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ÖZET 

VERMİKOMPOST UYGULANMIŞ TOPRAKTA NİTRİFİKASYON VE 
DENİTRİFİKASYON BAKTERİ TOPLULUK YAPISININ KÜLTÜRDEN 

BAĞIMSIZ MOLEKÜLER TEKNİKLER İLE İNCELENMESİ 
  
 
 
 

 

Raziye YILDIZ 

Yüksek Lisans Tezi Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Anabilim Dalı 

Danışman: Doç. Dr. İlker UZ 

Mayıs 2023; 100 sayfa 

     Toprak verimliliğinin korunması ve geliştirilmesi toprağın fiziksel, kimyasal 
ve biyolojik özelliklerinin iyileştirilmesi ve istenen seviyelerde tutulmasına bağlıdır. Bu 
amaçla kullanılan geleneksel organik gübrelerin yanı sıra son yıllarda vermikompost da 
önemli bir alternatif olarak karşımıza çıkmaktadır. Vermikompostun toprak 
mikroorganizmaları üzerine etkilerini araştıran çalışmalar genelde topraktaki biyolojik 
aktiviteyi temsil eden belli parametreler ile sınırlı kalmıştır. Bu parametrelerin toprağın 
biyolojik durumunun iyi bir göstergesi olduğu kabul ediliyor ise de aslında bu tek başına 
yeterli olmayabilir. Özellikle önemli besin döngülerinde görev alan mikroorganizma 
gruplarının topluluk yapı ve çeşitlilik durumlarının DNA temelli “kültürden bağımsız” 
moleküler teknikler ile detaylı incelenmesi topraktaki biyolojik dinamikleri 
anlayabilmemiz açısından çok önemlidir. Araştırılması gereken mikrobiyal grupların 
başında da azot döngüsünde görev alan nitrifikasyon ve denitrifikasyon bakterileri 
gelmektedir. Ancak, vermikompost uygulanan topraklarda nitrifikasyon ve 
denitrifikasyon bakteri topluluklarının yapısı ve çeşitliliği hakkında yapılmış detaylı bir 
moleküler ekolojik çalışma bulunmamaktadır. Bu çalışma topraktaki (rizosfer toprağı ve 
normal toprak) nitrifikasyon ve denitrifikasyon bakteri topluluk yapı ve çeşitliliğinin ne 
yönde etkilendiği sorusuna kültürden bağımsız moleküler teknikler yardımıyla cevap 
aramayı ve topluluk yapısı ve çeşitliliği ile topraktaki diğer biyokimyasal parametreler 
arasındaki ilişkileri belirlemeyi amaçlamıştır. Bu amaca yönelik olarak, çakılı deneme 
şeklinde iki dönem arka arkaya yürütülen çalışmada kıvırcık marul yetiştirilen bir tarla 
toprağında vermikompost uygulamasının normal toprak ve rizosfer toprağına etkileri 
çiftlik gübresi ve kimyasal gübre uygulamaları ile karşılaştırmalı olarak incelenmiştir. 
Yapılan moleküler analizler sonunda elde edilen filogenetik veriler, amoA ve nirK genleri 
bağlamında, amonyum okside eden bakteri ve denitrifikasyon bakteri topluluk yapısında 
zaman ve uygulamalara bağlı olarak değişimler olduğunu göstermiştir. Özellikle 
amonyum okside eden bakterilere ait değişimler filogenetik ağaç üzerinde daha rahatlıkla 
izlenebilmiştir. Bu çalışmaya ait topraklarda Nitrosospira alt grup 3’ün baskın olduğu ve 
uygulamalar sonunda görülen değişimlerin de genel olarak bu grup içinde olduğu 
görülmüştür. Ayrıca, aerobik denitrifikasyon yapabilen bakterilere ve denitrifikasyon 
yapabilen amonyum okside eden bakterilere benzer klonların tespit edilip bunların 



 

ii 
  

değişimlerinin izlenebilmesi de önemlidir. Vermikompost gübresinden elde edilen 
klonların farklı grupları içermesi, bu gübrenin toprakta bakteri çeşitliliğine önemli 
katkılar sağlayabileceğini göstermektedir. Bununla birlikte, tesbit edilen değişimlerin, 
çalışma kapsamında takip edilen diğer biyolojik ve kimyasal parametrelerle ilişkisi tam 
açık olmamıştır. Ancak, dönemlere göre farklılık göstermekle birlikte amonyum okside 
eden bakteri popülasyonunun nitrifikasyon bakteri sayısı ve toplam N ile ve 
denitrifikasyon bakteri popülasyonun ise nitrifikasyon aktivitesi, amonyum ve toplam N 
ile olumlu etkileşim içinde olduğu söylenebilir. Elde edilen sonuçlar, vermikompost başta 
olmak üzere toprağa uygulanan organik gübrelerin nitrifikasyon ve denitrifikasyon 
topluluk yapı ve çeşitliliğini doğrudan veya dolaylı olarak etkileyebildiklerini 
göstermiştir. Ancak, bu etki ve etkileşimlerin daha iyi anlaşılabilmesi için daha uzun 
vadeli çalışmalara ihtiyaç bulunmaktadır.   

ANAHTAR KELİMELER: AmoA, Bakteri, Çeşitlilik, Denitrifikasyon, Dizi Analizi, 
Filogenetik Analiz, Moleküler Ekoloji, NirK, Nitrifikasyon, Toprak Mikrobiyolojisi, 
Vermikompost 

JÜRİ: Doç. Dr. İlker UZ 

 Prof. Dr. Ali COŞKAN 

 Dr. Öğr. Üyesi İsmail Emrah TAVALI 



 

iii 
  

ABSTRACT 

INVESTIGATION OF NITRIFICATION AND DENITRIFICATION 
BACTERIAL COMMUNITY STRUCTURE IN VERMICOMPOST APPLIED 

SOIL BY CULTURE-INDEPENDENT MOLECULAR TECHNIQUES 

Raziye YILDIZ 

MSc Thesis in Soil Science and Plant Nutrient 

Supervisor: Associate Professor İlker UZ 

May 2023; 100 pages 

The improving and maintaining soil fertility depends on improving the physical, 
chemical and biological properties of the soil and keeping them at the desired levels. In 
addition to the traditional organic fertilizers used for this purpose, vermicompost has 
emerged as an important alternative in recent years. Studies investigating the effects of 
vermicompost on soil microorganisms have generally been limited to certain parameters 
representing the biological activity in the soil. Although these parameters are considered 
to be good indicators of the biological status of the soil, they alone may not be sufficient. 
In particular, detailed examination of community structure and diversity of 
microorganism groups that take part in important nutrient cycles by DNA-based “culture-
independent” molecular techniques is very important to understand the biological 
dynamics in the soil. Nitrifying and denitrifying bacteria, which take part in the nitrogen 
cycle, are at the forefront of the microbial groups that need to be investigated. However, 
there is no detailed molecular ecological study on the effect of vermicompost on 
community structure and diversity of nitrification and denitrification bacteria in soil. In 
this study, the aim was to find an answer to the question of how nitrification and 
denitrification bacterial community structure and diversity in soil (rhizosphere soil and 
bulk soil) is affected to find out the relationships between community structure and other 
biochemical parameters in the soil. For this purpose, the effects of vermicompost 
application on bulk soil and rhizosphere soil were investigated in a field experiment 
carried out in two consecutive growth seasons and compared with animal manure and 
chemical fertilizer. The phylogenetic data from molecular analysis showed that the 
community structure of ammonia oxidizing bacteria and denitrifying bacteria changed 
depending on time and applications. Especially, changes in ammonia oxidizing bacterial 
community were more visible in the phylogenetic tree. It was observed that Nitrosospira 
cluster 3 was dominant in the experiment soils and the changes that occurred were 
generally within this group. In addition, it was possible to identify and monitor clones 
similar to aerobic denitrifying bacteria and denitrifying ammonia oxidizing bacteria. The 
observation that the clones obtained from vermicompost contain different groups shows 
that this fertilizer can make significant contributions to the bacterial diversity in the soil. 
Even though, the relationship of these changes with other biological and chemical 
parameters was not clear, it can still be said that the ammonium oxidizing bacteria 
population interacts positively with the nitrifying bacterial number and total N, and the 
denitrifying bacteria population with the nitrification activity, ammonium and total N. 
The results showed that organic fertilizers applied to the soil, especially vermicompost, 
can directly or indirectly affect the nitrification and denitrification community structure 
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and diversity. However, longer-term studies are needed to better understand these effects 
and interactions. 

  

KEYWORDS: AmoA, Bacteria, Denitrification, Diversity, Molecular Ecology, NirK, 
Nitrification, Phylogenetic Analysis, Sequence Analysis, Soil Microbiology, 
Vermicompost 

COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. İlker UZ 

   Prof. Dr. Ali COŞKAN 
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ÖNSÖZ 

Yaşadığımız gezegende yaşamın sürdürülebilmesi açısından azotun önemi 
büyüktür. Tarımsal açıdan bakıldığında toprakta azot canlı yaşamı açısından önemli yer 
tutmakta ve birçok biyokimyasal süreçten geçmektedir. Son yıllarda yapılan çalışmalarda 
tarımsal üretimde kaliteli ve sağlıklı ürün yetiştirmeyi hedefleyen sürdürülebilir tarım 
sistemleri öne çıkmaktadır. Toprak verimliliğinin devamlılığı ve gelişimi için toprağın 
fiziksel, kimyasal, biyolojik özelliklerinin iyileştirilmesi ve istenilen seviyelerde 
tutulması gerekmektedir. Bunun için organik gübre uygulamaları tavsiye edilmektedir. 
Bu gübrelerin toprak ekolojisine yararlarını ve mikroorganizmalara etkisini görmek 
açısından bazı moleküler teknikler geliştirilmiştir. Dünyada ve ülkemizde tarımsal açıdan 
toprak ekolojisi alanında yapılmış çalışmalara bakıldığında moleküler tekniklerle 
yapılmış çok fazla çalışma yer almamaktadır. Bu bağlamda bu eksikliğin giderilmesi ve 
dünya literatürüne katkı sağlanması amacıyla organik gübre uygulanmış toprakta 
nitrifikasyon ve denitrifikasyon bakterileri kültürden bağımsız tekniklerle incelenmiştir. 

Yüksek lisans eğitimim süresince bilgi ve tecrübeleriyle bana katkı sağlayan 
değerli danışman hocam Doç. Dr. İlker UZ’a (Akdeniz Üniversitesi Ziraat Fakültesi) 
yürekten teşekkürlerimi sunarım. Her anlamda yanımda olan ve desteğini esirgemeyen 
Dr. Öğr. Üyesi İsmail Emrah TAVALI’ya (Akdeniz Üniversitesi Ziraat Fakültesi), Öğr. 
Gör. Bayram Çağdaş DEMİREL’e (Akdeniz Üniversitesi Teknik Bilimler Meslek 
Yüksek Okulu), Arş. Gör. Buşra ÇALIK’a (Akdeniz Üniversitesi Ziraat Fakültesi), Zir. 
Yük. Müh. Aylin ZAMBAK ÖZGÜR’e (Akdeniz Üniversitesi), Zir. Yük. Müh. Elif 
YANIK’a (Antbio Tarım), Zir. Müh. Cemil YILMAZ’a (YSL Tarım) teşekkürlerimi 
sunarım. Sıcak aile ortamında çalışmamı sağlayan bölümümüzün kıymetli öğretim 
üyelerine ve araştırma görevlilerine teşekkürlerimi sunarım. 

Her zaman en büyük destekçim olmuş ve her durumda yanımda olan, beni ben 
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1. GİRİŞ 

Azot tüm yaşamın temel yapı taşını oluşturan elementlerden birisidir. Yaşayan 
tüm organizmaların içerisinde bir miktar azot bulunması gerekmektedir. Canlı türüne 
bağlı olarak azot mikrobiyal hücre ağırlığının %14’ünü oluşturur. Bu element yerkürenin 
toplam azotunun %97,8’i oranında organizmaya ulaşamayan haliyle litosfer ve ana 
kayada da bulunur (Meire ve Altman 1998; Perotti ve Pidello 2012). Fakat canlıların 
yararlanabileceği azot formu toprakta en çok organik formda ve organik maddede 
bulunur. Canlıların bu kaynaklardaki azottan yararlanabilmesi için azot döngüsünde yer 
alan biyolojik azot fiksasyonu, amonifikasyon, immobilizasyon, nitrifikasyon ve 
denitrifikasyon gibi biyokimyasal olayların gerçekleşmesi gerekmektedir (Kızıloğlu 
1999). Biyolojik azot fiksasyonu, N2 gazını bitkinin yararlanabileceği form olan 
amonyağa (NH3) dönüştürür. Mineralizasyon ise toprakta bolca bulunan organik 
formdaki azotun inorganik forma (NH4) dönüştürülmesidir. İmmobilizasyon, 
mineralizasyonun tersidir. İmmobilizasyonda inorganik formdaki azot, amonyum ve 
nitrat formundan bitkiler ve toprak organizmaları tarafından organik forma dönüştürülür 
(White ve Scott 2006; Viers vd. 2012). Nitrifikasyonda ise NH4 önce nitrite (NO2

-) daha 
sonra nitrat iyonlarına (NO3

-) okside edilir. Denitrifikasyon nitrat (NO3
-) ve nitritin (NO2

-

) azotun gaz hali nitrik oksit (NO), nitroz oksit (N2O) ve azot gazına (N2) indirgenmesiyle 
oluşan mikrobiyal süreçtir. Bu biyokimyasal olayların gerçekleşmesinden 
mikroorganizmaların sorumlu olduğu bilinmektedir (Sağlam vd. 1993). Bu 
mikroorganizmalar bitki besin döngüsü ile toprak verimliliği arasında önemli rol 
oynarlar. Görev alan mikroorganizmalar içerisinde bakteri ve arkea grubunu kapsayan 
prokaryotlar başlıca rol oynayan gruptur. Bazı prokaryotlar, nitrifikasyon ve 
denitrifikasyon yoluyla metabolik enerji elde edebilirler (Cabello vd. 2004). Ayrıca bu 
organizmalar bitki besin döngüsü ile toprak verimliliği arasında önemli rol oynar. Bunlar 
arasında azot döngüsünde toprakta en önemli ve aktif rol alan canlıların başında bakteriler 
gelmektedir.  

Nitrifikasyon ve denitrifikasyon bakterileri toprakta azotun bitkiye yarayışlılığı ve 
toprak sistemi içerisindeki kaderini belirlemede önemli rol oynadığı için tarımsal ve 
çevresel olarak önemlidir. Nitrifikasyonla üretilen fazla nitrat, yer altı suyunun 
kirlenmesine neden olurken denitrifikasyonun gaz halindeki yan ürünleri (NO ve N2O) 
sera etkisi oluşturur (Prosser 1989). Yakın zamana kadar, yavaş büyüme ve laboratuvarda 
izole etmenin zorluğu amonyumu okside eden bakteriler (AOB) ile nitriti okside eden 
bakteriler (NOB)’in fizyolojik ve ekolojik olarak çalışılmalarını kısıtlamıştır. Moleküler 
tekniklerin geliştirilmesi, toprakta bakteri dağılımı, çeşitliliği ve popülasyon 
dinamiklerinin daha iyi anlaşılmasını sağlamıştır (Kowalchuk ve Stephen 2001). Bundan 
ötürü son yıllarda yapılan çalışmalar nitrifikasyon ve denitrifikasyon süreçlerinden 
sorumlu mikroorganizmaların tanımlanması ve tespiti üzerine yoğunlaşmıştır (Hayatsu 
vd. 2008). 

Toprağa en çok azot ilavesi organik gübreler ve kimyasal gübrelerle 
yapılmaktadır. Fakat hem toprak sağlığının iyileştirilmesi, korunması ve hem de besin 
elementlerinin ortama sunulması sadece organik gübrelerle sağlanmaktadır. Azot 
elementi organik maddenin yapı taşını oluşturduğundan, mineralizasyonu sonucunda 
ortama azot ilave edilmiş olur. Son yıllarda yapılan çalışmalarda tarımsal üretimde kaliteli 
ve sağlıklı ürün yetiştirmeyi hedefleyen sürdürülebilir tarım sistemleri öne çıkmaktadır. 
Toprak verimliliğinin devamlılığı ve gelişimi için toprağın fiziksel, kimyasal ve biyolojik 
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özelliklerinin iyileştirilmesi ve istenilen seviyelerde tutulması gerekmektedir. Bunun için 
organik gübre uygulamaları tavsiye edilmektedir. Bu bağlamda geleneksel olarak en sık 
kullanılan organik gübreler arasında kompost ve çiftlik gübresi ilk sıralarda yer 
almaktadır. Çiftlik gübresi, bir hayvan tarafından alınan besinlerin büyük bir bölümünü 
içerdiğinden, geri dönüştürüldüğünde ve organik gübre olarak kullanıldığında bitkiler için 
değerli bir besin kaynağı olma potansiyeline sahiptir. Hayvansal üretimin yüksek olduğu 
bölgelerde atık olarak görülse de değerli bir kaynak olarak doğrudan ya da işlendikten 
sonra kullanılabilir. Son yıllarda geleneksel organik gübrelere alternatif olarak karşımıza 
vermikompost çıkmaktadır. Vermikompost, solucanların sindirim sisteminde bulunan 
mikroorganizmaların ortak çalışması sonucu organik atıkların termofilik safha olmadan 
parçalanması sonucu elde edilen bir organik gübre çeşitidir. Besin elementleri açısından 
zengin olması ve toprağın fiziksel ve kimyasal özelliklerini iyileştirmesinin yanı sıra iki 
önemli özelliği ile vermikompost, diğer organik gübrelerden ayrılır. Bunlar bitki 
gelişimini destekleyen bileşikler içermesi ve bitki patojenlerini baskılama özelliğine 
sahip olmasıdır (Longsdon 1994; Şimsek-Erşahin 2009).  

Vermikompost ile ilgili dünyada birçok çalışma bulunmaktadır. Fakat bu 
çalışmaların birçoğu bitki gelişimi ve verim üzerine etkileri, patojen baskılama özelliği 
ve vermikompost üretim mekanizmaları üzerine yoğunlaşmıştır. Bu çalışmalar genel 
olarak topraktaki biyolojik aktiviteyi temsil eden bazı parametreler ile sınırlı kalmıştır. 
Bu parametreler her ne kadar toprağın biyolojik durumunun iyi bir göstergesi olarak kabul 
ediliyor olsa da topraktaki mikrobiyal durumu bir bütün olarak ifade etmemektedir. 
Toprağa yapılan her uygulama toprağın mikrobiyal topluluk yapısında ve fonksiyonunda 
değişiklikler meydana getirmektedir. Bundan dolayı topraktaki mikrobiyal çalışmalarda 
özellikle önemli besin döngülerinde görev alan mikroorganizma gruplarının topluluk yapı 
ve çeşitliliklerinin gözlenmesi topraktaki biyolojik dinamikleri ve bitkiler de dahil olmak 
üzere diğer canlı gruplarına etkilerini anlamak açısından çok önemlidir.  Bu tür ekolojik 
çalışmalarda en çok kullanılan yöntemler DNA teknolojisine dayalı “kültürden bağımsız” 
moleküler tekniklerdir. Ancak ilginçtir ki uluslararası literatürde özellikle vermikompost 
ile ilgili topluluk yapısı analizini kapsayan az sayıda çalışma bulunmaktadır. 

Son dönemlerde genom ve dizileme teknolojisinde gerçekleşen gelişmelerde 
mikrobiyal komunite analizinde kültürden bağımsız tekniklerin kullanılmasıyla 
mikrobiyal ekoloji devri başlamıştır. Bugün için moleküler mikrobiyal ekoloji 
çalışmalarında en fazla kullanılan hızlı izleme yöntemlerinin başında DGGE (denaturing 
gradient gel electrophoresis) ve T-RFLP (terminal restriction fragment lenght 
polymorphism) gelmektedir. Bu yöntemler genel olarak parmak izi yöntemleri olarak da 
bilinmektedir. DGGE yöntemi, DNA zincirlerinin birbirinden ayrılmasını sağlayan özel 
bir jel içerisinde PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) ürününün yürütülmesi ve dizi 
farklılıkları nedeniyle farklı bakteri türlerinden gelen PZR ürünlerinin birbirinden 
ayrılarak jelde gözle görülebilir farklı bantlar oluşması temeline dayanır.  Ancak toprak 
gibi kompleks toplulukların bulunduğu ortamların analizinde sonuçların yorumlanması 
ve tekrar edilebilir sonuçların alınmasında zorluklar yaşanabilmektedir (Muyzer ve 
Smalla 1998). Diğer bir yöntem olan T-RFLP, toprak ortamında kullanıma daha 
uygundur ve en önemlisi doğrudan taksonomik düzeyde veri sağlamaktadır. DGGE’ye 
göre diğer bir üstünlüğü de otomasyona bağlanabilmesidir. Bu yöntem, flüoresan boya 
ile etiketlenmiş PZR primerleri ile toprak DNA’sı içinde ilgilenilen genin çoğaltılması ve 
enzimler ile kesilmesi ile oluşan DNA parçalarının boyut farklılıklarının flüoresan etiket 
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yardımıyla belirlenmesi temeline dayanır. Fakat bu yöntem kullanılmadan önce 
ilgilenilen bakteriyel grubun toprakta detaylı moleküler ekolojik analizlerinin yapılmış 
olması ve o toprak ile ilgili kapsamlı bir dizi veri tabanına sahip olunması gerekmektedir 
(Castro vd. 2005; Uz ve Ogram 2006). Ülkemizde bu amaca yönelik detaylı bir çalışma 
bulunmamaktadır. 

Uluslararası literatürde özellikle vermikompost uygulanmış topraklarda 
mikrobiyal topluluk yapısı ve çeşitlilik üzerine yapılmış çok fazla çalışma 
bulunmamaktadır. Aynı şekilde ülkemizde de toprakta bakteri topluluk yapısını inceleyen 
benzer bir çalışma mevcut değildir. Bunun bir sonucu olarak, bu çalışmanın amacı 
vermikompostun nitrifikasyon ve denitrifikasyon bakterileri özelinde topraktaki 
bakteriyal topluluk yapısındaki etkilerini çiftlik gübresi ile karşılaştırmalı olarak ve 
kültürden bağımsız moleküler teknikler kullanılarak incelemektir.  
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2. KAYNAK TARAMASI 

2.1. Azot Döngüsü  

Azot elementi atmosferde gaz formunda %78 oranında bulunmakla birlikte 
atmosferin haricinde birçok farklı formda litosferde ve hidrosferde de bulunur ve bu 
ortamlar arasında devamlı bir döngü halindedir.  Hücrelerin yapı taşlarından biri olan 
azot, DNA, RNA, protein gibi birçok temel biyomolekülün yapısında yer alır (Denk vd. 
2017). Bu yüzden canlılığın devamı için önemli elementlerden biridir. Azotun topraktaki 
davranışı bir dizi reaksiyon tarafından yönlendirilir. Bunlar: Amonifikasyon 
(mineralizasyon), fiksasyon, nitrifikasyon, denitrifikasyon ve immobilizasyon 
reaksiyonlarıdır. 

Amonifikasyon, toprakta organik formdaki azotun çeşitli fungus ve prokaryotlar 
aracılığıyla inorganik form olan amonyak (NH3) formuna dönüştürülmesidir. Bulunduğu 
çevreye göre asidik ya da nötral koşullarda amonyak (NH3) veya amonyum (NH4 

+) 
formunda olabilir fakat aerobik şartlar altında önce nitrit (NO2

-)’e sonra nitrat (NO3
-)’a 

dönüştürülebilir. Bitkilerin çoğu tercih ettikleri azot kaynağına göre NO3
- ya da NH4

+ 

kullanabilirler. Atmosferde bulunan ve normalde canlılar tarafından kullanılamayan 
azotun kullanılabilir forma dönüştürülmesi olayı azot fiksasyonu olarak adlandırılır ve 
döngünün devamı açısından önemlidir. Toprakta bazı serbest ya da simbiyotik bakteriler 
bu kabiliyete sahiptir (Bernhard 2010; Denk vd. 2017). Nitrifikasyonda ise amonyum 
iyonları önce amonyum okside eden bakterler tarafından nitrit (NO2

-)’e ve sonra nitrit 
okside eden bakteriler tarafından nitrat (NO3

-)’a dönüştürülür. Nitrifikasyon ototrofik bir 
işlem olup görev alan bakteriler oksidasyon sonucunda doğrudan enerji elde ederler. 
Biyolojik olarak kullanılabilen nitratın (NO3

-) nitrojen (N2) formuna dönüştülmesi ve 
atmosfere salınması ise denitrifikasyon olarak adlandırılır. Denitrifikasyon bir anaerobik 
solunum olayıdır ve genelde oksijenin kısıtlı olduğu aerobik/anaerobik geçiş bölgelerinde 
görülür (Stein ve Klotz 2016). İmmobilizasyon ise amonifikasyonun (mineralizasyon) 
tersi bir olaydır ve topraktaki amonyum ve nitratın toprak organizmaları ve bitkiler 
tarafından bünyelerine katılarak organik azot formuna dönüştürülmesini kapsar. 
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Şekil 2.1. Biyolojik azot döngüsünde rol alan anahtar genler; 1-nitrat redüksiyonu; 2- 
denitrifikasyon; 3- azot fiksasyonu; 4- aerobik amonyak oksidasyonu; 5- aerobik nitrit 
oksidasyonu; 6- amonyuma indirgeyici nitrit redüksiyonu (DNRA); 7- anaerobik 
amonyak oksidasyonu. Genler: Nar/Nap, dissimilatory nitrat redüktaz; NirK/NirS, NO-
oluşturan nitrit redüktaz; Nor, Nitrit oksit redüktaz; nod; nitrik oksit dismutaz; Nos, azot 
oksit redüktaz; Nif, nitrojenaz; Amo, amonyak monooksijenaz; Hao, hidroksilamin 
oksiredüktaz; Nxr, nitrit-nitrat oksidoredüktaz; Nrf, assimilatory amonyak oluşturan 
nitrit redüktaz; Hzs, hidrazin sentaz. (Şekil Rasigraf vd. (2017)’den alınmıştır). 
 

