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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Pseudomonas putida NRRL B-13 Susu Tarafindan Benzoik Asidin Biyolojik
Yikimin1 Saglayan Enzimleri Kodlayan Plazmitlerin Stabilitelerinin
Belirlenmesi

Handan SARAC
Cumhuriyet Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Musa SARI

2013; x + 39 sayfa

Cagdas yasamin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan kirlilik, glinlimiizde iizerinde en ¢ok
durulan ancak, en az ¢oziim getirilebilen konulardan biridir. Bu ¢esit kirlilikten bir
tanesi de petrol ve onun rafine iiriinleri i¢inde dnemli oranlarda bulunan benzen ve
onun alkillenmis tlirevleri olan tipik aromatik halkali bilesiklerdir. Esasen, tiim
aromatik hidrokarbonlar birer benzen tiirevidir. Bu bilesikler her ne kadar yap1 olarak
halkasal alkanlara benzerlik gosterseler de, daha kararhidirlar ve alkanlarin
ugradiklar reaksiyonlara ugramazlar. Bu nedenle, daha tehlikeli ¢evresel kirleticiler
olarak goriilmektedirler. Canlilar tarafindan yapilmayan bu maddeler dolayisi ile
hemen hemen biitiin canlilar i¢in toksik 6zellik tasirlar. Bu maddeler ile kirlenmis
cevrelere uygulanan fiziksel ve kimyasal dekontaminasyon metotlar1 tam ve etkili bir
¢ozlim getirmekten uzaktir. Dolayisi ile son yillarda bu tiir islemler igin
biyokimyasal metotlarin potansiyel kullanilabilirligi arastirilmis ve o&zellikle bu
maddeleri daha zararsiz bilesiklere yikmak icin gerekli olan gen sistemleri ile
donatilmis Pseudomonas bakteri tiirlerinin alternatif kullanim alani bulabilecegi

saptanmistir.

Pseudomonas putida’ nin toluen, benzoik asit ve ksilen gibi toksik

hidrokarbon gruplarina karsi toleransa sahip oldugu goriilmiistiir.



Bu c¢aligma, Onemli endiistriyel aromatik kirleticilerden birisi olan
benzoik asidin biyolojik yikimini gerceklestiren mikroorganizmalardan biri olan
Pseudomonas putida NRRL B-13 susunda bulunan plazmitlerin stabilitelerini tespit

etmek amaciyla planlanmustir.

Bu galisma kapsaminda, Pseudomonas putida NRRL B-13 susu once
benzoik asit iceren sivi besiyerinde iretildi ve bir kismi alinarak plazmit DNA
izolasyonunu takiben agaroz jelde yiiriitiildii. Daha sonra geriye kalan bakteriler
baska bir karbon kaynagi (glukoz) iceren sivi besiyerinde ¢ogaltildi. Her jenerasyon
(nesil) sonrasinda bu besiyerinden Ornekler alindi ve plazmit DNA izolasyonu
yapilarak agaroz jelde yiiriitme yapildi. Glukoz igeren sivi besiyerine alinmadan dnce
yapilan agaroz jel elektroforezindeki bantlar esas alinarak, glukoz igeren sivi
besiyerine alindiktan sonra yapilan agaroz jel elektroforezine ait bantlar
karsilagtirildi. Yapilan karsilastirmada, band belirginliginin ve kalinliginin her
jenerasyon (nesil) sonrasinda giderek azaldigi ve IV. jenerasyonda (nesilde) ise
tamamen kayboldugu tespit edildi. Boylece, benzoik asidin yikiminda rol oynayan

plazmitlerin stabilitesini IV. nesile (jenerasyon) kadar korudugu belirlenmis oldu.

Anahtar Kelimeler: : Pseudomonas sp., benzoik asit, plazmit
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Pollution, arising as a result of modern life, is one of the issues that is discussed the
most, but not so many things have been done to prevent it. Oil and its alkylated
typical aromatic cyclic component which is the derivative of benzene are among
these types of pollutions. In fact, all the aromatic hydrocarbons are a derivative of
benzene. These compounds are similar in structure to cyclic alkanes but they are
more stable than cyclic alkanes and they do not react as alkanes react. Thus, they are
seen as more dangerous environmental pollutants than others. Therefore, these
substances which are not generated by living things are toxic to all organisms.
Physical and chemical decontamination for these polluted areas are far from a
complete and an effective solution. Thus, the potential of biochemical methods are
examined and it is found that there may be an area of usage for the Pseudomonas
species which is equipped with gene system that is necessary for the transformation
of these agents to the harmless composites.

