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OZET

PESTIiSIT KONTAMINASYONU OLAN TUTUN ARAZISINDEN
ORGANOFOSFORLU BILESIKLERE DIRENCLI BAKTERILERIN
BELIRLENMESi VE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

YAVAS, Merve
Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Tugba OZAKTAS
Agustos 2023, 43 sayfa

Pestisitler giiniimiizde tarim, ilag ve endiistri alanlarinda kullanimi artan
kimyasallar olarak ©ne c¢ikmaktadir. Son yillarda c¢evre ve saglik agisindan kritik
niteliklere sahip olan organoklorlu pestisitlerin yerini daha az zararli oldugu diistiniilen
organofosforlu pestisitler almistir. Ancak yapilan arastirmalarla organofosforlu pestisit
siifinda bulunan etken maddelerin de birgok karasal ve sucul ekosistemi yogun olarak
kontamine ettigi belirlenmistir. Yaygin olarak kullanilan organofosfatlardan biri olan
Klorpirifos bir¢ok tarim alaninda insektisit olarak kullanilmaktadir. Ancak olusturdugu
toksik kalintilar ile tarim {riinleri ile birlikte alinmasinin disinda ¢esitli yasam
alanlarindaki hedef dis1 canlilarin da etkilenmesine neden olmaktadir.

Bu tez ile birlikte, yer alti sularina bulasma riski yiiksek olan ve insanlarda
ozellikle endokrin sistemi etkileyen ve norotoksik isleyise zarar verdigi bilinen klorpirifos
pestisit etken maddesini degrade edebilen bakteri sus veya suslarinin topraktan
izolasyonu hedeflenmistir. Tez kapsaminda 40 yil1 askin siiredir pestisit kontaminasyonu
oldugu bilinen Adiyaman Il sinirlart igerisindeki tiitiin arazisinden alman toprak érnekleri
ile calisilmistir. Toprakta bulunan mikroorganizmalar enerji kaynagi olarak sadece
klorpirifos bulunan minimal besiyerinde bu etken maddeyi kullanmaya zorlanmiglardir.
Klorpirifosun kademeli artis1 ile gergeklesen zenginlestirme siireci sonunda morfolojik
olarak ayirt edilen 23 bakteri izolat1 belirlenmistir. Izolatlar, mikroskobik analizler ve
farkli kiiltiir ortamlar1 kullanilarak saf kiiltiir olarak elde edilmislerdir. Molekiiler
karakterizasyon i¢in 16S rDNA bdlgesi analiz edilmis ve tanimlanan bakterilerin ti¢ farkl
cinse (Klebsiella, Sphingobacterium, Pseudomonas) ait oldugu tespit edilmistir.
Gergeklestirilen tez ¢aligmasi, klorpirifosu parcalayabilen bakterilerin teshisi amaciyla
yapilan tilkemizdeki ilk ¢alisma olmasi nedeni ile ileri ¢aligmalara onciiliik edebilecek bir
calisma olmustur.

Anahtar kelimeler: 16S rDNA, Biyodegradasyon, Klebsiella, Klorpirifos,
Molekiiler karakterizasyon, Organofosforlu pestisit, Pseudomonas, Sphingobacterium






ABSTRACT

RESISTANT TO ORGANOPHOSPHORUS COMPOUNDS FROM PESTICIDE
CONTAMINATED TOBACCO LAND IDENTIFICATION AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF BACTERIA

YAVAS, Merve
M.Sc. Thesis, Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Tugba OZAKTAS
August 2023, 43 pages

Pesticides are emerging as chemicals that are increasingly used in agriculture,
medicine and industry. In recent years, organochlorine pesticides, which have negative
impacts in terms of environment and health, have been replaced by organophosphorus
pesticides, which are thought to be less harmful. However, it has been determined that
the pesticides in the organophosphorus class heavily contaminate many terrestrial and
aquatic ecosystems. Chlorpyrifos, one of the widely used organophosphates, is used as an
insecticide in many agricultural areas. However, the toxic residues it creates, cause the
non-target creatures in various habitats to be affected, as well as being taken with
agricultural products.

In this thesis, the aim was to identify bacterial isolates from soil that can degrade
chlorpyrifos, known to damage the endocrine and neurotoxic system in humans and has
a high risk of contaminating groundwater. For this reason, soil samples were collected
from a tobacco field in Adiyaman province known to have pesticide contamination for
more than 40 years. Microorganisms in the soil were forced to use this active substance
in minimal media containing only chlorpyrifos as an energy source. At the end of the
enrichment process with the gradual increase of chlorpyrifos, 23 bacterial isolates were
morphologically differentiated. Isolates were obtained as pure culture using microscopic
examinations and different culture media. As a result of molecular characterization by
analyzing the 16S rDNA region the identified bacteria belonged to three different genera
(Klebsiella, Sphingobacterium, and Pseudomonas). This thesis is the first study in
Tiirkiye to determine the chlorpyrifos degradable bacteria, as it has been a study that can
guide further studies.

Keywords: 16S rDNA, Biodegradation, Chlorpyrifos, Klebsiella, Molecular
characterization, Organophosphorus pesticide, Pseudomonas, Sphingobacterium
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1. GIRIS

Tarimsal {riinlerin verim ve kalitesini artirmak i¢in 1940’11 yillardan beri
kullanilan pestisitler modern tarimin tamamlayici bir bilesenidir. Pestisit kullanimi,
tarimsal iriinii hastalik, zararli ve yabanci otlardan koruyabilmek ve kaliteli {iretimi
giivence altina alabilmek i¢in kullanilan bir tarimsal miicadele sekli olup, kisa siirede etki
gostermesi ve kullaniminin kolay olmasi nedeniyle, en ¢ok tercih edilen yontemdir
(Tiryaki vd., 2010). Artan niifus ve ekilebilir tarim alanlarinin azalmasi da gerekge
gosterilerek pestisit kullanimi1 her gegen giin artmaktadir (Kaymak ve Serim, 2015).
Tarimsal alanlarda kullanilan toplam pestisit miktar kiiresel diizeyde 2020 yil1 igin 2.7
milyon ton (Ozercan ve Tasc1, 2022), Tiirkiye pestisit kullanim miktar1 ise 2022 yil1 i¢in
55 bin tondan fazla olarak belirlenmistir (TUIK, 2022). Tiirkiye’de 2020 yilinda bolgeler
itibariyla pestisit kullanimi incelendiginde, Akdeniz Bolgesi 15 bin ton pestisit kullanimi
ile ilk sirada yer alirken, Ege Bolgesi 12.8 bin ton kullanim ile ikinci sirada, Marmara
Bolgesi de 9.5 bin tonluk kullanim ile iigiincii sirada yer almaktadir (TUIK, 2022).

Ulkemiz ekonomisinde tarimin yeri ¢ok biiyiiktiir. Tiirkiye’de tarim iiriinleri, gida
ve endiistri hammaddesi olarak kullanilmalarinin yani sira ihracatlari ile de ekonomiye
bliylik katki saglamaktadirlar. Bu iiriinlerin en biiyiik alicilart AB iilkeleri ile ABD ve
diger gelismis ya da gelismekte olan {ilkelerdir (Kizilaslan ve Yasa, 2011). Ancak tarim
ilaglarmin yanlis uygulanmasi ekolojik kirliligin yanisira ekonomik kayiplara da yol
acmaktadir. Bu kirleticiler pamuk, tiitiin, misir, piring gibi iilkemiz ekonomisinde 6nemli
thracat triinlerinde kullanilmaktadir. Bilingsiz pestisit kullanimi ile topragin ekolojik
dengesinde ciddi zararlar olusarak kullanilabilir tarim arazilerini azaltmakta ve toprak
kalitesini diisirmektedir (Delen vd., 2005). Son yillarda yapilan arastirmalarla ¢evre ve
saglik acisindan kritik niteliklere sahip oldugu belirlenen pestisitler birgok {tilkede
yasaklanirken bunlarin yerini daha az zararli oldugu diisiiniilen farkli pestisitler
almaktadir. Ancak yine arastirmalar gostermektedir ki giinlimiizde siklikla kullanilan
“daha az zararl1 oldugu diisiiniilen” pestisitler de bir¢ok karasal ve sucul ekosistemi yogun
olarak kontamine etmektedir. Bunlardan biri olan organofosforlu (OP) pestisitler tarim,
ila¢ ve endiistride yaygin olarak kullanilmakta (Cantelli-Forti vd., 1993; Chaudhuri vd.,
1999) ve diinya ¢apinda bocek ilaglart satisinin da %34’ tinti olusturmaktadir (Singh ve
Walker, 2006). OP smifindan olan klorpirifos (CP) diinya c¢apinda yaygin olarak



