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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

FARKLI ORTAMLARDAN iZOLE EDIiLEN MiKROBIiYAL
PREPARATLARIN NOHUT BITKISi (CICER ARIETINUM L.)
GELIiSiMi UZERINE ETKISININ BELIRLENMESI

EMRE TUNC
TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. iSA KARAMAN)
(IKINCI DANISMAN: DOC. DR. UGUR TUTAR)

Mikrobiyal giibreler genel olarak; atmosferik azotu topraga baglayan, potasyumlu ve
fosforlu bilesikleri pargalayarak bitki i¢in kullanilabilir forma getiren, biliyiime ve
gelisme faktorlerini arttiran, ATP Uretimini arttiran, fosforilated polisakkaritler gibi bol
miktarda sekeriirettiren ve bu bilesikleri aktive eden, zararli mikroorganizmalari
baskilayan, organik maddeleri pargalayarak topragin havalanmasi ve su tutma
kapasitesini arttiran mikroorganizma igerikli iirlinlerdir. Tarimda yiiksek verim elde
etmek icin kullanilan kimyasal giibreler ve bocek ilaglart cevre kirliligi, saglik
tehlikeleri, dogal ekolojik besin dongiisiiniin kesintiye ugramasit ve iretimini
destekleyen biyolojik unsurlarin tahrip edilmesi gibi problemleri olusturmaktadir. Bu
¢alismanin amaci farkli ortamlardan izole edilen mikrobiyal preparatlarin nohut bitkisi
(Cicer arietinum L.) gelisimi iizerine etkisi incelenmistir. Tarim arazisi olmayan ve
yabani bitki gelisiminin yogun oldugu yaylalardan alinan toprak orneklerinden
izolasyon islemleri yapilmustir. Ozel besiyerlerine ekim ile saflastirma islemleri
yapilmis ve mikrobiyal preparatlar hazirlanmistir. Deneme parsellerine nohut bitkisi 5
tekerriirlii olarak ekilmistir. Olusturulan preparatlar, nohut tizerine bulk, bead seklinde,
vermikompost ile birlikte ve ayrica bakteriyel tohum kaplama yapilarak uygulanmustir.
Bitkinin gelisimi ve normal sartlardaki gelisimi iizerindeki etkilerine gore karsilagtirma
yapilip, elde edilen bulgulara gore kontrole kiyasla, F5 kaplama grubu nohut tizerinde
tiim gelisim parametrelerinde artisa sebep oldugu analiz edilmistir.

2019, 69 SAYFA
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ABSTRACT

DETERMINING THE EFFECT OF MICROBIAL PREPARATIONS ON
DEVELOPMENT OF CHICKPEA PLANT (CICER ARIETINUM L.)
ISOLATED FROM DIFFERENT ENVIRONMENTS

EMRE TUNC

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

(SUPERVISOR: PROF. DR. iISA KARAMAN)
(CO-SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. UGUR TUTAR)

Microbial fertilizers in general; are necessary for the aeration atmospheric nitrogen,
which binds to the soil, decomposes the potassium and phosphorus compounds to form
usable for the plant, increases growth and development factors, increases the production
of ATP, produces abundant sugars such as phosphorylated polysaccharides, activates
these compounds, suppresses harmful microorganisms, decomposes organic substances
and products containing microorganisms that increase soil aeration and water retention
capacity. Chemical fertilizers and pesticides used to obtain high yields in agriculture
cause problems such as environmental pollution, health hazards, interruption of the
natural ecological nutrient cycle and destruction of biological elements supporting
production. The aim of this study was to investigate the effect of microbial preparations
isolated from different media on chickpea (Cicer arietinum L.) growth. Isolation was
carried out from soil samples taken from highlands where there is no agricultural land
and where wild plant growth is intense. Purification was carried out by cultivation on
special media and microbial preparations were prepared. Chickpea plant was planted
with 5 replications. The prepared preparations were applied on chickpeas in bulk, bead
form, with vermicompost and also with bacterial seed coating. When compared with the
effects of plant growth and development under normal conditions, according to the
results obtained, it was analyzed that the F5 coating group caused by an increase in all
growth parameters compared to the chickpea.

2019, 69 PAGE
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1.GIRIS

Ulkemizde en cok tiiketilen baklagillerden biri olan nohut énemli bir protein kaynag
olup, kuru tanesi % 16.4-31.2 oraninda protein icermektedir ve proteinin sindirilebilirlik
derecesi % 76-88 arasinda degismektedir. Biyolojik degeri bakimindan yiiksek protein
iceren nohut ,viicutta tamami yakilan yumurta proteini referans alinirsa ona en yakin
baklagil cinsidir (Akgin, 1988; Azkan, 1999; Encan vd., 2005). Ulkemizde tiiketilen
baklagillere baktigimizda kisi basina yillik ortalama 3-4 kg fasulye, 4-5 kg mercimek ve
5-6 kg nohut tiketilmektedir. Bu nedenle yemeklik tane baklagillerin iilkemiz insanlar1
acisindan 6nemi biiyiiktiir (Adak ve ark. 2010).Ttiketici toplumu, artan gida ihtiyacim
karsilamak, maksimum verimlilik ve en yiiksek kalitede {iriin elde etmek i¢in tarimsal
alana ihtiyag duymaktadir. Bitki beslenmesinin, tarimsal verimliligi ve kaliteyi kontrol
etmede en 6nemli faktorlerden biri oldugu bilinmektedir. Topraktaki besin maddelerinin
oranlar1 verimin kalitesini etkiler. Bu nedenle, iireticiler topragi daha verimli hale
getirmek igin topragi giibrelemekte, zararlilara karsi miicadele etmektedir. Bununla
birlikte, son calismalar kimyasal giibrelerin asir1 kullanimi, kamu sagligi zararlari
disinda ek arazilere ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir (Savei, 2012). Kimyasal
giibrelerin ve bocek ilaglarinin kullanimina olan bagimlhilik, ¢evre kirliligi, saglik
tehlikeleri, dogal ekolojik besin dongiisiiniin kesintiye ugramasi ve diger tiirli ekin
tretimini  destekleyen biyolojik topluluklarin tahrip edilmesi gibi problemler
olusturmaktadir. Bu nedenle, daha az zararh girdilerle daha kisa zaman araliklarinda
mahsul iiretimi, hasere ve hastalik yonetimine ulasilmalidir. Kimyasal giibrelerin ve
pestisitlerin yerini almak i¢in biyolojik kaynak kullanimi artmaktadir. Bu baglamda,
bitki cogalmasim tesvik eden mikroorganizmalar genellikle yeni ve tarim i¢in onemli

faydalar saglayan potansiyel ara¢lardir (Sivasakthi ve ark., 2013).

Bitki gelisimini tesvik eden rizobakter (PGPR) bitkinin biiyiimesini dogrudan veya
dolayli olarak arttiran, serbest yasayan toprak kaynakli bakterilerdir (Kloepper ve
ark.,1980, Glick ve Ibid, 1995). Direkt mekanizmalar azot fiksasyonu, fosfor ¢6zme,
HCN dretimi, oksinler, sitokininler ve gibberellinler gibi fitohormonlarin iiretimi ve
etilen konsantrasyonunun disiiriillmesinde etkindirler (Glick ve ark., 1999).
Aragtirmacilar PGPR mikroorganizmalar kullanarak bitki gelisimi iizerine birgok
calisma yapmuslardir. Ornegin; Keles (2015), topraktan izole edilen bakterilerin

tanimlanmas1 ve tanimlanan bakterilerin roka bitkisinin (Eruca sativa) gelismesine

1



biyoglbre olarak etkilerinin incelenmesi konulu yapmis oldugu c¢alismada; orman
topragindan izole edilen karigik bakteri drneklerinin saflagtirmasiniyapmis ve 30 izolat
elde etmistir. Denemeler sonunda yapilan sonuglara gére bakteri ile agilamamin sadece
roka bitkisinde bitki kuru agirh§im1 ve yaprak sayisini arttirdigin1 ve biyogiibrelerin
birden fazla yararli organizma igermesi i¢in yerel izolatlarin sayisini arttirmasi

gerektigini soylemistir ( Keles 2015).

Sezen (2002), bitki biiylimesini tesvik edici bakterilerin izolasyonu ve nohut (Cicer
arietinum L.) bitkisinde biyogiibre ajani1 olarak kullanilabilme potansiyellerinin
belirlenmesi {izerine yapmis oldugu calismada; Erzurum ve Kirsehir civarindaki
bolgelerden alinan farkli bitki rizosferlerine ait topraklardan toplam olarak 180 bakteri
izole edilmistir. izolatlardan 16 tanesinin azot baglayic1 ve fosfat ¢oziicii 6zellige sahip
oldugu belirlenmistir. Nohut (Cicer arietinum L.) tohumlar1 bu izolatlar ile asilanmis ve
steril kum igeren saksilarda sera sartlarinda biiyiitilmistir. Kok boyu, gévde boyu,
yaprak kuru agirligi ve yaprak protein igerigi iizerinde en etkili 4 izolat elde edilmis ve
nohut Uzerinde bu izlotlarin pahali azot- fosfor gubrelerinin yerine kullanilabilecegini
ifade etmistir (Sezen 2002). S6nmez (2012), fosfat ¢oziicii bakteriler ve degisik
dozlarda organik giibre uygulamalarinin nohutun (Cicer arietinum L.) verim ve besin
elementi icerigine etkilerinin arastirilmasi iizerine yapmis oldugu calismada; 5 fosfat
¢ozlcu bakteriyi (N2; Bacillus megaterium M-3, TV-61; Cellulosimicrobium cellulans,
TV-34A; Hafnia alvei, TV-69E; Acetobacter pasteurianus ve TV-83F; Bacillus cereus)
ve organik gibre (0.1 ve 2 ton/da) uygulamalarini nohut bitkisinin verim ve besin
elementi igerigine etkileri incelemistir. Bakteri ve organik glbrenin birlikte
uygulanmasi1 durumunda verimde daha fazla artislar elde edildigini ve en yiiksek tane
verimi birinci ve ikinci yilda 2 ton/da + N2 (Bacillus megaterium M-3) organizmasinda
sirastyla 102 kg/da ve 179.3 kg/da oldugunu ifade etmistir (Sonmez 2012). Eker
(2019), baz1 nohut ¢esitlerinde farkli giibre uygulamalarinin verim ve verim unsurlarina
etkisinin belirlenmesi lizerine yapmis oldugu calismada; Gokge, Diyar 95, Aziziye 94
ve Taek-Sagel nohut gesitleri ii¢ tekrarlamali olarak, 3 m uzunlugunda 4 sira ve sira
arast 40 cm olusturulan parselleri diizenlemistir. Deneme gruplarina diamonyum fosfat,
triple super fosfat, tre ve Rhizobium ciceri bakterilerini uygulamistir. Bakteri
uygulamasinin bitki boyu, nodiil sayisi, yas ve kuru agirliginda olumlu etkisi olmadigi,

bu uygulamalarda diamonyum fosfat, iire ve triple siiper fosfat uygulamalarin daha



etkili oldugunu belirlemis ve diamonyum fosfat uygulamasinin bitkide bakla sayisi, tane

say1s1 ve tane verimini 6nemli miktarda arttirdigini ifade etmistir (Eker 2019).

