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 Araştırmamızda kullanılan yabani baklagil bitkileri ( Medicago sativa, M.lupulina ve M. 

varia) Erzurum iline ait yüksek rakımlı (2000-2500m) bölgelerden (Palandöken dağı, 

Alibaba dağı, Turnagöl dağı, Hasanbaba dağı, Eğerli dağı, Yıldırım dağı, Çubuklu dağı, 

Deveboynu mevkii, Kayakyolu mevkii, Telsizler tepesi ve Dumlu tepesi) Haziran ve 

Temmuz aylarında toplandı. Bu bitkilerden elde edilen nodüller steril edilerek YMA 

(Yeast Mannitol Agar) plaklarına çizgi ekim yapıldı ve petriler 28+1ºC’de 3-5 gün 

süreyle inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi sonunda oluşan tipik koloniler oluşturan 

(beyaz, saydam veya hafif mat, mukozlu, yuvarlak, kabarık) 39 izolat seçilerek yatık 

YMA tüplerine aktarıldı ve buzdolabında +4ºC’de muhafaza edildi. Sonraki aşamada bu 

izolatlar sitolojik ve biyokimyasal analizlerle tanımlanmaya çalışıldı. Bu amaçla izolatlar; 

Brom Thymol Mavili ve Kongo Kırmızılı YMA’da üreme, gram özelliği, hareket, katalaz 

ve oksidaz testlerine tabi tutularak değerlendirildi. Yapılan sitolojik ve biyokimyasal 

analizler sonucunda elde edilen 39 izolatın 28’inin Rhizobium spp. olduğu tespit edildi.  
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 In our study used wild leguminous plants (Medicago sativa, M. lupulina and M. varia ) 

Erzurum belongs to the high altitude (2000 - 2500m ) regions ( Palandöken mountain, 

Alibaba mountain, Turnagöl mountain, Hasanbaba mountain, Eğerli mountain, Yıldırım 

mountain, Çubuklu mountain, Deveboynu locality, Kayakyolu locality, Telsizler and 

Dumlu hill ) were collected during the months of June and July. Nodules were obtained 

from this plant were sterilized, YMA (Yeast Mannitol Agar) plates were streaked and 

petri dishes 28+1ºC were incubated for 3-5 days. Colonies appear after incubation 

typically constitute (white, clear or slightly opaque, mucosity, round, raised) 39 isolates 

were selected and transferred to tubes and refrigerated YMA were stored at +4ºC. In the 

next stage, cytological and biochemical analyzes of these isolates were studied to 

determine. For this purpose isolates; YMA containing bromothymol blue and congo red 

reproduction, gram stain reaction, movement and subjected to catalase and oxidase tests 

were evaluated. The cytological and biochemical analysis of results showed that 28 of 39 

strains belonged to Rhizobium spp. 
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Giriş 

Gelecekte dünyamızın karşılaşacağı en önemli 

problem, 2025 yılında 8 milyara ulaşacağı tahmin edilen 

dünya nüfusudur. Dünya nüfusunun 830 milyonunun 

açlık sınırında olduğu ve küresel ısınmaya bağlı olarak 

değişen iklim sisteminin gıda üretimi üzerindeki olumsuz 

etkileri de göz önüne alındığında önümüzdeki 20 yıl 

içerisinde en önemli konunun tarımsal üretim olacağı 

tahmin edilmektedir. 

Günümüzde tarımsal üretimin artırılması için azotlu 

mineral gübreleme maliyetlerinin yüksek olmasının 

yanısıra; bu gübrelerin ortamda farklı özel ihtiyaçlarının 

olması ve çevre kirliliğine yol açması nedeniyle 

topraktaki azot açığının giderilebilmesi için, biyolojik 

azot fiksasyonu gibi, doğal ve daha ekonomik 

kaynaklardan yararlanma çalışmalarına ilginin gün 

geçtikçe arttığı gözlenmektedir. Gerek simbiyotik 

fiksasyon yapan Angiosperm türlerinin gerekse baklagil 

bitki türlerinin birer azot üretim fabrikası gibi çalıştıkları 

bildirilmektedir (Boşgelmez ve ark., 2001; Özer ve ark., 

2010; Andeden ve ark., 2013). İlaveten, önemli bir 

potansiyele sahip olan azot fiksasyonu aracılığıyla toprağa 

bağlanan azot miktarının 175 milyon ton/yıl olduğu tespit 

edilmiştir (Sarıoğlu, 1993). 

