), nitrit olusumu (Bothe et al., 1992), bitki gelismesindeki genel
iyilesmeler (Fallik et al., 1994; Sarig et al., 1992) ve mineral altminin artirilmasi (Bashan
et al., 1990) sayilabilir.

Azospirillum  kiltirii yapilan ¢ok degisik Dbitkilerin koklerini  kolonize
edebilmektedir (Bashan and Holguin, 1997a). Aragtirmalar daha ¢ok bugday ve misir gibi
tahillarda yogunlagmigtir (Okon and Labandera-Gonzales, 1994). Bakteri, bunun yani sira,
aycicegi (Fages and Arsac, 1991), seker kamusi (Favilli et al., 1993) ve havug (Govedarica
et al., 1993) gibi bitkilerde de VCI:im artigina neden olmugtur. Son zamanlarda Azospirillum
bakterisi, nodiilasyonu, nodiil isleyisini ve muhtemelen bitki metabolizmasim olumlu
etkilemesi nedeniyle bir Rhizobium yérd1m01s1 olarak degerlendirilmektedir (Andreeva et
al., 1993). Azospirillum ve Rhizobium ikili-agilamas1 mercimekte (Yadav et al., 1992),
nohutta (Del Galli and Fabri, 1991), yoncada (Itzigsohn et al., 1993) ve fasulyede
(Burdman et al., 1997) nodiilasyon ve ¢ogu bitki parametrelerinin sadece Rhizobium

asilamasina gore daha fazla artirmigtir.

Bu ¢aligymanin amaci asagidaki hipotezleri test etmektir.
e R tropici ve R. etli agilamasi, Tiirkiye’de yetistirilen tescilli fasulye (Phaseolus vulgaris
L.) ¢esitlerinde nodulasyonu ve bitki bilyiimesini olumlu y6nde etkiler.
o Bu fasulye ¢esitlerinde, Azospirillum + Rhizobium asilamasi, nodulasyonu ve bitki
biiylimesini sadece Rhizobium’la yapilan agilamaya gore daha fazla artirir.

o Bir 6nceki ifade edilen etki fasulye ¢esitlerinden bagimsizdir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.1. Fasulye (Phaseolus vulgaris)-Rhizobium ortak yasami

2.1.1. Fasulyenin insan beslenmesindeki 6nemi

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) yiizyillardir yetigtirilen bir bitki olup kokeni
konusunda degisik goriigler mevcutsa da biiyik olasiikla Bati Asya oldugu ileri
stirtilmektedir (Ak¢in, 1988). Diinya’ya degisik yollarla taginmis ve su anda ozellikle
iliman iklim kusaginda yetistirilmektedir. Fasulyenin Tirkiye’de tarimi nispeten yenidir,
fakat, Tiirk insanimin mutfaginda 6nemli bir yeri vardir. Bunun en 6nemli nedenlerinden
biri kuskusuz fasulyenin yaklasik %24 gibi yiiksek bir oranda protein i¢cermesidir (Sehirali,
1988).

2.1.2. Baklagil-Rhizobium ortak yasaminin ana hatlar1 ve fasulyede durum

Simbiyotik azot (N,) fiksasyonunun 6nemi muhtemelen ilk defa Hellriegel ve
Wilfarth'in 19. yiizy1l sonlarinda yaptig1 deneylerle anlagilmigti (Paul, 1989). Sonrasinda
yapilan ¢aligmalar simbiyotik azot fiksasyonunun dogasina biiyiik 6l¢tide 151k tuttu (Burris,
1988). Ozellikle molekiiler ve‘ hassas analitik tekniklerin gelisimine paralel olarak,
simbiyotik azot fiksasyonu bilimi biytk dl¢tide ilerledi (Graham et al., 1988; Shantharam
and Mattoo, 1997).

Baklagil-Rhizobium ortak yasaminda baklagil bitkisi Rhizobium’a enerji kaynaklari
ve topraktaki biyotik ve c¢evresel streslere karsi giivenli bir ortam ve buna karsilik
Rhizobium bitkiye indirgenmis azot saglar. Bakteriler bitkinin kilcal koklerini iggal eder ve
nodiil geligiminin olacag1 yerdeki korteks hiicrelerinde c¢ogalmaya baslar. Bakteriler
nodiillerde azotun amonyaga (NH;) doniismesini katalize eden nitrogenaz enzimini
bulunduran “bakteroid” formuna doniisiirler. Nitrogenaz enzimi oksijene (O,) kars:

olduk¢a duyarli olmasina ragmen, azot fiksasyonu reaksiyonu ATP {iretimi i¢in oksijene



gerek duymakfadu. Bu sorun, “leghemoglobin” adindaki bir proteinin bakteroidin
solunumsal prosesleri igin gerekli olan oksijen akimim kontrol etmesiyle agiimaktadir.
Bitki, nodiil dokularinda olugmus olan amonyag: ksilem demetlerinden lzlica ¢ekmek i¢in
aminasyon ve amino transfer reaksiyonlar1 yapmaktadir. Baklagil-Rhizobium ortak yasami
hakkinda detayli bilgi vermek 5bu tezin amaglarini agmaktadir. Fakat, infeksiyon ve
nodiilasyon, simbiyotik azot fiksasyonunun biyokimyasi, bitkide amonyak asimilasyonu ve
simbiyotik azot fiksasyonunu etkileyen faktdrler konularini biraz daha agmak sonraki
tartigmalar1 desteklemek agisindan yararli olacaktir. Bu konulara iligkin agagidaki 6zetler

her 6zetin sonunda verilen kaynaklardan yararlanilarak yapilmigtr.

Infeksiyon islemi Rhizobium bakterilerinin bitki kok salgilarina pozitif
kemotaksisiyle (hareketli bir organizmanmin bir kimyasal maddeye referans olarak
yOnlendirilmis hareketi) baslamaktadir. Kemotaksis nodiilasyon i¢in zorunlu degildir, fakat
rizosfer yerlesmesinde bir avantaj saglar. Spesifik Rhizobium’ un kok yiizeyine, 6zellikle de
kilcal koklere -tutunmasi, bitki lektini ve bakterinin 6zel polisakkaritinin birbirine
yapismas1 sonucu olusmaktadir. Rhizobium bakterileri, nodiilasyon genleri tarafindan
sentezlenen Nod faktorleri sayesinde, kok yiizeyinde kilcal k6k dallanmasi, bozulmasi ve
kivrilmasina neden olur. Geng kilcal kkler yeter miktarda Rhizobium’u paketlemek igin
kivrilir. Hiicre duvarinin hidrolize olmas1 sonucu kok hiicre duvarinda lokal yaralar
olusmaktadir. Rhizobium bakterileri kok hiicrelerinin hidrolize oldugu bolgelerden igeri
girer ve plasma membranina i¢ine girmek yoluyla penetre olurlar. Bitki, iceriye dogru
biiyliyen bir “tiip” olusturacak sekilde yeni hiicre duvari materyalleri biriktirir. Bu tiip hizla
¢ogalan bakteriler tarafindan doldurulur ve bir “infeksiyon ipi” olusur. Infeksiyon ipi bir ug
biiytimesi prosesiyle kilcal k6k hiicrelerinin daha igerideki duvarlarina dogru biiyiir. Es
zamanli olarak, 6zel korteks hiicreleri bélinerek nodiiliin “ilk halini” olusturur ve
infeksiyon ipi bu ilk hale dogru biytir. Kortikal hiicrelerde, infeksiyon ipinin ilerlemesine
hazirlanacak sekilde c¢ekirdek hiicre merkezine hareket eder ve ilave hiicre duvarlan
meydana gelir. Hiicre igindeki bakteriler gubuk seklini kaybederek pleomorfik olur ve azot
fiksasyonu icin gerekli nitrogenaz enzimini sentezlerler. Infeksiyon ve nodiilasyon
konusunda daha detayli bilgi i¢in van Rhijin and Vanderleyden (1995) ve Vincent (1980)’e
bakilabilir.



Nitrogenaz enzimi, fonksiyonel olabilmesi igin gerekli olan iki parcadan olusur.
Bunlardan birincisi, dinitrogenaz (par¢a I ya da FeMo protein), substrati baglar ve
elektronlar ilave edilirken onu tutar. Ikincisi, dinitrogenaz rediiktaz (parga II ya da Fe
protein) dinitrogenazdaki Fe atomlarina elektronlarin Mg:ATP hizlandinlmig transferini
saglar. Her iki parca, 6zellikle de ikincisi oksijene asir1 derecede duyarhidir. Nitrogenaz
azotun indirgenmesi islemini kisaca s6yle yapmaktadir. Elektronlar normal metabolik
yollardan ferrodoksin ve dinitrogenaz rediiktaza gelmektedir. Bu, ATP ile kompleks
olusturunca bir inorganik fosfatin (P;) salinacag: sekilde ADP olugmakta ve dinitrogenaz
indirgenmektedir. Dinitrogenaz ise elektronlar1 azot (N) dahil ortamda bulunabilecek
asetilen, azit, nitros oksit ve hidrojen iyonu gibi substratlara yonlendirmektedir. Sonugta,

azot asagidaki genel formiilde gosterildigi gibi amonyuma (NH,4") indirgenmektedir.
N, + 16 ATP + 8¢ + 10H" "= 2NH," + H, + 16 ADP + P; [1]

Nitrogenazin asetileni indirgemesinin pratik bir anlami vardir: bu yolla simbiyotik azot
fiksasyonu tahmin edilebilir. Nitrogenazin hidrojeni indirgemesi ise tam bir israftir, ¢linkii
bu indirgemeden olusan iirlin hidrojen gazidir (H,). Baz1 mikroorganizmalarda bulunan
hidrogenaz enzimi bu yolla kaybedilen enerjinin bir kismimin geri elde edilmesini ve
hiicrede ATP {iretiminde kullamlmasim saglamaktadir. Nitrogenazin biyokimyasi
konusunda daha detayli bilgi i¢in Atkins and Rainbird (1982), Miflin and Cullimore (1984)
ve Paul (1989)’ a bakilabilir. ,

Amonyum (NH4" asimilasyonu bakteroitte degil de bitki sitozoliinde amonyum
konsantrasyonuna bagli olarak iki sekilde gergeklesmektedir. Bunlardan birincisi yiiksek
amonyum konsantrasyonunda (>1,5 mM NH4") fonksiyonel olan glutamat dehidrojenaz
(GDH) yoluyla olmaktadir. Ikincisi ise daha diisik amonyum konsantrasyonlarinda
fonksiyonel olan glutamin sentetaz (GS) ve glutamat sentaz (GOGAT) yoluyla olmaktadir.
Amonyum bitki sitozoliine ulagsmakta ve burada GS yardimiyla glutamine ve sonrasinda
GOGAT yardimiyla glutamata d6niigmektedir. Sonug olarak bir mol glutamat, amonyum
ve a-ketoglutaratdan iki mol glutamat olugmaktadir. Glutamat ksilem yoluyla kdkii terk
etmeden Once ikincil reaksiyonlarla déniistiiriilmektedir. Azotu, bezelye (Pisum sativum),



ticgiil (Trifolium spp.) ve yonca (Medicago sativa) gibi 1liman iklim kusag: baklagilleri
asparajin ve glutamin gibi amitler; soya fasulyesi (Glycine max) ve kuru fasulye
(Phaseolus vulgaris) gibi tropik baklagiller ise allontoin ve allontoik asit gibi treitler
seklinde transfer etmektedir. Amonyum asimilasyonu ve translokasyonu konusunda daha
detayl bilgi Havelka et al. (1982) ve Miflin and Cullimore (1984)’ da bulunabilir.
Nodiilasyonu ve simbiyotik azot fiksasyonunu sinirlayan faktorlerin en 6nemlileri
arasinda mineral azotun varlif1 gelmektedir. Amonyumun yiiksek orandaki varliginin yeni
nitrogenaz enzimi Uretimi {izerinde bastiric1 etkisi vardir. Amonyumdan olusan yiiksek
oranlardaki glutamin, glutamin sentetazi adenile eder ve sonugta yeni nitrogenaz {iretimi
azalmig olur (Paul, 1989). Nitratin (NOj3") yiiksek orandaki varhgi sonucu karbon biiylik
Olglide nitrat asimilasyonunda kullamilmakta ve bdylece nodiillerde azot fiksasyonu igin
gerekli olan karbon sinirlanmaktadir. Benzer sekilde, nitrat asimilasyonu sonucu olugan
fazla nitrit (NO;") hemeglobinle birlegerek, onun nitrogenaz enziminin fonksiyonel olmasi
icin gerekli olan oksijen regiilasyonu islevini ortadan kaldirabilir. Nodiillere olan oksijen
diftizyonu ¢ok Onemlidir ve topragin kisa siireli de olsa suya bogulmasi nodiiller igin
6liimctil olabilir. Fotosentez iin'in'lerinin bollugu ¢ok 6nemlidir ve bu lirlinlerin olusumunu,
bagka bir deyisle bitki geligsimini etkileyen her fakt6r nodiil gelisimini ve isleyisini etkiler.
Diisiik toprak pHsi kilcal koklerin infeksiyonunu, erken nodiilasyonu ve bitki besin
maddelerinin yarayishhiim1 olumsuz etkiler. Molibden (Mo) dinitrogenaz enziminin
kofaktorii oldugu igin molibdence fakir topraklarda simbiyotik azot fiksasyonu sinirlidir.
Molibdenin yaninda diger mineral besinlerin, 6zellikle fosforun (P) noksanligi nodiil
gelisimini ve igleyisini olumsuz etkilemektedir. Diisiik toprak sicakliklar1 kok gelisimini ve
nodiil isleyisini olumsuz etkiler. Azot fiksasyonunu etkileyen faktdrler konusunda daha
detayli bilgi Havelka et al. (1982), Paul (1989) ve Triplett et al. (1989)’ da bulunabilir.

Simbiyotik azot fiksasyonu degisik faktorler tarafindan kontrol edilip fikse edilen
azotun bitkiye belirli bir maliyeti (Atkins and Rainbird, 1982) olsa da, baklagiller bitkiye
bagli olarak azot ihtiyaglarmin yarisina yakinini ve daha fazlasini simbiyotik azot
fiksasyonundan Kkargilar. Fasulye bitkisi bu agidan bakildiginda orta siralarda yer
almaktadir. Omegin, Witty (1983) fasulye bitkisinin aldig1 azotun ortalama % 48 ‘ini



simbiyotik yolla kazandifim gt'irmﬁstiir. Benzer sckilde, Viera-Vargas et al. (1995) bu

ortalamanin yaklasik % 58 oldugunu belirlemistir. Bu oran ortalama ti¢giilde (Trifolium
repens) yaklasik % 83 iken (Labandera et al., 1988) soya fasulyesinde (Glycine max)
yaklagik % 32’ dir (Boddey et al., 1995; Chiu et al., 1990; Witty and Ritz, 1984).

2.1.3 Simbiyotik azot fiksasyonu sistemlerinin temel sorunlari

Simbiyotik azot fiksasyonu sistemlerinin sorunlar1 {i¢ ana gruba aynlabilir: i.
bakteri kdkenli sorunlar; ii. toprak kokenli sorunlar; iii. bitki kokenli sorunlar. Simbiyotik
azot fiksasyonundan kazang saglamamin en temel kosullar arasinda lokal sartlara uyumlu
effektif N fikse eden suslar1 segmek ve asiy1 dogru miktarda canli hiicreyi tarlaya tagiyacak
sekilde formiile etmek gelmektedir. Genetik olarak modifiye edilmis mikroorganizmalarin
kullamimi, yeni fakat izla gelisen bir konudur (Abdelgadir and Alexander, 1997; Miranda
et al., 1996; Robleto et al., 1997). Cok degisik asilama teknikleri ve formiilasyonlari
mevcuttur (Bashan, 1998). Fakat, simbiyotik azot fiksasyonu sistemlerinin kullanimi
Diinya ¢apinda azalmaktadir (Brockwell and Bottomley, 1995). Bu azalmanin muhtemelen
en 6nemli sebeplerinden birisi diigiik kaliteli ag1 {iretimidir (Gomez et al., 1997; Olsen et
al., 1995; Vincent and Smith, 1982). Yeni as1 teknolojilerinin kullanimi ise pek yakin
goziikmemektedir (Bashan, 1986; Bashan and Gonzales, 1999).

Simbiyotik azot fiksasyonu yapan bitkiler yapmayanlara gére daha fazla fosfora (P)
ihtiya¢ duymaktadir (Jugk, 1998;' Robson 1983). Bunun nedeni azot fikse eden sistemlerin
daha fazla ATP, sinyal transdiiksiyonu, membran biyosentezi, nodiil gelisimi ve isleyisi
icin ekstra fosfora gereksinim duymalarindan kaynaklanmaktadir. Bitkiler fosforu
ortofosfat iyonlar1 (H,PO4 ve HPO4?) seklinde alir, fakat bitkiye yarayish fosfor asit
topraklarda Fe ve Al-fosfatlar ve alkali topraklarda Ca-fosfatlar seklinde ¢6kelmekte
ve/veya kil mineralleri ve CaCO; ylizeylerine yapigmaktadir (Tisdale et al., 1993). Diger
bir toprak problemi tuzluluktur. Baklagiller ve nodiil baglangici siiregleri tuzluluga
bakteriden ¢ok daha az dayamklidir (Graham, 1992). Toprak bozulmasi ve ¢ollesme
simbiyotik azot fiksasyonunu olumsuz etkileyen faktérler arasinda yer alir (Crowley, 1994;
de Oliveira et al., 1998). Asit topraklar ve asitlesme gerek Al ve Mn toksisitesi ve Mo, Ca,
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ve P eksikligi yoluyla baklagilin gelisimini olumsuz etkilemekte, gerekse agilanmig

bakterinin toprakta yagamasini ve nodiilasyon proseslerini geriletmektedir (Graham, 1992).

Baklagiller, as1 ile verilen Rhizobium suslari tarafindan degil de, lokal Rhizobium
suslan tarafindan tercihli olarak nodiile edilebilir (Lieven-Antoniou and Whitman, 1997;
Montealegre and Graham, 1996; Montealegre et al., 1995). Ya da konuk bitkideki
Rhizobium etkisi genotipik farkliliklar gésterebilir (Buttery et al., 1997; Ceccatto et al.,
1988; Pazdernik et al., 1997, Pazdernik et al., 1996). Chaverra and Graham (1992)
susx¢esit etkilesiminin genetik farkliliklardan dolay1 ¢ok muhtemel oldugunu belirtmistir.

2.1.4 Fasulyede Rhizobium asilamasi ve iligkili sorunlar

Fasulyede Rhizobium asilamasinin en yaygin olarak yapildigi bolge muhtemelen
fasulyenin en ¢ok yetistirildigi Brezilya, Meksika ve Arjantin gibi tilkeleri kapsayan Giiney
Amerika’dir (FAO, 1999). Fakat, a1 liretim kalitesi agisindan bu bolgede, Grnegin
Arjantin’in ¢ok bagarih oldugu sdylenemez (Gomez et al., 1997). Bu durum Kanada ve
ABD gibi gelismis tilkelerde de ¢ok farkli degildir (Olsen et al., 1995; Vincent and Smith,
1982). Kullanilan agilarin kalitesi genelde diigliktiir ve bu durum Diinya genelinde azot
fiksasyonu sistemlerinin kullaniminda bir azalmaya katkida bulunmustur (McCown, 1996;
Smil, 1997). '

Diger baz1 baklagillerle karsilastirildiginda, fasulyenin zayif bir azot fikse edicisi
oldugunu s6ylemekte yarar vardir (Graham and Ranalli, 1997). Pek ¢ok genetik ve gevresel
faktdr bu durumun agiklanmasinda yardimei olabilir. Genomlardaki yeniden diizenlemeler
Rhizobium suslarinda degiskenlige ve stabilitenin bozulmasina neden olmaktadir (Martinez
et al., 1988). Bu durum Rhizobium suslarimin 6zelliklerini korumada, 6zellikle bu suslarin
as1 olarak kullanimi s6z konusu oldugunda &nemli bir problemdir. Fasulye genelde
marjinal gevre kosullarinda yetistirilmektedir ve 1slah ¢alismalarinda erken ¢igeklenme ve
kisa vejetasyon siiresi gibi ozellikler dikkate alinmaktadir (Graham and Ranalli, 1997).
Birinci durumda, bitki iyi gelisemedigi igin yeter miktarda fotosentez {irlinleri nodiil

gelisimi ve igleyisine ayrilamamaktadir. Marjinal gevre kosullarina 6rnek olarak yliksek
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sicaklik, toprak kurulugu ve diisik toprak verimliligi verilebilir (Graham, 1981). Ikinci
durumda, kisa vejetasyon siiresine sahip determinant bodur tip fasulyeler nodiil gelisimi

ve isleyisi igin siire az oldugundan azot fiksasyonundan yeterince yararlanamazlar
(Chaverra and Graham, 1992; Isoi and Yoshida, 1991; Schroder, 1992).

Fasulyede agilamayla ilgili onemli sorunlardan birisi de, agilanan rhizobia’nin lokal
sartlara adapte olmus yerel rhizobia’yla rekabet edememesi sonucu, yerel rhizobianin
nodiilasyonda {istiinliik saglamasidir (Streeter, 1994). Bu sorunu agmak i¢in, Robleto et al.
(1997) rizosfer kolonizasyonu ve kok nodiilasyonunda {stiinliik saglayan ve kisa
spektrumlu bir antibiyotik olan trifolitoksini (TFX) treten bir Rhizobium etli susu
olusturmustur. Biyoteknoloji benzer sekilde, fasulyede nodiilasyon yapan Rhizobium’ un
sicaga dayanikliligim1 (Abdelgadir and Alexander, 1997) ve azot fiksasyon kapasitesini
(Miranda et al., 1996) artirmigtir. Fakat bu caligmalar daha ¢ok deneysel asamadadir,

uygulamaya gecilmemistir.