2.2. Nitrifikasyon  

Nitrifikasyon olayı NH4’ün NO3
-’e biyolojik oksidasyonu olarak 

tanımlanmaktadır. İki grup bakteri tarafından gerçekleştirilmektedir bunlar; 
kemolitotorofik amonyum-okside edici bakteriler (AOB) ve nitrit okside edici bakteri 
grupları (NOB) bu proseste görev almaktadırlar. Nitrifikasyon, bakterler tarafından NH4 

hidroksilamine (NH2OH)’e okside edilince başlar (Richarson 2000; Bergmann vd. 2005). 
Daha sonra hidroksilamin nitrite oksitlenmiş olur. Toprakta amonyum okside edici 
bakterilerin yavaş gelişimi, azot döngüsüne fizyolojik sınırlama getirdiği için son derece 
dikkat çekicidir (Levy- Booth 2014).  

Nitrifikasyon küresel azot döngüsünde merkezi bir prosestir çünkü organik 
bileşiklerin parçalanması sonunda amonyumun oluşum aşaması ile denitrifikasyon 
aşaması arasında yer alır ve bu süreçleri birbirine bağlar. Mineralizasyon ve 
denitrifikasyon ile karşılaştırılınca nitrifikasyon daha sınırlı bir organizma grubu 
tarafından yürütülür. Önceleri nitrifikasyondan sorumlu bakterilerin sadece 
proteobacteria grubunda yer aldığı düşünülmekte iken sonraki çalışmalar amonyumu 
okside eden organizmaların 4 farklı taksonomik grupta yer aldığını göstermiştir. Bu 
gruplar betaproteobacteria (Nitrosomonas, Nitrosospira), gammaproteobacteria 
(Nitrosococcus), plantomycestes ve archea’dır (Purkhold vd. 2000; Kuenen 2008). Nitriti 
okside eden bakteriler de alphaproteobacteria (Nitrobacter), gammaproteobacteria 
(Nitrococcus), deltaproteobacteria (Nitrospina) ve Nitrospirae (Nitrosospira) olmak 
üzere 4 gruba ayrılmıştır (Teske vd. 1994; Lebedeva vd. 2008). 
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  Nitrifikasyon sürecinde genel olarak amonyum oksidasyonunun sınırlayıcı 
aşama olduğunun düşülmesi nedeni ile yapılan çalışmaların çoğunluğu proteobacteria 
grubunda yer alan amonyumu okside eden bakteriler (AOB)’nin karakterize edilmesi ve 
çeşitliliği üzerine yoğunlaşmıştır. Bazı farklı ortamlardan izole edilen bakterilerden elde 
edilen rDNA dizileri ve bunların filogenetik analiz sonuçlarına göre betaproteobacteria 
grubundaki Nitrosomonas ve Nitrosospira başta 7 alt gruba ayrılmış [Nitrosospira, alt 
grup 1-4; Nitrosomonas, alt grup 5-7] ve 2., 3. ve 4. alt grupta bulunan Nitrosospira 
türlerinin toprakta baskın olduğu görülmüştür (Stephen vd. 1996; Prosser ve Embley 
2002; Hayatsu vd. 2008). Daha sonraları saf kültürlerde yapılan dizi analizleri de bu 
gruplamayı destekleyen sonuçlar vermiştir (Purkhold vd. 2000). Bu gruplaşmadan yola 
çıkarak klonlama, dizi analizi ya da DGGE (denaturing gradient gel elektrophoresis) ve 
T-RFLP (terminal restriction fragment lenght polymorphism) gibi parmak izi (finger 
print) metotları yardımı ile bakterilerin doğal ortamdaki çeşitliliğini araştırmak üzere 16S 
rDNA’yı hedefleyen PZR primerleri dizayn edilmiş ve kullanılmıştır (McCaig vd. 1994; 
Voytek ve Ward 1995; Ward vd. 1997). 

Amonyumun ototrofik AOB tarafından oksidasyonunda iki temel enzim görev 
almaktadır. Bunlar amonyumun hidroksilamine dönüşümünü katalizleyen amonyum 
monooksijenaz (Amo) ve hidroksilamini nitrite çeviren hidroksilamin oksiredüktaz (Hao) 
enzimleridir. Ototrofik AOB’de bulunan AMO, 3 alt ünite içerir ve bu alt üniteler amoC, 
amoA ve amoB genleri tarafından kodlanır. AMO enziminin α-gen bölgesinin kodladığı 
amoA marker geni varlığı tespit edilmeye çalışılarak moleküler olarak kullanılır. AmoA 
geni enzimin aktif olan alt ünitesini kodlayan ve çevresel örneklerde AOB çeşitliliğini 
incelemek üzere moleküler marker olarak en çok kullanılan gendir (Rotthauwe vd. 1997; 
Stephen vd. 1999; Bothe vd. 2000; Nicolaisen ve Ramsing 2002). Bu genin moleküler 
marker olarak tercih edilmesinin en büyük sebebi bu genin enerji üretim aşamasında 
görev alması ve gen dizisinin ekolojik çalışmalarda kullanılabilecek ölçüde korunmuş 
olmasıdır (Norton vd. 2002; Calvo ve Garcia-Gil 2004; Schmid vd. 2008).  

AOB topluluğunu saptamak için farklı şartlarda ve ortamlarda 16S rDNA ve 
AMO genlerini hedefleyen primerler oluşturulmuş filogenetik analizlerde kullanılmıştır 
(Ndour vd. 2008; Whang vd. 2009). AOB topluluk yapısı ve varlığının amoA geni 
temelinde yapılan çalışmalarda N. europaea (L080050) primerleri olan amoA1F ve 
amoA2R kullanılmaktadır (Levy- Booth 2014). AOB topluluklarının amoA fonksiyonel 
geni ile çalışılması neticesinde; 

1. Toprağın biyokimyasal özelliklerinin nitrifikasyon bakterileri üzerine etkisi, 

2. N2O salınımı ve nitrifikasyon oranı üzerine amoA geni topluluk varlığı ve 
yapısının etkisi, 

3. Hem doğal (yangın) hem de antropojenik (gübreleme, birikme) faktörlerdeki 
değişimlerin amonyum okside edicilerin gelişimi ve aktivitesi üzerine etkileri 
belirlenebilir. 

AOB amoA geni methan monooksidaz (pmoA) geni ile yakın ilişkili olduğundan 
(Holmes vd. 1995; Purkhold vd. 2000), metan okside eden bakterilerin (MOB) aynı 
zamanda NH4 oksidasyonu yapabileceği de bildirilmektedir (Bedard ve Knowles 1989). 
Bunların haricinde bitki veya ağaç çeşitleri, sıcaklık, yarayışlı su miktarı, C:N oranı ve 
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toplam N miktarı da AOB topluluk yapısındaki değişimlerle yakından ilişkilidir (Levy-
Booth vd. 2014). Amonyum oksidasyonunu kısıtlayan faktörlerden birisi de toprak pH’ 
ıdır. Yapılan saf kültür çalışmalarında AOB’nin pH 6’nın altındaki değerlerde 
gelişemediği görülmüştür (Allison ve Prosser 1991; Allison ve Prosser 1993). Fakat yine 
de bu tür topraklarda amonyum oksidasyonunun oluştuğu gözlenmiştir (Nicol vd. 2008). 
Bunun muhtemel nedeni düşük pH ortamlarına adapte olmuş AOB suşlarının var olduğu 
ama bunların kültüre dayalı teknikler vasıtasıyla tespit edilememiş olmasıdır. Ancak, 
asidik topraklarda kireç ilavesi ile AOB etkinliğinin daha fazla arttığı da bilinmektedir 
(Levy-Booth 2014).  

Toprakta nitrifikasyon sürecinde görev alan mikrobiyal toplulukların değişimini 
ve aktivitelerini moleküler metodlar ile inceleyen çok farklı çalışmalar bulunmaktadır. 
Çalışmalara yakından bakıldığında topraklardaki nitrifikasyon bakterilerinin 
değişimlerinin gübreleme materyalleri (organik, inorganik), ekstrem şartlar (coğrafya, 
iklim, maden yatağı, düşük-yüksek pH) ve bitki yetiştiriciliğinin nitrifikasyona etkisi 
şeklinde farklı başlıklar altında incelendiği görülmüştür. 

Organik gübre uygulamasıyla yapılan çalışmalara baktığımızda Richard vd. 1997 
tarafından yapılan, domuz gübresi uygulanan toprakta amonyum okside edicilerin tespiti 
ve tanımlanması için moleküler teknikler kullanılmıştır. 16S rDNA-PZR analizi sonucu 
gübre uygulanan ve uygulanmayan toprakta Nitrosospira tespit edilmiş iken 
Nitrosomonas’a ise sadece yüksek miktarda gübre uygulanan toprakta rastlanmıştır. 
Bununla alakalı başka bir çalışmada Harter vd. (2014), toprağa farklı dozlarda ve yüksek 
sıcaklıkta biochar uygulaması sonrası azot fiksasyonu, nitrifikasyon ve denitrifikasyonla 
alakalı mikrobiyal fonksiyonel genlerin (sırasıyla nifH, amoA, nirK, nirS ve nosZ) 
değişimini izlemişlerdir. Sonuç olarak; biochar uygulamasının nosZ geni sentezini önemli 
ölçüde arttırarak toprakta nitroz oksit salınımının artmasına sebep olduğu belirlenmiştir. 
Organik gübre uygulaması ile topraktaki amonyum dönüştüren mikroorganizmaların 
varlığı ve çeşitliliğinin izlendiği başka bir çalışmada; Sher vd. (2012) toprak yüzeyindeki 
AOB’nin oldukça fazla olduğu, derinlere gidildikçe sayılarının azaldığı, bu bakterilerin 
varlığının toprağın gözeneklilik, su miktarı, amonyum konsantrasyonu ile ilişkili 
olduğunu belirlemişlerdir. Sonuçlar göstermiştir ki organik gübre uygulanan üst 
topraktaki nitrat akümülasyonu aerobik nitrifikasyon neticesinde meydana gelmektedir. 
Wang vd. (2013) tarafından yürütülen başka bir çalışmada, hayvan gübresi uygulamasının 
toprakta amonyum okside edici topluluğa ve potansiyel nitrifikasyona olan etkileri 
moleküler ve biyokimyasal tekniklerle izlenmiştir. Sonuçta; gübre uygulanmış toprağın 
AOB populasyonunun arttığı ve amoA sentezinin de buna bağlı olarak artış gösterdiği 
belirlenmiştir. Ayrıca, potansiyel nitrifikasyonun da gübrelenen toprakta artış gösterdiği 
tespit edilmiştir. Liu vd. (2014) yaptıkları bir çalışmada ise biochar uygulaması yapılan 
toprakta N2O (nitroz oksit) salınım durumunu incelenmişler ve toprağa %4 oranında 
biochar uygulaması ile amoA ve nirS genleri vasıtasıyla toprakta N2O salınımının düştüğü 
tespit edilmiştir. Alkali reaksiyonlu toprağa anız biocharı farklı oranlarda ilave edilerek 
topraktaki AOB ve AOA gelişimini izleyen Song vd. (2014) tarafından yapılan çalışmada 
AOA kaynaklı amoA geninin topraktaki amonyum oksidasyonundan daha fazla sorumlu 
olduğu belirlenmişlerdir. Ancak, biochar uygulamasının genel olarak topraktaki 
amonyum okside edicilerin varlık ve kompozisyonunu önemli ölçüde arttırdığı 
görülmüştür.  

Yine farklı organik gübre uygulamalarına baktığımızda, Aparna vd. (2014) 
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tarafından organik gübreleme altındaki narenciye bahçesi toprağındaki mikrobiyal 
topluluk ve fonksiyonel genler ile enzim aktivite değişimlerinin izlendiği bir çalışma 
yürütülmüştür. Sonuç olarak; azot fikse edici, amonyum okside edici, nitrit okside edici 
ve kükürt okside edici toplulukların gübreleme neticesinde önemli bir değişikliğe 
uğramadığı, ancak enzim aktivitelerinin (dehidrogenaz, β-glikosidaz, fosfataz) artış 
gösterdiği tespit edilmiştir. Paranychianakis vd. (2013) tarafından yürütülen arıtma 
çamuru kompostunun toprakta azot döngüsünden sorumlu mikrobiyal fonksiyonel genler 
ve nitrifikasyon üzerine etkisinin incelendiği bir çalışmada elde edilen sonuçlara göre 
arıtma çamuru uygulanan topraktaki amoA, nirS, nirK, nosZ gibi nitrifikasyon-
denitrifikasyondan sorumlu genlerin farklılık göstermediği tespit edilmiştir. Bu duruma, 
kompost kaynaklı aerobik heterotrofik mikroorganizma rekabeti sonrası çamurdaki 
organik C yarayışlılığın düşük olması sebep gösterilmiştir. Büyükbaş hayvan gübresinin 
kompostlanması esnasında yapılan başka bir çalışmada ise AOB ve AOA’nın varlık ve 
çeşitliliğini moleküler tekniklerle inceleyen Yamamoto vd. (2010) AOB topluluğu 
yapısının 60°C’nin üzerinde değiştiği bu aşamada Nitrosomonas europaca’nın baskın 
hale geldiğini belirlemiştir. Ancak, bu aşamada arkeal amoA geni kopyalarının bakteriyel 
genlerden daha fazla olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca, AOB ve AOA’nın kompostlama 
sistemlerinde nitrifikasyondan sorumlu olduğunu göstermiştir. Oishi vd. (2012) büyükbaş 
hayvan gübresi kompostlanması esnasında AOB ve AOA’nın varlık ve aktivitelerini 
incelemiştir. Sonuçlara göre bakteri topluluğu içinde Nitrosomonas halophila ve arkea 
topluluğu içinde ise Nitrososphaera gargensis’in dominant olduğu belirlemişlerdir. 
Toprağa organik ve inorganik gübre uygulaması sonrası 3 farklı sezonda münavebeli ürün 
yetiştiriciliği ile topraktaki arkea varlığının izlendiği bir çalışmada ise Chan vd. (2013) 
organik gübre uygulanan vejetasyon altındaki toprakta bakteriyel amonyum okside 
edicilere göre arkeal amonyum okside edicilerin amoA geninin baskın olduğu tespit 
etmişlerdir. 

İnorganik gübrelemeyle alakalı çalışmalara baktığımızda ise; Song ve Lin (2014) 
tarafından yapılan çalışmada azotlu gübrelemeye AOA’nın AOB’ye göre daha etkili 
cevap verdiği görülmüştür. Yapılan başka bir çalışmada Li vd. (2014) çeltik toprağındaki 
AOA ve AOB’nin mineral N karşısındaki aktivitelerini incelemişlerdir. Elde edilen 
sonuçlara rizosfer bölgesinde AOB’nin gelişimi istatistiksel olarak önemli ölçüde teşvik 
edilmiş ve Nitrosospira spp.’nin varlığının arttığı görülmüştür. Wang vd. (2009)’ nin 
yaptıkları bir çalışmada ise çeltik tarlasında azotlu gübrelemenin topraktaki AOB ve 
AOA topluluk yapısına etkisi amoA geni ile incelenmiş ve AOB topluluğunun baskın 
olarak Nitrosomonas spp. alt grup 3’den oluştuğu tespit edilmiştir. Kong vd. (2010) 
yüksek azotlu gübreleme uygulanan koşullarda topraktaki mikro agregatlarda stabil C 
içeriği sayesinde nitrifikasyon ve denitrifikasyondan sorumlu mikrobiyal toplulukların 
gelişiminin teşvik edildiği görülmüştür. Farklı azot kaynaklarının toprağa uygulanarak 
topraktaki amonyum okside edicilerin durumunun moleküler metotlarla izlenmesini 
hedefleyen bir çalışmada Habteselassie vd. (2013) AOB’nin amonyum sülfat ve sıvı çöp 
gübresi uygulaması ile artış gösterdiği belirlemişlerdir. Ayrıca AOB’nin Nitrosospira 
multiformis ile ilişkili olduğu tespit etmişlerdir. Akiyama vd. (2014)’nin farklı toprak 
tiplerinde yaptıkları bir çalışmada toprağa üre uygulamasından sonra nitroz oksit ve 
metan gibi sera gazlarının salınımları izlenmiş, bakteriyel ve arkeal amoA geni sentezi ile 
metan oksidasyonu arasında yakın bir ilişki olduğu ve azotlu gübrelemenin bunda 
oldukça etkili olduğu belirlenmiştir. Andisol toprağına azotlu ve fosforlu gübre 
uygulamasının mikrobiyal topluluk kompozisyonu ve amonyum oksidasyon geni (amoA) 
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üzerine etkisini inceleyen çalışmada Jorquera vd. (2014), 6. yılın sonunda N-P 
uygulamasının topraktaki bakteri topluluğu ve çeşitliliği ile nitrifikasyon üzerine olumlu 
etkilerinin olduğunu tespit etmişlerdir. Norman ve Barrett (2014)’in laboratuvar 
inkübasyon denemesi şeklinde yürüttüğü çalışmada, toprağa sınırlı düzeyde amonyum, P 
ve K içeren uygulama yapılmış daha sonra bu toprakta AOB ve AOA topluluklarının 
gelişimleri gözlemlenmiştir. Sonuçta, substrat yarayışlılığı AOB kaynaklı nitrifikasyona 
doğrudan etkili olurken yüksek konsantrasyonda substrat ilavesinin AOA topluluğunun 
gelişimini engellediği belirlenmiştir. Farklı tarım topraklarına N uygulaması yapılan bir 
çalışmada amonyum okside edicilerin varlığı ile nitrifikasyon potansiyelini 
karşılaştırmalı olarak inceleyen Shen vd. (2014), amonyumlu gübreleme sonrası, amoA 
geni varlığında, alkali ve nötr reaksiyonlu toprağın amonyum oksidasyon kapasitesinin 
asit reaksiyonlu topraktan daha yüksek olduğunu tespit etmişlerdir.  Cavagnaro vd. (2008) 
işlenmiş ve amonyumlu gübre ilave edilmiş toprakta AOB popülasyonunun çok hızlı bir 
artış gösterdiğinı ve nitrifikasyonun hızlandığını belirlemişler ve topraktaki doğal 
amonyum miktarının düşük olmasının bu durumu teşvik ettiğini bildirilmişlerdir. 

Sun vd. (2014) tarafından yapılan 20 yıllık bir çalışmadaki filogenetik analizler 
azot döngüsüne ait fonsiyonel genlerin toprak tipinden daha ziyade coğrafik lokasyondan 
etkilendiğini göstermiştir. Başka bir çalışmada (Chu vd. 2007) uzun süreli organik ve 
kimyasal gübreleme altındaki toprakta AOB topluluk yapısındaki değişimler incelemiş 
ve AOB topluluk yapısının PK’lı gübrelemeye göre N’lu gübrelemeden daha fazla 
etkilendiği ve N’lu gübreleme sonucunda Nitrosospira küme 3’ün toprakta baskın 
duruma geldiği görülmüştür. Bu sonuçlar göstermiştir ki uzun süreli N’lu gübreleme 
topraktaki AOB topluluğunu ve nitrifikasyon potansiyelini arttırmaktadır. Uzun süreli 
organik ve inorganik gübrelemenin topraktaki bakteriyel topluluğa ve toprak 
biyokimyasal proseslerine olan etkilerinin incelendiği başka bir çalışmada Chinnadurai 
vd. (2014) organik gübrelemenin 16S rRNA ve nif H genleri sentezini, inorganik 
gübrelemenin ise amoA geni sentezini arttırdığını belirlemişlerdir. Zhang vd. (2012) 
tarafından yapılan başka bir çalışmada uzun süreli gübreleme altındaki toprakta amonyum 
oksidasyonundaki değişimler incelenmiş ve çalışmadan elde edilen sonuçlara göre NPK 
gübrelemesi ile toprağın AOB topluluğunun baskın hale geldiği ve toprağın nitrifikasyon 
aktivitesi ile pozitif korelasyon gösterdiği tespit edilmiştir. Diğer taraftan, gübrelemenin 
AOA topluluğuna önemli bir etkisinin olmadığı da rapor edilmiştir. Uzun süreli 
gübrelemeye karşı toprakta AOB ve AOA’nın verdiği tepkileri izlemek amacıyla 
yürütülen bir çalışmada Xiao vd. (2014) AOA kaynaklı amoA geni kopyasının AOB 
kaynaklı amoA’dan önemli ölçüde fazla olduğunu tespit etmişlerdir. 

Bitki bazlı çalışmaları incelediğimizde ise; çeltik toprağına farklı organik ve 
kimyasal gübre uygulamalarının topraktaki potansiyel nitrifikasyon oranı ve AOB ile 
AOA kaynaklı amoA gen varlığı durumunun incelendiği bir çalışmada Wang vd. (2014) 
AOA’nın besince fakir alt toprak katmanına adaptasyonunun AOB’den daha iyi olduğu 
tespit etmişlerdir. Çeltik tarlasında kısıtlı sulamanın toprak prokaryotik toplulukları ve 
sera gazı emisyonları üzerine etkisini inceleyen bir çalışmada Ahn vd. (2014) su kısıntısı 
uygulandığında amonyum oksidasyonundan sorumlu bakteriyel amoA geninin sentezinin 
azaldığı ve buna bağlı metan (CH4) salınımının da bir miktar azladığı tespit etmişlerdir. 
Çeltik vejetasyonu altındaki toprağın mineralizasyon, nitrifikasyon ve AOB-AOA 
topluluklarındaki değişimlerin incelendiği bir çalışmada Jiang vd. (2013) AOB 
topluluğuna ait amoA geninin amonyumlu gübreleme ile artış gösterdiğini, ancak 
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AOA’nın buna yanıt vermediğini tespit etmişlerdir. Ayrıca, arkea topluluğunun 
nitrifikasyondan ziyade mineralizasyona pozitif etkisinin olduğu da belirlenmiştir. Huang 
vd. (2014) tarafından yapılan bir çalışmada AOA ve AOB topluluk yapısının toprağın kil 
minerali tipi, amonyum kapsamı, toplam organik karbon miktarı ve pH’ı gibi birçok 
faktörden etkilenerek değiştiği tespit edilmiştir. Nie vd. (2014) çeltik bitkisi rizosfer 
toprağındaki 16S rRNA, bakteriyel-arkeal amoA, nosZ genlerinin normal toprağa göre 
daha düşük miktarda olduğunu ve bu ilginç durumun sınırlı azot ortamında çeltik kökleri 
ile mikrobiyal topluluk arasındaki rekabetin bir sonucu olduğunu bildirilmişlerdir. 
Nemeth vd. (2014)’ nin yaptığı bir çalışmada ise iki farklı mısır tarlasında oluşan nitroz 
oksit ile azot döngüsü fonksiyonel genleri karşılaştırmalı olarak incelenmiş ve her iki 
tarlada amoA ve nirS genlerinin benzerlik gösterdiği görülmüştür. Junier vd. (2009) 
tarafından fasulye yetiştirilen ve yetiştirilmeyen iki farklı alanda yapılan bir çalışmada 
fasulye bitkisinin dominant AOB topluluğu olan Nitrosospira alt grup 3’ü etkilemediğini 
ancak Nitrosomonas alt grup 8’in her dönemde tespit edilebilir hale geldiğini 
bildirmişlerdir. Dias vd. (2012), patates yetiştirilen bir alanda AOA populasyonunun 
AOB’den genel olarak fazla olduğunu ve patates varyete farklılığının hem AOB hem de 
AOA topluluk yapısını önemli ölçüde etkilediğini rapor etmişlerdir. Li vd. (2013) serada 
sulama dönemlerinde rizosferde amoA geni sentezinin ve nitrifikasyonun arttığını rapor 
etmişlerdir. Rachid vd. (2012)’nin yaptığı bir çalışmada, şekerkamışı vejetasyonu 
altındaki toprakta bakteriyal topluluktaki değişimler amoA ve nirK fonksiyonel genleri 
temelinde izlenmiş ve toprağın bakteriyal amoA ve nirK genlerinin, bitki yetiştirilmeyen 
toprağa göre önemli ölçüde farklılık gösterdiği tespit edilmiştir. Wang vd. (2014) 
yükselen sıcaklığın toprakta amoA geninin varlığını ve mikrobiyal çeşitliliği arttırdığını 
tespit edilmişlerdir. Arazi kullanım rejiminin amonyum okside edici bakterilerin varlık 
ve çeşitliliği üzerine olan etkilerinin incelendiği bir çalışmada Zhao vd. (2015), bakteriyal 
amoA gen kopyalarının arkeal amoA’ya göre neredeyse iki katı olduğunu, çim ve yabancı 
ot bulunan topraklardaki bakteriyal-arkeal amoA’nın diğer arazi tiplerinden daha yüksek 
olduğunu rapor etmişlerdir. 