Yapmis oldugumuz calismada farkli ortamlardan izole edilen mikrobiyal preparatlarin

nohut bitkisi(Cicer arietinum L.)gelisimi iizerine etkisinin belirlenmesiamaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERIi

2.1 Nohut

Baklagiller icerisinde yer alan nohut %16.4-31.2 oranlar1 arasinda protein
icermekteolup tane kabugu yiiksek oranda seliiloz ve kalsiyum igerir. Bu ozellikleri
itibariyle insan beslenmesinde énemli yer tutan nohut, sap ve samaninin tahillara gore
iki kata kadar daha kaliteli protein igermesinden dolay1r da hayvan beslenmesinde
o6nemli bir yere sahiptir (Encan G ve ark 2005). Protein kaynagi olarak 6nemli bir yere
sahip olan nohut ozellikle et iiriinlerinden yeterli proteinin saglanamadig: iilkelerde
cokca tercih edilmektedir. Karbonhidrat, vitamin ve mineral maddelerce de zengin olan
nohut; yemeklik, c¢erezlik ve hayvan yemi olmak iizere ¢ok yonlii bir tiiketim alanina
sahiptir. Bununla birlikte nohut, yemeklik tane baklagiller arasinda sicaga ve kuragaen
fazla dayanan bitki olmasi ile fakir topraklarda bile kolayca yetismesinden dolay1, kislik
tahil-nadas ekim nobetinin uygulandigr kurak bolgelerimizde ekim nobetine girerek
nadas alanlarin1 azaltmada 6nemli bir yere sahiptir (Anonim B 2018).

Cizelge 2.1 Tirkiye nohut verileri

Thracat Ithalat Dis Ticaret
Yil Miktar (kg) Deger ($) Miktar (kg) Deger ($) Ac181 (kg)
2000 50 137.353 33 132.357 | 7411.866 4 278.497 42 725.487
2005 123 592.768 83 026.425 | 646.074 358.997 122 946.694
2010 56 793.653 54 780.449 | 7 585.538 7 286.805 49 208.115
2015 22 472.437 20598.923 | 37 306.393 | 45 409.641 -14 833.956
2016 22 975.479 31269.723 | 30446.250 | 39 866.558 -7 470.771
2017 23 286.859 35085.442 | 90241.360 | 130 751.000 -66 954.501
2018 20 825.289 27 634.718 | 91 200.035 | 116 626.363 -70 374.746

Kaynak: TUIK (08.08.2019), Tiirkiye nohut verilerisinin 2000-2018 yilar1 degisimini gostermektedir.

Diinya nohut iiretiminde 2016 yili itibariyla 7.8 milyon tonluk iiretim ile Hindistan ilk
sirada, 875 bin tonluk iiretimi ile Avusturalya ikinci, Myanmar 559 bin ton ile tguncu
ve 455 bin tonluk iiretimi ile Tirkiye ise besinci sirada yer almaktadir. Diinyada lider
%65°1ik  kismini

karsilamaktadir(Anonim 2018). Tarimda friinlerden aliman verim gun gectikce

konumda olan Hindistan, toplam diinya nohut {iiretiminin
kotiilesmektedir. Kimyasal giibre ve pestisit kullanimi sonucu topraklar iiriin alinamaz
hale gelmekte olup geri doniisii olmayan bir hal almaktadir. Kimyasal giibre ve pestisite

alternatif olarak tarimsal iiretimde kullanilacak faydali mikroorganizmalarin icerisinde
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bakterilerin yeri onemlidir. Arastirmacilara gére normal bir tarim topraginin santimetre
kipunde ortalama 90 milyon bakteri, 4 milyon aktinomiset, 200 bin fungus, 30 bin alg,
5 bin protozoa ve 30 adet nematot oldugu ortaya konulmustur. Bu organizmalarin
bitkilerin temel besin ve su kaynagina yataklik eden toprakta hatta koklerine yakin
bolgelere de spesifik olarak yogunlagmalart bir tesadif degildir (Mc Millan, 2007).
Bitki gelisimini arttiran mikroorganzimalar bitkinin kok yiizey ve cevresinde yogun
olarak bulunurlar. Bu bolgeye rizosfer bolge adi verilir ve bu bolgede bulunan bakteriler
bitki gelisimini direk ve indirek mekanizmalar ile tesvik ederler. Arastirmacilarin
yapmis oldugu birgok c¢alismada rizosfer bolgede yasayan bu mikroorganzimalarin bitki
gelisimini bircok yonden destekledigi sonucu ortaya konmustur ve bu faydali bakteriler
Kloepper ve arkadaslar1 (1980), tarafindan PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) olarak adlandirilmustir (Kloepper ve ark., 1980). Bu mikroorganizmlar
bitkilere sagladiklar1 pek ¢ok faydadan dolayr "Probiyotik Rizobakteriler" olarak

isimlendirilmektedir (Ram ve ark., 2013).



2.2 PGPR Mikroorganizmalar

Rizosferde bakteri, mantar, protozoa ve alg gibi ¢ok sayida mikroorganizma bir arada
bulunur. Bitkiler, gesitliligin diisiik oldugu ¢ok segici bir ortam yaratan eksudalar
aracilifiyla organik bilesikleri serbest birakarak, formiile edilen bakterileri en iyi sekilde
gelistirir (Garcia ve ark., 2011). Bakteriler, rizosferdeki en bol mikroorganizmalar
oldugundan; o6zellikle kdk kolonizasyonundaki rekabet edebilirliklerini goz Oniinde
bulundurarak bitki fizyolojisini biiylik 6l¢iide etkilemeleri olasidir (Barriuso ve ark.,
2008). Bitki blylmesini destekleyen Rhizobacteria (PGPR), bitkinin blyUmesini
dogrudan veya dolayli olarak arttiran, serbest yasayan toprak kaynakli bakterilerdir
(Kloepper ve ark.,1980; Glickve Ibid, 1995). Rizobium bakterilerinin 6zellikleri genel
olarak; fosfor ve agir metalleri ¢dzebilmesi, toprakta azot baglayabilmesi, nodil ve
yalanc1 koklenmeler yaparak bitki kokiinlin su ve mineralleri alabilmesini artirmasi,
fitohormon {iiretmesi ve bitkilerde ezimatik aktivitelerin arttirllmasim1  saglar

(Dejordjevic ve ark., 1987).

2.2.1 Azot baglamasi

Azot (N2) bitki blyumesi, gelisim ve verimini saglayan en 6nemli elementlerden biridir.
Niikleik asitlerin yapitasi olan azot proteinlerin ve vitaminlerin yapisinda%]15 oraninda
bulunur. Gaz halindeki formu ile atmosferin %78'ini olusturmaktadir. Bitkiler ise gaz
halindeki azotu nitrit ve nitrat bakterilerinin enzimatik reaksiyonlar1 sonucu kullanabilir.
Azotu bitkinin kullanabilmesi tamamen topraktaki mikrobiyal ve fizyokimyasal
aktiviteye baglidir(Daroub ve Snyder 2012). Oncelikle azot nitrit bakterileri tarafindan
nitrite (NO2), nitrit ise nitrat bakterileri tarafindan nitrata (NOs) donistiriilir ve
boylelikle bitkiler tarafindan kullanilabilir hale gelmis olur (Aslan 1999). Azot baglayici
bakterilerin topraga azotu baglayabilmeleri sahip olduklari  nitrogenaz olarak
adlandirilan bir dizi kompleks enzim sistemini ile gerceklesir. Mikrobiyolojik olarak
azotu baglama islemi sadece kompleks yapidaki bu nitrogenaz enziminin aktivitesine
bagl olarak gerceklesir (Ram ve ark., 2013). Azotu baglama 6zelligi olan bakterilerin
blylk kismimi Leguminosae familyasina ait bitkiler ile simbiyotik yasam siirenler
olusturmaktadir. Dogal kimyasal muamele gérmemis toprakta Snemli mikrobiyal
aktivitede sahip olup azotu baglayabilen bu bakteriler simbiyotik ve nonsimbiyotik
olarak iki grupta toplanmistir.16S rRNA (Ribozomal RNA) dizilim homolojisine veya



nod genlerine (bitki kdklerinde meydana getirdikleri nodiil olusumunu tesvik eden) gore
Azorhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, ve Bradyrhizobium azotu baglayan
simbiyotik bakteriler olarak bilinmektedirler (Dobert ve ark., 1994). Nonsimbiyotik
bakteriler olup azotu baglayanlar ise; Azotobacter, Azoarcus, Acetobacter, Clostridium,
Gluconacetobacter, Rhodospirillum, Derxia, Diazotrophicus, Pseudomonas,
Herbaspirillium, Archomobacter, Arthrobacter, Azospirillum, Azomonas, Bacillus,
Beijerinckkia, Corynebacterium, Enterobacter, Klebsiella, Rhodopseudomonas ve
Xanthobacter bakterileridir (Saxena ve Tilak 1998).

2.2.2 Fosforu ¢bzmesi

Fosfor(P) bitkiler icin azottan sonra en 6nemli besin elementidir. Biitiin organizmalarin
DNA (Deoksiribo Nukleik Asit)'sinda bulunan fosfatlar, DNA (zerindeki nikleotid
bazlari (DNA’daki bilgiyi olusturan molekiiller) bir arada tutarlar. Topraktan fosforu
bitkiler H2PO4 - (monobasic) veya HPO4? (diabasic) olarak fosfat anyonlar1 seklinde
alabilmektedir. Reaktif olan bu anyonlar Zn*?, Mg*? ve Al*3, Ca*, Fe**, Mn*? gibi
anyonlar ile kolayca tepkimeye girerek cokerler bu nedenle hareketleri ¢cok kisithidir.
Toprakta organik fosforun mineralizasyonu ve bitki kullanimina hazir hale getirilmesi
saglayan en onemli faktorler fosforik asitler ve organik asitler tarafindan gergeklesir.
PGPR'lar toprakta organik asit olusumuna katkida bulunur ve {iirettigi organik asitler ile
cOkelmis fosforu ¢ozer. Bu organik asitlerden en bilinenleri laktik asit, glukonik asit,
asetik asit, okzalik asit, formik asit, sukkinik ve fumarik asittir. Fosforu ¢dzebilen
PGPR'lar ise; Rhizobium leguminosarum, Bacillus circulans, B. subtilis, B. firmus,
Pseudomonas striata, P. rathonia, B. polymyxa, R. meliloti ve B. megatarium olarak
ornek verilebilir. Hatta baz1 Bacillus tiirleri laktik, izovalerik, izobiitirik ve asetik asit
grubunun karigimini {iretebildigi Ram ve ark. tarafindan bildirilmistir (Ram ve ark.,
2013).