It is seen that Pseudomonas putida has tolerance for the toxic hydrocarbon

groups such as toluen, benzoic acid and xylen.

This study was planned in order to identify the plasmid stabilities which are
in Pseudomonas putida NRRL B-13, one of the microorganisms that carry out the
biological-degradation of benzoic acid which is one of the industrial aromatic

pollutants.



First, the strain of Pseudomonas putida NRRL B-13 was produced in a liquid
medium containing benzoic acid. Then, some of it was taken and following the
plasmid DNA isolation, it was held in agarose gel. Later, the remaining bacteria
were replicated in a liquid medium containing another carbon source (glycose). After
each generation, samples were taken from these medium and agarose gel execution
was carried out by performing DNA isolation. There was a comparison between the
bands of agarose gel electrophoresis before it has been taken to the glycose feed lot
and after it has been taken. In the comparison that has been done, it was detected that
the clarity and the thickness of the band gradually decreased and on the 4"
generation, they were completely disappeared. Thus, it was analysed that the stability
of plasmids involved in the breakdown of benzoic acid has remained until the 4

generation.

Keywords: Pseudomonas sp., benzoic acid, plasmid
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1. GIRIS
Diinya niifusunun artmasi ile birlikte ¢ogalan insan faaliyetleri ve teknolojik
gelismelerle gerek endiistride gerekse giinliik yasantimizda yaygin olarak kullanilan
organik kirleticilerin miktar1 ve gesitliligi, modern yasamin gereksinimleri karsisinda
giin gectik¢e artmaktadir. Endiistrideki ilerlemeler ve gelisen tarim teknolojileri, petrol,
petrol tiirevleri ve pestisitler gibi ¢esitli kullanim alanlarina sahip olan birgok kirletici
ajanin giinlik hayatimiza girmesine neden olmaktadir. Bu organik Kkirleticilerin

kullanimindaki artis, ¢cevre sorunlari ile birlikte ciddi saglik sorunlarin1 da beraberinde

getirmektedir (Telefoncu, 1995).

Kirlilige sebep olan maddelerin daha etkili bir sekilde uzaklastirilabilmesi igin
zorlu ¢evre sartlarinda gelisimini siirdiirebilen ve ¢ok gesitli substratlar1 kullanabilen

organizmalarin elde edilmesine ¢alisilmaktadir (Bruins ve ark., 2000a; Diaz, 2004).

Psedomonas putida ve diger Pseudomonas tiirleri bir¢ok kimyasal maddeyi
ayristirabilecek yapida plazmit kaynakli enzimlere sahiptirler. Boylesi enzimlerin sayist
10'dan fazla degildir. Ornegin; SAL, NAH, ASL ve TOL plazmitleri, sira ile salisilat,
naftalin, alkil benzen siilfonat ve tolueni ayristirarak katekole c¢evirir ve sonra da
plazmitlerce kodlanan enzimler tarafindan asetaldehite ve piriivatlara doniistiiriir
(Gecgkil ve ark., 2003). Bu nedenle bu ¢alismada cevrede kirlilik yaratan ve canlilar
tizerinde toksik etkileri bakimindan risk teskil eden aromatik hidrokarbonlardan biri
olan benzoik asidin, Pseudomonas putida NRRL B-13 susu tarafindan biyolojik
yikiminin saglanabilmesi i¢in gerekli enzimleri kodlayan genlerin bulundugu

plazmitlerin stabilitesinin tespit edilmesi amag¢lanmaktadir.

1.1. Benzoik Asit Hakkinda Genel Bilgi

Benzoik asit, aromatik bir hidrokarbondur ve kararli bir yapiya sahip oldugu icin
cevredeki eliminasyonu olduk¢a zordur (Kahraman ve Gegkil, 2005). Genel formiilii
CsHsCOOH’dir. Bu bilesik ilk kez 1988 yilinda Avrupa’da iiretilmistir. % 60 kadari
fenolden, % 30’u ise kaprolaktamdan elde edilmistir. % 5’1 sodyum ve diger benzoatlar,
% 3 1 benzoil-kloriir, benzoat esterleri, metilbenzoat ve diger iriinlerin eldesinde

kullanilmaktadir (Pine,1987).