kullanilmaktadir (Gilani vd., 2015; Bose vd., 2021). CP’nin siirekli kullanimi sonucu hem
topraktaki yliksek kaliciligl nedeni ile tarim arazilerinde biriktigi hem de bu alanlarin
yakinindaki yer alt1 ve yiizey sularinda kirlilige yol agtig1 belirlenmistir (Liang vd., 2011).
Bu nedenle basta Avrupa iilkeleri ve ABD olmak iizere 2019’dan itibaren yasaklanmaya
baslamistir (Dahllof ve Horel, 2019). Ancak Hindistan ve Cin gibi gelismekte olan
tilkelerde uygun maliyetli olmasi ve tohum aktivitesini etkilememesi sebebiyle
kullanimlar1 halen devam etmektedir (Rathod ve Garg, 2017; Balakrishnan ve Rao, 2019).
Ulkemizde de elma, armut, seftali, patates, domates, biber, patlican, tiitiin, misir, piring
basta olmak iizere ¢esitli tarim tiriinlerinde Tarim ve Orman Bakanlig1 (TOB) tarafindan
21.05.2020 tarihinde yasaklanana kadar yaygin olarak kullanilmistir (TOB, 2020).

Tez kapsaminda yapilan ¢alismanin amaci yer alt1 sularina bulagma riski yiliksek
olan ve insanlarda 6zellikle endokrin sistemi etkileyen ve ndrotoksik isleyise zarar verdigi
bilinen CP ekotoksik pestisitine kars1 direng gosteren ve dolayisiyla biyodegradasyon
kabiliyeti oldugu diisiiniilen bakterilerin tespit edilmesidir. Bu tarz ¢aligmalarin diinya
genelinde yogun olarak devam etmesine ragmen Tiirkiye topraklarindan biyodegradasyon
kabiliyeti olan mikroorganizmalarin kesfine yonelik herhangi bir c¢alisma
bulunamamistir. Tez ¢alismasinin amaci belirlenirken her organizmanin degradasyon
kapasitesi ve yontemi kendine 6zgii olacagindan yeni bir mikroorganizmanin varligi veya
hali hazirda bilinen bir mikroorganizmadaki biyokimyasal farkliligin énemli olacag:
fikrinden yola ¢ikilmistir. Bununla beraber, OP bilesiklerin kimyasal yapilariin benzer
olmas1 sebebiyle bu gruptaki herhangi bir pestisite kars1 degradasyon yetenegine sahip
mikroorgnizmalarin ~ varligimin  ortamda bulunan diger OP bilesiklerin de
degradasyonlarini hizlandiracagi bilinmektedir (Sutherland ve Horne, 2002; Siddavattam
vd., 2003; Singh vd., 2004; Singh ve Walker, 2006). Literatiirde ¢apraz adaptasyon olarak
tanimlanan bu durum birgok pestisit i¢in kanitlanmistir (Wilson, 1984; Cain ve Mitchell,
1996; Warton vd., 2003). OP bilesiklerin benzer kimyasal yapist ve pargalanma
sekillerindeki benzerlik bu bilesikleri de ¢apraz adaptasyon i¢in oldukc¢a uygun hale
getirmektedir (Singh vd., 2004).



2. KAYNAK BILDIRISLERI

Pestisitler, topraktaki tiim ksenobiyotikler arasinda en yaygin kontaminantlardir.
Kullanimlari, son 50 yildaki hizli niifus artis1 ve yliksek kaliteli gida talebinin artmasiyla,
kaginilmaz bir hal almistir. 2050 yilinda, tarimda pestisit kullaniminin 2000 yilindan 2.7
kat daha fazla olacagi tahmin edilmektedir dolayisiyla bu durum gelecek nesiller igin
biiyiik bir tehdit unsurudur (Oberemok vd., 2015). Pestisitlerin kullanim miktarindaki
artis, zararli gevresel etkilere neden olmakla birlikte sucul veya karasal diger canlilar gibi
hedef olmayan organizmalari da olumsuz etkilemektedir (Cantelli-Forti vd., 1993;
Chaudhuri vd., 1999). Son zamanlarda yapilan calismalar pestisitlerin norotoksik
etkilerini kanitlamistir. Pestisitlere yogun olarak maruz kalmak, dogrudan veya dolayli
olarak Oliime yol acabilecek ciddi rahatsizliklarla sonuglanmaktadir (Simonelli vd.,
2007). Bu rahatsizliklarin basinda Hodking lenfoma (Luo vd., 2016), Parkinson (Brouwer
vd., 2017), endokrin sistem bozuklugu (Freire vd., 2013) gelmektedir. Ayrica gogiis ve
prostat kanseri basta olmak {izere bircok kanser tiiriinii tetikledigi de bilinmektedir
(Thongprakaisang vd., 2013). Pestisitlerin olusturdugu kalintilarin g¢evre ve tarim
arazilerindeki dagilimi su, toprak ve hava ekosistemlerinin kirlenmesine yol agar ve
insanlarin kullanmig oldugu gidalarin da yapisinda degisikliklere neden olur. Pestisit
kullanimt ile toksik maddeler ¢ogunlukla toprakta birikim yapmakta ve buradan da su
kaynaklarina gegerek daha biiyiik ¢apta ekolojik zararlara neden olmaktadir (Sekil 2.1).
Sonug olarak bu ekolojik kirlilik biyolojik ¢esitliligin zarar gérmesine neden olmakla
birlikte (Pico vd., 2018) iklim degisikliginin de etkenlerinden biri olarak kabul
edilmektedir (Alvarenga vd., 2018).
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Sekil 2.1 Pestisitlerin ekosistemdeki farkli ortamlara tasinma sekli (Tiryaki ve Potur,
2017)

Pestisitler yapilarina bagli olarak organoklorlu bilesikler, OP bilesikler,
karbamatlar, piretroidler ve biyopestisitler olmak {izere ¢esitli gruplara ayrilmaktadirlar
(Sun vd., 2020). Bu gruplardan biri olan OP bilesikler tarim, ila¢ ve endiistride yaygin
olarak kullanilmaktadir (Cantelli-Forti vd., 1993; Chaudhuri vd., 1999). Bu bilesikler
hedef ve hedef dis1 organizmalar igin oldukca toksiktirler (Portier vd., 2016). Ozellikle
insanlarda gorme bozukluklari, solunum sistemi rahatsizliklar1 ve iireme dongiisiinde
olumsuz sonuglara neden olabilmektedirler (Vassilev ve Kambourova, 2006). OP
pestisitler kolinesterazlara baglanarak post-sinaptik baglantilarda asetilkolinin, kolin ve
asetik asidin hidrolizini bloke eder. Asetilkolinesterazin (AChE) birlesmesinin
engellenmesinden dolay1 asetilkolin birikir, kaslarin hizli bir sekilde segirmesi,
koordinasyon, konviilsiyonlar, fel¢ ve nihayetinde 6liim ile sonuglanir (Korhonen vd.,
1990; Kolakowski vd., 1997). OP sinifindan olan CP, genis spektrumlu bir bocek ilacidir
(Sekil 2.2). Diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilan bu etken maddenin saglik tizerine
ciddi etkileri oldugu bilinmektedir (Yiicel vd., 1999). Kronik etkiler kanser, dogum

defektleri, norotoksisite, ndrodavranigsal bozukluklar, norofizyolojik degisiklikler (Lee



vd., 2004) ile endokrin sistem lizerine olan negatif etkiler ile tireme ve fertilite iizerine
etkiler olarak da siralanabilir (Eskenazi vd., 1999; Qiao vd., 2001; Rawlings vd., 2010;
Viswanath vd., 2010). Ozetle CP insan ve hayvanlar iizerinde oldukgca etkili bir toksik

maddedir.
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Sekil 2.2 CP’nin kimyasal formiilii. (Liang vd., 2011)

Tarim topraklarindaki siirekli pestisit kullanimi, 6zellikle 1940 yilindan beri
yogun bir sekilde devam etmesi sebebi ile toprakta mevcut halde bulunan kalintilarin
temizlenmesi tarim arazilerinin siirdiirtilebilirligi, iiriin verimliligi ve kalitesi amaciyla
gerekmektedir. Bu durumla basa ¢ikabilmek icin, genellikle topragin yiizey
katmanlarinda birikimin artmasi ve g¢evrede kaliciligi ile sonuglanan yaygin pestisit
kullanimina kars1 onlemler gelistirilmektedir (Wolejko vd., 2020). Pestisit birikimine
kars1 alinan 6nlemlerden biri olan fizikokimyasal stratejilere dayali enzimlerle biyolojik
lyilestirme, pestisitlerin zararsiz tiirlere par¢alanmasi olayidir. Ancak dogal enzimlerin
kullanilmas: genellikle yiiksek maliyet ve yan flriinlerinin de c¢evreye zararli olmasi
acisindan endiistriyel biyoteknolojide tercih edilmemektedir (Bilal vd., 2019). Bir diger
yontem olan mikrobiyal degradasyon, bu kimyasallarin mikroorganizmalar aracilig ile
tyilestirilmesidir (Sun vd., 2020). Baz1 toprak mikroorganizmalarinin, pestisitleri karbon,
azot, fosfor ve kiikiirt kaynaklar1 olarak kullanilabildikleri literatiirdeki calismalarda
bildirilmistir (Narayanan vd., 2020; Whangchai vd., 2021).

