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ÖZET 

 

PESTİSİT KONTAMİNASYONU OLAN TÜTÜN ARAZİSİNDEN 

ORGANOFOSFORLU BİLEŞİKLERE DİRENÇLİ BAKTERİLERİN 

BELİRLENMESİ VE MOLEKÜLER KARAKTERİZASYONU 

 

YAVAŞ, Merve 

Yüksek Lisans Tezi, Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Danışman: Dr. Öğr. Üyesi Tuğba ÖZAKTAŞ 

Ağustos 2023, 43 sayfa 

 

Pestisitler günümüzde tarım, ilaç ve endüstri alanlarında kullanımı artan 

kimyasallar olarak öne çıkmaktadır. Son yıllarda çevre ve sağlık açısından kritik 

niteliklere sahip olan organoklorlu pestisitlerin yerini daha az zararlı olduğu düşünülen 

organofosforlu pestisitler almıştır. Ancak yapılan araştırmalarla organofosforlu pestisit 

sınıfında bulunan etken maddelerin de birçok karasal ve sucul ekosistemi yoğun olarak 

kontamine ettiği belirlenmiştir. Yaygın olarak kullanılan organofosfatlardan biri olan 

klorpirifos birçok tarım alanında insektisit olarak kullanılmaktadır. Ancak oluşturduğu 

toksik kalıntılar ile tarım ürünleri ile birlikte alınmasının dışında çeşitli yaşam 

alanlarındaki hedef dışı canlıların da etkilenmesine neden olmaktadır.  

Bu tez ile birlikte, yer altı sularına bulaşma riski yüksek olan ve insanlarda 

özellikle endokrin sistemi etkileyen ve nörotoksik işleyişe zarar verdiği bilinen klorpirifos 

pestisit etken maddesini degrade edebilen bakteri suş veya suşlarının topraktan 

izolasyonu hedeflenmiştir. Tez kapsamında 40 yılı aşkın süredir pestisit kontaminasyonu 

olduğu bilinen Adıyaman İl sınırları içerisindeki tütün arazisinden alınan toprak örnekleri 

ile çalışılmıştır. Toprakta bulunan mikroorganizmalar enerji kaynağı olarak sadece 

klorpirifos bulunan minimal besiyerinde bu etken maddeyi kullanmaya zorlanmışlardır. 

Klorpirifosun kademeli artışı ile gerçekleşen zenginleştirme süreci sonunda morfolojik 

olarak ayırt edilen 23 bakteri izolatı belirlenmiştir. İzolatlar, mikroskobik analizler ve 

farklı kültür ortamları kullanılarak saf kültür olarak elde edilmişlerdir. Moleküler 

karakterizasyon için 16S rDNA bölgesi analiz edilmiş ve tanımlanan bakterilerin üç farklı 

cinse (Klebsiella, Sphingobacterium, Pseudomonas) ait olduğu tespit edilmiştir. 

Gerçekleştirilen tez çalışması, klorpirifosu parçalayabilen bakterilerin teşhisi amacıyla 

yapılan ülkemizdeki ilk çalışma olması nedeni ile ileri çalışmalara öncülük edebilecek bir 

çalışma olmuştur. 

 

Anahtar kelimeler: 16S rDNA, Biyodegradasyon, Klebsiella, Klorpirifos, 

Moleküler karakterizasyon, Organofosforlu pestisit, Pseudomonas, Sphingobacterium 
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ABSTRACT 

 

RESISTANT TO ORGANOPHOSPHORUS COMPOUNDS FROM PESTICIDE 

CONTAMINATED TOBACCO LAND IDENTIFICATION AND MOLECULAR 

CHARACTERİZATION OF BACTERIA 

 

YAVAŞ, Merve 

M.Sc. Thesis, Department of Molecular Biology and Genetics 

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Tuğba ÖZAKTAŞ 

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 

Türkiye 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.  GİRİŞ 

 

Tarımsal ürünlerin verim ve kalitesini artırmak için 1940’lı yıllardan beri 

kullanılan pestisitler modern tarımın tamamlayıcı bir bileşenidir. Pestisit kullanımı, 

tarımsal ürünü hastalık, zararlı ve yabancı otlardan koruyabilmek ve kaliteli üretimi 

güvence altına alabilmek için kullanılan bir tarımsal mücadele şekli olup, kısa sürede etki 

göstermesi ve kullanımının kolay olması nedeniyle, en çok tercih edilen yöntemdir 

(Tiryaki vd., 2010). Artan nüfus ve ekilebilir tarım alanlarının azalması da gerekçe 

gösterilerek pestisit kullanımı her geçen gün artmaktadır (Kaymak ve Serim, 2015). 

Tarımsal alanlarda kullanılan toplam pestisit miktarı küresel düzeyde 2020 yılı için 2.7 

milyon ton (Özercan ve Taşçı, 2022), Türkiye pestisit kullanım miktarı ise 2022 yılı için 

55 bin tondan fazla olarak belirlenmiştir (TÜİK, 2022). Türkiye’de 2020 yılında bölgeler 

itibarıyla pestisit kullanımı incelendiğinde, Akdeniz Bölgesi 15 bin ton pestisit kullanımı 

ile ilk sırada yer alırken, Ege Bölgesi 12.8 bin ton kullanım ile ikinci sırada, Marmara 

Bölgesi de 9.5 bin tonluk kullanımı ile üçüncü sırada yer almaktadır (TÜİK, 2022). 

 Ülkemiz ekonomisinde tarımın yeri çok büyüktür. Türkiye’de tarım ürünleri, gıda 

ve endüstri hammaddesi olarak kullanılmalarının yanı sıra ihracatları ile de ekonomiye 

büyük katkı sağlamaktadırlar. Bu ürünlerin en büyük alıcıları AB ülkeleri ile ABD ve 

diğer gelişmiş ya da gelişmekte olan ülkelerdir (Kızılaslan ve Yaşa, 2011). Ancak tarım 

ilaçlarının yanlış uygulanması ekolojik kirliliğin yanısıra ekonomik kayıplara da yol 

açmaktadır. Bu kirleticiler pamuk, tütün, mısır, pirinç gibi ülkemiz ekonomisinde önemli 

ihracat ürünlerinde kullanılmaktadır. Bilinçsiz pestisit kullanımı ile toprağın ekolojik 

dengesinde ciddi zararlar oluşarak kullanılabilir tarım arazilerini azaltmakta ve toprak 

kalitesini düşürmektedir (Delen vd., 2005). Son yıllarda yapılan araştırmalarla çevre ve 

sağlık açısından kritik niteliklere sahip olduğu belirlenen pestisitler birçok ülkede 

yasaklanırken bunların yerini daha az zararlı olduğu düşünülen farklı pestisitler 

almaktadır. Ancak yine araştırmalar göstermektedir ki günümüzde sıklıkla kullanılan 

“daha az zararlı olduğu düşünülen” pestisitler de birçok karasal ve sucul ekosistemi yoğun 

olarak kontamine etmektedir. Bunlardan biri olan organofosforlu (OP) pestisitler tarım, 

ilaç ve endüstride yaygın olarak kullanılmakta (Cantelli-Forti vd., 1993; Chaudhuri vd., 

1999) ve dünya çapında böcek ilaçları satışının da %34’ünü oluşturmaktadır (Singh ve 

Walker, 2006). OP sınıfından olan klorpirifos (CP) dünya çapında yaygın olarak 
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kullanılmaktadır (Gilani vd., 2015; Bose vd., 2021). CP’nin sürekli kullanımı sonucu hem 

topraktaki yüksek kalıcılığı nedeni ile tarım arazilerinde biriktiği hem de bu alanların 

yakınındaki yer altı ve yüzey sularında kirliliğe yol açtığı belirlenmiştir (Liang vd., 2011). 

Bu nedenle başta Avrupa ülkeleri ve ABD olmak üzere 2019’dan itibaren yasaklanmaya 

başlamıştır (Dahllof ve Horel, 2019). Ancak Hindistan ve Çin gibi gelişmekte olan 

ülkelerde uygun maliyetli olması ve tohum aktivitesini etkilememesi sebebiyle 

kullanımları halen devam etmektedir (Rathod ve Garg, 2017; Balakrishnan ve Rao, 2019). 

