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Azotobacter chroococcum Str_ainlerinin Sulfoniliire ve
Triazolopirimidin sinifi ALS-Inhibitorii Herbisitlere
in vitro Toleranslarinin Belirlenmesi

ismail Karaboz', Binnur Merigli-Yapici®

Ozet

Bu calismada dinyada genis ¢apta kullanilan herbisit siniflarindan birisi olan ALS-
inhibe edici herbisitlerin, toprakta serbest yasayan N.-fikse edici toprak
bakterilerinden olan Azofobacter Uzerindeki etkisini arastirmak amaglanmistir. Bu
amagcla ug farkl ticari formulasyonda yer alan silfonillire ve triazolopirimidin sinifi
ALS-inhibitorlerinden  tribenuron  metil, tifensulfuron metil, florasulam ve
flumetsulam'in etkileri izmir'deki cesitli sera topraklarindan izole edilen ve tanimlanan
20 Azotobacter chroococcum straini Uzerinde denenmigtir. Herbisit konsantrasyonlari
ilk 6nce 0,01-1,0 g/l olarak kullaniimis ve tim izolatlarin bu dizeye direngli oldugu
goruldugunden, daha sonra herbisit konsantrasyonlari 2-50 g/l olarak uygulanmistir.
15 g/l dizeyine dek tim izolatlarin direngli oldugu goériimustar. 20 g/l
konsantrasyonunda 18 izolatin, 35 g/l konsantrasyonunda 12 izolatin ve 50 g/l
duzeyinde ise 2 izolatin denenen her Ug¢ herbiside halen tolerant oldugu gorulmustar.
Azotobacter toleransinin tarimsal uygulamalarda kullanilan herbisit duzeylerin ¢ok
Uzerinde oldugunun goridlmesi, bu durumun topraktaki serbest azot fikse edici
Azotobacter gelisimini etkilemedigini ortaya koymaktadir.
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Giris

Asetolaktat sentaz (ALS; EC 4.1.3.18 veya asetohidroksi asit sentaz; AHAS)
dallanmis-zincir  yapisindaki aminoasitler olan: valin, I6sin ve izolésinin
biyosentezindeki ilk genel basamagi sentez etmesi nedeniyle, bu metabolik yol-izi
bitkilerde ve mikroorganizmalarda olduk¢ca onemlidir. Modern ve birbiriyle iligkili
olmayan sdulfonilire (SU), imidazolinonlar (IMI), triazolopirimidinler (TP), pirimidinil-
oksibenzoatlar (POB), ve sulfonilamino-karbonil-triazolin (SCT) sinifi farkh kimyasal
yapidaki herbisidlerin hedefinin ALS enzimi oldugu bilinmektedir (1, 2). Bu nedenle,
bu tip herbisidler "ALS-inhibitoru herbisit" olarak da adlandiriimaktadir.
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ALS-inhibe edici herbisidler 6zellikle gesitli ekinlerin yabani ot micadelesi igin son
yilllarda Dunya'da yaygin olarak kullaniimaktadir. Tarimsal sistemlerde herbisitlerin
uygulanmasinin toprak mikroflorasi Uzerinde yan etkileri ortaya ¢ikabilir ve mikrobiyal
kommdinite yapisinda bazi degisikliklere yol agabilir (1, 3, 4). Toprakla ve bitkiyle
badlantili olan c¢esitli mikroorganizmalarin (bakteriler, aktinomisetler ve funguslar)
kullanilan herbisidlere kargi farkli dayanikliik gosterdigi gorulmustur. Bazi
mikroorganizmalar  herbisidlere  karsi ylksek tolerans gOsterirken, bazi
mikroorganizmalarin herbisidleri kullandigi ve metabolize ettigi de belirlenmigtir (4, 5,
6, 7). ALS-inhibe edici herbisidlerin mikrobiyal popullasyon ve enzim aktiviteleri
uzerindeki etkileri yeterince bilinmedigi igin, son yillarda bu yonde arastirmalar
yapilmaya baslandigi goérilmektedir (6).

