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Baklagiller beslenmenin yani sira tarimsal alanlarda da Onemli bir bitki grubudur. Ekim ndbeti
uygulamalariyla beraber topraga azotca zengin organik giibre kazandirmaktadirlar. Azot baglama
gorevini baklagil bitkilerin koklerinde bulunan nodiillerde olusan Rhizobium bakterileri
gerceklestirmektedir. Rhizobium bakterilerinin izolasyonu ve g¢ogaltimi {izerine g¢esitli ¢aligmalar
yapilmigtir. Bu aragtirmada fig ve bakla bitkisinden Rhizobium bakterilerinin izolasyonu asamasinda
hidrojen peroksit (H202) ve sodyum hipoklorit (NaClO)’in farkli dozlar1 ve siireleri uygulanarak, nodiil
sterilizasyonu iizerine olan etkisi incelenmistir. Calisma Sakarya Uygulamali Bilimler Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Caligmada fig ve bakla bitkisinden alinan
nodiiller, %50°lik H,O, ¢ozeltisinde 10, 15 ve 20 dakika siirelerde bekletme islemi Sterilizasyon
acisindan her iki bitkide de basarili sonug vermistir. Diger ¢alisma konusu olan NaClO uygulamasinin;
%40, %50 ve %60’lik ¢cozeltilerinde 10, 15 ve 20 dakika muamele islemi fig bitkisi i¢in basarili sonug
verirken, bakla bitkisi i¢in yeterince sterilizasyon saglayamamistir. Uygulamalardan yeterli
sterilizasyon saglanan ve herhangi bir kontaminasyon goriilmeyen nodiiller segilip kiiltiir ortamina
alinmgtir. Rhizobium bakterilerinin ¢ogaltim asamasinda Nutrient Broth besi yeri kullanilmistir. Petri
kaplarinda hazirlanan besi yeri ortamlarina uygun prosediirlerde bakteri ekim islemi
gergeklestirilmigtir. Bu ortamin bakteri ¢gogaltimi tizerindeki basarist gozlemlenmistir.
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Bacteria (Rhizobium spp) Isolation Study Using Different Sterilization
Methods in Vetch (Vicia sativa L..) and Faba Bean (Vicia faba L.)

ABSTRACT

Leguminous plants are not only important for nutrition but also for agricultural fields. Through crop
rotation practices, they contribute nitrogen-rich organic fertilizer to the soil. The nitrogen fixation
process is carried out by Rhizobium bacteria located in the nodules of leguminous plants. Various
studies have been conducted on the isolation and multiplication of Rhizobium bacteria. In this study,
the effects of different doses and durations of hydrogen peroxide (H202) and sodium hypochlorite
(NaClO) on nodule sterilization were investigated during the isolation of Rhizobium bacteria from
vetch and faba bean. The study was carried out in the laboratories of the Faculty of Agriculture,
Sakarya University of Applied Sciences. In the study, nodules obtained vetch and faba bean were
treated with 50% H202 solution for 10, 15, and 20 minutes, which resulted in successful sterilization
for both plants. In the case of NaClO treatments, 40%, 50%, and 60% solutions with 10, 15, and 20
minute exposure times yielded successful results for vetch, while faba bean did not achieve
sufficient sterilization. Nodules that showed no contamination and sufficient sterilization were
selected and transferred to the culture medium. Nutrient Broth was used for the multiplication of
Rhizobium bacteria. Bacterial inoculation was carried out in petri dishes with the prepared culture
medium, and the success of bacterial multiplication on this medium was observed.