CP’nin topraktaki kalicilig1 topragin tiirii, nemi, pH’s1 gibi pek ¢ok 6zellige bagl
olarak ve ¢evre kosullarinin da etkisi ile 240 giine kadar devam etmektedir (Racke, 1993;
Singh vd., 2004). Abiyotik etkilerin yani1 sira topragin i¢erdigi mikroorganizma cesitliligi
de CP’nin degredasyonunda bir o kadar etkilidir (Liang vd., 2011). Bu nedenle pestisit
atiklarmin temizlenmesinde, pestisite maruz kalmis farkli alanlardan izole edilen

mikroorganizmalarin kullanilabilecegi gosterilmistir (Singh vd., 1999; 2004; Yang vd., 2006;



Qiu vd., 2007; Pino ve Penuela, 2011). Cesitli topraklardan izole edilen ve pestisit
kullanma yetegine sahip Rhodococcus (Parenth vd., 1994), Flavobacterium,
Pseudomonas cinslerine ait fakli tiirler (Sethunathan ve Yoshida, 1973; Rani ve
Lalithakumari, 1994; Rani vd., 2008) daha onceki c¢alismalarda CP’nin
biyodegredasyonu i¢in kullanilmistir. Bununla birlikte CP ile kontamine edilmis tarim
arazisinden izole edilen Bacillus licheniformis (Zhu vd., 2010), P. putida (Ajaz vd.,
2005), Providencia stuartii, Serratia marcescens, Klebsiella oxytoca ve B. subtilis (Rani
vd., 2008; Dua ve Joshi, 2020) tiirlerinin CP’yi karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanabildigi bildirilmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Toprak Ornegi

Tez kapsaminda calisilacak toprak 6rnegi Adiyaman ilinde tiitiin yetistirilen bir
tarim arazisinden temin edilmistir. Arazi Adiyaman merkezine bagli olup 22 km uzaginda
bulunan Catalagag koyiindeki GPS koordinatlar1 37°57'27.3600" Kuzey ve 38°18'
18.3564" Dogu olan mevkiidedir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Toprak drneklerinin alindig: tarim arazisinin cografik konumu

3.1.2 Saha Arastirmasi

Calisma baslatilmadan once Tiirkiye genelinde tarim arazilerinde bir saha
aragtirmasi yapilmustir. Pestisit kullanan araziler i¢inde, yogun olarak OP pestisitlerden
CP’yi kullanan bir arazi olarak, tiitiin {iretimi yapilan Adiyaman il sinirlar igerisindeki
arazi orneklem alani olarak belirlenmistir. Belirlenen arazide Kasim 2018 tarihinde 6n

calisma olarak TUBITAK 2209-A Universite Ogrencileri Yurt i¢i Arastirma Projeleri



Destekleme Programi kapsaminda desteklenen “Pestisit Kontaminasyonu Oldugu
Bilinen Tarim Arazisinden Klorpirifosa Dayanikli Izolatlarm Belirlenmesi” projesi

yiiriitiilmiis olup ¢alisma sonunda etken maddeye dayanikli 4 izolat tespit edilmistir.

3.1.3 Toprak Orneklemesi

Numuneler ayni tarla arazisinin bes farkli alanindan 0-20 cm derinlikten alinmistir
(Liang vd., 2011; Akbar vd., 2014). Toplanan ornekler steril plastik bir torbada karistirilip
en kisa siirede laboratuvara ulastirilmistir. Oda sicakliginda kurutulduktan sonra 2 mm’lik

bir elekten elenerek deneysel siiregler i¢in 4°C'de muhafaza edilmistir (Akbar vd., 2014).

3.1.4 Cahsmada Kullanilan Besiyerleri

MSM-M9 Besiyeri

MSM-M9 5X (KH2POs4, 15 g/L, NaCl, 2.5g/L, Na2HPO4, 33.9 g/L, NH4CI,
5 g/L) besiyerinden 200 mL hazirlanip, 2 mL 1 M MgSOu ilave edilerek 1X elde etmek
igin toplam hacim dH2O ile 1 L’ye tamamlanmistir. Hazirlanan besiyeri 50 mL olarak

250 mL’lik erlenmeyerlere aktarilmis ve 121°C'de 20 dk otoklavlanmustir.
NA Besiyeri

NB besiyerinden alinan 8 g 1 L dH20 igerisinde ¢ozdiiriilmesinin ardindan 15 g
agar eklenerek 121°C'de 20 dk otoklavlanmistir. Yaklagik 45°C'ye kadar sogutulan
besiyerine ilgili miktar kadar CP eklenip ¢ozdiiriilmesi saglanmistir. Hazirlanan kati
besiyerleri 4°C'de muhafaza edilmistir.

Antibiyotik I¢eren Eosin Metilen Blue (EMB) Agar Besiyeri

EMB agar besiyerinden 37.5 g bir miktar dH2O ¢ozdiiriilerek son hacim 1 L olacak
sekilde dH20 ile tamamlanmistir. Ardindan 121°C'de 20 dk otoklavlanmuistir. Steril hale



getirilen besiyerine 2500 IU/mL penisilin G benzatin eklenmistir. Kat1 besiyeri ortami

saglanarak 4°C'de muhafaza edilmistir.

3.1.5 Calismada Kullanilan Cozeltiler

Fosfat Tuz Tamponu (PBS)
Cizelge 3.1°de verilen kimyasallar 800 mL dH2O iginde ¢ozdiiriilmiistiir. pH

degeri 1 N HCl ilavesi ile 7.4'e ayarlanmig ve dH20 ile 1 L'ye tamamlanmistir. 121°C'de

20 dk otoklavlanmustir. Otoklav sonrasi1 4°C'de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1 PBS i¢in gerekli kimyasallar

Konsantrasyon Miktar (1 L)
137 mM NaCl 8¢
2.7 mM KCI 029
10 mM NazHPO4 1449
2 MM KHPO4 0.24 g

CTAB

Cizelge 3.2’de verilen kimyasallar karistirilip su banyosunda 60°C'de tamamen
¢ozlinmesi saglanmasinin ardindan 100 mL’ye dH2O ile tamamlanmigtir. 4°C'de

muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.2 CTAB igin gerekli kimyasallar

Konsantrasyon Miktar (100 mL)
CTAB 24
Tris-HCI (1 M pH:8) 10 mL
EDTA 4 mL




Cizelge 3.2 CTAB igin gerekli kimyasallar(devam)

Konsantrasyon Miktar (100 mL)
NaCl 28 mL
PVP 2.76 g

TAE Buffer
Cizelge 3.3’de verilen kimyasallar karistirilip toplam hacim 1 L olarak

ayarlanmigtir. 121°C'de 20 dk otoklavlanmistir. Oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Kullanim i¢in 1/50 oraninda seyreltilmistir.

Cizelge 3.3 1 L 50X TAE Buffer i¢in gerekli kimyasallar

Konsantrasyon Miktar (1 L)
Trisma Base 242 g
Asetik Asit 57.1 mL
EDTA (0.5 M pH8) 100 mL

TE Buffer

Tris HCI (1 M pH:8) ile EDTA (0.5 M) Cizelge 3.4’de verilen miktarlarda

karistirilarak toplam hacim dH2O ile 1 L’ye tamamlanmis ve 4°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.4 TE Buffer i¢in gerekli kimyasallar

Konsantrasyon Miktar (1 L)
Tris HCI (1M pH 8) 10 mL
EDTA (0.5 M) 2 mL
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3.2 Yontem

3.21 Orneklem Alanmma Ait Topragin Fiziko-Kimyasal Ozelliklerinin

Tanimlanmasi

Orneklem alanindan temin edilen topragin fiziko-kimyasal 6zellikleri hizmet

alimi araciligi ile tanimlanmustir.