Bu calismada etken maddesi sulfonilire (SU) ve triazolopirimidin (TP) sinifi olan 3
ticari herbisit formullasyonunun, toprakta serbest yasayan azot fikse edici
bakterilerden olan Azotobacter tzerindeki etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot
Mikroorganizmalar

Bu calismada kullanilan 20 adet Azotobacter chroococcum straini Ege Univ. Fen
Fakultesi Biyoloji Bolumu Temel ve Endustriyel Mikrobiyoloji Kultar Koleksiyonu'ndan
temin edilmistir. Bu izolatlarin izmir ilindeki cesitli sera topraklarindan izole edildigi ve
tanimlandigi belirtiimistir (8).

Herbisitler

Calismada herbisit olarak 3 ticari formulasyon kullaniimigtir:

1. Granstar, etkin maddesi % 75 tribenuron metil olan silfonilire sinifi (SU) kati
formda bir herbisittir.

2. HarmonyR Extra, etkin maddesi % 50 tifensulfuron metil + % 25 tribenuron metil
olan sulfonil Gre sinifi (SU) ve kati formda bir herbisittir.

3. Derby 175 SC, etken maddesi florasulam (75 g/l) + flumetsulam (100 g/l) olan
triazolopirimidin (TP) sinifi ve sivi formda olan bir herbisittir.

Ortamlar

Azotobacter strainlerinin saklanmasi, aktiflestiriimesi ve herbisitlere karsi
toleranslarinin belirlenmesi icin kati ve sivi formda "Azotobacter Zenginlestirme
Ortami" kullaniimistir: Mannitol 10 g; K;HPO4 0,5; MgSO4.7 H,O 0,2 g; NaCl 0,2 g;
FeCl;.6H,0 0,005 g; MnS0O4.4H,0 0,005 g; CaCO3 5 g; Agar 20 g ve distile su 1000
ml (Karaboz, 1988)

Herbisitlerin Kullanim Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Herbisit kullanim konsantrasyonlari iki asamal olarak hazirlanmistir. ilk olarak
hububat tarlalarinda uygulanan dizeye yakin olacak sekilde herbisit dizeyi (0,02;
0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,20; 0,40; 0,60; 1,0 g/l veya ml/l) olarak 0,01-1,0 g/l
araliginda hazirlanmistir. Daha sonra ise kullanim konsantrasyonlari (2.0 ; 4.0 ; 8.0 ;
15 ; 35 ;50 g/l veya ml/l) olarak 2.0-50 g/l araliginda hazirlanmistir.
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Azotobacter Strainlerinin Aktivasyonu

15 ml'lik deney tuplerinde yatik olarak hazirlanan Azotobacter Zenginlestirme
Ortami'nda +4 °C'de buzdolabinda saklanan Azotobacter strainleri, sivi olarak 15
ml'lik taze ortama bir 6ze asllanarak, 25 °C'de 7 gln inklbe edilmigtir. Olugsan aktif
sivi kulturler agarli ortamda Azotobacter 'lerin herbisit toleranslarinin belirlenmesinde
ag! olarak kullaniimigtir (10).

Azotobacter Strainlerinin Herbisit Toleranslarinin Belirlenmesi

Belirli konsantrasyonlarda hazirlanan herbisidler, agar inokulasyonu yontemiyle 15
ml'lik ortama 1 ml olacak sekilde, ortam steril edildikten sonra 45 °C'de iken
karistinimistir. Agar plaklari katilasip soguduktan sonar, Azotobacter inokulasyonu
aktif kultirden her plaga 0,1 ml olacak sekilde yluzeye yayma yontemiyle yapilmigtir.
25 °C'de 7 gun inklibe edildikten sonra biylime olusturan plaklar (+), blyime
olusturmayan plaklar (=) olarak belirtilmigtir (10).

Arastirma Sonuglari ve Tartisma

Arastirmada kullanilan 20 Azotobacter chroococcum straininin 15 g/l diizeyinde her
u¢ herbiside kargi toleransli oldugu; 20-50 g/l dizeyinde ise belirli strainlerin farkli
herbisidlere duyarlliklarinin farkh oldugu gorulmuagtur (Tablo 1. )

Herbisitlerin 20 g/ | dizeyinde: Tum strainler Herbisit I'e, 19 strainin Herbisit Il'ye ve
17 strainin de Herbisit llI'e toleransh oldugu ve ayrica 18 strainin de her ug¢ herbisit
konsantrasyonuna toleransli oldugu belirlenmistir (Tablo 1.) .