2.3. Denitrifikasyon 

Nitratı (NO3
-) ve nitriti (NO2

-), nitrik oksit (NO), nitroz oksit (N2O) ve dinitrojene 
(N2) indirgeyen süreç denitrifikasyon olarak tanımlanır ve bu işlem bir anaerobik 
solunum şeklidir. Toprakta denitrifikasyon yeteneğine sahip olan bakteri sayısı oldukça 
fazladır. Denitrifikasyon bakterileri topraktaki toplam bakteri popülasyonunun %0.5-
5’lik kısmını oluşturmaktadır (Henry vd. 2006; Demaneche vd. 2009; Bru vd. 2011). 
Toprakta oldukça fazla olmalarına rağmen bu bakteriler, dominant bakteriler arasında yer 
almamaktadırlar. Denitrifikasyon bakterilerinin çoğu genel olarak Paracoccus, 
Pseudomonas ve Bacillus gruplari içerisinde yer almakla birlikte Thiobacillus ve nadiren 
Hyphomicrobium, Chromobacterium, Corynebacterium veya Serratia türleri de 
denitrifikasyonu gerçekleştirebilir (Cavigelli ve Robertson 2000; Jha 2015). 

Denitrifikasyon bir oksijensiz solunum olayı olmasına karşın aerobik ortamlarda 
da görülmektedir. Özellikle toprak ortamında biyolojik aktivite ile oksijen seviyesinin 
düşmesi sonucu oluşan mikro çevrelerde (rizosfer bölgesi, agregatlar vb.) denitrifikasyon 
olayı görülür. Denitrifikasyon enzim aktivitesi oksijen (O2) tarafından inhibe edilir ve 
ayrıca bu enzimlere ait genlerin ekspresyonu baskılanır. Fakat birçok bakterinin doğrudan 
oksijenli ortamda denitrifikasyon olayını gerçekleştirdiği de tespit edilmiştir. Toprak da 
dahil birçok farklı ortamdan izole edilen aerobik türler Enterobacter, Sphingomonas, 
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Mesorhizobium, Achromobacter, Comamonas, Agrobacter ve Burcholderia gibi farklı 
türlerdir. Saf kültürde en çok çalışılan aerobik denitrifikasyon türlerinden biri Paracoccus 
denitrificans’ın denitrifikasyon enzimlerini sürekli ürettiği ve aktif olduğu (constitutive 
enzyme) görülmüştür. Yine birçok farklı ortamdan izole edilen Comamonas, Aeromonas, 
Achromobacter, Pseudomonas, Agrobacter, Thiobacillus, Burcholderia, Enterobacter ve 
Bacillus cinslerine ait birçok bakterinin, oksijenin varlığında denitrifikasyonu 
gerçekleştirme yeteneğine sahip oldukları rapor edilmiştir. Oksijene maruz kalma 
süresince nor enzimleri inaktif olur fakat bu bakterilerin denitrifikasyon prosesini yöneten 
diğer enzimlerinin oksijenli şartlarda fonksiyonlarını sürdürebilme yeteneğine sahip 
olduğu görülmüştür (Morley vd. 2008). Başka bir deyişle, oksijenli ortamda oksijenli 
solunum ve oksijensiz solunum (nitratlı solunum) aynı anda oluşmaktadır. Oksijenin bu 
bakterilerin denitrifikasyon aktiviteleri üzerine etkileri bakteriden bakteriye farklılık 
göstermektedir (Patureau vd. 2000; Hayatsu vd. 2008). 

Denitrifikasyon, nar, nos ve nap operonlarının kodladığı Mo içeren bir enzim olan 
nitrat redüktaz aktivitesi (Nar) ile başlamaktadır. NO3

- redüksiyonunda sıklıkla çalışılan 
genler narG ve napA’dır. Nitratın nitroz oksit ve azot gazına indirgenmesi sürecinde nitrat 
redüktaz (Nar) enzimi vasıtasıyla nitrat nitrite indirgenir. Bunun ardından sırasıyla nitrit 
redüktaz (Nir), nitrit oksit redüktaz (Nor) ve nitroz oksit redüktaz (Nos) enzimleri nitrik 
oksit, nitroz oksit ve azot gazı oluşumunu katalizler. Nitriti, NO veya N2O’e dönüştüren 
biri bakır diğeri sitokrom cd1 içeren iki farklı nitrit redüktaz enzimini ise sırasıyla nirK 
veya nirS genleri tarafından kodlanır ve bu genler moleküler marker olarak kullanılır 
(Murugapiran vd. 2013).  

AOB’nin tersine denitrifikasyon bakterileri çok sayıda farklı filogenetik gruba 
dağılmış durumdadır. Denitrifikasyon spesifik bir taksonomik grubun tekelinde değildir 
(Zumft 1997). Dolayısı ile bu bakteri gruplarının 16S rDNA dizileri arasında çok büyük 
farklılıklar bulunmaktadır. Bu nedenle 16S rDNA’nın denitrifikasyon bakterilerinin farklı 
ortamlardaki çeşitliliğini araştırmak üzere kullanılması uygun değildir. Bunun bir sonucu 
olarak, denitrifikasyon bakterilerine yönelik yapılan moleküler ekolojik çalışmalar 
moleküler marker olarak fonksiyonel genlerin kullanılması temelinde yürütülmüştür. 
Denitrifikasyonda görev alan nirK, nirS, nosZ, narG ve norB gibi genleri hedefleyen 
primerler dizayn edilmiş ve PZR-RFLP, DGGE ve T-RFLP gibi moleküler tekniklerin 
yer aldığı birçok çalışmada kullanılmıştır. Denitrifikasyondan sorumlu fonksiyonel 
genler toprak ekosistemi ile yakın ilişki içerisindedir. Ancak genler ve toprak ekosistemi 
arasındaki etkileşimin boyutu henüz çok iyi bilinmemektedir. Bununla birlikte, narG ve 
napA genlerinin toprak karbonu ile pozitif ilişkide olduğu (Kandeler vd. 2009; Bru vd. 
2011), ayrıca napA geninin değişebilir Mn ile de pozitif ilişkide olduğu (Bru vd. 2011) 
bilinmektedir. NirS ve nirK genleri ve genel olarak denitrifikasyon genleri ise O2, toprak 
nemi, sıcaklığı, toplam N konsantrasyonu, amonyum ve nitrat konsantrasyonu, alınabilir 
P konsantrasyonu, toprak organik maddesi, organik karbon ve pH değişimlerinden önemli 
ölçüde etkilenmektedir (Levy-Booth 2014). Tarım topraklarında nirS geni nosZ genine 
göre daha fazla sentezlenmektedir (Morales vd. 2010). Ayrıca, NO emisyonları nirK geni 
ile pozitif korelasyon gösterirken (Szukics vd. 2009), N2O emisyonları nirS geni ile yakın 
ilişki göstermektedir (Morales vd. 2010; Rasche vd. 2011). 

Organik gübre uygulamalarının denitrifikasyon üzerine nasıl etki ettiğine 
bakılacak olursa, Shi vd. (2019) tarafından yürütülen bir çalışmada biyokömür ve organik 
gübre uygulanmış toprakta AOB ve nirK geni bulunduran denitrifikasyon bakterilerinin 



KAYNAK TARAMASI              R. YILDIZ 
 
 
 

12 
  

N2O emisyonuna katkıda bulunduğu görülmüştür. Başka bir çalışmada Wang vd. (2020) 
biyokömür ilavesi yapılan çeltik topraklarında nirS ve nirK gen çeşitliliği ve 
denitrifikasyon bakteri topluluğunu incelemişlerdir. NirS ve nirK içeren denitrifikasyon 
bakterilerinin her ikisi de nitrit redüktazı kontrol etmesine rağmen, biyokömür 
uygulamasına verdikleri yanıtların çeşitlilik ve N2’a katkı açısından önemli farklılıklar 
göstermiştir. Biyokömür uygulaması, nirK içeren denitrifikasyon bakterilerinin topluluk 
yapısını güçlü bir şekilde şekillendirirken, nirS içeren denitrifikasyon bakterilerinin 
topluluk yapısı nispeten sabit kalmıştır. Wolsing vd. (2004)’nin yaptığı bir çalışmada 
kimyasal gübre ve sığır gübresi uygulanan arazilerdeki denitrifikasyon bakteri 
topluluklarının zamansal ve mekansal varyasyonları incelenmiştir. PZR ile çoğaltılmış 
nitrit redüktaz (nirK ve nirS) gen fragmanları T-RFLP analizi kullanılarak araştırılmış ve 
nirK içeren bakterilerin topluluk yapısında önemli bir mevsimsel değişim ortaya 
çıkmıştır. Ayrıca, mineral gübre veya sığır gübresi ile muamele edilen alanlarda, farklı 
nirK içeren denitrifikasyon bakteri topluluklarının bulunduğu görülmüştür. Chen vd. 
(2022) biyogaz üretim atığının çeltik toprağındaki nitrit redüktaz aktivitesini mineral 
gübre uygulamasına kıyasla artırdığını bildirmişlerdir. Sulfurifustis, Thiobacillus, 
Microvirgula ve Duganella, çalışılan çeltik tarlalarında nitrit redüktaz aktivitesini 
yöneten ana cinsler olarak ortaya çıkmıştır. Artan dozlardaki biyogaz atığı uygulaması 
nirS ve nirK tipi denitrifikasyon bakteri bolluğunu ve yapısını büyük ölçüde 
değiştirmiştir. 

İnorganik gübreleme ile ilgili çalışmalara bakıldığında ise, Wang vd. (2020) 
yaptıkları bir çalışmada 30 yıl boyunca kimyasal gübre uygulanan toprakta 
nitrifikasyonun arttığını gözlemişlerdir. Artan nitrifikasyona karşılık alt toprakta 
denitrifikasyonun ve nirS, nirK tipi denitrifikasyon bakterilerinin arttığı rapor edilmiştir. 
Kimyasal gübre ilavesi sonucunda yıkanan nitratın denitrifikasyon grupları aracılığıyla 
toprak altı N döngüsünü değiştirebileceği anlaşılmıştır. Çeltik yetiştirilen toprakta 
denitrifikasyon bakteri topluluklarının farklı fosfor düzeylerine tepkilerini inceleyen 
Zhan vd. (2019), P eksikliği olan çeltik toprağına fosfatlı gübre uygulamasının topluluk 
yapılarını değiştirerek nirK ve nirS içeren denitrifikasyon bakterileri bolluğunu önemli 
ölçüde arttırdığını gözlemlemişlerdir. nirS tipi denitrifikasyon bakterilerinin bu değişime 
daha fazla hassasiyet gösterdiği rapor edilmiştir. Fu vd. (2021) aynı N uygulaması ve 
farklı uygulama zamanları ile yapılan mısır saksı denemesinde, verim ve toprak N2O 
emisyonundaki değişimleri ve azot döngüsü ile ilgili fonksiyonel genlerin bolluğu ile N2O 
emisyonu arasındaki ilişkiyi araştırmışlar ve N2O emisyonu ile AOB ve nirK genlerinin 
bolluğu arasında pozitif ilişki olduğunu, azot uygulama zamanlarının fonksiyonel genleri 
etkilediğini görmüşlerdir. Zeng vd. (2014) nirK tipi denitrifikasyon bakteri topluluk 
yapısının özellikle sera toprağında gübreleme rejimlerinden önemli ölçüde etkilendiğini 
göstermişlerdir. Toprak pH'ı, toprak organik madde kapsamı ve nitrat içeriğinin, bakteri 
topluluğu üzerinde büyük etkiye sahip olduğu saptanmış. Filogenetik analizler sera 
toprağında sadece anaerobik nirK tipi denitrifikasyon bakterilerinin değil, aynı zamanda 
Rhizobium, Ochrobactrum, Agrobacterium gibi aerobik denitrifikasyon bakterilerinin de 
bulunduğunu göstermiştir. 

 Kuzeybatı Çin’in kurak bir bölgesinde damlama sulama ile sulanan üre ilave 
edilmiş pamuk tarlasında denitrifiye edicilerin artışına bakılan bir çalışmada Yin vd. 
(2019), denitrifikasyon yapan fonksiyonel genlerin (narG, nirK ve nosZ) bolluğu ile 
denitrifikasyon potansiyeli arasında pozitif bir ilişki olduğunu görmüşlerdir. Bunun bir 
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sonucu olarak gübre uygulamasının denitrifikasyonu ve bu sürece aracılık eden bakteri 
popülasyonunu artırarak N2O emisyonunu arttırdığını bulmuşlardır. Zhou vd. (2021)’nin 
yaptığı bir çalışmada İç Moğolistan'ın Hetao Sulama Bölgesinde tipik hafif tuzlu toprak 
ve orta derecede tuzlu toprak, nitrifikasyon ve denitrifikasyon sürecinin tuzlanma 
derecesine kadar organik ve inorganik azot uygulama oranları incelenmiştir. Sonuçlar, 
artan tuzluluğun toprak nitrifikasyon potansiyelini azalttığını ve toprak denitrifikasyon 
kapasitesini arttırdığını göstermiştir. Tuzluluktaki artışla birlikte AOB bolluğu ve 
nitrifikasyon katkı oranı azalmış, ancak AOA bolluğu ve nitrifikasyon oranın arttığı 
görülmüştür. Hafif tuzlu toprakların ve orta derecede tuzlu toprakların, inorganik azotun 
tek başına uygulandığı topraklara kıyasla nitrifikasyonu ve denitrifikasyon süreçlerine 
daha elverişli olduğunu göstermiştir. Başka bir çalışmada ise çeltik topraklarında uzun 
süreli pestisit ve kimyasal gübre uygulamasının mikrobiyal topluluklar, özellikle 
anammox ve denitrifikasyon bakterileri üzerindeki etkisini araştıran Rahman vd. (2021); 
nitrat, SOC (amonyak, toprak organik karbonu), N ve C içeriğinin, yayla topraklarına 
kıyasla pirinç tarlası topraklarında önemli ölçüde azaldığını bulmuşlardır. 16S rDNA, 
hszB, narG, nirK, nirS ve nosZ genlerinin bolluğu önemli ölçüde pirinç tarlası 
topraklarında azaldığını ve toprakların kimyasal özellikleri ile pozitif korelasyon olduğu 
bulmuşlardır. Başka bir çalışmada çim alanda gübrelenen ve gübrelenmeyen 
kısımlarındaki farklı arazi kullanımlarının toprak amonyum okside edici ve denitrifiye 
edici mikroorganizmalar üzerine etkisinin incelenmiş ve çalışma sonucunda; Keil vd. 
(2011) nirK, nirS geninin yüksek gübreleme ile artış gösterdiği tespit etmişlerdir. 
Patriquin vd. (1993)’nin yaptıkları bir çalışmada toprak örnekleri incelenmiş ve bazı 
kimyasal değerler arasındaki ilişkide nitrat konsantrasyonu ve EC değerleri arasında 
pozitif korelasyon ve yine nitrat ile pH arasında negatif korelasyon olduğu görülmüştür. 
Chen vd. (2021) yaptıkları çalışmada toprağa N ve S uygulanmış ve nirK ve nirS gen 
çeşitliliği, bolluğu ve topluluk yapısına bakmışlar. Sonuçlar, toplam N/S'nin daha yüksek 
tuza, toplam azota, toplam organik karbona, nitrat azotuna, amonyum azotuna ve daha 
düşük pH’a yol açtığını göstermektedir. Ayrıca nirK tipi denitrifikasyon topluluğunun N 
ve S ilavelerine karşı daha yüksek bir hassasiyet gösterdiğini de gözlemlenmiştir. 
Tarımsal ekosistemlerde 47 saha çalışmasından oluşan bir meta-analiz gerçekleştiren 
Yang vd. (2018) N döngüsü için önemli olan beş işaret genini (nifH, amoA, nirK ve nirS, 
nosZ) izlemişlerdir. N gübrelemesinin nifH bolluğu üzerinde hiçbir etkisinin olmadığını, 
ancak sırasıyla arkeal amoA, bakteriyel amoA, nirK, nirS ve nosZ'yi önemli ölçüde 
artırdığını bulmuşlardır. Toprak pH’ı, N gübreleme zamanı ve ürün rotasyonunun da çoğu 
N döngüsü genlerinin N gübrelemesine tepkisini düzenleyen önemli faktörlerden olduğu 
bulunmuştur. 

Uzun süreli gübre uygulamaları ile ilgili çalışmalara baktığımızda ise; Xuesong 
Luo vd. (2021) bir çalışmada, uzun süreli gübrelemenin çeşitli boyutlardaki toprak 
agregatlarında yaşayan denitrifiye ediciler topluluğunu nasıl şekillendirdiğini göstermek 
için denitrifikasyondan sorumlu edici gen bolluklarına denitrifikasyon enzim aktiviteleri 
ile birlikte bakmışlardır. Brüt N2O üretiminin baskın olarak nitrit indirgeyiciler ve toplam 
azot tarafından sağlandığını, net N2O üretiminin ise fosfor, nosZ ve N2O indirgeyicilerin 
toplamı tarafından sağlandığını görmüşlerdir. 160 yıllık bir tarla denemesinde farklı uzun 
vadeli gübreleme ve yetiştirme uygulamalarının etkisini değerlendirildiği bir çalışmada 
Clark vd. (2012) denitrifikasyon topluluklarının büyüklüğü ve çeşitliliği ile toprak 
örnekleriyle denitrifikasyon potansiyelini karşılaştırmışlardır. Denitrifikasyon 
potansiyelinin, ekilebilir alandan ormanlık alana doğru gelişmeye bırakılan bir alandan 
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elde edilen toprakta, çiftlik gübresiyle gübrelenmiş alana göre çok daha yüksek olduğu 
görülmütür. NirK ile ters bir ilişki gösteren, tüm topraklarda test edilen genlerin nirS ile 
değil, nirK bolluğu ile ilişkili olduğunu göstermiştir. Çoğu genetik varyasyonun, toprak 
işleme durumuna göre ayrı gruplara ayrıldığı nirK geninde görülmüştür. Sonuç olarak 
topraktaki azot ve organik karbon ile ilişkili artan denitrifikasyon potansiyelinden büyük 
olasılıkla nirK içeren bakterilerin sorumlu olduğu bulunmuştur. Yang vd. (2022)’nin 
yaptığı çalışmada asidik çay plantasyon toprağına uzun vadeli (12 yıllık) N ilavesi 
yapılmış ve denitrifikasyon potansiyeli ve denitrifiyer mikrobiyal toplulukların 
fonksiyonel genleri arasındaki değişime bakılmıştır. Çalışmada, toprağa N uygulamasının 
denitrifikasyon potansiyelini narG, nirK, norB ve nosZ gibi denitrifikasyon genlerinin 
mutlak bolluğunu önemli ölçüde arttırdığını bulunmuştur. Denitrifikasyon topluluklarının 
çeşitliliği, artan N oranları ile önemli ölçüde azalmıştır. Ayrıca, denitrifikasyon 
topluluklarının bileşimi, farklı N gübreleme oranlarına sahip topraklar arasında önemli 
ölçüde farklılık göstermiştir. Zhang vd. (2021)’nin yaptığı çalışmada ise uzun süreli 
gübreleme koşulları altında kırmızı çeltik toprağındaki diazotrofların ve 
denitrifikasyonların çeşitliliğini anlamak için nifH, nirK ve nosZ kütüphaneleri PZR-
RFLP ile oluşturulmuştur. NirK gen çeşitliliğinin nosZ ve nifH'den daha düşük olduğu ve 
nirK ve nosZ genlerinin farklı gübrelemelere karşı nifH geninden daha duyarlı olduğu 
bulunmuştur. Toprakta proteobacteria grubunun, alpha, beta, gamma ve delta alt sınıfları 
da dâhil olmak üzere çeşitli mikroorganizmaların hakim olduğu görülmüştür. Bu genleri 
etkileyen ana kimyasal faktörler belirlenmiş: pH, nifH topluluğunun en önemli faktörü 
olarak tespit edilmiş; nirK geni ise pH ve organik maddeden daha çok etkilenmiş; mevcut 
potasyum ve karbon-azot oranının ise nosZ geninin topluluk yapısını önemli ölçüde 
etkilediği bulunmuştur. Uzun süreli azotlu gübre uygulamasının toprak denitrifikasyon 
toplulukları üzerindeki etkilerini araştırmak üzere, nirK ve nirS çeşitliliğini inceleyen bir 
çalışmada Luo vd. (2010) azotlu gübrelemenin, nirK denitrifikasyon bakteri topluluk 
yapısı üzerinde bariz bir etkiye sahip olduğunu, ancak nirS içeren topluluğun 
etkilenmediğini bulmuşlardır.  
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Materyal 

3.1.1. Deneme alanı ve süresi 

Araştırmada kapsamında yapılan tarla denemesi, Akdeniz Üniversitesi Ziraat 
Fakültesi çiftlik arazisinde bulunan ve daha öncesinde açık tarla olarak kullanılan, 
araştırma kapsamında plastik sera şekline dönüştürülen alandan alınmıştır. Bu alanda, 
deneme başlangıcı itibariyle en az son 5 senedir herhangi bir tarımsal faaliyet 
yapılmamıştır. Deneme toprağına ait fiziksel, kimyasal ve biyolojik analiz sonuçları 
Çizelge 3.1’de verilmiştir. Özellikle fiziksel ve kimyasal analiz sonuçlarına göre seçilen 
alanın bölgemizdeki çiftçi koşullarını yansıttığına karar verilmiştir. 

Çizelge 3.1. Deneme alanı toprağının bazı fiziksel, kimyasal ve biyolojik özellikleri 

 

 

3.1.2. Araştırmada kullanılan gübreleme materyali 

Denemede, bölgede ticari olarak üretimi yapılan vermikompost kullanılmıştır. Bu 
vermikompost windrow (yığın sıraları) metodu ile ve ham madde olarak yanmış çiftlik 

Parametre Sonuç 

Bünye Killi Tın 

pH 7.32 

EC (µs/cm) 296 

Kireç (%) 14.1 

Organik Madde (%) 2.43 

Toplam N (%) 0.142 

Alınabilir P (ppm) 94.7 

Değişebilir K (ppm) 382 

Değişebilir Ca (ppm) 4224 

Değişebilir Mg (ppm) 267 

Alınabilir Fe (ppm) 3.9 

Alınabilir Mn (ppm) 18.8 

Alınabilir Zn (ppm) 3.40 

Alınabilir Cu (ppm) 1.81 

Alkali fosfataz (µg PNP g-1 kuru toprak saat-1) 55.2 

β-glikosidaz (µg PNG g-1 kuru toprak saat-1) 11.8 

Üreaz (µg NH4+-N g-1 kuru toprak saat-1) 50 

Dehidrogenaz (µg TPF g-1 kuru toprak) 4.62 

Denitrifikasyon (µg NO2 g-1 kuru toprak saat-1) 5.31 

Nitrifikasyon (µg NO2 g-1 kuru toprak saat-1) 0.69 

Mezofilik bakteri sayısı (kob g-1 kuru toprak) 1×105 
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gübresi kullanılarak elde edilmiştir. Yine denemede kullanılan çiftlik gübresi Akdeniz 
Üniversitesi Ziraat Fakültesine ait süt üretim tesisinden alınmıştır. Denemeye başlamadan 
önce her iki gübrenin kimyasal ve biyolojik analizleri yapılmıştır (Çizelge 3.2). Ayrıca 
alınan her iki gübre örneği, alınan toprak örnekleriyle birlikte moleküler analizler için -
80 ℃’de saklanmıştır. 