3.2.2 Pestisit Biyodegradasyon Potansiyeli Olan Bakteri Izolatlarmmn

Zenginlestirilmesi

Toprak ornegindeki CP’yi degrade edebilen bakterilerin zenginlestirilmesi igin
10 g toprak ve 50 mg/L CP, 50 mL MSM-M9 s1v1 besiyeri igerisine ilave edildikten sonra
250 mL’lik erlenmeyerler 28°C'de 150 rpm’de bir hafta boyunca inkiibe edilmistir.
Negatif ve pozitif kontrol gruplar1 da ¢alisma gruplari ile birlikte ayn1 kosullarda inkiibe
edilmistir. Negatif kontrol gruplar1 [K(-)], ¢alisma gruplari ile ayn1 konsantrasyonda CP
iceren MSM-M9’dan, pozitif kontrol gruplar1 [K(+)] ise ¢aligma gruplar1 ile ayni
miktarda toprak 6rnegi iceren MSM-M9’dan olusmaktadir. Tiim gruplar duplike olarak
calisilmistir. Bir hafta sonunda alinan 5 mL inokulant, baslangi¢c miktar1 kadar etken
madde iceren 50 mL MSM-M9 icerisine aktarilip, ayn1 inkiibasyon kosullarinda bir hafta
daha inkiibe edilmistir. Boylelikle her pasajlama islemi ile besiyeri ortami tazelenmis
olup bakterilerin adaptasyonlar tetiklenmistir. Bu islem tiim deney ve kontrol gruplari
igin ayr1 ayri tekrarlanmistir. Ugiincii haftada etken madde konsantrasyonu iki kat
artirtlarak (100 mg/L) yeni besiyerlerine transferlerin gergeklestirilmesinin ardindan
kosullar degistirilmeden inkiibasyon devam ettirilmistir. Dordiincii haftada ise yeni
inokulant ile {igiincii hafta tekrarlanmistir (Akbar vd., 2014).

Adaptasyon siirecinde pasajlama islemi i¢in bir haftalik inkiibasyon siiresi
belirlenmis olup bu calisma gruplari normal biiylime gosteren galisma grubu (NBCG)
olarak adlandirilmistir. Bu siiregte yavas bliyliyen bakterileri de kagirmamak adina
inkiibasyon siiresi her bir erlenmeyerde 2 haftaya kadar uzatilmistir. Yavas biiyiiyenlerin
caligmasi1 da ayr1 gruplar olarak takip edilmis ve yavas biiyiime ¢aligma grubu (YBCG)

olarak adlandirilmistir.
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3.2.3 Bakteri Izolasyonu

Dordiincii haftanin sonunda kiiltiirlerin PBS igerisinde 10 kat seyreltmeleri
hazirlanmis ve her seyreltmeden 100 pL alinarak baslangi¢ konsantrasyonu kadar (50
mg/L CP) etken madde iceren MSM-M9 kat1 besiyerlerine ekim yapilmistir. Kati
besiyerleri 28°C'de inkiibe edilip, koloni olusumu 30 giin boyunca hergiin takip
edilmistir. Bu calisma her grup i¢in duplike olarak gergeklestirilmistir. Kolonilerin
ayrilmasinda Sekil 3.2’deki morfolojik 6zellikler kullanilmistir.

Morfolojik olarak farklilik gosteren koloniler ayirt edilerek saf kiiltiir olarak elde
edilmesi saglanmistir. Bu asama 50 mg/L CP etken madde i¢eren zengin besiyerine (NA)
cizgi ekim teknigi uygulanarak gergeklestirilmistir. Gerekli durumlarda bu inokiilasyon
birka¢ kez tekrarlanmistir. Halen saf olmayan koloniler i¢in ise EMB ve 2500 IU/mL
penisilin G benzatin iceren EMB besiyerlerine ekimler gergeklestirilmistir.

Saf kiiltiirleri elde edilen izolatlar daha uzun siire muhafaza edilebilmeleri i¢in %15°1lik

gliserol ¢ozeltisinde homojen hale getirilerek -80°C'ye kaldirilmistir.

3.2.3.1 Mikroskobik inceleme

Saf olarak elde edilen izolatlar mindr modifikasyon i¢eren gram boyama yontemi
ile mikroskobik olarak incelenmistir (Bartholomew ve Mittwer, 2023). Bunun i¢in alinan
tek bir koloni steril PBS igerisinde ¢ozdiiriilerek lam {iizerine yayilip oda sicakliginda
kurutulduktan sonra ateste fikse edilmistir. Lam {izerine hazirlanan preparata ilk olarak
gram (+) bakterilerin tespiti amaciyla kristal viyole boyasi1 eklenip 2.5 dk bekleme siiresi
sonunda yikanmasinin ardindan liigol ile 1 dk boyunca kaplanmasi saglanmistir. Liigol
¢oOzeltisinin de yikanmasi sonrasinda preparat tizerine %95°’lik etanol ile 10 saniye boyunca
tekrar yikama islemi yapilmistir. Son olarak gram (-) bakterilerin tespiti i¢in safranin ile
kaplanan preparat 30 saniyelik bekleme siiresi sonunda yikanip kurutularak mikroskop

altinda incelenmistir.
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Koloni Sekli

g

Sirkiiler Filament6z Rizoid Diizensiz
Kenarlari
Dalgali Ipliksi Kivriml Loblu
Dikey kesiti

Kabarik Konveks Diiz Kabarcikls Krater
(Diigmeli)

Sekil 3.2 izolatlarin ayird edilmesinde kullanilan farkli koloni morfolojileri (Acharya,
2013)

3.2.4 izolatlarin Molekiiler Olarak Tanimlanmalari

3.2.4.1 Genomik DNA izolasyonu

Saf kiltiirleri elde edilen bakteri suslarinin molekiiler olarak tanimlanabilmeleri
icin genomik DNA izolasyonlar: yapilmistir. Bunun i¢in modifiye CTAB yontemi
kullanilmistir (Doyle ve Doyle, 1987). Bu yontem diger organizmalarin yani sira
bakteriyal genomik DNA izolasyonu i¢in de kullanilmaktadir (Petersen ve Scheie, 2000;
Moreira vd., 2010; William vd., 2012).

CTAB protokolii kapsaminda DNA izolasyonu yapilacak bakteri izolat1 kati
besiyeri tizerinden tek koloni olmasina dikkat edilerek steril kiirdan yardimai ile alinmaistir.
Alinan koloninin 1 mL CTAB ¢ozeltisi iceren epondorf tiipte yine kiirdan yardimi ile
dagilmas: saglanmistir. Kisa siireli vorteks yapilarak da bu siire¢ hizlandirilmistir.

Ardindan 50 pL. B-merkaptoetanol eklenip tiiplerin yavas bir sekilde birkac kez alt {ist
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edilerek karigtirllmasindan sonra 4°C’de 10 dk boyunca santrifiij (17.000 g) edilmistir.
Santrifiij sonrasi slipernatant (iist faz), etiketlenen yeni ependorf tiipe dikkatli bir sekilde
aktarilmistir. Transfer edilen silipernatant iizerine -20°C’de muhafaza edilen 600 U/mL
proteinaz K (20 mg/mL) enziminden 20 uL ilave edilmistir. Tiip 40 dk boyunca 60°C su
banyosunda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiipe ~ -20°C’de muhafaza edilmis
RNaz A (10 mg/mL) enziminden 4 pL eklenerek 45 dk boyunca 60°C’lik su banyosunda
ikinci kez inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda tiiplere 24:1 oraninda
kloroform-izoamil alkol karistmindan 600 pL aktarilmistir. Ardindan 4°C’de 8 dk
boyunca santrifiij (17.000 g) edilmistir. Santrifiij sonras1 tiip igerisindeki supernatant
etiketlenen yeni ependorf tiipe aktarilmis ve ilizerine siipernatant miktarnin %8’ kadar
amonyum asetat (7.5 M) eklenmistir. Tiipe son olarak -20°C’de muhafaza edilen
izopropanol’dan 800 pL ilave edilmistir. Tiip -20°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda tiip ivedilikle 4°C’de 3 dk boyunca santrifiij (17.000
g) edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant tiipten uzaklastirilmistir. Ardindan tiipe 800
uL %70°1ik etanol eklenip 3 dk boyunca 4°C’de 17.000 g’de santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrast slipernatantin ortamdan uzaklastirilmasinin ardindan tiip 30 dk oda sicakliginda
kapaklart acik sekilde kurumaya birakilmistir. Kuruma islemi sonrasi tiipe 50 uL. TE
tampon ¢ozelti (pH:8) eklenmis ve spektrofotometrik 6l¢timii yapilarak 4°C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.4.2 16S rDNA Béolgesinin Cogaltilmasi

