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Influence of light intensity on nitrogenase activity and 
growth of Cyanobacteria isolated from paddy fields 

ÖZET

Örnekler, Çorum-Osmanc›k bölgesindeki çeltik alanlar›ndan toplanm›flt›r. Azot fikse eden siyanobakterilerin izolasyonunda,
azot içermeyen BG-II besiyeri kullan›lm›flt›r. Cins düzeyinde tan›mlanan siyanobakterilerin nitrojenaz aktiviteleri üzerine ›fl›k
fliddeti etkisinin tan›mlanmas›nda asetilen redüksiyon tekni¤inden yararlan›lm›flt›r. Tüm cinslerde 600 lüks ›fl›k fliddeti en
yüksek nitrojenaz aktivitesine yol açarken, 900 lüks ›fl›k fliddetinin, söz konusu aktiviteyi 300 lüks ›fl›k fliddetinden daha fazla
bask›lad›¤› görülmüfltür. Tüm cinslerin üremesi ise, bafllang›çta artm›fl ancak artan ›fl›k fliddetinde biyomas bask›lanm›flt›r.

Anahtar kelimeler: Siyanobakteri, ›fl›k fliddeti, nitrojenaz aktivitesi, üreme

SUMMARY

Samples were collected from paddy fields in Çorum- Osmanc›k area. Nitrogen- free BG-II medium was used for the isolation
of nitrogen fixing cyanobacteria. Acetylene reduction technique was used to determine the effect of light intensity on the
nitrogenase activities of the cyanobacteria, which were identified at the genus level. Moreover, in all genera while 600 lux
light intensity was resulted in the highest nitrogenase activity, 900 lux light intensity was found to suppress the same activity
more than 300 lux. As for the growth of all genera, biomass was stimulated at initial period but increasing light intensity was
repressed the biomass.
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Ifl›k fliddetinin çeltik tarlalar›ndan izole edilen 
siyanobakterilerde üremeye ve nitrojenaz 
aktivitesine etkisi (*)

(*) Bu çal›flma Doktora tezinin bir k›sm›d›r.
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G‹R‹fi

Atmosferin % 78'inin elementer azot oldu¤u bi-

linmektedir. Azot, kantitatif olarak önemli bir bi-

yoelementtir ve biyosferde moleküllerde ba¤l›

azot, mikroorganizmalar ve bitkiler taraf›ndan ta-

fl›nmaktad›r. Çok say›da azot içeren bileflik, fark-

l› mikroorganizmalar taraf›ndan azot kayna¤› ola-

rak kullan›lmaktad›r. Bunlar aras›nda nitrat ve

amonyum gibi inorganik iyonlar, üre, aminoasit-

ler ve baz› azot içeren bazlar gibi basit organik

bileflikler say›labilir. Buna ilaveten ço¤u bakteri

azot fikse etme yetene¤indedir (1, 2, 3).

Do¤ada azot döngüsü mikroorganizmalar taraf›n-

dan, nitrifikasyon, denitrifikasyon, amonifikasyon

veya azot fiksasyonu fleklinde gerçekleflmektedir

(3, 4, 5). Atmosferdeki serbest azotun, mikroor-
ganizmalar vas›tas›yla amonya¤a dönüflmesi “azot
fiksasyonu” olarak tan›mlanmaktad›r. Bu ifllem,
simbiyotik ve serbest yaflayan mikroorganizmalar
vas›tas›yla gerçeklefltirilmektedir. Bacillus subtilis
ve Corynebacterium glutamicum azot fiske eden

mikroorganizmalara sadece iki örnektir. Azot fik-
se eden bakteriler temelde serbest ve simbiyotik
yaflayanlar olmak üzere iki grupta toplanmaktad›r.

Serbest yaflayan bakteriler enerji kayna¤›na göre
kemoorganotroflar (Azotobacter sp.), kemolitotrof-

lar (Alcaligenes sp.) ve fototroflar (Anabaena sp.)

olarak grupland›r›l›r.