2.1.5 Fasulyede azot fikse eden mikroorganizmalar

Fasulyede degisik mikroorganizmalar nodillasyon ve azot fiksasyonu
yapabilmektedir. Bunlar arasinda, i. Rhizobium leguminesarum bv. phaseoli (Jordan,
1984); ii. R. tropici (Martinez-Romero et al., 1991); iii. R. etli (Segavio et al., 1993); iv. R.
gallicum ve R. giardinii (Amarger et al., 1997). R. leguminasarum bv. phaseoli yaygin
olarak Avrupa’da goriilmektedir (Segavio et. al., 1993). R. tropici yiiksek sicakliklara ve
asit kosullara dayaniklidir; genetik agidan diger Rhizobium tiirlerine gore daha stabildir,
dolayisiyla simbiyotik 6zelliklerini stresli kosullarda siirdiirebilir; dinitrogenaz rediiktaz
enziminin kodlanmasinda gorev alan nifH geninden (Triplett et al., 1989) tek kopyaya
sahiptir; polisakkariti inhibe eden psi geniyle hibridize olmaz; ve Leucaena sp. de dahil
genis bir konuk yelpazesi vardir (Martinez-Romero et al., 1991). R. etli orta Amerika’da
(Segavio et al., 1993) ve fasulyenin iki 6nemli ana orijinden birisi olarak kabul edilen
Arjantin’in kuzeydogusunda bulunmustur. Rhizobium etli, nifH geninin birden fazla
kopyasina sahiptir; dar bir konuk yelpazesi vardir ve psi geniyle hibridize olur (Buttery et
al. 1997).
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2.1.6 Fasulye bitkisi ve baz1 baklagillerdeki konukxsus etkilesimleri

Fasulye genetik agidan oldukga degiskin bir bitkidir (Singh et al., 1991). Yukanda
ozetlendigi gibi, fasulyede nodiilasyon yapan rhizobia da genetik agidan oldukga
degiskendir (Hernandez-Lucas et al., 1995; Rodrigues-Navarro et al., 2000). Bu durumlar
dikkate alan Chaverra and Graham (1992) yaygin fasulyede konukxsus etkilesiminin ¢ok
muhtemel oldugunu belirtmistir. Hardarson et al. (1993) 37 yaygin fasulye ¢esidinde
yaptif1 ¢alismada azot fiksasyonu acisindan gok biiyiik degiskenlik oldugunu gormiistiir.
Bu aragtinicilar, bazi ¢esitlerin yiiksek oranda azot fiksasyonunu destekleyebileceklerini,
fakat bu ¢esitlerin ¢ogunun istenen tarimsal 6zelliklere sahip olmadigim belirtmislerdir. Bu
durumun tersine, Buttery et al. (1997) genetik ve orijin agilarindan oldukga degisken 15
fasulye ¢esidi ve 10 Rhizobium susuyla yaptiklar1 ¢aliymada pek ¢ok nodiilasyon ve bitki
biiylime parametresinde konukxsus etkilesiminin olmadifim gérmiislerdir. Benzer sekilde,
Pacovsky et al. (1984) 10 Rhizobium susu ve 3 yaygin fasulye gesidiyle yaptiklar:
calismada cesitxsus interaksiyonun olmadigim belirlemistir. Vasquez-Arroyo et al. (1998)
3 fasulye ¢esidinde yaptiklar ¢alismada azot fiksasyonu ag¢isindan nemli bir degiskenlik

olmadifini gézlemistir.

Fasulye disindaki baklagillerc.ie de gesit ya da sug degiskenligi ve konukxsus etkilesimi
hakkindaki bilgiler farklidir. (")rnegin,. Mytton et al. (1977) 6 bakla (Vicia faba) ve 6
Rhizobium susu lizerinde yaptig1 ¢alismada fikse edilen azottaki degiskenligin % 74’{iniin
cesitxsus interaksiyonundan kaynaklandigim gérmiistiir. Ote yandan, Roskothen (1989) 50
bakla ve 4 Rhizobium susuyla yaptif1 calisjmada cesitxsug interaksiyonunun c¢ok zayif
oldugunu gozlemistir. Benzer sekilde, Armarger (1988) baklada gesitxsus etkilesiminin

O6nemsiz oldugunu bulmusgtur.

Buttery and Dirks (1987) 12 B. japonicum susu ve 10 soya fasulyesi (Glycine max L.
Merr.) gesidi iizerinde yaptiklar1 ¢aligmada ¢esitxsus interaksiyonunun 6nemsiz oldugunu
gbrmiigtiir. Tersine, azot fiksasyonu agisindan g¢esitxsug etkilesimi bezelyede (Pisum
sativum L.) (Hobbs and Mahon, 1982), bortilcede (Vigna unguiculata) (Minchin et al.,
1978), fistikta (Arachis hypogoea) (Alwi et al., 1989) ve degisik boriilcelerde (Vigna spp.)
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(Bushby, 1988) onemli ¢ikmistir. Sonug olarak, genelde baklagillerde ve 6zelde yaygin
fasulyede, azot fiksasyonundaki degiskenlik ve konukxsug etkilesimi hakkinda net bir
agiklama yoktur. '

2.2. Azospirillum-Bitki iliskileri

2.2.1. Azospirillum-Bitki iliskisinin dogasi

Azospirillum-bitki  iliskisinin dogasim1 belirli 6lgtide anlayabilmek igin
Azospirillum-kok iligkisinin nasil bagladigin1 ve gelistigini; Azospirillum’un bitkideki etki
mekanizmalarini; ve genel anlamda Azospirillum’un bitki biiylimesini nasil etkiledigini
kisaca agiklamak gereklidir. Bu konulara gegmeden once Azospirillum-bitki iligkisi
hakkinda iki 6nemli noktay:1 vurgulamakta yarar vardir. Birincisi, bu iligki Rhizobim-
baklagil ortak yasaminda oldugu kadar spesifik degildir (nodiil olusumu ve igleyisi olmaz).
Bu yiizden, bu iligki i¢in baklagil-Rhizobium ortak yasami igin kullanilan “symbiosis”
yerine daha zayif bir ortak yasam olarak kabul edilebilecek “association” terimi kullanilir.
Fakat, Kennedy et al. (1997) eksopolisakkarit iiretiminin az oldugu bir Azospirillum
brasilense (Sp7-S) mutantinin 2,4-D uygulanmis bugday koklerinde nodiil-benzeri (para-
nodiil) yapilar olusturdugunu bulmustur. Bu tiir ¢alismalar heniiz deneysel asamadadir.
Ikincisi, Azospirillum-bitki iliskisi herhangi &zel bir bitkiyle sirli degildir ve
Azospirillum, tahil olan ya da olmayan bitkilerin, yabanci otlarin ve ¢ok yillik bitkilerin

koklerini kolonize edebilir (Bashan and Holguin, 1997a).

Azospirillum bitki kok salgilarina referans olarak kemotaktik hareket yapar.
Bakteriler zay1f bir adsorpsiyondan sonra kendilerini sikica kok yiizeylerine baglarlar. Ana
kolonizasyon bolgeleri biiytime noktalari, kilcal kékler ve kok yiizeyleridir. Bu bakteriler
kok yiizeyleri ve kendi aralarinda bir “fibril” yapisindaki materyal agiyla bakteriyel
agregatlar olugturur. Canli k6k hiicreleri kadar 61t k6k hiicreleri de kolonize edilir.
Asilanmis bakteriler kilcal kok hiicrelerinin i¢ini de kolonize ederler. Bakteriler rizosferle
temas halinde olan kok ucu tarafindan dikey olarak taginirlar. Bakteriyel yayilma kokten

koke olan gogler yoluyla olmaktadir. Bu durum, Azospirillum’un perkole olan su



tarafindan pasif dispersiyonunun zor oldugu yart kurak bolgelerdeki yiiksek performansini
agiklar (Bashan, 1990; Bashan and Holguin, 1997a; Broek et al., 1998; Baldani et al.,
1986; Okon and Kapulnik, 1986 ve Sukiman and New, 1990).

Azospirillum’un bitki tzerindeki 6nerilen etki mekanizmalari ¢ok degisiktir ve
tartismalidir. Onceleri, Azospirillum’un bitki biiylimesine ana katkisinn azot fiksasyonu
yoluyla oldugu diisiiniilmiistii. Genelde, azot fiksasyonunun bitki kiitle artigindaki pay1
kiigiiktiir; % 5 ile % 18 arasinda degismekle birlikte, genelde % 5’in altindadir. Dahasi,
azot fikse etmeyen (Nif-) mutantlar azot fikse edenler (Nift) kadar bitki biiylime artisina
neden olmustur. Son zamanlarda, Azospirillum-bitki sisteminde azot fiksasyonunu artirmak
icin nodiil-benzeri olusumlar {izerindeki galigmalar hiz kazanmistir. Ayrica bakterinin
amonyum {iretimini artwmak i¢in yollar aranmaktadir (Colnaghi et al., 1997; van
Dommelen et al., 1997). Bir diger mekanizma fitohormon tiretimidir. Azospirillum in vitro
IAA, giberrillin, sitokiyonin {iretebilmektedir ve Azospirillum’dan saflagtirilmis hormonlar
bitki koklerinde Azospirillum’a benzer etkiler gostermistir. Fitohormon etkisinin aleyhine
net bir bulgu yoktur. Azospirillum’un bitkinin mineral alimim artirdifn yOniindeki
hipotezler 1980’lerde 6ne siiriilmiistii ve halen bu hipotezi ¢tirtitecek net bir bulgu yoktur.
Azospirillum’un ya nitrat respirasyonu sonucu ya da direk olarak bitkiye verdigi nitrit
(NOy) lateral k&k olugumunu belirgin olgiide artuwmistir. Azospirillum bitki hicre
duvarlarini gegen ve bitki membranlari tarafindan taninan bir takim sinyal molekiilleri
gondererek bitki metabolizmasinda degigikliklere neden olur. Fakat, bu sinyal
molekiillerinin tabiat1 bilinmemektedir. 1970’lerde, Azospirillum’un bitki kok gelismesini
artirmak yoluyla bitki biiyiimesinde genel bir iyilesmeye neden oldugu varsayilmisti. Son
olarak, Azospirillum-bitki iligkisinde yukaridaki mekanizmalardan birden fazlasinin
esglidiimlti olarak s6z konusu oldugu ileri strilmistiir (Bashan, 1990; Bashan and
Holguin, 1997a; Bashan and Holguin, 1997b).

Sera ve tarla kosullarinda biiyiiyen bitkilerdeki Azospirillum etkileri tutarli degildir.
Genel olarak, Azospirillum agilamas: tarla kosullarinda yetistirilen bitkilerde toplam verimi
% 10 ile % 30 arasinda artirmustir. Azospirillum asilamasi toplam bitki agirlifini, sap ve

tanedeki azot miktarini, tane airhgim, bitki yliksekligini, yaprak biytkligiini ve
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gimlenme oramm artirmistir. Ozellikle tarlada yetisen tahillarda, Azospirillum
agilamasindan dolay1 goriiniir bir farklilik yoktur ve ancak istatistiksel analizler 6nemli
farklann ortaya koyabilmektedir. Okon (1984) Azospirillum asilamasinin tarla
denemelerinin % 65’inde pozitif,etkiye neden oldugu sonucunu ¢ikarmistir. Azospirillum
agilamasi, yaz bitkilerinde tiim denemelerin %75 ‘inde ve kishk bugdayda ise tiim
denemelerin ancak % 50 ‘sinde artisa neden olmugtur. En yiiksek verim artiglari, azot
glibreleme seviyesi bitki bilylimesi i¢in gereken optimum seviyenin altinda oldugunda elde
edilmistir. Sulama, Azospirillum agsilamasinin  verimdeki  etkisini  artirmustir.
Azospirillum’un bitki bliylimesine etkileri konusu Bashan and Holguin (1997a); Fages,
(1994); ve Okon and Labandera-Gonzales (1994)’de daha detayl1 olarak 6zetlenmistir.

2.2.2. Azospirillum bakterilerinin tanimi

Azospirillum spp. genelde gram (-), ¢ubuk seklinde, yarikat1 ya da kat1 besiyerinde
cok hareketli ve mineral N kayna'lgl saglandiginda aerop mikroorganizmalardir. Bakterinin
optimum biiyiime sicakligi 35 ve 37 °C arasinda degismektedir. Azospirilla mikroaerofilik
(dtistik oksijen seviyeli) kosullar, karbon ve enerji kaynaginin varliginda azot fikse eder.
Azot fikse eden hiicrelerde, poli-B-hidroksibiitirat (PHB) kuru hiicre agirliginin % 50’si
kadar yiiksek seviyelere kadar birikebilir. Azospirilla malate, siiksinat, laktat ve priivat gibi
organik asitlerde iyi gelismektedir. Azospirillaya ait 5 tiir belirlenmistir, bunlar;

a. A. lipoferum (Tarrand et al., 1978)

b. A. brasilense [(Tarrand et al., 1978) (Brezilya kékenli)]

A. amazonense [(Magalhaes et al., 1983) (Amazon bélgesi izolat1)]
d. A. halopraeferans [(Reinhold et al., 1987) (Tuza dayanikli)]

e. A. irakense (Khamnas.and Kaiser, 1991)

o

A. lipoferum’un en belirgin 6zelligi organik asitlerin karbon kaynagi oldugu
besiyerlerinde pleomorfik (hiicrelerin ip olusturacak sekilde dizinim hali) hiicre
olusturmasidir. Azospirillum lipoferum malate igeren patates agarinda gelistirildiginde, 48
saat sonra kiiciik, beyaz ve yuvarlak koloniler olusturur ve koloniler zamanla biiziigiir ve

pembeye doniigiir. Biiylimesi i¢in biotin gereklidir ve hidrojende (Hj) litotrofik olarak
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biiyliyebilir. A. brasilense mineral azot igeren sivi besiyerinde hizli, homojen ve
kiimelesme olmayacak sekilde biiyiir. Patates agarindaki koloniler 4. lipoferum’unkine
benzerdir. Hiicreler C-formlarina (bazi bakteri ve protozoalarin etrafinin koruyucu bir
tabakayla sarilmasi sonucu olusan dinlenme hali) doniisebilir. 4. amazonanse patates
agarinda beyaz ve yikselmis kenarlidir. Nitrogenaz aktivitesi oksijene daha onceki iki
tirden daha duyarhdir. Sakkaroz ve glukoz tercih edilen karbon kaynaklandir. 4.
halopraeferans kallar otunun (Leptochloa fusca) koklerinden izole edilmistir. Hiicreler “S”
seklindedir ve helezonik hiicreler alkalin besiyerinde goriiliir. Patates agarinda biiyiime
yoktur ve optimum bilyilime sicakligi 41 °C’dir (Doberiner ve Pedrosa, 1987; Holguin et
al., 1999). '

2.2.3. Azospirillum asilamasi ve iliskili problemler

Azospirillum asilar, Azospirillum’un lizerinde 20 yildan daha fazla bir siiredir
calisiliyor olmasina ragmen ag1 piyasasina yeni girmektedir (Fages, 1992). Genel olarak,
Azospirillum temelde Rhizobium igin planlanmis ve kendi gereksinimlerine pek uymayan
torfda formiile edilmistir (Fallik and Okon, 1996). Sentetik agilar i¢in heniiz bir {iretim
teknolojisi gelistirilememistir ve bu asilarin {iretim maliyetleri olduk¢a pahalidir (Bashan,
1986; Bashan, 1998). Yine de, sentetik Azospirillum agilan yiiksek kar getiren triinlerde
kullanilabilir ya da tiretim maliyetini diigtirmek i¢in kalsiyum silfat gibi inert bir maddede
seyreltilebilir. Biyoteknolojide gelecekteki gelismeler bu tiir asilarin daha diisiik maliyetle
tretimini saglayacak teknolojiler getirebilir. Ya da, sentetik asilar Azospirilllum da dahil
kanigik mikroorganizmalarin bulundugu ve bitkiye daha ¢ok yararhi olabilecek sekilde
formiile edilebilir. Sonu¢ olarak, Azospirillum’un daha etkin bir as1 haline
doniigtlirtilebilmesi i¢in torf ya da sivi halindeki formiilasyonlardan hiicreleri immobilize

eden sistemlere dogru bir gegis yapmak gerekmektedir.

Azospirillum agilamasinda en az ag1 formiilasyonu kadar 6nemli bir konu agilanmis
azospirillanin topraktaki etkilesimleridir. Bunun nedeni, Rhizobium’la bir kiyaslama
yaparak daha iyi agiklanabilir. Rhizobium bitki nodiillerine yerlestikten sonra, topraktaki

stres faktérlerine ve avlanmaya 'karsi daha dayanmikli hale gelmektedir. Azospirillum ise
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bityik 6lgtide nodiiller kadar giivenli olmayan rizosferi kolonize etmektedir. Her ne kadar
kok yiizeylerine giiclii bir adsorpsiyon s6z konusu olsa da (Bashan et al., 1991; Michiels et
al., 1991), asilanmis Azospirillum hiicreleri agilanmig Rhizobium hiicrelerine gére daha
fazla strese maruz kalacaktir. Bu yiizden, Azospirillum’un topraktaki -etkilesimleri

Rhizobium’a gore daha 6nem kazanmaktadir.

Azospirillum, rizosfer ve rizosfer-harici topraktaki kotii kosullara ve miicadeleye
cok uygun bir metabolizmaya sahip bir rizosfer mikroorganizmasidir, fakat baz1 rizosfer-
harici topraklarda ko6t bir performans gosterebilmektedir (Bashan, 1999). Israil ve
Meksika topraklarinda yapilan bir ¢aligmada, Bashan et al. (1995) asilanmis Azospirillum
brasilense canlih@iyla kil igerigi, N, organik madde ve su tutma kapasitesi arasinda pozitif
bir iligki bulmustur. Bu faktorlerden hi¢ biri tek bagina canlilift artirmamis, ancak, bu
faktorler beraber fonksiyonel olduklarinda canlilik artmigtir. Tek basina Azospirillum
canliligim olumsuz etkileyen faktorler yiiksek kire¢ ve kum igerigidir. Belirgin bir etkisi
olmayan faktérler ise % silt, P, ve K, elektriksel iletkenlik, pH ve C:N oramidir. Genelde
koklere olan agilanmig Azospirill.um hareketi, su potansiyeli tarla kapasitesi civarindayken
en hizh gergeklesmektedir. Toprak tekstiirii kabalastikga, hareket hizi artmaktadir (Zhulin
and Armitage, 1992). Azospirillum bra..silense bakterisine spesifik bir bakteriofaj (Germida,
1984) ve Bdelvibrio spp. izole (Germida, 1987) edilmistir.

2.2.4. Azospirillum bakterisinin de yer aldig1 ¢oklu asilamalar

Azospirillum’un da yer aldiga karisik mikrobiyal agilar bitki gelismesinde birgok
faydalar saglayabilir. Ayrica, agilanan her mikroorganizmanin rizosferdeki canlilifi bu
mikroorganizmalar arasindaki karsilikli faydali etkilesimden (proto-cooperation) dolayi
artabilir. Azospirillum’un Pseudomonas striata, Bacillus polymiyxa, ya da Agrobacterium
radiobacter gibi fosfat ¢oziiciilerle birlikte asilanmasi sorgumda tohum ve kuru madde
agirligini ve NP alimimi (Alagawadi and Gaur, 1992); ve arpada tohum verimini, azot
fiksasyonunu ve bitkideki azot birikimini artirmistir (Belimov et al., 1995). Alagawadi ve
Gaur (1992) Azospirillum+fosfat ¢6zen mikroorganizma agilamasinin bitkinin N ve P

giibreleme ihtiyacim ortadan kaldirdigim1 gormiistlir. Benzer sekilde, vesikiiler arbuskular
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’

mikorizal mantar (VAM)+4zospirillum agilamalar1 Azospirillum asilamalarina gore pek

ok bitki parametresini artirmigtir. Ikili astlamada yer almis mikorizal mantarlara Srnek
olarak sorgum bitkisinde Glomus intraradices (Veeraswamy et al., 1992) ve bugdayda G.
macrocarpum (Al-Nahidh and Gomah, 1991) verilebilir. Azospirillum’un, diger bir iligkili
azot fikse edicisi olan Azotobacter ile birlikte asilanmasi bugdayda bitki bliylimesini ve
bitkideki IAA, P, Mg, N ve ¢oziinebilir seker seviyelerini (Elshanshory, 1995); ve seker
kamiginda bitki biiytimesini (Navale et al., 1995) artirmugtir.

2.2.5. Baklagillerde “Rhizobium yardimcis1” olarak Azospirillum ve fasulyede durum

Azospirillum’un baklagillerde Rhizobium’la birlikte agilanmasi ¢ogu nodiilasyon ve
bitki bilyiimesi parametrelerini sadece Rhizobium’la agilamaya gore daha iyilestirmi$tir.
Ornegin, Yahalom et al. (1990) Azospirillum’un yoncada (Medicago polymorpha) kilcal
koklerdeki epidermal-hiicrelerin bagkalagmasini artirdiini gérmiigtiir. Sarig et al. (1986)
Azospirillum’un adi figde (Vicia sativa) kuru madde verimi, % azot ve asetilen rediiksiyon
aktivitesini ve nohutta (Cicer arietinum) tohum verimini artirdifim gozlemistir.
Azospirillum yoncada (Medicago sativa) sap agirhigini, nodiil sayisini ve kok yiizey alanin
(Itzigsohn et al., 1993) ve kesim verimini (Hassouna et al., 1994); mercimekte (Lens
culinaris) nodiil sayisi, nodiil agirlig1 ve tane verimini (Yadav et al., 1992); beyaz tiggiilde
(Trifolium repens) nodiil sayisim1 ve asetilen rediiksiyon aktivitesini (Tchebotar et al.,
1998) artirmustir.  Azospirillum asillamasi soya fasulyesinde farklt bitki biiylime
degiskenlerini, nodiil gelisimi ve isleyisini iyilestirmistir (Andreava et al.,1993).

Azospirillum’un fasulyedeki etkilerini, nodiilasyonda artig (Burdman et al., 1997;
Neyra et al., 1995); asetilen rediiksiyon aktivitesinde artig (Burdman et al., 1997); ve bitki
bilylimesinde gelisme (Burdman et al., 1997; Kundu et al., 1993; Neyra et al., 1995)
seklinde 6zetlemek miimkiindiir. Azospirillum’un fasulyede nodiilasyonu erkene aldig1 ya
da kokii nodiilasyona daha duyarl hale getirdigi 6ne stirtilmektedir (Burdman et al., 1997).
Benzer sekilde, Azospirillum’un tiggiilde nodiillerin hemen kenarinda kolonize oldugu ve
nodiilasyon i¢in muhtemel bolge sayisini artirdigi gorsel olarak tespit edilmistir (Tchebotar

et al., 1998). Azospirillum-Rhizobium ikili asilamalarinda bir 6nemli ayrinti, Azospirillum
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etkisinin asidaki Rhizobium : Azospirillum hiicre oranina bagli oldugudur. Bu oran,
1:1000 ile 1:1500 arasinda oldugunda nodiil olusumu zayiflamaktadir ve 1:2000 oldugunda
nodiil olusumu durmaktadir (Plazinske and Rolfe, 1985). Benzer sekilde, Burdman et al.
(1997) Azospirillum etkisinin bu orana bagli olarak degistigini gormiigtiir.