Elde edilen genomik DNA’dan 16S rDNA bdélgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi i¢in
ileri primer olarak 27f, geri primer olarak da 1492r evrensel primerleri kullanilmistir
(Cizelge 3.5) (Peace vd., 1994; Ozaktas vd., 2012; Akbar vd., 2014; Santillan vd., 2020).
Her bir PZR tiipii i¢in toplam hacim 50 pl olacak sekilde karisim hazirlanmistir (Cizelge
3.6). Reaksiyon esnasinda izolatlar ile birlikte pozitif ve negatif kontroller de
kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak daha Oonce sekansi elde edilmis bir ¢evresel izolat
kullanilmistir. Negatif kontrol ise DNA i¢ermeyen PZR karisimi olarak hazirlanmistir.

Cizelge 3.7°de belirtilen kosullar dogrultusunda PZR gerg¢eklestirilmistir.
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Cizelge 3.5 PZR igin kullanilan primerlerin baz dizilimleri ve erime sicakliklar1 (TM)

Primer Sekans (5°-37) T™ (°C)
ileri primer (271) AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 57.3
Geri primer (1492r) TACGGTTACCTTGTTACGACTT 56.5

Cizelge 3.6 PZR karisimi i¢in kullanilan kimyasallar

Kimyasal Miktar (ul)

KCl tampon ¢ozelti 5
dNTP 2
Ileri Primer (27f) 2
Geri Primer (1492r) 2
MgCl2 5

Tag DNA Polimeraz 0.2
DNA 2

Apirojen su 31.8

Cizelge 3.7 PZR kosullar1

Asamalar Sicaklik (°C) Siire (dk) Dongii Sayist
[k denetiirasyon 94 3dk 1
Denatiirasyon 94 1dk
Baglanma 55 30 sn 30
Uzama 72 1dk
Son uzama 72 5dk 1
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3.2.4.3 DNA Fragmentlerinin Dogrulanmasi

PZR ile gogaltilan 16S rDNA bolgesinin boyutu (yaklasitk 1500 bp) jel
elektroforezi ile kontrol edilmistir. Bunun i¢in tiim PZR o6rnekleri Cizelge 3.8’de belirtigi
sekilde hazirlanarak yiiklenmesinin ardindan, elektroforez tankina yerlestirilen jel 80

voltta 30 dk boyunca yiiriitiilmiistiir. Siire sonunda 6rnekler UV altinda incelenmistir.

Cizelge 3.8 Elektroforez icin DNA o6rneklerinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktar (ul)
DNA merdiveni 2
DNA yiikleme Boyasi 1
Izolat DNA 6rnegi 5

3.2.4.4 DNA Dizi Analizi

PZR firtinleri ve primerler Eurofins Genomics Europe Sequencing GmbH sirket
protokoliine uygun olarak iletilip ABI 3730XL DNA Analyser dizileme cihazinda Sanger
sekanslama yontemi ile dizilenerek niikleotid dizi verileri hizmet alim1 araciligi ile elde
edilmistir.

Ileri ve geri primerler araciligi ile elde edilen kromatogramlar, FinchTV (Versiyon
1.4.0) programu ile goriiniir hale getirilmistir. Her iki primerden elde edilen diziler Clustal
Omega 1.2.4 (EMBL-EBI, 2023) programi kullanilarak ¢akistirilmis ve her bir izolat igin
en giivenilir olan DNA dizisi alinmistir. Izolatlara ait DNA dizileri National Center for
Biotechnology Information (NCBI) veri tabaninda BLAST uygulamasi aracilig: ile
eslestirilerek her birinin taksonomik olarak tanimlanmasi yapilmistir. Ayrica elde edilen
DNA dizilerinin daha sonraki ¢alismalarda da kullanilabilmesi i¢in NCBI veri sistemine

yiiklenmis ve erisim numaralart alimmistir (NCBI, 2023).
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4. BULGULAR

4.1 Topragin Fiziko-Kimyasal Ozelliklerinin Tanimlanmasi

Orneklem alanindan alinan togragin fiziko-kimyasal analizi Cizelge 4.1°de

verilmistir.

Cizelge 4.1 Orneklem topraginin fiziko-kimyasal dzellikleri

Biinye Simifi Killi Tinlt
Suyla Doygunluk (%) 62
Suyla Doymus Toprakta pH 0.03
Toplam Tuz (%) 0.03
Organik Karbon (%) 1.41
Organik Madde (%) 2.43
Kireg (%) 2.44
EC (dS/m) 0.650
P20Os (kg/da) 70.42
Mg (mg/kg) 821
Ca (mg/kg) 9582
Na (mg/kg) 48.8
Zn (mg/kg) 4.27
Cu (mg/kg) 3.94
Fe (mg/kg) 3.01
Mn (mg/kg) 2.27
B (mg/kg) 0.43

K20 (kg/da) 236.93




4.2 Pestisit Biyodegradasyon Potansiyeli Olan Bakterilerin Zenginlestirilmesi

Toprak ornegindeki CP etken maddesini degrade edebilme yetenegindeki
bakterilerin zenginlestirilmesi amaciyla CP disinda enerji kaynagi icermeyen MSM-M9
besiyeri kullanilmistir. Calisma gruplari ile es zamanli ve duplike olarak ¢alisilan K (-)
ve K (+) gruplari ile de elde edilen bakterilerin sadece CP degrade edebilenler oldugu
netlestirilmistir.

Adaptasyon siirecinde normal inkiibasyon siiresi olarak bir hafta belirlenirken
(NBCG), yavas biiyliyen bakterileri de kagirmamak adina inkiibasyon siiresi her bir
grupta iki haftaya kadar uzatilmis ve bu gruplarin ¢alismasi ayr1 ¢alisma grubu olarak
takip edilmistir (YBCG). Sonug olarak NBCG’nin zenginlestirme asamasi dort hafta

sonunda, YBCG’ninki ise sekiz hafta sonunda tamamlanmustir.

4.3 Pestisit Degredasyon Kabiliyeti Olan Izolatlarin Morfolojik Olarak Ayrilmasi

Dort ve sekiz haftalik zenginlestirme siireci sonrasi ¢alisma ve kontrol gruplari
baslangi¢ konsantrasyonu kadar CP igeren (50 mg/L) MSM-M9 kat1 besiyerine seri
seyreltme ile (ND-107) aktarilmistir. Koloni gelisimi 30 giin boyunca takip edilmis ve
farkli morfolojik 6zellige sahip koloniler Sekil 3.2°de belirtildigi gibi tanimlanmigtir.
Calisma sahas1 Adiyaman sinirlari igerisinde oldugu i¢in izolatlar “Adiyaman Bakterisi”
(AB1, AB2, vb.) olarak numaralandirilmistir (Sekil 4.1). Bu asamada toplamda 23 izolat
morfolojik olarak ayirt edilebilmistir. Bunlardan ilk 16 izolat (AB1-16) NBCG’den, geri
kalanlar ise (AB17-23) YBCG’den elde edilmistir. NBCG’de kolonilerin olusumlari
yaklagik 24 giin siirerken, YBCG grubundaki kolonilerin olusumlari 16 giinde
gerceklesmistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.1 Izolatlarin kat1 besiyerinde belirlenmeleri. A) AB24 izolat1, B) AB23 izolati, C)
AB20 izolati, D) AB21 izolati, E) AB22 izolati, F) AB18 izolati, G) AB19
izolati, K) AB2 izolati, L) AB1 izolati, M) AB3 izolat1, J) AB4 izolat1

Kat1 besiyeri asamasinda K (+) grubunda koloni gelisimi gézlenmezken, K (-)

grubunda iki tip koloni tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 Kontrol gruplariin kati besiyerlerinin inkiibasyon sonu goriintiileri. A) K (-)
grubu 1, Birinci izolat; 11, ikinci izolat B) K (+) grubu

19



4.3.1 Bakteri izolatlarimin Saf Olarak Elde Edilmesi

Morfolojik olarak ayirt edilen koloniler, saf kiiltiir olarak elde edilmeleri i¢in 50
mg/L CP iceren NA besiyerinde inkiibe edilmislerdir. Ayrica bazi izolatlar igin
antibiyotik igceren (2500 IU/mL penicilin G benzatin) EMB besiyeri de kullanilmistir.
Sonug olarak 13 izolat saf olarak elde edilebilmistir (Sekil 4.3).