OH

Sekil 1. Benzoik Asit ( Benzen karboksilik asit)

Benzoik asit, beyaz renkli igne ve yaprak¢ik goriinimiinde bir maddedir.
Benzoik asit bir¢ok bitkinin yaprak, kabuk ve meyvelerinde bulunur. Ayni zamanda,
gidalarda mikrobik bozulmayi 6nlemek igin kullamilir. ilave edildigi gidanin tadim
etkiler (Fish ve ark., 2000; Chayabutra ve Ju, 2000). En ¢ok kullanildig1 alanlar, meyve
suyu, marmelat, regel, gazli i¢ecekler, tursular, ketcap ve benzeri iirlinlerdir. Benzoik
asit, genellikle sodyum tuzu olarak (sodyum benzoat) kullanilir. Ayrica; hem benzoik
asit hem de ester ve tuzlar1 dis macununda, salisilik asitle birlikte ila¢ eldesinde
kullanilmaktadir (Gegkil ve ark., 2003).

Benzoik asidin erime noktast 121,4°C, kaynama noktasi 249,2°C’ dir. Sicak
suda ve organik ¢Oziicii karisiminda kolaylikla eriyerek ¢oziinlir (Pekcan ve Aktas,
2005).

1.2. Pseudomonas Cinsinin Genel Ozellikleri

1.2.1. Habitatlan

Pseudomonas’lar toprak, su ve ciirimekte olan organik maddelerde bulunan
mikroorganizmalardir. Bu ortamlar disinda sulak alanlarda yetistirilen tarim
iiriinlerinde, lagim ¢ukurlarinda, tuvaletlerde, hastane ortami ve hastanelerde kullanilan
temizlik maddelerinde, solunum ve diyaliz cihazlarinda ve hatta dezenfeksiyon

soliisyonlarinda bile bulunurlar (Carson ve ark., 1973).

Yapilan caligmalarda nehir suyundan Pseudomonas spinosa, distile sudan
Pseudomonas huttiensis, Pseudomonas cepacia ve Pseudomonas lanceolata tiirleri izole
edilmistir (Carson ve ark., 1973; Vachee ve ark., 1997).

Cesitli bitkilerden de izole edilen Pseudomonas tiirleri bulunmaktadir. Cavdar,
zeytin, fasulye, leylak, patates ve seker pancarindan Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas syringae ve Pseudomonas aeruginosa suslari izole edilmistir (Hirano ve
ark., 2000). Ayrica deniz kaplumbagasinin (Caretta caretta L.) derisinden

Pseudomonas fluorescens izole edilmistir (Cabanes ve ark., 1997). Sadhukhan ve ark.



(1997), balik solungacindan ve midesinden Pseudomonas tiirlerini izole etmisler ve

bakterinin HgCl,’ye direngli oldugunu bildirmislerdir.

Pseudomonas’larin genis bir yayilim gostermeleri ¢ok basit gelisim ihtiyaglarina
gereksinim duymalarindandir. Minimal besin varliginda 4 — 43°C gibi genis bir sicaklik
araliginda geligebilirler. Cinsin birgok tiirliniin gelisme gosterdigi optimum sicaklik
30°C’dir. Tirlerin tamami notral veya alkali pH (7.0 - 8.5) araliginda daha iyi
gelismektedir (Cowan ve ark., 1974).

1.2.2. Morfolojisi ve Hiicre Yapisi

0,5- 1,0 x 1,5 - 5,0 um boyutunda diiz veya hafif egimli basillerdir. Pseudomonas
suslarinin, mikroskobik goériiniimleri nadiren biiyiik ve sekil olarak normalden ¢ok farkli
olabilirler. Bazi tiirlerin hiicreleri oval sekilli olabilirken bazi bitki patojenlerinin
hiicreleri 4 um’den daha uzundurlar. Sahip olduklar1 bir veya birden fazla polar flagella
ile hareket ederler. Hareket i¢in gerekli olan enerjiyi aerobik metabolizmadan saglarlar.

Nadiren hareketsiz olan Pseudomonas suslar1 da mevcuttur (Cowan ve ark., 1974).