Mekanizma tam olaralf belirlenmemis olsa da, Azospirillum’un genelde
baklagillerde ve O6zelde fasulyede nodiilasyonu ve bitki' bliylimesini iyilestirdigi bir
gergektir. Bu etkinin, ©&megin fasulyede, fasulye c¢esitlerinden bagimsiz oldugu
belirlenmemigtir. Bagka bir deyisle, “Azospirillum, gesit farki gozetilmeksizin fasulye

nodiilasyonunda ve bitki bliylimesinde benzer etkiler g6sterir” hipotezi test edilmemistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1, Materyal

3.1.1. Bakteri Kiilttirleri

Denemede, a. Rhizobium tropici (USDA 9030, yabani tip); b. Rhizobium etli
(USDA 9032, yabani tip); c. Azospirillum brasilense Sp7 (ATCC 29145, yabani tip)
bakteri kiiltiirleri kullanilmistir. Bakterilerden ilk ikisi, Meksika kokenli olup (Martinez-
Romero et al., 1991; Segavio et al.,, 1993) A.B.D. Tarim Bakanligi’'nda (USDA/ARS
Beltsville Rhizobium Germplasm Collection, Beltsville, MD) ¢alisan Dr. Van Berkum
tarafindan temin edilmistir. 4. brasilense Sp7 ise Brezilya kokenli olup Almanya’dan

(Universitat K&ln, Gyrhofstr, FRG) Dr. Zimmer tarafindan saglanmstir.

3.1.2. Fasulye Cesitleri

Aragtirmada, a. Sahin-90; b. ES-1286; c. 85-AK-38 (Horoz); d. Erzurum seker ve
e. Karacagehir tescilli fasulye (Phaseolus vulgaris L.) ¢esitleri kullamilmigtir. Bu
cesitlerden ilk dordii, bodur tipte olup karacagehir yan sarilicidir. Sahin-90, ES-1286 ve
horoz gesitlerinin tohumlan beyaz, biiylik ve bobrek seklindedir. Erzurum seker tohumlarn
beyaz, orta-boy ve tombul olup k;u*acasehir tohumlar1 beyaz ve kiigiiktiir. Ttim ¢esitler Orta
ve Giiney Amerika kokenli olup Gaziosmanpasa Universitesi’'nde ¢alisan Ars. Gor. Oral

Diizdemir (Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri B6liimii, Tokat) tarafindan temin edilmistir.

3.1.3. Bitki Besiyeri Malzemeleri

Kullamlan kum [pH: 6.5; Toplam Azot (mg N kg™'): 12; Organik Madde (%): 0.01]
daha o6nce Taglgiftlik Kampiisii (Tokat) arazisinde depo edilmisti. Cimlendirmede
kullamlan torf Klasmann-Deilmann GmbH (Almanya) sirketinden saglanmigtir [pH: 6.0; N
(mg L™): 210; P,0s  (mg L™): 220; K50 (mg L™): 300; Organik Madde (%): 60]. Perlit
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insaat iglerinde kullanilan standart bir malzemeydi.

3.2. Mikrobiyal Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Rhizobium kiiltiirleri yeast mannitol agarda (Weaver and Graham, 1994; Ek 1a) 30
9C’de 48 s boyunca gelistirilmistir. Hiicreler steril bir pipetle yiizeyden toplanms ve steril
tuz ¢ozeltisinin igine (8.5 g NaCl-L7) almmustir. Rhizobium hiicrelerini kapsayan
slispansiyon c¢alkalanmig ve optik yogunluk degerleri spektrofotometrede 630 nm’de
okunmustur. Daha 6nce Rhizobium kiiltiirleri benzer biiyiime kosullarinda yetistirilmis,
optik yogunluk degerleri kaydedilmis, popiilasyon yoguniugu plak sayimi yontemiyle
(Zuberer, 1994) belirlenmis ve sonug olarak bir kalibrasyon egrisi elde edilmisti. Bu
egrinin yardimiyla bakteri igeren siispansiyonlar steril tuz g¢ozeltisiyle seyreltilmis ve
ongoriilen bakteri yogunluklar [10°, 107, ve 10® koloni olugturan birim (kob) ml'] elde
edilmistir. Bu siispansiyonlarda bulunan R. tropici ve R. etli hiicre sayilar1 birbirlerine
esittir, bagka bir deyisle, stispansiyonlardaki R. tropici : R. etli oram1 1:1°dir. Bakteri
yogunluklari, agilama esnasinda, 'siispansiyonlardan Ornek alinarak plak sayimi ydntemiyle
belirlenmis ve yaklagik kalibrasyon egrisinden hesaplanan degerler elde edilmistir. Bakteri
slispansiyonlar1 agilamaya kadar 2 s‘ siireyle +4 °C’de bekletilmistir. Saf Rhizobium
kiiltiirleri % 20°lik gliserol soliisyonunda —70 °C’de saklanmaktadur.

Azospirillum kiltiiri stvi malat minimal besiyerinde (Okon et al., 1977; Ek 1b) 30
°C’de 24 s boyunca gelistirilmigtir. Hiicreleri igeren sivi besiyeri 3000 xg’da 5 dak
santrifilj edilmis ve {izerindeki alikot dokiilerek yerine steril tuz ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Daha sonra hiicreleri igeren siispansiyon ¢alkalanmigtir. Santrifiij etme, steril tuz ¢6zeltisi
ilave etme ve calkalama islemleri iki kez tekrar edilmis ve ortaya ¢ikan siispansiyonun
optik yogunluk degeri 630 nm’de okunmustur. Daha 6nce Azospirillum kiiltiiri benzer
bilylime kosullarinda yetistirilmis, optik yofunluk degeri kaydedilmis, popiilasyon
yogunlugu en muhtemel say1 yontemiyle (Okon et al., 1977) belirlenmis ve sonug olarak
bir kalibrasyon egrisi elde edilmisti. Bu egrinin yardimiyla bakteri i¢eren siispansiyonlar

steril tuz ¢ozeltisiyle seyreltilmis ve dngoriilen bakteri yogunluklan [10°, 107, ve 10® kob
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ml'] elde edilmistir. Mikrobiyal agmin bakteri yofunlufu agilama esnasinda
Rhizobium’dakine benzer sekilde kontrol edilmigtir. Bakteri siispansiyonu ve saf bakteri
kiiltiirli igin saklama kogullar1 Rhizobium’da belirtildigi gibidir.

3.3. Tohumlarin Cimlendirilmesi ve Asilama

Cimlendirme i¢in kullanilan torf 120 °C sicaklik ve 1 bar basing altinda 45 dak
stireyle sterilize edilmigtir. Tohum ¢imlendirme viyollerinden yeterli miktarda alinarak
ylizey sterilizasyonu yapmak i¢in, % 10’luk sodyum hipoklorit ¢dzeltisinin igerisinde 3
saat tutulmug ve daha sonra steril suyla iyice durulanmstir. Sterilize edilmis torfdan
viyollerin igine yeter miktarda &ktarilmistir. Torfun pH’s: sterilizasyondan sonra nétre

yakin oldugu igin herhangi bir kiregleme gereksinimi olmamustir.

Fasulye tohumlar1 6nce % 95°lik etil alkolde 2 dak, sonra da % 1’liik sodyum
hipoklorit ¢ozeltisinde 1 dak siireyle ylizey sterilizasyonuna tabii tutulmustur. Yiizey
sterilize edilmis tohumlar 6 kez steril saf sudan gegirilerek herhangi bir kimyasal
kalintisinin ¢imlenme {iizerindeki yan etkileri onlenmeye g¢aligilmigtir. Tohumlar steril
torfun igine ekilerek (ekim tarihi: 21-05-1999) 4 giin ¢ikis igin beklenmis ve daha sonra
asilamaya gecilmistir. Bu esnada, sulama sterilize edilmis suyla pulverize olarak
yapilmustir.

Steril bir pipetle Azospirillum ve Rhizobium siispansiyonlarindan birer ml alinarak
bitki kék bogazina verilmistir. Kontrol uygulamalarina steril tuz ¢ozeltisi (1 ml) ilave
edilmigstir. Deney 2 faktor (4zospirillum yogunlugu ve Rhizobium yogunlugu) igeren
genellestirilmis tesadiif bloklar1 (fasulye gesitleri) deneme desenine goére yapilmugtir.
Denemede her bir uygulama i¢in 3 tekerriir vardir. Bu tiir bir deneme deseni
blokxuygulama etkilesimini belirleyebilmek igin onerilmistir (Aaron, 1996). Denemede
yer alan blok ve faktorler;

Fasulye ¢esitleri: seker, ES-1280, karacagehir, horoz ve sahin-90
Azospirillum yogunlugu: A0, A6, A7 ve A8 (0, 10, 107 ve 10® kob ml™)
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Rhizobium yogunlugu: RO, R6, R7 ve R8 (0, 10, 107 ve 10 kob ml™)
seklindedir.

Tohumlar1 torf igerisinde gimlendirmede ve asilamadaki amag bitki kokleri, torf ve
mikroorganizmalar arasinda iyi bir fiziksel temas saglamakti. Bitki gelisme yeri olarak
kullanilacak olan kum-perlit karigimi, sulama esnasinda bakterilerin agagi dogru
yikanmasim engelleyemezdi. Ote yandan torf negatif yiiklii mikroorganizmalar1 katyon
koprillenmesi yoluyla yikanmaya karsi biiytk olglide korur. Ayrica, agilanan
mikroorganizmalar herhangi bir yarigmaya maruz kalmadan kolonizasyon ve nodiilasyon
yapabileceklerinden, bitki yetigmesi sirasinda gikabilecek yabanci mikroorganizmalarin
(6zellikle Rhizobium suslarinin) rizosfer ve nodiilasyon {izerindeki etkinligi bu yolla
onemli 6l¢lide azaltilmig olacaktir. Bitkiler ekimden bir hafta sonra, 6nceden hazirlanmis

naylon sera icerisindeki saksilara alindi.

Denemede kullamilan Rhizobium : Azospirillum oram 1 : 100 ile 100 : 1 arasinda
degismektedir. Ikili asilamalarda Rhizobium : Azospirillum oram g¢ok Snemlidir ve bu
orammn 1 : 1000 ‘in altina indigi, baska bir deyisle Rhizobium yogunlugunun
Azospirillum’unkine gore ¢ok az é)ldugu durumlarda nodiil olusumu engellenmekte ve hatta
durmaktadir (Plazinski and Rolfe, 1985).

3.4. Bitki Besiyerinin Hazirlanmasi ve Bitki Gelisimi

Deneyde kullanilacak saksilar, % 10’luk sodyum hipokloritle doldurulmus 80 L
hacimli plastik kovalarin igine 24 saat boyunca birakilmistir. Saksilar herhangi bir
durulama iglemi yapilmadan deneyin yapilacagi yere gotiirilmiistiir. Sonrasinda, deney
i¢in yeterli miktarda kum ve perlit alinarak kum:perlit oran1 3:1 olacak sekilde karistirilda.
Kum-perlit karigim biiyiik¢e bir ‘naylonun i¢ine alinmistir. Yaklasik deneyde kullanilacak
hacimdeki bir materyalin sterilizasyonu i¢in Onerilen 0.450 ml metil bromid kutusu
disariyla gaz aligverigi naylon yardimiyla kesilmis olan kum-perlit karigiminmn i¢inde

patlatildi. Ug glin boyunca metil bromitin kum-perlit karigimiyla temasma miisaade
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edilmistir. Sonrasinda, naylon agilarak kum-perlit kangim yiizey sterilizasyonu yapilmig
saksilarin (yaklagik 3.0 L hacimlj) i¢ine belirli bir hacimde alinmmgtir. Saksilar, mikrobiyal
bulasmay1 da getirebilecek yagmur ve olumsuz hava kosullarna karg: tabani naylonla

kapatilmig bir naylon seraya alinmaigtir..

Cimlenmis fasulye bitkileri seraya getirilmis ve her biri torfla birlikte viyollerinden
cikarilarak, her bir saksiya bir bitki olacak sekilde saksilara alinmistir. Bu sirada, ¢apraz
bulagmalari 6nlemek igin gerektiginde dikim sirasinda kullamlan steril eldiven bir
yenisiyle degistirilmigtir. Kum ve torf belirli miktarlarda azot igerdiginden, saksilara deney
boyunca azot ilavesi yapilmamigtir. Mineral azotun nodiilasyonu ve azot fiksasyonunu
engelledigi bilinmektedir (Havelka et al., 1982).

Seyreltik bitki besinleri s'olﬁsyonu (Weaver and Danso, 1994; Ek 1c¢), asilanmig
mikroorganizmalarin bitki kok sisteminden uzaklagabilecegi kaygisiyla saks: altliklarindan
haftada 4 giin sulama gerektikce verilmistir. Kalan giinlerde ihtiyag¢ olduk¢a saf suyla
sulama yapilmugtir. Seyreltik bitki besinleri soliisyonu ve saf su her bir saksiya esit

miktarlarda verilmistir. Bitki biiytimesi ekimden itibaren 7 hafta devam etmigtir.

3.5. Hasat

Bitki biiyltimesi tamamlandiktan sonra saksilardan kum-perlit karigtmi ve bitkiler
dikkatlice ¢ikarilmistir. Koklere y,apisan kum ve perlit pargaciklar kok ve nodiil kaybim en
aza indirecek sekilde yerlerinden ¢ikarilmistir. Torf parcaciklari, 6zellikle bitkide azot
tayinini olmasi gerekenden yiiksek .gosterebileceginden biliylik bir 6zenle koéklerden
ayrilmigtir. Bu islem sirasinda gerektiginde koékler saf su bulunan kovaya daldirilmistir.
Kok temizleme iglemi, kdklerde herhangi bir yabanci madde kalmayincaya kadar devam
ettirilmigtir. Bitkilerin fotografi ¢ekilmis (Ek 2) ve her biri bir kese kagidinin igine konarak
uygulamanin adi ve tekrar numarasi kagidin iistiine kaydedilmistir. Kese kagitlan
laboratuara getirilerek igerisindeki bitkiler ileride agiklanan bazi 6n islemlere tabii

tutulmustur.

ROy
ORSE o asYor
' T
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3.6. Bitki Analizleri

Bitkiler, 6nce kok bogazindan maket bigagiyla kok ve sap olmak {izere ikiye
aynldi. Daha sonra, k6k bogazindan kék derinligine dogru 5 cm 6lgiilerek kok, list kok ve
alt kok olmak iizere iki kisma ayrildi. Her bir bitki i¢in bitki boyu (kdk bogazi ile ana

govdenin en iist noktasi arasi) metal meziire yardimiyla cm cinsinden kaydedildi.

3.6.1. Nodiil Sayimi ve Tartimi

Bitkilerde nodiil sayim ve tartimi, hasadi takip eden 48 saat igerisinde ve herhangi
bir kurutma olmaksizin tamamlanmstir. Boylece nodiillerde su kaybindan dolay1 herhangi
bir eksik sayim ya da tarti noksanlifi sonucu ortaya gikabilecek deneysel hata en aza
indirgenmistir. Her bir bitkinin {ist ve alt kok nodiilleri elle ya da metal cimbizla kéklerden

¢ikarlmis ve plastik petri kutularina alinmigtir. Cikarilan nodiiller sayilarak kaydedilmistir.

Ust ve alt kok nodiilleri daras: alinmus petri kutularina aktarilarak hassas terazide
agirhklan alinmugtir. Tartim hassasiyeti virgiilden sonra iig say1 olacak sekilde yapilmistir.
Nodiilleri gikarilmig kékler ilgili kese kagitlaria geri konulmustur. Sayilan ve tartilan

nodiiller imha edilmistir.

3.6.2. Kok ve sap tartimu

K&k ve sap pargalarini bulunduran kese kagitlar1 65 °C’deki kuru finna alinmis ve
bu sicaklikta 24 saat tutulmugtur. Bu kurutma kosullari bitki pargalarinin sabit bir kuru
agirhiga ulagmast igin yeterli olmustur. Alt ve iist kok pargalan birlestirilerek sonraki
analizlerde “k6k” olarak degerlendirilmistir. Bitkinin kuru kok ve sap agirliklari g

cinsinden ve virgiilden sonra 3 basamak olacak hassasiyette kaydedilmisgtir.
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3.6.3. Kok ve sap azot iceriklerinin belirlenmesi

Bitkinin kok ve sap kisimlar1 ayr ayn 6giitiilerek kiigiik naylon posetlere aktarilmis
ve 6rnek kimligi naylonun istiine kaydedilmistir. Iki 6giitme arasinda 6giitiicii bir firga

yardimiyla temizlenmistir.

Toplam azot igerigi tayini igin modifiye edilmis Kjeldahl metodu (Bremner and
Mulvaney, 1982) kullanilmistir. Kisaca, 250 mg kurutulmus 6giitilmis bitki 6rnegi yakma
tiiplerinin iine alinarak, tizerine 10 ml asit karisimi (25 g salisilik asit 1000 mi" H,SO4) ve
yaklagik 2 g tuz kangmmi (200 g K;SO4 + 20 g CuSO4.5H,0 + 2 g Se) ilave edilmistir.
Tiipler yakma firinina yerlestirilmis ve yaklagik 450 °C’de renk yesilimsi gri oluncaya
kadar yanmaya miisaade edilmistir. Omekler yakma firmindan alinarak bir baska ceker
ocafa yerlestirilmis ve belirli bir slire sogumaya birakilmigtir. Sonrasinda, bitki drnegini
iceren tiip distilasyon aletinin ucuna takilmig ve yaklasik 10 N NaOH ‘den belirli bir
miktar ilave edilerek 5 dak boyunca distilasyon islemi yapilmigtir. Borik asit (20 g H3BO;
1000 ml™ saf su) ve pembe indikatér (0,099 g bromkresol yesili+0,066 g metil kirmizis:
100 ml" etanol) karigumi igerisinde toplanan amonyak miktarn titrimetrikoyéntemle,
0,01 N HCI ve kontrol kullanilarak belirlenmistir. Sonuglar daha sonra lgLuru madde

tizerinden % N sekline doniistliriilmiis ve bu sekilde rapor edilmistir.

3.7. Istatistiksel analizler

Veriler iki faktor (Rhizobium seviyeleri ve Azospirillum seviyeleri) iceren
genellestirilmis tesadiif bloklar (fasulye gesitleri) deneme desenine gére varyans analizine
tabii tutulmustur. Elde edilen F degerleri 6énem derecelerine gére (p<0.01; p<0.05;
Onemsiz) rapor edilmistir. Ayrica, her bir ¢egide ait varyans analizinde elde edilmis

sonuglar topluca Ek 3°de verilmistir.

Azospirillum, Rhizobium ve fasulye gesitlerinin ortalamalar1 kendi aralarinda en az

onemli fark (Least significant differance-LSD) yontemiyle p<0.05 6nem derecesinde



karsilastirilmig ve sonuglar, ortalama degerleriyle birlikte alfabetik olarak rapor edilmistir.

Egim kargilagtirmalar1 (trend comparision) sadece sayisal faktorlerde
yapilabildiginden, bu karsilastirmalar sadece Azospirillum ve Rhizobium faktorleri igin
yapilmuigtir. Bu tlir karsilagtirmalarda birbirini takip eden fakt6r seviyeleri arasinda esit
mesafe olmas1 gerektiginden, analizde AO0 ve RO seviyeleri disarida birakilarak
Azospirillum ve Rhizobium faktorlerinin sadece 10°, 107 ve 10® kob ml"' seviyeleri
almmustir. Bu seviyeler logaritmik 1skalada egit aralikli (6, 7 ve 8) olarak dizilmislerdir.
Birinci ve ikinci derece polinom &tkileri ve bunlarin arasindaki etkilesimler i¢in t degerleri
6nem derecelerine gore (p<0.01; p<0.05; 6nemsiz) rapor edilmistir. Bu islem her bir veri
ve fasulye ¢esidi igin tekrarlanmustir. Ttim istatistiksel analizler SPSS 6.1 programinda
yapilmigtir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI

4.1. Ust Nodiil Sayis1

A0 ve A6 Azospirillum uygulamalarinda Rhizobium seviyesi arttik¢a lst nodiil
sayis1, sirasiyla, kontrolde (RO seviyesi) ortalama 16,9’dan R8 seviyesinde 48.2’ye ve RO
seviyesinde ortalama 16,2’den R8 seviyesinde 59,2’ye ¢ikmistir (Sekil 4.1.1.). A7
uygulamasinda Rhizobium asilamast tist nodiil sayisim artirmis fakat Rhizobium seviyeleri
arasinda Onemli bir farka neden olmamugstir. A8 seviyesinde Rhizobium uygulamasi RO
seviyesinde 12,0 olan iist nodiil sayisim1 R7 seviyesinde yaklagik 7°ye katlamis fakat R8

uygulamas iist nodiil sayisim tekrar diistirmiigtiir.

OROE2R6 @ R7 mR8

250 -

200

150

100 -

Ust nodill sayisi

50

Azospirillum (log cfu mr™)

Sekil 4,1.1, Azospirillum ve Rhizobium uygulamalarinda st nodill sayis1 (Stitunlar ortalamay1 ve
cubuklar +1 standart sapmay1 gtstermektedir.)