Serbest yaflayan fakat anaerop flartlarda azot fik-
se etme yetene¤ine sahip organizmalar da, enerji
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kayna¤› olarak organik maddeleri (Clostridium
sp.), inorganik maddeleri (Methanococcus sp) ve
›fl›¤› (Rhodospirillum sp.) kullanmaktad›rlar
(2, 4).

‹kinci grupta ise, simbiyotik olarak yaflayan ve
legümenin bulunup bulunmay›fl›na göre farkl›l›k
gösteren organizmalar bulunmaktad›r. Legümenli
bitkiler, atmosferik azotu fikse ederek azotlu bi-
lefliklere dönüfltürmekte ve bunu da bitkinin ge-
liflimi için kullanmaktad›rlar. Legümenli bitkilerle
ço¤unlukla birlik oluflturan bakteriler Rhizobium,
Bradyrhizobium ve Azorhizobium türleridir. 

Baz› legümensiz angiyospermler (Alnus sp.:Akçaa-
¤aç), kök nodüllerinde bulunan aktinomisetlerin
(Frankia sp.) faaliyeti sonucu azot fikse etmek-
tedirler (3, 4).

Toprak ve sularda serbest yaflayan mikroorganiz-
malar taraf›ndan fikse edilen azotun y›lda yakla-
fl›k 45- 100 kg /hektar aras›nda de¤iflti¤i, sadece
siyanobakterilerin fikse ettikleri azot miktar›n›n
ise y›lda 28 kg /hektar oldu¤u bilinmektedir. Bu
da dikkat çekici bir unsurdur.

‹klim flartlar› ülkemize benzeyen Asya ve Güney
Avrupa ülkelerinde, siyanobakteriler biyogübre
olarak kullan›lmaktad›r. Günümüzde Hindistan'da
yaklafl›k 2 milyon, Burma'da 40 bin, Çin'de 20
bin ve Amerika'da yaklafl›k bin hektar tar›m ara-
zisinde siyanobakteriler biyogübre olarak kullan›l-
maktad›r. Ülkemizde bu durum baklagil ekim
alanlar›nda Rhizobium türlerinin kullan›m› ile s›-
n›rl›d›r.

Azot fiksasyonunun ›fl›k, s›cakl›k, nemlilik gibi
çevresel faktörlerden etkilendi¤i bilinmektedir. Bu
nedenle çevresel faktörlere dirençli, azot fiksasyo-
nu yetene¤i fazla olan sufllar›n izole edilmesi ka-
liteli gübre eldesinde önemli bir aflamad›r. Biyo-
gübre maliyetinin, inorganik gübre maliyetinin
dörtte biri kadar olmas› biyogübre kullan›m›n› ca-
zip hale getirmektedir.

Azot fiksasyonuna çevresel faktörlerin etkisi üze-
rine çok say›da araflt›rma bulunmas›na (6-44) ra¤-
men ›fl›k fliddetinin, nitrojenaz aktivitesi üzerine

etkisine yönelik fazla araflt›rmaya rastlanmam›flt›r
(41, 45-49). Bu nedenle konu üzerindeki eksikli-
¤e katk›da bulunmak amac›yla bu çal›flma plan-
lanm›flt›r.

Bu çal›flma, çeltik tar›m› yap›lan bölgelerden izo-
le edilen ve azot tespit eden siyanobakterilerde,
›fl›k fliddetinin nitrojenaz aktivitesi ve üreme üze-
rine etkisinin araflt›r›lmas› amac› ile yap›lm›flt›r.

GEREÇ VE YÖNTEM

Araflt›rmada kullan›lan azot fikse eden siyanobak-
teriler çeltik bitkisinin geliflme süresi boyunca
Çorum ilinin Osmanc›k-Kurup›nar Mevkiinden üç
y›l süresince al›nan sulu toprak örneklerinden izo-
le edilmifltir. Çal›flmada ayr›ca Prof. Dr. Gönül
Dönmez taraf›ndan önceden izole edilen Nostoc ve
Nodularia sufllar› da kullan›lm›flt›r.

