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OZET

Ornekler, Corum-Osmancik bélgesindeki celtik alanlarindan toplanmugtir. Azot fikse eden siyanobakterilerin izolasyonunda,
azot icermeyen BG-II besiyeri kullanilnistir. Cins diizeyinde tanimlanan siyanobakterilerin nitrojenaz aktiviteleri iizerine igik
siddeti etkisinin tammlanmasinda asetilen rediiksiyon tekniginden yararlamlmistir. Tiim cinslerde 600 liiks 151k siddeti en
yiiksek nitrojenaz aktivitesine yol acarken, 900 liiks 151k siddetinin, séz konusu aktiviteyi 300 liiks 151k siddetinden daha fazla
baskiladigi goriilmiistiir. Tiim cinslerin iiremesi ise, baslangicta artmis ancak artan igik siddetinde biyomas baskilanmugtir.

Anabhtar kelimeler: Siyanobakteri, 151k siddeti, nitrojenaz aktivitesi, iireme
SUMMARY

Samples were collected from paddy fields in Corum- Osmancik 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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GIRIS (3, 4, 5). Atmosferdeki serbest azotun, mikroor-

Atmosferin % 78'inin elementer azot oldugu bi- ganizmalar vasitasiyla amonyaga donligmesi “azot
. . L. L. fiksasyonu” olarak tanimlanmaktadir. Bu islem,
linmektedir. Azot, kantitatif olarak onemli bir bi- . b'y e b © ) 3 :
. . . . simbiyotik ve serbest yasayan mikroorganizmalar
yoelementtir ve biyosferde molekiillerde bagh Y i .y 32y ) .g -
azot, mikroorganizmalar ve bitkiler tarafindan ta vasitasiyla gerceklestirilmektedir. Bacillus subtilis
’ . . ve Corynebacterium glutamicum azot fiske eden
sinmaktadir. Cok sayida azot igeren bilesik, fark- " Y i gd y Ktir. Agot fik
. . o mikroorganizmalara sadece iki Ornektir. Azot fik-
It mikroorganizmalar tarafindan azot kaynagi ola- £

. se eden bakteriler temelde serbest ve simbiyotik
rak kullanilmaktadir. Bunlar arasinda nitrat ve y

amonyum gibi inorganik iyonlar, {ire, aminoasit-
ler ve bazi azot iceren bazlar gibi basit organik
bilegikler sayilabilir. Buna ilaveten ¢ogu bakteri
azot fikse etme yetenegindedir (1, 2, 3).

Dogada azot dongiisii mikroorganizmalar tarafin-
dan, nitrifikasyon, denitrifikasyon, amonifikasyon
veya azot fiksasyonu seklinde gerceklesmektedir

yasayanlar olmak iizere iki grupta toplanmaktadir.

Serbest yasayan bakteriler enerji kaynagina gore
kemoorganotroflar (Azotobacter sp.), kemolitotrof-
lar (Alcaligenes sp.) ve fototroflar (Anabaena sp.)

olarak gruplandirilir.

Serbest yasayan fakat anaerop sartlarda azot fik-

se etme yetenegine sahip organizmalar da, enerji

(*) Bu ¢alisma Doktora tezinin bir kismidur.



kaynagi olarak organik maddeleri (Clostridium
sp.), inorganik maddeleri (Methanococcus sp) ve
15181 (Rhodospirillum  sp.) kullanmaktadirlar
2, 4.

Ikinci grupta ise, simbiyotik olarak yasayan ve
legiimenin bulunup bulunmayigina gore farklilik
gosteren organizmalar bulunmaktadir. Legiimenli
bitkiler, atmosferik azotu fikse ederek azotlu bi-
lesiklere doniistiirmekte ve bunu da bitkinin ge-
lisimi i¢in kullanmaktadirlar. Leglimenli bitkilerle
cogunlukla birlik olusturan bakteriler Rhizobium,
Bradyrhizobium ve Azorhizobium tiirleridir.

Bazi legiimensiz angiyospermler (Alnus sp.:Akgaa-
gac), kok nodiillerinde bulunan aktinomisetlerin
(Frankia sp.) faaliyeti sonucu azot fikse etmek-
tedirler (3, 4).