Çizelge 3.2. Çalışmada kullanılan organik gübrelerin bazı kimyasal ve biyolojik 
özellikleri 

Parametre Vermikompost 
Çiftlik 
gübresi 

pH 6.67 7.67 

EC (µs/cm) 2590 2990 

Organik madde (%) 51.3 76.9 

Organik karbon (%) 29.7 35.4 

C/N 12.4 13.6 

Toplam N (%) 2.4 2.6 

Toplam P (ppm) 13100 6550 

Toplam K (ppm) 9120 20833 

Toplam Ca (ppm) 70714 50071 

Toplam Mg (ppm) 17365 8982 

Toplam Fe (ppm) 19000 350 

Toplam Mn (ppm) 390 240 

Toplam Zn (ppm) 260 260 

Toplam Cu (ppm)  88 85 

Alkali fosfataz (µg PNP g-1 kuru ağırlık saat-1) 246 244 

β-glikosidaz (µg PNG g-1 kuru ağırlık saat-1) 26.2 29.5 

Üreaz (µg NH4
+-N g-1 kuru ağırlık saat-1) 146 146 

Dehidrogenaz (µg TPF g-1 kuru ağırlık) 4.15 16.7 

Denitrifikasyon (µg NO2 g-1 kuru ağırlık saat-1) 14.3 6.41 

Nitrifikasyon (µg NO2 g-1 kuru ağırlık saat-1) 14.4 5.10 

Mezofilik bakteri (kob g-1 kuru ağırlık) 1×105 12×105 

 

3.1.3. Araştırmada kullanılan bitki 

Denemede kullanılan bitki kıvırcık marul (Lactuca sativa L.) bitkisinin Caipira 
çeşididir. Bölgede yoğun olarak yetiştirilmesi, hem güz hem bahar dönemi için uygun 
olması ve bakım işlemlerinin kolaylığı bu bitkiyi tercih etmede etkili olmuştur. 

3.1.4. Deneme grupları ve deseni 

Bu çalışmanın temel amacı verim veya doz belirleme çalışması olmadığından 
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dolayı tek gübreleme dozu kullanılmıştır. Ayrıca çalışma iki dönem şeklinde yapılmıştır. 
Bunun sebebi gübre uygulamalarının mikrobiyal topluluk yapısı ve çeşitliliği üzerine orta 
vadeli ve olası kümülatif etkilerini belirlemektir. 

Deneme 4 uygulama konusu içermiştir. Bunlar: Kontrol, vermikompost, çiftlik 
gübresi ve kimyasal gübre konularıdır. Kontrol uygulamasında bitki yetiştirilmiş ama 
herhangi bir gübreleme yapılmamıştır. Vermikompost ve çiftlik gübresi içeren parsellere 
tek doz şeklinde ve fide dikiminden yaklaşık 1 hafta önce kuru ağırlık üzerinden 1 ton da-

1 düzeyinde uygulama yapılmış ve başka herhangi bir uygulama yapılmamıştır. Bu 
gübreler parsellere homojen bir şekilde yayılıp karıştırıldıktan sonra hafif bir sulama 
işleminin ardından dikime kadar yaklaşık 1 hafta süreyle inkübasyona bırakılmıştır. 
Kimyasal gübre içeren parsellere ise yine bu aşamada 40 kg da-1 15-15-15 gübresi taban 
gübresi olarak verilmiştir. Yetiştiricilik sırasında da 1. dönem için toplamda 4 kg da-1 18-
18-18, 2.5 kg da-1 16-8-24, 3 kg da-1 kalsiyum nitrat ve 330 g da-1 kombine mikro element 
gübresi (%0.5 B, %1 Cu, %5 Fe, %5 Mn ve %7 Zn) belirli aralıklarla damla sulama ile 
uygulanmıştır. 2. dönemde ise taban gübresi olarak 40 kg da-1 15-15-15, yetiştiricilik 
sırasında da 4 kg da-1 18-18-18, 4.5 kg da-1 16-8-24, 2 kg da-1 kalsiyum nitrat ve 330 g 
da-1 kombine mikro element gübresi uygulanmıştır.  

Deneme kuzey-güney doğrultusunda tesadüf blokları deneme desenine göre 
kurulmuş olup 4 tekerrürlü olarak toplamda 16 parselden oluşmuştur. Deneme 
konularının bloklardaki yeri kura yöntemiyle belirlenmiştir. Her bir parsel 12 m2 
büyüklüğünde oluşturulmuştur. Fideler parsellere 40cm × 20cm (sıra arası x sıra üzeri) 
şeklinde dikilmiştir. Dikim öncesi ve sonrasında gerekli olan tüm kültürel işlemler 
(sulama, çapalama, yabancı ot mücadelesi vb) yapılmıştır. Sulama damla sulama sistemi 
ile yapılmıştır. Damla sulama sistemi kurulurken kimyasal gübre uygulanacak parsellere 
yetiştiricilik sırasında belirli aralıklarla sulama suyu ile gübre uygulanacağı için diğer 
parsellerden ayrı bir sulama hattı çekilmiştir. Deneme boyunca herhangi bir bitki koruma 
ilacı kullanılmamıştır.  

Deneme, Güz-2018 (1. dönem) ve Bahar-2019 (2. dönem) olmak üzere art arda 
iki dönem yapılmıştır. Her iki dönemde de tüm uygulamalar aynı düzende ve aynı 
parsellerde yapılmıştır. Her bir dönemde yetiştiricilik süresi 8 hafta olmuştur. 

3.1.5. Analizler için örnekleme şekli  

Denemeye başlamadan evvel denemenin yapılacağı alandan toprak örneği 
alınarak rutin fiziksel ve kimyasal toprak analizlerinin yanı sıra biyolojik analizler de 
yapılmıştır. Normal ve rizosfer toprak örnekleri 8. haftada (hasat) enzim analizleri ve 
moleküler analizler için alınmıştır. Rizosfer toprağı örnekleri bitkilerin topraktan kökleri 
ile sökülmesi suretiyle alınmıştır. Topraktan sökülen bitkiler hafifçe silkelenip gevşek 
tutunan topraklardan arındırıldıktan sonra örnek poşetlerine konulup laboratuvara 
getirilmiş ve burada köklerden olabildiğince ayrıldıktan sonra yapılacak analizlere göre 
farklı şekillerde saklanmıştır. Sökülen bitkiler parsellerden rastgele seçilmiş olup her 
parselden eşit sayıda bitki alınmıştır. 

Enzim aktivite analizleri, bakteriyel sayım analizleri ile değişebilir amonyum, 
nitrat ve nitrit analizleri için kullanılacak toprak örnekleri örneklemenin ardından analize 
kadar buzdolabında +4 °C sıcaklıkta saklanmıştır. Moleküler analizler için ise standart 
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bir uygulama olan kompozit örnek oluşturma yoluna gidilmiştir. Her bir uygulamaya ait 
tekerrürlerden elde edilen toprak örneklerinden eşit miktarlarda alınarak iyice 
karıştırılmış ve böylece her bir uygulama için tek bir kompozit rizosfer toprak örneği ve 
tek bir kompozit normal toprak örneği elde edilmiştir. (Szukics vd. 2009; Chen vd. 2015). 
Elde edilen kompozit örnekler analize kadar -80 °C de saklanmıştır. Denemenin sonunda 
toprakta besin maddesi kapsamlarını belirlemek üzere ayrılan topraklar ise hava kurusu 
hale getirildikten sonra elekten geçirilerek analize kadar saklanmıştır. 

Deneme başlangıcından itibaren 8. haftada (hasat sırasında) alınan örneklerde pH 
ölçümleri, dehidrogenaz, üreaz, β-glikosidaz ve fosfotaz enzim aktivite analizleri, 
nitrifikasyon ve denitrifikasyon enzim aktivite analizleri, heterotrofik mezofilik bakteri 
sayımları, nitrifikasyon ve denitrifikasyon bakteri sayımları ile toprakta değişebilir 
amonyum, nitrat ve nitrit analizleri yapılmıştır. Ayrıca hesaplamalarda kullanılmak üzere 
her bir örnekten bir miktar nem tayini için ayrılmıştır. AOB (Amonyum okside elden 
bakteriler) ve denitrifikasyon bakterilerine yönelik moleküler analizler ise 8. haftada 
(hasat sırasında) alınan toprak örneklerinde yapılmıştır. Toprak örnekleri aşağıda verilen 
Çizelge 3.3’ de ki gibi isimlendirlmiştir. 

Çizelge 3.3. Toprak lejantları ve deneme grupları 

İsimlendirme Yetiştiricilik dönemi Uygulama Örnek tipi 
C1 1. Dönem Kontrol Normal 
C2 1. Dönem Vermikompost Normal 
C3 1. Dönem Çiftlik gübresi Normal 
C4 1. Dönem Kimyasal gübre Normal 
C5 1. Dönem Kontrol Rizosfer 
C6 1. Dönem Vermikompost Rizosfer 
C7 1. Dönem Çitlik gübresi Rizosfer 
C8 1. Dönem Kimyasal gübre Rizosfer 
C9 2. Dönem Kontrol Normal 

C10 2. Dönem Vermikompost Normal 
C11 2. Dönem Çiftlik gübresi Normal 
C12 2. Dönem Kimyasal gübre Normal 
C13 2. Dönem Kontrol Rizosfer 
C14 2. Dönem Vermikompost Rizosfer 
C15 2. Dönem Çiftlik gübresi Rizosfer 
C16 2. Dönem Kimyasal gübre Rizosfer 
C17  Çiftlik gübresi  
C18  Vermikompost  
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3.2. Metot 

3.2.1. Moleküler analizler  

3.2.1.1. Topraktan DNA izolasyonu 

Topraktan DNA izolasyonu “DNeasy PowerSoil Kit (Germany 12888-100)” 
DNA izolasyon kiti kullanılarak kit ile sağlanan prosedür takip edilerek 0.025 gr. normal 
ve rizosfer kompozit toprak örneklerinden gerçekleştirilmiştir. Elde edilen DNA TE 
tampon çözeltisi (10 mM Tris HCl, 1Mm EDTA, pH 8.0) içerisinde -20 ℃’de bir sonraki 
aşamaya kadar saklanmıştır.  

3.2.1.2. PZR analizi  

Toprakta AOB grubunu incelemek üzere amoA genini hedefleyen amoA1F (5’-
GGGGTTTCTACTGGT-3’) ve amoA2R (5’-CCCCTCKSAAAGCCTTCTTC-3’) 
primer seti kullanılmıştır (Rotthauwe vd. 1997).  Her bir PZR reaksiyonu içerisine 10 ul 
PZR süper mix (Invitrogen, Platinium II Hot-Start PZR Master Mix, Vilnius, Lithuania), 
(22 U/ml Taq DNA Polimeraz, 1.65 mM MgCl2, 220 µM dNTP) her primerden 0,5 µl ve 
1 µl toprak DNA’sı konulmuş ve reaksiyon toplam 20 µl’den oluşmuştur. PZR işlemi ilk 
döngüye başlamadan önce 94 ℃ ‘de 5 dakika bekletilmiş ve sırasıyla 94 ℃’de 45 saniye 
denaturasyon, 55 ℃’de 30 saniye bağlanma ve 72 ℃’de 1 dakika uzatma (elongasyon) 
35 döngü ile devam edip final uzatma (elongasyon) aşaması için 72 ℃’de 10 dakika süre 
ile gerçekleştirilmiştir (Chen vd. 2015).  Elde edilen PZR ürünleri %0.7’lik agaroz jelde 
yürütülerek görüntülenmiştir.  

Denitrifikasyon bakterileri için kullanılan primer seti ise nirK geni için nirKC1F 
(5’-ATGGCGCCATCATGGTNYTNCC-3’) ve nirKC1R (5’-
TCGAAGGCCTCGATNARRTTRTG-3’) primer setidir.  PZR içeriği AOB grubunun ki 
ile aynı şekilde oluşturulmuş. PZR işlemi ise ilk başta 95 ℃’ de ve 5 dakikalık bir 
denaturasyon aşamasından sonra “touchdown” PZR tekniği ile yapılmıştır. İşlemler 
sırasıyla 30 döngü boyunca 95 ℃’de 30 saniye denaturasyon, 40 saniye bağlanma ve 72 
℃’de 40 saniye uzatma adımlarının ardından final uzatma için 7 dakika boyunca 72 ℃’de 
bekletilerek yapılmıştır. İşlemin ilk 10 döngüsü bağlanma sıcaklığı 45 ℃’den başlayarak 
her döngüde 0.5 ℃düşürülerek ve 40 ℃’ye ulaştıktan sonra geriye kalan 20 döngüde 
bağlanma sıcaklığı 43 ℃’ye ayarlanarak PZR işlemi gerçekleştirilmiştir (Wei vd. 2015).  
Elde edilen PZR ürünleri %1’lik agaroz jelde yürütülerek görüntülenmiştir (Şekil 4.2) 

Jelde yürütülen PZR ürünleri görüntülenmeden, düşük UV (ultra viyole) ışığı 
altında jelden bantlar kesilerek saflaştırma işlemi yapılmıştır. Elde edilen bantlar 
Monarch DNA Gel Extraction Kit (BioLabs, New England) kullanılıp jelden DNA 
saflaştırılmış ve tekrardan % 0.7’lik agaroz jelde yürütülerek görüntülenmiştir.  

3.2.1.3. Klonlama ve E. coli’ye aktarma 

Elde edilen PZR ürünlerinin klonlanması amacıyla TOPO TA Cloning Kit 
(invitrogen by Thermo Fisher Scientific, California, USA) kullanılmış ve bu kite ait 
prosedür izlenerek klonlama işlemi gerçekleştirilmiştir. Bu işlemin ardından, PZR 
ürününü taşıyan klonlar competent Escherichia coli hücrelerine transfer edilmiştir. 
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Klonlama kiti ile birlikte gelen competent hücrelerin bu özelliklerini kaybettikleri 
gözlendiğinden dolayı transformasyon işlemi için gerekli kompetent hücreler 
laboratuvarda hazırlanmıştır. Bunun için Escherichia coli DH5α suşu Chan vd. (2013) 
tarafından tarif edildiği şekilde CaCl2 metodu kullanılarak competent hale getirilmiştir. 
Klonlama ve transformasyon işlemi sonunda kanamicin antibiyotiği içeren katı LB 
(Luria-Bertani) besi ortamında gelişen koloniler pozitif olarak değerlendirilerek RFLP 
(Restriction fragment length polymorphism) analizine tabi tutulmuşlardır 

3.2.1.4. RFLP analizi ve klonların seçilmesi 

Hangi klonların dizi analizine tabi tutulacağını belirlemek için RFLP (Restriction 
fragment length polymorphism) yöntemi ile klonlar FastDigest Hha1 (Thermo Scientific, 
Vilnus, Lithuania) rekstriksiyon enzimi ile muamele edilmiştir. RFLP analizinde hangi 
restriksiyon enziminin kullanılacağını belirlemek üzere NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) veri tabanında önceden tanımlanmış amoA ve nirK gen 
dizilerinden temsilen seçilenler bilgisayar ortamında CLONEMAP programı (version 
2.11, CGC Scientific Inc, Ballwin, MO, USA) kullanılarak çok bilinen restriksiyon 
enzimleri ile karşılaştırılmıştır (Castro vd. 2004). RFLP yönteminin temeli klonların 
farklı dizilere sahip olması nedeni ile enzimlerin DNA’yı farklı noktalardan kesmesi ve 
dolayısıyla farklı büyüklükteki parçalara ayırması ve bu farklılıkların agaroz jelde tespit 
edilmesine dayanır. Her bir toprak örneği ve bakteri grubu için en az 15 klon bu şekilde 
taranmış ve yöntemin sonucunda her bir RFLP grubunu temsil edecek sayıda klon dizi 
analizi için seçilmiştir. RFLP gruplarından klon kütüphanesini temsil edecek sayıda klon 
seçildiğini teyit etmek için ARAREFACTWIN programı (version 1.3, S Holland, 
Stratigraphy Lab. University of Georgia, Athens (http://www.uga.edu/~strata/software)) 
kullanılarak rarefaksiyon analizi yapılmıştır. 

3.2.1.5. Dizileme  

Seçilen klonlar ilgili primerler ile tekrar PZR işlemine tabi tutulmuştur. 
Nitrifikasyon bakterileri için touchdown PZR, AOB bakterileri için normal prosedür 
tekrarlanarak 50 µl’lik PZR ürünü hazırlanmış ve bu ürünlerde üzerinde dizileme analizi 
hizmet alımı yoluyla yaptırılmıştır. 

3.2.1.6. Filogenetik analizler  

Dizileme sonucu elde edilen diziler tek tek NCBI veri tabanı kapsamında bulunan 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) algoritması kullanılarak önceden 
tanımlanmış dizilerle karşılaştırarak ve en yakın benzerlik gösteren belirlenmiştir 
(Altschul vd. 1990). Ardından elde edilen diziler ile veri tabanlarından elde edilen 
tanımlanmış diziler bilgisayar ortamında MEGA (7. sürüm) programı içerisindeki 
CLUSTALW programı kullanılarak yakınlık derecelerine göre hizalanmıştır (Kumar vd. 
1997). Filogenetik ağaç, MEGA programında neighbor-joining metodu ve Jukes-Cantor 
modeli kullanılarak oluşturulmuştur. Ağaç topolojisinin güvenilirliğini tahmin etmek 
amacıyla 1000 tekerrür üzerinden bootstrap analizi de yapılmıştır. 
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3.2.2 Biyokimyasal analizler 

3.2.2.1. Toprakta AOB sayımı 

MPN (Most Probable Number-En Muhtemel Sayı) yöntemi kullanılmıştır. Bu 
yöntemde kullanılan besin çözeltisi sadece mineral madde (makro ve mikro), indikatör 
olarak bromothymol blue ve amonyum kaynağı olarak da amonyum sülfat içermiştir. 
Besin çözeltisinin hazırlanması aşamasında kullanılan kimyasallar ve miktarıları 1 L için 
şu şekildedir: 10 ml %5 (NH4)2SO4, 1 ml %1.34 CaCl2.2H2O, 1 ml %4 MgSO4.7H2O, 5 
ml %0.04 bromothymol blue, 7.5 ml %2.72 KH2PO4, 1 ml şelatlı demir (%0.246 
FeSO4.7H2O ve %0.331 EDTA disodium), 1 ml iz element çözeltisi (10 ppm 
Na2MoO4.2H2O, 200 ppm MnCl2, 2 ppm CaCl2.6H2O, 100 ppm ZnSO4.7H2O ve 20 ppm 
CuSO4.5H2O).  Bu yöntem, inkübasyon sonunda oluşacak renk değişiminin ve nitrit 
oluşumunun AOB tarafından yönetildiği varsayımına dayanmaktadır. On gram nemli 
toprak 95 ml steril tampon çözeltiye eklenerek iyice karıştırılmış ve 10-8’e kadar seri 
seyreltme yapılmıştır. Her bir seyreltme 3 tekerrürlü olarak yapılmıştır. Seyreltmeler 
tamamlandıktan sonra tüpler 25-30 °C derecede ve karanlıkta inkübasyona bırakılmıştır. 
En az 8 hafta beklendikten sonra sarı renk veren tüpler pozitif olarak değerlendirilmiştir 
ve MPN tablosu yardımıyla AOB sayısı belirlenmiştir (Schmidt ve Belser 1994). 

3.2.2.2. Toprakta denitrifikasyon bakteri sayımı 

Toprakta AOB sayımında belirtildiği şekilde MPN yöntemi kullanılmıştır. 
Kullanılan besin çözeltisi 5 g pepton, 3 g beef extract ve 0.5 g KNO3 içermiştir. Seyreltme 
yapılıp inkübasyona hazır hale geldikten sonra seyreltme tüplerinin içerisine Durham 
tüpleri ağızları aşağı gelecek şekilde yerleştirilmiştir. Seyreltme tüpleri ağızları sıkı bir 
şekilde kapalı olarak en az 30 gün 25-30 °C’de inkübasyona bırakılmıştır.  Bu analiz, 
tüplerdeki mikrobiyal aktivite sonunda çıkan gazın denitrifikasyon bakterileri tarafından 
üretilmiş azot gazı olduğunun var sayılması ve ters çevrilmiş Durham tüpünde birikerek 
izlenmesi prensibine dayanır. Analiz sonunda denitrifikasyon bakteri sayısı MPN tablosu 
yardımıyla tahmin edilmiştir (Tiedje 1994). 

3.2.2.3. Toprakta toplam aerobik mezofilik bakteri sayımı 

Toplam bakteri sayımında, kültürel bir sayım yöntemi olan seyreltme- plak sayım 
yöntemi kullanılmıştır. Seyreltme işlemi MPN metodunda oldu gibidir. Ancak seyreltme 
tüpleri besin çözeltisi değil tampon çözelti içermiştir. Seyreltme işleminden sonra her bir 
seyreltme tüpünden yaklaşık 100 µL alınarak nutrient agar bulunan petri kaplarına 
aktarılıp yayılmıştır. Bu petri kapları 28 °C’de 3 gün inkübe edilmiş ve 30-300 koloni 
bulunan petrilerde koloni sayımları yapılarak bakteri sayısı aşağıdaki formüle göre 
hesaplanmıştır (Parkinson vd. 1971).     

Bakteri sayısı (kob g-1 kuru toprak) = koloni sayısı × seyreltme oranı × petriye 
aktarılan miktar 
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3.2.2.4. Toprakta nitrifikasyon aktivitesi 

5 gram nemli toprak örneği erlene konularak üzerine 0.1 ml sodyum klorat 
çözeltisi (1.5 M NaClO3) ve 20 ml amonyum sülfat çözeltisi (1 mM) eklenmiştir. 
Ardından erlenin ağzı kapatılıp 25 °C de 5 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda 5 
ml KCl çözeltisi (149.12 g/L) eklenerek iyice karıştırılmış ve süzülmüştür. Süzükten 5 ml 
alınmış ve üzerine 3 ml tampon çözelti (0.19 M NH4Cl, pH 8.5) ve 2 ml nitrit belirleme 
çözeltisi (2 g sülfanilamid ve 0.1 g naftil dietilen diamonyum klorür/200 ml) eklenmiştir. 
İyice karıştırıldıktan sonra oda sıcaklığında 15 dakika bekletilerek ve renk yoğunluğu 520 
dalga boyunda ölçülmüştür. Aynı işlemler topraklı olarak kör için de yapılmış ancak 
inkübasyon yerine bu süre boyunca -20 °C’de bekletilmiştir. Örneklerde ölçülen değerler 
kör değerlerine göre düzeltildikten sonra ve standart çözelti değerleri de göz önüne 
alınarak aşağıdaki formüle göre hesaplanmıştır (Berg ve Rosswall 1985; Schinner vd. 
1995).    

                        NO2-N (µg g-1 kuru ağırlık)/t = Nitrat-N (ug ml-1) süzük × V  
                                                                                                5×tka 
 

Bu formülde tka, 1 g nemli toprağın kuru ağırlığı; t, saat olarak inkübasyon süresi; 
V, analizde toprak örneğine eklenen çözeltilerin toplam hacmidir (25.1 ml). 

3.2.2.5. Toprakta nitrat redüktaz (denitrifikasyon) enzim aktivitesi 

5 gr. nemli toprak test tüpüne konularak üstüne 4 ml DNP çözeltisi (0.9 mM 2,4-
Dinitrofenol), 1 ml nitrat çözeltisi (25 mM KNO3) ve 5 ml saf su ilave edilmiş ve iyice 
karıştırılarak 25 °C de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında 10 ml 
KCl çözeltisi (2 M) eklenip iyice karıştırıldıktan hemen sonra süzülmüştür. Süzükten 5 
ml alınarak cam tüpe aktırılmış ve üzerine 3 ml tampon çözelti (0.19 M NH4Cl, pH 8.5) 
ve 2 ml nitrit belirleme çözeltisi (2 g sülfanilamid ve 0.1 g naftil dietilen diamonyum 
klorür/200 ml) konulmuştur. İyice çalkalayıp 15 dakika oda sıcaklığında bekledikten 
sonra oluşan renk yoğunluğu 520 dalga boyunda ölçülmüştür. Aynı işlemler topraklı 
olarak kör içinde yapılmış ancak inkübasyon yerine bu süre boyunca -20 °C’de 
bekletilmiştir. Standart çözelti okumaları da dikkate alınarak hesaplamalar yukarıdaki 
formüle göre yapılmıştır (Abdelmagid ve Tabatabai 1987; Schinner vd. 1991). 