Ülkemizde de elma, armut, şeftali, patates, domates, biber, patlıcan, tütün, mısır, pirinç 

başta olmak üzere çeşitli tarım ürünlerinde Tarım ve Orman Bakanlığı (TOB) tarafından 

21.05.2020 tarihinde yasaklanana kadar yaygın olarak kullanılmıştır (TOB, 2020).  

Tez kapsamında yapılan çalışmanın amacı yer altı sularına bulaşma riski yüksek 

olan ve insanlarda özellikle endokrin sistemi etkileyen ve nörotoksik işleyişe zarar verdiği 

bilinen CP ekotoksik pestisitine karşı direnç gösteren ve dolayısıyla biyodegradasyon 

kabiliyeti olduğu düşünülen bakterilerin tespit edilmesidir. Bu tarz çalışmaların dünya 

genelinde yoğun olarak devam etmesine rağmen Türkiye topraklarından biyodegradasyon 

kabiliyeti olan mikroorganizmaların keşfine yönelik herhangi bir çalışma 

bulunamamıştır. Tez çalışmasının amacı belirlenirken her organizmanın degradasyon 

kapasitesi ve yöntemi kendine özgü olacağından yeni bir mikroorganizmanın varlığı veya 

hali hazırda bilinen bir mikroorganizmadaki biyokimyasal farklılığın önemli olacağı 

fikrinden yola çıkılmıştır. Bununla beraber, OP bileşiklerin kimyasal yapılarının benzer 

olması sebebiyle bu gruptaki herhangi bir pestisite karşı degradasyon yeteneğine sahip 

mikroorgnizmaların varlığının ortamda bulunan diğer OP bileşiklerin de 

degradasyonlarını hızlandıracağı bilinmektedir (Sutherland ve Horne, 2002; Siddavattam 

vd., 2003; Singh vd., 2004; Singh ve Walker, 2006). Literatürde çapraz adaptasyon olarak 

tanımlanan bu durum birçok pestisit için kanıtlanmıştır (Wilson, 1984; Cain ve Mitchell, 

1996; Warton vd., 2003). OP bileşiklerin benzer kimyasal yapısı ve parçalanma 

şekillerindeki benzerlik bu bileşikleri de çapraz adaptasyon için oldukça uygun hale 

getirmektedir (Singh vd., 2004). 



 

 

2.  KAYNAK BİLDİRİŞLERİ 

 

Pestisitler, topraktaki tüm ksenobiyotikler arasında en yaygın kontaminantlardır. 

Kullanımları, son 50 yıldaki hızlı nüfus artışı ve yüksek kaliteli gıda talebinin artmasıyla, 

kaçınılmaz bir hal almıştır. 2050 yılında, tarımda pestisit kullanımının 2000 yılından 2.7 

kat daha fazla olacağı tahmin edilmektedir dolayısıyla bu durum gelecek nesiller için 

büyük bir tehdit unsurudur (Oberemok vd., 2015). Pestisitlerin kullanım miktarındaki 

artış, zararlı çevresel etkilere neden olmakla birlikte sucul veya karasal diğer canlılar gibi 

hedef olmayan organizmaları da olumsuz etkilemektedir (Cantelli-Forti vd., 1993; 

Chaudhuri vd., 1999). Son zamanlarda yapılan çalışmalar pestisitlerin nörotoksik 

etkilerini kanıtlamıştır. Pestisitlere yoğun olarak maruz kalmak, doğrudan veya dolaylı 

olarak ölüme yol açabilecek ciddi rahatsızlıklarla sonuçlanmaktadır (Simonelli vd., 

2007). Bu rahatsızlıkların başında Hodking lenfoma (Luo vd., 2016), Parkinson (Brouwer 

vd., 2017), endokrin sistem bozukluğu (Freire vd., 2013) gelmektedir. Ayrıca göğüs ve 

prostat kanseri başta olmak üzere birçok kanser türünü tetiklediği de bilinmektedir 

(Thongprakaisang vd., 2013). Pestisitlerin oluşturduğu kalıntıların çevre ve tarım 

arazilerindeki dağılımı su, toprak ve hava ekosistemlerinin kirlenmesine yol açar ve 

insanların kullanmış olduğu gıdaların da yapısında değişikliklere neden olur. Pestisit 

kullanımı ile toksik maddeler çoğunlukla toprakta birikim yapmakta ve buradan da su 

kaynaklarına geçerek daha büyük çapta ekolojik zararlara neden olmaktadır (Şekil 2.1). 

Sonuç olarak bu ekolojik kirlilik biyolojik çeşitliliğin zarar görmesine neden olmakla 

birlikte (Pico vd., 2018) iklim değişikliğinin de etkenlerinden biri olarak kabul 

edilmektedir (Alvarenga vd., 2018). 
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Şekil 2.1 Pestisitlerin ekosistemdeki farklı ortamlara taşınma şekli (Tiryaki ve Potur, 

2017) 

 

Pestisitler yapılarına bağlı olarak organoklorlu bileşikler, OP bileşikler, 

karbamatlar, piretroidler ve biyopestisitler olmak üzere çeşitli gruplara ayrılmaktadırlar 

(Sun vd., 2020). Bu gruplardan biri olan OP bileşikler tarım, ilaç ve endüstride yaygın 

olarak kullanılmaktadır (Cantelli-Forti vd., 1993; Chaudhuri vd., 1999). Bu bileşikler 

hedef ve hedef dışı organizmalar için oldukça toksiktirler (Portier vd., 2016). Özellikle 

insanlarda görme bozuklukları, solunum sistemi rahatsızlıkları ve üreme döngüsünde 

olumsuz sonuçlara neden olabilmektedirler (Vassilev ve Kambourova, 2006). OP 

pestisitler kolinesterazlara bağlanarak post-sinaptik bağlantılarda asetilkolinin, kolin ve 

asetik asidin hidrolizini bloke eder. Asetilkolinesterazın (AChE) birleşmesinin 

engellenmesinden dolayı asetilkolin birikir, kasların hızlı bir şekilde seğirmesi, 

koordinasyon, konvülsiyonlar, felç ve nihayetinde ölüm ile sonuçlanır (Korhonen vd., 

1990; Kolakowski vd., 1997). OP sınıfından olan CP, geniş spektrumlu bir böcek ilacıdır 

(Şekil 2.2). Dünya çapında yaygın olarak kullanılan bu etken maddenin sağlık üzerine 

ciddi etkileri olduğu bilinmektedir (Yücel vd., 1999). Kronik etkiler kanser, doğum 

defektleri, nörotoksisite, nörodavranışsal bozukluklar, nörofizyolojik değişiklikler (Lee 
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vd., 2004) ile endokrin sistem üzerine olan negatif etkiler ile üreme ve fertilite üzerine 

etkiler olarak da sıralanabilir (Eskenazi vd., 1999; Qiao vd., 2001; Rawlings vd., 2010; 

Viswanath vd., 2010). Özetle CP insan ve hayvanlar üzerinde oldukça etkili bir toksik 

maddedir. 

 

 

Şekil 2.2 CP’nin kimyasal formülü. (Liang vd., 2011) 

 

Tarım topraklarındaki sürekli pestisit kullanımı, özellikle 1940 yılından beri 

yoğun bir şekilde devam etmesi sebebi ile toprakta mevcut halde bulunan kalıntıların 

temizlenmesi tarım arazilerinin sürdürülebilirliği, ürün verimliliği ve kalitesi amacıyla 

gerekmektedir. Bu durumla başa çıkabilmek için, genellikle toprağın yüzey 

katmanlarında birikimin artması ve çevrede kalıcılığı ile sonuçlanan yaygın pestisit 

kullanımına karşı önlemler geliştirilmektedir (Wolejko vd., 2020). Pestisit birikimine 

karşı alınan önlemlerden biri olan fizikokimyasal stratejilere dayalı enzimlerle biyolojik 

iyileştirme, pestisitlerin zararsız türlere parçalanması olayıdır. Ancak doğal enzimlerin 

kullanılması genellikle yüksek maliyet ve yan ürünlerinin de çevreye zararlı olması 

açısından endüstriyel biyoteknolojide tercih edilmemektedir (Bilal vd., 2019). Bir diğer 

yöntem olan mikrobiyal degradasyon, bu kimyasalların mikroorganizmalar aracılığı ile 

iyileştirilmesidir (Sun vd., 2020). Bazı toprak mikroorganizmalarının, pestisitleri karbon, 

azot, fosfor ve kükürt kaynakları olarak kullanılabildikleri literatürdeki çalışmalarda 

bildirilmiştir (Narayanan vd., 2020; Whangchai vd., 2021).  