2.2.3 Fitohormon uretimi

Biiyiime ve gelismede bitkilerde Ozellikle oksin, giberellin, sitokinin gibi hormonlar
gorev alir. Bitkilerde oksinler sayesinde hiicre boliinmesi, kdk yiizey alaninin
genislemesi ve kok gelisimi ile bitkiye besin elementlerinin girisi kolaylastirmis olur.
Sitokin bitkide hiicre boliinmesi, tohum ¢imlenmesi, kok gelisimi, yaprak gelisimi gibi

fizyolojik ve biiyiime islevlerinde rol almaktadir. Giberellinin gorevi ise gdévdenin
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uzamasi, ¢imlenme, dormansi, enzim islevinin baglatilmasi1 gibi islevleri saglamaktir
(Fallik ve ark., 1989). indol-3-asetik asit (IAA) oksinlerin icerisinde en ¢ok bilinenidir.
Arastirmacilar yaptiklari ¢alismalarda PGPR'lar tarafindan tiretilen baslica hormonun
indol-3-asetikasit oldugunu bildirmislerdir. Topraktan izole edilen mikroorganizmalarin
%80'inin IAA sentezleyebildigi tespit edilmistir (Patten ve Glick 2002).Bununla beraber
indol laktik asit (Tien 1979). Indol-3- etanol, indol-3-metanol (Crozier ve ark., 1988) ve
tanimlanamayan bazi indol bilesikleri PGPR'lar tarafindan {iretildigi yapilan
calismalarda belirtirmistir(Bashan ve Levanony,1990) .IAA, bitkilerde bliytme ile ilgili
bircok islevlerde rol almaktadir ve Rhizobium tiirlerinin ¢ogu IAA iiretmektedir. IAA
hormonunun, bitkide hiicre bdliinmesi, vaskular dokunun olusumu ve degisimi gibi
bitkinin nodiil olusumu i¢in gerceklesen proseslerde 6nemli yere sahiptir. Bunun yan
sira IAA bazi mikroorganizmalarda gen ekspresyonunda sinyal molekiilii gorevini
yuklenmektedir. Dolayisiyla IAA, bitki-rizobakteri iliskisinde ¢ok ©nemli bir rolii
oldugu ortaya konmustur (Hanin ve ark., 2003).

2.2.4 Enzim Uretimi

Bitki gelisiminde dnemli bir yere sahip olan etilen bitkilerde tohum ¢imlenmesi, sacak
kok gelisimi, ¢giceklenme ve meyvelenme gibi fonksiyonlarda diizenleyici olan bir
hormonudur. Stres kosullarinda (tuzluluk, kuraklik, su baskini, patojen saldirisi, agir
metallere maruz kalma) bitkide bu molekiiliin iiretimi asir1 seviyede artmakta ve bu artis
bitki gelisimini durdurmaktadir. (Yang ve ark., 2008)Metiyonin amino asiti etilenin
oncli maddesidir. Metioninin etilene doniislimiinde rol oynayan ara bilesik 1-
aminosiklopropan-1-karboksilik asittir (ACC). ACC’nin pargalanmasini saglayan ACC
deaminaz (ACCD) enzimidir. PGPR'ler tarafindan da Uretilen (ACCD) bitkide etilen
hormon Uretimini dengeler ve bitki biiyiime ve gelisimini yeniden artmasini saglar.
Ahemad ve Kibret (2013), soyle agiklamislardir: “Etilen sinyali ACC bitkide sentezlen
dikten sonra bitki koklerinden bakteriler tarafindan alinir ve bakterinin iirettigi enzim ile
amonyaga ve 2-oxobutanoate’a hidrolize edilir. Boylece bitkide bulunan ACC
konsantrasyonu seviyesi diistiriilerek asir1 etilen olusumu engellenmis olur. Yiksek
konsantrasyonu halinde bitki gelisimini inhibe eden etilen hormonu birikimi
engellenmis olur. Etilen iretimi S-adenosyle methioninenin aminocyclopropane-1-
carboxylate (ACC)'ye doniisiimii ve bunu takiben ACC'nin etilene donilislimiinii igeren

ACC-oxidase enziminin katalize ettigi iki basamakli islem ile meydan gelmektedir”



(Ahemad ve Kibret, 2013).ACC'yi hidrolize eden enzim ACC-deaminaz bazi
mikroorganizmalar tarafindan iretildigi aragtirmalarla tespit edilmistir. Bu enzim
yardimiyla bitkide gelisimi engelleyen asir1 etilen iiretiminin ve dolayistyla kuraklik

stresinin dnune gegilebilecegi bildirilmistir (Wang ve ark., 2000).

2.2.5 indirek etki mekanizmalar

PGPR'lar yasam alani olarak bitki rizosferini ve endosferini kullanir. Bu 6zelliklerinden
dolay1 toprak kokenli patojenlere karsi biyo-kontrol ajant olma potansiyeli tasimaktadir.
Bu konuda yapilan caligmalarda PGPR'lerin indirek etkileri patojenik hastaliklar
baskiladig1 bildirilmistir. PGPR'ler bitki hastaliklarinin baskilanmasinda en onemli
urdina urettikleri sekonder metabolitleridir. En ¢ok taninan tiirler arasinda Pseudomonas
ve Bacillus tlrleri antagonisti olarak taninirlar (Ram ve ark., 2013). Rizobakterilerden
Biyolojik koruyucu olarak ilk ticari preperatt A.B.D.'de 1985 yilinda Bacillus subtilis
A-13 streyni tretilmistir (Broadbent ve ark., 1977). Yapilan denemelerde PGPR’lar
tarafindan iiretilen bu antibiyotikler toprak kokenli fungal ve bakteriyel patojenlerin
(Patateste  Streptomyces scabies; domateste Fusarium oxyporum; Okaliptusta,
Phytophtora cinnamoni; seker pancari ve turpta Phytium sp. ve Rhizoctonia solani;
tatiin, fastlye ve kirazda Thelaviopsis basicola; domateste Ralstonia solanacearum)

kontrolii i¢in uygun oldugu belirtilmistir (Ram ve ark., 2013).



2.3 Hiicre Imobilizasyon Yéntemleri

2.3.1Jel tutturma

Jel tutulmasi, hiicrelerin, dogal veya sentetik polimer gibi polimerik agin araliklar
icinde yakalanmasi saglayan bir yontemidir. Yakalama bir jellestirme ya da capraz
baglama maddesi kombinasyonunun eklenmesiyle saglanabilir. Hiicreler ile ytiklii
polimerik c¢ozelti, boncuk olusturmak icin bir sertlestirme c¢ozeltisine igne i¢inden
ekstriide edilir. En kolay, en basit ve en guvenli immobilizasyon ydntemlerinden biri
olarak kabul edilir (Jonathan 2004). Polielektrolit ¢ozeltisinin jelasyonu, ¢ok degerlikli
bir karsit yiikk iyonunun varlifinda gergeklesir. Bir hiicre immobilizasyonu o6rnegi
verecek olursak Alcaligenes sp.hiicre siispansiyonu. d2, 1:2 oraninda %4 sodyum
aljinat ¢ozeltisi ile karistirilir. Sonra karisim alginat boncuklar1 olusturmak igin siringa
veya uygun aletle 0.2 M CaCl:z ¢ozeltisine ekstriidde damlatilir. Boncuklarin yapisi ve
biiylikliigli manyetik karistiricinin hizina, akis hizina ve siringa ucu kalinligr vb
durumlara baglidir (Indu ve ark., 2007).

2.3.2Bir bariyerin arkasindaki hiicreler

Bir bariyerin arkasindaki mikrobiyal hiicre tutulumu, hiicrelerin mikrosfer icinde
kapsiillenmesiyle veya iki karigmayan sivi arasindaki bir ara yiize immobilizasyon
yoluyla 6nceden olusturulmus bir zar {lizerindeki hiicrelerin eklenmesiyle saglanabilir.
Bu tiir bir hareketsizlestirme, hiicreleri ve istenen iirlinii atik sudan ayirmak i¢in ve

bilesiklerin minimum transferi gerektiginde faydalidir (Steven ve ark., 1985).

2.3.3Kapsulleme

Kapsiilleme, i¢ matrisin dis zar vasitasiyla korundugu sistemin (Kailasapathy, 2002)
merkezini goOsteren hareketsiz hale getirilecek hiicrelerin etrafinda siirekli bir zar
olusturma iglemidir. Aktif madde sivi formu ¢ekirdek malzeme ve polimerik duvar dis
zardir (Hirech ve ark.,2003). Hiicrenin mikrokapsulasyonu, emdlsifikasyon, arayiz

teknigi ve koaservasyon gibi li¢ yontemle yapilabilir;
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I. Emdlsifiksyon: Bir emiilsiyon fazi (karigmayan sivi ig¢inde polimerik soliisyon
damlasi) olusturmak i¢in diisiik basingli bir agizlik cihazi kullanilarak hiicre yiiklii
polimerik ¢Ozeltinin karigsmayan bir sivi faza dagitilmasi islemidir. Son olarak,
mikrokapstllii boncuklar, bir zar olusturmak Ttizere emiilsiyonun sogutulmasiyla

uretilebilir (Keith ve Ronald., 1992).

I1. Araylzey polimerizasyonu: Organik faz bir aktif maddeden (mikroorganizmalar)
olusur ve yagda c¢oziinebilen bir monomer damlaciklar1 olusturmak icin yiizey aktif
maddeye yayilir. Suda c¢Oziinebilen kabuk monomeri, yagda c¢oziinebilen kabuk
monomeri ile reaksiyonu baglatmak icin bu dispersiyona eklenir. Iki monomer
arasindaki reaksiyon sonucunda, her damlacik ara yiizeyinde polimerik kabuk olusur

(Mahabadi ve ark., 1996).

I11. Koaservasyon: Sivi ¢ekirdegin etrafinda siirekli polimerik zar olusturulma islemidir.
Polimerik zar iginde bulunan sivi ¢ekirdek, koaservat olarak adlandirilir (Park ve Chang
2000). Basit ve karmasik koaservasyon gibi iki tip faz ayirma islemi vardir. Basit
koarktasyonda sadece bir tane mikrokapsiillerin hazirlanmasi i¢in polimer kullanilirken,
kompleks koaservasyonda sulu ortamda ¢Ozlnebilen iki karsiliklt yiiklii polimer
kullanilir. Koaservasyon yoluyla mikrokapsulleme, cekirdek malzemenin sulu bir
polimerik soliisyona dagitilmasiyla gergeklestirilir. Bu dispersiyon stabilize edici madde
damlaciklarin bireyselligini korumak igin eklenir. Daha sonra desolvated polimer elde
etmek i¢in koaservasyon maddesi eklenir ve yaklasik 5-20°C'ye sogutulur. Son olarak,

damlaciklarin sertlesmesi i¢in ¢apraz baglama maddesi eklenir (Dubey ve ark., 2009).