Toprak ve sularda serbest yasayan mikroorganiz-
malar tarafindan fikse edilen azotun yilda yakla-
sik 45- 100 kg /hektar arasinda degistigi, sadece
siyanobakterilerin fikse ettikleri azot miktarinin
ise yilda 28 kg /hektar oldugu bilinmektedir. Bu

da dikkat cekici bir unsurdur.

Iklim sartlar1 iilkemize benzeyen Asya ve Giiney
Avrupa iilkelerinde, siyanobakteriler biyogiibre
olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde Hindistan'da
yaklagik 2 milyon, Burma'da 40 bin, Cin'de 20
bin ve Amerika'da yaklagik bin hektar tarim ara-
zisinde siyanobakteriler biyogiibre olarak kullanil-
maktadir. Ulkemizde bu durum baklagil ekim
alanlarinda Rhizobium tiirlerinin kullanimi ile si-
nirhdir.

Azot fiksasyonunun 1s1k, sicaklik, nemlilik gibi
cevresel faktorlerden etkilendigi bilinmektedir. Bu
nedenle cevresel faktorlere direncli, azot fiksasyo-
nu yetenegi fazla olan suglarin izole edilmesi ka-
liteli giibre eldesinde ©nemli bir asamadir. Biyo-
giibre maliyetinin, inorganik giibre maliyetinin
dortte biri kadar olmasi biyogiibre kullanimini ca-
zip hale getirmektedir.

Azot fiksasyonuna cevresel faktorlerin etkisi iize-
rine ¢ok sayida arastirma bulunmasina (6-44) rag-
men 151k siddetinin, nitrojenaz aktivitesi iizerine
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etkisine yonelik fazla arastirmaya rastlanmamigtir
(41, 45-49). Bu nedenle konu {izerindeki eksikli-
ge katkida bulunmak amaciyla bu calisma plan-
lanmigtir.

Bu caligma, celtik tarimi yapilan bolgelerden izo-
le edilen ve azot tespit eden siyanobakterilerde,
151k siddetinin nitrojenaz aktivitesi ve iireme iize-
rine etkisinin arastirilmasi amaci ile yapilmigtir.

GEREC VE YONTEM

Arastirmada kullanilan azot fikse eden siyanobak-
teriler celtik bitkisinin gelisme siiresi boyunca
Corum ilinin Osmancik-Kurupimnar Mevkiinden ii¢
yil siiresince alinan sulu toprak Orneklerinden izo-
le edilmigtir. Calismada ayrica Prof. Dr. Goniil
Donmez tarafindan onceden izole edilen Nostoc ve
Nodularia suglant da kullanilmgtir.

Izolasyon ve identifikasyon. Celtik alanlarindan
alinan Orneklerdeki siyanobakterilerin izolasyonu
amaciyla oOrneklerden seyreltme yapildiktan sonra
azotsuz BGII besiyerine ekim yapilmig ve
besiyerleri 600 liikks beyaz 1sik altinda, oda sicak-
Iiginda (20+£2°C) 25 giin siireyle inkiibasyona bi-
rakilmigtir. Besiyerlerinde {ireyen mavi-yesil
renkteki kolonilerden saf kiiltiir alinmistir (50).

Farkli morfolojik yap1 ve renkteki kolonilerden,
azotsuz BGII besiyerlerine saf kiiltiir alinmustir.
Filamentli yapidaki siyanobakteri kiiltiirlerinden
diger bakterilerin uzaklastirllmasi amaciyla steril
lamlar ile ylizeyi paralel cizgiler halinde ¢izilmis
azotsuz BGII besiyeri Petri kutularinda kullanil-
migstir. Siyanobakteri saf kiiltiirlerinden besiyeri-
nin bir ucuna ekim yapilmig ve karg: taraftan 1g1k
alacak sekilde 600 liiks beyaz 1s1ik altinda 25 giin
siresince inkiibasyona birakilmigtir. Isiga dogru
hareket eden filamentler, mikroskop altinda ince-
lenerek bakteri kontaminasyonu olmayan filament
parcalart steril sartlar altinda egri BGII besiyer-
lerine aktarilmistir (51, 52).