CP’nin topraktaki kalıcılığı toprağın türü, nemi, pH’sı gibi pek çok özelliğe bağlı 

olarak ve çevre koşullarının da etkisi ile 240 güne kadar devam etmektedir (Racke, 1993; 

Singh vd., 2004). Abiyotik etkilerin yanı sıra toprağın içerdiği mikroorganizma çeşitliliği 

de CP’nin degredasyonunda bir o kadar etkilidir (Liang vd., 2011). Bu nedenle pestisit 

atıklarının temizlenmesinde, pestisite maruz kalmış farklı alanlardan izole edilen 

mikroorganizmaların kullanılabileceği gösterilmiştir (Singh vd., 1999; 2004; Yang vd., 2006; 
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Qiu vd., 2007; Pino ve Penuela, 2011).  Çeşitli topraklardan izole edilen ve pestisit 

kullanma yeteğine sahip Rhodococcus (Parenth vd., 1994), Flavobacterium, 

Pseudomonas cinslerine ait faklı türler (Sethunathan ve Yoshida, 1973; Rani ve 

Lalithakumari, 1994; Rani vd., 2008) daha önceki çalışmalarda CP’nin  

biyodegredasyonu için kullanılmıştır. Bununla birlikte CP ile kontamine edilmiş tarım 

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) türlerinin CP’yi karbon ve enerji kaynağı olarak 

kullanabildiği bildirilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

3.  MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1 Materyal 

 

3.1.1 Toprak Örneği 

 

Tez kapsamında çalışılacak toprak örneği Adıyaman ilinde tütün yetiştirilen bir 

tarım arazisinden temin edilmiştir. Arazi Adıyaman merkezine bağlı olup 22 km uzağında 

bulunan Çatalağaç köyündeki GPS koordinatları 37°57'27.3600'' Kuzey ve 38°18' 

18.3564'' Doğu olan mevkiidedir (Şekil 3.1).  

 

 

Şekil 3.1 Toprak örneklerinin alındığı tarım arazisinin coğrafik konumu 

 

3.1.2 Saha Araştırması 

 

Çalışma başlatılmadan önce Türkiye genelinde tarım arazilerinde bir saha 

araştırması yapılmıştır. Pestisit kullanan araziler içinde, yoğun olarak OP pestisitlerden 

CP’yi kullanan bir arazi olarak, tütün üretimi yapılan Adıyaman il sınırları içerisindeki 

arazi örneklem alanı olarak belirlenmiştir. Belirlenen arazide Kasım 2018 tarihinde ön 

çalışma olarak TÜBİTAK 2209-A Üniversite Öğrencileri Yurt İçi Araştırma Projeleri 
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Destekleme Programı kapsamında desteklenen “Pestisit Kontaminasyonu Olduğu 

Bilinen Tarım Arazisinden Klorpirifosa Dayanıklı İzolatların Belirlenmesi” projesi 

yürütülmüş olup çalışma sonunda etken maddeye dayanıklı 4 izolat tespit edilmiştir. 

 

3.1.3 Toprak Örneklemesi 

 

Numuneler aynı tarla arazisinin beş farklı alanından 0-20 cm derinlikten alınmıştır 

(Liang vd., 2011; Akbar vd., 2014). Toplanan örnekler steril plastik bir torbada karıştırılıp 

en kısa sürede laboratuvara ulaştırılmıştır. Oda sıcaklığında kurutulduktan sonra 2 mm’lik 

bir elekten elenerek deneysel süreçler için 4°C'de muhafaza edilmiştir (Akbar vd., 2014).   

 

3.1.4  Çalışmada Kullanılan Besiyerleri 

 

MSM-M9 Besiyeri 

 

MSM-M9 5X (KH2PO4, 15 g/L, NaCl, 2.5 g/L, Na2HPO4, 33.9 g/L, NH4Cl, 

5 g/L) besiyerinden 200 mL hazırlanıp, 2 mL 1 M MgSO4 ilave edilerek 1X elde etmek 

için toplam hacim dH2O ile 1 L’ye tamamlanmıştır. Hazırlanan besiyeri 50 mL olarak 

250 mL’lik erlenmeyerlere aktarılmış ve 121ºC'de 20 dk otoklavlanmıştır.  

 

NA Besiyeri 

 

NB besiyerinden alınan 8 g 1 L dH2O içerisinde çözdürülmesinin ardından 15 g 

agar eklenerek 121ºC'de 20 dk otoklavlanmıştır. Yaklaşık 45ºC'ye kadar soğutulan 

besiyerine ilgili miktar kadar CP eklenip çözdürülmesi sağlanmıştır. Hazırlanan katı 

besiyerleri 4°C'de muhafaza edilmiştir. 

 

Antibiyotik İçeren Eosin Metilen Blue (EMB) Agar Besiyeri 

 

EMB agar besiyerinden 37.5 g bir miktar dH2O çözdürülerek son hacim 1 L olacak 

şekilde dH2O ile tamamlanmıştır. Ardından 121ºC'de 20 dk otoklavlanmıştır. Steril hale 
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getirilen besiyerine 2500 IU/mL penisilin G benzatin eklenmiştir. Katı besiyeri ortamı 

sağlanarak 4°C'de muhafaza edilmiştir. 

 

3.1.5 Çalışmada Kullanılan Çözeltiler 

 

Fosfat Tuz Tamponu (PBS)  

 

Çizelge 3.1’de verilen kimyasallar 800 mL dH2O içinde çözdürülmüştür. pH 

değeri 1 N HCl ilavesi ile 7.4'e ayarlanmış ve dH2O ile 1 L'ye tamamlanmıştır. 121ºC'de 

20 dk otoklavlanmıştır. Otoklav sonrası 4°C'de muhafaza edilmiştir.  

 

Çizelge 3.1 PBS için gerekli kimyasallar 

Konsantrasyon Miktar (1 L) 

137 mM NaCl 8 g 

2.7 mM KCl 0.2 g 

10 mM Na2HPO4 1.44 g 

2 mM KH2PO4 0.24 g 

 

CTAB 

 

Çizelge 3.2’de verilen kimyasallar karıştırılıp su banyosunda 60°C'de tamamen 

çözünmesi sağlanmasının ardından 100 mL’ye dH2O ile tamamlanmıştır. 4°C'de 

muhafaza edilmiştir. 

 

Çizelge 3.2 CTAB için gerekli kimyasallar 

Konsantrasyon Miktar (100 mL) 

CTAB 2 g 

Tris-HCI (1 M pH:8) 10 mL 

EDTA 4 mL 
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Çizelge 3.2 CTAB için gerekli kimyasallar(devam) 

Konsantrasyon Miktar (100 mL) 

NaCI 28 mL 

PVP 2.76 g 

 

TAE Buffer 

 

Çizelge 3.3’de verilen kimyasallar karıştırılıp toplam hacim 1 L olarak 

ayarlanmıştır. 121ºC'de 20 dk otoklavlanmıştır. Oda sıcaklığında muhafaza edilmiştir. 

Kullanım için 1/50 oranında seyreltilmiştir. 

 

Çizelge 3.3 1 L 50X TAE Buffer için 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) Çizelge 3.4’de verilen miktarlarda 

karıştırılarak toplam hacim dH2O ile 1 L’ye tamamlanmış ve 4°C’de muhafaza edilmiştir.   

 

Çizelge 3.4 TE Buffer için 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 Yöntem  

 

3.2.1 Örneklem Alanına Ait Toprağın Fiziko-Kimyasal Özelliklerinin 

Tanımlanması 

 

Örneklem alanından temin edilen toprağın fiziko-kimyasal özellikleri hizmet 

alımı aracılığı ile tanımlanmıştır.  