Izolatlarin farkli kat1 besiyerlerindeki koloni olusum siirecleri de degisiklik
gostermistir. Saf olarak elde edilen izolatlarin koloni olusturma siireleri Cizelge 4.2°de

verilmistir.

Sekil 4.3 Saf kiiltiir olarak elde edilen izolatlardan bazilari. A) AB3, B) AB6, C) AB24,
D) AB18

20



4.3.2 Bakteri Izolatlarmin Hiicre Duvar Yapilarina Gére Ayirimi

Tespit edilen izolatlarin hiicre duvar yapilarina goére smiflandirilmalar1 ve
mikroskobik analizleri i¢in gram boyamalari yapilmistir. Elde edilen 1000 X mikroskop
goriintlilerinden bazilart Sekil 4.4°de verilmistir. Ayrica izolatlarin gram (+/-) durumlari

Cizelge 4.2°de belirtilmistir.

=1
=1

| —|

Sekil 4.4 Izolatlarin gram boyama sonrasi elde edilen 1000 X mikroskop goriintiileri. A)
AB18 gram (-), B) AB21 gram (-), D) AB6 gram (-)
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Cizelge 4.2 Saf kiiltiir olarak elde edilen izolatlarin farkli besiyerlerindeki kolonilesme
stireleri ve gram tipleri

Izolat MSM-M9+CP NA+CP  EMB+Antibiyotik  Gram(+/-)
Adi (giin) (giin) (giin)

AB3 24 5 - -
AB4 24 - 3 -
AB6 24 - 3 -
AB7 24 - 3 -
AB9 24 - 3 -
AB10 24 - 3 -
AB12 24 - 3 -
AB13 24 - 5 +
AB14 24 5 - -
AB15 24 5 -

AB16 24 - 3 -
AB18 16 5 - -
AB20 16 5 - -
AB21 16 5 - -
AB23 24 - 3 -

4.4 Bakteri Izolatlarinin Molekiiler Olarak Tanimlanmalar
4.4.1 16S rDNA Bolgesinin PZR Amplifikasyonu

Izolasyonu yapilan genomik DNA 6rneklerinden 27f ve 1492r primerleri
kullanilarak PZR ile g¢ogaltilan fragmentlerin dogrulugu jel elektroforezi ile kontrol

edilmistir. Yaklasik 1500 b¢’ne karsilik gelen fragmentler dogru olarak kabul edilmistir
(Sekil 4.5).
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10 11 12 13 14 15

Sekil 4.5 16S rDNA bolgesine ait PZR sonuglarinin elektroforez goriintiisii. M) Marker
(10000-250 bg), 1) AB1 izolat1, 2) AB2 izolati, 3) AB3 izolati, 4) AB4 izolati,
5) AB10 izolati, 6) AB14 izolati, 7) AB17 izolati, 8) AB13 izolati, 9) AB15
izolat1, 10) AB18 izolati, 11) AB21 izolati, 12) AB7 izolati, 13) AB21 izolat1
14) Negatif Kontrol, 15) Pozitif Kontrol

4.4.2 Molekiiler Analiz

Her bir bakteri izolatindan elde edilen yaklasik 1500 b¢ uzunlugundaki DNA
orneklerinin dizi analizi Sanger sekanslama yontemi ile elde edilmistir. Her iki primerden
elde edilen diziler Clustal Omega 1.2.4 (EMBL-EBI, 2023) araciligi ile g¢akistirilmis ve
en dogru dizi belirlenmistir. Geri primeri (1492r) aracilig1 ile elde edilen bolgenin bir
kismina ait kromatogram goriintiisti Sekil 4.6°’da verilmistir. Her bir izolata ait dizi NCBI

sistemine yliklenerek erisim numaralart alinmistir (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.6 AB4 izolatina ait 16S rDNA bolgesinden geri primer ile elde edilmis sekans

kromatograminin bir pargasi
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Cizelge 4.3 Bakteri izolatlarinin adlandirilmalari, benzerlikler oranlar1 ve NCBI erisim

numaralari
. Erisim
Izolat Bakteri Adi Benzerlik Orani (%)
Numarast
AB 3 Klebsiella aerogenes 99.93 OR412612.1
Sphingobacterium
AB 4 _ 99.43 OR412613.1
thalpophilum
AB13 Peribacillus sp. 99.85 OR584307.1
AB14 Pseudomonas sp. 99.86 OR412614.1
Sphingobacterium
AB15 _ 98.70 OR412615.1
thalpophilum
AB18  Pseudomonas aeruginosa 99.57 OR412616.1
AB20 Pseudomonas putida 99.19 OR412617.1
AB21  Pseudomonas aeruginosa 99.93 OR412618.1
AB23 Pseudomonas sp. 98.37 OR584308.1

25






5. TARTISMA VE SONUC

Pestisitler, hasere kontrol stratejilerinin bir pargasi olarak tarimda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak ksenobiyotik  ozellikleri nedeniyle faydali toprak
mikroorganizmalarinin ¢ogalmasini ve toprakta bunlarin metabolitlerine doniistimiinii
olumsuz etkileyebilmektedirler. Pestisit uygulamasi zararlilart kontrol altina alarak
mahsul verimini arttirir ancak asir1 kullanimlari ¢esitli hedef ve hedef dis1 yasam formlari
lizerinde zararli etkilere neden olur. Pestisitlerin bir sinifi olan OP bilesikler kiiresel
boyutta yaygin olarak uygulanmaktadir. OP pestisitler grubuna dahil olan ve bir¢ok
canliin yanisira insanda da zararl etkileri olan CP &zellikle siirekli kullanimi sonucu
tarim arazilerinde birikebilir, bu da uygulama alani ile birlikte bu alanlarin yakiindaki
yer alt1 ve ylizey sularinin da kirlenmesine neden olabilir. Bu baglamda tez kapsaminda
OP pestisitler ile kontamine olan basta tarim arazileri olmak iizere diger ekolojik alanlarin
da temizlenmesi amaciyla CP pestisitine karsi biyodegradasyon yetenegine sahip
potansiyel bakteri suslarinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Toprak, bitkilerin biiylimesi ve gelismesi i¢in organik ve mineral bilesenlerin bir
karisimindan olusan dogal bir ortamdir. Zararli kimyasallarin ortamdan uzaklastirilmasi
anlaminda toprak tiirii biyodegradasyon verimliligini belirleyen 6nemli bir faktordiir.
Bununla birlikte mikrobiyal igerik, organik madde igerigi, kil, nem igerigi, iletkenlik, pH
gibi toprak Ozelliklerindeki degisimler ve diger gevresel kosullar da pestisit bozunma
oranini etkiler (Gupta ve Gajbhiye, 2002). Bu baglamda 6rneklem alani olarak yaklasik
40 yillik aktif pestisit uygulanan ve kullanilan pestisitlerden biri olan CP tiiketimi ise 10
yila tekabiil eden bir tarim arazisi se¢ilmistir. Boylece tarim arazisindeki mikrobiyal
konsorsiyum icerisinden hali hazirda pestisit/CP kullanimina adapte olmus
mikroorganizmalar arasindan CP degradasyonu kabiliyeti olanlara ulagsma ihtimali
artirllmistir.  Ayni  sekilde tarim arazisindeki mikrobiyal ¢esitliligin tamamina
ulagabilmek adina arazinin bes farkli konumundan elde edilen toprak numuneleri
karistirilarak ¢alisma ornegi elde edilmistir. ik 20 cm’lik yiizey topraginin
kullanilmasimin nedeni ise pestisit degradasyon kabiliyeti olan mikroorganizmalarin
cogunlukla aerobik dzellikte oldugunun bilinmesidir (Gangola vd., 2022).