2.3.4 Adsorpsiyon

Destek matrisinin ylzeyi tzerindeki bakteri hiicrelerinin yapismasi, matris {izerindeki
hiicrelerin ¢ekilmesi ve ardindan adsorpsiyon ile baslatilir (Ong ve ark., 1999).
Mikrobiyal hicreler gozenekli veya gozeneksiz matriks tizerine eklenebilir. Hucreler ve
matris arasindaki etkilesim Van Der Waals, elektrostatik, hidrasyon ve hidrofobik
kuvvetler tarafindan saglanir. Canli hiicrelerin immobilizasyonu i¢in adsorpsiyon
prosesi, yakalama teknigi ile karsilastirildiginda c¢ok uygundur (Joachim ve

Holge.,1990). Bu tur bir immobilizasyon en kolay tekniklerden biri olarak kabul edilir.
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2.4 Mikrobiyal Nohut Gelisimi Uzerine Yapilan Cahsmalar

Khaitov ve arkadaslarinin (2016), Rhizobium sp. uygulamasinin nohut verimi ve toprak
verimliligi tizerindeki etkisi belirlemek i¢in yapmis olduklar1 ¢alismada; 10 nohut
rizobiyal susu orta tuzlu topraklarda yetistirilen nohut genotipinin nodiillerinden izole
edilmis ve saflagtirllmistir, bunlarin 3'i tuz toleransinda daha etkili olmus ve daha
yiiksek nodiilasyon kabiliyetleri gostermistir. Lokal nohut genotipi Ozbekistan 32
olarak secilen Rhizobium bakteriyel suslar ile tarla kosullarina ekildikten sonra inokiile
edilmistir. Rhizobium sp. ile birlikte R4, R6 ve R9 izolatlar1 bitkilerin asilanmistir.
Sirastyla, agilanmamis bitkilerin {izerinde. Siirglin uzunlugu %52, kok uzunlugu %43,
kuru agirlik %36, kok kuru agirlik %64 oraninda artmis. Asilamanin, bakla sayisini
%28 oraninda artirdigi ve %55'e ¢ikardigr ifade edilmistir.Sonu¢ olarak Khaitov ve
arkadaslar1 mikrobiyal iiretimin; biiyiik ekonomik, ¢evresel ve ekolojik faydalari
oldugunu ayrica, ¢alisma, marjinal arazide minimum girdilerle nohutun siirdiiriilebilir
verimini elde etmek icin nodiilasyon suslart ile birlikte biyofertilizator gelisimi i¢in
umut verici aday olarak R4, R6 ve R9'un fitohormon iireten suglarinin potansiyelini
gosterdigini soylemislerdir (Khaitov ve ark., 2016). Rehan ve arkadaslarinin (2018),
yaptiklart ¢alismada fosfor ve rhizobium inokulasyonun nohut verimine etkisini
degerlendirilmistir. inokiile edilmis ve asilanmamis tohumlar ii¢ fosfor (P) seviyesi (30,
60 ve 90 kg hal) ve ii¢ kalint1 tipi (tahil, baklagil ve yagh tohum) ile ekilmistir. Bir
kontrol tedavisi de dahil edilmistir. Fosfor ve rhizobium inokiilasyonu arasindaki
etkilesim, rhizobium ile muamele edilmis ve tohumlarin rhizobium ile asilandiginda ve
60 kg ha-1 fosfor ile muamele edildiginde nohutun maksimum sonug¢ verdigi sonucuna

vartlmustir (Rehanve ark., 2018).

Ogiit¢ii ve arkadaslarmin (2010),yaptiklar1 ¢alismada Rhizobium leguminosarum non
simbiyotik etkinligini degerlendirilmistir. Cok yillik yabani nohutlardan (Cicer
arietinum L.) izole edilen ciceri suslari, standart bakteri kiiltiiri, N uygulamasi ve NaCl
tuzlulugu stres kosullar1 altinda asilanmamis kontrol ile karsilastirilmistir. Bu amagla,
yabani nohutlardan 4 sus (DN1, DN7, TN3 ve TN4) elde edilmistir. Nohut (Cicer
arietinum L.) tohumlar1 bu suslarla agilanmis ve kontrollii bir bitki biiyiime kabininde
farkli seviyelerde NaCl (0, 50 ve 100 mM) altinda steril kum ihtiva eden kaplarda
yetistirilmigtir. Kok ve siirgiinin kuru agirliklari, kok-filiz oran1 (RSR), nodiillerin

sayist ve kuru agirliklari, bitkinin klorofil ve N miktar1 ve toplam ve sabit N miktarlari
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artan tuzluluk seviyeleri ile kademeli olarak azaldig1 gériilmiistiir. Hem salin ve hem de
tuzlu (50 ve 100 mM NaCl) kosullarinda, Rhizobium leguminosarumve yabani
nohutlardan izole edilen ciceri suslari, standart kiiltiir ve N uygulamasina esit veya
ondan daha yiiksek olan asilanmamis kontrol tedavisi ile karsilastirildiginda yukaridaki
tum parametreleri onemli 6lgiide arttirdign goriilmiistiir (Ogiitgi ve ark., 2010).
Ali Namvar ve arkadaglarmin (2011), yapmis olduklar1 ¢alismada organik ve inorganik
azot glbrelemesinde nohut biiylime analizi ve verim etkileri degerlendirilmistir.
Deneysel faktorler, tre formunda uygulanan ana parsellerde dort seviyede (0, 50, 75 ve
100 kg / hal) inorganik azotlu giibre ve altta oldugu gibi Rhizobium bakterisi ile
(asilama ile ve asilama olmaksizin) iki seviyeli inokiilasyondan olusturulmustur.Diisiik
azot uygulamasi ve agilanmamuis bitkiler, toplam kuru madde, yaprak alan indeksi , ekin
bliylime orani , nispi biiyiime oran1 ve net asimilasyon orani dahil olmak iizere daha az
biiyiime indeksini gostermistir. Bu indekslerin en yiiksek degerleri, azot uygulamasi ve
asilanmis bitkilerin yiliksek seviyelerinde gozlenmis. En yiiksek bitki boyu, birincil ve
ikincil dal sayisi, bitki bagina bakla sayisi ve bitki bagina tane sayisi (100 kg tire ha-1)
ve Rhizobium asilamasi seviyesinden elde edilmistir.75 ve 100 kg'lk iire ha™
uygulamasi anlamli bulunmamustir. Sonuglar, uygun miktarlarda azotlu gibrenin (yani
50 ile 75 kg arasinda iire / ha) bir starter ile birlikte olarak uygulanmasinin
iyilestirilmesinde yararli olabilecegini gostermistir (Namvar ve ark., 2011). Ogola
(2015), yapmis oldugu calismada rhizobium asilama yonteminin 2011-2012 kisinda
Thohoyandou, Giiney Afrika'da iki nohut cesidinin biiyiime, verim ve radyasyon
kullanimi iizerindeki etkisini degerlendirmistir. Yapilan ¢alismada bitki verimliligi
Jhasat olgunlugunda ¢igeklenme, iirlin biyokiitlesi ve tane verimi belirlenmistir.
Yakalanan toplam radyasyon, AccuPAR kullanilarak 7 giin araliklarla bitki gélgesinin
iistiinde ve altinda fotosentetik olarak aktif radyasyon 6l¢iimii ceptometre ve radyasyon
kullanim etkinligi, verimin toplam radyasyona oranmi olarak hesaplanmigtir. Sonug
olarak bitki basina diisen nodiillerin say1 ve agirligi kontrol ile karsilastirildiginda

inokilasyonla daha blylk oldugu bulunmustur (Ogola, 2015).
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3. MATERYAL veYONTEM

3.1.Materyal

3.1.1 izolasyon calismalari icin kullanilan 6zel ve genel besiyerleri

Calismada genel besiyeri olarak; mikroorganizmalarin gelistirilmesi i¢in Nutriend Agar,
Nutriend Brothe, Mullerhilton Agar ve Muller Hilton Broth kullanildi.
Mikroorganizmalarin izolasyonu igin 6zel besiyeri olarak; Yeast Dextrose Carbonate
Agar Media(YDCA), 10436 Ozel Besiyeri, B-2662 Ozel Besiyeri, Pikovskaya Media,
Yeast Dextrose Agar Media(YD), Dobreiner N-free Malat Media, Yeast Extract
Mannitol Agar Media(YEMA), Ashby N-Free Sukroz Media, 7519 Ozel Besiyeri, B
209-11 Ozel Besiyeri, OKON MediaMannitol Ashby Agar Media (MAA) , B-6743 Ozel
Besiyeri, B-11094 Ozel Besiyeri kullanild.

3.1.2 Toprak ornegi

Bitki ve toprak ornekleri Tokat merkeze bagli Canpolat Kdyii civarindaki ormanlik ve
acik alanlardaki yabani leguminosae familyas: tiirlerine ait Ornekler segildi. Segcili
orneklerin kokleri ve rizosfer bolgeleri alinarak steril posetlere aktarildi. Toplanan

ornekler uygun kosullar altinda laboratuvar ortamina getirildi.

3.1.3 immobilizasyon materyalleri

Immobilizasyon materyali olarak sirasiyla; Na-alginat, liyolfilize bakteri tozlar1, patates

nisastas1 ve CaClz kullanildi.

3.1.4 Nohut tohumu

CalismadaTokat’tan alinan nohut bikisi (Cicer arietinum L.)tohumu kullanildu.

3.1.5 Vermikompost (V)

Calisma i¢in kullanilan vermikompost Kayseri’de bulunan Megasol Firmasi’ndan temin
edildi.
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Sekil 3.1.Calismada kullanilan vermikompost

Denemeler icin totalde kuru 10kg Vermikompost 201t sivida ¢oziilmiis ve totealde 151t
stizintii 4 kg matrix igerisinde kurutulmustur. Bu asamalar 5 asamada geceklestirldi.
Kurutulan 4kg Vermikompost tozu denemeler igin rutubet ve kiiflenmeye karsi

paketlendi.
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3.2Yodntemler

3.2.1 Spesifik ve genel besiyerlerinin hazirlanmasi

Bitki gelisimine yardime1 olan Azotobacter Vinelandii i¢in kullanilan 10436 besiyeri
Ozel bir besiyeridir. 1000ml igin cizelgede ki kimyasalar hassas terazide tartildi pH 7.3
ayarlandi. Manyetik karistirici ile seffat bir goriiniim kazanna kadar 1smip karildi.Daha
sonra 121°C’de 15dk otoklavlandi ve sogumaya birakilan besiyer steril petrilere
dokaldi. Besiyer -30 ile +30°C araligindaki sicakliklarda saklandi(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 10436 Ozel besiyer igerigi

Mannitol 5.269r
Glukoz 5.269r
CaCl2.H20 0.105gr
MgS04.7(H20) 0.0052gr
NaZzMoO4 0.94qr
K2HPO4 0.0105gr
FeS0O4.7(H20) 0.0105¢gr
CaCO3 5.26qr
Agar 15.78gr
Distile su 1000ml

YDCA besiyeri 1000ml icin ¢izelgedeki kimyasalar hassas terazide tartilir ve 1siticili
Manyetik karistirici ile seffat bir goriiniim kazanna kadar 1sinip karigtirildi.Daha sonra
121°C’de 15dk otoklavlandi.Otoklavdan ¢ikan besiyer elle tutulabilir sicaklikta steril
petri kaplarina dokiildi (Cizelge3.2).

Cizelge 3.2 Yeastdextrose carbonate agar media(YDCA)

Yeast Dextrose Carbonate Agar Media(YDCA)
Yeast Extact 10gr
Dextrose 20gr
CaCOs 10gr
Agar 15gr
Distile Su 1000ml

Bitki gelisimine yardimci olan Azotobacter chroococcum igin kullanilan B-2662
besiyeri 6zel bir besiyeridir.1000ml su igerisine ¢izelgedeki degerler eklenir pH 7.3
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ayarlandi. Isiticili manyetik karistiricida homojen edilerek daha sonraotoklavlandi.