 

3.2.2  Pestisit Biyodegradasyon Potansiyeli Olan Bakteri İzolatlarının 

Zenginleştirilmesi 

 

 Toprak örneğindeki CP’yi degrade edebilen bakterilerin zenginleştirilmesi için 

10 g toprak ve 50 mg/L CP, 50 mL MSM-M9 sıvı besiyeri içerisine ilave edildikten sonra 

250 mL’lik erlenmeyerler 28°C'de 150 rpm’de bir hafta boyunca inkübe edilmiştir. 

Negatif ve pozitif kontrol grupları da çalışma grupları ile birlikte aynı koşullarda inkübe 

edilmiştir. Negatif kontrol grupları [K(-)], çalışma grupları ile aynı konsantrasyonda CP 

içeren MSM-M9’dan, pozitif kontrol grupları [K(+)] ise çalışma grupları ile aynı 

miktarda toprak örneği içeren MSM-M9’dan oluşmaktadır. Tüm gruplar duplike olarak 

çalışılmıştır. Bir hafta sonunda alınan 5 mL inokulant, başlangıç miktarı kadar etken 

madde içeren 50 mL MSM-M9 içerisine aktarılıp, aynı inkübasyon koşullarında bir hafta 

daha inkübe edilmiştir. Böylelikle her pasajlama işlemi ile besiyeri ortamı tazelenmiş 

olup bakterilerin adaptasyonları tetiklenmiştir.  Bu işlem tüm deney ve kontrol grupları 

için ayrı ayrı tekrarlanmıştır. Üçüncü haftada etken madde konsantrasyonu iki kat 

artırılarak (100 mg/L) yeni besiyerlerine transferlerin gerçekleştirilmesinin ardından 

koşullar değiştirilmeden inkübasyon devam ettirilmiştir. Dördüncü haftada ise yeni 

inokulant ile üçüncü hafta tekrarlanmıştır (Akbar vd., 2014). 

Adaptasyon sürecinde pasajlama işlemi için bir haftalık inkübasyon süresi 

belirlenmiş olup bu çalışma grupları normal büyüme gösteren çalışma grubu (NBÇG) 

olarak adlandırılmıştır. Bu süreçte yavaş büyüyen bakterileri de kaçırmamak adına 

inkübasyon süresi her bir erlenmeyerde 2 haftaya kadar uzatılmıştır. Yavaş büyüyenlerin 

çalışması da ayrı gruplar olarak takip edilmiş ve yavaş büyüme çalışma grubu (YBÇG) 

olarak adlandırılmıştır. 
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3.2.3 Bakteri İzolasyonu 

 

Dördüncü haftanın sonunda kültürlerin PBS içerisinde 10 kat seyreltmeleri 

hazırlanmış ve her seyreltmeden 100 µL alınarak başlangıç konsantrasyonu kadar (50 

mg/L CP) etken madde içeren MSM-M9 katı besiyerlerine ekim yapılmıştır. Katı 

besiyerleri 28°C'de inkübe edilip, koloni oluşumu 30 gün boyunca hergün takip 

edilmiştir. Bu çalışma her grup için duplike olarak gerçekleştirilmiştir. Kolonilerin 

ayrılmasında Şekil 3.2’deki morfolojik özellikler kullanılmıştır.  

Morfolojik olarak farklılık gösteren koloniler ayırt edilerek saf kültür olarak elde 

edilmesi sağlanmıştır. Bu aşama 50 mg/L CP etken madde içeren zengin besiyerine (NA) 

çizgi ekim tekniği uygulanarak gerçekleştirilmiştir. Gerekli durumlarda bu inokülasyon 

birkaç kez tekrarlanmıştır. Halen saf olmayan koloniler için ise EMB ve 2500 IU/mL 

penisilin G benzatin içeren EMB besiyerlerine ekimler gerçekleştirilmiştir.  

Saf kültürleri elde edilen izolatlar daha uzun süre muhafaza edilebilmeleri için %15’lik 

gliserol çözeltisinde homojen hale getirilerek -80°C'ye kaldırılmıştır. 

 

3.2.3.1 Mikroskobik İnceleme  

 

Saf olarak elde edilen izolatlar minör modifikasyon içeren gram boyama yöntemi 

ile mikroskobik olarak incelenmiştir (Bartholomew ve Mittwer, 2023). Bunun için alınan 

tek bir koloni steril PBS içerisinde çözdürülerek lam üzerine yayılıp oda sıcaklığında 

kurutulduktan sonra ateşte fikse edilmiştir. Lam üzerine hazırlanan preparata ilk olarak 

gram (+) bakterilerin tespiti amacıyla kristal viyole boyası eklenip 2.5 dk bekleme süresi 

sonunda yıkanmasının ardından lügol ile 1 dk boyunca kaplanması sağlanmıştır. Lügol 

çözeltisinin de yıkanması sonrasında preparat üzerine %95’lik etanol ile 10 saniye boyunca 

tekrar yıkama işlemi yapılmıştır. Son olarak gram (-) bakterilerin tespiti için safranin ile 

kaplanan preparat 30 saniyelik bekleme süresi sonunda yıkanıp kurutularak mikroskop 

altında incelenmiştir.  
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Şekil 3.2 İzolatların ayırd edilmesinde kullanılan farklı koloni morfolojileri (Acharya, 

2013) 

 

3.2.4 İzolatların Moleküler Olarak Tanımlanmaları  

 

3.2.4.1 Genomik DNA İzolasyonu  

 

Saf kültürleri elde edilen bakteri suşlarının moleküler olarak tanımlanabilmeleri 

için genomik DNA izolasyonları yapılmıştır. Bunun için modifiye CTAB yöntemi 

kullanılmıştır (Doyle ve Doyle, 1987).  Bu yöntem diğer organizmaların yanı sıra 

bakteriyal genomik DNA izolasyonu için de kullanılmaktadır (Petersen ve Scheie, 2000; 

Moreira vd., 2010; William vd., 2012).  

CTAB protokolü kapsamında DNA izolasyonu yapılacak bakteri izolatı katı 

besiyeri üzerinden tek koloni olmasına dikkat edilerek steril kürdan yardımı ile alınmıştır. 

Alınan koloninin 1 mL CTAB çözeltisi içeren epondorf tüpte yine kürdan yardımı ile 

dağılması sağlanmıştır. Kısa süreli vorteks yapılarak da bu süreç hızlandırılmıştır. 

Ardından 50 μL β-merkaptoetanol eklenip tüplerin yavaş bir şekilde birkaç kez alt üst 
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edilerek karıştırılmasından sonra 4°C’de 10 dk boyunca santrifüj (17.000 g) edilmiştir. 

Santrifüj sonrası süpernatant (üst faz), etiketlenen yeni ependorf tüpe dikkatli bir şekilde 

aktarılmıştır. Transfer edilen süpernatant üzerine -20°C’de muhafaza edilen 600 U/mL 

proteinaz K (20 mg/mL) enziminden 20 μL ilave edilmiştir. Tüp 40 dk boyunca 60°C su 

banyosunda inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda tüpe     -20°C’de muhafaza edilmiş 

RNaz A (10 mg/mL) enziminden 4 μL eklenerek 45 dk boyunca 60°C’lik su banyosunda 

ikinci kez inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda tüplere 24:1 oranında 

kloroform-izoamil alkol karışımından 600 μL aktarılmıştır. Ardından 4°C’de 8 dk 

boyunca santrifüj (17.000 g) edilmiştir. Santrifüj sonrası tüp içerisindeki supernatant 

etiketlenen yeni ependorf tüpe aktarılmış ve üzerine süpernatant miktarının %8’i kadar 

amonyum asetat (7.5 M) eklenmiştir. Tüpe son olarak -20°C’de muhafaza edilen 

izopropanol’dan 800 μL ilave edilmiştir. Tüp               -20°C’de 24 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda tüp ivedilikle 4°C’de 3 dk boyunca santrifüj (17.000 

g) edilmiştir. Santrifüj sonrası süpernatant tüpten uzaklaştırılmıştır. Ardından tüpe 800 

μL %70’lik etanol eklenip 3 dk boyunca 4°C’de 17.000 g’de santrifüj edilmiştir. Santrifüj 

sonrası süpernatantın ortamdan uzaklaştırılmasının ardından tüp 30 dk oda sıcaklığında 

kapakları açık şekilde kurumaya bırakılmıştır. Kuruma işlemi sonrası tüpe 50 μL TE 

tampon çözelti (pH:8) eklenmiş ve spektrofotometrik ölçümü yapılarak 4°C’de muhafaza 

edilmiştir. 