Keywords: Isolation, Contamination, Nodule, Rhizobium bacterium
1. Giris

Baklagiller, Diinya florasinda 650 cins ve 16000 tiir ile temsil edilen, tarim alaninda ekonomik degere
sahip, olduk¢a onemli bir familyadir. insan yiyecegi ve hayvan yemi olarak kullanilmaktadir [1].
Organik maddece fakir topraklarda, baklagil bitkileri ile yesil giibre uygulamasi, topragin organik
maddece zenginlesmesini saglamaktadir [2]. Kok sapli ve siiliikklii baklagiller erozyon kontrolii
acisindan etkilidir. Baklagil yem bitkileri, bugdaygillerle beraber yetistirildigi zaman ot verimi ve
protein oraninda artig goriilmektedir. Diinya genelinde insan beslenmesindeki bitkisel proteinlerin
%22’si, karbonhidratlarin da %7’si yemeklik tane baklagillerden saglanmaktadir [3]. Baklagillerin
o6nemli 6zelliklerinden bir digeri de toprakta bulunan Rhizobium bakterileri ile kurduklar1 ortak yasam
sonucu atmosferdeki %78 oranindaki molekiiler azotu topraga baglamalaridir. Baz1 bakteriler, mavi-
yesil algler ve mantarlar disinda hicbir canli, azotu dogrudan kullanma yetenegine sahip degildir.
Atmosferde bol miktarda bulunan bu molekiiler azotun amonyum formlarina indirgenerek, yarayisli hale
gecmesine azot fiksasyonu denir [4]. Azot fiksasyonu sonucu yilda 175 milyon ton azot tespit edilmekte
ve bunun da yaklasik yaris1 Rhizobium spp. bakterilerinin baklagillerle olan simbiyotik iliskisi sonucu
saglanmaktadir. Gerek diinya protein ihtiyacinin artmasi, gerekse mineral azotlu giibrelerin tiretimi ve
kullanimi sirasinda ortaya ¢ikan ¢evre sorunlart nedeniyle Rhizobium spp. bakterileri tarafindan
gerceklestirilen simbiyotik azot fiksasyonunun 6nemi giin gegtikce artmaktadir [5]. Canlilarin bu
kaynaktan yararlanabilmeleri i¢in azot molekiilleri arasindaki ii¢lii bagin ikili baga indirgenmesi ve
azotun hidrojen ve oksijenle birlesmesi gerekir. Rhizobium spp. bakterileri konak segici olup, baklagiller
(Leguminosae) familyasindaki bitkilerle birlikte bulunur ve bu bitkilerin koklerinde nodiiller olusturarak
azot fiksasyonunu gerceklestirirler [4]. Rhizobium bakterileri baklagillere 6zel olmakla birlikte her
baklagil bitkisine de 6zel Rhizobium bakterisi bulunmaktadir. Nodiillerde azot baglayici olarak;
Rhizobium sp., BradyRhizobium sp. ve AzoRhizobium sp. cinslerinin oldugu tespit edilmistir. En iyi
bilinenler ise bezelye, fasulye, soya fasulyesi, yonca gibi baklagil bitkilerinin kok nodiillerinde olusan
Rhizobium sp. bakterileridir. Belirli Rhizobium tiirleri arasinda asilama yapilmaktadir [6]. Bu asilama
ile belirli baklagil bitkilerini enfekte etmekte ve nodiil olusumuna yardimci olmaktadir. Nodiil olugumu,
bitki kokleri tarafindan salgilanan flavonoid sentezi ile baslayarak, bitki ve bakteri arasinda gerceklesen
bir iligkidir. Bu sayede baklagiller, hem kendi ihtiyaci olan azotu kargilamakta hem de kendinden sonra
ekilecek bitkiye azot bakimindan zengin bir toprak birakmaktadir [7]. Her baklagil yem bitkisi i¢in 6zel
bakteri grubu oldugu gibi, her grup igerisinde de azot tespit etme yoniinden etkili veya etkisiz suslar
bulunmaktadir. Etkili suglarin yumrucuk meydana getirmelerine karsilik, azot tespit etme giicleri cok
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diistiktir [8]. Bu nedenle, ¢esitli bitkiler igin etkili suslarin bulunup tiretilmesi gereklidir. Bu amagla
calismada materyal olarak segilen baklagil tiirlerinden adi fig; ¢ok genis bir adaptasyon yetenegine
sahip olmasi, tane ve yesil otunda protein oraninin yiiksek olmasi, kisa siirede gelismesi, ekim nobetinde
arzu edilen bir bitki olmasi, topraga azot fikse etmesi, yesil giibre olarak kullanilmasi, topraktaki organik
madde miktarini arttirmasi gibi nedenlerle iilkemizde en fazla ekim alanina sahip yem bitkilerinden
birisidir [9]. Fig, diinyada ve iilkemizde hayvanlara kaba ve kesif yem saglamak, topragin verim giiciinii
artirmak i¢in yetistirilen, yesil ve kuru otu lezzetli ve besleyici, taneleri yalniz olarak veya arpa ile
beraber verildiginde hayvanlar i¢in zengin bir kesif yem kaynagi olan, samaninin besleme degeri diger
samanlardan daha yiiksektir [10]. Diger bitki olan bakla hem insan hem de hayvan beslenmesinde
6nemli bir protein kaynagi ve diinyanin birgok yerinde ekim nébetinin g6z ardi edilmeyen bir bitkidir
[11].