Varyans analizinde Rhizobium faktorii ¢ok 6nemli fakat Azospirillum faktori
dnemsiz bulunmustur (Tablo 4.1.1.). LSD testine gére, ortalama en yiiksek nodiil sayis1 R7
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Tablo 4.1.1. Ust nodtil sayisina ait ANOVA (varyans analizi) tablosu

Varyans Kaynagi Serbestlik Derecesi F-degeri
Model 79 2,877
Azospirillum 3 6d
Rhizobium 3 23,78
Cesit 4 7,70°*
Azospirillum*Rhizobium 9 od
Azospirillum=Cesit 12 2,25*
RhizobiumxCesit 12 2,07"
AzospxRhizoxCesit 36. 1,64*

* %% "0d: sirastyla, %35 ve %1 diizeyinde 8nemli, Snemli degil

Tablo 4.1.2. Ust nodiil say1sina ait ortalamalar

Rhizobium Ortalama Azospirillum Ortalama Cesit Ortalama
RO 144-¢ A0 349 Seker 64,52
R6 42,90 A6 42,8 ES-1280 42,00
R7 61,92 A7 49,1 K.sehir 44,6
RS 53,5 A8 46,0 Horoz 31,40

Sahin-90 33,30

abed Benzer tist-simgelere sahip ortalamalar arasinda LSD degerlendirmesine gére %5 seviyesinde fark yoktur

seviyesinde ¢ikmasina ragmen R7 ve R8 seviyeleri arasinda fark yoktur (Tablo 4.1.2.).

Rhizobium uygulamalar1 R7 seviyesine kadar {ist nodiil sayisim artirmis ve daha sonra tist
nodiil sayis1 Azospirillum seviyesine gére degisik bir egilime girmigtir (Sekil 4.1.2.)
Azospirillum uygulamasinin her ne kadar A7 dozuna kadar iist nodiil sayisim herhangi bir
Rhizobium seviyesi igin artirma egiliminde oldugu goriilse de, genel modelde

AzospirillumxRhizobium etkilesimi 6nemsizdir (Tablo 4.1.1.).

Cesit faktérii varyans analizinde ¢ok 6nemli bulunmus (Tablo 4.1.1.) ve LSD
testine gére ortalama en yiiksek nodiil sayist seker gesidinde ¢ikmustir (Tablo 4.1.2.).
Azospirillum faktorii agisindan bakildiginda, karacagehir ve horoz g¢esitlerinde A7
seviyesine kadar artan, sonra ‘tekrar azalan bir egilim vardir ($ekil 4.1.3.). Artan
Azospirillum uygulamalar1 tist nodiil sayisim sahin-90°da artirirken, seker ve ES-1280
cesitlerinde belirgin bir trende neden olmamustir. AzospirillumxCesit etkilesimi 6nemli

¢ikmugtir (Tablo 4.1.1.). Azospirillum uygulamasinn birinci derece polinomlar:
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Sekil 4.1.2. Ust nodiil sayisinda Azospirillum-Rhizobium etkilegimi
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Sekil 4.1.3. Ust nodiil sayisinda Azospirillum-Cesit iliskisi (Stitunlar ortalamay: ve gubuklar +1
standart sapmay1 gostermektedir.)
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seker, karacagehir, ve horoz gesitlerinde, ikinci derece polinomlar1 Karacagehir ve horoz’da
onemli ¢ikmugtir (Tablo 4.1.3.). Egilim karsilagtirmalarinda, ES-1280 ve sahin-90
cesitlerinin diginda kalan tiim ¢esitlerde Azospirillum ve Rhizobium uygulamalarinin

degisik polinomlar: arasinda 6nemli ya da gok dnemli etkilesimler gozlenmistir.

Tablo 4.1.3. Ust nodiil sayisina ait egilim kargilagtirmalar sonuglari

Seker ES-1280 Karacagehir Horoz Sahin-90

RRiB ; ‘-‘5” - - 4,07 od

A, 2,72°F - -3,54 ™ -248 * -

A - od -3,78% 4,32 -
RBx A_B - - - - -
RpxA, 3,00 - - - -
RixA, -3.87™ - 277" - -
RixA, - - - 2,21 ° -

Alf simgeler iliskili uygulamanin birinci (B) ve ikinci (I) dereceden polinomlarini simgelemektedir,
¥ "% sirastyla, %5 ve %1 diizeyinde nemli (herhangi bir deger yoksa 6nemsiz)

Rhizobium faktorii agisindan bakildiginda, Seker, ES-1280, ve Karacagehir
cesitlerinde R7 seviyesine kadar, bir artig gézlenmis, fakat, R8 seviyesi list nodiil sayisim
tekrar geri diigtirmiistiir (Sekil 4.1.4.). Artan Rhizobium uygulamalar horoz ¢esidinde bir
artisa neden olurken $ahin-90 ¢esidinde anlagilabilir bir trend vermemistir.
Rhizobium*Cesit etkilesimi varyans analizinde 6nemli bulunmustur (Tablo 4.1.1.).
Rhizobium uygulamasimn birinci derece polinomu horoz ¢esidinde ve ikinci derece
polinomu sekerde 6nemli gikmustir (Tablo 4.1.3.). Ikinci derece polinomlar Karacagehir ve
horozda, iigiincii derece polinom ise ancak seker ¢esidinde Onemli bulunmugtur.
Azospirillum*RhizobiumxCesit etkilesimi genel modelde Snemli bulunmustur (Tablo

4.1.1).
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Sekil 4.1.4. Ust nodiil sayisinda Rhizobium-Cesit iligkisi (Sittunlar ortalamayi ve gubuklar +1
standart sapmay1 gdstermektedir.)

4.2. Alt Nodiil Sayis1

Tiim Azospirillum uygulamalarinda R6 uygulamas: alt nodiil sayisinda 6nemli bir
artisa neden olmugtur (Sekil 4.2.1). R6 uygulamasi, A0, A6, A7, ve A8 uygulamalarinda,
kontrolde (RO) sirasiyla 45,2; 24,7; 19,4; ve 14,6 olan alt nodiil sayisim 63,6; 89,2; 69,1; ve
72,1°e gikarmistir. Sonrasinda R7 ve R8 uygulamalarinda Azospirillum seviyesine bagh

olarak dnemsiz artma ya da azalmalar gézlenmistir.

Varyans analizinde, Rhizobium faktorii cok onemli fakat Azospirillum faktorii
onemsiz ¢ikmustir (Tablo 4.2.1.). LSD testi Rhizobium uygulamalart ve kontrol (RO)

arasinda dnemli bir fark bulmus, ancak, Rhizobium uygulamalar arasinda herhangi bir fark
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Sekil 4.2.1. Azospirillum ve Rhizobium uygulamalarinda alt nodiil sayisi (Stitunlar ortalamay1 ve
cubuklar +1 standart sapmay1 gdstermektedir.)

Tablo 4.2.1. Alt nodiil sayisina ait ANOVA (varyans analizi) tablosu

Varyans Kaynagi Serbestlik Derecesi F-degeri

Model 79 2,58

Azospirillum 3 od

Rhizobium 3 16,16**

Cesit 4 5,81*

Azospirillum> Rhizobium 9 6d

AzospirillumxCesit 12 6d

RhizobiumxCesit 12 3,34*

AzospxRhizoxCegit 36 1,67

* %k 5d: swrasiyla, %5 ve %1 diizeyinde 6nemli, 6nemli degil

Tablo 4.2.2. Alt nodiil sayisina ait ortalamalar

Rhizobium Ortalama Azospirillum Ortalama Cesit Ortalama
RO 26,1® A0 57,1 Seker 72,6%
R6 73,3¢ A6 78,5 ES-1280 89,6
R7 80,7 A7 72,5 K.sehir 60,1°
R8 91,5% A8 62,6 Horoz 37.8¢

Sahin-90 78,22

abed Benzer list-simgelere sahip ortalamalar arasinda LSD degerlendirmesine gore %5 seviyesinde fark yoktur
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cikmamugstir (Tablo 4.2.2.). Rhizobium uygulamalari, alt nodiil sayisim R7 seviyesine
kadar artirmig daha sonrasinda herhangi bir etkiye neden olmamustir (Sekil 4.2.2.). Kontrol
(RO) uygulamasinda belirgin herhangi bir trend yoktur. Genel modelde, Azospirillum ve
Rhizobium uygulamalar1 arasindaki etkilesim 6nemsiz ¢ikmustir (Tablo 4.2.1.).

|—e—A0 —o—A6 —a—A7 —o—A8|

120

alt nodl sayisi

0 6 7 8
Rhizobium (log cfu mf'™)

1

Sekil 4.2.2. Alt nodtl sayisinda Azospirillum-Rhizobium etkilesimi

Cesit faktorii varyans analizinde ¢ok 6nemli bulunmustur (Tablo 4.2.1.). ve LSD
testine gore en yiiksek alt nodiil sayist ES-1280°de ¢ikmugtir (Tablo 4.2.2.). LSD testi, ES-
1280, seker, ve Sahin-90 ¢esitlerinin ortalamalar1 arasinda herhangi bir fark olmadigini
gostermistir. Azospirillum faktori agisindan bakildiginda, Seker, ES-1280, ve karacagehir
cesitlerinde Azospirillum uygulamasi belirli bir seviyeye gore alt nodiil sayisini artirmus,
daha sonra diigirmistiir (Sekil 4.2.3.). Bu seviye, seker ¢esidinde A7; ES-1280 ve
karacagehir ¢esitlerinde A6’dir. Horoz ve Sahin-90 gesitlerinde belirgin bir trend yoktur.
AzospirillumxCesit etkilesimi genel modelde Onemsiz ¢ikmustir (Tablo 4.2.1.).
Azospirillum uygulamasmn birinci derece polinomu karacasehir ¢esidinde, ikinci derce

polinomu seker ve horoz gesitlerinde 6nemli bulunmusgtur (Tablo 4.2.3.). Seker ve ES-1280
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disinda kalan gesitlerde baz1 Azospirillum ve Rhizobium polinomlarimn etkilesimi 6nemli

cikmusgtir.

(qu @AG O A7 mAS

250

200 -

150
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alt nodl sayisi

Sahin-90

Seker ES-1280 Ksehir Horoz
cesit

Sekil 4.2.3. Alt nodiil sayisinda Azospirillum-Cesit iliskisi (Stitunlar ortalamay: ve gubuklar +1
standart sapmay1 gostermektedir.)

Tablo 4.2.3. Alt nodiil sayisina ait egilim karsilagtirmalari sonuglan

Sahin-90

Seker ES-1280 Karacagehir Horoz
-347"

L 2,71 ¢ - -

AR = - '2,27 * - -
A 233 ° - -

Re*Ag - : .

-2,55 °

RpxA

R¥A,

2,33 "

RyxA;

, **: sirasiyla, %5 ve %1 diizeyinde 8nemli (herhangi bir deger yoksa 6nemsiz)

B Alt simgeler iliskili uygulamanin birinci (B) ve ikinci (I) dereceden polinomlarini simgelemektedir.

Rhizobium faktorii agisindan bakildiginda, artan Rhizobium uygulamasiyla alt
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nodiil sayis1i ES-1280 c¢esidinde siirekli artmig; karacagehir ve seker cesitlerinde A7
seviyesine kadar artmig, daha sonra sabit kalmigtir (Sekil 4.2.4.). Sahin-90 ¢esidinde A6
seviyesinden sonra bir diigme gozlenirken, horozda belirgin herhangi bir trend yoktur.
Genel modelde RhizobiumxCegit etkilesimi gok onemli bulunmugstur (Tablo 4.2.1.).
Rhizobium uygulamasinn birici derece polinomu ES-1280 ve sahin-90 ¢esitlerinde ikinci
derce polinomu horoz ¢esidinde Onemlidir (Tablo 4.2.3.). Varyans analizinde

AzospirillumxRhizobiumxCesit etkilegsimi 6nemli ¢ikmigtir (Tablo 4.2.1.).

EROaRemuRa]

250 : —

200

150

100

alt nodl sayisi

50

Seker ES-1280 Ksehir Horoz  $ahin-90
cesit

Sekil 4.2.4. Alt nodiil sayisinda Rhizobium-Cesit iligkisi (Stitunlar ortalamay1 ve ¢ubuklar +1
standart sapmay1 gostermektedir.)

3



37

4.3. Toplam Nodiil Sayis1

Rhizobium uygulamasi, A0 uygulamas1 digindaki tiim Azospirillum seviyelerinde,
R7 seviyesine kadar artisa neden 'olmustur (Sekil 4.3.1.). Toplam nodiil sayis1 A6, A7, ve
A8 uygulamalarinin RO seviyesinde sirastyla, 40,9; 31,8; ve 26,6 iken R6 seviyesinde bu
degerler sirasiyla, 155,0; 166,6; ve 160,3’tiir. A0 uygulamasinda, toplam nodiil sayis1 R6
seviyesine kadar yiikselmis (88,5) ve R7 seviyesinde de sabit kalmugtir. Daha sonrasinda
(R8 seviyesinde) A0 ve A8 uygulamalar harig belirgin bir arti§ ya da azalig yoktur.

1uR0R6R7-R8J

400 -~ - — e e e

w
o
o

toplam nodil sayisi

azospirillum (log cfuml’ 1)

Sekil 4.3.1. Azospirillum ve Rhizobium uygulamalarmda toplam nodil sayis1 (Siitunlar ortalamay: ve
gubuklar +1 standart sapmay1 gdstermektedir.)

Varyans analizinde Azospirillum faktorii 6nemsiz bulunurken Rhizobium faktorii
cok dnemli ¢ikmugtir (Tablo 4.3.1.). LSD testine gore, Rhizobium uygulamalar ve kontrol
(RO) arasinda &nemli bir fark ¢ikmus fakat Rhizobium uygulamalar1 arasinda herhangi bir
fark ¢ikmamugtir (Tablo 4.3.2.). Rhizobium uygulamalari, alt nodiil sayisim, AO seviyesi
hari¢, R7 uygulamasina kadar artirmistir (Sekil 4.3.2.). Sonrasinda (R8), A6 ve A7
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seviyelerinde sabit kalmig ve A8 seviyesinde diismiistir. Genel modelde

AzospirillumxRhizobium etkilesimi 6nemsiz bulunmugtur (Tablo 4.3.1.).

Cesit faktorii, varyans apalizinde ¢ok 6nemli bulunmus (Tablo 4.3.1.) ve LSD
testine gore seker, ES-128 ve $ahin-90 ¢esitleri arasinda herhangi bir fark ¢ikmamugtir.
(Tablo 4.3.2.). En diistik toplam nodiil sayisina sahip gesit horozdur. Azospirillum faktorii
acisindan bakildiginda, toplam nodiil sayis1 bazi ¢esitlerde belirli bir Azospirillum
seviyesine kadar artmig sonrasinda azalmistir (Sekil 4.3.3.). En ytiksek seviyeler, seker ve
horozda A7; karacasehirde A6’dir. ES-1280 ve sahin-90 cesitlerinde belirgin bir trend
yoktur. Genel modelde, AzospirillumxCesit etkilesimi 6nemsiz ¢ikmustir (Tablo 4.3.1.).
Azospirillum uygulamasinin birinci derece polinomu karacasehir; ikinci derece polinomu
sadece seker ve horozda 6nemli ¢ikmistir (Tablo 4.3.3.). Azospirillum ve Rhizobium
polinomlar1 arasinda sadece seker ve karacagehir gesitlerinde bazi  etkilesimler

g6zlenmistir.

Tablo 4.3.1. Toplam nodiil sayistna ait ANOVA (varyans analizi) tablosu

Varyans Kaynagi Serbestlik Derecesi F-degeri
Model 79 2,957
Azospirillum 3 od
Rhizobium 3 26,50™
Cesit 4 6,21
AzospirillumxRhizobium 9 6d
Azospirillum=Cesit 12 od
RhizobiumxCesit 12 2,65
AzospxRhizoxCegit 36 1,68*

¥ %% "0d: sirasiyla, %35 ve %1 diizeyinde 6nemli, 6neml degil

Tablo 4.3.2. Toplam nodiil sayisina ait ortalamalar

Rhizobium Ortalama Azospirillum Ortalama Cesit Ortalama
RO 40,60 A0 91,7 Seker 137,12
R6 116,32 A6 121,3 ES-1280 131,62
R7 1423 2 A7 121,7 K.sehir 104,840
R8 145,02 A8 108,6 Horoz 69,2

Sahin-90 111,12
abed Benzer Ust simgelere sahip ortalamalar arasinda LSD deZerlendirmesine gore %35 seviyesinde fark yoktur
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Sekil 4.3.2. Toplam nodtil sayisinda Azospirillum-Rhizobium etkilegimi
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Sekil 4.3.3. Toplam nodiil sayisinda Azospirillum-Cesit iliskisi (Stitunlar ortalamayi ve gubuklar +1
standart sapmay1 gostermektedir.)
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Rhizobium faktérii agisindan bakildifinda, toplam nodiil sayis1 sahin-90 ¢esidinin
disinda kalan gesitlerde R7 seviyesine kadar yiikselmistir (Sekil 4.3.4.). Sonrasinda daha
Onemsiz artis ya da azaliglar g6zlenmistir. Sahin-90 ¢esidinde belirgin trend yoktur. Genel
modelde, RhizobiumxCesit etkilesimi ¢ok 6nemlidir (Tablo 4.3.1.). Rhizobium’un birinci
derece polinomlar1 sadece horoz ve sahin-90’da énemlidir. (Tablo 4.3.3.).

Tablo 4.3.3. Toplam nodiil sayisina ait egilim karsilagtirmalar: sonuglar

Seker ES-1280 Karacagehir Horoz Sahin-90
Ry - - - 3,53* -2,88 **
R, - - -
- - -322* -
Ay 2,24 * - - -5,88 ** -
Rp*Ag - - - - -
Ro%A, : :

RixAg -2,36 ° - 3,03* - -
RxA; - - - - -
g, Alt simgeler iligkili uygulamanin birinci (B) ve ikinci (I) dereceden polinomlarim simgelemektedir.

*, **: sirastyla, %5 ve %1 dilzeyinde 6nemli (herhangi bir deger yoksa Snemsiz)

@Ro &R6 R7lR8J
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cesit

Sekil 4.3.4. Toplam nodill sayisinda Rkizobium-Cesit iliskisi (Stitunlar ortalamayi ve ¢ubuklar +1
standart sapmay: gstermektedir.)
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Rhizobiumun ikinci derece polinomlar ise tlim ¢esitlerde dnemsiz bulunmustur. Varyans

analizinde  AzospirillumxRhizobiumxCesit ~ 6nemli  ¢ikmigtir  (Tablo  4.3.1.).

4.4. Ust Nodiil Agirhg

Rhizobium uygulamas1 (R6) {ist nodill agirhigini 6nemli 6lglide artirmigtir (Sekil
44.1.). A0, A6, A7, ve A8 uygulamalarmin kontrollerinde (R0) tist nodiil agirligi,
sirastyla, 0,110; 0,091; 0,053; ve 0,072 g iken bu degerler R6 seviyesinde 0,199; 0,191;
0,191; ve 0,269 g degerlerine ulagsmugtir. Daha yiiksek Rhizobium seviyelerinde, A7
uygulamas1 harig, kiigiik ya da biiyiik azalmalar gézlenmistir. Azospirillum uygulamalar
arasinda belirgin bir fark yoktur.
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Sekil 4.4.1. Azospirillum ve Rhizobium uygulamalarinda tist nodiil agirlig (Stitunlar ortalamay: ve
gubuklar +1 standart sapmay1 gostermektedir.)

Varyans analizinde, daha onceki verilerde oldugu gibi, Azospirillum faktorii
Onemsiz, Rhizobium faktorii ¢ok Onemli c¢ikmugtir (Tablo 4.4.1.). LSD testine gore,
Rhizobium uygulamalar1 ve kontrol (R0) arasinda 6nemli bir fark yoktur (Tablo 4.4.2.).
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Aym sekilde, Rhizobium uy'gulamalan arasinda da herhangi bir fark yoktur. R6
seviyesinde Rhizobium uygulamasi list nodiil agirhfimi tim Azospirillum seviyelerinde

artirmistir (Sekil 4.4.2.). Daha sonrasinda (R7), A7 seviyesinde bir artig ve A8 seviyesinde

Tablo 4.4.1. Ust nodl agirhigina ait ANOVA (varyans analizi) tablosu

Varyans Kaynagi Serbestlik Derecesi F-degeri
Model 79 2,03%
Azospirillum 3 6d
Rhizobium 3 8,58
Cesit 4 4,08
Azospirillumx Rhizobium .9 od
AzospirillumxCesit 12 6d
RhizobiumxCegit o 12 3,34*
AzospxRhizoxCeysit 36 1,65*

¥ ¥%0d: srasiyla, %5 ve %1 diizeyinde 6nemli, 6nemli degil

Tablo 4.4.2. Ust nodiil agirhigina ait ortalamalar

Rhizobium Ortalama Azospirillum Ortalama Cesit Ortalama
RO 0,082°¢ AD 0,184 Seker 0,241 2
R6 0,212 2 A6 0,170 ES-1280 0,197
R7 0,201 = A7 0,186 K.sehir 0,198
R8 0,230 A8 0,181 Horoz 0,112¢

Sahin-90 0,156b¢
abed Benzer tist-simgelere sahip ortalamalar arasinda LSD degerlendirmesine gore %3 seviyesinde Tark yoktur

keskin bir diisiis gézlenirken, A0 ve A6 seviyelerinde belirgin bir artma ya da azalma
yoktur. Genel modelde AzospirillumxRhizobium etkilesimi ©nemsiz ¢ikmugtir (Tablo
4.4.1.).

Cesit faktorii varyans analizinde ¢ok onemli bulunmustur (Tablo 4.4.1.). LSD
testine gore en yiiksek tist nodiil agirlif1 sekerde ¢ikmasina ragmen, seker, ES-1280, ve
karacagehir gesitleri arasinda bir fark yoktur (Tablo 4.4.2.). En disiik {ist nodiil agirligina
sahip ¢esit horozdur. Azospirillum fakt6rii agisindan bakildifinda, karacasehir disinda
kalan tlim ¢esitlerde anlagilabilir bir trend yoktur (Sekil 4.4.3.). Karacasehir ¢egidinde
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Sekil 4.4.2. Ust nodtil agirliginda Azospirillum-Rhizobium etkilesimi
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Sekil 4.4.3. Ust nodtl agirhginda Azospirillum-Gesit iligkisi (Stitunlar ortalamay1 ve gubuklar +1
standart sapmay1 gostermektedir.)
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iist nodiil agirlif1 A6 seviyesine kadar artmis sonrasinda azalma egilimine girmistir. Genel
modelde AzospirillumxCesit etkilesimi 6nemsizdir (Tablo 4.4.1.). Azospirillum’un birinci
derce polinomlar1 higbir gesitte 6nemli gikmazken ikinci derece polinomu sadece horozda
O6nemlidir (Tablo 4.4.3.). Azospirilum ve Rhizobium polinomlar1 arasindaki etkilegim

sadece horoz ¢esidinde 6nemli bulunmustur.