 

3.2.4.2 16S rDNA Bölgesinin Çoğaltılması  

 

Elde edilen genomik DNA’dan 16S rDNA bölgesinin PZR ile çoğaltılması için 

ileri primer olarak 27f, geri primer olarak da 1492r evrensel primerleri kullanılmıştır 

(Çizelge 3.5) (Peace vd., 1994; Ozaktas vd., 2012; Akbar vd., 2014; Santillan vd., 2020). 

Her bir PZR tüpü için toplam hacim 50 μl olacak şekilde karışım hazırlanmıştır (Çizelge 

3.6). Reaksiyon esnasında izolatlar ile birlikte pozitif ve negatif kontroller de 

kullanılmıştır. Pozitif kontrol olarak daha önce sekansı elde edilmiş bir çevresel izolat 

kullanılmıştır. Negatif kontrol ise DNA içermeyen PZR karışımı olarak hazırlanmıştır. 

Çizelge 3.7’de belirtilen koşullar doğrultusunda PZR gerçekleştirilmiştir. 
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Çizelge 3.5 PZR için kullanılan primerlerin baz dizilimleri ve erime sıcaklıkları (TM)                                                      

Primer Sekans (5’-3’) TM (°C) 

İleri primer (27f) 

 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

 

 

57.3 

Geri primer (1492r) TACGGTTACCTTGTTACGACTT 56.5 

 

Çizelge 3.6 PZR karışımı için kullanılan kimyasallar  

Kimyasal Miktar (µl) 

KCl tampon çözelti 5 

dNTP 2 

İleri Primer (27f) 2 

Geri Primer (1492r) 2 

MgCI2 5 

Taq DNA Polimeraz 0.2 

DNA 2 

Apirojen su 31.8 

  

Çizelge 3.7 PZR koşulları 

Aşamalar Sıcaklık (0C) Süre (dk) Döngü Sayısı 

İlk denetürasyon 94 3 dk 1 

Denatürasyon 94 1 dk 

30 Bağlanma 55 30 sn 

Uzama 72 1 dk 

Son uzama 72 5 dk 1 
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3.2.4.3 DNA Fragmentlerinin Doğrulanması 

 

PZR ile çoğaltılan 16S rDNA bölgesinin boyutu (yaklaşık 1500 bp) jel 

elektroforezi ile kontrol edilmiştir. Bunun için tüm PZR örnekleri Çizelge 3.8’de belirtiği 

şekilde hazırlanarak yüklenmesinin ardından, elektroforez tankına yerleştirilen jel 80 

voltta 30 dk boyunca yürütülmüştür. Süre sonunda örnekler UV altında incelenmiştir. 

 

Çizelge 3.8 Elektroforez için DNA örneklerinin hazırlanması 

Kimyasal Miktar (µl) 

DNA merdiveni 2 

DNA yükleme Boyası 1 

İzolat DNA örneği 5 

 

3.2.4.4 DNA Dizi Analizi 

 

PZR ürünleri ve primerler Eurofins Genomics Europe Sequencing GmbH şirket 

protokolüne uygun olarak iletilip ABI 3730XL DNA Analyser dizileme cihazında Sanger 

sekanslama yöntemi ile dizilenerek nükleotid dizi verileri hizmet alımı aracılığı ile elde 

edilmiştir.  

İleri ve geri primerler aracılığı ile elde edilen kromatogramlar, FinchTV (Versiyon 

1.4.0) programı ile görünür hale getirilmiştir. Her iki primerden elde edilen diziler Clustal 

Omega 1.2.4 (EMBL-EBI, 2023) programı kullanılarak çakıştırılmış ve her bir izolat için 

en güvenilir olan DNA dizisi alınmıştır. İzolatlara ait DNA dizileri National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) veri tabanında BLAST uygulaması aracılığı ile 

eşleştirilerek her birinin taksonomik olarak tanımlanması yapılmıştır.  Ayrıca elde edilen 

DNA dizilerinin daha sonraki çalışmalarda da kullanılabilmesi için NCBI veri sistemine 

yüklenmiş ve erişim numaraları alınmıştır (NCBI, 2023).  

 



 

 

4. BULGULAR 

 

4.1 Toprağın Fiziko-Kimyasal Özelliklerinin Tanımlanması 

 

Örneklem alanından alınan toğrağın fiziko-kimyasal analizi Çizelge 4.1’de 

verilmiştir.  

 

Çizelge 4.1 Örneklem toprağının fiziko-kimyasal özellikleri 

Bünye Sınıfı Killi Tınlı 

Suyla Doygunluk (%) 62 

Suyla Doymuş Toprakta pH 0.03 

Toplam Tuz (%) 0.03 

Organik Karbon (%) 1.41 

Organik Madde (%) 2.43 

Kireç (%) 2.44 

EC (dS/m) 0.650 

P2O5 (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 

K2O (kg/da) 236.93 
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4.2 Pestisit Biyodegradasyon Potansiyeli Olan Bakterilerin Zenginleştirilmesi 

 

Toprak örneğindeki CP etken maddesini degrade edebilme yeteneğindeki 

bakterilerin zenginleştirilmesi amacıyla CP dışında enerji kaynağı içermeyen MSM-M9 

besiyeri kullanılmıştır. Çalışma grupları ile eş zamanlı ve duplike olarak çalışılan K (-) 

ve K (+) grupları ile de elde edilen bakterilerin sadece CP degrade edebilenler olduğu 

netleştirilmiştir.  

Adaptasyon sürecinde normal inkübasyon süresi olarak bir hafta belirlenirken 

(NBÇG), yavaş büyüyen bakterileri de kaçırmamak adına inkübasyon süresi her bir 

grupta iki haftaya kadar uzatılmış ve bu grupların çalışması ayrı çalışma grubu olarak 

takip edilmiştir (YBÇG). Sonuç olarak NBÇG’nin zenginleştirme aşaması dört hafta 

sonunda, YBÇG’ninki ise sekiz hafta sonunda tamamlanmıştır. 

 

4.3 Pestisit Degredasyon Kabiliyeti Olan İzolatların Morfolojik Olarak Ayrılması 

 

Dört ve sekiz haftalık zenginleştirme süreci sonrası çalışma ve kontrol grupları 

başlangıç konsantrasyonu kadar CP içeren (50 mg/L) MSM-M9 katı besiyerine seri 

seyreltme ile (ND-10-9) aktarılmıştır. Koloni gelişimi 30 gün boyunca takip edilmiş ve 

farklı morfolojik özelliğe sahip koloniler Şekil 3.2’de belirtildiği gibi tanımlanmıştır. 

Çalışma sahası Adıyaman sınırları içerisinde olduğu için izolatlar “Adıyaman Bakterisi” 

(AB1, AB2, vb.) olarak numaralandırılmıştır (Şekil 4.1). Bu aşamada toplamda 23 izolat 

morfolojik olarak ayırt edilebilmiştir. Bunlardan ilk 16 izolat (AB1-16) NBÇG’den, geri 

kalanlar ise (AB17-23) YBÇG’den elde edilmiştir. NBÇG’de kolonilerin oluşumları 

yaklaşık 24 gün sürerken, YBÇG grubundaki kolonilerin oluşumları 16 günde 

gerçekleşmiştir (Çizelge 4.2). 
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Şekil 4.1 İzolatların katı besiyerinde belirlenmeleri. A) AB24 izolatı, B) AB23 izolatı, C) 

AB20 izolatı, D) AB21 izolatı, E) AB22 izolatı, F) AB18 izolatı, G) AB19 

izolatı, K) AB2 izolatı, L) AB1 izolatı, M) AB3 izolatı, J) AB4 izolatı 

 

Katı besiyeri aşamasında K (+) grubunda koloni gelişimi gözlenmezken, K (-) 

grubunda iki tip koloni tespit edilmiştir (Şekil 4.2). 