S6z konusu bitkilerden bakteri suslarinin {iretim siirecinde bilinmesi gereken bir diger konu ise bakteri
izolasyonu oncesi nodiil sterilizasyonu ve bakterilerin ¢ogaltilacagi uygun ortamlarin belirlenmesidir.
Ogiitcii [12] ¢alismasinda Rhizobium bakterilerine 6zel besi yeri olarak, icerisinde karbon kaynagi
olarak mannitol, organik azot kaynagi olarak ise Yeast Mannitol Agar (YMA) kullanmis ve elde ettigi
sonuglar 1s1¢inda bakterilerinin topraktan izolasyonunun zor oldugunu ancak kok nodiillerinin
izolasyonu kolayca yapilabilecegini, Rhizobium bakterileri Kongo kirmizili YMA’ya ekilip, 1s1ksiz
alanda inkiibe edildiginde boyay1 absorbe ettigini ve beyaz-opak pembemsi koloniler olusturdugunu,
ayrica Rhizobium bakterileri yeni yapilmis Brom Timol Mavili YMA’da besi yerinin yesil rengini hizli
iireyenlerin sartya, yavas tireyenlerin ise maviye doniistlirdiigiinii bildirmistir.

Somasegaran ve Hoben [13], fasulye bitkisinin kok nodiillerini topladiktan sonra ilk olarak %5’lik
sodyum hipoklorit i¢inde iki dakika tutarak, yiizey sterilizasyonu yapmislardir. Bu islemler laminar hava
akislt kabin igerisinde gergeklesmistir. Nodiildeki bakteri izolasyonu igin ise her bir nodiil i¢erisinde
steril 1 ml distile su bulunan tiiplere konulmus, burada 10 dakika bekletilmek suretiyle nodiillerin
yumugamast saglanmistir. Nodiiller daha sonra steril bir tiip igerisinde parcalanip, bakterilerin siviya
bulagmasi saglanmigtir. Daha sonra bakterilerin ¢ogaltilmas1 amaciyla 6zel hazirlandiklari YMA
(Mannitol 10 g, K:HPO4 0.5 g, MgSQO4,7H,0 0.2 g, NaCl 0.1 g, Yeast eksrakt 0.8 g 15 g I-1 (distile su)
ortami lizerine bakteri bulastirdiklari sividan 0.5 ml alinarak esit bir sekilde yaymiglar ve 28°C sicaklikta
7 giin boyunca inkiibasyona birakmiglardir. Olusan Rhizobium bakterileri tiiplere doldurulmus, ayni
ortam {izerine ekimi yapilmistir. Daha sonra tekrar ayni ortam, petri kaplarina alinmistir. Bakteri
¢ogaltimi gergeklesmistir. Her 6 ayda bir yenilenip +4°C' de muhafaza edilmistir.

Christiansen ve Graham [14]’in yaptiklar1 ¢alismada, besin soliisyonuna farkli diizeylerde eklenen
fosforun fasulyede azot fiksasyonu ve nodiilasyon parametrelerine olan etkileri incelenmistir. 1 mg Kg-
1 4 mg kg™ ve 16 mg kg diizeylerinde besin soliisyonuna eklenen fosfor ile nodiil kuru agirhigi sirastyla
70, 212 ve 354 mg bitki? olarak alinirken, bitkideki toplam azot sirasiyla 45, 108 ve 126 mg bitki™
olarak bulunmustur.

Yavas ve Unay [1] tarafindan yapilan ¢alismada, iklim degisikliginin kok nodiil olusumu ve Biyolojik
Azot Fiksasyonu (BNF) tizerindeki etkileri arastirilmig, baklagiller ve bakteriler arasindaki simbiyotik
iligkinin artan CO; kosullar1 altinda nodiil gelisimini hizlandirdigi ve BNF'yi artirdigi belirtilmistir.
Ancak, iklim senaryolarina gore 2-4°C'lik sicaklik artisi ve beraberindeki kurakligin, kok tiiyi
enfeksiyonunu, nodiil sayisini, nodiil biytkliglini, nodiil gelisimini ve aktivitesini azaltarak BNF'yi
olumsuz etkileyecegi, ayrica tuzlulugun nodiil solunumunu ve leghemoglobin igerigini azaltacagi
vurgulanmustir.