3.2.2.6. Toprak üreaz aktivitesi 

On gram toprak örneği üzerine 0.2 ml toluen ilave edildikten sonra üzerine 7.5 ml 
sitrat tampon çözeltisi (368 g sitrik asit ve 295 g potasyum hidroksit / 1 L, pH 6.7) ve 10 
ml üre çözeltisi (%10) ilave edilerek çalkalanmıştır. Daha sonra bu karışım 3 saat süreyle 
37 °C’de inkübe edilerek son hacim 37 °C’de distile su ile 100 ml’ye tamamlanmıştır. 
Sonrasında bu süspansiyon Whatman no 42 filtre kâğıdı yardımıyla süzülmüş ve elde 
edilen süzükten 1 ml alınarak üzerine sırasıyla 10 ml saf su, 4 ml sodyum fenolat (62.5 g 
fenol / 100 ml) ve 3 ml sodyum hipoklorit (%0.9) ilave edilmiştir. Açığa çıkan amonyum 
578 nm dalga boyuna ayarlı spektrofotometrede okunarak aşağıdaki formülle 
hesaplanmıştır (Hoffman ve Teicher 1961). 

                   Üreaz aktivitesi (µg NH4
+-N g-1 kuru toprak saat-1) = C (NH4

+-N) ×V×S  
                                                                                                              dwt × SW × T 
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Formuldeki kısaltmaların anlamları şu şekildedir: C, hesaplanan NH4
+-N 

konsantrasyonu; dwt, 1 g nemli toprağın kuru ağırlığı, V, toprak çözeltisinin son hacmi; 
SW, tartılan toprak ağırlığı (g); T, inkübasyon süresi (saat); S, seyreltme faktörü. 

3.2.2.7. Toprakta alkali fosfotaz aktivitesi 

Fosfataz aktivitesinin belirlenmesi için 1 g toprak örneğine 0.2 ml toluen, 4 ml 
MUB (12.1 g Tris, 11.6 g maleik asit, 14.0 g sitrik asit ve 6.3 g borik asit / 1 L, pH 11) 
ve substrat olarak aynı tamponla hazırlanmış 1 ml ρ-nitrofenil fosfat (0.835 g PNP 
Fosfat/50 ml MUB) eklenmiştir. Bu karışım 37 ºC’de 1 saat inkübe edilmiş, 1 ml 0.5M 
CaCI2 ve 4 ml 0.5 M NaOH eklenerek aktivite durdurulmuş ve süzülmüştür. Oluşan sarı 
renk yoğunluğu 410 nm’ye ayarlı spektrofotometrede ölçülmüştür. Süzüğün ρ-nitrofenol 
(PNP) içeriği saf ρ-nitrofenol (1 g p-nitrofenol / 1 L) ile hazırlanan kalibrasyon serisiyle 
karşılaştırılarak belirlenmiştir. Fosfotaz enzim aktivitesi yukarda üreaz için verilen 
formül yardımıyla ama “μg PNP g-1 kuru toprak saat-1” olarak hesaplanmıştır (Tabatabai 
ve Bremner 1969).  

3.2.2.8. Toprakta β-glikosidaz aktivitesi 

β -glikosidaz aktivitesini belirlemek üzere 1 g toprak üzerine 0.2 ml toluen, 4 ml 
MUB (12.1 g Tris, 11.6 g maleik asit, 14.0 g sitrik asit ve 6.3 g borik asit / 1 L, pH 6) ve 
1 ml PNG (ρ-nitrofenil-β-D-glukosit: 0.654 g β-D Glukozit / 50 ml MUB) çözeltisi 
eklenmiştir. 37 ºC’de 1 saat inkübe edildikten sonra örnekler üzerine 1 ml 0.5 M CaCI2 
ve 4 ml 0.1 M THAM tampon çözeltisi eklenmiştir. Katlı filtreden süzülen toprak 
süspansiyonundaki sarı renk yoğunluğu 410 nm’de spektrofotometrik olarak 
belirlenmiştir. Filtratın ρ-nitrofenol (PNP) içeriği saf ρ-nitrofenolle (1 g p-nitrofenol /1 
L) hazırlanan kalibrasyon serisiyle karşılaştırılarak tespit belirlenmiştir. β-glikosidaz 
aktivitesi yukarıda verilen formül yardımıyla hesaplanarak “μg PNP g-1 kuru toprak saat-

1” olarak ifade edilmiştir (Eivazi ve Tabatabai 1988). 

3.2.2.9. Toprakta dehidrogenaz aktivitesi 

Dehidrogenaz aktivitesini belirlemek üzere kapaklı erlenlere 5 g nemli toprak 
tartılarak ve üzerine 5 ml TTC (0.8 g 2,3,5–Trifeniltetrazolyum klorid / 100 ml) çözeltisi 
eklenmiştir. Erlenlerin ağzı kapatılarak 30 ºC’de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. 
İnkübasyonun ardından karışıma 40 ml aseton eklenip 2 saat karanlıkta bekletilmiştir. 
Elde edilen süspansiyonun mavi bantlı filtreden süzülmesinin ardından elde edilen 
kırmızı renk yoğunluğu spektrometrede 546 nm’de ölçülmüştür. Süzüğün TPF içeriği 
TPF standart çözeltisinden (50 mg Trifenil formazan / 100 ml aseton) hazırlanan 
kalibrasyon serisiyle karşılaştırılarak tespit belirlenmiştir. Dehidrogenaz aktivitesi 
aşağıdaki formüle göre hesaplanarak “μg TPF g-1 kuru toprak” olarak ifade edilmiştir 
(Thalmann 1968). 

          Dehidrogenaz aktivitesi (µg TPF g-1 kuru toprak) =    C (TPF)×V   
                                                                                               dwt× SW 
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Burada C (TPF), Hesaplanan TPF konsantrasyonu; V, toprak çözeltisinin son 
hacmi; dwt: 1 g nemli toprağın kuru ağırlığı; SW, tartılan nemli toprak ağırlığı.  

3.2.2.10. Toprakta değişebilir amonyum, nitrat ve nitrit analizleri 

Toprak örneklerinde değişebilir amonyum, nitrat ve nitrit analizleri toprak 
ekstraktında yapılmıştır. Bu amaçla, standart bir eskstraksiyon metodu olarak, 10 gram 
kuru toprağa eşdeğer miktarda yaş toprak üzerine 100 ml 2 M KCl çözeltisi ilave edilerek 
çalkalayıcıda 1 saat boyunca 120 devir/dk hızda çalkalamaya bırakılmış ve elde edilen 
süzük analizlerde kullanılmıştır (Forster 1995).  

Toprak ekstraktındaki amonyum kolorimetrik olarak ölçülmüştür. Bu analizde, 
0.1 ml süzük üzerine 5 ml renklendirme çözeltisi (34 g sodyum salisilat+25 g sodyum 
sitrat+25 g sodyum tartarat+0.12 g sodyum prusid L-1) eklenip karıştırılarak 15 dk 
beklendikten sonra 5 ml alkali hipoklorid çözeltisi ilave edilmiştir. Renk oluşumu için 1 
saat beklendikten sonra spektrofotometrede 660 nm de okuma yapılmıştır. Amonyum 
standartları ve kör de aynı işlemlere tabi tutulmuştur. Ekstraksiyon sırasında kullanılan 
toprak miktarı ve seyreltme faktörü dikkate alınarak toprak örneğinin değişebilir 
amonyum kapsamı hesaplanmıştır (Forster 1995). 

Nitrat belirlemesi için 0.5 ml süzük üzerine 1 ml %5’lik salisilik asit çözeltisi 
(konsantre sülfirik asit ile hazırlanmış) eklenip iyice karıştırıldıktan sonra 30 dk 
beklenmiş ve sonrasında 10 ml 4 M NaOH çözeltisi ilave edilmiştir. Bir saat içerisinde 
oluşan renk yoğunluğu spektrometrede 410 nm’de okunmuştur. Standart kurve ve kör 
değerleri, kullanılan toprak miktarı ve seyreltme faktörüne göre hesaplama yapılarak 
toprağın nitrat kapsamı belirlenmiştir (Anderson ve Ingram 1989).  

Toprakta nitrit tayini için 2 ml ekstrata 45 ml saf su ve 1 ml sülfanilamid çözeltisi 
(100 ml 2.4 M HCl içerisinde çözünmüş 0.5 gr sülfanilamid) ilave edilmiş, iyice 
karıştırılıp 5 dk beklendikten sonra 1 ml [N-(1-naftil)-etilindiamin] hidroklorid çözeltisi 
(0.12 M HCl içerisinde %3’lük) eklenerek ve 20 dk beklenmiştir. Son hacim 50 ml’ye 
tamamlandıktan sonra spektrometrede 540 nm de okuma yapılmıştır. Kör ve standart 
çözeltiler de aynı işlemlere tabii tutulmuş ve hesaplamalar sonunda toprakların nitrit 
kapsamları belirlenmiştir (Keeney ve Nelson 1982). 

3.2.2.11. Toprakta makro ve mikro besin elementi analizleri 

Deneme sonunda deneme alanından alınan toprak örneklerinde makro ve mikro 
besin analizleri yapılmıştır. Toplam azot modifiye Kjeldahl yöntemine göre (Kacar 2012), 
alınabilir fosfor analizi ise Olsen metoduna göre (Olsen ve Sommers 1982) değişebilir K, 
Ca, Mg 1N Amonyum asetat (pH 7) metoduna göre (Kacar 2012), alınabilir Fe, Zn, Cu 
ve Mn ise DTPA ekstraksiyon metodu (Lindsay and Norvell 1978) ile belirlenmiştir. 

3.2.3. İstatistiksel analizler  

Çalışmadan elde edilen veriler üzerinde Pearson korelasyon testleri ve RFLP 
gruplarından klon kütüphanesini temsil edecek sayıda klon seçildiğini teyit etmek için 
ARAREFACTWIN programı (version 1.3, S Holland, Stratigraphy Lab. University of 
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Georgia, Athens (http://www.uga.edu/~strata/software)) kullanılarak rarefaksiyon analizi 
yapılmıştır. 
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4. BULGULAR  

4.1. Toprak Örneklerinin Lejantları  

Moleküler analizler sonucunda elde edilen klonların isimlendirmeleri Çizelge 
4.1.’ de verilen sisteme göre yapılmıştır. Her bir toprak örneğinden elde edilen klon 
kütüphanelerine ait rarefaksiyon analiz sonuçları Ek.1 ve Ek.2’de verilmiştir. 

Çizelge 4.1. Moleküler analizler kapsamında klonlar için kullanılan isimlendirme 
sistemi  

İsimlendirme Yetiştiricilik dönemi Uygulama Örnek tipi 
 (A)* veya (N)** C1 1. Dönem Kontrol Normal 

(A) veya (N) C2 1. Dönem Vermikompost Normal 
(A) veya (N) C3 1. Dönem Çiftlik gübresi Normal 
(A) veya (N) C4 1. Dönem Kimyasal gübre Normal 
(A) veya (N) C5 1. Dönem Kontrol Rizosfer 
(A) veya (N) C6 1. Dönem Vermikompost Rizosfer 
(A) veya (N) C7 1. Dönem Çitlik gübresi Rizosfer 
(A) veya (N) C8 1. Dönem Kimyasal gübre Rizosfer 
(A) veya (N) C9 2. Dönem Kontrol Normal 
(A) veya (N) C10 2. Dönem Vermikompost Normal 
(A) veya (N) C11 2. Dönem Çiftlik gübresi Normal 
(A) veya (N) C12 2. Dönem Kimyasal gübre Normal 
(A) veya (N) C13 2. Dönem Kontrol Rizosfer 
(A) veya (N) C14 2. Dönem Vermikompost Rizosfer 
(A) veya (N) C15 2. Dönem Çiftlik gübresi Rizosfer 
(A) veya (N) C16 2.Dönem Kimyasal gübre Rizosfer 
(A) veya (N) C17  Çiftlik gübresi  
(A) veya (N) C18  Vermikompost  

 

*“A” ön eki amoA geni (Amonyum okside eden bakteriler) taşıyan klonlar için kullanılmıştır.  

**“N” ön eki nirK geni (denitrifikasyon bakterileri) taşıyan klonlar için kullanılmıştır. 

 

Birinci ve ikinci dönem alınan normal toprak ve rizosfer topraklarından elde 
edilen gen klon dizileri toprak ve dönem bazında ayrı ayrı filogenetik analizlere tabi 
tutulmuştur. Bu analizler NCBI veri tabanında bu dizilere en yakın tanımlanmış diziler 
ve bazı tanımlanmamış diziler ve ayrıca vermikompost ve çiftlik gübrelerinden elde 
edilen klon dizileri de içermiştir. Dolayısıyla, her bir dönem ve toprak (normal toprak ve 
rizosfer toprağı) için oluşturulan filogenetik ağaçlara bu tanımlanmış diziler ve organik 
gübre klon dizileri standart olarak dahil edilmiştir. 
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Şekil 4.1. Toprak örneklerine ait DNA agaroz jel görüntüsü (M: Marker, C1-C16: 
Toprak ve rizosfer örnekleri, C17: Çiftlik gübresi C18: Vermikompost) (%0.7 agorose 
jel, 1xTAE) 
 

Şekil 4.1’de görüldüğü üzere tüm toprak örneklerinden elde edilen toprak 
DNA’ları agaroz jelde 45 dk. 65 V’ta yürülmüştür. Marker DNA başa ve sona konulmuş 
ve Lambda/HindIII marker DNA’sı kullanılmıştır. C17 çiftlik gübresi ve C18 
vermikompost gübresinden elde edilen DNA’lar görüldüğü üzere arkasında sürüntülü 
(smear) bir görüntü oluşturmuşlardır. Bunun temel nedeni DNA bolluğundan kaynaklı 
fazla ürünün bulunmasıdır.  

 

 

M MC1 C17 C7 C10 C13 C6 C12 C4 C18C3 C16 C9 C15 C2 C11 C14C5 C8 
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Şekil 4.2. Toprak DNAsı kullanılarak elde edilen PZR ürününü (amoA) gösteren bir jel 
görüntüsü (amo primer seti, %0.7 agorose jel, 1xTAE) 
 

Şekil 4.2’de ise amoA geninden elde edilen PZR ürünlerini görülmektedir. 
Kenarlara konulan markerlarla yakın seviyelerde 564 baz büyüklüğünde parçalar net bir 
şekilde bant vermişlerdir.  
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Şekil 4.3. Klonlarda RFLP analizine ait bir örnek (%1.5 agorose jel, 1xTAE) 
 

Şekil 4.3’de görüldüğü üzere baştan iki ve sondan iki kuyucuğa konulmak üzere 
markerlar bant vermiştir. M1 olarak isimlendirilen marker Lambda DNA/HindIII, M2 
olarak isimlendirilen marker ise DNA Ladder hazır marker kiti kullanılmıştır. Klonlar 
enzimler aracılığı ile belirli yerlerinden kesilirek farklı boyutlarda bantlar elde edilmiştir. 
Böylece farklı paternler oluşmuş ve RFLP analizi ile dizilemeye gönderilecek klonlar 
seçilmiştir. 

4.2. Amonyum Okside Edici (AOB) Topluluk Yapısı 

Ek-1’de RFLP analizi ile belirlenen patern sayılarına göre rarefaksiyon analizleri 
verilmiştir. AC-1 klonu için RFLP grup sayısı eğrisi plato yapmış ve seçilen klon 
miktarının yeterli olduğu görülmüştür. AC2, AC3, AC4, AC5 klonları için eğrinin 
sabitlendiği görülmüştür ve yeterince klon elde edildiği tespit edilmiştir. Fakat AC-6 
klonununa ait eğri sabitlenmemiştir ve yeterli sayıda RFLP grubu elde edilemediği 
sonucu ortaya çıkmıştır. AC7 klonları için eğri sabitlenmiş ve yeterli sayıda RFLP grubu 
elde edildiği görülmüştür. AC8 klonları için eğri bsabitlenmemiş ve yeterli sayıda grup 
elde edilemediği gözlemlenmiştir. AC9 klonu için elde edilen klon grubu sayısının yeterli 
fakat AC10 klonu için elde edilen klon grubu sayısının yeterli olmadığı tespit edilmiştir. 
AC11, AC12, AC13, AC14, AC15, AC16, AC17, AC18 gruplarının rarefaksiyon analiz 
sonuçlarına baktığımızda ise eğri plato yapmıştır ve yeterli sayıda RFLP klon grubu elde 
edildiği görülmüştür. 

M1 M2 M2 M1 
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4.2.1. Amonyum okside ediciler için dizi analiz sonuçları ve filogenetik dağılımları 

Birinci dönem normal topraklardan 31 adet amoA klon dizisi elde edilmiş ve bu 
dizilere ait filogenetik ağaç Şekil 4.4’de verilmiştir. Klonlara yakınlık gösteren ve 
filogenetik analizlere dahil edilen tanımlanmış dizilerin biri hariç tamamı 
Betaproteobacteria taksonomik grubunun üyeleridir. Sadece Nitrosococcus oceani 
gammaproteobacteria taksonomik grubuna aittir. Genel olarak bakıldığında klonların 
çoğunun daha önceden tanımlanmış dizilere yakın olmakla birlikte onlardan ayrı olarak 
kendi aralarında gruplar oluşturdukları görülmektedir. Ancak yakından bakıldığında bazı 
klonların bu grup içinde de ayrıştığı görülmektedir. Örneğin aynı uygulamadan gelen 
(Kontrol) AC1-10, AC1-5 ve AC1-8 klonları ayrı bir alt dal oluşturmuşlardır. Ayrıca 
AC1-4 tanımlanmış dizilerle birlikte ayrı bir grup içerisinde yer almıştır. Benzer şekilde 
AC3-12 de tek olarak bilinen dizilerle birlikte ayrı bir dalda görünmüştür. AC1-16, AC3-
17 ve AC1-4 grupları diğer uygulamalardan biraz daha farklı gruplarda yer almış. Yine 
AC1 (Kontrol) ve AC3 (Çiftlik gübresi) gruplarının genel olarak birbirlerine yakın olduğu 
görülmektedir. Ayrıca AC1-16 ve AC3-17 klonlarının yine bir arada diğer gruplardan 
farklı olarak tanımlanmamış gruplara yakın olduğu görülmüştür. AC1-19 klonununda 
diğer gruplardan farklı olarak tek başına ayrı bir dal oluşturduğuda görülmektedir. 
Klonlardan AC2-4 (vermikompost)’ ün ise tanımlanmış gruplarla yakın dalda bulunması 
ve yine diğer uygulamalardan farklı olarak AC17-9 (çiftlik gübresi), AC18-7 
(vermikompost) klonlarıyla yakınlığı göze çarpmakta ve bulundukları gruplardan farklı 
olarak uygulama gruplarına yakınlıkları da görülmektedir. Ayrıca AC17-9 ve AC18-7 
klonları dışında diğer AC17 ve AC18 klonlarının Nitrosomonas gruplarına yakınlığı 
görülmektedir. Uygulama gruplarının ise Nitrosospira bakteri gruplarına daha yakın 
olduğu söylenebilir. Yine klonlardan AC17-14 (çiftlik gübresi), Nitrosomonas nitrosa 
bakteri gruplarıyla ayrı bir dalda olduğu görülmüştür. AC17-3 ve AC17-13 klonlarının 
Nitrosospira grupları ve diğer uygulamalara yakın olduğuda görülmüştür. Filogenetik 
ağaçta görülen en ilginç bulgulardan biri ise vermikompost ve çiftlik gübresinden elde 
edilen klonların çoğunluğunun belirgin bir şekilde diğer klonlardan ayrılması olmuştur. 
AC17-10, AC18-5 ve AC18-12 klonları ayrı bir dal üzerinde gruplaşmış iken AC17-2, 
AC17-8, AC17-14, AC18-2 ve AC18-9 klonları da tanımlanmış bazı dizilerle birlikte 
farklı bir dalda yer almışlardır. Buralarda uygulamalardan elde edilen klonlar yer 
almamıştır. 

 

 

 



 
BULGULAR                   R. YILDIZ 
 

 

31 
  

 

Şekil 4.4. Birinci yetiştiricilik dönemi 
normal topraklardan elde edilen amoA gen 
klonlarına ait filogenetik ağaç 
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İkinci dönem normal topraklardan 31 adet amoA klon dizisi elde edilmiş ve gen 
klonlarına ait filogenetik ağaç Şekil 4.5’de verilmiştir. AC12-5 (kimyasal gübre), AC12-
9, AC10-4 (vermikompost) ve AC11-12 (çiftlik gübresi) klonlarının ayrı bir grup 
oluşturduğu görülmüştür. Ayrıca AC9-9 (kontrol), AC9-17, AC10-7 (vermikompost), 
AC9-18, AC10-11, AC10-12 ve AC10-15 klonları ise ayrı bir grup oluşturmuşlardır. 
Genel olarak bakıldığında AC9 ve AC10, sırasıyla kontrol ve vermikompost 
uygulamalarının yapıldığı topraklara ait klonların birbirlerine daha yakın gruplaştığı 
görülmektedir. Yine dallanmalara bakıldığında kimyasal gübre uygulamasına ait AC12-
1 ve AC12-12 klonlarının diğer AC11-11 ve AC11-8 çiftlik gübresi uygulaması olan 
klonlar ile yakın dallandığı görülmektedir. Bu dönemde uygulamalara ait klonlar genel 
olarak yine kendi aralarında bir gruplaşma göstermiş olup belli bir uygulamaya ait 
klonların oluşturduğu özel gruplaşmalar daha az görülmüştür. Vermikompost 
uygulamasına ait AC10-5 ve AC10-6 klonları belirgin bir şekilde diğer klonlardan ayrı 
olarak bir dal oluşturmuşlardır. Çiftlik gübresi AC17-3 ve AC17-13 klonlarının uygulama 
gruplarına yakın dallandığı da söylenebilir. Bir önceki paragrafta belirtilen belirgin 
ayrışmaya ek olarak vermikompost ve çiftlik gübrelerine ait klonlardan AC17-3 ve 
AC17-13 ile AC17-9 ve AC18-7 klonları iki ayrı dalda gruplaşmışlardır. 
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Şekil 4.5. İkinci yetiştiricilik dönemi normal 
topraklardan elde edilen amoA gen klonlarına ait 
filogenetik ağaç 
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Birinci dönem rizosfer topraklarından 25 adet amoA klon dizisi elde edilmiş ve 
gen klon dizilerine ait filogenetik ağaç Şekil 4.6’da verilmiştir. Bu rizosfer toprağında, 
diğer normal topraklarda görülmeyen yeni gruplaşmalar oluşmuştur. Kimyasal gübre 
uygulamalarına ait topraklardan elde edilen AC8-3 ve AC8-14 klonları kendi arasında 
küçük bir gruplaşma oluştururken yine yakın dallarda aynı gruptan AC8-7, kontrol 
grubuna ait AC-5, vermikompost uygulamasına ait AC6-13, çiftlik gübresine ait AC7-10 
klonları yakın olarak gruplaşmışlardır. Genel olarak bakıldığında kontrol ve 
vermikompost uygulamaları olan AC5 ve AC6 klonları hep bir arada gruplaşmışlardır. 
Kontrol grubu ve vermikompost uygulamasına ait AC5-18 ve AC6-4 klonları ise diğer 
gruplardan ayrı bir şekilde dallanmıştır. AC6-7, AC7-7, AC6-1 ve AC5-11 klonlarını da 
içerecek şekilde 11 klon içeren bir grup oluşmuş ancak bu grupta kimyasal gübre 
uygulamalarına (AC8) ait herhangi bir klon yer almamıştır. Yine sırasıyla kontrol ve 
vermikompost uygulamalarına ait AC5-14 ve AC6-5 klonlar diğer uygulamalardan farklı 
olarak tanımlanmış gruplar ve sırasıyla çiftlik gübresi ve vermikomposttan elde edilen 
AC17-9 ve AC18-7 klonlarına yakın dallar oluşturduğu görülmüştür.  Benzer şekilde, 
AC8-13, AC7-8, AC8-1, AC5-13 ve AC8-10 tanımlanmış ve bazı tanımlanmamış 
bakterilerle birlikte belirgin olarak ayrı bir grup oluşturmuşlardır.  Bu grupta 
vermikompost uygulamasına (AC6) ait herhangi bir klon bulunmamıştır. Ayrıntılı olarak 
bakacak olursak, kimyasal gübreleme uygulamasının yapıldığı toprağa ait AC8-13 
klonunun tanımlanamamış bakteri klonlarıyla ayrı bir dal oluşturduğu görülmüş. Yine 
kimyasal gübreleme uygulamasının yapıldığı topraktan elde edilen AC8-10 klonunun 
Nitrosospira sp. Nsp 17 bakterisiyle aynı dalda yer aldığı görülmüştür.  
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Şekil 4.6. Birinci yetiştiricilik dönemi 
rizosfer topraklarından elde edilen amoA gen 
klonlarına ait filogenetik ağaç 
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İkinci dönem rizosfer topraklarından 30 adet amoA gen klon dizisi elde edilmiş ve 
bu klon dizilerine ait filogenetik ağaç Şekil 4.7 de verilmiştir.AC13-7, AC13-8, AC14-
15 ve AC15-11 klonları Nitrosomonas sp. Nsp17, ve Nitrosospira sp. Wyke8 dizilerini de 
içeren grup içinde yer almışlardır. Ancak kimyasal gübre uygulamalarına (AC16) ait 
herhangi bir klon bu grupta yer almamıştır.  Kimyasal gübre uygulamasına ait topraktan 
elde edilen AC16-7 klonu diğer gruplardan farklı olarak tanımlanmamış bakteri klonu 
w627 ile aynı grupta dallanmıştır. Yine aynı grupta çiftlik gübresi ve kimyasal gübre 
uygulamalarına ait topraklardan elde edilen AC15-12 ve AC16-3 klonları bir arada 
gruplanırken, vermikompost ve çiftlik gübresi uygulanmış topraklara ait AC14-11 ve 
AC15-7 klonları bir arada gruplanmışlardır. Ayrıntılı bakıldığında AC14-11 ve AC15-7 
klonları Nitrosospira sp. Nsp57 dizilerin bulunduğu grupla aynı grupta yer aldığı göze 
çarpmaktadır. Genel olarak baktığımızda AC16-7, AC15-12, AC16-3, AC14-11 ve 
AC16-7 klonları tanımlanmış bazı bakterilerle bir grup oluştururken kontrol 
uygulamasına (C13) ait klon bu grupta bulunmamıştır. Ayrıca yine çiftlik gübresi 
uygulanmış topraktan elde edilmiş AC15-16 klonu Nitrosospira briensis dizilerini içeren 
gruplarla yakın dallanmış ve yine kimyasal gübre uygulanmış topraklara ait AC16-9 
klonu da aynı grupta yer almıştır. Bunun yanı sıra bu iki klon çiftlik gübresi ve 
vermikomposttan elde edilen AC17-9 ve AC18-7 klonlarıyla da yakın şekilde 
gruplaşmışlardır. Yine detaylı bakıldığında diğer gruplardan ayrı dallanan vermikompost 
uygulanmış topraklara ait AC14-17 klonunu görebiliriz. Başka bir dallanmada ise AC14-
3 ve AC16-1 klonlarıyla yakın dallanan AC13-12 klonu görülmüş fakat bu grupta çiftlik 
gübresi uygulanmış toprağa ait AC15 klonu bulunmamıştır. Aynı şekilde AC15-1, AC15-
15, AC16-5, AC14-10, AC16-10 klonları gruplaşmış fakat kontrol grubuna ait AC13 
klonlarına rastlanmamıştır. Çiftlik gübresi uygulanmış topraktan elde edilen AC15-10 
klonu diğer gruplardan ayrı olarak tanımlanmış gruplara yakın dallanmıştır. Yine bu 
gruba yakın kontrol grubuna ait topraktan elde edilen AC13-18 klonu tanımlanmış 
gruplarla dallanmış diğer uygulamalardan AC15-10 klonuyla yakın gruplaştığı 
görülmektedir. 
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Şekil 4.7. İkinci yetiştiricilik dönemi rizosfer 
topraklarından elde edilen amoA gen klonlarına 
ait filogenetik ağaç 
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4.3. Denitrifikasyon Bakteri Topluluk Yapısı 