Yurdumuzda, Hititler zamanından bu yana tarımı 

yapılmakta olan yonca (Medicago sp.) yem bitkilerinin en 

önemlisidir. Yonca tarımının %90-95’i ise Medicago 

sativa ile gerçekleştirilmektedir. Çok uzun ömürlü olan 

yoncanın ekonomik ömrü 7-10 yıldır. Otunun beslenme 

değeri yüksek olan bu bitki vitamin ve mineral maddeler 

yönünden zengindir. Yonca’da nodül oluşturan Rhizobium 

türleri Sinorhizobium meliloti, Rhizobium meliloti veya 

Sinorhizobium medicae (Lajudie et al., 1994; Zribi et al., 

2004; Villegas et al., 2006) olarak adlandırılmaktadır. 

Çevresel faktörler azot fikse eden bitkilerin 

aktivitelerini ve büyümelerini sınırlayabilir. Rhizobium-

baklagil simbiyotik ilişkisinde azot fiksasyonu bitkinin 

fizyolojik durumu ile ilgilidir. Baklagil bitkilerde 

nodülasyon ve azot fiksasyonunu sınırlayan faktörlerin; 

tuzluluk, uygun olmayan toprak asitliği, besin farklılığı, 

yetersiz fotosentez, bitkisel hastalıklar, mineral toksikliği, 

ekstrem sıcaklıklar, verimsiz ve aşırı toprak basıncının 

olduğu bildirilmektedir. Çevresel şartlar; üstün azot 

bağlama gücü olan bazı Rhizobium suşlarının kolonize 

olmasını sağladığından ve azot bağlama potansiyellerini 

olumsuz etkilediğinden çeşitli ekstrem ekolojik şartlara 

adaptasyon sağlamış suşların seçilmesi ve aşılamada  

 

 

kullanılması büyük önem arzetmektedir (Öğütcü, 2008; 

Öğütcü, 2010). Erzurum gibi serin iklim koşullarının 

hakim olduğu bölgelerde, düşük sıcaklık şartlarına 

adaptasyon sağlamış suşların tespitini amaçlayan bu 

araştırmada, yüksek rakımlı bölgelerden toplanan yonca 

bitkilerinden Rhizobium sp. bakterileri izole edilmiş 

sitolojik ve biyokimyasal analizleri yapılmıştır. 

Materyal ve Metod 

Rhizobium bakterisi içeren yabani yonca bitkileri 

(Medicago sativa, M .lupulina and M. varia) Erzurum 

iline ait Palandöken dağı, Alibaba dağı, Turnagöl dağı, 

Hasanbaba dağı, Eğerli dağı, Yıldırım dağı, Çubuklu dağı, 

Telsizler tepesi ve Dumlu tepesi’nden Haziran ve 

Temmuz aylarında toplandı (Çizelge 1). Bu bitkilerden 

elde edilen steril nodüllerden YMA plaklarına çizgi ekimi 

yapılarak, petriler 28+1ºC’de 3-5 gün süreyle 

inkübasyona bırakıldı. Oluşan tipik koloniler (beyaz, 

saydam veya hafif mat, mukozlu, yuvarlak, kabarık) 

seçilerek yatık YMA tüplerine aktarıldı ve buzdolabında 

+4ºC’de muhafaza edildi (Atıcı, 2005; Öğütcü2010). 

Daha sonra elde edilen 39 izolat sitolojik ve biyokimyasal 

analizlerle tanımlanmaya çalışıldı. Bu amaçla bakteriler 

Bromthymol Mavili besiyerinde ve Kongo Kırmızılı 

YMA’da üretildi, gram özellikleri belirlendikten sonra 

hareket, katalaz ve oksidaz testlerine tabi tutularak 

değerlendirildi ((Somasegaran and Hoben 1985; Öğütcü, 

2009). 