Bu sekilde saflastirilan kiiltiirler mikroskop altin-
da incelenmis ve heterosist, akinet, hormogonyum
bulunup bulunmayis1 gibi morfolojik 6zellikleri
belirlenerek identifikasyonlar1 yapilmistir (53).
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Kuru agirhi@in belirlenmesi: Azot icermeyen
BGI11 siv1 besiyerlerinde iireyen kiiltiirlerin kuru
agirhiklar1 70°C' de 12 saat kurutulduktan sonra
tartimlar1 yapilarak belirlenmigtir (54, 55).

Isik siddetinin nitrojenaz aktivitesine etkisi: Fark-
I1 151k siddetinin nitrojenaz aktivitesine etkisini
belirlemek amaciyla, 25 mililitrelik serum sisele-
rindeki azot icermeyen 10ml BGI11 besiyerlerine
100p1 aktif kiiltiirlerden inokiile edilmistir. Dene-
meler 300, 600 ve 900 liiks beyaz 151k altinda,
oda sicakliginda ( 20+£2°C ) ve 35 giin siireyle
devam etmistir. Ureme periyodu sonunda kiiltiir-
lerin nitrojenaz aktivitelerini belirlemek amaciyla
asetilen rediiksiyon teknigi uygulanmig ve etilen
miktarlar1 hesaplanmigtir (56). Denemeler ii¢c pa-
ralel olarak gerceklestirilmisgtir.

Istatistik: istatistik incelemelerde SPSS kullanil-

migtir.
BULGULAR

Caligmalarimiz sonucunda, tiim cinslerde 1s1k sid-
detinden nitrojenaz aktiviteleri, baglangicta stimii-
le olmus ancak 1s1k siddeti arttikca inhibisyon
gozlenmistir. Yiksek 151k siddetinde (900 liiks)
nitrojenaz aktivitesinin, diisiik 151k siddetine (300
liikks) nazaran daha fazla baskilandig1 saptanmis-
tir. Cizelge 1'de de goriildiigii iizere tiim cinsle-
rin nitrojenaz aktiviteleri 600 liiks 151k siddetinde
artig gostermistir. En yiiksek nitrojenaz aktivitesi
600 liikste 7,8ul etilen/mg.h etilen miktar1 ile
Nostoc susunda, en diisiik ise 900 liikste 0,22ul
etilen/mg.h etilen miktar1 ile Anabaena susuna ait
oldugu belirlenmistir. Uremeleri dikkate alindigin-
da ise tiim suslarda biyomasin baglangigta artti-

Tablo 1. Farkli 151k siddetinin siyanobakterilerde iireme ve
nitrojenaz aktivitesine ektisi

Isik Anabaena sp. Nostoc sp. Nodularia sp.
i 1 1 . 1 1 . 1 1
(liiks) (mg/T) g g

(ul/mgh) | (mg/l) | (ul/mgh)| (mg/l) |(ul/mgh)

300 |256%11.5]0,26%0,006/50%2,5(7,3%0,57| 160%0 [032%0,035

600 52052 {0,34%0,06(50*1,5|78*0,85(203*+5,7 10,15

900 31350 [{0,22%0,03|18%25(0,25£0,05/65+7,0| 04*0

**]sik siddetinin tireme iizerinde etkili (p<0,01) oldugu belirlenmistir.

&1 ancak 1s1k siddetinin artmasma bagl olarak bi-
yomasin baskilandig1 saptanmustir.

TARTISMA

Denemelerimiz sonucunda (300- 600-900 liiks)
Anabaena ve Nodularia’da diisiik ve yiiksek 1s1k
siddetlerinde nitrojenaz aktivitesinin baskilandigi,
en yiiksek aktivitenin gelisime paralel olarak 600
likks 151k altinda gerceklestigi saptanmigstir. Nos-
toc susunun ise diisiik 1sikta da 600 liikkse ya-
kin nitrojenaz aktivitesi gosterdigi ancak 900 liiks
1stkta aktivitenin keskin bir gsekilde baskilandigi
belirlenmistir (Tablo 1.). Valiente and Leganes
(41) 151k siddetinin, heniiz yeterince nitrojenaz
aktivitesi iizerindeki diizenleyici etkisinin bilinme-
digini, bu nedenle olasi bir agiklamanin yiiksek
151k siddetinde fotosentezin artmasi sonucu ortam-
da biriken oksijenin inhibisyona neden olabile-
cegi ileri siiriilmiigtiir. Diisiik 151k siddetlerinde
ise Fay (45) rezerve karbon kaynaklarmin kulla-
nilarak nitrojenaz aktivitesinin desteklendigini, bu
nedenle normal sartlardan daha diisiik seviyede
aktivite gerceklestigini ve bu 6zelligin ekolojik
acidan avantajli olabilecegini bildirmistir.