Sterilpetrilere dokilip -26 ile +28°C araliginda saklandi(Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 B-2662 0zel besiyer igerigi

B-2662 Ozel Besiyer Igerigi

Yeast Extract 1.05gr
Mannitol 5.26gr
Glukoz 5.26gr
CaCl2.H20 0.0105gr
MgS0a4.7(H20) 0.0105gr
Na2MoO4 0.0052gr
KH2PO4 0.105gr
FeSO4x7H20 0.0105gr
CaCos 5.26gr
Agar 15.78gr
Distile Su 1000mlgr

Fosfati ¢oOziip serbest hale gelmesini

saglayan bakterilerin izolasyonlar1 igin

kullan1ldi.1000ml igin gizelgedeki degerler ayni sekilde 1sitilip otoklavlandi. Gelisim bu

besiyerinde biraz ge¢ olmaktao yiizden bakteriyel gelisim 1 hafta kadar siirdigi

gozlemlendi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4Pikovskaya media

Pikovskaya Media

Cas(PO4): 5gr
Glukoz 10gr
NACI 0.2gr
MgS0Oa4.7H20 2.50r
MnSOa. 2.5gr
FeSO4.7H20 2.5gr
Yeast Ekstract 5gr
Agar 20gr
Distile Su 1000ml




1000ml icin gizelgedeki degerler eklenir ve 1siticili manyetik karistirici ile homojen hale

getrilerek otoklavlandi. Steril petrilere dokilerek besiyer tailastiktan sonra +4°C’de

saklandi. Fosfat grubu bakteriler icin secildi (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5Yeast dextrose agar media(YD)

Yeast Dextrose Agar Media(YD)

Yeast Extract 10gr
Dextrose 20gr
Ca3(POa4):2 20gr
Agar 15rg
Distile Su 1000ml

1000ml igin cizelgede ki degerler eklenir ve 1siticili manyetik karistirict ile homojen

hale getrilerek otoklavlandi. Steril petrilere dokiilerek besiyer tailastiktan sonra +4°C’de

saklandi (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6 Dobreiner N-free malat media

Dobreiner N-free Malat Media

Mannitol 10gr
Sukroz 10gr
K2HPO4 0.5gr
MgS0a4.7H20 0.2gr
NaCl 0.2gr
CaCOs Sgr
FeSO4 0.002gr
MnS04.4H20 0.002gr
Na-Malat 0.002gr
Agar 15gr
Disitle su 1000ml
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YEMA Rhizobium tiirii bakterilerin izolasyonu i¢in kullanilmistir. 1000ml igin
cizelgede ki degerler eklendi ve 1siticili manyetik karistirict ile homojen hale getrilerek
otoklavlandi.  Steril petrilere dokilerek besiyer tailastiktan sonra +4°C’de
saklandi(Cizelge3.7).

Cizelge 3.7 Yeastextract mannitol agar media(YEMA)
Yeast Extract Mannitol Agar Media(YEMA)

Mannitol 10gr
K2HPO4 0.5gr
NaCl 0.1gr
MgS0a4.7H20 0.2gr
Yeast Extract 1gr
Congored %1'lik 2.5gr
Agar 20gr
Distile Su 1000ml

1000ml igin cizelgede ki degerler eklenir ve isiticili manyetik karistirict ile homojen
hale getirilerekotoklavlandi. Steril petrilere dokiilerek besiyer aktardiktan sonra
+4°C’de saklandi(Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8 Ashby N-free sukroz media

Ashby N-Free Sukroz Media

Sukroz 20gr
K2HPO4 0.5gr
MgS0Oa4.7H20 0.2gr
NaCl 0.2gr
CaS04.2H20 0.2gr
CaCOs 5gr
Na2Mo004.2H20 %5 0.002gr
MnS04.4H20 0.002gr
Agar 20gr
Distile su 1000ml
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7519 besiyeri Bacillus tiirii bakterilerin izolasyonu igin kullanildi. 1000ml igin

yukardaki degerler eklenir ve 1siticili manyetik karistiric1 ile homojen hale getrilerek

otoklavlandi. Steril petrilere dokiilerek besiyer tartildiktan sonra +4°C’de saklandi

(Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9 751906zel besiyer icerigi

7519 Ozel Besiyer Igerigi

Glukoz 20gr
K2HPOq4 0.2gr
MgS04.7H20 0.2gr
NaCl 0.29r
K2SO4 0.1gr
CaCOs ogr
Agar 20gr
Distile Su 1000ml

B 209-1I besiyeri fosfat1 ¢oziip serbest hale gelmesini saglayan bakterilerin izolasyonlari

i¢in kullanildi.1000ml i¢in yukardaki degerler ayni sekilde 1sitilip otoklavlandi (Cizelge

3.10).

Cizelge 3.10 B 209-11 6zel besiyer igerigi

B 209-11 Ozel Besiyer Igerigi

K2HPOq4 0.5gr
MgSOs4 0.2gr
NaCl 0.1gr
Yeast Extract 1gr
Mannitol 10gr
Agar 12gr
Distile Su 1000ml
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OKON media Azospirillumtiirleri icin &zel besiyeridir. igerdigi genis bilesikler ile farkl:

tiirlerinde izolasyonunu saglamak amaciyla kullanildi. 1000ml igin gizelgede ki degerler

ayni sekilde 1sitilip otoklavlandi ve petrilere aktarilarak +4°C saklandi (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11 OKONmedia

OKON Media

K2HPO4 6gr
KH2PO4 4gr
MgSOa4 0.2gr
NaCl 0.1gr
Sukroz 5gr
CaClz 0.02gr
NaOH Sgr
MnSO4 2.1gr
FeCls 10gr
NazMoO4 29r
Yeast Extract 0.1gr
H3sNOs 29r
Cu(NOs3)2 0.04gr
ZnSOq4 0.2gr
Bromthymol Blue %0.5 2ml
Agar 20gr
Distile Su 1000ml
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1000ml ¢ozelti i¢in yukaridaki degerler tartilarak distile suya eklendi. Manyetik
karistiricida 1sitilarak homojen olduktan sonra 121°C de 15 dk steril edildi.Ekim sonrasi
mikroorganizma gelisimine gore oda sicakliginda 7 giin inkiibasyona birakildi (Cizelge

3.12).

Cizelge 3.12Mannitol ashby agar media(MAA)

Mannitol Ashby Agar (MAA) Media

Mannitol 20gr
K2HPO4 0.2gr
NaCl 0.2gr
MgS0a4.7(H20) 0.2gr
K2S04 0.1gr
CaCOs Sgr
Agar 20gr
Distile Su 1000ml

Psedomonas fleurescens izolasyonu ve farkli tiirleri izole etmek amaciyla
kullanildi.1000ml ¢ozelti i¢in yukaridaki degerler tartilarak distile suya eklendi.
Manyetik karistiricida 1sitilarak homojen olduktan sonra 121°C’de 15 dk steril edilip
petrilere elle tutulabilir sicaklikta donmadan dokiildi. +4°C’de dolapta kullanilmak

uzere sakland: (Cizelge 3.13).

Cizelge 3.13 B-6743 6zel besiyer igerigi

B-6743 Ozel Besiyer Icerigi

Yeast Extract 5gr
Pepton 15gr
NaCl 5gr
Agar 15gr
Distile Su 1000ml
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B-11094 besiyeride Azospirillum tiirleri izolasyonu icin kullamildi. Icerdigi genis
bilesikler ile farkli tiirlerin de izolasyonunu saglamak amaciyla kullanildi. Bromthymol
Blue besiyerine eklenmeden 6nce potasyum hidroksit igerisinde ¢ozinur daha sonra
besiyerinin pH 7.1’e ayarlanir gerekirse %15lik oranda agar ilave edildi.121°C de 15 dk
otoklavlama sonrasinda 25ml %20 oraninda glukoz besiyerine memran fitreler ile ilave

edildi. Petrilere aktarilarak +4°C saklandi (Cizelge 3.14).

Cizelge 3.14 B-11094 6zel besiyer igerigi

B-11094 Ozel Besiyer igerigi

Yeast Extract 0.052gr
K2HPO4 0.263gr
FeS04.7(H20) 0.0105gr
Na2Mo004.2(H20) 0.001gr
MgS0Oa4.(H20) 0.021gr
MnS0a4.7(H20) 0.0021gr
NaCl 0.105gr
CaCl2.2(H20) 0.021gr
(NH4).2(SO4) 1.052gr
Biotin 0.0001gr
Bromthymol Blue 0.026gr
Distile Su 1000ml
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3.2.2 Toprak érneginin ekim i¢in distilasyonunun yapilmasi

Ilk olarak 10 gr toprak hassas terazide tartilidi ve icerisinde 20 ml steril su bulunan tlipe
eklendi. Tup i¢inde homojenizasyonu saglamak icin vorteks yapildi ve Orneklerin
alinacagi ana tiip hazirlanmis oldu. Seyretme yapilmasi i¢in sirastyla 4 tupe 9 ml steril
su eklendi ve stok tiipten mikro pipetle 1ml sivi alinarak sirasiyla 1 numarali tiipe
eklendi.1 numaral: tiipte mikro pipet yardimiyla ¢ekip birakilarak homojenize edildi. 1
numarali 107 yogunluk bulunan tupten Iml siv1 alinir ve ayni islem yapilarak 2 tiipe
akratilir. 2’den 3’e ve 3’den 4 numarali tiipe ayni islem yapildi. 4 den de 1ml ¢ekilerek
atilir sirastyla 1.2.3 ve 4 numarali tiiplerde 107,107,107 ve 10 yogunluklu seyreltilmis
toprak Ogreni dolayisiyla mikroorganizmalar elde edildi. Dilisyonlar 0Onceden
hazirladigimiz 6zel besiyerelrine numaralar verilerek ve 0.1ml alinarak dirikaski
yardimiyla yayama ekimi yapildi. Islemi bilen petri kablarina etiketleme yapilarak 37°C

de inkiibasyona birakidi.

Iml

stock
toprak
cozeltisi

10gr/20ml

Sekil 3.2 Toprakornegi diliisyonu
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3.2.3 Seyreltilmis toprak orneginin besiyerlerine ekilmesi

Makrodillisyon yapilan tiipler 1 hafta 6nceden hazirladigimiz besiyerlerine yayma ekim
yontemiyle ekildi. Uzerlerine tarih kod ve seyretme orami yazildi. Ekim yapilan
besiyerler 37°C’de inklbasyona birakildi. 24 saat ve takibinde bir haftaya kadar petri

gelisimlerine gore ¢gikan kolonilerin izolasyonu yapildi.

Sekil 3.3Distilasyon sonrasi olusan koloniler

3.2.4 Besiyerlerinden ¢ikan bakterilerin saflagtirilmasi

Seyretme iglemi sonucunda koloni sekli, rengi, biiyiikliigii, ve spesifik besiyerlerinde
gelisimi gibi morfolojik agidan farklilik gosteren koloniler 6ze ile dikkatlice alinarak
kat1 besiyerine saflagtirma ekimi yapildi. Ozel besiyerlerinden tek tek saflagtirilarak
izolasyonu yapilan bakteriler, stok seklinde saf petriler halinde parafilmlenerek +4
derecede muafaza edildi. Saf kiiltiirlerin olasit sorunlar kargisinda 1 adet kopyasi
yapildi.Saf kiiltiirlerin ¢ogaltilmas1 genel besiyerleri olan Nutriend Agar, Nutriend
Brothe, Muller Hilton Agar ve Muller Hilton Brothda yapildi fakat gelisimi az olan
bakteriler ilk izolasyonu yapilan kendi besiyerlerine ekilerek muafaza edildi. Son olarak

olusturulan bulklarin kod ad1 ve saflastirlma tarihleri tizerlerine yazildi.
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3.2.58aflastirilan bakterilerin tablolandirilmasi

Farkl1 topraklardan izolasyonu yapilan ET kodlu bakterilerin Izole edildikleri besiyerleri

(+) ile gosterilmistir.