Bulgular 

Bu araştırmada yabani yonca bitkilerinden elde edilen 

izolatların sitolojik, kültürel ve biyokimyasal özellikleri 

sırasıyla Çizelge 1 ve 2’de özetlenmiştir. Çizelgelerde de 

görüldüğü gibi 39 izolatın 28’i Gram negatif özellikte ve 

hepsi çubuk biçimindedir. Gram negatif özellikte bulunan 

bakteriler, genellikle YMA besiyerinde opak, beyaz ve 

mukozlu, Bromtimol mavili YMA besiyerinde sarı renkli, 

Kongo Kırmızılı YMA besiyerinde ise beyaz-opak 

koloniler oluşturmuşlardır. Yine Gram negatif özellikteki 

izolatların Pepton Glikoz Agar besiyerinde üremelerinin 

zayıf olduğu, hatta bazılarının hiç üremediği görülmüştür. 

İzolatların Litmus Milk besiyerinde alkali reaksiyon 

göstererek genellikle serum zonu oluşturmuşlardır. Ayrıca 

izolatların katalaz ve sitokrom oksidaz enzimlerine sahip 

oldukları ve hareketli oldukları da çizelgelerde 

görülmektedir. 

Çizelge 1 Sinorhizobium medicae türlerinin izole edildiği bitkilerin toplandığı lokaliteler ve yükseklikleri 

İzolat No İzolasyon bölgesi Yükseklik(ma.s.l.) 

HF85, HF88, HF103 Telsizler Tepesi 2100 

HF188, HF191, HF208,HF373 Deveboynu Mevkii 2000 

HF15,HF18, HF45, HF46, HF48 Kayakyolu Mevkii 2250 

HF64, HF66, HF71, HF84 Palandöken Dağları 2500 

HF109, HF113 Yıldırım Dağı 2350 

HF184, HF115, HF369 Alibaba Dağı 2350 

HF209, HF312, HF363, HF368 Turnagöl Dağı 2250 

HF213, HF296, HF301 Hasanbaba Dağı 2100 

HF305, HF308,HF310, HF372 Eğerli Dağı 2300 

HF315, HF319, HF322,HF370 Çubuklu Dağı 2400 

HF328, HF330, HF331 Dumlu Tepesi 2350 
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Çizelge 2 Sinorhizobium medicae izolatlarının sitolojik ve biyokimyasal özellikleri 

Izolat 

No. 

Gram 

boyama 

Bakteri 

morfolojisi 

Koloni 

rengi 

Mukoz 

oluşturma 

Brom 

thymol blue 

besiyerinde 

koloni rengi 

Congo red 

besiyerinde 

koloni 

rengi 

Hareket Katalaz Oksidaz 

HF15 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF18 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF45 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF46 - Çubuk Krem - Beyaz Pembe - - - 

HF48 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF64 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF66 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF71 - Çubuk Krem - Beyaz Pembe - - - 

HF84 - Çubuk Krem - Beyaz Pembe - - - 

HF85 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF88 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF103 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HK109 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF113 - Çubuk Krem - Beyaz Pembe - - - 

HF115 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF184 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF188 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF191 - Çubuk Krem + Sarı Pembe + + + 

HF208 - Çubuk Krem - Beyaz Pembe - - - 

HF209 - Çubuk Krem - Beyaz Beyaz - - - 

HF213 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF296 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF301 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF305 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF308 - Çubuk Krem + Sarı Pembe + + + 

HF310 - Çubuk Krem - Beyaz Beyaz - - - 

HF312 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF315 - Çubuk Krem + Sarı Pembe + + + 

HF319 - Çubuk Krem - Beyaz Beyaz - - - 

HF322 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF328 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF330 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF331 - Çubuk Krem + Sarı Pembe + + + 

HF363 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF368 - Çubuk Krem - Beyaz Pembe - - - 