Denitrifikasyon bakterileri için kullanılması planlanan ve nirK genini hedefleyen 
nirK1F ve nirK5R, PZR primer setinin toprak örneklerinin bazılarında PZR ürünü 
üretmediği tespit edilmiştir. Bu nedenle literatürde belirtilen 3 farklı primer seti test 
edilmiştir. Kullanılmasına karar verilen nirKC1F ve nirKC1R primer setinin tüm toprak 
örneklerinde ve vermikompostta ürün verdiği ama çiftlik gübresinde ise herhangi bir ürün 
vermediği tespit edilmiştir. Bu durum önemli bir bulgu olarak not edilmiş ve seçilen 
primer seti analizlerde kullanılmıştır. 

 Ek-2’de RFLP analizi ile belirlenen patern sayılarına göre rarefaksiyon analizleri 
verilmiştir. NC1 klonunun grafiğine bakıldığında eğrinin sabitlenmediği görülmektedir 
burdan yeterli RFLP klon grup sayısının elde edilemediği sonuca varılmıştır. NC2 ve 
NC3 klonlarının grafiği ise, sabitlenmiş ve elde edilen klon grup sayısı yeterli 
bulunmuştur. Fakat NC4, NC5, NC6 klonlarına ait eğrilerin sabitlenmediği görülmüştür. 
NC7, NC8, NC9 klonlarının grafiklerinin ise sabitlenmiş bir eğri yaptığı gözlemlenmiş 
ve yeteri kadar klon grubunun elde edildiği sonucuna varılmıştır. NC10 klonunun ise 
sabitlenmemiş bir eğri grafiği göstererek yeterli sayıda RFLP grubu sayısını 
yakalayamadığı görülmüştür. NC11 klon grafiğinin ise plato yaptığı, NC12, NC13, NC14 
klonlarına ait eğrilerin sabitlenmediği görülmüştür. NC15 klon grafiğinin ise sabitlendiği 
ve yeterli sayıda klon grubuna sahip olduğu görülmüştür. Fakat NC16 ve NC18 klonlarına 
ait grafiklerin sabitlenmediği tespit edilmiş ve yeterince klon grubunu temsil edecek 
sayıda oldukalrı belirlenmiştir. 

4.3.1. Denitrifikasyon bakterileri için dizi analiz sonuçları ve filogenetik dağılımları 

Birinci dönem normal topraklardan 34 adet nirK klon dizisi elde edilmiş ve bu 
gen klon dizilerine ait filogenetik ağaç şekil 4.8’de verilmiştir. Klonlara yakınlık gösteren 
ve filogenetik analizlere dahil edilen tanımlanmış dizilerin büyük bir çoğunluğu 
Alphaproteobacteria taksonomik grubunun üyesidir. Az sayıda olmakla birlikte 
betaproteobacteria ve gammaproteobacteria taksonomik grubuna ait üyelerde 
bulunmuştur. Filogenetik ağaç incelendiğinde klonlar daha önce tanımlanmış bakteriler 
ile birlikte ağaçda genele yakın bir dağılım sergilemişlerdir. Uygulama bazında 
gruplaşma amoA gen ağaçlarına göre daha düşük olmuştur. Var olan gruplardan en 
belirgini NC3-4 ve NC3-20 (çiftlik gübresi uygulaması) klonlarının diğer klonlardan 
belirgin bir bir şekilde ayrılarak betaproteobacteria üyesi Nitrosospira ile yaptıkları 
gruptur. Detaylı şekilde bakılacak olursa, kontrol grubuna ait topraktan elde edilen NC1-
11 klonu Neorhizobium galagae ile aynı dalda yer almış ve genel olarak bakıldığında 
Rhizobium dizilerini içeren gruplara yakın konumda yer almıştır. Çiftlik gübresi 
uygulanmış topraktan elde edilen NC3-5 klonu yine Rhizobium gruplarına yakın fakat 
ayrı bir dalda yer almıştır. Vermikompost gübresi uygulanmış topraktan elde edilen NC2-
6 ve NC2-14 klonları ayrı bir dal oluşturmuş yine aynı uygulamadan elde edilen NC2-11 
klonu ve vermikomposttan elde edilen NC18-2, NC18-3 ve NC18-16 klonları 
Hyphomicrobium nitrativorans NL23 dizileriyle yakın grupta yer almışlardır. Kimyasal 
gübre uygulaması olan NC4-12 ve NC4-18 klonları ayrı bir dal oluştururken kontrol 
grubuna ait topraklardan elde edilen NC1-10 klonları ile yakın bir grupta yer almışlardır. 
Yine yakın dalda NC2-5 klonu Devosia sp. S02 tanımlı diziyle ayrı bir dal 
oluşturmuşlardır. Fakat bu dallanmada NC3-1 (vermikompost uygulaması) klonu biraz 
daha uzakta yer almıştır. Göze çarpan diğer bir detay ise çiftlik gübresi uygulamasından 
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elde edilen NC3-7 klonunun diğerlerinden ayrı olarak yine tanımlanmış dizilerle 
dallanması ve yakın bulunan grupta vermikomposttan elde edilen NC18-6 klonunun yer 
alması olmuştur.  Kontrol toprağı ve çiftlik gübresi uygulanan topraktan elde edilen NC1-
13 ve NC3-3 klonları da tanımlanmış Bradyrhizobium dizileri ile yakın gruplar 
oluşturmuşlardır. Kimyasal gübre uygulamasından elde edilen NC4-5 ve NC4-15 klonları 
ise diğer klonlara yakın kendi aralarında bir dal oluşturmuşlardır. Kontrol grubu klonu 
olan NC1-12 ise Bosea sp. ANAM02 tanımlanmış dizileriyle ayrı bir dal yapmıştır. Başka 
bir gruplaşma ise NC1-2, NC2-2, NC2-8, NC4-3, NC1-9 klonları ile tanımlanmış diziler 
arasında oluşmuştur ve bu grupta çiftlik gübresi uygulamasından elde edilen NC3 klonları 
yer almamıştır. Vermikompost uygulamasına ait NC2-7 klonunun ise diğer klonlardan 
ayrı olarak tanımlanmış gruplarla bir dalda yer aldığı görülmektedir. NC3-17 ve NC4-4 
klonların da ayrı bir dal oluşturduğu ve vermikomposttan elde edilen NC18-1 klonunun 
da bu dala yakın olduğu görülmüştür. Vermikompost uygulamasından elde edilen NC2-
10 klonununda Devosia sp. G19 tanımlı dizisiyle bir dal oluşturduğu görülmüştür. Yine 
göze çarpan önemli bir detay da çiftlik gübresi uygulamasına ait NC2-1 klonunun diğer 
gruplardan ayrı bir dalda Devosia sp. 1507 tanımlı dizisiyle bulunması olmuştur. Bunun 
dışında, NC2-6, NC2-14, NC2-11 (vermikompost uygulaması) ile NC18-2, NC18-3 ve 
NC18- 16 (vermikompost gübresi) klonları bir arada yer almışlardır. 
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Şekil 4.8. Birinci dönem normal 
topraklardan elde edilen nirK gen klonlarına 
ait filogenetik ağaç 
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İkinci dönem normal topraklardan 40 adet nirK gen klon dizisi elde edilmiş ve bu 
klon dizilerine ait filogenetik ağaç Şekil 4.9’da verilmiştir. Çiftlik gübresi 
uygulamasından elde edilen NC11-1 klonunun tanımlanmış dizilerle gruplaştığı 
görülmektedir. Ayrıca kontrol uygulamsı ve vermikompost uygulamasından elde edilen 
NC9-10 ve NC10-6 klonlarının bir dal oluşturduğu da görülmüştür. Yine vermikompost 
uygulamasına ait topraktan elde edilen NC10-4 klonunun Neorhizobium galagae 
tanımlanmış dizisiyle bir dal oluşturduğu da görülmüştür. Başka bir dalda kimyasal gübre 
uygulaması yapılmış topraklara ait NC12-11 ve NC12-13 klonu dizileri hemen hemen 
aynı olduğu görülmüş ve yine aynı gruba yakın çiftlik gübresi uygulamasından elde edilen 
NC11-5 klonu Rhizobium gruplarıyla dallanmıştır. Bu dönemde uygulamalara ait 
örneklerden NC18-2, NC18-3 ve NC18-16 (vermikompost gübresi) klonları ile bir araya 
gelen herhangi bir klon tespit edilememiştir. Kimyasal gübre uygulamasından elde edilen 
NC12-2 klonunun tek başına ayrı bir dal oluşturduğu da görülmüştür. Yine yakın bir dal 
yapan NC11-6 klonu Devosia ginsengisoli tanımlanmış dizisiyle ayrı bir dal 
oluşturmuştur. Yakın bir dalda ise vermikompost uygulmasından elde edilen NC10-12 
klonu yer almaktadır. Yine vermikompost uygulamasına ait NC10-5 klonu, 
vermikomposttan elde edilen NC18-15 ve NC18-18 klonları dizileri ile hemen hemen 
aynı diziye sahip olduğu da görülmüştür. Yine yakın şekilde NC9-15 ve NC12-6 
(sırasıyla kontrol ve kimyasal gübre uygulaması) ayrı bir dalda NC10-16 ve NC11-3 
(vermikompost ve çiftlik gübresi uygulaması) ayrı bir dalda bir arada gruplaşmışlardır. 
NC11-12 klonu diğer klonlardan belirgin şekilde ayrılmıştır. Vermikompost uygulanmış 
ve kimyasal gübre uygulanmış topraklardan elde edilen NC10-7, NC12-7 klonları 
Rhizobium sp. IAE-1 ve Sinorhizobium meliloti WSM1022 ve NC12-12 ile aynı grupta 
yer aldığı görülmüştür. Başka bir gruplaşma da NC9-18 ile Aureimonas sp. arasında 
görülmüş ayrıca NC18-8 vermikomposttan elde edilen klonda aynı grupta bulunmuştur. 
Başka bir gruplaşmda kontrol uygulamasına ait NC9-12, NC9-14 ve NC9-11 klonları 
arasında olmuştur. Vermikompost uygulamasına ait NC10-8 klonuna baktığımızda ise 
Bosea sp. ANAM02 tanımlı dizleriyle ayrı bir dallanma oluşturduğu da görülmüştür. 
Başka bir gruplaşma ise çiftlik gübresi uygulaması ve kimyasal gübre uygulamasından 
elde edilen NC11-4 ve NC12-8 arasında görülmüş ve bu dizilere en yakın dizi Oricola 
thermophila strain MEBiC13590 olmuştur. Ayrıca uygulamalardan bağımsız olarak bazı 
klon dizilerinin hemen hemen aynı oldukları görülmüştür. Buna örnek olarak NC9-2, 
NC9-4, NC9-7, NC9-16, NC11-2 ve NC11-16 verilebilir. Başka bir gruplaşmada ise 
NC11-9, NC11-10 klonları kendi aralarında, NC12-4, NC12-10 klonları kendi aralarında 
yakın dallar oluşturmuş ve benzer dizilere sahip olduları görülmüştür. Yine 
vermikompost ve kimyasal gübre uygulamasına ait NC10-13 ve NC12-16 klonları aynı 
dalda yer almış ve yakın bir grupta çitlik gübresi uygulamasına ait NC11-14 klonu 
Devosia sp. G19 tanımlanmış dizisiyle aynı dalda yer almıştır. Fakat bu gruplaşmada NC9 
kontrol uygulaması klonuna rastlanmamıştır. Bakıldığında en göze çarpan detay ise 
NC11-12 klonu Devosia sp. 1507 tanımlanmış grubuyla aynı dalda yer almış fakat diğer 
klonlardan çok ayrı bir dal oluşturmuştur.  
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Şekil 4.9. İkinci dönem normal 
topraklardan elde edilen nirK gen klonlarına 
ait filogenetik ağaç 
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Birinci dönem rizosfer topraklarından 34 adet nirK klon dizisi elde edilmiş ve bu 
gen klon dizilerine ait filogenetik ağaç Şekil 4.10’da verilmiştir. Kimyasal gübre 
uygulamasından elde edilen NC8-13 klonu vermikompost gübresinden elde edilen NC18-
3, NC18-16, NC18-2 ile yakın dallarda bulunmuştur. Kontrol grubuna ait NC5-12 
klonunun ise yine aynı uygulamadan NC5-5 klonu ile diğer klonlardan ayrı gruplaştığı 
görülmüştür. NC8-11 klonunun Neorhizobium galagae tanımlı dizileriyle aynı dalda 
bulunduğu ve yakınında vermikompost uygulamasından elde edilen NC6-3 klonununda 
ayrı bir dal yaptığı görülmüştür. Diğer klonlardan ayrı bir dalda; kimyasal gübre 
uygulamasından elde edilen NC8-1, NC8-12 klonları aynı dalda bulunurken yine yakın 
dalda kontrol uygulamasından elde edilen NC5-3 olduğu görülmektedir. Kontrol ve 
kimyasal gübre uygulamasından elde edilen NC5-1 ve NC8-2 klonlarınının neredeyse 
çok benzer olduğu ve yine kimyasal gübre uygulamasına ait NC8-3 klonununda aynı 
dalda olduğu göze çarpmaktadır. Yine kontrol ve çiftlik gübresi uygulamasından elde 
edilen NC5-2 ve NC7-6 klonları yakın bir dal yapmıştır. Fakat yakın dalda vermikompost 
gübresinden elde edilen NC18-15 ve NC18-18 klonlarının bulunması ama bu gruba yakın 
dalda NC6 (Vermikopost uygulaması) klonunun bulunmaması önemli bir detay olarak 
görülmüştür. NC6-9, NC6-11 ve NC6-17 (vermikompost uygulaması) uzaktan NC18-6 
(vermikompost gübresi) ile bir grup oluşturmuşlardır. Yine vermikompost uygulaması 
olan NC6-9 ve NC6-11 klonları birbirine çok benzer bulunmuş ve Pseudomonas sp. G-
179 tanımlanmış dizileriyle aynı dal üzerinde olduğu görülmüştür. Aynı grupta bulunan 
NC6-17 klonu da tanımlı dizilerle gruplaşmış ve genel olarak baktığımızda vermikompost 
uygulamasına ait NC6 klonları genelolarak bir arada gruplaşmışlardır. Çiftlik gübresi ve 
kimyasal gübre uygulamasına ait NC7-1 ve NC8-7 aynı dalda yine NC7-16 klonu ile 
yakın gruplaşmışlardır. Yine çiftlik gübresi uygulamasına ait NC7-2 klonu yakın bir dalda 
tek başına bulunmuştur. Genel olarak bu dalda NC7 (Çiftlik gübresi) ve NC8 (kimyasal 
gübre) klonları yer almış ve Rhizobium grubuna ait dizilerle gruplaşmışlardır. Kontrol 
grubuna ait NC5-11 ve vermikompost grubuna ait NC6-1 aynı dalda bulunurken yakın 
dalda çiftlik gübresi grubuna ait NC7-11 klonu yer almıştır. NC5-6, NC6-2, NC7-4 ve 
NC8-8 klonlarının olduğu tüm uygulama gruplarını içeren bir dal olduğu ve benzer 
dizilerde olduğu görülmüştür. Başka bir gruplaşma da ise NC7-13 ve NC8-6 klonlarının 
dizilerinin çok benzer olduğu görülmüş ve kültürlenememiş bakteri klonu tanımlı dizileri 
ile aynı dalda yer almışlardır. NC6-4 ve NC18-1 tek bir dal üzerinden diğer klonlardan 
ayrılmıştır. NC6-6 çok belirgin bir şekilde ayrılarak Nitrosospira grubunda yer almıştır. 
Aynı şekilde NC7-18 ve NC7-12 (çiftlik gübresi uygulaması) tanımlanmış bakteriler ile 
birlikte gruplaşmıştır.  
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Şekil 4.10. Birinci dönem rizosfer 
topraklarından elde edilen nirK 
gen klonlarına ait filogenetik ağaç 
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İkinci dönem rizosfer topraklarından 34 adet nirK klon dizisi elde edilmiş ve bu 
gen klon dizilerine ait filogenetik ağaç Şekil 4.11’de verilmiştir. NC14-9, NC14-7 ve 
NC14-10 (vermikompost uygulaması) diğer tanımlanmış bakteriler ile birlikte yer 
almışlardır. Kontrol grubuna ait NC13-13 ve çiftlik gübresi uygulamasına ait NC15-13 
klonlarının birbirine %100 benzer olduğu görülmüş ve Snorhizobium fredii tanımlı 
dizileriyle yakın dalda yer almışlardır. NC14-13 ve NC14-1 klonları NC18-2, NC18- 3, 
NC18-16 (vermikompost gübresi) ve NC13-6 (kontrol uygulaması) ve bazı tanımlanmış 
bakteriler ile birlikte bir gruplaşma göstermişlerdir. Ayrı bir grupta ise NC14-12 ve 
NC16-11 vermikompost ve kimyasal gübre uygulamasına ait klonlarda Rhizobium grubu 
tanımlı dizilerle benzer dizilere sahip oldukları belirlenmiştir. Yine vermikompost 
uygulamasına ait NC14-3 ve NC14-16 klonları Bosea sp. F3-2 tanımlı dizileri ile bir dal 
oluşturmuşlardır. Kimyasal gübre uygulamasından elde edilen NC16-2 klonununda 
Bosea sp. ANAM02 tanımlı dizileriyle dal oluşturduğu belirlenmiştir. Çiftlik gübresi 
uygulamasından elde edilen NC15-2 klonu da Bradyrhizobium sp. tanımlı gruplarıyla ayrı 
bir dal yaptığı görülmüştür. Yine yakın dalda gruplaşan vermikompost uygulamasından 
elde edilen NC14-2 ve NC14-5 klonları yakın dallar oluşturmuş bunun yanı sıra NC14-
11 klonunun vermikomposttan elde edilen NC18-1 klonu ile %100 benzerlik oluşturduğu 
belirlenmiştir. Çiftlik gübresi uygulamasından elde edilen NC15-7 ve NC15-12 
klonlarının yakın dizilere sahip oldukları ve Paracoccus sp. SY ve aynı tanımlanmış 
dizilerle bir grup oluşturduğu görülmüştür. Fakat NC14-3, NC14-16, NC16-2, NC15-2, 
NC14-2, NC14-5, NC15-7 ve NC15-12 uygulama klonlarının olduğu grupta NC13 
kontrol grubu uygulamsından elde edilen herhangi bir klon bulunmamıştır.  Başka bir 
grupta ise kontrol grubu ve çiftlik gübresinden elde edilen NC13-10, NC14-18 ve NC13-
9 klonları birbirine çok benzer dizilere sahip oldukları görülmüş aynı dalda NC13-7 
klonununda bulunduğu belirlenmiştir. Kimyasal gübre uygulamasından elde edilen 
NC16-3 ve NC16-5 klonlarının birbirine benzer oldukları görülmüş ve Pseudomonas sp. 
G-179 ile aynı dalda olduğu görülmüştür. Çiftlik gübresi uygulamasından elde edilen 
NC15-16 klonun ise Devosia sp. S02 ile dal oluşturduğu belirlenmiştir. Yakınında 
vermikompost uygulamasından gelen NC18 klonlarının bulunduğu belirlenmiştir. NC15-
16, NC15-11, NC15-18, NC15-6, NC15-15 klonlarının bulunduğu ve NC16-8 kimyasal 
gübre uygulamasının olduğu ir grupta bulunmaktadır. Genel olarak, çiftlik gübresi 
uygulamalarından gelen NC15 klonlarının oluşturduğu (NC15-16, NC15-11, NC15-18, 
NC15-6, NC15-15) ve içerisinde NC18-15 ve NC18-18 klonları bir arada bulunmuşlardır. 
Başka bir grupta ise yine NC15-9, NC16-1 ve NC15-1 klonlarının Devosia sp. 1507 ile 
ayrı bir grupta olduğu görülmüştür. 
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Şekil 4.11. İkinci dönem rizosfer 
topraklarından elde edilen nirK gen 
klonlarına ait filogenetik ağaç 
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4.4. RFLP Desenleri İle Toprağın Bazı Kimyasal Ve Biyolojik Özellikleri Arasındaki 
İlişkiler 

Moleküler analizler sonucunda elde edilen verilere göre yapılan denemeden elde 
edilen amoA ve nirK klonlarının zaman (dönem) ve toprak örneğinin kaynağına göre 
(normal toprak, rizosfer toprağı) değişimler sergiledikleri görülmüş, bu durum bu genleri 
taşıyan bakterilerin topluluk yapılarında farklılaşmalar olduğuna işaret etmektedir. Bu 
değişimlerin hangi parametreler tarafından etkilendiğini görmek üzere klonlara ait RFLP 
desen sayıları kullanılarak yaptığımız korelasyon analizlerinde farklı dönemlerde ve 
topraklarda farklı sonuçlar çıkmıştır (Çizelge 4.12, 4.13, 4.14 ve 4.15). Birinci dönem 
normal toprakta amoA RFLP değerleri ile diğer veriler arasındaki korelasyona 
baktığımızda; amoA RFLP ve nirK arasında ististiksel açıdan önemli korelasyon 
görülmemiş, alkali fosfataz enzim aktivitesi ile de aralarında istatistiksel açıdan önemli 
korelasyon görülmemiştir. Fakat amoA ve beta glikosidaz enzim aktivitesi arasında 
negatif korelasyon görülmüştür. Aynı şekilde üreaz enzim aktivitesi ve dehidrogenaz 
enzim aktivitesi arasında da negatif korelasyon olduğu bulunmuştur. Nitrifikasyon 
aktivitesi ve amoA arasında ise pozitif bir korelasyon olduğu görülmüş fakat 
denitrifikasyon aktivitesi arasında negatif korelasyon olduğu bulunmuştur. Mezofilik 
bakteri sayısı ile amoA arasında istatistiksel açıdan önemli korelasyon olmadığı 
belirlenmiştir. AmoA RFLP ile nitrifikasyon bakteri sayısı arasında pozitif ilişki 
görülmüştür. Yine denitrifikasyon bakteri sayısı ile istatistiksel açıdan önemli bir 
korelasyon görülmemektedir. Fakat değişebilir amonyum ve değişebilir nitritle amoA 
arasında negatif korelasyon olduğu göze çarpmaktadır. Değişebilir nitratla ve pH ile 
istatistiksel olarak önemsiz korelasyon görülmektedir. Bunun yanı sıra EC, N, P, K, Mg, 
Ca, Fe, Cu, Zn ve Mn elementleriyle aralarında negatif korelasyon olduğu belirlenmiştir. 