Herbisitlerin 35 g/l dizeyinde: 13 strainin Herbisid I'e, 18 strainin Herbisit Il'ye ve 17
strainin de Herbisit Ill'e toleransli oldugu ve ayrica 12 strainin de her Ug¢ herbisit
konsantrasyonuna toleransl oldugu belirlenmistir ( Tablo 1.).

Herbisitlerin 50 g/l duzeyinde: 10 strainin Herbisit I'e, 4 strainin Herbisit II'ye ve 8
strainin de Herbisit llI'e toleransh oldugu ve ayrica 2 strainin (strain 2 ve 14) de her
u¢ herbisit konsantrasyonuna toleransli oldugu belirlenmistir (Tablo 1.).

Arastirmada elde edilen sonuglar, Azotobacter strainlerinin tarlada kullanilan herbisit
konsantrasyonlarinin (2-75 g/hektar) oldukga Uzerindeki dizeylere kadar toleransh
oldugunu goéstermistir. Bu durum topraktaki serbest azot fikse edici Azotobacter lerin
ALS-inhibitori herbisidlere karsi duyarli olmadiklarini ve gelismeye devam ettiklerini
gOstermektedir. Topragin mikroflorasi Uzerinde olusan bu olumlu durumun topragin
verimliligi agisindan avantaijli olacagi belirtiimektedir (6).

Azotobacter spp. Uzerine yapilan cesitli ¢alismalarda ALS-inhibe edici herbisit
uygulamasi sonrasi ilk 30 gun iginde Azotobacter populasyonunun arttigi da
g6zlenmistir (6).

Topraktaki herbisit uygulamalarinin hetorotrofik bakterilere negatif etki yapmasi igin

(100 mg/l) den fazla olmasi gerektigi, hatta fazla oldugunda bile bazisinin etkilendigi
ve bazisinin etkilenmedigi gérulmustar (4, 11).
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Tablo 1. Azotobacter chroococcum Strainlerinin ALS-inhibitdrii 3 Ticari Herbisit
formulasyonunun Farkli Duzeylerine Toleransi

Herbisitler ve Konsantrasyonlari (g/l )
Strainler 20 35 50
HI [ HIL | HII HI [ HIL | HII HI | HIL | HII

TEM 1 + + + + + + + - -
TEM 2 + + + + + + + + +
TEM 3 + + + - + + - + +
TEM 4 + + + + + + + - +
TEM 5 + + + + + + + - -
TEM 6 + + + + + + + - -
TEM 7 + + + - + + - - +
TEM 8 + + + + + + + + -
TEM 9 + + - - - - - - -
TEM 10 + + + + + + - - -
TEM 11 + + - + + - - - -
TEM 12 + + + - + + - - -
TEM 13 + + + + + + + - -
TEM 14 + + + + + + + + +
TEM 15 + - - - - - - - -
TEM 16 + + + + + + + - +
TEM 17 + + + - + + - - -
TEM 18 + + + + + + + - -
TEM 19 + + + - + + - - +
TEM 20 + + + + + + - - +
+: herbisitlere toleransli ; —: herbisitlere duyarli

H I: 1. herbisit formllasyonu ; H II: 2. herbisit formulasyonu ; H lll: 3. herbisit formilasyonu

He ve ark. (2006), genel funguslar, genel aktinomisetler ve aerobik azotobakter
sayimlarinin herbisit uygulanmis ve uygulanmamig (kontrol) toprak oOrneklerinde
belirgin farkliliklar géstermedigini gdzlemislerdir.

Saha ve ark. (1991) in vitro yaptiklari ¢alismada Azotobacter in buylime ortamina
karbon kaynagi olarak mannitol yerine sadece herbisit katarak azotsuz ortamda
Azotobacter chroococcum 'un gelistigini gordukleri igin, toprakta herbiside maruz
kalmadan once bile in vitro olarak Azotobacter chroococcum 'un herbisidi kullandigini
belirlemislerdir (5).

Bu calismada yuksek herbisit toleransi saptanan Azotobacter chroococcum
strainlerinin inokUlant olarak cesitli kultur bitkilerinin sera ve tarla denemelerinde in
vivo olarak da etkilerinin incelenmesi gerekmektedir. Boylece Azotobacter 'lerin kultur
bitkilerin verimine olan katkilari da belirlenmis olacaktir (6).
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