Cizelge 3.15 ET grubu mikroorganizmalar ve izole edildikleri besiyerleri

BESIiYERI ADI

SUS
NO

6743

10436

2662

7516

209-11
PIKOVSKAYA
YDCA
ASHBY
MAA
DOBREINER
OKON

YD

+ | YEMA

ET1

ET 2

+

ET3 n

ET4 +

ET5 +

ET6 +

ET7 +

ET 8 +

ET9 +

ET 10 +

ET11 | +

ET12 | +

ET 13 n

ET 14 n

ET 15 +

ET 16 +

ET 17 n

ET 18 +

ET 19 T

ET 20 +

ET 21 +

ET 22 n
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Cizelge 3.15. ET grubu mikroorganizmalar ve izole edildikleri besiyerleri(Devami)

ET 24 n

ET 23 +

ET 25 +

ET 26 +

ET 27 +

ET 28 +

ET 29 +

ET 30 +

ET 31 +

ET 32 +

ET 33 +

ET 34 +

ET 35 +

ET 36 +

ET 37 +

ET 38 +

ET 39 +

ET 40 +

ET 41 +

ET 42 N

ET 43 N

ET 44 +

ET 45 +

ET 46 +

ET 47 +

ET 48 +

ET 49 +

ET 50 +
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Cizelge 3.15 ET grubu mikroorganizmalar ve izole edildikleri besiyerleri(Devami)

ET 51 +
ET 52 +
ET 53 +
ET 54 +
ET 55 +
ET 56
ET 57
ET 58
ET 59
ET 60

Cizelge 3.16 ET grubu mikrobiyal bulklar

Bulk 1 Bulk 2 Bulk 3
ET 4 ET 58 ET 32
ET5 ET 60 ET 34
ET6 ET 61 ET 51
ET 13 ET 62 ET 52
ET 14 ET 63 ET 31
ET 16 ET 66 ET1
ET 23 ET 67 ET 50
ET21 ET 68 ET 11
ET 22 ET 17 ET 59
ET 24 ET 19 ET 19
ET 25 ET 41 ET 10
ET 27 ET 18 ET 37
ET 15 ET 69 ET 46
ET 38 ET3 ET 42
ET 39 ET 48 ET 38
ET 40 ET 57 ET 40
ET 43 ET2 ET8
ET 42 ET 12 ET 36
ET 56 ET 29 ET 64
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Cizelge 3.17 Fgrubu bulklar gelistigi besiyerler

F Bulklar1 F Grubu Bulklar1 Gelistigi Besiyerler

F3 11094 10436 11967 6743

F4 7519 10436 11965 2662

F5 11094 2662 209-11 7519

F6 11094 10436 6743 209-11 11966

Yapilan bu c¢alismada stogumuzda bulunan 6nceden hazirladigimiz 104 adet izole
edilmis MG grubu bakteriler, 227 adet izole edilmis SI grubu bakteriler ve 159 adet
izole edilmis RK grubu bakterilerde nohut denemesinde kullanildi. Toplamda 554 adet
izole edilen bakteri 10’lu ve 20°1i gruplar haline getirilerek bu ¢alismada kullanildu.

3.2.6 Saflastirilan bakterilerin liyofilizasyonu

MHB (Mueller Hinton Broth)ve NB (Nutrient Broth) besiyerlerinde yetistirilen
mikroorganizmalarfalkon tuplerinde 6000 rpm de santrifiijjedilerek pelet kisim alindi.
Pelet kism1 15 ml siv1 besiyerinde siispanse edilerek mikroorganizmalar50gr matrixle
emdirildi. Homojen sekilde steril ¢ubuklarla karistirilan matrix oda sicakliginda yada
kurutma kabininde 35-40 °C’ de kurutuldu. Kurudugundan emin olunan mikrobiyal

formulasyonlarin hi¢ nem almayacak sekilde paketlenmesi ve etiketlenmesi saglanildi.

Sekil 3.4 Saflastirilmis liyofilize mikrobiyal KR-109 toz
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3.2.7 immobilizasyon i¢cin matrix hazirlama

1. Her bir bakteri tozundan 4 gram tartildi.

2. 10 adet bakteri tozu kullanilarak Bulk hazirlandi.

3. 6gr Na-alginat, 80gr total bakteri tozu ile birlikte 200ml steril su igerisinde ¢6zuldu.
4.500 ml CaCl2 ¢ozeltisi hazirlandi (%215gr CaClz).

Oncelikle saflastirilmis  toz halindeki bakteriler deneme arazisinde deneme
calismalarinin uygun sekilde yiiriitiilebilmesi i¢in 10 ile 201i gruplar haline gertirildi.
Her bir grup ic¢in bir numara ve kod verildi. Daha sonra bu gruplar immobilize olarak
kullanilmak tizere su sekilde hazirlandi; ilk olarak 6 gr alginat 200 ml steril su ile
karigtirthp 25-30 dk arasi bekletildi. Daha sonra 80gr (4gr’lik 20 adet farkliliyofilize
bakteri tozu) bakteriyal toz ekleyip homojen olana kadar karisticida karistirild.
Icerisinde CaClz ¢dzeltisi bulunanbehere damlatildi. Beher manyetik karistirici iizerinde
karistirildiginda olusan beadlerin yapismamasi ve diizgiince olusmasi saglandi. Beadler

30 dk bekletilip siizgec kagitlara serilerek 38°C’de pastdr firininda kurutuldu.

Sekil 3.5 Immoblizeedilmis bakteri tozlari
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3.2.8 Vermikompost olusturulmasi

1 kg vermikompost aliarak 2000L distile su ile ¢oziindiiriildil. Iyice homojenizasyonu
yapilan vermikompost filtre kagidi yardimiyla siiziildi. Yaklasik olarak 1000-1500 L
stizulen homojenize sivi, daha once hazirlanan 2 kg steril matrix ile karistirildi. Olusan
stvi karisim 70°°C de 2 giin kurumaya alinir. Kuruyan matrix igerisinde vermikompost
stvist emdirilmis olur. Kurutulan matrix karisimi blender ile toz haline getirildi ve
icerisinde 10kg vermikompost sivist olacak sekilde islem 9 defa daha tekrarlandi. Son
karisimda 2 kg matrix ve 10 kg’likvermikompost 6zii igermekte olup tekrar blender ile

toz haline getirilip denemelerde kullanilmak {izere vakumlanarak posetlendi.

3.2.9 Vermikompostuntorf kullanilarak seyreltilmesi

%100, %75, %50 ve %25 oranlarinda hazirlanan torf-vermikompost karisimlari
viyollere aktaridi ve secilen bitki tohumlar1 ekildi. Yapilan gozlemler sonucu %25’lik

vermikompost seyreltisinin ideal oldugu tespit edildi.

- v W e e W o o -

Sekil 3.6 Nohut guruplariin %100 vermikompost tizerinde ¢imlenmesi

Viyollerde yapilan denemelerde %100 vermikompostigerisinde bitki ¢imlenmesi
gbzlemlense de vermikompostun diisiik pH igeriginden dolay1 yaklasik 10 giin sonra
bitki gdvdesinde zayiflama ve koke yakin bolgelerde glirlime gozlendi. En ideal oranin

%25 vermikompost ile %75 torf oldugu goriildii.
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3.2.10 Nohut tohumunun iizerine bakteri kaplanmasi

%50’lik melas ¢ozeltisi kazirlanir ve 70ml igerisinden alinir. 10’luk bulklar igin 40 gr,
20’li bulklar i¢in ise 80 gr bulk tozu eklendi. Kivami dengelemek i¢in 10-50 ml steril su
eklemesi yapildi. Tohumlar 6nce bu karigimin igersinde eklenip karigtirildi sonra

stzuldu ve kurutma kagidinda 1 giin bekeltildi. Sonra 2. Gin bir defa daha kaplama

yapildi ve kurumaya birakildi.

Sekil 3.8 Nohut tohumunun kaplamasi ve kurutulmasi 1.gin
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Sekil 3.9 Nohut tohumunun kaplanmasi ve kurutulmasi 2.giin

3.2.11 Nohut bitkisine bead, toz ve vermikompost uygulamalari

Ilk ekim tarihi Gaziosmanpasa Universitesi Tash Ciflik Ziraat Deneme Arazisinde
yaklasik iki doniimliik bir alanada gerceklestirildi. Oncelikle ekim yapilacak yerin
traktorle siiriillip, frezelenerek otlardan arindirlmig ve uygulanabilir hale getirildi.1 hafta
sonra 18.04.2017 tarihinde nohutlarin agilan siralara ekimleri yapildi iizerlerine es
zamanli olarak; bakteriyel toz, vermikompost tozu, vermikompost +bakteritozu ve
beadler eklendi. Ikinci uygulama tarihi 08.06.2017 ve dglinci uygulama tarihi de
22.06.2017°dir.Bu asamadan sonra tohumlar olusup toplanana kadar higbir ekleme
yapilmadi. Nohut (zerine uygulamalar icin uygulama gruplar1 arasi mesafe yaklagik
20cm olarak ayarlandi. Toz seklinde uygulama igin 5 gr bulk tozu yaklasik 100 ml suda
homojenize edilerek nohut Uzerine 2 pl pipet yardimiyla aktarildi. Vermikompost
uygulamasi i¢in yaklasik 25 gram vermikompost topraga eklenilerek nohut ekimi
gerceklestirildi. Vermikompost + bulk uygulamasi vermikompostlu topraga 4 adet bead
eklenerek yapildi. Vemikompost iizerine pipet ile 2 pl bulk sivist
eklenerek(vermikompost + toz) uygulamasi yapildi. Son olarak kaplama tohum direk

konulup sulanarak (kaplama) uygulamasi yapildi.

3.2.12 Nohut bitkisinin ekim semasi

Her bir deneme grubu arasi uzaklik 20cm olarak ve her bir deneme igin de 5 nohut
tanesi konuldu. Her deneme grubundan ortalama 3 kok nohut ¢ikt1 ve 3 kdk nohut igin

sonuglar degerlendirildi (Cizelge 3.18).

33



Cizelge 3.18 Nohut ekim semasi

1.S1ra 2.S1ira 3. Sira 4. Sira 5. Sira 6. Sira
V+Bead KR | V+Bead SI6 | V+Bead SI | V+ MG 2 toz V+ Toz F3 Nohut
1 26 Kotrol
V+Bead KR | V+Bead SI7 | V+Bead SI | V+MG 3 toz V+ Toz F4 Nohut
2 27 Kotrol
V+Bead KR | V+Bead SI8 | V+Bead SI | V+ MG 4 toz V+ Toz F5 Nohut
3 28 Kotrol
V+Bead KR | V+Bead SI9 | V+Bead SI | V+MG 5 toz V+ Toz F6 Nohut
4 29 Kotrol
V+Bead KR | V+Bead SI | V+Bead SI | V+ KRltoz Nohut
5 10 30 Nohut Kontol Kotrol
V+Bead KR | V+Bead SI V+Bead SI | V+ KR2toz
6 11 31 Nohut Kontol
V+Bead KR | V+Bead SI V+Bead SI | V+ KR3toz
7 12 32 Nohut Kontol
V+Bead KR | V+Bead SI V+Bead SI
8 13 33 V+ KR4toz Nohut Kontol
V+Bead V+Bead SI V+Bead SI
MG 1 14 34 V+ KR5S toz MG1 Kaplama
V+Bead V+Bead SI V+Bead SI
MG 2 15 35 V+ KR6 toz MG2 Kaplama
V+Bead V+Bead SI V+Bead SI
MG 3 16 36 V+ KR7 toz MG3 Kaplama
V+Bead V+Bead SI V+Bead SI
MG 4 17 36 V+ KR8 toz MG4 Kaplama
V+Bead V+Bead SI V+Bead SI
MG 5 18 37 KR1Kaplama MG5 Kaplama
V+Bead ET | V+Bead SI V+Bead SI
1 19 38 KR2 Kaplama | ET1 Kaplama
V+Bead ET | V+Bead SI Nohut
2 20 Kontrol KR3 Kaplama | ET2 Kaplama
V+Bead SI | V+Bead SI Nohut
1 21 Kontrol KR4 Kaplama | ET3 Kaplama
V+Bead SI | V+Bead SI Nohut
2 22 Kontrol KR5 Kaplama | F3Kaplama
V+Bead SI | V+Bead SI V+ET 3 toz
3 23 KR6 Kaplama | F4Kaplama
V+Bead SI | V+Bead SI V+ET 2toz
4 24 KR7 Kaplama | F5Kaplama
V+Bead SI | V+Bead SI V + ET ltoz
5 25 KR8 Kaplama | F6Kaplama
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4. BULGULAR

4.1 Kuru nohut etkili gruplar

Sekil 4.1 F3, F4 ve F5 kaplama gruplarinin kuru nohut gelisimi

En etkili grup olan F5 Kaplama grubu ve diger gruplar sekildeki gibi gelisim gosterdi.
Diger kaplama gruplart F5 Kaplama grubu kadar etkili degerlere sahip olmadi. Bu
nedenle tohum kaplama yontemi icin F5 Grubu mikroorganizmalar nohuta 6zgu bir

igerik tasidigi sOylenebilir.