 

 

Şekil 4.2 Kontrol gruplarının katı besiyerlerinin inkübasyon sonu görüntüleri. A) K (-) 

grubu I, Birinci izolat; II, İkinci izolat B) K (+) grubu  
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4.3.1 Bakteri İzolatlarının Saf Olarak Elde Edilmesi  

 

Morfolojik olarak ayırt edilen koloniler, saf kültür olarak elde edilmeleri için 50 

mg/L CP içeren NA besiyerinde inkübe edilmişlerdir. Ayrıca bazı izolatlar için 

antibiyotik içeren (2500 IU/mL penicilin G benzatin) EMB besiyeri de kullanılmıştır. 

Sonuç olarak 13 izolat saf olarak elde edilebilmiştir (Şekil 4.3). 

İzolatların farklı katı besiyerlerindeki koloni oluşum süreçleri de değişiklik 

göstermiştir. Saf olarak elde edilen izolatların koloni oluşturma süreleri Çizelge 4.2’de 

verilmiştir.  

 

 

Şekil 4.3 Saf kültür olarak elde edilen izolatlardan bazıları. A) AB3, B) AB6, C) AB24, 

D) AB18 
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4.3.2 Bakteri İzolatlarının Hücre Duvar Yapılarına Göre Ayırımı  

 

Tespit edilen izolatların hücre duvar yapılarına göre sınıflandırılmaları ve 

mikroskobik analizleri için gram boyamaları yapılmıştır. Elde edilen 1000 X mikroskop 

görüntülerinden bazıları Şekil 4.4’de verilmiştir. Ayrıca izolatların gram (+/-) durumları 

Çizelge 4.2’de belirtilmiştir. 

 

 

Şekil 4.4 İzolatların gram boyama sonrası elde edilen 1000 X mikroskop görüntüleri. A) 

AB18 gram (-), B) AB21 gram (-), D) AB6 gram (-) 
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Çizelge 4.2 Saf kültür olarak elde edilen izolatların farklı besiyerlerindeki kolonileşme   

süreleri ve gram tipleri 

 

4.4 Bakteri İzolatlarının Moleküler Olarak Tanımlanmaları  

 

4.4.1 16S rDNA Bölgesinin PZR Amplifikasyonu 

 

İzolasyonu yapılan genomik DNA örneklerinden 27f ve 1492r primerleri 

kullanılarak PZR ile çoğaltılan fragmentlerin doğruluğu jel elektroforezi ile kontrol 

edilmiştir. Yaklaşık 1500 bç’ne karşılık gelen fragmentler doğru olarak kabul edilmiştir 

(Şekil 4.5).  

İzolat 

Adı 

MSM-M9+CP 

(gün) 

NA+CP 

(gün) 

EMB+Antibiyotik 

(gün) 

Gram(+/-) 

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 - 
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Şekil 4.5 16S rDNA bölgesine ait PZR sonuçlarının elektroforez görüntüsü. M) Marker 

(10000-250 bç), 1) AB1 izolatı, 2) AB2 izolatı, 3) AB3 izolatı, 4) AB4 izolatı, 

5) AB10 izolatı, 6) AB14 izolatı, 7) AB17 izolatı, 8) AB13 izolatı, 9) AB15 

izolatı, 10) AB18 izolatı, 11) AB21 izolatı, 12) AB7 izolatı, 13) AB21 izolatı 

14) Negatif Kontrol, 15) Pozitif Kontrol 

 

4.4.2 Moleküler Analiz 

 

Her bir bakteri izolatından elde edilen yaklaşık 1500 bç uzunluğundaki DNA 

örneklerinin dizi analizi Sanger sekanslama yöntemi ile elde edilmiştir. Her iki primerden 

elde edilen diziler Clustal Omega 1.2.4 (EMBL-EBI, 2023) aracılığı ile çakıştırılmış ve 

en doğru dizi belirlenmiştir. Geri primeri (1492r) aracılığı ile elde edilen bölgenin bir 

kısmına ait kromatogram görüntüsü Şekil 4.6’da verilmiştir. Her bir izolata ait dizi NCBI 

sistemine yüklenerek erişim numaraları alınmıştır (Çizelge 4.3).  
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Şekil 4.6 AB4 izolatına ait 16S rDNA bölgesinden geri primer ile elde edilmiş sekans 

kromatogramının bir parçası 
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Çizelge 4.3 Bakteri izolatlarının adlandırılmaları, benzerlikler oranları ve NCBI erişim 

numaraları  

İzolat Bakteri Adı Benzerlik Oranı (%) 
Erişim 

Numarası 

AB 3 Klebsiella aerogenes 99.93 OR412612.1 

AB 4 
Sphingobacterium 

thalpophilum 
99.43 OR412613.1 

AB13 Peribacillus sp. 99.85 OR584307.1 

AB14 Pseudomonas sp. 99.86 OR412614.1 

AB15 
Sphingobacterium 

thalpophilum 
98.70 OR412615.1 

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 
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5.  TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Pestisitler, haşere kontrol stratejilerinin bir parçası olarak tarımda yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Ancak ksenobiyotik özellikleri nedeniyle faydalı toprak 

mikroorganizmalarının çoğalmasını ve toprakta bunların metabolitlerine dönüşümünü 

olumsuz etkileyebilmektedirler. Pestisit uygulaması zararlıları kontrol altına alarak 

mahsul verimini arttırır ancak aşırı kullanımları çeşitli hedef ve hedef dışı yaşam formları 

üzerinde zararlı etkilere neden olur. Pestisitlerin bir sınıfı olan OP bileşikler küresel 

boyutta yaygın olarak uygulanmaktadır. OP pestisitler grubuna dahil olan ve birçok 

canlının yanısıra insanda da zararlı etkileri olan CP özellikle sürekli kullanımı sonucu 

tarım arazilerinde birikebilir, bu da uygulama alanı ile birlikte bu alanların yakınındaki 

yer altı ve yüzey sularının da kirlenmesine neden olabilir. Bu bağlamda tez kapsamında 

OP pestisitler ile kontamine olan başta tarım arazileri olmak üzere diğer ekolojik alanların 

da temizlenmesi amacıyla CP pestisitine karşı biyodegradasyon yeteneğine sahip 

potansiyel bakteri suşlarının belirlenmesi hedeflenmiştir.  

Toprak, bitkilerin büyümesi ve gelişmesi için organik ve mineral bileşenlerin bir 

karışımından oluşan doğal bir ortamdır. Zararlı kimyasalların ortamdan uzaklaştırılması 

anlamında toprak türü biyodegradasyon verimliliğini belirleyen önemli bir faktördür. 

Bununla birlikte mikrobiyal içerik, organik madde içeriği, kil, nem içeriği, iletkenlik, pH 

gibi toprak özelliklerindeki değişimler ve diğer çevresel koşullar da pestisit bozunma 

oranını etkiler (Gupta ve Gajbhiye, 2002). Bu bağlamda örneklem alanı olarak yaklaşık 

40 yıllık aktif pestisit uygulanan ve kullanılan pestisitlerden biri olan CP tüketimi ise 10 

yıla tekabül eden bir tarım arazisi seçilmiştir. Böylece tarım arazisindeki mikrobiyal 

konsorsiyum içerisinden hali hazırda pestisit/CP kullanımına adapte olmuş 

mikroorganizmalar arasından CP degradasyonu kabiliyeti olanlara ulaşma ihtimali 

artırılmıştır. Aynı şekilde tarım arazisindeki mikrobiyal çeşitliliğin tamamına 

ulaşabilmek adına arazinin beş farklı konumundan elde edilen toprak numuneleri 

karıştırılarak çalışma örneği elde edilmiştir. İlk 20 cm’lik yüzey toprağının 

kullanılmasının nedeni ise pestisit degradasyon kabiliyeti olan mikroorganizmaların 

çoğunlukla aerobik özellikte olduğunun bilinmesidir (Gangola vd., 2022).  