‹zolasyon ve identifikasyon. Çeltik alanlar›ndan
al›nan örneklerdeki siyanobakterilerin izolasyonu
amac›yla örneklerden seyreltme yap›ld›ktan sonra
azotsuz BGII besiyerine ekim yap›lm›fl ve
besiyerleri 600 lüks beyaz ›fl›k alt›nda, oda s›cak-
l›¤›nda (20±2°C) 25 gün süreyle inkübasyona b›-
rak›lm›flt›r. Besiyerlerinde üreyen  mavi-yeflil
renkteki kolonilerden saf kültür al›nm›flt›r (50). 

Farkl› morfolojik yap› ve renkteki kolonilerden,
azotsuz BGII besiyerlerine saf kültür al›nm›flt›r.
Filamentli yap›daki siyanobakteri kültürlerinden
di¤er bakterilerin uzaklaflt›r›lmas› amac›yla steril
lamlar ile yüzeyi paralel çizgiler halinde çizilmifl
azotsuz BGII besiyeri Petri kutular›nda kullan›l-
m›flt›r. Siyanobakteri saf kültürlerinden  besiyeri-
nin bir ucuna ekim yap›lm›fl ve karfl› taraftan ›fl›k
alacak flekilde 600 lüks beyaz ›fl›k alt›nda 25 gün
süresince inkübasyona b›rak›lm›flt›r. Ifl›¤a do¤ru
hareket eden filamentler, mikroskop alt›nda ince-
lenerek bakteri kontaminasyonu olmayan filament
parçalar› steril flartlar alt›nda e¤ri BGII besiyer-
lerine aktar›lm›flt›r (51, 52).

Bu flekilde saflaflt›r›lan kültürler mikroskop alt›n-
da incelenmifl ve heterosist, akinet, hormogonyum
bulunup bulunmay›fl› gibi morfolojik özellikleri
belirlenerek  identifikasyonlar› yap›lm›flt›r (53).
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Kuru a¤›rl›¤›n belirlenmesi: Azot içermeyen
BG11 s›v› besiyerlerinde üreyen kültürlerin kuru
a¤›rl›klar› 70°C' de 12 saat kurutulduktan sonra
tart›mlar› yap›larak belirlenmifltir (54, 55).

Ifl›k fliddetinin nitrojenaz aktivitesine etkisi: Fark-
l› ›fl›k fliddetinin nitrojenaz aktivitesine etkisini
belirlemek amac›yla, 25 mililitrelik serum fliflele-
rindeki azot içermeyen 10ml BG11 besiyerlerine
100μl aktif kültürlerden inoküle edilmifltir. Dene-
meler 300, 600 ve 900 lüks beyaz ›fl›k alt›nda,
oda s›cakl›¤›nda ( 20±2°C ) ve 35 gün süreyle
devam etmifltir. Üreme periyodu sonunda kültür-
lerin nitrojenaz aktivitelerini belirlemek amac›yla
asetilen redüksiyon tekni¤i uygulanm›fl ve etilen
miktarlar› hesaplanm›flt›r (56). Denemeler üç pa-
ralel olarak gerçeklefltirilmifltir.

‹statistik: ‹statistik incelemelerde SPSS kullan›l-
m›flt›r.