Rhizobium faktoriine bakildifinda, seker ve ES-1280°de {ist nodiil agirligi R7
seviyesine kadar artmig sonrasinda gekerde diismiis ve ES-1280°de sabit kalmistir (Sekil
4.4.4.) Karacagehirde artan Rhizobium’la slirekli bir artiy gézlenirken, horoz ve

Tablo 4.4.3. Ust nodiil agirhigina ait egilim karsilagtirmalar1 sonuglar

Seker ES-1280 Karacagehir ~ Horoz Sahin-90

R, - - 24T~ 2,50 F -

R, 2,82°" - - - 2,94

A z Z Z - -

A? - - - -6,61™ -
R XA, Z Z " 5 Z
RpxA; - - - -3,64 ™ -
RixA, ¥ - - - -
Rix AI > > = - =

a1 Alt simgeler iligkill uygulamanin birinci (B) ve ikinci (I) dereceden polinomlarint simgelemektedir.
¥ %%; sirastyla, %35 ve %1 diizeyinde dnemli (herhangi bir deger yoksa dnemsiz)

sahin-90’da belirgin bir trend yoktur. Genel modelde RhizobiumxCesit etkilesimi ¢ok
6nemli cikmmstir (Tablo 4.4.1.). Rhizobium uygulamasinin birinci derece polinomlarn
karacagehir ve horoz gesitlerinde, ikinci derece polinomu ise seker ve sahin-90 ¢esitlerinde
onemli ¢ikmistir (Tablo 4.4.3.). Genel modelde AzospirillumxRhizobium*Cesit etkilegimi
O6nemli ¢ikmistir (Tablo 4.4.1).
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'ORO@R6 mR7 mR8 !

0,8 — o e

st nodul agirlig (g)
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-y

o
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| I R

o

Seker ES-1280 K.gehir Horoz Sahin-90
cesit

Sekil 4.4.4. Toplam nodiil sayisinda Rhizobium-Cesit iligkisi (Stitunlar ortalamayi ve gubuklar +1
standart sapmay1 géstermektedir.)

4.5. Alt Nodiil Agirhg:

R6 uygulamasi, alt nodiil agirligini tiim Azospirillum seviyelerinde artirmugstir (Sekil
45.1.). A0, A6, A7, ve A8 uygulamalarinda ortalama alt nodiil agirligi sirasiyla, RO
seviyesinde 0,170; 0.124; 0,130 ve 0,111 g’dan R6 seviyesinde 0,299; 0,347; 0,336 ve
0,366 g degerlerine c¢ikmigtir. R7 uygulamasi, A7 disginda kalan tiim Azospirillum
seviyelerinde belirli diistislere neden olmustur. A7 seviyesinde Rhizobium seviyesi arttik¢a
alt nodiil agirhg stirekli olarak artmustir. Azospirillum uygulamalar arasinda, herhangi bir

Rhizobium uygulamas: i¢in en yliksek alt nodiil agirhgi genelde A7 seviyesinde ¢ikmustir.

Daha 6nceki verilerden farkli olarak, varyans analizinde Azospirillum ve Rhizobium

faktérleri gok onemli bulunmusgtur (Tablo 4.5.1.). LSD testine gére en yiiksek alt
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'OR0O ®R6 oR7 mR8|

1,2 — . S

0.8 =

06 2

alt noddl agrligi (g)

azospirillum (log cfu mI'1)

Sekil 4.5.1. Azospirillum ve Rhizobium uygulamalarinda alt nodiil agirlig (Siitunlar ortalamay: ve
gubuklar +1 standart sapmay1 géstermektedir.)

nodiil agirhfy A7 seviyesinde ¢ikmisg, fakat A7 ve A6 seviyeleri arasinda 6nemli bir fark
bulunmamistir (Tablo 4.5.2.). LSD testi Rhizobium uygulamalar1 ve kontrol (R0) arasinda
onemli bir fark bulmamis ve Rhizobium uygulamalann arasinda herhangi bir fark
¢ikmamustir. R6 uygulamasi tiim Azospirillum seviyelerinde alt nodiil agirligimni artirmistir
(Sekil 4.5.2.). Sonrasinda A7 seviyesinde bir artig, diger Azospirillum seviyelerinde ise bir
azalis gozlenmistir. Genel modele gore, AzospirillumxRhizobium etkilesimi s6z Konusu

degildir (Tablo 4.5.1.).

Cesit faktorii, varyans analizinde ¢ok 6nemli ¢ikmustir (Tablo 4.5.1.). LSD testine
gore, en yiiksek alt nodiil agirligi ES-1280 ¢esidinde ¢ikmasina ragmen, ES-1280, seker ve
sahin-90 c¢esitleri arasinda bir fe}rk yoktur (Tablo 4.5.2.). En diigiik alt nodiil agirhig ise
horozda ¢ikmustir. Azospirillum faktorii agisindan bakildiginda, horoz ¢esidi disinda kalan
tlim ¢esitlerde A7 seviyesine kadar bir artma, daha sonra bir azalma gézlenmektedir (Sekil
4.5.3.). Horozda, belirgin bir egilim yoktur. Genel model AzospirillumxCesit etkilesimini
Onemsiz bulmustur (Tablo 4.5.1.). Egilim kargilastirmalarinda, Azospirillum uygulamasinin

birinci derece polinomlar: 6nemsizdir; ikinci derece

oo™
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Tablo 4.5.1. Alt nodiil agirhgma ait ANOVA (varyans analizi) tablosu

Varyans Kaynagi Serbestlik Derecesi F-degeri

Model 79 2,42*

Azospirillum 3 4,55*

Rhizobium 3 10,47™

Cesit 4 511"

Azospirillumx Rhizobium 9 od

AzospirillumxCegit 12 ad

Rhizobium*Cesit 12 3,51

AzospxRhizoxCesit 36 od

*, %k 6d: sirasiyla, %5 ve %] diizeyinde 6nemli, dnemli degil

Tablo 4.5.2. Alt nodiil agirhigma ait ortalamalar

Rhizobium Ortalama Azospirillum Ortalama Cesit Ortalama
RO 0,136 A0 0,227 Seker 0,373 8
R6 0,336* A6 0,297% ES-1280 0,400 ®
R7 0,3342 A7 0,400 @ K.sehir 0,248 b
R8 0,4002 A8 0,278 " Horoz 0,178 ©

Sahin-90 0,3048be

sbed Benzer iist-simgelere sahip ortalamalar arasinda LSD degerlendirmesine gore %5 seviyesinde fark yoktur

'—e—A0 —5—AB —A—A7 —o— A8/

0,6 -

o
~

o
()

alt nodil agirigi (g)

6 7 8
Rhizobium (log cfu mi™")

Sekil 4.5.2. Alt nodiil agirligmda Azospirillum-Rhizobium etkilesimi
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polinomlar seker ve horozda 6nemli bulunmustur (Tablo 4.5.3.). Azospirillum ve

Rhizobium polinomlarinin bazi etkilesimleri karacasehir ve horozda 6nemli bulunmugtur.

Rhizobium uygulamasi1 sekerde alt nodiil agirligim 6nemli dlgiide etkilememigtir
(Sekil 4.5.4.). ES-1280 ¢esidinde, 6zellikle R7 ve R8 seviyelerinde, 6nemli artislara neden
olmustur. Karacagehir ¢esidinde, R7 seviyesine kadar diizenli bir artis sonrada sabitlenme
vardir. Horoz ve Sahin-90 gesitlerinde, Rhizobium uygulamas1 (R6) alt nodiil agirhigim
artirmug, ancak daha yiiksek seviyeler bir azalisa neden olmustur. Genel modelde,

‘loA0 mAB O A7 mAS |

1.2

o
[

o

Y
_'
—

alt nodul agirigi (g)
2 3
—
!

o
)

o .

Seker + ES-1280 K.gehir Horoz Sahin-90
cesit

Sekil 4.5.3. Alt nodiil agirhginda Azospirillum-Cesit iliskisi (Sittunlar ortalamayi ve gubuklar +1
standart sapmay1 gdstermektedir.)

RhizobiumxCesit etkilesimi ¢ok onemlidir (Tablo 4.5.1.). Rhizobium’un birinci derece
polinomlar1 ES-1280 ¢esidinde &nemli ¢ikarken, ikinci derece polinomlar 6nemsiz
bulunmustur (Tablo 4.5.3.). Genel modelde, Azospirillum *x Rhizobium * Cesit etkilesimi
Onemsizdir (Tablo 4.5.1.).
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Tablo 4.5.3. Alt nodiil agirligna ait egilim kargilagtirmalar: sonuglar

Seker

ES-1280

Karacagehir

Horoz

342

Ay

6,32

Ro*A,

RpxA¢

3,29 >

RixAg

p,, Alt simgeler iligkili uygulamanin birinci (B) ve ikinci (I) dereceden polinomlarini simgelemektedir.
*, **: sirastyla, %5 ve %1 dlizeyinde 6nemli (herhangi bir deger yoksa Onemsiz)

alt nodtl agirhgi (g)

|ORO®R6 OR7 mR8|

1,2

S
)

o
[+)}
!

o
E-N
I

o
N
I

|

ES-1280

K.gehir Horoz
cesit

S$ahin-90

Sekil 4.5.4. Alt nodul agirhiginda Rhizobium-Cesit iliskisi (Stitunlar ortalamay1 ve ¢ubuklar +1

standart sapmayi gdstermektedir.)

4.6. Toplam Nodiil Agirhg:

Rhizobium uygulamasi (i{6), A0, A6, A7, ve A8 seviyelerinde, kontrolde (RO)
sirastyla 0,281; 0,216; 0,184 ve 0,189 g olan toplam nodiil agirhigim, 0,499; 0,538; 0,527
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ve 0,635 g’a ¢ikarmustir (Sekil 4.6.1.).Bu ylikselis A7 uygulamasinda R7 seviyesine kadar
yiikselmis daha sonra sabitlenmigtir. Diger Azospirillum uygulamalarinin R7 seviyelerinde
diistik ya da biiylik azalmalar gbzlenmektedir.

Alt nodiil agirliginda oldugu gibi, toplam nodiil agirlifinda da Azospirillum ve
Rhizobium faktorlerinin ikisi de ¢ok 6nemli bulunmustur (Tablo 4.6.1.). LSD testine gére
ortalama en yliksek toplam nodiil agirlig1 A7 seviyesinde ¢ikmistir (Tablo 4.6.2.). Fakat,
A6 seviyesi ile A7 ve A8 seviyeleri arasinda fark yoktur. LSD testi Rhizobium

FURO'-RG BR7IR£]

toplam nodul agirligi (g)

azospirillum (log cfu ml'1)

Sekil 4.6.1. Azospirillum ve Rhizobium uygulamalarinda toplam nodiil agirlig (Siitunlar ortalamayi
ve gubuklar +1 standart sapmay1 gostermektedir.)

Tablo 4.6.1. Toplam nodiil agirhgina ait ANOVA (varyans analizi) tablosu

Varyans Kaynag1 Serbestlik Derecesi F-degeri
Model 79 2,82*
Azospirillum 3 2,98
Rhizobium 3 16,01*
Cesit "4 6,63"
Azospirillumx Rhizobium 9 6d
AzospirillumxCesit 12 od
RhizobiumxCesit 12. 4,19*
AzospxRhizoxCegit 36 1,49

* ok 8d: sirasiyla, %5 ve %1 diizeyinde 6nemli, 6nemli degil
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Tablo 4.6.2. Toplam nodill agirhgna ait ortalamalar

Rhizobium Ortalama Azospirillum Ortalama Cesit Ortalama
RO 0,218%b A0 04110 Seker 0,614
R6 0,548 ¢ A6 0,467 ES-1280 0,597 @
R7 0,534+ A7 0,586 K.sehir 0,446
R8 0,631°* A8 0,459 Horoz 0,290 b

Sahin-90 0,460 @

abed Benzer iist simgelere sahip ortalamalar arasinda LSD degerlendirmesine gore %5 seviyesinde fark yoktur

uygulamalar1 ve kontrol (RO) arasinda ¢nemli bir fark bulmasina ragmen, Rhizobium
uygulamalar1 arasinda herhangi bir fark ¢ikmamustir. Alt nodiil agirlifina benzer bir
sekilde, R6 uygulamasi tiim Azospirillum seviyelerinde toplam nodiil agirligmi artirmus,
sonrasinda A7 seviyesinde bir artig, diger Azospirillum seviyelerinde ise bir azalma
gozlenmistir (Sekil 4.6.2.). Genel modele gore, AzospirillumxRhizobium etkilesimi s6z
konusu degildir (Tablo 4.6.1.).

| ——A0 —B8— A6 +ﬁ7+AEJ

|

o
©
]
|
\

o
w
i

toplam nodul agriigi (g)

0 6 7 8
Rhizobium (log cfuml™)

Sekil 4.6.2. Toplam nodiil agirliginda Azospirillum-Rhizobium etkilegimi
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Cesit faktorii daha 6nceki tiim verilerde oldugu gibi, varyans analizinde ¢ok dnemli
goziikkmektedir (Tablo 4.6.1.). LSD testine gore en diistik alt nodiil airlign horozda
¢ikmugtir (Tablo 4.6.2.). Diger cesitler arasinda herhangi bir fark yoktur. Azospirillum
faktorii agisindan bakildiginda, Azospirillum uygulamas: ES-1280de belirgin bir farklihga
neden olmamustir (Sekil 4.6.3.). Seker ve karacagehirde A7 seviyesine kadar artan sonra
azalan bir egilim vardir, Horoz ve gahin-90’da belirgin bir trend yoktur. Genel model
AzospirillumxCesit  etkilesimini 6nemsiz  bulmugtur (Tablo 4.6.1.). Egilim
karsilastirmalarinda, Azospirillum’un birinci derece polinomu higbir ¢esitte Snemli

bulunmazken, ikinci derece polinomlar: seker ve horozda 6nemlidir (Tablo 4.6.3.).

OAO m A6 @ A7 -Aﬂ

-—
©
p

|

|

‘fF A

toplam nodul agirg: (g)
o o
IS [¢-}
_'
—
———t

Seker ES-1280 K.gehir Horoz $ahin-90
cesit

Sekil 4.6.3. Toplam nodul agirhginda Azospirillum-Cesit iliskisi (Siitunlar ortalamay ve gubuklar
+1 standart sapmay1 gostermektedir.)

Azospirillum ve Rhizobium polinomlarinin bazi etkilesimleri sadece seker ve sahin-90

¢esitlerinde 6nemli bulunmustur.,



Tablo 4.6.3. Toplam nodiil agirligna ait egilim karsilagtirmalar sonuglan
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Seker ES-1280 Karacagehir Horoz Sahin-90

R, - 2,54 * 227" - -2,94 "

Ry - - - - 2,13 °

Ay - ' - - -

Ay 2,74 * - - -891* -
RyxAy_ : - - - :
RoxA, - - - - -3,88 "
RyA, - : : - :
RixA, 2,19 * - - - 3,19

gy, Alt simgeler iliskili uygulamanin birinci (B) ve ikinci () dereceden polinomlarini simgelemektedir.
*, **: sirastyla, %5 ve %1 diizeyinde 6nemli (herhangi bir deger yoksa Snemsiz)

Rhizobium seviyesi arttikga, seker, karacagehir ve 6zellikle ES-1280 cesitlerinde
toplam nodill agirlif1 artma egilimindedir (Sekil 4.6.4.). Horoz ve Sahin-90 ¢esitlerinde
Rhizobium uygulamasi (R6) toplam nodil agirhgim artirmig, fakat, daha yiiksek seviyeler
bir azalmaya neden olmustur. Genel modelde, RhizobiumxCesit etkilesimi ¢ok dnemlidir
(Tablo 4.6.1.). Rhizobium’un birinci derece polinomlar1 seker ve horoz diginda kalan tiim
¢esitlerde, ikinci derece polinomu ise, sadece sahin-90’da énemli ¢ikmugtir (Tablo 4.6.3.).
Genel modelde, AzospirillumxRhizobiumxCesit etkilesimi 6nemlidir (Tablo 4.6.1.).

OROBR6 oR7 mR8

toplam nodil agirligi (g)

Sahin-90

Seker ES-1280 K.gehir Horoz
cesit

Sekil 4.6.4. Toplam nodiil agirhiginda Rhizobium-Cesit iliskisi (Sttunlar ortalamay: ve gubuklar +1
standart sapmay1 gostermektedir.)
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4.7. Kuru Sap Agirhg

A7 uygulamasinda, sap aglrhgi Rhizobium seviyesi arttikca RO seviyesinde 0,853
g’dan R8 seviyesinde 1,231 g’a ¢ikmistir (Sekil 4.7.1.). A0 ve A6 uygulamalarinda
Rhizobium seviyeleri arasinda belirgin bir fark yoktur; A8 seviyesinde R6 uygulamasi sap
agirligini artirirken sonrasinda belirgin bir trend olusmamustir. Azospirillum uygulamalar

acisindan bakildiginda herhangi bir Rhizobium seviyesi i¢in genelde belirgin bir farklilik
yoktur.

TDRO @R6 OR7 mR8|

—_
N

_ T —

sap agirhd (9)
®

1_4

azospirillum (log cfu ml'1)

Sekil 4.7.1. Azospirillum ve Rhizobium uygulamalarmda sap agirhig (Siitunlar ortalamay1 gubuklar
+1 standart sapmay1 g6stermektedir.)

Genel modelde hem Azospirillum, hem de Rhizobium faktdrii 6nemli ¢ikmigtir
(Tablo 4.7.1.). LSD testine gore en yliksek sap agirlifn A8’de ¢ikmus, fakat, A8 ile A6 ve
A7 uygulamalarn arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur (Tablo 4.7.2.). LSD testi Rhizobium
uygulamalar1 arasinda en yliksek sap agirligim R8 seviyesinde bulmustur. Rhizobium

uygulamas: arttikga sap agirh@ sadece A7 seviyesinde artmug diger Azospirillum
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seviyelerinde belirgin bir trend vermemistir (Sekil 4.7.2.). Genel modele gore,

Azospirillum*Rhizobium etkilegimi 6nemli ¢ikmugtir (Tablo 4.7.1.).

Cesit faktorii daha énceki tiim verilerde oldugu gibi varyans analizinde ¢ok dnemli degildir
(Tablo 4.7.1.). LSD testine gore, en yiiksek ortalama sap agirlif: sekerde ve ondan farksiz
olan sahin-90’da ¢ikmstir (Tablo 4.7.2.). Diger ¢esitler arasinda herhangi bir fark yoktur.
Azospirillum faktorii agisindan bakildiginda, Azospirillum seviyesi arttikga sap agirhig
seker ¢esidinde artmugtir (Sekil 4.7.3.). Belirgin farklilik ES-1280°de A8 seviyesinde sahin-
90’da A6 seviyesinde ortaya ¢ikmugtir. Karacagehirde A7 seviyesine kadar artis sonrasinda
bir diisiis vardir. Horozda belirgin bir farkliik goriilmemektedir. Genel model
AzospirillumxCesit  etkilesimini  Onemsiz ~ bulmugstur (Tablo 4.7.1.). Egilim
karsilastirmalarinda, Azospirillum uygulamasimn birinci ve ikinci derece polinomu sadece
sekerde onemlidir (Tablo 4.7.3.). Hicbir cesitte, Azospirillum ve Rhizobium etkilesimi

O6nemli bulunmamustir.

Tablo 4.7.1. Sap agirlifina ait ANOVA (varyans analizi) tablosu.

Varyans Kaynag: Serbestlik Derecesi F-degeri
ModeT 79 2,23%
Azospirillum 3 3,48
Rhizobium 3 6,18*
Cesit 4 12,99**
AzospirillumxRhizobium ‘ 9 2,12°
AzospirillumxCesit 12 6d
RhizobiumxCesit 12 6d
AzospxRhizoxCesit 36. od

*, ¥% "8d. sirasiyla, %3 ve %1 diizeyinde Snemli, Snemli degil

Tablo 4.7.2. Sap agirhigna ait ortalamalar.

Rhizobium Ortalama Azospirillum Ortalama Cesit Ortalama
RO 0,904 ® A0 0,874 % Seker 1,129=
R6 0,912b A6 0,9502b ES-1280 0,874 b
R7 0,940 A7 0,9902b K.sehir 0,788 b
R8 1,087 2 A8 1,032 Horoz 0,908 b

Sahin-90 1,093 a
#ed Benzer tist-simgelere sahip ortalamalar arasinda LSD deZerlendirmesine gbre %3 seviyesinde fark yoktur
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Sekil 4.7.2. Sap agirliginda Azospirillum-Rhizobium etkilegimi

§

|nA0nA6mA7-Aﬂ

16

sap agirhd: (g)
&
-

0.4

Seker ES-1280 K.gehir Horoz $ahin-20
cesit

Sekil 4.7.3. Sap agirhinda Azospirillum-Cesit iliskisi (Stitunlar ortalamayi ve gubuklar +1
standart sapmay1 géstermektedir.)



57

Rhizobium seviyesi arttikga, ES-1280, karacagehir ve sahin-90 cesitlerinde sap
agirhign artma egilimindedir (Sekil 4.7.4.). Seker ve horoz gesitlerinde uygulamalar
arasinda belirgin bir farkliik yoktur. Genel modelde, RhizobiumxCesit etkilesimi
Onemsizdir (Tablo 4.7.1.). Rhizobiumun birinci derece polinomlar: seker ve karacagehir
cesitlerinde 6nemli ¢ikarken, ikinci derece polinomlari higbir ¢esitte 6nemli degildir (Tablo
4.7.3.). Genel modelde, AzospirillufnXRhizobiumXCesit etkilesimi Onemsizdir (Tablo

47.1).

Tablo 4.7.3. Sap agirhifina ait egilim kargilagtirmalar: sonuglari.