Deneysel caligmalarin  ilk  basamagi olan adaptasyon asamasinda

mikroorganizmalar1 hedef pestisiti tiketmeye zorlamak amaciyla igerisinde enerji



kaynag1 olarak sadece CP bulunan minimal besiyeri (MSM-M9) inkiibasyon ortami
olarak kullanilmistir (Jha vd., 2022; Lourthuraj vd., 2022; Saengsanga ve Phakratok,
2023). Ayn1 zamanda toprak Orneginden gelen mikroorganizmalarin kullanabilecegi
maddelerin tiikenmesini hizlandirmak ve olusan atik {riinleri uzaklastirmak ig¢in
adaptasyon siireci igerisinde belirli siirelerde pasajlama gerceklestirilerek besiyerleri
tazelenmistir. Zenginlestirme siireci bakterilerin CP’yi enerji kaynagi olarak kullanma
yeteneklerinin gelismesine zorlamis ve bu kabiliyette olan bakterilerin ortama adapte
olarak ¢ogalmalar1 saglanmistir. Literatiirde de bakterilerin CP kullanma adaptasyonlari
icin benzer zenginlestirme agamalarinin mevcut oldugu bilinmektedir (Rani vd., 2008;
Akbar vd., 2014; Asamba vd., 2022). Bu galismalarda da benzer sekilde besiyeri ortami
olarak MSM-M9 kullanilmistir. Calismalarda alinan numunenin kaynagina ve ¢alisma
tasarimina bagl olarak farkli CP konsantrasyonlari, inkiibasyon siiresi ve pH gibi degisik
parametlerde de biyodegradasyon o6zellikleri incelenmistir. Bu ¢alismada da benzer
sekilde adaptasyon kosullar1 belirlenirken sicaklik, pH ve CP konsantrasyonu gibi
parametlerin optimum biyodegradasyon icin gerekli olan seviyelerde olmasi gbz 6niinde
bulundurulmustur. Bu siirecte tiim ¢aligsma ve kontol gruplar1 duplike ¢alisilarak deneysel
hata pay1 en aza indirgenmeye calisilmistir. Hazirlanan K (+) grubunda sadece toprak
iceren besiyeri ortami ile mikroorganizmalarin CP’siz ortamdaki bitylime durumlar takip
edilirken; K (-) grubu ile sadece CP varliginda besiyeri ortamindaki mikrobiyal biiyiime
durumlar takip edilmistir.

Kat1 besiyerine gecis sonrasi izolatlarin morfolojik olarak ayirt edilmeleri
saglanmistir. Bu asamada NBCG ve YBCG arasindaki en belirgin fark kolonilesme
siireleri olarak belirlenmistir. NBCG’deki izolatlarin kat1 besiyerinde koloni olusturma
stireleri NBCG’deki izolatlara gore daha uzun siirmiistiir (Cizelge 4.2). Bunun nedeni
muhtemelen YBCG grubunun sivi besiyerindeki daha uzun siiren adaptasyon siirecinin
beklenildigi gibi bakterilerin kat1 besiyerindeki gelisimlerini hizlandirmis olmasidir.
Kontrol gruplarinin da c¢alisma gruplar ile kati besiyerlerindeki inkiibasyonlart ayni
kosullarda gerceklesmistir. Bu asamada K (+) grubunda beklenildigi sekilde iireme
gozlenmemistir. Bu da ¢aligma gruplarindan izole edilen kolonilerin CP varliginda
bliyliyebilen ve hatta CP’yi enerji kaynagi olarak kullanabilenler oldugunu
gostermektedir. Sadece K (-) grubunda CP kaynagi olarak kullanilan ticari pestisitten
geldigi diistintilen morfolojik olarak farkli iki koloni tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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Kiiltiir asamalariin sonunda morfolojik olarak ayirt edilen 23 izolattan 16’s1
(AB1- AB16) NBCG’den, 7’si ise (AB17-AB23) YBCG’den ayirt edilmistir.
Mikroskobik inceleme ile saf olmadiklari tespit edilen izolatlarin saf kiiltiir olarak
ayristirilmalart amaciyla penisilin G benzatin antibiyotigini iceren EMB agar besiyeri
kullanilmistir. EMB besiyeri genel olarak gram (-) bakteriler igin segici bir besiyeri olarak
bilinse de Enterokoklar, Staphylokoklar gibi bazi gram (+) bakteriler ile maya gibi
patojenik olmayan ve laktozu fermente edemeyen organizmalarin da bu besiyerinde
gelisebildigi bilinmektedir (Facklam, 1973). Bu nedenle besiyerine hiicre duvari
biyosentezindeki son adimi katalize eden transpeptidazi spesifik olarak inhibe ederek
gram (+) bakterileri baskilayan penisilin G benzatin eklenmistir (Erdogan ve
Korukluoglu, 2018).

Calisma sonunda yedi izolat molekiiler olarak karakterize edilmistir. Molekiiler
karakterizasyon asamasinda bakteri filogenisinde ayirdedici bir bolge olan 16S rDNA
bolgesi kullanilmistir. 16S rDNA bolgesi Sekil 5.1°de goriildiigi gibi yliksek oranda
korunmus dizilerle ayrilan V1 ile V9 degisken bolgelerini igerir (Matsuo vd., 2021).
Korunmus boélgeler tiim bakteriler i¢in ortak iken degisken bolgeler, cins veya tiir
seviyesinde hatta alt tiirler diizeyinde farkliliklar gosterebilmektedir (Suau vd.,
1999; Satokari vd., 2003). Elde edilen analiz sonuglarina gére AB3 izolat1 K. aerogenes,
AB4 ve ABI15 izolatlar1 S. thalpophilum, AB18 ve AB21 izolatlar1 P. aeruginosa, AB20
izolat1 P. putida olarak tanimlanmistir (Cizelge 4.3). AB13, AB14 ve AB23 izolatlari
birden fazla tiir ile yiiksek oranda benzerlik gostermeleri nedeni ile tiir seviyesinde
tanimlanmalar1 yapilamamistir. AB13 Peribacillus cinsine, AB14 ve AB23 izolatlarinin

ise Pseudomonas cinsine ait olduklari tespit edilmistir.
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Sekil 5.1 16S rDNA bdélgesine ait V1-V9 degisken ve korunmus bolgeler (Fasesan vd.
2020)

AB3 izolati K. aerogenes olarak tanimlanmistir (Cizelge 4.3). Daha 0Once
Enterobacter aerogenes olarak bilinen K. aerogenes, gram (-) ve ¢ubuk seklinde bir
bakteridir (Chart, 2012). K. aerogenes izolatinin literatiirde yapilan bazi ¢alismalarda
100-300 mg/L CP konsantrasyonlarinda biiyiiyebildigi ve CP biyodegradasyon yetenegi
oldugu goriilmiistiir (Awad vd., 2011; Yang vd., 2006; Li vd., 2007). Bu sonug yaptigimiz
adaptasyon asamasinda kullanilan CP miktar1 ile uyum gostermektedir. Ayrica bu
bakterinin organofosfat triesterlere kars1 giiglii aktivite gésteren bir grup hidrolitik enzim
olan organofosfat hidrolaz aktivitesine sahip oldugu da gosterilmistir (Lourthuraj vd.,
2022). Dolayisiyla K. aerogenes bakterisinin pestisit degrade edebilme 6zelligi literatiirde
yapilan ¢alismalarda da gosterilmistir.

AB4 ve ABIS izolatlar1 molekiiler karakterizasyon sonucunda S. thalpophilum
olarak tamimlanmistir (Cizelge 4.3). Sphingobacterium cinsi, daha 6nce Flavobacterium
tiirleri olarak siniflandirilan organizmalar1 igermektedir. Bu cinse aktarilan organizmalar
ise hiicre zarlarinda biiyiik miktarlarda sfingofosfolipid bilesikleri igermekte ve onlar
flavobakterilerden ayiran bagka taksonomik ozellikler ile de ayrilmaktadirlar (Steinberg
ve Burd, 2015). Sphingobacterium cinsi gram (-) ¢ubuklardir (Liu vd., 2008). Bu cinse
ait tiirler farkli habitatlarda bulunmakta (Ahmed vd., 2014) ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlar (PAH), boyalar, bocek ilaglart ve plastikler gibi birgok ¢evresel kirleticiyi
degrade edebilme yetenekleriyle bilinmektedirler (Haiyan vd., 2007). S. thalpophilum
tiiriniin CP biyodegradasyon kabiliyeti oldugu yapilan calismada oldugu gibi 6nceki
caligmalarda da tespit edilmistir (Fulekar, 2014).