Tirkoglu [15], Rhizobium cinsi bakterilerinin gelistirilmesinde Yeast Ekstrakt Mannitol (YEM) sivi
besiyeri, Poli-B-hidroksibiitirat (PHB) iiretim miktarlarinin incelenmesinde melas besi ortami
kullanilmistir. YEM besi yeri igerisindeki maddeler 1 litre distile suda ¢6ziindiiriilmistiir. 0.01N HCL
ve 0.01N NaOH kullanilarak, besi yerinin pH degeri 7’ye ayarlanip, 121°C de 15 dakika sterilize
edilmistir. Melas ise saf su ile %0.5, %0.1 ve %1.5lik konsantrasyonlara ayarlanarak, 121°C'de 15
dakika sterilize edilmistir. Izole edilen Rhizobium phaseoli suslar1 besi yerinde yuvarlak, kenarlari
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diizgiin ve berrak koloniler olusturmustur. Suslarmn hepsi YEM besi yerinde mukoz olusturmustur.
Suslarin hareket kabiliyetlerinin basarili oldugu gézlemlenmistir. Suslarin tiimii 36 saat ve 120 saat
sonra iireme gosterip asit olusturmuslardir.

Ogiitcii ve ark. [16], yabani figden (Vicia cracca) izole ettikleri Rhizobium suslarmi diisiik ve normal
diizeyde sicakliklarda fig (Vicia sativa L. cv. Karaelgi) bitkilerinde nodiil olusturma ve azot baglama
potansiyellerini arastirilmiglar ve diigiik sicaklikta biiyiitiilen bitkilerde kuru biyomas, nodiil kitlesi, azot
iceriklerinin genel olarak azaldigini ancak bazi suslarin ise diisiik sicaklikta etkili olduklarini tespit
etmigler ve bu suslarm uygun bolgelerde kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Ogiitcii [12], yapmis oldugu arastirmada, nodiillerden Rhizobium bakterilerinin izolasyonunu
incelenmistir. Steril edilen nodiiller 1 ml steril saf su i¢ceren havanda ezilerek bakteri disar1 ¢ikartilmig
ve YMA plaklarina ¢izgi ekimi yapilmistir. Petriler 28+1°C'de 3-5 giin arasi inkiibasyona birakilmustir.
Olusan bakteriler YMA besi ortami olan tiiplere aktarilmistir. Nohuttan 32, figden 97 adet izolat elde
edilmisgtir.

Somasegaran ve Hoben [13], Rhizobium leguminosarum ssp. Ciceri bakterisi i¢in yiizey sterilizasyonu
yapmistir. Calismada tohumlar %80’lik etil alkolle 10 saniye muamele edilmis ve alkoliin u¢gmasi i¢in
beklendikten sonra %3’liik hidrojen peroksit ¢ozeltisi icerisinde 5 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda
tohumlar steril saf su ile yikanip, steril petrilere aktarilmistir. 25°C'de etiivde ¢imlendirilmistir.
Cimlenen tohumlar igerisine %15°lik seker ¢6zeltisi bulunan inoculum ile muamele edilerek, kiiltiiriin
tohumlara iyice bulagsmasi saglanmustir.

Ali [16], yapmis oldugu ¢alismada 2 adet Rhizobium japonicum ve bir adet Bradyrhizobium japonicum
ile 2 adet Rhizobium sp. susunun PHB iiretimlerini tespit etmistir. Calismada kullanilan bakterilerin
PHB verimlerinin (hiicre kuru agirligina gore) %2.2-51.1 arasinda oldugu tespit edilmistir.

Bu ¢alismada baklagil yem bitkilerinden fig ve baklanin; nodiillerinden Rhizobium bakteri izolasyonu
asamasinda, farkli sterilizasyon yontemlerinin s6z konusu tiirlere ait Rhizobium bakterilerinin izolasyon
ve ¢ogaltim basarisi lizerine etkileri incelenmistir.

2. Materyal ve Yontem

Bu calisma Sakarya Uygulamali Bilimler Universitesi Ziraat Fakiiltesi Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda
steril kabin igerisinde gerceklestirilmistir. Caligmada; Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii
Miidiirliigiinden temin edilen Eresen-87 bakla ¢esidi ile Alfa Tohum Firmasindan temin edilen Niliifer
fig ¢esidi kullanilmigtir. Fig ve bakla tohumlar sterilize edilmis kum, torf ve toprak karigimi (sirasiya
1/4, 1/4, 2/4) ile hazirlanmis saksilara ekilerek %50 gi¢ceklenme donemine kadar beklenmis ve %50
cigeklenme doneminden saksilardan bitkiler sokiilerek, nolduller elde edilmistir. Calismada ayrica
sterilizasyon malzemesi olarak, hidrojen peroksit (H202) ve sodyum hipoklorit (NaClO), besi yeri olarak
da Murashige & Skoog (MS) ve Nutrient Broth (NB) kullanilmuistir.