BULGULAR

Çal›flmalar›m›z sonucunda, tüm cinslerde ›fl›k flid-
detinden nitrojenaz aktiviteleri, bafllang›çta stimü-
le olmufl ancak ›fl›k fliddeti artt›kça inhibisyon
gözlenmifltir. Yüksek ›fl›k fliddetinde (900 lüks)
nitrojenaz aktivitesinin, düflük ›fl›k fliddetine (300
lüks) nazaran daha fazla bask›land›¤› saptanm›fl-
t›r. Çizelge 1'de de görüldü¤ü üzere tüm cinsle-
rin nitrojenaz aktiviteleri 600 lüks ›fl›k fliddetinde
art›fl göstermifltir. En yüksek nitrojenaz aktivitesi
600 lükste 7,8μl etilen/mg.h etilen miktar› ile
Nostoc suflunda, en düflük ise 900 lükste 0,22μl
etilen/mg.h etilen miktar› ile Anabaena sufluna ait
oldu¤u belirlenmifltir. Üremeleri dikkate al›nd›¤›n-
da ise tüm  sufllarda biyomas›n bafllang›çta artt›-

¤› ancak ›fl›k fliddetinin artmas›na ba¤l› olarak bi-
yomas›n bask›land›¤› saptanm›flt›r.

TARTIfiMA

Denemelerimiz sonucunda (300- 600-900 lüks)
Anabaena ve Nodularia’da düflük ve yüksek ›fl›k
fliddetlerinde nitrojenaz aktivitesinin bask›land›¤›,
en yüksek aktivitenin geliflime paralel olarak 600
lüks ›fl›k alt›nda gerçekleflti¤i saptanm›flt›r. Nos-
toc  suflunun ise düflük ›fl›kta da 600 lükse ya-
k›n nitrojenaz aktivitesi gösterdi¤i ancak 900 lüks
›fl›kta aktivitenin keskin bir flekilde bask›land›¤›
belirlenmifltir (Tablo 1.). Valiente and Leganes
(41) ›fl›k fliddetinin, henüz yeterince nitrojenaz
aktivitesi üzerindeki düzenleyici etkisinin bilinme-
di¤ini, bu nedenle olas› bir aç›klaman›n yüksek
›fl›k fliddetinde fotosentezin artmas› sonucu ortam-
da biriken oksijenin inhibisyona neden  olabile-
ce¤i ileri sürülmüfltür. Düflük ›fl›k fliddetlerinde
ise Fay (45) rezerve karbon kaynaklar›n›n kulla-
n›larak nitrojenaz aktivitesinin desteklendi¤ini, bu
nedenle normal flartlardan daha düflük seviyede
aktivite gerçekleflti¤ini ve bu özelli¤in ekolojik
aç›dan avantajl› olabilece¤ini bildirmifltir.

Valiente and Leganes (41) Nostoc sp. nin 10 μE/
m2.s'de nötral pH de¤erinde nitrojenaz aktivitesi-
nin artt›¤›n› tespit etmifltir. Çal›flmalar›m›z sonu-
cunda da, benzer olarak Nostoc suflunda 600 lüks
›fl›k alt›nda nitrojenaz aktivitesinin yüksek oldu¤u
belirlenmifltr. Ifl›k fliddeti artt›kça tüm denemeler-
de nitrojenaz aktivitesi düflmüfltür. Karanl›k uygu-
lamas› ile nitrojenaz aktivitesinden yoksun olgun
heterosistleri içeren siyanobakteriyel filamentlerin
orijinal morfolojilerini korudu¤u ve tekrar ayd›n-
latmay› takiben orijinal nitrojenaz aktivitesinin
h›zla iyileflti¤i bilinmektedir (46). Tsygankov ve
ark (47) Anabaena variabilis' in 40- 60 W/m2'de
maksimum nitrojenaz aktivitesine sahip oldu¤unu
bildirmifllerdir. Çal›flmalar›m›z sonucunda ise
Anabaena  suflunda en yüksek nitrojenaz aktivi-
tesi 600 lüks ›fl›k alt›nda (0,34 μE/mg.h) gerçek-
leflmifltir. Yap›lan çal›flmalar›n birço¤unun farkl›
çevresel faktörlerle birlikte yap›lmas› ve bunlar›n
sinerjitik etkisinin olmas›, bu çal›flmada ise ›fl›k

Ifl›k fliddetinin çeltik tarlalar›ndan izole edilen siyanobakterilerde üremeye ve nitrojenaz aktivitesine etkisi

Tablo 1. Farkl› ›fl›k fliddetinin siyanobakterilerde üreme ve
nitrojenaz aktivitesine ektisi

**Ifl›k fliddetinin üreme üzerinde etkili (p<0,01) oldu¤u belirlenmifltir.

Ifl›k
fiiddeti
(lüks)

300

600

900

256 11.5

520 52

313 50±

±

± 0,26 0,006

0,34 0,06

0,22 0,03±

±

±

Anabaena sp.        Nostoc sp.      Nodularia sp.