İkinci dönem normal toprakta amoA RFLP sonuçları ile veriler arasındaki 
korelasyonda ise; önceki dönemden farklı olarak negatif korelasyon olduğu görülmüştür. 
Alkali fosfataz enzim aktivitesi ve amoA arasında negatif korelasyon olduğu görülmüş 
fakat beta glikosidaz, üreaz, dehidrogenaz enzim aktiviteleri ile amoA arasında önemli bir 
korelasyon bulunmamıştır. Nitrifikasyon aktivitesi ile istatistiksel açıdan önemli bir 
korelasyon yokken, denitrifikasyon aktivitesi ile aralarında negatif korelasyon olduğu 
negatif korelasyon olmasıdır. Nitrifikasyon bakterileri ile aralarında ise istatistiksel 
açıdan önemsiz bir korelasyon, denitrifikasyon bakterileri ile aralarında ise negatif 
korelasyon bulunmuştur. Değişebilir nitrit ve değişebilir nitrrat ile aralarında negatif bir 
korelasyon olduğu gözlenirken amonyum ile aralarında istatistiksel olaral önemsiz 
korelasyon olduğu tespit edilmiştir. Bunun yanı sıra önceki döneme göre bu dönemde EC 
değeri ile istatistiksel açıdan önemsiz korelasyon olduğu görülmüştür. Aynı şekilde pH 
değeri önceki dönemdeki gibi önemli bir korelasyon oluşmamıştır. Toplam azot ile 
aralarında pozitif bir korelasyon görülmüştür. Önceki dönemden farklı olarak P, K, Mg, 
Ca, Fe, Cu, Zn, Mn elementleri ile aralarında istatistiksel açıdan önemli bir korelasyon 
görülmemiştir. 

Birinci dönem rizosfer toprağı amoA ile diğer veriler arasındaki korelasyon 
değerlendirildiğinde ise; nirK ile aralarında negatif korelasyon olduğu görülmüştür. 
Alkali fosfataz enzim aktivitesi ile negatif korelasyon oluşmuşken, beta glikosidaz, üreaz, 
dehidrogenaz enzim aktiviteleri ile aralarında istatistiksel olarak önemsiz korelasyon 
olduğu görülmüştür. Nitrifikasyon ve denitrifikasyon aktiviteleri ile aralarında 
istatistiksel açıdan önemsiz bir korelasyon bulunmuştur. Mezofilik bakteri sayısı ve 
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nitrifikasyon bakteri sayısı ile aralarında istatistiksel olarak önemsiz bir korelasyon 
oluşmuşken, denitrifikasyon bakteri sayısı ile aralarında negatif korelasyon olduğu 
bulunmuştur. Değişebilir amonyum ve nitratla aralarında istatistiksel olarak önemsiz bir 
korelasyon görülürken, değişebilir nitrit ile negatif korelasyon bulunmaktadır. Normal 
topraktan farklı olarak, rizosfer toprağında pH ile amoA aralarında önemli düzeyde 
negatif korelasyon olduğu görülürken EC ile de negatif korelasyon olduğu tespit 
edilmiştir. N, K ve Cu ile aralarında negatif ilişki bulunurken, P, Mg, Ca, Fe, Zn, Mn 
elementleri ile aralarında istatistiksel açıdan önemli bir korelasyon görülmemiştir.  

İkinci dönem rizosfer toprağı amoA RFLP sonuçları ile veriler arasındaki 
korelasyona bakıldığında ise; nirK ile aralarında pozitif korelasyon olduğu görülmüştür. 
Alkali fosfataz, beta glikosidaz, üreaz, dehidrogenaz, enzim aktiviteleri ile amoA arasında 
önemli korelasyon görülmemiştir. Nitrifikasyon aktivitesi ile aralarında negatif 
korelasyon görülürken, denitrifikasyon aktiviteleri ile aralarında istatistiksel olarak 
önemli bir korelasyon oluşmamıştır. Mezofilik bakteri sayısı ile aralarında önemli 
düzeyde negatif korelasyon bulunurken aynı şekilde denitrifikasyon bakterileri ile 
aralarında önemli negatif korelasyon olduğu görülmüştür. Nitrifikasyon bakterileri ile 
aralarında negatif ilişki olduğu bulunmuştur. Toplam nitrat ve nitrit ile aralarında negatif 
ilişki olduğu görülürken, toplam amonyum ile aralarında önemli seviyede korelasyon 
olmadığı gözlemlenmiştir. EC ve pH değerleri ile aralarında istatistiksel olarak önemli 
seviyede ilişki olmadığı görülmüştür. Toplam azot değerleri ile aralarındaki ilişkiye 
baktığımızda önemli düzeyde pozitif korelasyon olduğu görülmüş bunun yanısıra Fe 
değeri ile de aralarında pozitif ilişki olduğu bulunmuştur. P, K, Mg, Ca, Cu elementleri 
ile aralarında istatistiksel açıdan önemli bir ilişki bulunmazken, Zn ve Mn ile aralarında 
negatif ilişki olduğu tespit edilmiştir.  

Birinci dönem normal toprakta nirK geni için RFLP sonuçları ile diğer 
parametreler arasındaki ilişkilere bakıldığında; amoA ile aralarında istatistiksel olarak 
önemli bir korelasyon görülmemiştir. Alkali fosfataz enzim aktivitesi ile aralarında 
negatif bir korelasyon görülürken, beta glikosidaz, üreaz, dehidrogenaz enzim aktiviteleri 
ile aralarında istatistiksel açıdan önemli bir korelasyon olmadığı görülmektedir. 
Mezofilik bakteri sayısı ve nitrifikasyon bakteri sayıları ile aralarında pozitif bir ilşki 
olduğu bulunurken, denitrifikasyon bakteri ile aralarında negatif ilişki olduğu tespit 
edilmiştir. Değişebilir amonyum ile aralarında önemsiz bir korelasyon bulunurken 
değişebilir nitrat ve nitrit ile aralarında negatif bir ilişki olduğu bulunmuştur. EC, pH, N, 
P, K, Mg, Fe, Cu, Zn ile aralarında önemli seviyede korelasyon tespit edilmemiştir fakat 
Ca ve Mn ile aralarında negatif ilişki olduğu görülmüştür.  

İkinci dönem normal toprakta nirK RFLP değerleri ile diğer toprak değerleri 
arasındaki ilişkiye bakıldığında; amoA ile aralarında negatif bir ilişki olduğu tespit 
edilmiştir. Alkali fosfataz ve dehidrogenaz enzim aktiviteleri ile nirK arasında önemsiz 
seviyede korelasyon oluşurken, beta glikosidaz ve üreaz enzim aktiviteleri ile aralarında 
negatif ilişki olduğu görülmüştür. Nitrifikasyon aktivitesi ile aralarındaki ilişkiye 
baktığımızda ise istatistiksel açıdan önemli bir korelasyon olmadığı bulunmuştur. 
Denitrifikasyon enzim aktivitesi ile aralarında ise negatif korelasyon söz konusu 
olmuştur. Mezofilik, nitrifikasyon ve denitrifikasyon bakteri sayıları ile aralarında 
önemsiz bir ilişki olduğu görülmüştür. Değişebilir amonyum ile aralarında ise istatistiksel 
açıdan önemli korelasyon bulunamamıştır. Değişebilir nitrat ile aralarında negatif 
korelasyon görülürken, değişebilir nitrit ile aralarında istatistiksel açıdan önemsiz 



BULGULAR   R. YILDIZ 

59 

korelasyon olduğu bulunmuştur. Önceki dönemden farklı olarak hem pH hem EC ile 
aralarında negatif ilişki bulunmuştur. N, Fe elementleri ile aralarında negatif korelasyon 
görülürken, P, K, Mg, Ca, Cu, Zn, Mn elementleri ile aralarında istatistiksel açıdan önemli 
bir korelasyon görülmemiştir.      

Birinci dönem rizosfer toprağında nirK RFLP ile diğer toprak analiz sonuçları 
arasındaki ilişkide ise; amoA ile aralarında negatif bir ilişki olduğu görülmüştür. Alkali 
fosfataz, beta glikosidaz, üreaz, dehidrogenaz enzim aktivitileri ile aralarında önemsiz bir 
korelasyon olduğu bulunmuştur. Nitrifikasyon aktivitesi, denitrifikasyon aktivitesi ile 
aralarında ise negatif bir ilişki olduğu görülmüştür. Mezofilik bakteri sayısı ve 
nitrifikasyon bakteri sayısı ile aralarında negatif ilişki bulunurken, denitrifikasyon bakteri 
sayısı ile aralarında önemsiz bir ilişki olduğu görülmüştür. Toplam amonyum ve nitrat ile 
aralarında negatif ilişki olduğu görülmüşken, toplam nitrit ile aralarında istatistiksel 
açıdan önemli seviyede korelasyon görülmemiştir. EC, pH, N, P, K, Mg, Fe, Cu, Mn 
değerleri ile nirK arasında önemsiz bir ilişki bulunurken, Ca ve Zn arasında negatif ilişki 
olduğu tespit edilmiştir.  

İkinci dönem rizosfer toprağında nirK RFLP sonuçları ile diğer toprak değerleri 
arasındaki ilişkiler incelendiğinde; amoA ile aralarında pozitif ilişki bulunmuştur. Alkali 
fosfataz, betaglikosidaz, üreaz, dehidrogenaz enzim aktiviteleri ile aralarında istatistiksel 
açıdan önemsiz bir ilişki olduğu saptanmıştır. Nitrifikasyon aktivitesi ile aralarında 
negatif ilişki görülürken, denitrifikasyon aktivitesi ile aralarında istatistiksel açıdan 
önemli bir ilişki olmadığı görülmüştür. Mezofilik ve nitrifikasyon bakteri sayıları ile 
aralarında negatif korelasyon olduğu görülmüş ve denitrifikasyon bakteri sayısı ile 
aralarında önemli seviyede negatif korelasyon bulunmuştur. Toplam amonyum ile 
aralarında istatistiksel açıdan önemli bir ilişki olmadığı görülmüş fakat toplam nitrat ve 
nitrit arasında negatif bir ilişki olduğu görülmüştür. EC ile arasında negatif korelasyon 
bulunurken pH ile aralarında istatistiksel açıdan önemli bir ilişki olmadığı bulunmuştur. 
N elementi ile aralarında pozitif korelasyon yaparken, P, Mg, Ca, Fe elementleri ile 
aralarında istatistiksel açıdan önemsiz bir korelasyon yapmış fakat K, Cu, Zn, Mn 
elementleri ile negatif korelasyon yaptığı görülmüştür. 
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5. TARTIŞMA

Bu çalışma kapsamında, marulda 4 farklı uygulama grubu toprağı kültürden 
bağımsız teknikler ile incelenmiştir. Topraklardan ve kullanılan organik gübrelerden 
DNA izolasyonu yapılmış ve PZR aracılığı ile RFLP analizine tabi tutularak çeşitlilik 
belirlenmeye çalışılmıştır. Klonlama tekniği ile fonksiyonel genleri içeren klonlardan 
elde edilen dizilerin filogenetik analizleri vasıtasıyla topluluk yapısı belirlenmeye 
çalışılmıştır. 

5.1. Amonyum Okside Edici Bakteri Topluluk Yapısı 

Birinci yetiştiricilik dönemi normal toprağa ait filogenetik ağaçda (Şekil 4.4), 
çiftlik gübresinden elde edilen AC17 klonları Nitrosospira gruplarına yakın dallanmalar 
yapmış olduğu tespit edilmiş. Yine aynı şekilde vermikompost uygulaması olan AC2 
klonu da yakınlık göstermiş, bu durum değerlendirildiğinde organik uygulamalardan ve 
gübrelerden gelen türlerin birbirlerine yakın türler olabileceği akla gelmektedir. Yine 
farklı bir gruplaşma da AC17 (Çiftlik gübresi) ve AC18 (Vermikompost) klonlarının 
Nitrosomonas grubuna yakın dallandığı görülmüştür. Bi vd. (2022) yaptıkları bir 
çalışmada, organik gübre uygulamasının, Nitrosospira' ya göre Nitrosomonas bolluğunu 
arttırdığını tespit etmişlerdir. İkinci yetiştiricilik dönemi normal toprağa ait filogenetik 
ağaçda (Şekil 4.5) da aynı durum görülmüş, vermikompost ve çiftlik gübresinden elde 
edilen klonlar Nitrosomonas grubuyla dal oluşturmuşlar diğer klonlar ise Nitrosospira 
grubuna daha yakın dallanmışlardır. Burada çok bariz bir şekilde kontrol grubuna ait AC9 
ve vermikompost uygulamasından elde edilen AC10 klonlarının genel olarak bir arada ve 
genetik olarak çok benzediği görülmüş ve AC10 vermikompost gübrelemesinden gelen 
klonun ayrı bir dallanma ile organik gübrelerden (çiftlik gübresi, vermikompost) elde 
edilen AC17 ve AC18 klonlarına yakın dallandığı ve organik gübre uygulamalarından 
elde edilen klonlar ile benzer bakteri gruplarına sahip olduğu sonucunu çıkarabiliriz. 
Birinci dönem ve ikinci dönem normal topraklar karşılaştırıldığında birinci dönemde 
kontrol grubu ile çiftlik gübresi uygulanmış topraktan elde edilmiş klonlar yakın 
dallanmışken ikinci dönemde bu durum değişmiş ve kontrol toprağından elde edilen 
klonlara yakın dallanan uygulama grubu vermikompost olmuştur. Bu dönemsel olarak 
topluluk yapısı üzerinde değişimler olduğunu göstermektedir. Birinci yetiştiricilik 
dönemi rizosfer toprağına ait filogenetik ağacı (Şekil 4.6) incelediğimizde normal 
döneme göre yeni ve farklı gruplar oluştuğu görülmüştür. Kimyasal gübre uygulamasına 
ait AC8 klonunun genel olarak tek başına dal oluşturduğu görülmüş, tanımlı bir grup olan 
Nitrosospira sp. Nsp17 ve tanımlanamamış bakteri ile ayrı bir dal oluşturduğu 
görülmüştür. Bilindiği üzere kimyasal gübreler toprak pH’ını düşürmektedir. Bi vd. 
(2022)’a göre Nitrosomonas, Nitrosospira gruplarına göre daha yüksek nitrifikasyon 
aktivitesine sahiptir fakat Nitrosomonas çevresel strese karşı Nitrosospira grubuna göre 
daha dirençli olabilir. French vd. (2012)’nin yaptığı bir çalışmada ise kontrol toprağında 
Nitrosomonas cinsi bakteriler hakimken uygulanan kimyasal gübre ile toprak pH’ı 
düştükçe yerine Nitrosospira grubu baskın hale gelmiştir. Bu durumda kimyasal gübre 
uygulamasının etkisiyle Nitrosospira grubuna yakın dallanma olabileceği düşünülmüştür. 
İkinci yetiştiricilik dönemi rizosfer toprağına ait filogenetik ağaçda (Şekil 4.7) görüldüğü 
üzere klonlar çok daha farklı dallar oluşturmuşlardır. Vermikompost, çiftlik gübresi ve 
kimyasal gübre uygulamalarından elde edilen AC14, AC15, AC16 klonlarının bir arada 
olduğu Nitrosospira sp. ve Nitrosococcus oceani grupları dikkat çekmiştir. Nitrosospira 
grubunun betaproteaobacteria grubunda, Nitrococcus oceani grubunun 
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gammaproteobacteria grubunda yer alması ve vermikompost ve çiftlik gübresi 
uygulamalarından elde edilmiş klonlarla dal oluşturmaları organik gübrelerin topluluk 
yapılarının çeşitliliğini göstermektedir. Head vd. (1993) yaptıkları çalışmada 
Nitrosococcus grubunun AOB’de görev aldığını ve proteobacteria grubuna ait olduklarını 
bulmuşlardır. Yine aynı çalışmada Nitrosococcus cinsinin iki türünün proteobacteria 
gamma alt grubuna ait olduğunu, şimdiye kadar karakterize edilen AOB grubunda yer 
alan Nitrosospira ve Nitrosomonas cinslerine ait türlerin ve Nitrosococcus cinsinin bir 
türünün betaproteobacteria grubuna ait olduğunu tespit etmişlerdir. AC14, AC15 ve 
AC16 klonlarının bulunduğu bu dala birinci dönemde sadece vermikompost ve çiftlik 
gübresinden elde edilmiş klonlar yakınken, ikinci dönemde vermikompost ve çiftlik 
gübresi uygulamalarından elde edilen klonlar yakın dal oluşturmuşlardır. Bu dallanma 
değerlendirildiğinde dönemsel farklılıkların organik gübre uygulanmış topraklarda 
topluluk değişimine yol açtığı sonucu çıkarabilir. Normal ve rizosfer toprakları ele 
alındığında ise kontrol toprağında çeşitliliğin düşük olması fakat rizosfer toprağında 
çeşitliliğin artmış olması dikkat çekmektedir. Bunun sebebinin ortam pH' ının farklı oluşu 
ve mevcut kök salgılarının rizosfer ortamını zenginleştirmesi, bakteri sayısının burada 
fazla bulunması, uygulanan gübrelerin burada daha kolay ve hızlı şekilde mineralize 
olarak ortama sunulması olarak düşünülebilir.  

AOB genel olarak, 16S rDNA ve amoA gen dizilerine göre en az 7 alt gruba 
ayrılmıştır [Nitrosospira, alt grup 1-4; Nitrosomonas, alt grup 5-7] ve 2., 3. ve 4. alt grupta 
bulunan Nitrosospira türlerinin toprakta baskın olduğu görülmüştür (Stephen vd. 1996; 
Prosser ve Embley 2002; Hayatsu vd. 2008). Ancak çeşitli araştırmalar sonucu elde 
edilen, bu alt gruplara ait oldukları değerlendirilen ve kültüre alınmış olan bu 
organizmaların çoğunun tam tanımlamaları yapılmadığından dolayı sadece cins ve suş 
adı ile birlikte anılmaktadırlar. Örneğin alt grup 2’de yer alan Nitrosospira sp. NpAV 
(AF016003) ya da alt grup 4’de yer alan Nitrosospira sp. 40KI bu duruma örnek 
verilebilir. Bu alt gruplar içerisinde üyeleri en çok çalışılmış olan alt grup ise alt grup 
3’dür. Nitrosospira multiformis, Nitrosospira tenuis ve Nitrosospira briensis bu grupta 
yer almaktadır. Yapılan moleküler ekolojik analizlere göre, genel olarak, Nitrosospira alt 
grup 2 türlerinin asit topraklarda Nitrosospira alt grup 3 türlerine göre sayıca daha fazla 
bulunduğu ve Nitrosospira alt grup 3 ün genel olarak nötr topraklarda dominant durumda 
olduğu rapor edilmiştir (Prosser ve Embley 2002; Hayatsu vd. 2008; Junier vd. 2010). 
Denemenin yürütüldüğü toprak pH açısından nötr ve nötre yakın değerlere sahiptir. Elde 
edilen filogenetik analizlerde kullanılan amoA klonlarının ve bunlara en yakın 
tanımlanmış bakteri dizilerinin de büyük çoğunluğu Nitrosospira alt grup 3’e ait 
dizilerdir. Dolayısıyla çalışmada elde edilen filogenetik veriler önceki çalışmaları 
destekler mahiyettedir. Kowalchuk vd. (2000) yaptıkları çalışmada Nitrosospira alt grup 
3’e ait türlerin nispeten yüksek amonyum konsantrasyonlarına sahip topraklardaki 
amonyum oksidasyonundan sorumlu olduğunu bulmuşlardır. Bruns vd. (1999) 
gübrelenmiş topraklarda Nitrosospira alt grup 3 türlerinin sayılarının oransal olarak daha 
yüksek olduğunu belirtmişlerdir. Bu tez kapsamında yapılan analizler doğrudan AOB alt 
grupların oransal sayılarını belirlemeye yönelik değildir. Ancak elde edilen klonların 
büyük bir kısmının Nitrosospira alt grup 3’e benzer olmasından hareketle dolaylı bir 
çıkarım yapmak mümkündür. Bununla birlikte, tarla denemesinde herhangi bir gübreleme 
yapılmayan kontrol uygulamasından elde edilen klonlar da genel olarak Nitrosospira alt 
grup 3’e benzer çıkmıştır. Bu nedenle çalışmamızda elde edilen veriler Bruns vd. 
(1999)’ni destekler mahiyette değildir. Nitekim Avrahami vd. (2002) ve Schmidt vd. 
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(2007), düşük, orta ve yüksek konsantrasyonlarda gübre uygulamalarına rağmen 
topraklarda Nitrosospira alt grup 3’ün dominant olmaya devam ettiğini 
gözlemlemişlerdir. Hastings vd. (1997) tarafından domuz gübresi ile yapılan bir 
çalışmada, gübre uygulanan ve uygulanmayan topraklarda Nitrosospira türleri tespit 
edilmiş iken Nitrososomonas türlerine sadece yüksek miktarda gübre uygulanmış 
topraklarda rastlanmıştır. Çalışmamız kapsamında topraklardan elde edilen klonlar 
Nitrosospira türlerine yakın olmuştur. Ancak sadece vermikompost ve çiftlik gübresinden 
elde edilen klonların bazıları Nitrosomonas türlerine benzer çıkmış ve filogenetik ağaçta 
belirgin olarak ayrı bir grup içinde yer almışlardır. Burdan yola çıkarak organik gübre 
uygulamalarının toprakta bakteri çeşitliliğini arttırdığı düşünülebilir. Fakat kimyasal 
gübre uygulamasının çeşitliliğe katkısı olmadığı belirlenmiştir. Bu çalışmaya uyumlu 
olarak He vd. (2008) yaptığı çalışmada organik gübre uygulamalarının bakteri çeşitliliğini 
arttırırken, kimyasal gübre uygulamalarının toprak bakteri topluluk yapısı ve çeşitliliği 
üzerinde daha az etkiye sahip olduğunu gözlemlemişlerdir. Bu açıdan bakıldığında bu tez 
çalışmasında elde edilen sonuçlar bahsedilen çalışma ile uyumlu olmuştur. 