2.1. Nodiillerin Sterilizasyonu

Oncelikle %50 ciceklenme doneminde hasat edilen bakla ve fig bitkisinin koklerinde olusan nodiiller
topraklarindan arindirmak igin yikama iglemine tabi tutulmustur. Yarim saatte bir suyu degistirilerek
suda bekletilip temizlenmistir. Bu islem 4 kez uygulanmistir. Daha sonra nodiiller bisturi yardimi ile
koklerden ayrilmistir [12].

Nodiillerin en uygun sterilizasyon optimizasyonunu belirlemek i¢in sterilizasyon agamasinda hidrojen
peroksit (H202) ve sodyum hipoklorit (NaClO) kullanilmistir. Sterilizasyon asamasinda hidrojen
peroksit (H202) %50’lik ¢ozelti oraninda 3 farkli ¢alkalama (10, 15 ve 20 dk.) siirelerinde ve sodyum
hipoklorit (NaClO) ise 3 farkli farkli ¢ozelti oranlarinda (%40-50-60) ve sabit 15 dk. calkalama
stiresinde uygulanmistir. Nodiiller, hazirlanan konsantrasyonlarda belirtilen doz ve siirelerde muamele
edildikten sonra 3 kez ve 5’er dakika steril saf su ile durulanmustir (Tablo 1). Sterilizasyona tabi tutulan
nodiiller MS ortamina kiiltiire alinmistir [15].
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Tablo 1. H,0; ve NaClO uygulama prosediirii

Sterilizasyon kimyasali  Cesme suyunda bekletme Calkalama siiresi Cozelti oranlar:

H20, 1 saat 10 dk %50
(Hidrojen peroksit) 1 saat 15 dk. %50
1 saat 20 dk. %50
NaClO 1 saat 10 dk %40
(Sodyum hipoklorit) 1 saat 15 dk. %50
1 saat 20 dk. %60

Daha sonra kiiltiir ortaminda kontaminasyon gostermeyen nodiiller, MS ortamindan alinarak steril petri
tizerinde bisturi yardimu ile ezilip, kiiglik pargalar haline getirilmistir [16].

2.2. Rhizobium bakterilerinin ¢ogaltimi

Rhizobium bakterileri i¢in uygun bakteri besi ortami 6 g I'! Nutrient Broth (NB) kullanilarak hazirlanmis
ve ortamlar steril kabin i¢inde steril falkon tiiplerine esit miktarda dagitilmistir. Daha sonra ezilmis
nodiiller, stvi Nutrient Broth ortaminda bakterinin gogalmasi i¢in 23-25°C sicaklikta kiiltiire alinmustir.
Besi yerinde 16-18 saat i¢inde g¢ogalan bakteriler steril ortamda 6ze yardimi ile daha oOnceden
hazirlanmis 6 g I Nutrient Broth Agar igeren petrilerde tek klon elde etmek igin gizimler yaparak kiiltiire
alinmustir [15].

3. Bulgular ve Tartisma

Bakterilerin devamliligin1 gézlemlemek ve tek klon elde etmek i¢in yeniden sivi besi ortamina alinan
bakteriler, 16-18 saat falkon tiipte bekletildikten sonra petrilerde bulunan kati besi ortamlarina
bulastirilmustir (Sekil 1). Bu islem sonucunda kolonilerde tekrardan ¢ogalma gozlemlenmistir [12].

- S— - — - ar ——
%40’ik NaClO’ da treyen fig %60’k NaClO* da ﬁxeyén ﬁg %>50’lik H202‘de bulunan bakla
bitkisine ait Rhizobium bakterisi bitkisine ait Rhizobium bakterisi bitkisi Rhizobium bakterisi

Sekil 1. Calismanin farkli asamalarina ait gorseller.
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Elde edilen verilere gore nodiil sterilizasyonunda %350 lik hidrojen peroksit ile 10-15-20 dk.
araliklarla ¢alkalanip ve daha sonra MS ortamina kiiltiire alinan hem fig hem de bakla bitkilerinin
nodiillerinde kontaminasyon goriilmemistir (Sekil 2).

Bakla ve Figde Sterilizasyon Oram (%)

m Bakla
mFig

10 Dk 15 DK 20 Dk

Sekil 2. Bakla ve Fig nodiillerinin farkli uygulama siirelerine gore hidrojen peroksit ile sterilizasyon oranlari.