HF369 - Çubuk Krem + Sarı Beyaz + + + 

HF370 - Çubuk Krem - Beyaz Pembe - - - 

HF372 - Çubuk Krem + Sarı Pembe + + + 

HF373 - Çubuk Krem - Beyaz Beyaz - - - 
 

 

Sonuç olarak, sitolojik ve biyokimyasal analiz 

verilerine göre elde edilen 39 izolatın 28’inin 

Sinorhizobium medicae (Rhizobium meliloti veya 

Sinorhizobium meliloti ) türü olduğu Bergey ‘s Manual of 

Systematic Bacteriology’e göre tespit edildi (Jordan, 

1984; Çizelge 1 ve 2). 

Tartışma ve Sonuç 

Araştırmamızda yabani yonca bitkilerinden izole 

edilen bakterilerin teşhisinde geleneksel teşhis yöntemleri 

uygulanmıştır. Klasik yöntemlerde izolatların kültürel 

özelliklerinin Rhizobium türleri için belirtilen özelliklere 

uyup uymadıkları araştırılmış ve bu amaçla YMA, Brom 

thymol mavili ve Kongo kırmızılı YMA besiyerlerinde 

üreme, gram özelliği, hareket, katalaz ve oksidaz 

testlerine reaksiyonları incelenmiştir. Çeşitli araştırıcılar 

(Beck et. al., 1993; Öğütcü, 2009). Rhizobium 

bakterilerinin YMA besiyerinde beyaz-krem renkli, opak, 

bazen şeffaf ve mukozlu koloniler oluşturduğunu, Brom 

thymol mavili besiyerinde hızlı üreyenlerin yeşil renkli 

besiyerini asit üreterek maviye dönüştürdüğünü, Kongo 

kırmızılı YMA besiyerinde ise pembe-beyaz ve opak 

koloniler oluşturduklarını belirtmektedirler. Bu özellikler 

bakımından izolatların 11 tanesinin literatürde 

belirtilenlere uymadığı, 28 tanesinin ise literatürde 

belirtilen özelliklere uyduğu görülmüştür (Çizelge 2). 

Genellikle agar plaklarında hızlı üreyen Rhizobium’ların 

2-5 mm çaplı koloniler oluşturdukları belirtilmektedir 

(Somasegaran and Hoben 1985; Öğütcü, 2009). 

Araştırmamızda elde edilen izolatların saf kültürlerinde 

oluşturdukları kolonilerin büyüklüğünün belirtilen 

sınırlarda olduğu gözlemlenmiştir.  
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Kültürel özellikleri bakımından olumlu bulunan 

toplam 28 izolat hücresel yapı, Gram özellikleri ve 

hareket yetenekleri bakımından da incelenmiş ve hepsinin 

çubuk şeklinde, gram (-) ve hareketli oldukları 

belirlenmiştir. Bu bulgular Rhizobium cinsine ait 

bakterilerin sitolojik özellikleriyle de uygunluk 

göstermektedir (Matos ve Schröder, 1989; Holt 1994; 

Adıgüzel, 2010).  

Ayrıca Rhizobium bakterilerinin katalaz ve sitokrom 

oksidaz enzimlerine sahip oldukları bildirilmektedir (Gök, 

1993; Öğütcü, 2009). Genelikle katalaz enziminin 

anaerobik ve mikroaerofilik bakterilerde, sitokrom 

oksidaz enziminin de Gram (-) fakültatif anaerobik 

bakterilerde bulunmadığı belirtilmekte olup (Tamer 

vd.,1986)  izolatlarımızın 28 tanesi bu iki test bakımından 

da pozitif bulunmuştur (Çizelge 2). 

Araştırmada belirlenen izolatların moleküler 

düzeydeki tanımlamaları yapıldıktan sonra simbiyotik 

etkenlik ve azot bağlama potansiyellerinin 

araştırılmasının ardından tarla denemelerinin de 

eklenmesi ile beraber rekabet yeteneklerinin tespit 

edilmesi sonucunda tarımsal faaliyetlerde mikrobiyal 

gübre olarak kullanılabilecekleri tavsiye edilebilir. 
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