AB18 ve AB21 izolatlar1 P. aeruginosa, AB20 izolat1 P. putida olarak
tanimlanmustir. Ayrica AB14 ve AB23 izolatlarinin da Pseudomonas cinsine ait olduklari
belirlenmistir (Cizelge 4.3). AB14 izolat1 P. palmensis ile %99.86, P. gingdaonensis ile
%99.86 ve P. brassicae ile %99.65 oraninda benzerlik gosterdigi; AB23 izolati ise P.
juntendi, P. laurentiana ve P. faucium tiirleri ile %98.37 oraninda benzerlik gosterdigi

igin tiir seviyesinde tanimlanamamis ve Pseudomonas sp. olarak verilmistir. Bu cinse ait
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tirler toprakta bol miktarda bulunan gram (-) ¢ubuk seklinde bakterilerdir. Saprotrofik
olan bu bakteriler organik maddenin mineralizasyonunda hayati bir role sahiptir. Bu
bakterilerin ¢esitli aromatik hidrokarbonlari, yag, petrol iirlinleri ve pestisitleri degrade
edebilme 6zelligine sahip olduklari bilinmektedir (Mosqueda vd., 1999; Xu vd., 2008;
Sarkar vd., 2009). Pseudomonas cinsi bakterilerin pestisit degradasyonunda yer alan bir
dizi katabolik yolak ve enzime sahip oldugu ve CP’yi de farkli oranlarda parcalama
yeteneginin oldugu bildirilmistir (Gilani vd., 2015). Bunlar arasinda P. putida ve P.
aeruginosa tiirleri CP degrade edebilen etkili izolatlar olarak literatiirde yer almaktadir
(Vijayalakshmi ve Usha, 2012). Ekstrem ekolojik kosullarda biiylime yetenegine sahip
olan P. aeruginosa, metabolik ¢ok yonliiliigii sayesinde bazi dezenfektanlar1 ve bir¢ok
antibiyotigi dahi metabolize ederek karbon kaynagi olarak kullanabilmektedirler (Kung
vd., 2010). Yasam siiresi diger Pseudomonas tiirlerine gore daha uzun olmasi ve CP
degradasyonunun yani sira TCP degradasyon yetenegine de sahip olmasi sebebiyle P.
aeruginosa’nin diger Pseudomonas tiirlerine gére CP degradasyonunda daha verimli
oldugu kabul edilmistir (Lakshmi vd., 2008). P. putida ise fosfotriester bagini hidrolize
eden fosfotriesteraz enzimine sahip olmasi sebebiyle CP’yi fosfor kaynagi olarak degrade
edebilmektedir (Istamboulie vd., 2010). P. putida’'nin da diger Pseudomonas tiirleri ile
karsilastirildiginda biyodegradasyon kapasitesinin daha fazla oldugu tespit edilmistir
(Carpenter vd., 2008). Yapilan CP biyodegredasyon zenginlestirilmesi ¢alismasinda
literatiirde de daha 6nce bu amagla tanimlanmis 5 izolat tespit edilmistir.

CP biyodegradasyonuna sahip izolatlar i¢inde tanimlanan AB13 izolatinin
Peribacillus cinsine ait oldugu gosterilmistir (Cizelge 4.3). Izolat P. frigoritolerans ile
%99.79, P. simplex ile %99.51 oraninda benzerlik gosterdigi i¢in Peribacillus sp. olarak
tanimlanmustir. Peribacillus, Bacillales takimmin Bacillaceae familyasina ait, gram
pozitif veya gram degisken boyama sergileyen, ¢ubuk seklinde bir bakteri cinsidir.
Peribacillus tiyeleri aerobik ya da fakiiltatif anaerobiktir ve olumsuz gevresel veya
beslenme kosullar1 altinda endospor olusumu gosterirler (Patel ve Gupta, 2020).
Peribacillus sp.’nin organoklorlu bilesiklerden endosiilfana karsi biyodegradasyon
yetenegine sahip oldugu Casanova vd.’nin (2021) ¢alismasinda bildirilmistir. Ancak CP
degradasyon kabiliyetine yonelik bir bilgiye erisilememistir.

Artan insan niifusu ve ekilebilir tarim arazileri goz oniinde bulunduruldugunda

pestisit kullanimindan yakin zamanda vazgegilmeyecegi bir asikardir. Bu nedenle
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kullanilan pestisitin dogaya zarar vermeyecek bir forma doniismesinin saglanmasi
kacinilmaz bir gereklilik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu baglamda tez kapsaminda
halen diinya genelinde yogun olarak kullanilan ve toksisite degeri yiiksek CP pestisitinin
degredasyonunu gerceklestirebilen bakterilerin tespit edilmesi hedeflenmistir. CP
kullanim1 gelismis iilkelerin ¢ogunda ve lilkemizde yakin ge¢miste yasaklanmasina
karsin, diinya genelinde yogun olarak kullanilmaya devam etmektedir. Ayni zamanda CP
degradasyonuna sahip mikroorganizmalarin ¢apraz adaptasyon kabiliyetleri ile CP ile
ayni grupta bulunan ve CP’nin yasaklanmasi ile kullanimlar1 artan diger OP bilesiklerin
degradasyonunda da kullanilabilecegi bir¢ok ¢alisma ile gosterilmistir (Mitchell ve Cain,
1996; Warton vd., 2003; Singh vd., 2005). Calisma kapsaminda elde edilen ve molekiiler
olarak tanimlanan izolatlarin CP’yi parcalayabilme kabiliyetleri literatiir ile uyumluluk
gostermektedir. Bu tarz calismalar diinya genelinde yogun olarak devam etmesine
ragmen Tiirkiye topraklarindan yeni organizmalarin kesfine yonelik ¢aligmalar ne yazik
ki yok denecek kadar azdir. Ulkemizde yapilan simirli sayidaki pestisit calismalarina
ornek olarak Yiicel vd. (1999) ve Kumral vd. (2020) verilebilir. Ancak yapilan bu
calismalar incelendiginde literatiirde biyodegrasyon yetene8i bilinen mevcut
mikroorganizmalar ile yapilan ¢alismalar oldugu goriilmiistiir. Bu dogrultuda yapilan
tez ¢alismasi, pestisitleri degrade edebilen bakterilerin izole edilmesi yoniinde Tiirkiye
topraklarinda yapilmis ilk caligma olarak literatiirdeki yerini alacaktir. Tanimlanan
Peripacillus cinsine ait izolatin pestisit degradasyon kabiliyetine ait bilgiler sinirlt olup,
bu tiir lizerine yapilacak daha detayli ¢alismalar ile belki de Tiirkiye topraklarindan
tanimlanmis yeni bir izolat bu anlamda literatiirdeki yerini alabilecektir. Ayrica yapilacak
daha ileri ¢alismalar ile tespit edilen izolatlarin tamaminin biyodegradasyon
kapasitelerinin benzerlerinden farkli olup olmadig: belirlenebilecektir. Tez kapsaminda
tanimlanan bakteriler ile dogrudan bir remediasyon kiti olusturulmasi hedeflenebilecegi
gibi ileri molekiiler projelerle bu parcalanmay1 gergeklestiren enzimler belirlenebilir ve
nanoteknoloji ile desteklenerek remediasyon {iriinlerine doniistiiriilebilir. Ayrica ya
dogrudan bakteri izolatlar1 ya da barindirdiklar1 enzimler, pestisit kontaminasyonu olan
alanlar1 belirlemek i¢in biyosensor olarak kullanilabilirler. Bunlarin yanisira medikal
anlamda pestisit toksisitesinin tedavisi i¢in yine bu enzimlerden panzehir olarak

faydalanilabilir. Bu baglamda basta tarim arazileri olmak lizere dogrudan halk sagligina
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yonelik iriinlerin olusturulmasina yonelik projeler daha sonraki hedefler arasinda yer

almaktadir.
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Direngli Bakterilerin Belirlenmesi Ve Molekiiler Karakterizasyonu.
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asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gére tezimin
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- Icindekiler haric,

- Simge ve kisaltmalar harig,

- Gereg ve yontemler harig,

- Kaynakga harig,

- Alintilar haricg,

- Tezden ¢ikan yaymlar harig,

- 7 kelimeden daha az Ortiisme igeren metin kisimlar1 hari¢ (Limit match size to 7 words)
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oranlarina gore tez ¢calismamin herhangi bir intihal igermedigini; aksinin tespit edilecegi
muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida
vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.
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