Diger taraftan sodyum hipoklorit ile farkli oranlar (%40-%50-%60) ve farkl: siirelerde (10, 15, 20 dk.)
sterilizasyona tabi tutulan fig bitkisinin nodiilleri, 10 dk.’lik siirede %40-%50-%60 sodyum hipoklorit
oranlarinda sirasiyla %65, %50 ve %25 oranda kontaminasyon gosterirken, diger (15, 20 dk.) siireler ve
konsantrasyonlarda herhangi bir kontaminasyona rastlanmamistir (Sekil 3).

Figde Sterilizasyon Oram (%)

m 10 Dk
m 15 DK
= 20 Dk

40% 50% 60%

Sekil 3. Fig nodiillerinin farkli sodyum hipoklorit konsantrasyonlar: ve uygulama siirelerine gore sterilizasyon
oranlart.

Bakla bitkisi nodiillerinden elde edilen sterilizasyon sonuglarina gore sodyum hipokloritin tiim oranlari
(%40-%50-%60) ve siirelerinde (10, 15, 20 dk.) izole edilmis nodiiller tizerinde %30 ile %80 oraninda
kontaminasyon goriilmiistiir. Bu sonuglara gore %40°lik sodyum hipoklorit 10, 15 ve 20 dk.
sterilizasyon siirelerinde sirasiyla %80, %78 ve %70 oraninda kontaminasyon goézlemlenmistir (Sekil
4). %50’lik sodyum hipoklorit uygulamasimin 10 dk.’lik siiresinde %65, 15 dk.’lik siiresinde %50 ve 20
dk.’lik siiresinde ise %40 kontaminasyon gerceklesmistir. %60’lik sodyum hipoklorit uygulamasinda
10 dk.’lik siirede %50, 15 dk.’lik siiresinde %45 ve 20 dk.’lik siiresinde ise %30 kontaminasyon
gergeklesmistir (Sekil 4).
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Baklada Sterilizasyon Oram (%)

m 10 Dk
m 15 DK
20 Dk
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Sekil 4. Bakla nodiillerinin farkli sodyum hipoklorit konsantrasyonlart ve uygulama siirelerine gore sterilizasyon
oranlart.

Bakla bitkisi nodiillerinde sterilizasyon amaciyla uygulanan sodyum hipokloritin doz ve uygulama
stireleri arttik¢ca kontaminasyon oraninin diistiigii, ancak tam sterilize nodiil eldesi saglanmadig: tespit
edilmistir. Bu sonuclara gore uygulanan sterilizasyon materyalinin etkisi nodiiliin elde edildigi bitki
tirtine gore farklilik gostermektedir. Bu sebeple Rhizobium bakterilerinin izolasyonu asamasinda
minimum Kontaminasyonu saglamak amaciyla yaygin olarak kullanilan sodyum hipokloritin izolasyon
yapilacak bitki tiiriine gore doz ve siirelerinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir. Yousef ve Hussein [18]
tarafindan yapilan ¢alismada, bakla (Vicia faba L.) tohumlarinin yiizey sterilizasyonunda %3 H20-
kullanilmig ve basarili nodiilasyon ile etkili Rhizobium kolonizasyonu elde edilmistir. Bu durum,
H>O2’nin  uygun konsantrasyonlarda kullamldiginda bitki dokularma zarar vermeden
mikroorganizmalarin uzaklastirilmasinda etkili oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde, Mahdhi et al.
[20] ¢alismasinda Vicia sativa kok nodiillerinden izole edilen bakterilerin yiizey sterilizasyonu
sonrasinda analiz edilmesiyle yiiksek kaliteli Rhizobium izolatlar1 elde edilmistir. Burada da etkili
sterilizasyonun dogru izolasyon igin kritik oldugu vurgulanmustir. Shalaby et al. [21] tarafindan Vicia
sativa ve Vicia cinerea bitkilerinden Rhizobium izolasyonu yapilan bir calismada, sterilizasyon sonrast
elde edilen izolatlar genetik ve fenotipik olarak karakterize edilmis ve sterilizasyon adiminin izolasyon
stirecindeki 6nemi vurgulanmustir.

Sterilizasyon i¢in kullanilan sodyum hipokloritin figde olumlu sonu¢ vermesinin yani sira bakla
bitkisinde gostermis oldugu bu hassasiyet ¢calismanin yapilacag bitki tiiriine gore sterilizasyon materyal
ve yontemi segmek gerekliligini gostermektedir.