Sekil 4.2 Bead 25 grubunun kuru nohut gelisimi
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Bead 25 ve MG2 Toz gruplart sekide goriildigii gibi gelisim gosterdi. Uygulama
sekillerinin farkli olmasina ragmen kendi uygulama alanlarinda diger gruplardan daha
etkili oldu. MG2 Toz grubu toz uygulamasi i¢in Bead 25 grubu bead uygulamasinda en

etkili gruplar olmustur.

Sekil 4.4 F3 + vermikompost grubunun kuru nohut gelisimi

F3 + vermikompost grubu vermikompost uygulamasinda en etkili gruptur. Sekilde
goriildiigii gibi gelisim gosterdi. F3 grubunun toz ve kaplama uygulamasi nohut

gelisiminde gozle goriiliir bir artisa neden olmad.
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Kontrol grubu sekilde goriildiigii gibi gelisim gdstermis ve kontrol grubu i¢in agilan tiim
deneme parsellerinde gelisimi zayif gortildd. Kontrol grubundan en iyi gorulen 3 kok

nohut alinmis ve degerlendirildi.

Sekil 4.5 Kuru nohut kontrol grubu
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4.2 Nohut Gelisim Parametreleri

4.2.1 Nohut boy uzunlugu verileri

Hasat olgunluguna gelen kurumus nohutlarin kokleri iyice sulandiktan sonra yavasca

topraktan kozalar1 ve kokeri koparilmadan ¢ikrildi. Toplamda 105 deneme parseliden en

etkili gorilen toz, kaplama ve vermikompost gruplaridan alinarak 3 kok nohut

Uzerinden sonug verileri hesaplandi. Boy uzunlugu metre yardimiyla bitki son yapragi

ile son kok ucu arast Olciilerek yapldi. Sonuglar varyans analizi kullanilarak

degerlendirildi. Etkili oldugu diislintilen 8 gruptan alman 3 kok nohutun boy

uzununlugu hesaplanarak varyans analizi ile degerlendirldi. Analiz sonuglarina gore F5

grubu mikrobiyal kaplama yapilan nohutlarda ortalama 92 cm ile en yiiksek boy

uzunlugu goriildi. Etkili oldugu diisiiniilen grublarin hemen hepsinde kok gelisiminde

artig oldugu goriildu. F3 + vermikompost uygulamasinda anlamli farklilik gériilmedi.

Cizelge 4.1 Etkili deneme gruplarinin boy uzunluklari

1. Boy 2. Boy 3. Boy
KONTOL 64 70 67
F5 KAPLAMA 92 90 94
MG2 TOZ 78 72 80
F3+V 70 64 70
BEAD 25 81 90 87
ET1 KAPLAMA 73 82 78
ET1+V 88 82 85
MG2 KAPLAMA 83 86 87
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Cizelge 4.2. Nohut bitkisi boy uzunlugu varyans analiz sonuglari

Subset for alpha = 0.05
Uygulama Gruplari N a b c d
Tukey HSD? KONTROL 3 67.00
F3+V 3 68.00 68,00
MG2 TOZ 3 76.67 76.67 76.67
ET1 KAPLAMA 3 77.67 77.67
ET1+V 3 85.00 85.00
MG2 KAPLAMA 3 85,33 85.33
BEAD 25 3 86,00 86.00
F5 KAPLAMA 3 92.00
Sig. .056 .056 .070 .278
Duncan? KONTROL 3 67.00
F3+V 3 68.00
MG2 TOZ 3 76.67
ET1 KAPLAMA 3 77.67
ET1+V 3 85.00
MG2 KAPLAMA 3 85.33
BEAD 25 3 86.00 86.00
F5 KAPLAMA 3 92.00
Sig. .730 .730 744 .051
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
Varyans analiz grafigine bakildiginda en yiiksek sicrama F5 kaplama grubunda

olmustur F3+ vermikompost grubunda anlamli bir farklilik g6zlemlenmedi.
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4.2.2 Nohut govde kahinhgl, tane sayisi, agirhk degerleri

Etkili oldugu diistiniilen 8 gruptan alinan 3 kok nohutun gévde kalinligi, tane sayisi ve
agirlikdegerlerihesaplanarak varyans analizi ile degerlendirildi. F5 grubu mikrobiyal
kaplama yapilan nohutlar 131 cm ile en yiiksek tane sayisina, 48.074 gr agirlikla en
yiiksek agirliga ve 4.5 cm kalinlikla en genis govde kalinligina ulastigi goriildi. Etkili
oldugu diistiniilen diger grublarin hemen hepsinde nohut gelisiminde artis oldugu
goruldu. ET1 nohut kaplama uygulamasinda anlamli farklilik goériilmedi ve kontrol

grubuna yakin gelisim gosterdi.

Cizelge 4.3U¢ kok nohutun en, tane sayisi, agirlik degerleri

1 2 3 1 2 3 1 2 3
PEGE Tane | Tane | Tane | Agirhk | Agirhk | Agirhk | En En En
GRUPLARI
sayisl | sayisi | sayisi (gn) (gn) (gn) (cm) | (cm) | (cm)

KONTOL 37 40 35 11.0 | 14.267 | 10.274 2.8 2.8 2.7
28

F5 KAPLAMA | 127 120 131 44.0 | 39.099 | 48.074 4.4 4.2 4.5
26

MG2 TOZ 98 96 115 30.1 | 30.184 | 41.089 3.1 3.5 3.8
27

F3+V 98 85 109 30.0 | 25.267 | 43.485 2.9 2.7 3
88

BEAD 25 89 108 92 24.1 |44.10 | 30.141 3.0 3.5 34
29

ET1KAPLAMA | 31 35 43 9.7 11 14.3 2.9 2.6 3

ET1+V 72 70 64 232 | 221 19.1 4 4 3.8

MG2 KAPLAMA | 38 38 45 10.1 | 11.337 | 18.388 3.7 3.6 3.9
65
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Sekil 4.6Kontrol ve F5 kaplama en uzunlugu kiyaslamasi ( 2.8/4.5) cm

Konrol grubu ve en etkili grup olan F5 kaplama grubunun nohut tzerindeki etkisi
sekilde goriilmektedir. Nohut bitkisinde hem kék hem de goévde gelisimine etkisi oldu.
En yiiksek degerleri parantez icerisinde verilmistir. Kontrol grubuna kiyasala 2 kata

kadar govde kalinlagmasi ve 24 cm kadar da fazla uzama gosterdi.

Sekil 4.7 Kontrol ve F5 kaplama boy uzunlugu kiyaslamasi ( 70/94 ) cm
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Sekil 4.8Kontrol ve MG2 toz boy uzunlugu kiyaslamasi ( 70/80 ) cm

Konrol grubu ve en etkili 2. grup olan MG2 toz grubunun nohut Gzerindeki etkisi
sekilde goriilmektedir. Nohut bitkisinde hem kok hem de gévde gelisimine etkisi oldu.
En yiiksek degerleri parantez igerisinde verilmistir. Kontrol grubuna kiyasala govde 1

cm kalinlagsmasi ve 10 cm kadar da fazla uzama gosterdi

Sekil 4.9 Kontrol ve MG2 toz en uzunlugu kiyaslamasi ( 2.8/3.8 ) cm
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Sekil 4.10 Kontrol ve F3 + vermikompost boy uzunlugu kiyaslamasi ( 70/70 ) cm

Konrol grubu ve en etkili 3. grup olan F3 + vermikompost grubunun nohut tizerindeki
etkisi sekilde goriilmektedir. Kontrol grubuna kiyasla gévde ve kok gelisiminde etkisi

goriilmemistir fakat tane sayisinda kontrol grubunun yaklasik 3 kati artis gosterdi.

Sekil 4.11 Kontrol ve F3 + vermikompost en uzunlugu kiyaslamasi ( 2.8/3.0 ) cm
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4.2.3 Nohut en uzunlugu verileri

Cizelge 4.4 Nohut en uzunlugu varyans analizi

Uygulama Subset for alpha = 0.05

Gruplari N a b c d e
Tukey HSD2 KONTROL 3 2.767

ET1 KAPLAMA 3 2.833

F3+V 3 2.867

BEAD 25 3 3.300 3.300

MG2 TOZ 3 3.467 3.467

MG2 KAPLAMA 3 3.733 3.733

ET1+V 3 3.933 3.933

F5 KAPLAMA 3 4.367

Sig. .074 211 151 211
Duncan? KONTROL 3 2.767

ET1 KAPLAMA 3 2.833

F3+V 3 2.867

BEAD 25 3 3.300

MG2 TOZ 3 3.467 3.467

MG2 KAPLAMA 3 3.733 3.733

ET1+V 3 3.933

F5 KAPLAMA 3 4.367

Sig. 572 .325 124 241 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

Varyans analiz sonuglarina goére en fazla govde genisligi ortalama 4.367 cm ile F5
kaplamada olurken ikici sirada 3.933 cm ET1 + V grubu aldi. ET1 kaplama grubu nohut
Uzerinde kontrole yakin bir gelisim gostermis vermikompostun bu grup

mikroorganzimalar ile birlikte bitkin en attigina neden oldugu gorildu.
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Sekil 4.12 Nohut bitkisi en uzunlugu varyans analiz grafigi

4.2.4 Nohut agirhk verileri

Varyans analizi sonuglarina gore F5 kaplama grubu nohut (zerinde 43.73313 gr
ortalama agirlikla kontrol grubuna kiyasla 4 kata yakin artis sagladi. Vermikes
uygulamasinin etkin oldugu diger grublara gore 2 kat artis saglarken F5 kaplama
grubuna en yakin grup ortalama 33.8000 gr ile MG2 toz uygulamasi oldu. F5
mikroorganzimalar1 toz ve vermikes ile uygulandiginda gozle goriilir bir artig

saglamamis bu nedenle uygulama sekli ve dozunun bitki gelisimine etkisinin 6nemi
goruldu.