Valiente and Leganes (41) Nostoc sp. nin 10 uE/
m2.s'de notral pH degerinde nitrojenaz aktivitesi-
nin arttigimi tespit etmistir. Calismalarimiz sonu-
cunda da, benzer olarak Nostoc sugunda 600 liiks
151k altinda nitrojenaz aktivitesinin yiiksek oldugu
belirlenmistr. Isik siddeti arttikga tiim denemeler-
de nitrojenaz aktivitesi diigmiistiir. Karanlik uygu-
lamas ile nitrojenaz aktivitesinden yoksun olgun
heterosistleri iceren siyanobakteriyel filamentlerin
orijinal morfolojilerini korudugu ve tekrar aydin-
latmay1 takiben orijinal nitrojenaz aktivitesinin
hizla iyilestigi bilinmektedir (46). Tsygankov ve
ark (47) Anabaena variabilis' in 40- 60 W/m2'de
maksimum nitrojenaz aktivitesine sahip oldugunu
bildirmiglerdir. Caligmalarimiz  sonucunda ise
Anabaena susunda en yiiksek nitrojenaz aktivi-
tesi 600 liiks 151k altinda (0,34 yE/mg.h) gercek-
lesmigtir. Yapilan caligmalarn bir¢ogunun farklh
cevresel faktorlerle birlikte yapilmasi ve bunlarin
sinerjitik etkisinin olmasi, bu calismada ise 1s1k



siddetinin tek olarak ele alinmasi s6z konusu ca-
lismalarla karsilagtirma yapilmasina izin verme-
mektedir.

Giiniimiize kadar yapilan calismalardan da anla-
sildig1 lizere siyanobakteriler farkli cevresel ko-
sullara tolerans goOsteren organizmalardir. Mikro-
alglerin de {irlin verimini arttirdifi ve ayrica top-
rak stabilizasyonunu sagladig1 bilinmektedir. Uzun
stireli inorganik giibre kullaniminin hem ({iriin
hem de toprak verimini olumsuz yonde etkileme-
si ve pahali bir yontem olmasi tercih edilebilir-
ligini azaltmaktadir. Bu nedenle ekonomik olarak
daha ucuz ve giivenli yontemlere dolayisiyla bi-
yoteknolojik calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismalarimiz sirasinda  kullandigimiz ii¢ cinsin
de 1s18a toleranslarinin farkli oldugunu, ancak
Nostoc susunun digerlerine gére daha yiiksek bir
nitrojenaz aktivitesi gosterdigi saptanmistir. Bu
nedenle biyogiibre caligmalarinda uygun cins ola-
bilecegi diisiiniilmektedir. Diinyanin ¢ogu iilkesin-
de Ozellikle siyanobakterilerin tarim alaninda
“starter kiiltiir” olarak kullanimi yaygindir, ancak
tilkemizde bu konu Rhizobium cinsi ile sinirh
kalmistir. Bu nedenle ucuz ve kaliteli giibre el-
desi icin arastiricilar, siyanobakterilerin iizerinde
yogunlagsarak bunlarin cevresel faktorlere cevapla-
i1 aragtirmiglardir. Giintimiize kadar yapilan ca-
lismalar sonucunda ortaya c¢ikan kani, ucuz ve
kaliteli biyogiibre eldesinde siyanobakterilerden
yararlanmanm kaginilmaz oldugu yoniindedir.

Caligmalarimiz sonucunda elde edilen verilerden,
her ii¢ cinsin optimum 1sik siddeti istegi belirlen-
mis olup bundan sonra yapilacak caligmalara 1g1k
tutacagina inanmaktayiz. Konu iizerinde calisma
yapacak arastiricilarin ilerki basamaklarda “ large
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scale up “ teknigini kullanarak biyogiibre uygu-
lamalarinda kullanilacak olan siyanobakterilerin
tiretimini artirmaya ve dolayisiyla tarim alaninda
yaygin olarak kullaniminin saglanmasina yonelik

olmalidir.
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