4. Sonuclar

Bu ¢alismada bitkisel materyal olarak hayvan besleme agisindan 6nemli baklagil yem bitkilerinden fig
(Vicia sativa L.) ve bakla (Vicia faba L.) bitkileri kullamilmustir. Koklerden nodiil izolasyonu ve ¢esitli
sterilizasyon yontemleri her iki bitki {izerinde incelenmistir. Bu dogrultuda sterilizasyon i¢in sodyum
hipoklorit (NaClO) ve hidrojen peroksit (H202) kullanilmistir. Elde edilen verilere gore her iki
bitkininde yaniti, kullanilan farkli kimyasallarin oranlarina ve farkli sterilizasyon siirelerine gore degisik
olmustur. Sonug olarak, %50°lik H2O2'nin her iki bitki iizerinde daha etkili bir sterilizasyon yontemi
oldugu one ¢ikmistir. Bu bulgular, tarim ve biyoteknoloji alanlarinda Rhizobium bakterilerinin
izolasyonu ve kullanimi i¢in uygun sterilizasyon yontemlerinin se¢ilmesinde yol gosterici olacaktir.

5. Beyanname

5.1. Rakip Cikarlar

"Bu calismada herhangi bir ¢ikar ¢atigmasi yoktur"
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5.2. Yazarlarin Katkilari

Sorumlu Yazar Mehmet OTEN: Hipotezin olusturulmasi, Sonuglara ulasmak icin gere¢ ve
yontemlerin planlanmasi, deneylerin yapilmasi, verilerin diizenlenmesi ve bildirilmesi i¢in sorumluluk
almak, bulgularin mantikli agiklanmasi ve sunumu i¢in sorumluluk almak, aragtirma sirasinda literatiir
taramasi ile ilgili sorumluluk almak, yazinin tiimii veya asil boliimiin olusturulmasi i¢in sorumluluk
almak, makaleyi teslim etmeden Once sadece imla ve dil bilgisi agisindan degil ayn1 zamanda entelektiiel
icerik acisindan yeniden calisma yapmak.

Yazar Zeynep DURAN: Deneylerin yapilmasi, verilerin diizenlenmesi ve bildirilmesi igin sorumluluk
almak, bulgularin mantikli agiklanmasi ve sunumu i¢in sorumluluk almak, arastirma sirasinda literatiir
taramasi ile ilgili sorumluluk almak, yazinin tiimii veya asil boliimiin olusturulmasi i¢in sorumluluk
almak.

Yazar Ferzat TURAN: Deneylerin yapilmasi, verilerin diizenlenmesi ve bildirilmesi i¢in sorumluluk
almak, bulgularin mantikli agiklanmasi.

5.3. Etik Kurul Onay1
Etik kurul izni gerektiren bir ¢alisma degildir.
5.4. Tesekkiir

“Bu arastirma i¢in, yazarlar disinda katki yapan kisi veya kurum bulunmamaktadir”

6. Kaynakca

[1] Yavas 1., Unay A. (2018). Baklagillerde K6k, Nodiil Olusumu ve Azot Fiksasyonu Uzerine Baz1 Kiiresel 1klim Degisikligi
Parametrelerinin Etkisi. Uluslararast Tarim ve Yaban Hayati Bilimleri Dergisi (UTYHBD), 4(2), 270 — 278.

[2] Avcioglu, R., Hatipoglu, R., Karadag, Y. (2009). Baklagil Yem Bitkileri, Cilt II. Tarim ve K&y Isleri Bakanlig1, Tarimsal
Uretim ve Gelistirme Genel Miidiirliigii, izmir.

[3] Wery, J. and P. Grinac. (1983). Uses of Legumes and their economic importance. In Technical Handbook on Symbiotik
Nitrogen Fixation. FAO, Rome, ltaly.

[4] Fritsche, W. 1990. Mikrobiologie. Gustav Fischer Verlag. Jena

[5] Isler, E., 2009. Farkli asilama yontemleri ile bakteri (Bradyrhizobium japonicum) asilamasimn azot fiksasyonuna ve tane
verimine etkisi. Yiiksek Lisans Tezi, Siileyman Demirel Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, 53 s.

[6] Uyanik, M., Rezaeieh, K. A. P., Delen, Y., Giirbiiz, B., (2011). Baklagillerde Bakteri Asilamas1 ve Azot Fiksasyonu,
Ziraat Miihendisligi Dergisi, 357, 8-12.

[7] Sarioglu, G., S, Ozgelik, S. Kaymaz, 1993. Selection of effective nodosity bacteria (Rhizobium leguminosarum
biovar.viceae) from lentil grown in Elazig. Turkish Journal of Agriculrure and Forestry, 17: 569-573.