Seker ES-1280 Karacagehir Horoz Sahin-90

Ry 2,67 * - 2,81 * - -

R, - - - - -

Ag 2,82 * - - - -

A 221 * - - - -
RpxAg - - - - -
RpxA; - - - - -
RyxAg - - - - -
RixAy - - - - -

gy, Alt simgeler iligkili uygulamanin birinci (B) ve ikinci () dereceden polinomlarmi simgelemektedir.
* ks girastyla, %5 ve %1 diizeyinde 6nemli (herhangi bir deger yoksa 6nemsiz)

/0RO BR6 oR7 mR8|

1.2

sap agirldi (g)
o
oW

o
H
R

S$ahin-90

Seker ES-1280 K.gehir Horoz
gesit

Sekil 4.7.4. Sap agirhginda Rhizobium-Cesit iligkisi (Stitunlar ortalamayi ve gubuklar +1 standart
sapmay1 gostermektedir.)
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4.8. Kuru Kék Agirh§

A0 ve A6 Azospirillum uygulamalarinda Rhizobium seviyesi arttik¢a kok agirhig da
yavagsca artmaktadir (Sekil 4.8.1.). A0 uygulamasinin RO seviyesinde kok agirligi ortalama
0,816 g iken, R8 uygulamasinda 0,981 g’a; A6 uygulamasinin RO seviyesinde kok agirligi
ortalama 0,888 g iken, R6 seviyesinde 0,988 g’a ulagmistir. A7 ve A8 seviyelerinde
Rhizobium uygulamasi dnce kok afirligim diglirmiis, ancak, daha yiiksek Rhizobium

seviyeleri kok agirligim tekrar gikarmigtir.

0RO mR6 @R7 -REJ

1,6

-—
N

0,8 +

kék agirligi (9)

o
»
;
i

T;A

azospirillum (log cfu ml'1)

Sekil 4.8.1. Azospirillum ve Rhizobium uygulamalarinda kék agirligi (Stitunlar ortalamay: ve
gubuklar +1 standart sapmay1 gostermektedir.)

Varyans analizinde, Rhizobium faktorii ¢ok oOnemli fakat Azospirillum faktorii
onemsiz bulunmustur (Tablo 4.8.1.). LSD testine gore, ortalama en yliksek kok agirhgi R8
seviyesinde ¢ikmis fakat bu seviyeyle RO ve R7 seviyeleri arasinda fark yoktur (Tablo
4.8.2.). Artan Rhizobium seviyeleri sadece A0 ve A6 seviyelerinde kok agirligini artirmis
diger seviyelerde belirgin bilﬂ‘ trend vermemistir (Sekil 4.8.2.) Genel modelde,

Azospirillum*Rhizobium etkilesimi snemsizdir (Tablo 4.8.1.).
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Tablo 4.8.1. Kok agirligina ait ANOVA (varyans analizi) tablosu

Varyans Kaynagi Serbestlik Derecesi F-degeri

Model 79 2,15*

Azospirillum 3 6d

Rhizobium 3 4,15"

Cegsit 4. 12,72*

Azospirillumx Rhizobium 9 od

AzospirillumxCesit 12 ad

RhizobiumxCesit 12 6d

AzospxRhizoxCegit 36 od

* %% 8d: sirasiyla, %35 ve %1 dizeyinde 6nemli, Snemli degil

Tablo 4.8.2. Kok agirhgma ait ortalamalar

Rhizobium Ortalama Azospirillum Ortalama Cesit Ortalama
RO 0,924 A0 0,870 Seker 1,030
R6 0,848 P A6 0,960 ES-1280 0,866 ®
R7 0,920% A7 0,923 K.sehir 0,755 ¢
RS 0,985 A8 0,926 Horoz 0,880"

Sahin-90 1,059

sbed Benzer list-simgelere sahip ortalamalar arasinda LSD degerlendirmesine gore %35 seviyesinde fark yoktur

kok agirligi (9)

——A0 5—-A6 —a—A7 —o0—-A8

1,2

0,9 -

0,6 -

6 7 8
Rhizobium (log cfu mr™)

Sekil 4.8.2. Kok agirh@inda Azospirillum-Rhizobium etkilegimi
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Cesit fakt6rii varyans analizinde ¢ok &nemli bulunmus (Tablo 4.8.1.) ve LSD
testine gore ortalama en yiiksek kok agirligi seker ve sahin-90 gesitlerinde ¢ikmugtir (Tablo
4.8.2.). Azospirillum faktorii agisindan bakildiginda, seker, karacagehir ve horoz
cesitlerinde 6nce artan sonra azalan bir egilim vardir (Sekil 4.8.3.). Kok agirhifinin en
yliksek noktaya ulastid1 Rhizobium seviyeleri sekerde R7 ve karacasehir ve horozda R6’dur.
Genel modelde, AzospirillumxCesit etkilesimi Onemsizdir (Tablo 4.8.1.). Azospirillum
uygulamasimn birinci derece polinomu karacagehir horozda, ikinci derece polinomu sahin-
90°’da 6nemli ¢ikmigtir (Tablo 4.8.3.). Egilim karsilagtirmalarinda, Azospirillum ve
Rhizobium uygulamalarinin degisik polinomlar: arasimdaki etkilesimler sadece horoz ve
sahin-90 ¢esitlerinde 6nemlidir.

[DA0 mA6 mA7 mA8|

kék agirlig (9)

Seker ES-1280 K.gehir Horoz Sahin-90
cesit

Sekil 4.8.3. Kok agirhginda Azospirillum-Cesit iliskisi (Siitunlar ortalamayi ve ¢ubuklar +1 standart
sapmay gostermektedir.)

Rhizobium faktérii agisindan bakildiginda, seker, ES-1280, ve karacagehir
cesitlerinde R6 uygulamasi kék agirhginda kiigiik diistiglere neden olmus daha yiiksek
seviyelerde yavag bir sekilde artmugtir. (Sekil 4.8.4.). Artan Rhizobium uygulamalar horoz
ve sahin-90 ¢esitlerinde belirgin bir farklihk olugturmamustir. Rhizobium=Cesit etkilesimi

varyans analizinde 6nemsizdir (Tablb 4.8.1.). Rhizobium uygulamasinin birinci derece
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polinomu karacasehirde onemlidir; ikinci derece polinomlar ise higbir gesitte  Gnemli
degildir (Tablo 4.8.3.). AzospirillumxRhizobiumxCesit etkilesimi genel modelde Gnemsiz

bulunmustur (Tablo 4.8.1.).

Tablo 4.8.3. Kok agirlifina ait egilim kargilagtirmalar1 sonuglar1.

Seker

ES-1280

Karacagehir

Horoz

3,94*

2,52 °*

-5,31"

RpxAg

Ro%A,

2,26 °*

RixAy

RixA;

3,58

g, Alt simgeler iligkili uygulamanim birinci (B) ve ikinci () dereceden polinomlarini simgelemektedir.
*, %% sirastyla, %5 ve %l diizeyinde Snemli (herhangi bir deger yoksa Snemsiz)

kok agirligi (@)

@OERG aR7 IRBJ

Seker

» ES-1280

K.gehir
cesit

$ahin-90

Sekil 4.8.4. Kok agirlyinda Rhizobium-Cesit iliskisi (Stitunlar ortalamay1 ve gubuklar +1 standart
sapmayi gostermektedir.)
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4.9. Sap N-kapsam (%)

Sap N-kapsamunda Rhizobium ya da Azospirillum uygulamalar arasinda belirgin
bir fark goriilmemektedir (Sekil 4.9.1.). Gerek Azospirillum ve gerekse Rhizobium
uygulamalarimin ortalamasi yaklagik % 1,85°dir. Genel modelde her iki faktér de Snemsiz
cikmis (Tablo 4.9.1.) Azospirillum egrilerinde belirgin bir trend yoktur (Sekil 4.9.2.).
Varyans analizi AzospirilumxRhizobium etkilesimini Snemsiz bulmustur (Tablo 4.9.1).

LDRO @ R6 1 R7 m R8

sap % azotigerigi

azospirillum (log cfu ml'1)

Sekil 4.9.1. Azospirillum ve Rhizobium uygulamalarinda sap azot icerigi (Stitunlar ortalamay: ve
cubuklar +1 standart sapmay1 gtstermektedir.)

Varyans analizinde, gesit faktorii daha 6nceki verilerde oldugu gibi ¢ok 6nemlidir
(Tablo 4.9.1.). LSD testine gore, en yiiksek ortalama sap N-kapsami ES-1280°de en diigiik
ortalama sap N-kapsamu karacagehirde ortaya ¢ikmistir (Tablo 4.9.2.). Azospirilum faktdri
agisindan bakildiginda, sekerde A6 seviyesinde artan sonra azalan bir egilim vardir (Sekil

4.9.3.). Horoz ¢esidinde A8 seviyesi hari¢ artan bir egilim vardir. $ahin-90’da Azospirillum
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uygulamalar1 arasinda belirgin bir fark yoktur ve karacasehir ve ES-1280 gesitleri herhangi

bir trend vermemigtir. Genel modelde AzospirilumxCesit etkilesimi

Tablo 4.9.1. Sap N-kapsamina ait ANOVA (varyans analizi) tablosu

Varyans Kaynag1 Serbestlik Derecesi F-degeri
Model 79 3,43*"
Azospirillum 3 6d
Rhizobium 3 od
Cesit 4 42,91**
Azospirillum>Rhizobium , 9 6d
AzospirillumxCesit 12 6d
RhizobiumxCesit 12 1,88*
AzospxRhizoxCesit 36 6d

* %k 8d: sirasiyla, %5 ve %1 diizeyinde 6nemli, 6nemli degil

Tablo 4.9.2. Sap N-kapsamina ait ortalamalar

Rhizobium Ortalama Azospirillum Ortalama Cesit Ortalama
RO 1,880 A0 1,864 Seker 1,974 %
R6 1,880 A6 1,855 ES-1280 2,221
R7 1,818 A7 1,854 K.sehir 1,71514
RS 1,802 A8 1,804 Horoz 1,898 b

Sahin-90 1,446 ¢
abed Benger {ist simgelere sahip ortalamalar arasinda LSD degerlendirmesine gore %S5 seviyesinde fark yoktur

TL_._Ao -o—A6 —a—A7 _e_Aa}

2 1
gl O

! |
o))
‘=
[0]
o
s G\Q
2 1,8
(72}

{
1,7 * : ‘ o
0 6 7 8
Rhizobium (log cfu mr1)

Sekil 4.9.2. Sap azot igeriginde Azospirillum-Rhizobium etkilesimi
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onemsizdir (Tablo 4.9.1.). Azospirillumun higbir polinomu higbir ¢esitte Snemli degildir
(Tablo 4.9.3.). Azospirillum ve Rhizobium polinomlarinin degisik etkilesimleri sadece
sahin 90 ¢esidinde 6nemli ¢ikmagtir.

ﬂ:Ao BA6 DA7 mA8|

sap % azot igerigi

Seker ES-1280 K.gehir Horoz $ahin-90
cesit

Sekil 4.9.3. Sap azot igeriginde Azospirillum-Cesit iliskisi (Siitunlar ortalamay1 ve gubuklar +1
standart sapmay1 gostermektedir.)

Tablo 4.9.3. Sap N-kapsamina ait egilim karsilagtirmalar1 sonuglari

Seker ES-1280 Karacagehir Horoz Sahin-90

R, - -4,08 ** - - -
R - - - - 2,61 °
A, - - - - -
A, - - - . -
RRXAR - s - - -
Ro%A, - - - - 2,82
Rlxéa - - - - -
RxA, - - - - 234 °

g, Alt simgeler iligkili uygulamanin birinci (B) ve ikinci () dereceden polinomlarmi simgelemektedir.
* k% gyrastyla, %5 ve %1 diizeyinde 6nemli (herhangi bir deger yoksa dnemsiz)

Rhizobium seviyesi arttikga, horoz diginda kalan tiim gesitlerde genel bir diigme

egilimi vardir (Sekil 4.9.4.). Horozda ise aksine bir artma egilimi vardir. Genel modelde
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RhizobiumxCesit etkilesimi 6nemli ¢ikmistir (Tablo 4.9.1.). Rhizobiumun birinci derecesi
ES-1280 ve ikinci derecesi ise gahin-90’da 6nemlidir (Tablo 4.9.3.). Genel modelde
Azospirillum* Rhizobium*Cesit etkilesimi 6nemsizdir (Tablo 4.9.1.).

ORO@R6 @ R7 mR8 |

3

2,
52
o
ree )
R
©
X
o1
o 1
»

0 -

Seker ES-1280 K.gehir Horoz $ahin-90
cesit

Sekil 4.9.4. Sap azot igeriginde Rhizobium-Cesit iligkisi (Siitunlar ortalamayi ve ¢ubuklar +1
standart sapmay: gostermektedir.)

4.10. Kok N-kapsami (%)

A7 seviyesi disinda kalan Azospirillum uygulamalarinda R6 uygulamasi kontrole
(RO) gore kok N-kapsamini artirmigtir (Sekil 4.10.1.). Rhizobium uygulamasi (R6), kok N-
kapsamim AQ seviyesinde 1,44’den 1,55’e¢; A6 seviyesinde 1,29°dan 1,54’e; ve A8
seviyesinde 1,27°den 1,57’ye ¢ikarmistir. Daha yiiksek Rhizobium seviyelerinde belirgin

bir trend yoktur. A7 seviyesinde Rhizobium uygulamalarn arasinda 6nemli bir fark yoktur.

Genel modelde Azospirillum ve Rhizobium faktorlerinin her ikisi de gok nemli
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'EROURGS R7-Rs\
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azospirillum (log cfu mr1)

Sekil 4.10.1. Azospirillum ve Rhizobium uygulamalarinda kok azot igerigi (Sittunlar ortalamayi ve
cubuklar +1 standart sapmay: géstermektedir.)

bulunmustur (Tablo 4.10.1.). LSD testine gore, Rhizobium uygulamalarinin ortalamalari
arasinda fark vardir (Tablo 4.10.2). Genel olarak Rhizobium uygulamalar1 kontrole (RO)
gore kokte daha fazla N biriktirmistir. Azospirillum uygulamalarinin ortalamalari arasinda
fark yoktur. A7 disinda kalan Azospirillum egrilerinde R6 seviyesinde bir artis daha sonra

diisiis ve tekrar yiikselme egilimi vardir (Sekil 4.10.2). Genel modelde
AzospirillumxRhizobium etkilesimi 6nemsizdir (Tablo 4.10.1).

Tablo 4.10.1. K6k N-kapsamina ait ANOVA (varyans analizi) tablosu

Varyans Kaynag Serbestlik Derecesi F-degeri
Model 79 2,48"
Azospirillum 3 2,69*
Rhizobium 3 4,18
Cesit 4 11,34"
Azospirillum=Rhizobium 9 od
AzospirillumxCesit 12 od
Rhizobium»Cegit 12 od
AzospxRhizoxCesit 36 2,35*

*, %% 5d: sirastyla, %5 ve %1 diizeyinde 8nemli, 6nemli degil
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Tablo 4.10.2. K6k N-kapsamina ait ortalamalar

Rhizobium Ortalama Azospirillum Ortalama Cesit Ortalama
RO 1,341% A0 1,475 Seker 1,595 @
R6 1,494 @ A6 1,473 ES-1280 1,553%
R7 1,417% A7 1,361 K.sehir 1,3004
RS 1,492 2 A8 1,429 Horoz 1,455°%

Sahin-90 1,280

sbed Benzer list simgelere sahip ortalamalar arasinda LSD degerlendirmesine gore %35 seviyesinde fark yoktur

—e—A0 —o—AB —a—A7 _e-Aa}

1,7

16 s

e AL S
NIRRT
. M

1,2 ; :
0 6 7 8

Rhizobium (log cfu mI'")

kok N-igerigi (%)

Sekil 4.10.2. K&k azot igeriginde Azospirillum-Rhizobium etkilesimi

Cesit faktorit varyans analizinde ¢ok dnemli ¢tkmistir (Tablo 4.10.1) ve LSD testine
gore ortalama en yiiksek kok N-kapsami gekerde en diigiik karacagehirde ¢ikmustir (Tablo
4.10.2). Azospirillum faktori agisindan bakildiginda, seker ve sahin-90°da A7
seviyelerinde bir diistiy gozlenmektedir (Sekil 4.10.3). Diger cesitlerde Azospirillum
uygulamalarinin ortalamalari a'rasmda belirgin bir farklilik yoktur. Varyans analizi
Azospirillum=Cesit etkilesimini 6nem$iz bulmugtur (Tablo 4.10.1). Azospirillumun birinci
ve ikinci derece polinomlar1 sadece gekerde onemli ¢ikmugtir (Tablo 4.10.3). Azospirillum

ve Rhizobium polinomlar arasinda sadece sekerde etkilesim vardur.
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OAO A6 A7 mA8
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kdk % azot icerigi

05 -

Seker ES-1280 K.gehir Horoz $ahin-90
cesit

Sekil 4.10.3. Kok azot igeriginde Azospirillum-Cesit iligkisi (Siitunlar ortalamay1 ve ¢ubuklar +1
standart sapmay1 gostermekiedir.)

Tablo 4.10.3. Kok N-kapsamina ait egilim kargilagtirmalar1 sonuglan

Seker ES-1280 Karacasehir Horoz Sahin-90

R, - 3,65" - - -

Ry - - - 2,76 ° -

Ag 2,55 ° e - - -

A -2,85 ° - - - -
Ry¥A,_ - - - - -
RpxA - - - - -
RixAg -2,87 ° - - - -
RixA - - - - -

g, Alt simgeler iligkili uygulamanin birinci (B) ve ikinci (1) dereceden polinomlarim simgelemektedir.
*, **: sirastyla, %5 ve %1 diizeyinde 6nemli (herhangi bir deger yoksa 6nemsiz)

Rhizobium uygulamas1 (R6) tiim ¢esitlerde az ya a ¢ok bir artisa neden olmustur
(Tablo 4.10.4.). R7 seviyesinde kék N-kapsami R6’ya gore, seker, ES-1280, ve sahin-90
¢esitlerinde sabit kalmig diger g¢esitlerde diigmistiir. R8 seviyesi seker disinda kalan
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cesitlerde artisa neden olmugtur. Genel modelde Rhizobium*Cesit etkilesimi 6nemsizdir
(Tablo 4.10.1.). Rhizobium birinci derece polinomu ES-1280°de; ikinci derece polinomu

ise horozda &nemli ¢ikmustir (Tablo 4.10.3). AzospirillumxRhizobium=Cesit etkilesimi

genelde ¢ok 6nemlidir (Tablo 4.10.1).

ORO@aR6 @R7 mR8

kék % azoticerigi

Seker ES-1280 K.gehir Horoz $ahin-90
cesit

Sekil 4.10.4. Kok azot igeriginde Rhizobium-Ceysit iliskisi (Stitunlar ortalamay1 ve gubuklar +1
standart sapmay1 gdstermektedir.)

4.11. Bitki Boyu

Bitki boyu, A8 seviyesi diginda kalan Azospirillum uygulamalarinda, Rhizobium
seviyesi arttikca artma egilimindedir (Sekil 4.11.1.). Bu yiikselis en belirgin olarak AQ
uygulamasinda R8 seviyesinde; A6 ve A7 uygulamalarinda R7 seviyesinde kendisini
gostermistir. A0, A6 ve A7 uygulamalarinda, RO seviyesinde bitki boyu ortalama 8,53;
8,96 ve 9,14 cm iken R7 seviyesinde bu degerler 9,70;11,86 ve 11,80 cm’dir. A8
seviyesinde Rhizobium uygulamasi (R6) bitki boyunu biraz artirmigsa da diger Rhizobium

ortalamalar1 arasinda belirgin bir fark yoktur.
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Sekil 4.11.1. Azospirillum ve Rhizobium uygulamalarinda bitki boyu (Stitunlar ortalamayi ve

cubuklar +1 standart sapmay1 gstermektedir.)

Genel modelde Azospirillum faktorii 6nemsiz fakat Rhizobium faktérii gok
onemlidir (Tablo 4.11.1.). LSD testine gére en yiiksek boylu bitkiler ortalama R7 ve R8
seviyelerinde ¢ikmugstir (Tablo 4.11.2). A6 ve A7 disinda kalan Azospirillum egrileri R6
seviyesinde R7 seviyesine gegerken Onemli artiglar kaydetmistir (Sekil 4.11.2.). Genel

model Azospirillum*Rhizobium etkilesimini 6nemli bulmustur (Tablo 4.11.1.).

Tablo 4.11.1. Bitki boyuna ait ANOVA!(varyans analizi) tablosu

Varyans Kaynag1 Serbestlik Derecesi F-degeri
Model 79 2,22*
Azospirillum 3 6d
Rhizobium 3 10,82*
Cesit 4 13,65
Azospirillumx Rhizobium 9 2,35
AzospirillumxCesit 12 od
Rhizobium=Cesit 12 6d
AzospxRhizoxCesit 36 6d

* ok §d: sirastyla, %35 ve %1 diizeyinde 6nemli, onemli degil



Tablo 4.11.2. Bitki boyuna ait ortalamalar

Rhizobium Ortalama Azospirillum Ortalama Cesit Ortalama
RO 9,1% A0 9,9 Seker 9,5%
R6 9,7b A6 10,1 ES-1280 9,7b
R7 10,92 A7 10,5 K.sehir 12,58
RS 11,32 A8 10,5 Horoz 9,5b

Sahin-90 10,0

abed Benzer list simgelere sahip ortalamalar arasinda LSD degerlendirmesine gre %5 seviyesinde fark yoktur

F._Ao —o— A6 —a—A7 _e—Aa\i
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0 ¢ 6 7 8
Rhizobium (log cfu m™)

Sekil 4.11.2. Bitki boyunda Azospirillum-Rhizobium etkilesimi

Cesit faktorii tlim verilerde olugu gibi gok 6nemlidir (Tablo 4.11.1.) ve LSD testine
gore en yliksek boy karacagehirde ortaya ¢ikmistir (Tablo 4.11.2.). Azospirillum faktorii
agisindan bakildiginda, seker disinda kalan gesitlerde ne genel bir egilim ne de
Azospirillum uygulamalarimin ortalamalar: arasinda bir fark vardir (Sekil 4.11.3.). Sekerde
Azospirillum seviyesi arttikca bitki boyunun artma egilimi vardir. Genel modelde
AzospirillumxCesit etkilesimi 6hemsizdir (Tablo 4.11.1.). Azospirillumun birinci derece
polinomu sadece horozda Onemli bulunmustur (Tablo 4.11.3.). ES-1280 ve karacasehir
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disinda kalan ¢esitlerde Azospirillum ve Rhizobiumun degisik polinomlar1 arasinda

etkilesim vardir.