AmoA geni ile toprakta ölçülen parametreler arasındaki ilişkilere bakıldığında 
birinci dönem normal toprakta (Çizelge 4.12) amoA ve nitrifikasyon bakteri sayısı 
arasında önemli düzeyde pozitif korelasyon görülmüştür. Aynı toprağın ikinci döneminde 
de istatistiksel olarak önemli fark görülmemiştir. Fakat 2. dönem rizosfer toprağında 
negatif korelasyon olduğu belirlenmiştir. Bu duruma rizoferdeki baskın grubun dönemsel 
değişiminin sebep olabileceği düşünülmüş bunun yanı sıra toprak pH’ ının da etkili 
olabileceği sonucuna varılmıştır. AOB topluluk yapısının, pH ve azot uygulamalarından 
etkilendiği bildirilmiştir (Avrahami vd. 2003 ; Kowalchuk ve Stephen 2001). Bunu 
destekler nitelikte amonyum oksidasyonunu kısıtlayan faktörlerden birisi toprak pH’ıdır 
ve AOB’in 6’nın altındaki pH değerlerinde gelişemediği bildirilmiştir (Allison ve Prosser 
1991; Allison ve Prosser 1993). Buna rağmen asit topraklarda amonyum oksidasyonunun 
oluştuğu gözlenmiştir (Nicol vd. 2008). Hayatsu vd. (2017) asidik bir tarım 
toprağından izole edilen bir AOB suşunun pH 5-7,5 arasında gelişebildiğini ve yüksek 
asitli koşullarda (pH 2) hayatta kalabildiğini göstermişlerdir. Daha yakın zamanlarda, 
asidik bir orman toprağında ototrofik amonyum oksidasyonunun Nitrosospira 3a.2 alt 
grubu tarafından gerçekleştirildiği belirlenmiştir. (Huang ve diğerleri, 2018). Rizosfer 
toprağının pH’ının daha asidik olduğu düşünüldüğünde rizosfer toprağı ve amoA arasında 
bulunan negatif ilişki, Hayatsu vd. (2017) ve Huang vd. (2018)’nin yaptığı çalışmalarla 
örtüşmemektedir. Patriquin vd. (1993), inceledikleri toprak örneklerine ait bazı kimyasal 
değerler arasındaki ilişkide nitrat konsantrasyonu ve EC değerleri arasında pozitif 
korelasyon ve yine nitrat ile pH arasında negatif korelasyon olduğunu rapor etmiştir. 
Birinci dönem rizosfer toprağına ait korelasyon tablosuna (Çizelge 4.14) bakıldığında ise 
amoA ve pH arasında önemli seviyede negatif etki gözlenmiş bunun sebebinin yine 
yukarıda bahsedildiği gibi rizosfer toprağındaki pH düşüklüğünün sebep olabileceği 
düşünülmüştür. İkinci dönem normal toprağa ait korelasyon tablosu (Çizelge 4.13) ise N 
ile amoA arasında pozitif korelasyon olduğunu göstermişken aynı toprağın birinci 
döneminde negatif bir ilişki oluşmuştur. Rizosfer toprağının birinci dönemine ait 
korelasyon tablosunda (Çizelge 4.14) ise azot ve amoA arasında negatif bir ilişki varken 
ikinci dönem rizosfer toprağında pozitif bir ilişki olduğu görülmüştür. Vejan vd. (2021), 
azot ile ilgili çalışmalarında, uygulanan N gübresinin hızlı ayrışmasının, kısa sürede 
nitrifikasyon işleminin bir substrat olarak amonyağı büyük ölçüde arttırabildiğini, 
bununla birlikte organik gübrelerin amonyağı yavaş ve sürekli olarak serbest bıraktığını 
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bildirmişlerdir. Bu bilgilerden yola çıkarak ikinci dönemde bu yüzden N artışı olabileceği 
sonucuna varılabilmektedir. İkinci dönem rizosfer toprağında amoA ve mezofilik bakteri 
sayısı arasında önemli seviyede negatif ilişki olduğu gözlenmiş ve bu dönemde bakteri 
sayısında pH kaynaklı bir azalmanın olabileceği düşünülmüştür (Çizelge 4.15). Yine aynı 
topraklarda amoA ve denitrifikasyon bakteri sayıları arasında da önemli derecede negatif 
korelasyon olduğu görülmüş ve bunun sebebinin de AOB’nin sayısındaki artışa neden 
olan proseslere bağlı olarak denitrifikasyon bakteri sayısının düşmesi olabileceği 
sonucuna varılmıştır. Çizelge 4.12’de üreaz aktivitesi ve amoA arasında negatif 
korelasyon görülmekte fakat aynı toprağın ikinci döneminde ve rizosfer toprağının birinci 
ve ikinci döneminde istatiksel olarak önemli derecede bir fark görülmemiştir. Bunun 
sebebinin birinci dönem normal toprakta henüz ortama gübreler ile yerleşen bakterilerin 
enzim üretiminin kısıtlı olması ile alakalı olabileceği düşünülmüştür. Aynı dönemin 
rizosfer toprağında istatistiksel açıdan önemli derecede ilişki olmaması ise rizosfer 
bölgesinin bakteri ve besince zengin olması sebebiyle bu enzimin üretiminin daha fazla 
olabileceği ile açıklanabilir. Birinci ve ikinci dönem rizosfer toprağında istatistiksel 
açıdan önemli korelasyon olmaması da yine aynı sebep ile açıklanabilir ve 2. dönemde 
organik gübrelerin ortama sundukları bakterilerin popülasyonunda artış ve azalışlarla 
pozitif korelasyon görülebilir. Ayrıca üreaz toprakta birçok bitki, mantar ve bakteri 
tarafından üretilebilir ve üreaz mikrobiyal hücreler öldüğünde hücre dışı bir enzim olarak 
toprağa salınır ve böylece üreaz aktivitesi artar Fisher vd. (2017) ; Pinto-Vilar ve Ikuma, 
(2021). Aynı şekilde değişebilir NO3

- ‘e bakıldığında normal toprak ve rizosfer 
topraklarının birinci dönemlerinde amoA ile aralarında istatistiksel açıdan önemli fark 
yokken, ikinci dönemlerde negatif korelasyon olduğu görülmüştür. Chun vd. (2023) 
yaptıkları çalışmada amoA geni ile üreaz, proteaz, amonyak oksidaz aktiviteleri, NO3 

−, 
N konsantrasyonu ve MBN içeriği arasında önemli ölçüde pozitif korelasyon olduğunu 
rapor etmişlerdir. Bu çalışma, nitrat ile amoA arasında bulduğumuz negatif korelasyon ile 
uyumludur. 

5.2. Denitrifikasyon Bakteri Topluluk Yapısı 

Yapılan ön çalışmalar sırasında, normalde kullanılması planlanan ve 
denitrifikasyon bakterilerinde nirK genini hedefleyen PZR primer setinin bazı toprak 
örneklerinde PZR ürünü üretmediği görülmüştür. Bunun üzerine, yapılan bu tür 
çalışmalarda en fazla kullanılan diğer iki PZR primer seti test edilmiş ve tüm toprak 
örneklerinde PZR ürünü veren ve Wei vd. (2015) tarafından dizayn edilen primer setinin 
kullanılmasına karar verilmiştir. Bu araştırmacılar, tanımlanmış bakterilere ait nirK 
dizilerini analiz ederek denitrifikasyon bakterilerinin çeşitliliğinin bilinenden daha 
yüksek olduğunu belirlemişler ve denitrifikasyon bakterilerini 4 alt gruba ayırmışlar, her 
alt grup için ayrı primer setleri dizayn etmişlerdir. Daha önceden dizayn edilen ve 
kullanılagelen primerlerin de genel olarak alt grup 1’i hedeflediğini bildirmişlerdir. 
Bunun bir sonucu olarak kullanılmasına karar verilen primer seti bu yeni sınıflamaya göre 
alt grup 1’i hedeflemektedir. Bu primer seti çalışmada elde edilen tüm toprak örnekleri 
ve vermikompost gübresinde PZR ürünü oluşturmuş ama çiftlik gübresinde herhangi bir 
ürün vermemiştir. Bu durum çiftlik gübresinin nirK topluluk yapısının diğer örneklerden 
daha farklı olduğu anlamına gelmektedir. Bu çalışmada zamana ve toprak örneğinin 
kaynağına bağlı olarak nirK yapısında değişimler olduğu görülmekle birlikte bu 
değişimlerin hangi etmenlerce etkilendiği tam açık değildir. Bu konuda uluslararası 
literatürde de birbiriyle çelişen çalışmalar bulunmaktadır (Philippot vd. 2002; Henry vd. 
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2008; Kandeler vd. 2009; Bru vd. 2011; Rasche vd. 2011; Yu vd. 2014). Denitrifikasyon 
bir anaerobik solunum olayı olmasına rağmen bazı türlerin oksijenli koşullarda da bu 
işlemi yapabildiği bildirilmiştir (Patureau vd. 2000; Hayatsu vd. 2008).  

Birinci dönem normal toprağa ait filogenetik ağaçda (Şekil 4.8) görüldüğü üzere 
vermikompost uygulanmış topraktan elde edilen klonlar ve vermikompost gübresinden 
elde edilen klonlar birbirine yakın Sinorhizobium grubuyla dallanmışken kontrol grubu 
ve kimyasal gübre uygulanmış topraktan elde edilen klonlar ise ayrı bir gruplaşma 
göstermişlerdir. Fakat vermikompost gübresinden elde edilen NC18 klonu ve çiftlik 
gübresi uygulanmış topraktan elde edilen NC3 klonları gammaproteobacteria grubunun 
bir üyesi olan Aureimonas sp. ile aynı dalda bulunmuştur. Gammaproteobacteria 
grubunda yer alan Achromobacter xylosoxidans A8 ve betaproteobacteria grubunda yer 
alan Pseudomonas xanthosomae nirK klonları ile yakın dallar yapmışlardır. Ayrıca 
kontrol grubu klonu NC1, Paracoccus grubu ile dallanmıştır. Bu dallanmalar 
değerlendirildiğinde uygulanan çiftlik gübresi ve vermikompost gübrelerinde farklı 
gruplara üye çeşitli bakterilerin yetiştirme ortamına sunulduğu görülmüştür. Bunun 
yanında çiftlik gübresi uygulamasından elde edilen NC3 klonlarının Nitrosospira 
gruplarıyla dal oluşturduğu görülmüştür. Buradan anlaşılacağı üzere betaproteobacteria 
grubu denitrifikasyonda da rol oynamaktadır. Koops vd. (2006) yaptıkları çalışmada 
karasal ekosistemlerde en fazla bulunan AOB cinsi olan Nitrosospira grubunda hiçbir 
nirK gen dizisi tespit edememişlerdir. Fakat yaptığımız çalışmada çiftlik gübresi 
uygulamasından elde edilen NC3 klonlarının Nitrosospira gruplarıyla yakın dal 
oluşturması bu çalışmayla ters düşmektedir. Jason vd. (2006) yaptığı çalışmada ise bu tez 
kapsamında elde edilen sonuçları destekler nitelikte Nitrosomonas ve Nitrosospira 
gruplarında nirK geni tespit etmişlerdir. İkinci dönem normal toprağa ait filogenetik 
ağaçda (Şekil 4.9) ise vermikompost uygulaması ve vermikompost gübresinden elde 
edilen klonların Alphaproteobacteria grubu ile yakın dal oluşturduğu görülmüştür. Genel 
olarak kontrol grubu ve kimyasal gübre uygulamasından elde edilen klonların kendi 
aralarında gruplaştığı, organik gübre uygulamalarından elde edilen klonların kendi 
aralarında dal oluşturduğu görülmüştür. İkinci dönem normal toprakta diğer önemli 
görülen dallanma ise çiftlik ve kimyasal gübre uygulamalarından elde edilen NC11 ve 
NC12 klonlarının betaproteobacteria grubuna ait Achromobacter ile yakın grup 
oluşturmasıdır. Burdan anlaşıldığı üzere çiftlik gübresi uygulanan topraklardaki topluluk 
yapısının her iki dönemde betaproteobacteria grubuna yakın dallanması çiftlik gübresinde 
bulunan bakteri gruplarının betaproteobacteria grubuna dahil olabileceğini göstermiştir. 
Bu düşünceyi destekler nitelikte Kowalchuk vd. (1999)’nin çiftlik gübresi ile yaptıkları 
bir çalışmada betaproteobacteria grubuna ait nitrit okside edici bakterilere ait diziler tespit 
etmişlerdir. Birinci dönem rizosfer toprağına ait filogenetik ağaca bakıldığında ise (Şekil 
4.10) vermikompost uygulamalarından elde edilen NC6 klonunun gammaproteobacteria 
grubuna ait Aureimonas sp. bakteri dizisine yakınlığı önemli bir detay olarak 
görülmüştür. Yine çiftlik gübresi uygulamasına ait NC7-11 klonunun betaproteobacteria 
grubu üyesi Achromobacter ile yakın dal oluşturması, çiftlik gübresinde bulunan bakteri 
topluluğunda betaproteobacteria grubuna ait organizmaların da bulunabileceğini 
göstermektedir. Aynı zamanda Nitrosospira grubu ile vermikompost gübresinden elde 
edilen NC6 klonunun dal oluşturması bu durumun yalnızca çiftlik gübresine özgü 
olmadığını da göstermiştir. İkinci dönem rizosfer toprağına ait filogenetik ağaçda (Şekil 
4.11) ise genel olarak birbirinden daha uzak ve farklı dallanmalar tespit edilmiştir. Bu 
dönem farklı olarak vermikompost uygulamasından elde edilen NC14 ve kimyasal gübre 
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uygulamasından gelen NC16 klonunlarının betaproteobacter grubunun alt türü 
Achromobacter’e olan yakınlıkları tespit edilmiştir. Buradan anlaşılacağı üzere normal 
toprakta çiftlik gübresi betaproteobacteria grubuna yakın topluluk yapısına sahipken 
rizosfer toprağında da aynı durum vermikomposttan elde edilen topluluk yapısı için 
söylenebilir. Bu dönemde yine vermikompost gübresinden elde edilen NC18 klonunun 
gammaproteobacteria grubunda bulunan Aurimonas bakteri dizisine benzerlik göstermesi 
dikkat çekicidir. Fakat ikinci dönem rizosfer toprağında Nitrosospira grubuna yakın 
herhangi bir klon bulunamamıştır. Genel olarak bakıldığında denitrifikasyon bakterileri 
oldukça farklı gruplara sahiptir. Bunun yanısıra vermikompost ve çiftlik gübresi 
uygulamalarından elde edilmiş klonlara yakın dallanan tanımlı dizilerin diğer 
uygulamalardan elde edilmiş klon dizilerine göre daha farklı gruplarla yakın grup 
oluşturdukları göze çarpmaktadır. Yapılan çalışmada elde edilene benzer olarak 
gösterilecek bir çalışma ise; Yin vd. (2015) tarafından yapılmıştır. Bu çalışmada, organik 
gübre uygulamasının, nirK denitrifikasyon bakteri topluluk yapısına net bir etkisinin 
olduğunu, ancak inorganik gübrelemenin ayırt edilebilir bir etkisinin olmadığını 
göstermiştir. 

Aerobik denitrifikasyon işlemini yapan bakteri gruplarından biri Paracoccus 
türleridir. Çalışmamız kapsamında Paracoccus ile benzerlik gösteren nirK klonları elde 
edilmiş olup bunların zaman ve uygulamaya bağlı olarak değişebileceği görülmüştür. 
Birinci dönem normal toprakta kontrol, vermikompost ve kimyasal gübre 
uygulamalarından elde edilen bazı klonlar Paracoccus ile çok belirgin bir grup 
oluşturmuş iken birinci dönem rizosfer toprağı ve ikinci dönem hem normal hem rizosfer 
toprağında sadece çiftlik gübresinden elde edilen klonlar Paracoccus ile gruplaşmıştır. 
Dikkat çeken diğer bir bakteri grubu ise denitrifikasyon yapabilen AOB türleridir. 
Denitrifikasyon kabiliyetinin betaproteobacteria grubuna üye AOB türleri arasında 
yaygın bir özellik olduğu düşünülmektedir (Baggs 2011). Çalışmamız kapsamında birinci 
dönem normal toprakta çiftlik gübresi uygulamasından elde edilen bazı klonlar ve birinci 
dönem rizosfer toprağında sadece vermikompost uygulamasına ait bir klon AOB 
gruplarının içinde yer alan Nitrosospira ile benzerlik göstermiş ve filogenetik ağaçlarda 
birlikte yer almışlardır. İkinci dönem de ise bu bakteriye benzerlik gösteren herhangi bir 
klon tespit edilememiştir. Bu durum, bu bakteri gruplarının da zaman içerisinde 
uygulamaya bağlı olarak toprakta değişebildiğini göstermektedir. Toplam 140 nirK gen 
dizisi ile yapılan bu çalışmada nirK denitrifikasyon bakterilerinin Hyphomicrobiales 
grupları başta olmak üzere Burkholderiales, Rhodobacterales ve Nitrosomonadales gibi 
birçok grup ile ilişkili olduğu tespit edilmiştir. Fakat Yin vd. (2015) yaptığı çalışmada 
nirK gen gruplarının çoğunlukla Rhizobiales ile ilişkili olduğunu rapor etmiştir. Genel 
olarak bakıldığında klonların en çok gruplaştığı taksonomik grubun alphaproteobacteria 
olduğu bunun yanı sıra betaproteobacteria ve gammaproteobacteria grupları ile de grup 
oluşturdukları anlaşılmıştır. Bu çalışmayı destekler nitelikte Tang vd. (2023) nirK tipi 
denitrifikasyon bakterilerinde, baskın bakteri sınıfının %9.3 ila %75.1 arasında değişen 
oranlarda alphaproteobacteria olduğunu tespit etmişlerdir. Yin vd. (2015) tarafından 
rapor edilen sonuçlar da bunu destekler niteliktedir. Bu çalışma ile denitrifikasyon 
kabiliyetine sahip bakterilerin nitrifikasyon yapan bakterilerden daha fazla çeşide sahip 
olduğu da tespit edilmiştir. Sonuçlarımız denitrifikasyon bakterilerinin taksonomik olarak 
çok çeşitli olduğunu belirten çalışmalarla uyumluluk göstermektedir (Knowles vd. 1982; 
Tiedje vd. 1988; Zumft vd. 1997). 
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NirK geni ile toprakta ölçülen parametreler arasındaki ilişkilere bakıldığında, 
ikinci dönem normal toprağa ait korelasyon tablosunda (Çizelge 4.13) nitrifikasyon 
aktivitesinin nirK ile aralarında pozitif korelasyon olduğu görülmüştür. Toprağın ikinci 
dönem örneği olması, nitrifikasyon aktivitesi sonucu oluşan nitratın, denitrifikasyon için 
pozitif etki yapmasında etkili olmuş olabilir. Çizelge 4.13.’de amonyum ve nirK arasında 
pozitif ilişki oluşmuştur. Toprağın ikinci döneminde amonyum oksidasyonunun ara ürünü 
olan asitin pH’ı düşürmesi ile nitrifikasyonun durmuş olabileceği ve amonyumun 
birikebileceği düşünülmüştür. Nitrifikasyonun durması ile denitrifikasyonun artmış 
olabileceği düşünülmüştür. Fakat birinci dönem rizosfer toprağına ait korelasyon 
tablosunda (Çizelge 4.14) aralarında negatif bir korelasyon olduğu görülmüştür. Bunun 
yanı sıra NO3

- ile nirK arasında tüm topraklar ve dönemlerde negatif korelasyon 
görülmüştür. Azot ile nirK arasında ise yalnızca ikinci dönemde negatif korelasyon 
görülmüştür. Buna benzer bir sonucu, Chun vd. (2023) nirS ve nirK gen bollukları, nitrat 
redüktaz aktivitesi ve NH4

+ ile pozitif korelasyona sahipken, N konsantrasyonu ve NO3
- 

konsantrasyonu ile negatif korelasyona sahip olduğunu rapor etmişlerdir. İkinci dönem 
rizosfer toprağına ait korelasyon tablosuna (Çizelge 4.15) bakıldığında ise amoA ve nirK 
arasında pozitif korelasyon oluştuğu tespit edilmiştir. İkinci dönem rizosfer toprağında 
zamana bağlı olarak nitrifikasyon sonucu oluşan ürünlerin denitrifikasyon için yarar 
sağlaması ile pozitif ilişki olabileceği düşünülmüştür. Fakat denitrifikasyon bakterilerinin 
nirK ile aralarında istatistiksel olarak önemli derecede negatif ilişki olması düşünmemize 
sebep olmuştur. Ortamda oksijen varlığının olması da buna sebep olmuş ve 
denitrifikasyon bakterilerinin engellenmesine sebep olmuş olabilir. Fakat 
denitrifikasyonu sadece denitrifikasyon bakterilerinin yapmadığını destekleyen 
çalışmaların olması sebebi ile buna örnek olarak verilebilecek bir çalışma mevcuttur ve 
denitrifikasyon kabiliyetinin betaproteobacteria grubuna üye AOB türleri arasında yaygın 
bir özellik olduğu düşünülmektedir (Baggs 2011). Aynı zamanda oksijenli 
denitrifikasyon yapan Paracoccus türününde toprakta var olduğu bilindiğinden bu sonuç 
normal bulunmuştur. Aynı tabloda N ile aralarında pozitif korelasyon olduğu 
görülmüştür. Genel olarak tüm dönemlere ve topraklara bakıldığında P ve nirK gen 
çeşitliliği arasında istatistiksel olarak önemli korelasyon olmadığı tespit edilmiştir. 
Fosforun mikroorganizmalar için hayati bir bileşen olduğu göz önüne alındığında He vd. 
(2008), Yin vd. (2012) Báttard vd. (2010)  yaptıkları çalışmalarda da aynı sonucu 
bulmuşlardır. Bunu destekler nitelikte Enwall vd. (2010), O vd. (2008) Fosfor ile 
nirK denitrifikasyon bakteri topluluğu arasında pozitif bir ilişki bulmuşlardır.  
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6. SONUÇLAR 

Yapılan moleküler analizler sonunda elde edilen filogenetik veriler, amoA ve nirK 
genleri bağlamında, amonyum okside eden bakteri ve denitrifikasyon bakteri topluluk 
yapısında zaman ve uygulamalara bağlı olarak değişimler olduğunu göstermiştir. 
Özellikle amonyum okside eden bakterilere ait değişimler filogenetik ağaç üzerinde daha 
rahatlıkla izlenebilmiştir. Bununla birlikte, bu çalışmaya ait topraklarda Nitrosospira alt 
grup 3 ün baskın olduğu ve uygulamalar sonunda oluşan değişimlerin de genel olarak bu 
grup içinde olduğu görülmüştür. Ayrıca çiftlik gübresi ve vermikompost gübresinin genel 
olarak benzer gruplarla dallandığı ve bu gübrelerin amoA içeren AOB çeşitliliğini 
arttırdığı görülmüştür. Organik gübre uygulamalarının Nitrosomonas grupları ile 
dallanmaları diğer uygulamadan farklı AOB gruplarını toprağa sunduklarını ve çeşitliliği 
arttırdıkları tespit edilmiştir. Kimyasal gübre uygulamasının, organik gübre 
uygulamalarına göre çeşitliliğe etkisinin daha az olduğu görülmüştür. Elde edilen amoA 
klonlarının genellikle betaproteobacteria ve gammaproteobacteria gruplarından olması 
yapılan diğer çalışmalarla uyumlu bulunmuştur. Ayrıca, aerobik denitrifikasyon 
yapabilen bakterilere ve denitrifikasyon yapabilen amonyum okside eden bakterilere 
benzer klonların tespit edilip bunların değişimlerinin izlenebilmesi de önemlidir. Bu 
çalışmaya ait topraklarda denitrifikasyondan sorumlu bakterilerin genelde alt grup 1 
olduğu belirlenmiştir. Ayrıca organik gübre uygulanan topraklardan elde edilen bazı klon 
dizilerinin AOB grubu Nitrosospira bakteri sekanslarına benzer olduğu tespit edilmiştir. 
Genelde amonyum oksidasyonundan sorumlu betaproteobacteria grubunun, 
denitrifikasyondan sorumlu nirK geni içeren klonlarla da benzer dizilere sahip olduğu 
görülmüştür. Vermikompost gübresinden elde edilen klonların farklı grupları içermesi, 
bu gübrenin toprakta bakteri çeşitliliğine önemli katkılar sağlayabileceğini göstermiştir. 
Ayrıca bu çalışma kapsamında Paracoccus ile benzerlik gösteren nirK klonları elde 
edilmiş olup bunların zaman ve uygulamaya bağlı olarak değişebileceği görülmüştür. 
Elde edilen filogenetik veriler bilimsel literatürde daha önce yapılmış çalışmalarla 
uyumluluk göstermiştir.  Bununla birlikte, bu değişimlerin, çalışma kapsamında takip 
edilen diğer biyolojik ve kimyasal parametrelerle ilişkisi tam açık olmamıştır. Ancak, 
dönemlere göre farklılık göstermekle birlikte amonyum okside eden bakteri 
popülasyonunun nitrifikasyon bakteri sayısı ve toplam N ile olumlu etkileşim içinde 
olduğu, denitrifikasyon bakteri popülasyonun ise nitrifikasyon aktivitesi, amonyum ve 
toplam N ile olumlu etkileşim içinde olduğu söylenebilir. Ayrıca amoA genleri üzerinde 
pH’ ın etkili olduğu da görülmüştür. Yapılan bu çalışmada elde edilen en önemli sonuç 
organik gübrelerin özellikle vermikompost gübresinin topluluk yapısı ve çeşitliliğine 
önemli etkileri olduğudur.
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8. EKLER  

 

Ek. 1 Her toprak örneğinden elde edilen amoA klonlarına ait rarefaksiyon analiz sonuçları 
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Ek. 2 Her toprak örneğinden elde edilen nirK klonlarına ait rarefaksiyon analiz sonuçları 
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