Etilen
Miktar›
(μI/mg.h)

Kuru a¤.
(mg/I)

Etilen
Miktar›
(μI/mg.h)

Kuru
a¤.

(mg/I)

Etilen
Miktar›
(μI/mg.h)

Kuru
a¤.

(mg/I)

50 2,5

50 1,5

18 2,5±

±

± 7,3 0,57

7,8 0,85

0,25 0,05±

±

± 160 0

203 5,7

65 7,0±

±

± 0,32 0,035

1 0,15

0,4 0±

±

±
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fliddetinin tek olarak ele al›nmas› söz konusu ça-
l›flmalarla karfl›laflt›rma yap›lmas›na izin verme-
mektedir.

Günümüze kadar yap›lan çal›flmalardan da anla-
fl›ld›¤› üzere siyanobakteriler farkl› çevresel ko-
flullara tolerans gösteren organizmalard›r. Mikro-
alglerin de ürün verimini artt›rd›¤› ve ayr›ca top-
rak stabilizasyonunu sa¤lad›¤› bilinmektedir. Uzun
süreli inorganik gübre kullan›m›n›n hem ürün
hem de toprak verimini olumsuz yönde etkileme-
si ve pahal› bir yöntem olmas› tercih edilebilir-
li¤ini azaltmaktad›r. Bu nedenle ekonomik olarak
daha ucuz ve güvenli yöntemlere dolay›s›yla bi-
yoteknolojik çal›flmalara ihtiyaç duyulmaktad›r.

Çal›flmalar›m›z s›ras›nda kulland›¤›m›z üç cinsin
de ›fl›¤a toleranslar›n›n farkl› oldu¤unu, ancak
Nostoc suflunun di¤erlerine göre daha yüksek bir
nitrojenaz aktivitesi gösterdi¤i saptanm›flt›r. Bu
nedenle biyogübre çal›flmalar›nda uygun cins ola-
bilece¤i düflünülmektedir. Dünyan›n ço¤u ülkesin-
de özellikle siyanobakterilerin tar›m alan›nda
“starter kültür” olarak kullan›m› yayg›nd›r, ancak
ülkemizde bu konu Rhizobium cinsi ile s›n›rl›
kalm›flt›r. Bu nedenle ucuz ve kaliteli gübre el-
desi için araflt›r›c›lar, siyanobakterilerin üzerinde
yo¤unlaflarak bunlar›n çevresel faktörlere cevapla-
r›n› araflt›rm›fllard›r. Günümüze kadar yap›lan ça-
l›flmalar sonucunda ortaya ç›kan kan›, ucuz ve
kaliteli biyogübre eldesinde siyanobakterilerden
yararlanman›n kaç›n›lmaz oldu¤u yönündedir.

Çal›flmalar›m›z sonucunda elde edilen verilerden,
her üç cinsin optimum ›fl›k fliddeti iste¤i belirlen-
mifl olup bundan sonra yap›lacak çal›flmalara ›fl›k
tutaca¤›na inanmaktay›z. Konu üzerinde çal›flma
yapacak araflt›r›c›lar›n ilerki basamaklarda “ large
scale up “ tekni¤ini kullanarak biyogübre uygu-
lamalar›nda kullan›lacak olan siyanobakterilerin
üretimini art›rmaya ve dolay›s›yla tar›m alan›nda
yayg›n olarak kullan›m›n›n sa¤lanmas›na yönelik
olmal›d›r.
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