OAO BAG @A7 mA8

20 —

[

-
[4)]

bitki boyu (cm)
o

Seker ES-1280 K.sehir Horoz Sahin-90
cesit

Sekil 4.11.3. Bitki boyunda Azospirillum-Cesit iliskisi (Stitunlar ortalamay1 ve gubuklar +1 standart
sapmay1 gostermektedir.)

Tablo 4.11.3. Bitki boyuna ait egilim karsilagtirmalar: sonuglan

Seker ES-1280 Karacagehir Horoz Sahin-90

R, - - - - 3,14

R, - - - -4,93* -

A, - - - 2,51 " -

Ay - - - - -
RpxAg 2,77 " - - 2,14 ° -
RyxA4 - - - - -5,20 **
RixAq 2,50 * - - - -
RyxA, - - - - 3,59 ™

gy Alt simgeler iligkili uygulamanin birinci (B) ve ikinci (I) dereceden polinomlarim simgelemektedir.
* wk: girastyla, %5 ve %1 diizeyinde 8nemli (herhangi bir deger yoksa dnemsiz)

Rhizobium seviyesi arttikga karacagehir, horoz ve sahin-90 gesitlerinde bitki boyu
acisindan bir artig egilimi vardir (Sekil 4.11.4.). Diger ¢esitlerde belirgin bir trend ya da
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ortalamalar arasinda &nemli bir fark yoktur. Genel modelde RhizobiumxCesit etkilesimi
Onemsizdir (Tablo 4.11.1.). Rhizobiumun birinci derece polinomu sahin-90 ikinci derece

polinomu ise horozda énemlidir (Tablo 4.11.3.). Azospirillum=RhizobiumxCesit etkilesimi

genel modelde 6nemsizdir (Tablo 4.11.1.).
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Seker ES-1280 K.gehir Horoz $ahin-90
cesit

]

Sekil 4.11.4. Bitki boyunda Rhizobium-Cesit iligkisi (Stitunlar ortalamayi ve ¢ubuklar +1 standart
sapmay1 gistermektedir.)
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5. TARTISMA

5.1. Nodiilasyon

Genelde, R7 uygulamast {ist nodiil sayisim en yiiksek seviyeye c¢ikarmistir (Sekil
4.1.1). R8 ve R7 seviyeleri arasinda herhangi bir fark olmadigindan (Tablo 4.1.2.), st
nodiil sayisinin R8 seviyesinden sonra nasil bir trende girecegi noktasinda iyi bir tahmin
yiirtitmek miimkiin degildir. R8 seviyesinden daha iist seviyelere ¢iktik¢a, st nodiil sayisi
sabit kalabilir ya da diisme egilimine girebilir. Birinci durum, kdokte infeksiyon
yapilabilecek nokta sayisinin belirli oldugu ve belirli bir seviyenin tlizerindeki bakteri
populasyonunun nodiil sayisina herhangi bir katkisimin olmadigi seklinde agiklanabilir.
Ikinci durumsa, daha ¢ok, rizosferdeki ésﬂanmm bakteri yogunlugunun yiiksek popiilasyon
seviyesinin yaratabilecegi ¢evresel etki(ler)den (ani pH degisimi gibi) dolayi 6nemli Sl¢iide
diismesiyle ilgili olabilir. Deneme kosullarinda olusan rizosfer, torf topraginin varligindan
dolay1 besince zengindi, dolayisiyla, rizosfer besin agisindan ancak belirli bir bakteri
yogunlugunu destekleyebilir varsayimi yanlistir. Rizosfer su ya da bu sekilde besin
maddelerince zengin ve dinamik bir ortamdir (Atkinson and Watson, 2000; Bolton et al.,
1993; De Leij and Lynch, 1997).

Azospirillum’un st nodiil sayisi {izerinde genelde herhangi bir etkisi
gozlenmemigtir (Tablo 4.1.1.). Dolayisiyla, Azospirillum ilave asilamasinin nihai olarak
daha fazla {ist nodiil sayisina neden oldugu ve béylece azot fiksasyonunu sadece
Rhizobiumlu asilamalara gore artirdif1 varsayimi ¢ok gegerli degildir. Buna ragmen belki
de, Rhizobium + Azospirillum asilamas1 Rhizobium asilamasina gore, bitki biiyiimesinin
Onceki safthalarinda (bitki geligiminin ilk 20 — 30. giin aras1) daha fazla nodiil olugmasina
ve bu yolla azot fiksasyonunun artmasina neden olmustur denilebilir (Burdman et al.,
1997; Tchebotar et al., 1998).

Ust nodiil sayis: tizerindeki Azospirillum etkisi genel modelde nemsiz ¢ikmasina

ragmen bazi gesitler tek basina ele alindiginda 6nemlidir (Ek 3). Karacagehir ve horoz
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¢esitlerinin birinci ve ikinci derece Azospirillum polinomlar: de énemli ¢ikmistir (Tablo
4.1.3.). Bu ¢esitlerde, Azospirillum’un tst nodiil sayisi {izerindeki etkisi A7 seviyesinde
maksimum olmus sonrasinda geriye dismiistir. Bu trendle ilgili agiklamalar

Rhizobium 'dakine benzerdir.

Rhizobium'un iist nodil sayisi iizerindeki etkisi genelde Azospirillum’a bagh
degildir (Tablo 4.1.1.), fakat, karacagehir ve horoz gesitlerinin tek bagina varyans analizleri
tersini gostermektedir (Ek 3). Rhizobium tiim gesitlerde tek tip ya da aym yonlii bir etkiye
sahip degildir. Ornegin, sekerde 2. derece polinom 6nemli iken horozda her iki polinomial
de 6nemlidir (Tablo 4.1.3.). Azospirillum 6nemli bir etkiye sahip degilken, Azospirillum 'un
cesitlerdeki trendleri 6nemsiz fakat, birbirlerinden farklidir (Sekil 4.1.3.).

En yiiksek tist nodiil sayisina sahip ¢esit seker olmustur (Tablo 4.1.2.). Bitkide
nodiillerin daha erken olugtugunun muhtemel bir géstergesi olarak iist nodiil sayisinin
yiiksek olmasi, azot fiksasyonunun daha fazla olmasi sonucunu dogurabilir. Bu durum
ozellikle nodiillasyon isleminin nispeten yavag ve vejetasyon siiresinin kisa oldugu,
dolayisiyla, azot fiksasyonunun bitkinin azot beslenmesine Onemli o&lgiide Kkatki
saglayamadig1 fasulyede (Chaverra and Graham, 1992; Isoi and Yoshida, 1991; Schroder,
1992) ¢ok dnemlidir. Seker g:esi&i bu anlamda diger gesitlerden daha iyi goziikmektedir.
Bunu destekleyebilecek ikinci bir gézlem, seker ¢esidinde st nodiil sayisinin toplam nodiil
sayist i¢indeki payinin en yiiksek (% 47) olmasidir. Bu deger horoz, karacagehir, ES-1280,
ve sahin-90 cesitlerinde sirastyla % 44, % 42, % 31, ve % 30’dur. Bagka bir deyisle, olusan

nodiillerin yarisina yakin bir kismi seker ¢esidinde muhtemelen daha erken olugsmustur.

Denemede RO (astlanmamig) seviyesinde nodiil olustugu gézlenmistir. Bu durum
bilyiime esnasinda olusabilecek su ve hava yoluyla lokal Rhizobium suslarinin tasinmasinin
bir sonucu olabilir. Ya da, kullanilan materyallerin (saksilar, kum ve torf gibi) tamamen
sterilize olmamasinin dogal bir sonucudur. Her iki durumda da olusan nodiiller olduk¢a
azdir. Ornegin, RO seviyesinde olugan iist nodiillerin ortalama sayisi1 R6 seviyesindekilerin
ortalamasinin {iigte birinden ve R7 seviyesindekilerin ortalamasinin dértte birinden daha

azdir (Tablo 4.1.2.). Ayrica, kontrol uygulamasiyla her bir Rhizobium uygulamasi arasinda
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nodiile iliskin tim veriler icin LSD testine gore Onemli farklar vardir. Denemenin
biiyiikliigi ve denemenin yapildigi kosullar goz 6niine alindifinda, bu tiir bir bulagsma
kagimlmazdir. Bulasma, bu tiir denemelerde, ¢ok daha aseptik sartlarda cahgilabilse de
ortaya ¢ikmaktadir (Burdman et al., 1997) ve sonuglarin yorumlanmasinda bu durum
dikkate alinmalidir.

Alt nodiil sayisina iliskin en 6nemli gbzlem, Rhizobium uygulamasinin nodiil
say1sin artirdigy fakat daha yiiksek Rhizobium seviyelerinin herhangi bir degisiklige neden
olmadigidir (Tablo 4.2.2.). Ote yandan, Rhizobium seviyesi arttik¢a iist nodiil sayisimn
artma egiliminde oldugu gozlenmigti. Asilanmig bakteri yogunluklari arasindaki
farkliliklar, bitki bilylimesinin ilk agamalarinda, heniiz rizosfer bolgesindeki rhizobia
kiiltiri daha taze oldugu i¢in nodiil sayilarinda bir farklihifa neden olabilir. Bitki
biiylimesinin ileri safhalarinda, verilen bakteri yogunluguna bakilmaksizin, rizosferdeki
rhizobia yogunlugu belirli bir deigeye ulastig1 varsayilirsa, olusan nodiillerin sayisinda da
biiyiik farkliliklar g6zlenmez. Bitki geligmesi esnasinda ilave edilen ve olugan kimyasallar,
bitki gelisme ortaminin da (saksilar) kapalt oldugu dikkate alindiginda, gevresel faktorleri
asilanms mikroorganizmalar i¢in olumsuz hale déniistiirebilir (diisiik pH ya da yiiksek tuz
konsantrasyonu gibi). Bu ve benzeri hesaplanmamig stresler bitki gelismesinin ileri
agamalarinda agilanmis mikroorganizmalarin belirli bir yogunlukta dengelenmesini
beraberinde getirebilir. Bu arada agilanmig mikroorganizmalar bitki gelistikge ve sulama
yapildik¢a saksmnn igine dogru seyrelmektedir. BSylece asilanan Rhizobium bakterileri
belirli bir denge yogunluguna ulasabilir ve Rhizobium faktorii, R6 ve R8 uygulama
seviyeleri arasinda, bitki biiylimesinin ileri agamalarinda olusan nodiil sayisina (alt nodiil
say1si) etki etmeyebilir. .

Azospirillum uygulamasinin, list nodiil sayisindan farkli olarak alt nodiil sayisina
hicbir ¢esitte etkisi yoktur (Ek 3). Bu da, Azospirillum’un nodilasyonun erken
asamalarindaki etkisinin bazi ¢esitlerde onemli oldugunu, fakat ileri asamalarindaki
etkisinin 6nemsiz oldugunu gostermektedir. Okon et al. (1995) Azospirillum’un
nodiilasyonu erkene alabilecegini rapor etmistir. Bu ¢alismada, bu etkinin fasulye

cesitlerine bagimli oldugu bulunmustur.



Rhizobium fakt6rii toplam nodiil sayisim 6nemli dl¢tide etkilemigtir (Tablo 4.3.1.).
Rhizobium faktori igin en yiiksek F-degeri toplam nodiil sayisinda elde edilmigtir. Fakat,
Rhizobium uygulamas1 (R6) toplam nodiil sayisinda bir artisa neden oldugu halde, daha
yiiksek Rhizobium seviyeleri genelde bir artis trendine neden olmamigtir (Tablo 4.3.2.). Bu
durum daha 6nce verilen iki hipotezi destekler goriinmektedir. Bunlardan birincisi, bitki
destekleyebilecegi kadar nodiil olugturur, dolayisiyla asilanan bakteri yogunlugu belirli bir
seviyeden sonra 6nemsizdir. ikincisi, bakteri yogunlugu, baslangi¢ asilama yogunlugu ne
olursa olsun, zamanla bir denge yogunluguna ulagmaktadir, bdylece yogunluk belirli bir

. . . os 4 o . .
seviyenin {izerinde nodiilasyon agisindan énemsiz hale gelmektedir.

Daha 6nce yapilan bazi gallsmaiarda (Kapusta and Rouwenhorst, 1973; Weaver and
Frederick, 1974a, 1974b), asilanan Rhizobium bakterilerinin lokal Rhizobium suslari
kargisinda rekabet glictinii artirmak igin bir alternatif olarak ortaya konulan yiiksek asi
yogunlugu kullanimi hedefine ulagmamistir. Yani, asilanan bakteri yogunlugu belirli bir
seviyenin tizerinde ne kadar artirilirsa artirilsin, asilanan bakteriler lokal RhAizobiumlar
kargisinda daha fazla nodiil olusturamamaktadir. Bu sonuglar, denemeden elde edilen

sonuglar ve yukaridaki hipotezlere destek vermektedir.

Azospirillum faktorii karacagehir ve horoz gesitlerinde 6nemli ¢ikmustir (Ek 3).
Azospirillum bu gesitlerde, koklerin nodiilasyona daha duyarli hale gelmesini saglayabilir,
bdylece toplam nodiil sayisinda bir artiga neden olabilir. Azospirillum’la fasulye disindaki
baklagillerle yapilmig olan ¢aligmalar bu hipotezi destekler géziikmektedir (Iruthayathas et
al., 1983; Plazinski and Rolfe, 1985; Sarig et al., 1986; Singh and Rao, 1979; Yahalom et
al., 1987). Cesitlerde 6nemli ¢ikan polinomlarin dogas1 (Tablo 4.3.3.) ve Azospirillum ¢esit
iligkileri (Sekil 4.3.3.) dikkate alindifinda, Azospirillum’un toplam nodiil sayisini

cesitlerde genelde maksimize ettigi seviye A7°dir denilebilir.

Horoz ¢esidi disarida birakildifinda, nodiil olusturma agisindan gesitler arasinda
Onemli bir fark yoktur (Tablo 4.3.2.). Buna bagli olarak, R. etli ve R. tropici suslan belirli
bir yogunlukta asilandiginda, g:eéitler benzer sayida nodiiller olusturuyor ve bu anlamda

cesitxRhizobium etkilesimi yoktur genellemeleri yapilabilir. Bu durum Chaverra and
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Graham’in (1992) ortaya koydugu bu tiir etkilesimler hem konuk¢u hem de sug’lardaki
genetik degiskenlik nedeniyle olasidir tezine aykir1 gozilkmektedir. Tersine, bu caligma
sonuglarim1 destekler sekilde, Buttery et al. (1997) fasulyede ¢esitxRhizobium etkilesiminin
sadece nodiil sayist i¢in degil aym zamanda simbiyotik olarak fikse edilen azot i¢in de
gecerli olmadifimi gérmiigtiir. Sonug olarak, denemedeki iki Rhizobium tiirii, fasulye
cesitlerinde benzer sekilde nodiiller olusturur ve azot fikse eder varsayimiyla, fasulye

bitkisinde genel bir kullanim alan1 bulabilir.

Yukarida anlatilmaya c¢aligilan ¢esitXRhizobium etkilesimi kavramini, bu
denemenin varyans analizindeki g¢esitxRhizobium etkilesimi (Tablo 4.3.1.) kavramindan
ayirmak gerekir. Birinci durumda, herhangi bir varyans analizi olmadan, ¢esitler igin
yapilmig LSD test sonuglarina (Tablo 4.3.2.) bakilarak, Rhizobium’un gesitlerde benzer
sayida nodiil olusturdugu ve dolayisiyla bu anlamda bir ¢esitxRhizobium etkilesiminin
olmadif1 sonucuna vanlmaktac'hr. Ikinci durum ise Rhizobium seviyeleri dikkate
alindiginda, Rhizobium’un miinferit gesitler iizerindeki etki tipinin ve yOniiniin farkl
olabilecegi, dolayisiyla bu anlamda bir gesitxRhizobium etkilesiminin oldugu sonucunu
ortaya koymaktadir. Omek olarak horoz ve sahin-90 ¢esitlerinin 6nemli olan birinci derece
Rhizobium polinomlarin yonlerinin zithig1 verilebilir (Tablo 4.3.3.). Rhizobium seviyesi
arttik¢a toplam nodiil sayis1 horozda siirekli artarken, sahin-90’da R6 seviyesinden sonra
diisme egilimine girmistir (Sekil 4.3.4.).

Ust nodiil sayisimn fazlahig, fasulyede simbiyotik azot fiksasyonunun erkene
alinmasinin bir gostergesi olarak kabul edilebilir. Aymi sekilde, iist tarafta olusmus
nodiillerin agirligiyla nodiillerin igerisindeki bakteroid popiilasyonunun yogunlugu
arasinda pozitif dogrusal bir iliski olabilir. Bagka bir deyisle, iist nodiil agirhig arttikga
erken olusan nodiiller igerisindeki bakteroid sayisi, dolayisiyla simbiyotik azot fiksasyonu
artmaktadir varsayimi yapilabilir. Nodiil agirh@indaki artis bakteroid sayisindaki artisla
iliskili olmayip, nodiil icerisindeki infekte olmamig (Bergerson, 1997) ya da infeksiyon
bolgesini ¢evreleyen bitki hiicrelerindeki (Shoichiro et al., 1999; Tchebotar et al., 1998)
artigin dogal bir sonucu olabilir. Fakat, her iki durumda da, eger nodiil azot fikse eden bir

sistem olarak kabul edilirse, bu sistemin agirliindaki artis azot fiksasyonunda da bir artisi
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getirebilir.

Buttery et al. (1997), nodiil agirligiyla azot fiksasyonunun bir géstergesi olarak
asetilen rediiksiyon aktivitesi (Weaver and Danso, 1994) arasinda ¢ok 6nemli bir dogrusal
iliski belirlemigtir. Bu ¢alismada, st nodiil agirhif: ve tist nodiil sayis1 en fazla olan seker
¢esidi diger cesitler arasinda kékte birinci ve sapta ikinci sirada % azot igerigine ulasmigtir
(Tablo 4.9.2. ve 4.10.2.). Deneme kosullarinda bitki i¢in iki azot kaynag: vardir: i. torftan
ve kumdan kaynaklanan inorganik azot; ii. atmosferik azot. Bunlardan birincisi eser
miktardadir (bkz. Materyaller ve, Metotlar) ve saksilara herhangi bir mineral azot ilavesi
yapilmamstir. Sonug olarak, bitki tarafindan alinan azotun biiyilik bir kism1 muhtemelen
simbiyotik azot fiksasyonundan kargilanmigtir. Dolayisiyla, bu denemede % azot
icerifindeki artiy aym zamanda azot fiksasyonundaki artigin bir gostergesi olarak kabul
edilebilir. Buttery et al. (1997) ve benim gézlemlerim, nodiil agirhiginin artmasi bitkinin

azot fiksasyon kapasitesini artirir varsayimin destekler goziikmektedir.

Alt nodiil agirhif1 ve toplam nodiil agirliginda, nodiile iliskin diger verilerden farkli
olarak Azospirillum etkisi gézlenmigtir (Tablo 4.5.2. ve 4.6.2.). Her ikisi de A7 seviyesine
kadar artmis sonrasinda bir diisiis trendine girmigstir. Daha onceki gozlemlerdeki gibi,
genelde A7 seviyesi nodiil agirligini maksimize etmistir (Sekil 4.5.3. ve 4.6.3.). Bu durum,
toplam nodiil agirliinda ikinci derece Azospirillum polinomialleri 6nemli ¢ikan seker ve
horoz gesitlerinde daha belirgindir (Tablo 4.6.3.).

Azospirillum toplam nodiil sayisina degil de, toplam nodiil agirliina etki etmistir.
Bu calisma, “Azospirillum nihai olarak Rhizobium tarafindan nodiilasyon yapilabilecek
toplam bitki kokii bolgelerinin duyarliligim artirmaktadir” hipotezini desteklememektedir.
Bunun yerine “Azospirillum bitkinin daha iyi gelismesini saglayarak nodiillerin C
metabolizmasim artirmistir” hipotezi ortaya siriilebilir. Bu varsayim Rhizobium-
Azospirillum ¢oklu asilamasinda ilk defa bu g¢alismada 6ne siiriilmiistiir. Bu varsayimi
destekleyen en 6nemli gozlem Azospirillum asilamasinin sap agirhigim artirmis olmasidir
(Tablo 4.7.1. ve 4.7.2)). Daha oOnceki ¢alismalar Rhizobium-Azospirillum ¢oklu

asilamasiun Rhizobium tekli asilamasina gore bitkide daha fazla kiitle olusturdugunu
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bulmustur (Burdman et al., 1997; Itzigsohn et al., 1993; Sarig et al., 1986; Yahalom et al.,
1987).

Rhizobium seviyesi 10° kéb ml™ ‘den 10% kob ml” ‘ye ¢ikarildigi, bagka bir deyisle
100 kat artinildignr halde, {ist nodiil sayis1 hari¢ nodiilasyona iligkin hi¢bir veride artig
olmamigtir (Tablo 4.2.2 ve Tablo 4.6.2. aras1). Bu da, daha Once ileri siiriilen “as1
yogunlugu ne olursa olsun, agilanan bakteriler zamanla rizosferde belirli bir yogunluga
ulagir” tezi bir kenara birakilirsa, genel olarak nodiilasyon daha g¢ok bitki genomu
tarafindan m1 yonlendirilmektedir sorusunu ortaya cikarmaktadir. Baklagil-Rhizobium
ortak yasaminda baklagil ortagini inceleyen bazi ¢aligmalar vardir (De Brujin et al., 1994;
Franssen et al., 1992; Hirsh, 1992; Verma et al., 1992). Nodiil spesifik bitki genleri olarak
da bilinen nodiilinler azot fiksasyonundan ¢ok daha &Once, kék nodiilii olusumunun
bagslangicinda ekspres edilmektedir. Nodiilinler fasulyede (Sanchez et al., 1987) oldugu
gibi diger baz1 baklagilerde de (S?herez et al., 1990; van de Wiel et al., 1990; Verma et al.,
1981) bulunmaktadir. Fakat, gerek bu ¢aligmalarda gerekse Rhizobium ortagini anlatan
¢alismalarda (van Rhijin and Vanderleyden, 1995; Vincent, 1980) hangi ortagin ortak
yasamda daha ynlendirici olduguna dair bir bilgi yoktur.