[8] GOk, M., Onag, 1., 1995. Degisik Bradyrhizobium japonicum izolatlari ile asilamanin farkli soya gesitlerinde verime,
nodiilasyona ve N2 fiksasyonuna etkisi. /lhan Akalan Toprak ve Cevre Sempozyumu, Cilt 11, 237-246.

[9]1 Acikgdz, E., 2001. Yem Bitkileri (Ders Kitab1). Uludag Uni. Giiglendirme Vakfi Yaym No: 182, Vipas AS.Yaym No: 58,
584 s, Bursa.

[10] Albayrak, S. 2002. Karadeniz Bolgesinde Fig Tarimi. Tiirk-KOOP. Ekin Dergisi. 6:21, s 40-43.

[11] Mwanamwenge, J. and Loss, S.P., Siddique, K. H. M., Cocks, P. S. 1998. Growth, seed yield and water use of faba bean
(Vicia faba L.) in a short-season Mediterranean-type environment. Australian Journal of Experimental Agriculture, 38(2),
171-180.

[12] Ogiitcii, H. 2000. Yabani baklagil bitkilerinden izole edilen rhizobium suslarnn baklagil bitkilerinden nodiil
olusturma ve azot baglama potansiyellerinin arastiriimast (Master's thesis, Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii).

[13] Somasegaran, P. and Hoben, H.J. 1994. Handbook for Rhizobia: Methods in Legumes-Rhizobium Technology.
Springer-Verlag, New York, Inc., 450. https://doi.org/10.1007/978-1-4613-8375-8

[14] Christiansen, I. and Graham, P.H. 2002. Variation in dinitrogen fixation among andean bean (Phaseolus vulgaris L.)
genotypes grown at low and high levels of phosohorus supply. Field crop res. 73, 133-142.

[15] Tiirkoglu, Z. 2009. Bazi Rhizobium bakterilerinin melas besiortaminda poly-3-hidroksibiitirat  PHB iiretimlerinin
incelenmesi, Firat Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali (M.S. thesis)

Journal of Agricultural Biotechnology (JOINABT) 6(1), 14-22, 2025 21



Mehmet Oten, Zeynep Duran, Ferzat Turan
Farkl: Sterilizasyon Yontemleri Kullanilarak Fig (Vicia sativa L.) ve Bakla (Vicia faba L.)’da Bakteri...

[16] Ogiitcii, H., Algur, O. F., Giilliice, M., Adigiizel, A. 2010. Mikrobiyal giibre olarak kullanilan ve yabani bitkilerden izole
edilen Rhizobium suglarmin farkli sicaklik sartlarinda azot baglama potansiyellerinin Arastirilmasi. Biyoloji Bilimleri
Aragtirma Dergisi, 3(1), 47-52.

[17] Ali, E. 2002. Bazi Rhizobium bakterilerin melas: besi ortaminda poli-beta-hidroksibiitirat PHB iiretimi ile protein profil
ve plazmid DNA larinin incelenmesi. Gazi Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Ana Bilim Dali (M.S. thesis)

[18] Cetin Karaca, U. 2010. Konya yéresinde yetistirilen kuru fasulyeden izole edilen Rhizobium bakterilerinin etkinliklerinin
belirlenmesi Selguk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Anabilim Dali (Ph.D.
dissertation).

[19] Naeima, Mh, Yousef, Nemmat, & Hussein. 2017. Impacts of inoculation with rhizobium leguminosarum and arbuscular
mycorrhizae and phosphate on vicia faba L . Bangladesh J. Bot. 46(2): 599-605.

[20] Mahdhi, M., Fterich, A., Rejili, M. et al. 2012. Legume-nodulating bacteria (LNB) from three pasture legumes (Vicia
sativa, Trigonella maritima and Hedysarum spinosissimum) in Tunisia. Ann Microbiol 62, 61-68.

[21] Moustafa, E., Shalaby Ismael, A., Khatab and Ahlam, A., Mehesen. 2014. Molecular and phenotypic characterization of
symbiotic Rhizobium isolated from some wild Vicia species under Egyptian conditions. Journal of applied sciences
research 10(1): 53-62.

@ @ © 2020 by the authors. Submitted for possible open access publication under the terms and
conditions of the Creative Commons Attribution 4.0 International (CC BY 4.0) license

(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)

Journal of Agricultural Biotechnology (JOINABT) 6(1), 14-22, 2025 22