50,000

40,000

30,0007

Mean of Agirlik

20,000

10,000

TO4INOMH
VWYY G4
701 TN+
SIIMNEA+EIH
QR

YAYTdWN 1134
1S PHNEA+H 13
WYY 2O

bulklar

Sekil 4.13 Nohut bitkisiagirlik verileri varyans analiz grafigi
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Cizelge 4.5 Nohut agirlik verileri varyans analizi

Subset for alpha = 0.05

bulklar a b c
Tukey HSD? ET1 KAPLAMA 11.66667

KONTROL 11.85633

MG2 KAPLAMA 13.29667

ET1+V 21.46667 21.46667

BEAD 25 32.79000 32.79000

F3+V 32.94667 32.94667

MG2 TOZ 33.80000 33.80000

F5 KAPLAMA 43.73313

Sig. 512 .256 .384

Duncan? ET1 KAPLAMA 11.66667

KONTROL 11.85633

MG2 KAPLAMA 13.29667

ET1+V 21.46667

BEAD 25 32.79000

F3+V 32.94667

MG2 TOZz 33.80000

F5 KAPLAMA 43.73313

Sig. .083 .055

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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4.1.4 Nohut tane sayis1 verileri

Cizelge 4.6 Nohut tane sayisi verileri varyans analizi

Subset for alpha = 0.05

bulklar N a b c d
Tukey HSD? ET1 KAPLAMA 3 36.33

KONTROL 3 37.33

MG2 KAPLAMA 3 40.33

ET1+V 3 68.67

BEAD 25 3 96.33

F3+V 3 97.33

MG2 TOZ 3 103.00

F5 KAPLAMA 3 126.00

Sig. .998 1.000 .954 1.000
Duncan? ET1 KAPLAMA 3 36.33

KONTROL 3 37.33

MG2 KAPLAMA 3 40.33

ET1+V 3 68.67

BEAD 25 3 96.33

F3+V 3 97.33

MG2 TOZ 3 103.00

F5 KAPLAMA 3 126.00

Sig. .552 1.000 .326 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

Nohut varyans analiz sonuglarina gore 3 kok nohuttan alinan tane sayisi degerinde en
yiiksek ortalama deger 126.00 ile F5 kaplama grubu olmustur ve kontrole kiyasla 3.5
kat artis sagladi.

47



4.3 Nohut tohumu tane dokimiu

Sekil 4.14 Kontrol ve F3 + vermikompost kiyaslamasi (Tane sayisi: 112/292)

Konrol grubu ve en etkili 3. grup olan F3 + Vermikompost grubunun nohut tzerindeki
etkisi sekilde goriilmektedir. Kontrol grubuna kiyasla nohut bitkisinde hem tane sayisi
hem de tane agirligindaartisa neden oldu. 3 kok icin toplam deger parantez igerisinde
verilmistir. Kontrol grubuna kiyasala 2.6 kat tane sayisi1 artis1 gosterdi. En etkili 2. grup

olan MG2 Toz ise nohutta 2.7 kat tane sayisi artisi gosterdi.

Sekil 4.15 Kontrol ve MG2 toz kiyaslamasi (Tane Sayisi: 112/309)
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Sekil 4.16 Kontrol ve F5 kaplama kiyaslamasi (Tane Sayisi: 112/ 378)

Konrol grubu ve en etkili grup olan F5 Kaplama grubunun nohut zerindeki etkisi
sekilde goriilmektedir. Kontrol grubuna kiyasla nohut bitkisinde hem tane sayis1 hem de
tane agirliginda artisa neden oldu. 3 kok i¢in toplam deger parantez igerisinde
verilmistir. Kontrol grubuna kiyasala 3.3 Kkat tane sayisi artigi gosterdi. Yapilan tim
analliz sonuglarina gére F5 Kaplama grubu mikroorganzimalar nohut {izerinde en, boy,
tane sayis ve agirlik parametlerinin tiimiinde en etkili grup oldu. Bu gruptaki
mikroorganzimalar diger uygulama sekilerinde etkili olamadi. Uygulama yonteminin ve
dozunun mikrobiyal giibre olarak bitkiyi etkiledigi vermikompostun mikrobiyal
tiriinlerle birlikte etkieri genel olarak artirmadigi goriildi. Bunun sebebi vermikompost
icerisindeki maddelerin mikroorganzimalart gelisimini durdurmus olabilir veya
icerisinde bulundurdugu mikrobiyal floradaki bir grup patojen tarafindan baskilanmig
olabilir. Vermikopostun pH degerinde gelisim saglayamamis olabiler. Bu sebeplerden
dolay1 mikoorganzimalar nohut gelisimine katki saglayamamis ve hatta kendilerini dis
etkenlerden korumak i¢in salgiladiklar ektraseliiler enzimlerle bitki gelisimine olumsuz

etki gostermis olabilir.
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5 TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada Tokat merkeze bagli olan Canpolat kdytii civar1 ve ormanlik bdlgelerinden
alinan toprak ornekleri kullanildi. Elde edilen mikroorganizma izolatlar1 bakteri sayisina
gore gruplandirilarak kurutuldu. Nohut bitkisi (Cicer aretinum L.)lzerine uygulanan
bakteriyel gruplar; toz halinde, kaplama seklinde ve vermikompost ile birlikte verildi.
Calisma sonucunda bitki kok, govde, nohut tane sayisi ve tane agirligi toplamlarinin
analizleri yapildi. Tim gruplar istatiksel olarak incelendiginde anlamli farkliliklar
ortaya ¢ikt1. Etkili oldugu disiiniilen gruplar istatiksel olarak da kanitlandi. Bitki boy
uzunlugu bakimindan incelendiginde Tukey testine gore 67.00*’ninaltinda kalan gruplar
ve Duncan testine goére 67.00”nminaltinda kalan gruplar bitki gelisiminde boy
uzunluguna etkisi olmadigi goriildll, kontrole kiyasla etkili oldugu diistiniilen tiim
gruplar boy uzunluguna etki sagladi. Hem Tukey hemde Duncan testlerine gore
incelendiginde %0.05 hassasiyetle bitki boy uzunlugunda F5 Kaplama grubunun
etkisinin yiiksekligi fark edildi. Kotrol grubu nohut bitkilerinde ortalama boy uzunlugu
67 cm olurken, F5 grubunda boy uzunlugu boy uzunlugu 92 cm oldu. Bitki tane
sayisina bakildiginda analiz sonuglarma gore Tukey testine gore 37,33"nin altinda
kalan gruplarin bitki gelisiminde tane sayisimi arttirdigi goriildii ET1 Kaplama grubu
mikroorganzimalar tane sayisi acgisindan incelendiginde kontrolden daha diisiik oranda
ciktigr goriildi. Hem Tukey hem de Duncan testlerine gore incelendiginde %0.05
hassasiyetleF5 kaplama grubu tane sayis1 parametresi bakimindan en etkili grup oldu.F5
grubunun kotrol grubuna kiyasla tane sayisinda yaklasik 3.5 kat ortalama verim artisi
sagladi. GoOvde c¢ap1 parametresinin incelenmesine bakarsak; Tukey testine gore
2,767%nin altinda kalan gruplar, duncan testine gore ise 2,767%nin altinda kalan
gruplarin etkili oldugu gorildi. Hem Tukey hem de Duncan testlerine gore
incelendiginde %0.05 hassasiyetle govde capi parametresinin incelenmesinde F5
Kaplama grubuen yiiksek degere sahip oldu.4.367* degeriyle kotrol grubunun 2 kati en
uzunluguna ulasti. Son olarak agirlik sonuglarina bakildiginda Hem Tukey hem de
Duncan testlerine gore incelendiginde %0.05 hassasiyetle11.85633%iin altindaki
degerler anlamli kabul edildi. ET 1 kaplama grubu disinda segilen tiim gruplarda artis
goruldu. En etkili grup, agirlik dahil tim parametrelerde F5 kaplama grubu oldu.
43.73313%° degeriyle kontrol grubuna kiyasla ortalama tane agirhginda 4 kata yakin
verim artis1 sagladi. Calismada nohut i¢in en etkili grup F5 Kaplama mikroorganizma

bulki oldu. Bu grup igerisinde izolasyonu yapilan5 farkli mikroorganizma icermektedir.
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F5 grubunun kotrol grubuna kiyasla tane sayisinda yaklasik 3.5 kat verim artisi
saglarken, tane agirhiginda yaklasik 4 kat verim elde edildi. Kotrol grubu nohut
bitkilerinde ortalama en kalinlig1 2.7 cm ve boy uzunlugu 67 cm iken F5 grubunda en
ve boy uzunlugu da ilk siray1 aldi.F5 grubunda ortalama nohut bitkisi en kalinligr 4.3
cm ve boy uzunlugu 92 c¢cm oldu. Ayni sekilde 2.siray1 da MG2 Toz Bulk grubu ald
icerinde 20 adet izolasyon yapilip saflastirilmis mikroorganizma bulundurmaktadir.
Kontrol grubuna kiyaslayaklasik tane sayisi ve tane agirliginda 3 kat artig sagladi. MG2
grubu nohut bitkisinin en capiortalama 3.4 cm ve boy uzunlugu 76.6 cm oldu.
Calismada vermikompostun F3 grubu ile birlikte verilmesi en iyi 3.grup oldu.
Vermikopost, F5 grubunda tamamen zit etkilemis ve en etkili gruplarin oldugu listeye
bile giremesken F3+ vermikompost nohutta 97.3 tane sayisina ulasti. Ayrica ET1
grubunun sadece nohuta uygulanmasikontrol grubunun altinda bir degerde olup, tane
say1s1360ldu. ET + vermikompost ile birlikte verilmesi tane sayisini1 2 Kat arttirarak
ortalama nohut tane sayisini 68’e ¢ikartti. Istatiksel veriler sonucunda vermikompostun
icerdigi izolasyonu yapilan mikrobiyal gruplarin bazilarimin gelisimini tesfik ederken
bazilarini ise baskilamis olabilmektedir. Bu ¢alismada tek basina vermikompost nohut
bitkisinin gelisimine etkisi gozle goriiliir sekilde olmadi. Bakteriyel gruplarla verilmesi

vermikompostun daha elverisli olmasini sagladi.

Sonug olarak bu galismada izole edilen toplamda554 mikroorganizma bakteriyel gruplar
halinde, vermikompost ile birlikte, bead ve kaplama seklinde nohut bitkisi Uzerine
uygulandi. Deneme arazisinde nohut bitkisinin kontrol ve deneme gruplarinin buludugu
toplamda 105 parselin nohut bitkisi Uzerindeki gelisim analizleri yapildi. Denemeler
sonucunda 3 kok nohut alinarak degerlerde en etkili grup F5 grubuve en etkili yontem
de mikrobiyal tohum kaplama yontemi oldu. Mikrobiyal MG2 grubu liyofilize bulk tozu
ikinci en etkili grup olurken 6zellikle damlama ile bitki ylizeyine uygulanmasi igin ideal
bir alternatif Grin oldu. F3 + vermikopost grubu Ugunct en etkili grup oldu.
Vermikompost dreticileri i¢in bu grup vermikompostun nohuta 6zgu verimini
arttiracaklar1 alternatif bir {rtin oldu. TUm bu etkili gruplar Gaziosmanpasa
Universitesi’nde retilip ticari triin ornekleri olarak stoklandi. Olusturulan driinler
amonyakli kimyasal giibrelere gore c¢ok uygun maliyete sahiptir. Bundan sonraki
calismalarda bu bakteri gruplarmin idendifikasyonun saglanmasi ve etkili
mikroorganzimalaribelirlemek olabilir. Bakteri sayisini ortalama bir degere indirmek

maliyeti biraz daha diistirme agisindan daha dogru olacaktir.
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