Deneysel çalışmaların ilk basamağı olan adaptasyon aşamasında 

mikroorganizmaları hedef pestisiti tüketmeye zorlamak amacıyla içerisinde enerji 
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kaynağı olarak sadece CP bulunan minimal besiyeri (MSM-M9) inkübasyon ortamı 

olarak kullanılmıştır (Jha vd., 2022; Lourthuraj vd., 2022; Saengsanga ve Phakratok, 

2023). Aynı zamanda toprak örneğinden gelen mikroorganizmaların kullanabileceği 

maddelerin tükenmesini hızlandırmak ve oluşan atık ürünleri uzaklaştırmak için 

adaptasyon süreci içerisinde belirli sürelerde pasajlama gerçekleştirilerek besiyerleri 

tazelenmiştir. Zenginleştirme süreci bakterilerin CP’yi enerji kaynağı olarak kullanma 

yeteneklerinin gelişmesine zorlamış ve bu kabiliyette olan bakterilerin ortama adapte 

olarak çoğalmaları sağlanmıştır. Literatürde de bakterilerin CP kullanma adaptasyonları 

için benzer zenginleştirme aşamalarının mevcut olduğu bilinmektedir (Rani vd., 2008; 

Akbar vd., 2014; Asamba vd., 2022). Bu çalışmalarda da benzer şekilde besiyeri ortamı 

olarak MSM-M9 kullanılmıştır. Çalışmalarda alınan numunenin kaynağına ve çalışma 

tasarımına bağlı olarak farklı CP konsantrasyonları, inkübasyon süresi ve pH gibi değişik 

parametlerde de biyodegradasyon özellikleri incelenmiştir.  Bu çalışmada da benzer 

şekilde adaptasyon koşulları belirlenirken sıcaklık, pH ve CP konsantrasyonu gibi 

parametlerin optimum biyodegradasyon için gerekli olan seviyelerde olması göz önünde 

bulundurulmuştur. Bu süreçte tüm çalışma ve kontol grupları duplike çalışılarak deneysel 

hata payı en aza indirgenmeye çalışılmıştır. Hazırlanan K (+) grubunda sadece toprak 

içeren besiyeri ortamı ile mikroorganizmaların CP’siz ortamdaki büyüme durumları takip 

edilirken; K (-) grubu ile sadece CP varlığında besiyeri ortamındaki mikrobiyal büyüme 

durumları takip edilmiştir.  

Katı besiyerine geçiş sonrası izolatların morfolojik olarak ayırt edilmeleri 

sağlanmıştır. Bu aşamada NBÇG ve YBÇG arasındaki en belirgin fark kolonileşme 

süreleri olarak belirlenmiştir. NBÇG’deki izolatların katı besiyerinde koloni oluşturma 

süreleri NBÇG’deki izolatlara göre daha uzun sürmüştür (Çizelge 4.2). Bunun nedeni 

muhtemelen YBÇG grubunun sıvı besiyerindeki daha uzun süren adaptasyon sürecinin 

beklenildiği gibi bakterilerin katı besiyerindeki gelişimlerini hızlandırmış olmasıdır. 

Kontrol gruplarının da çalışma grupları ile katı besiyerlerindeki inkübasyonları aynı 

koşullarda gerçekleşmiştir. Bu aşamada K (+) grubunda beklenildiği şekilde üreme 

gözlenmemiştir. Bu da çalışma gruplarından izole edilen kolonilerin CP varlığında 

büyüyebilen ve hatta CP’yi enerji kaynağı olarak kullanabilenler olduğunu 

göstermektedir. Sadece K (-) grubunda CP kaynağı olarak kullanılan ticari pestisitten 

geldiği düşünülen morfolojik olarak farklı iki koloni tespit edilmiştir (Şekil 4.2).  
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Kültür aşamalarının sonunda morfolojik olarak ayırt edilen 23 izolattan 16’sı  

(AB1- AB16)  NBÇG’den, 7’si ise (AB17-AB23) YBÇG’den ayırt edilmiştir. 

Mikroskobik inceleme ile saf olmadıkları tespit edilen izolatların saf kültür olarak 

ayrıştırılmaları amacıyla penisilin G benzatin antibiyotiğini içeren EMB agar besiyeri 

kullanılmıştır. EMB besiyeri genel olarak gram (-) bakteriler için seçici bir besiyeri olarak 

bilinse de Enterokoklar, Staphylokoklar gibi bazı gram (+) bakteriler ile maya gibi 

patojenik olmayan ve laktozu fermente edemeyen organizmaların da bu besiyerinde 

gelişebildiği bilinmektedir (Facklam, 1973). Bu nedenle besiyerine hücre duvarı 

biyosentezindeki son adımı katalize eden transpeptidazı spesifik olarak inhibe ederek 

gram (+) bakterileri baskılayan penisilin G benzatin eklenmiştir (Erdoğan ve 

Korukluoğlu, 2018).   

Çalışma sonunda yedi izolat moleküler olarak karakterize edilmiştir. Moleküler 

karakterizasyon aşamasında bakteri filogenisinde ayırdedici bir bölge olan 16S rDNA 

bölgesi kullanılmıştır. 16S rDNA bölgesi Şekil 5.1’de görüldüğü gibi yüksek oranda 

korunmuş dizilerle ayrılan V1 ile V9 değişken bölgelerini içerir (Matsuo vd., 2021). 

Korunmuş bölgeler tüm bakteriler için ortak iken değişken bölgeler, cins veya tür 

seviyesinde hatta alt türler düzeyinde farklılıklar gösterebilmektedir (Suau vd., 

1999; Satokari vd., 2003). Elde edilen analiz sonuçlarına göre AB3 izolatı K. aerogenes, 

AB4 ve AB15 izolatları S. thalpophilum, AB18 ve AB21 izolatları P. aeruginosa, AB20 

izolatı P. putida olarak tanımlanmıştır (Çizelge 4.3). AB13, AB14 ve AB23 izolatları 

birden fazla tür ile yüksek oranda benzerlik göstermeleri nedeni ile tür seviyesinde 

tanımlanmaları yapılamamıştır. AB13 Peribacillus cinsine, AB14 ve AB23 izolatlarının 

ise Pseudomonas cinsine ait oldukları tespit edilmiştir. 

 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.02045/full#B38
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.02045/full#B38
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.02045/full#B37
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Şekil 5.1 16S rDNA bölgesine ait V1-V9 değişken ve korunmuş bölgeler (Fasesan vd. 

2020) 

 

AB3 izolatı K. aerogenes olarak tanımlanmıştır (Çizelge 4.3). Daha önce 

Enterobacter aerogenes olarak bilinen K. aerogenes, gram (-) ve çubuk şeklinde bir 

bakteridir (Chart, 2012). K. aerogenes izolatının literatürde yapılan bazı çalışmalarda 

100-300 mg/L CP konsantrasyonlarında büyüyebildiği ve CP biyodegradasyon yeteneği 

olduğu görülmüştür (Awad vd., 2011; Yang vd., 2006; Li vd., 2007). Bu sonuç yaptığımız 

adaptasyon aşamasında kullanılan CP miktarı ile uyum göstermektedir. Ayrıca bu 

bakterinin organofosfat triesterlere karşı güçlü aktivite gösteren bir grup hidrolitik enzim 

olan organofosfat hidrolaz aktivitesine sahip olduğu da gösterilmiştir (Lourthuraj vd., 

2022). Dolayısıyla K. aerogenes bakterisinin pestisit degrade edebilme özelliği literatürde 

yapılan çalışmalarda da gösterilmiştir.  

AB4 ve AB15 izolatları moleküler karakterizasyon sonucunda S. thalpophilum 

olarak tanımlanmıştır (Çizelge 4.3). Sphingobacterium cinsi, daha önce Flavobacterium 

türleri olarak sınıflandırılan organizmaları içermektedir. Bu cinse aktarılan organizmalar 

ise hücre zarlarında büyük miktarlarda sfingofosfolipid bileşikleri içermekte ve onları 

flavobakterilerden ayıran başka taksonomik özellikler ile de ayrılmaktadırlar (Steinberg 

ve Burd, 2015). Sphingobacterium cinsi gram (-) çubuklardır (Liu vd., 2008). Bu cinse 

ait türler farklı habitatlarda bulunmakta (Ahmed vd., 2014) ve polisiklik aromatik 

hidrokarbonlar (PAH), boyalar, böcek ilaçları ve plastikler gibi birçok çevresel kirleticiyi 

degrade edebilme yetenekleriyle bilinmektedirler (Haiyan vd., 2007). S. thalpophilum 

türünün CP biyodegradasyon kabiliyeti olduğu yapılan çalışmada olduğu gibi önceki 

çalışmalarda da tespit edilmiştir (Fulekar, 2014). 