Azospirillum ilave agis1 olsun ya da olmasin, nodiilasyona iligkin en iyi g¢esit
sekerdir. Seker gesidi diger gesitler arasinda en fazla iist nodiil olugturmustur (Tablo 4.1.2.)
ve diger nodiilasyon verilerinde de, aralarinda baz1 gesitlerle istatistiksel fark olmasa da
genelde sayisal olarak en yiiksek degerlere ulagmistir. Bu durum, muhtemelen sadece
denemede kullanillan Rhizobium suslariyla iligkili olmayip, bu g¢esidin genelde yiiksek
nodiilasyon kapasitesine sahip oldugunu géstermektedir. Bu tiir yiiksek nodiilasyon giiciine
(super-nodulating) sahip baklagillere 6rnek olarak bir soya fasulyesi mutant1 (Glycine max
cv. nts1007) verilebilir (Ofos-Budu et al., 1995).

5.2. Bitki Biiyiimesi

Rhizobium seviyesi arttikca sap agirlig1 sayisal olarak yiikselmis, fakat bu yiikselme
ancak R8 seviyesinde fark yaratmigstir (Tablo 4.7.2.). Toplam nodiil sayisi ya da agirligi ile
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sap agirlif1 regresyona tabii tutulmﬁs ve genelde nodiil agirliklarimin ikinci derece
polinomlar1 sap agirhiinda ¢ok énemli bulunmusgtur (p<0.01). Fakat, regresyon katsayilari
(RZ) diisiik oldugundan dolay: bu regresyonlar verilmemistir. Dolayisiyla, “genelde nodiil
verilerinden herhangi birindeki bir artiga paralel olarak sap agirlig1 artmaktadir” varsayimi
cok gegerli degildir. Zaten R8 seviyesindeki sap agirlig1 hari¢ tutulacak olursa, Rhizobium
seviyeleri arasinda énemli bir fark yoktur. Bitki agirhg, azot fiksasyonu ve nodiil verileri
arasindaki iligkileri daha saglikli bigimde belirlemek baz1 molekiiler (Cooper et al., 1998;
Mahaffee et al., 1997; Perret and Broughton, 1998; Sessitsch et al., 1998; Teaumroong and
Boonkerd, 1998; Wilson et al., 1995) ya da analitik (Rennie et al., 1982; Talbott et al.,
1982; Vasilas and Ham, 1984; Weaver and Danso, 1994) tekniklerin kullammiyla miimkiin

olabilir.

Azospirillum genel modelde sap agirligmma énemli derecede etki etmistir (Tablo
4.7.1.). Bu etki i¢in, iki degisik fakat birbiriyle baglantili mekanizma yoluyla bitki
beslenmesinin arttig1 ve bu iki mekanizmadan birinin ya da her ikisinin gegerli oldugu 6ne
stiriilebilir. Bunlardan birincisi, bitki gelismesinin erken devrelerinde, Azospirillum bitki
koklerinin nodiilasyona duyarli bolgelerini genigletmektedir. Bunu, ya zamanla infekte
olmus kilcal koklere doniisen epidermal hiicrelerin olusumunu hizlandirmakla ya da
rthizobia tarafindan sonradan doldurulacak ilave infeksiyon sahalar olusturmakla
yapmaktadir (Plazinske and Rolfe, 1985; Yahalom et al., 1987). Fakat, 6nemle vurgulamak
gerekir ki, Rhizobium + Azospirillum’la agilanmig bitkilerde olusan nodiiller bitkinin erken
gelisme safhalarinda (bitki gelismesiﬁin 20 — 30. giin) sadece Rhizobium’la agilanmig
bitkilerdekine gore fazlayken, bu fark zamanla (bitki gelismesinin 40 — 50. giinii)
kapanmaktadir (Burdman et al., 1997; Tchebotar et al., 1998).

Ikinci mekanizma ise Azospirillum’un dolayli etkisinden daha ¢ok direk etkisiyle
iligkilidir. Azospirillum baklagillerde oldugu kadar simbiyotik azot fiksasyonundan
yararlanamayan tahillarda da etkili olmaktadir. Bitki kuru madde artig1 igin One siiriilen
mekanizmalar arasinda i. kilcal kéklerin gelismesinin ve dallanmasinin tegvik edilmesi
(Kapulnik and Okon, 1983; Tien et al., 1979; Umali-Garcia et al., 1980); ii. asilanmis

kéklerin mineral aliminin artirilmasi (Kapulnik et al., 1984; Lin et al., 1983); iii. bitki
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pargalarinda kuru madde akiimiilasyonunun artirtlmasi (Sarig et al., 1984; Yahalom et al.,
1984); iv. bitkinin su durumunun iyilestirilmesi (Okon, 1984); v. bitkinin azot
beslenmesine yardimci olunmast (Kapulnik et al., 1981; Okon et al., 1983) vi. bitkinin
yararlanabilecegi hormonlarin salgilanmasi (Vande Broek and Vanderleyden, 1995); vii.
nitrit {iretimi (Bothe et al., 1992) bulunmaktadir. Sonug olarak, Azospirillum bitki
beslenmesine direk olarak bir katki saglamig olabilir. Ayrica, bitkiler daha iyi
gelistiklerinden daha fazla karbonu nodiil olugumuna ve siirekliligine ayirmiglar, boylece
daha ag1r nodiil sistemi olugturmuslardir (Tablo 4.6.2.) denilebilir. Fotosentez tiriinlerinin
simbiyotik azot fiksasyonunu etkiledigi (Havelka et al., 1982) ve bitkideki karbonun
yaklagik % 7°lik bir kisminin nodiil devamliligina ayrildigi (Brun, 1976) bilinmektedir.

Genelde, Rhizobium ve Azospirillum seviyeleri arttikga sap agirlig1 artma trendine
girmistir (Tablo 4.7.2.). Bu gézlem g¢esitlerde genelde s6z konusudur (Sekil 4.7.3. ve
47.4.), ayrnica, seker ve karacagehir gesitlerinin birinci derece polinomialleri 6nemli
¢ikmugtir (Tablo 4.7.3.). Genelde.sap apirligimi maksimize eden bakteri seviyeleri 10° kob
ml” ‘dir. Bu durum, bakterilerin sap agirhgindaki etkilerinin, sadece nodilasyon ve azot
fiksasyonu yoluyla kiitle kazanimu ile agiklanamayacagimn bir bagka gostergesidir.
Nodiilasyona iligkin veriler (iist nodiil sayis1 hari¢) Rhizobium seviyelerinden bagimsizdir.
Dolayisiyla, burada daha ¢ok Azospirillum etkisinden ve Azospirillum * Rhizobium
sinerjisinden (Tablo 4.7.2.) bahsetmek miimkiindiir.

Benzer sekilde, Rhizobium seviyesi arttikca kok agirlifi artma egilimindedir (Tablo
4.8.2.). Azospirillum seviyesinin artmas1 kok agihigim artirnmgtir, fakat bu artis
Rhizobium’daki gibi 6nemli degildir. Bitkinin toplam agirhig: ele alindiginda Azospirillum
faktorii p < 0.05 seviyesinde 6nemli gikmaktadir (veriler gosterilmemistir). Dolayisiyla,
Azospirillum seviyesinin artmasi, Rhizobium’da oldugu gibi bitkinin kék kisminda da bir
artisa neden olmasa da, bitkinin genelinde bir artist ortaya ¢ikarmaktadir. Sonug olarak,

Azospirillum agilamast bitki genelinde bir iyilestirme yapmaktadir.

Bakteri agilamasinin bitkinin bir kisminda artiga neden oldugu halde diger bir

kisminda artisa neden olmadig durumlar vardir. Ornegin, Burdman et al. (1997) fasulye
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bitkisinde yaptiga denemede, Rhizobium+Azospirillum asilamasin Rhizobium agilamasina
gore sap afirhgini artirdifi halde kok agirhini artirmadigim gérmiistiir. Ofos-Budu et al.
(1995) degisik soya fasulyesi gesitleriyle yaptiklar1 ¢alismada, gesitler arasinda kok ve sap
agisindan bir fark olmadifi halde, toplam bitki agirlii agisindan bir fark oldugunu

gOrmiigtiir.

Cesit agisindan kok agirhgindaki farkliliklar sap agirligindaki farkliliklardan daha
belirgin goziikkmektedir (Tablo 4.7.2. ve 4.7.3.). Fakat sonugta, en yiksek sap ve kok
agirliklarina sahip cesitler seker ve sahin-90’dir. Bu gesitlerin, 6zellikle de sekerin diger
gesitlere gore nodiilasyonda daha iyi olduklan goriilmektedir. Dolayisiyla, genelde
nodiilasyonun derecesi ile bitkinin genel gelisme durumu arasinda bir iligki kurulabilir.
Fakat, denemedeki veriler, daha 6ncede belirtildigi, gibi molekiiler ya da hassas bir analitik
metot kullamlarak elde edilmedigi i¢in bu tiir bir iliski net olarak ortaya
koyulamamaktadir. Ornegin, bitki kok ya da toplam agirhg: ile nodiilasyon verileri
arasindaki dogrusal ¢oklu regresyonlar 6nemli giksa da gok diisiik korelasyon katsayilarina
sahiptirler (veriler gosterilmemistir). Benzer sekilde, bitki pargalar1 ve bakteri seviyeleri
arasinda ikinci derece Onemli regresyonlar ¢ikmasina ragmen korelasyon katsayilari
duistiktiir.

Rhizobium seviyesi arttik¢a saptaki % azot miktar1 degigmemektedir (Tablo 4.9.1.).
Bagka bir deyisle, Rhizobium ilavesi bitki sapinda bir azot zenginlesmesine neden
olmamaktadir. Fakat, sapta toplam alman N acisindan bakildiginda Rhizobium faktorii
p< 0.05 6nem derecesinde 6nemli bulunmustur (veriler gosterilmemistir). Benzer sekilde,
de Oliveira et al. (1998) degisik fasulye ¢esitleriyle yaptig1 ¢aligmada, gesitler arasinda
bitkideki % N acisindan bir fark olmadigini, fakat bitkideki toplam N agisindan bir fark
oldugunu gérmiigtiir. Degisik herbisitlerin ve B. japonicum agilamasinin soya fasulyesinin
bitki gelisimi ve nodiilasyonu {izerindeki etkilerini arastiran Kucey et al. (1988a), bakteri
agilamasmin bitkideki % N {izerinde etkisi olmadig1 halde bitkideki toplam N {izerinde
etkisi oldugunu belirlemistir. Kucey et al. (1988b) soya fasulyesinde degisik cesitler ve B.
Japonicum suslan kullanarak yaptifi galigmada, suslarin bitkideki N konsantrasyonunu

etkilemedigi halde bitkideki toplam azotu etkiledigini tespit etmistir. Son iki ¢aligmanin
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uygulamalari arasinda bitkide simbiyotik yolla fikse edilen N agisindan da farklihiklar
bulunmaktadir. Sonug olarak, tez ¢aligmasinda, bitki azotunun ¢ok biiyilik bir kisminin
simbiyotik azot fiksasyonu yoluyla elde edildigi varsayilirsa, Rhizobium seviyesi arttikga

simbiyotik azot fiksasyonu artmaregilimindedir denilebilir.

Azospirillum’un sap ve kok N konsantrasyonuna herhangi bir etkisi olmamistir
(Tablo 4.9.2.). Benzer sekilde, Azospirillum bitkide toplam N akiimiilasyonunu
etkilememigtir (veriler verilmemigtir). Bu durum, Azospirillum’un bitkide N beslenmesine
yardimci olarak bitki gelismesine katkida bulundugu yolundaki tezlere (Kapulnik et al.,
1981; Okon et al., 1983) ters diismektedir. Sonug olarak, Azospirillum bitki gelismesine
daha 6nce bahsedilen N disindaki mekanizmalarla ve Rhizobium’un etkisini artirarak katka
saglamaktadir denilebilir. Azospirillum asilamasi bitkinin sap agirligini ve nodiil agirligin

artirmigtir,

Sap N igerigi agisindan b‘aklldlglnda, ES-1286 ¢esidi en yiiksek degere ulagmistir
(Tablo 4.9.2.). Daha 6nceki tlim verilerde, seker cesidi en yiiksek degerlere ulagmusti.
Sapta ve bitkideki toplam N agisindan bakildiginda, LSD testine (p< 0.05) gore yine seker
¢esidi en fazla N biriktirmistir (veriler gosterilmemigtir). Dolayisiyla, sadece bitki sapi
agisindan bakildiginda, ES-1286 ¢esidi N’u en ¢ok zenginlestirirken, seker ¢esidi en fazla
N biriktirmigtir. ES-1286 cesidi, R6 seviyesinde en yiiksek N kapsamina sahipken,
Rhizobium seviyesinin artmastyla N igerigi diigmiistiir (Sekil 4.9.4.) ve ES-1286 ¢esidinin
birinci derece Rhizobium polinomiali 6nemli c¢ikmistir (Tablo 4.9.3.). Rhizobium
seviyesinin artirilmasi her zaman daha fazla N fiksasyonuyla sonuglanmamaktadir ve bu
durum c¢egitlere bagh olarak degismektedir.

Rhizobium asilamasi, sap azot igeriginin tersine, kok N icerigini artirmugtir, fakat
Rhizobium seviyeleri arasinda herhangi bir fark yoktur (Tablo 4.10.1. ve 4.10.2.). Bu
durum, st nodiil say1s1 hari¢ daha dnceki nodiilasyon verilerine benzerlik gostermektedir.
Bagka bir deyisle, Rhizobium uygulamasi olgiilen verilerin artmasina neden oluyor, fakat
Rhizobium seviyesinin artmasi bir artis trendini sonucglamiyor. Bu durum, kismi

sterilizasyon sonucu protozoa gibi bir takim biotik streslerin yok edilmesi ve uygun bir
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hava-su dengesinin kurulmasi1 sonucu bitki gelisme ortamindaki asilanmig
mikroorganizmalarin, baglangi¢ sayilart ne olursa olsun, muhtemelen rizosferde bir denge

yogunluguna ulasmasinin bir sonucu olabilir.

Baklagil-Rhizobium ¢aligmalarinda, uygulamanin bitkinin bir kismum azotga
zenginlestirdigi halde diger bir kismim zenginlestirmedigi duruma 6rnek olarak Gulden
and Vessey’in (1997) amonyum/nodiilasyon iligkisini inceledikleri ¢aligma verilebilir. Bu
caligmada, bitki ekiminin 35. giintinde, kontrol hari¢ tutulacak olursa uygulamalar arasinda
kok azot igerigi agisindan herhangi bir fark yoktur, fakat sap icerigi agisindan fark vardir.

Rhizobium faktorii bitkideki toplam N kapsamimi etkilememistir, fakat bitkideki
toplam N miktarim1 ¢ok 6nemli derecede (p< 0.01) etkilemistir (veriler verilmemistir).
Sonug olarak, Rhizobium seviyesinin artmasina paralel, bitkide bir N zenginlesmesi s6z
konusu degildir, fakat toplam azot artmigtir. Toplam azot, RO, R6, R7 ve R8 seviyelerinde
strasiyla 2,95, 2,98, 2,99 ve 3,40 mg N g'l olup, LSD testine gore ilk ii¢ seviye arasinda
fark yoktur. Bu durum, bitki biiylimesinde genel olarak, Rhizobium ve nodiilasyonun etkisi
yaninda Azospirillum ve Azospirillum/Rhizobium sinerjisinin de etkili oldugunu

gostermektedir.

Seker ¢esidi, en yiiksek kok N kapsamina sahiptir (Tablo 4.10.2.). Benzer sekilde,
seker cesidi, bitkideki toplam N acisindan da en yiiksek seviyeye sahiptir ve diger
¢esitlerden LSD testine gére farkhidir (veriler verilmemistir). Bitki agirhg: agisindan da en
yliksek seviyeye sahip gesit seker olarak belirlenmisti. Sonug olarak, denemedeki bakteri
kiiltlirleri kullamldiginda, nodiilasyon ve bitki biiylimesi agisindan en iyi tepkiyi seker
¢esidi vermektedir. Denemede, bitki hasadina kadar gidilmemistir, dolayisiyla herhangi bir
verim parametresi yoktur. Fakat, Buttery et al. (1997) fasulyede tane verimiyle asetilen
rediiksiyon aktivitesi (ARA) ve bitkide toplam nodiil sayis1 arasinda 6nemli iligkiler
bulmustur. Bu ¢aligmada, tane verimi ve ARA arasindaki iligkinin korelasyon katsayisi
0.50 ve tane verimi ve bitkide nodiil sayis1 arasindaki iliskinin korelasyon katsayis1 0.47

olarak belirlenmigtir.
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Bitki boyu, bitki biiylimesinin bir gdstergesi olarak kaydedilmisti. Rhizobium
seviyesinin artmasina paralel olarak bitki boyu artmustir, fakat Azospirillum faktoriiniin
herhangi bir etkisi olmamigtir (T‘ablo 4.11.1. ve 4.11.2.). Rhizobium genelde nodiilasyonu
ve bitki bliyltimesini etkilemigtir. Dolayisiyla, bitki boyunun artmas: bu iyilesmelerin bir
sonucu olabilir. Cesitler arasinda en yﬁksek boya sahip gesit karacasehirdir. Bu durum

karacagehir gesidinin yan sarilici digerlerinin bodur olmasinin bir sonucudur.
5.3. Sonug ve Oneriler

Genelde, Azospirillum brasilense Sp7 bakterisinin Rhizobium etli ve Rhizobium
tropici ile birlikte fasulyede kullanilmasi ¢ogu nodiillasyon ve bitki biiylimesi
parametrelerini fasulye ¢esitlerine bagh olarak artirmistir. Azospirillum uygulamas: daha
Onceki galigmalardan farkli olarak nodiilasyon parametrelerinden sadece nodiil agirligim
artirmistir. Genel olarak, optimum Rhizobium yogunlugu 10° kob ml™” bitki” ve optimum
Azospirillum yogunlugu 107 kob ml™? bitki' olmustur. Nodiilasyon ve bitki biiyiimesi

parametreleri agisindan bakildiginda en iyi gesit seker olarak belirlenmistir.

Denemede kullanilan suglar hakkinda Tiirkiye’de olduk¢a sinirli bilgi mevcuttur.
Bu tiir ¢aligmalar, ekonomik olarak daha uygun ve c¢evreye zararlart olduk¢a sinirh olan
bakteri agilamalarim yayginlastiracak, bu konudaki bilgi ve deneyimleri artiracaktir. Bu
¢aligma, fasulyede nodiilasyon ve bitki biiyiimesi parametrelerindeki genel iyilesmelerin,
bakteri etkisinin en belirgin oldugu ¢esidin ve uygun bakteri agilama yogunluklarinin

belirlendigi 6ncii bir ¢aligma olarak kabul edilebilir.

Bundan sonra aragtirilmas1 gereken konular arasinda en Onemlileri sunlardir: a.
Uygun asilama iiretim stratejilerinin bélirlenmesi; b. Azospirillum’un baklagillerde tek asi
olarak kullamilma olanagi; c. Azospirillum’un tarlada bulunan yerel suslar arasinda
nodiilasyona etki agisindan segiciligi; d. Azospirillum’un yerel ve asilanan Rhizobium
suslar1 arasinda nodiilasyon agisindan bir se¢im yapip yapmadigimin belirlenmesi; e.

Azospirillum™un baklagil bitkilerindeki etki mekanizmasinin daha net olarak belirlenmesi.
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EKLER

Ek 1. Bakteriler i¢in Besiyerleri ve Bitki Besin Soliisyonu Hazirlanmasi

Ek 1.a. Yeast Mannitol Agar

Tablo 1.a.’da verilen kimyasallar, 1 000 ml saf suda ¢dzdiiriilmiis, sterilize edilmis

(120 °C ve 1 atm’de 15 dak) ve steril plastik petri kutularina aktarilmigtir.

Tablo 1.a. Yeast mannitol agarindaki kimyasallar

Kimyasal Miktar1 (mg L)

Agar 15 000
Mannitol 10 000
K;HPO, 500
MgS0,.7H,0 200
NaCl 100
CaCO; 10

Yeast extract powder

500

Ek 1.b. Sivi Malat Minimal Besiyeri

Tablo 1.b.’de verilen kimyasallar 1 000 ml saf suda ¢6zdiiriilmii, Karisim nétralize

edilmistir. Sonrasinda, besiyeri gelisménin olacag: tiiplere alinarak sterilize edilmistir (120

°C ve 1 atm basing altinda 15 dak).

Tablo 1.b. Svi malat minimal besiyerindeki kimyasallar

Kimyasal ~  Miktari (mgL™)

Agar 2 000
KH,PO, 400
K,;HPO, 100
DL-Malik Asit 5000
Yeast extract powder 50
NaOH 4 000
MgS0O,.7H,0 200
NaCl 100
FeS0O,.7H,0 20
N32M004.2H20 2
CaClz 20
NH,CI 1000
Bromotimol blue (% 0.5lik alkolde) 2ml
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Ek 1.c. Bitki Besin Soliisyonu

Seyreltik bitki besin soliisyonu i¢in gerekli stok soliisyonlari, Tablo 1.c.’de verildigi
sekliyle hazirlanmis ve biyokimyasal bozunmaya kargi kapali plastik petlerde +4 °C’de
saklanmugtir. Plastik petler ihtiya¢ olduk¢a sogutucudan ¢ikarilmig, 1 L besin soliisyonu
hazirlamak icin agagidaki tabloda verilen stok miktarlari alinarak 1 L saf suyun igine ilave
edilmisgtir.

Tablo 1.c. Seyreltik besin soliisyonundaki kimyasallar

Stok Soliisyonu Kimyasal Miktar (g L) Stok Miktar1 (m! L")
1 K»S0O, 93 3
2 MgS0,.7H,0 493 1
3 KH,PO, 23 1
K,;HPO, 145
4 CaCl, | 56 1
5 CaSO, lg
6' FeCls 6.5 1
Na,H,EDTA 13.0
7 H;BO; 0.23 1
MnSO4.H20 0.16
ZnS0,4.7TH,O 0.22
CaS0,.5H,0 0.08
Na2M004.2H20 0.025
CoCl,.6H,0 0.034
NiCl, 0.022

" 1ki demir kaynag: kanigtirilmadan 6nce ayr1 ayr1 soliisyon haline getirildi.
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