AB18 ve AB21 izolatları P. aeruginosa, AB20 izolatı P. putida olarak 

tanımlanmıştır. Ayrıca AB14 ve AB23 izolatlarının da Pseudomonas cinsine ait oldukları 

belirlenmiştir (Çizelge 4.3). AB14 izolatı P. palmensis ile %99.86, P. gingdaonensis ile 

%99.86 ve P. brassicae ile %99.65 oranında benzerlik gösterdiği; AB23 izolatı ise P. 

juntendi, P. laurentiana ve P. faucium türleri ile %98.37 oranında benzerlik gösterdiği 

için tür seviyesinde tanımlanamamış ve Pseudomonas sp. olarak verilmiştir. Bu cinse ait 
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türler toprakta bol miktarda bulunan gram (-) çubuk şeklinde bakterilerdir.  Saprotrofik 

olan bu bakteriler organik maddenin mineralizasyonunda hayati bir role sahiptir. Bu 

bakterilerin çeşitli aromatik hidrokarbonları, yağ, petrol ürünleri ve pestisitleri degrade 

edebilme özelliğine sahip oldukları bilinmektedir (Mosqueda vd., 1999; Xu vd., 2008; 

Sarkar vd., 2009). Pseudomonas cinsi bakterilerin pestisit degradasyonunda yer alan bir 

dizi katabolik yolak ve enzime sahip olduğu ve CP’yi de farklı oranlarda parçalama 

yeteneğinin olduğu bildirilmiştir (Gilani vd., 2015).  Bunlar arasında P. putida ve P. 

aeruginosa türleri CP degrade edebilen etkili izolatlar olarak literatürde yer almaktadır 

(Vijayalakshmi ve Usha, 2012). Ekstrem ekolojik koşullarda büyüme yeteneğine sahip 

olan P. aeruginosa, metabolik çok yönlülüğü sayesinde bazı dezenfektanları ve birçok 

antibiyotiği dahi metabolize ederek karbon kaynağı olarak kullanabilmektedirler (Kung 

vd., 2010). Yaşam süresi diğer Pseudomonas türlerine göre daha uzun olması ve CP 

degradasyonunun yanı sıra TCP degradasyon yeteneğine de sahip olması sebebiyle P. 

aeruginosa’nın diğer Pseudomonas türlerine göre CP degradasyonunda daha verimli 

olduğu kabul edilmiştir (Lakshmi vd., 2008). P. putida ise fosfotriester bağını hidrolize 

eden fosfotriesteraz enzimine sahip olması sebebiyle CP’yi fosfor kaynağı olarak degrade 

edebilmektedir (Istamboulie vd., 2010).  P. putida’nın da diğer Pseudomonas türleri ile 

karşılaştırıldığında biyodegradasyon kapasitesinin daha fazla olduğu tespit edilmiştir 

(Carpenter vd., 2008). Yapılan CP biyodegredasyon zenginleştirilmesi çalışmasında 

literatürde de daha önce bu amaçla tanımlanmış 5 izolat tespit edilmiştir. 

CP biyodegradasyonuna sahip izolatlar içinde tanımlanan AB13 izolatının 

Peribacillus cinsine ait olduğu gösterilmiştir (Çizelge 4.3). İzolat P. frigoritolerans ile 

%99.79, P. simplex ile %99.51 oranında benzerlik gösterdiği için Peribacillus sp. olarak 

tanımlanmıştır. Peribacillus, Bacillales takımının Bacillaceae familyasına ait, gram 

pozitif veya gram değişken boyama sergileyen, çubuk şeklinde bir bakteri cinsidir. 

Peribacillus üyeleri aerobik ya da fakültatif anaerobiktir ve olumsuz çevresel veya 

beslenme koşulları altında endospor oluşumu gösterirler (Patel ve Gupta, 2020). 

Peribacillus sp.’nin organoklorlu bileşiklerden endosülfana karşı biyodegradasyon 

yeteneğine sahip olduğu Casanova vd.’nin (2021) çalışmasında bildirilmiştir. Ancak CP 

degradasyon kabiliyetine yönelik bir bilgiye erişilememiştir. 

Artan insan nüfusu ve ekilebilir tarım arazileri göz önünde bulundurulduğunda 

pestisit kullanımından yakın zamanda vazgeçilmeyeceği bir aşikârdır. Bu nedenle 
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kullanılan pestisitin doğaya zarar vermeyecek bir forma dönüşmesinin sağlanması 

kaçınılmaz bir gereklilik olarak karşımıza çıkmaktadır. Bu bağlamda tez kapsamında 

halen dünya genelinde yoğun olarak kullanılan ve toksisite değeri yüksek CP pestisitinin 

degredasyonunu gerçekleştirebilen bakterilerin tespit edilmesi hedeflenmiştir. CP 

kullanımı gelişmiş ülkelerin çoğunda ve ülkemizde yakın geçmişte yasaklanmasına 

karşın, dünya genelinde yoğun olarak kullanılmaya devam etmektedir. Aynı zamanda CP 

degradasyonuna sahip mikroorganizmaların çapraz adaptasyon kabiliyetleri ile CP ile 

aynı grupta bulunan ve CP’nin yasaklanması ile kullanımları artan diğer OP bileşiklerin 

degradasyonunda da kullanılabileceği birçok çalışma ile gösterilmiştir (Mitchell ve Cain, 

1996; Warton vd., 2003; Singh vd., 2005).  Çalışma kapsamında elde edilen ve moleküler 

olarak tanımlanan izolatların CP’yi parçalayabilme kabiliyetleri literatür ile uyumluluk 

göstermektedir. Bu tarz çalışmalar dünya genelinde yoğun olarak devam etmesine 

rağmen Türkiye topraklarından yeni organizmaların keşfine yönelik çalışmalar ne yazık 

ki yok denecek kadar azdır. Ülkemizde yapılan sınırlı sayıdaki pestisit çalışmalarına 

örnek olarak Yücel vd. (1999) ve Kumral vd. (2020) verilebilir. Ancak yapılan bu 

çalışmalar incelendiğinde literatürde biyodegrasyon yeteneği bilinen mevcut 

mikroorganizmalar ile yapılan çalışmalar olduğu görülmüştür.   Bu doğrultuda yapılan 

tez çalışması, pestisitleri degrade edebilen bakterilerin izole edilmesi yönünde Türkiye 

topraklarında yapılmış ilk çalışma olarak literatürdeki yerini alacaktır. Tanımlanan 

Peripacillus cinsine ait izolatın pestisit degradasyon kabiliyetine ait bilgiler sınırlı olup, 

bu tür üzerine yapılacak daha detaylı çalışmalar ile belki de Türkiye topraklarından 

tanımlanmış yeni bir izolat bu anlamda literatürdeki yerini alabilecektir. Ayrıca yapılacak 

daha ileri çalışmalar ile tespit edilen izolatların tamamının biyodegradasyon 

kapasitelerinin benzerlerinden farklı olup olmadığı belirlenebilecektir. Tez kapsamında 

tanımlanan bakteriler ile doğrudan bir remediasyon kiti oluşturulması hedeflenebileceği 

gibi ileri moleküler projelerle bu parçalanmayı gerçekleştiren enzimler belirlenebilir ve 

nanoteknoloji ile desteklenerek remediasyon ürünlerine dönüştürülebilir. Ayrıca ya 

doğrudan bakteri izolatları ya da barındırdıkları enzimler, pestisit kontaminasyonu olan 

alanları belirlemek için biyosensör olarak kullanılabilirler. Bunların yanısıra medikal 

anlamda pestisit toksisitesinin tedavisi için yine bu enzimlerden panzehir olarak 

faydalanılabilir. Bu bağlamda başta tarım arazileri olmak üzere doğrudan halk sağlığına 
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yönelik ürünlerin oluşturulmasına yönelik projeler daha sonraki hedefler arasında yer 

almaktadır.  
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