Sekil 2. Pseudomonas’in SEM goriintiisii (Www.ciriscience.org)

1.2.3. Pigmentasyon

Pigmentasyon, bakteriler tarafindan renkli koloni iiretimi veya besiyeri ylizeyine
pigment salgilanmasi olup pigment iireten Pseudomonas tiirlerinin ayriminda kullanilan
onemli bir ozelliktir (Keskin ve ark., 2003). Pseudomonas’lar tarafindan {iretilen
pigmentlerin antibiyotik ve bakteriyosin 6zelligine sahip oldugu belirtilmistir (Vachee
ve ark., 1997). Bakteriyel pigmentler sekonder metabolitlerden olup, optimum sartlari
cok degisken olmakla birlikte, gelisme sicakligi, ortami ve besiyeri igeriklerine bagl

olarak farkli renklerde olusturulurlar (Kanner ve ark., 1978). Hassen ve ark. (1998b),

3
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calismalarinda kullandiklar1 Pseudomonas cinsine ait tiirlerin, ¢inko varliginda
pyoverdin pigmentini daha fazla sentezlediklerini ve ¢inkonun pigment lretimini

arttirdigini gostermislerdir.

Pseudomonas aeruginosa, P. putida, P. fluorescens, P. chlororaphis, P. syringae
ve P. cichorii gibi tiirler diisiik demir igerikli besiyerlerinde bol miktarda fluoresans
pigmentleri tiretmektedirler (Meyer ve ark., 1990; Vachee ve ark., 1997). Giiniimiizde
King A (Pseudomonas Agar F) ve King B (Pseudomonas Agar P) gibi spesifik
besiyerleri kullanilarak Pseudomonas cinsine ait tiirlerin fluoresans pigmentleri iiretip
tiretmedikleri tespit edilebilmektedir (Vachee ve ark., 1997; Keskin ve ark., 2003). P.
fluorescens’in King B besi ortaminda flouresin irettigi bildirilmistir (Baumann ve ark.,

1972).

Fenazinler Pseudomonas’larin suda ¢6ziinebilir pigmentleridir. Suda ¢6ziinen
pigmentler i¢inde en ¢ok bilinenleri pyoverdin ve pyocyanindir. Diger fenazin pigmenti
ise, Ozellikle P. chlororaphis i¢in karakteristik olan, suda diger pigmentlere kiyasla
daha az coziinebilen ve koloni etrafinda kristalize olma 06zelligine sahip yesil bir
pigment olan klororafin (chlororaphin)dir (Kanner ve ark., 1978). Lemonnierin P.
lemonnierin susu i¢in karakterize olan hiicre i¢inde bulunan ¢éziinmeyen bir pigmenttir
(Fuller ve ark., 1971). Karotenoidler genellikle sar1 veya turuncu renkli, suda
¢cozlinmeyen ve P. alcaligenes, P. mendocina, P. versicularis, P. flava, P. pseudoflava,
P. palleronii, P. rhodos, P. echinoides ve P. radiora gibi birgok tiir tarafindan iiretilen
pigmentlerdir (Fuller ve ark., 1971). Yash Pseudomonas kiiltiirlerinde (10 giinliik)

melanin pigmentlerinin tiretildigi de tespit edilmistir (Hassen ve ark., 1998b).

1.2.4. Gelisme Ortamlar: ve Fizyolojik Ozellikleri

Pseudomonas’larin bir¢ok tiirli amonyum iyonlar1 veya nitrat ile enerji veya karbon
kaynagi olarak tek bir organik madde iceren ¢ok basit mineral besiyerlerinde
gelisebilmektedir (Baumann ve ark., 1972). Viriilans faktorii olarak hemolizine sahip
olan P. aeruginosa suslar1 kanli besiyerlerinde hemoliz olustururlar. Glukoz ve bazi
karbohidratlar1 oksidasyon yolu ile parcalayip asit olustururlar. Laktoz ve sukroza etki
etmezler. Indol ve H,S olusturmazlar. Metil kirmizisi ve Voges proskauer testleri
negatiftir. Kemoorganotrofik tiirleri fakdiltatif kemolitotrof olup enerji kaynagi olarak
hidrojen ve karbonmonoksiti kullanabilirler. Cogunlugu aerobik olup baz: tiirleri nitrati
kullanarak anaerobik olarak gelisebilir. Ureyi amonyak haline ya da amonyag: iireye
cevirebilirler ve bunlar azot kaynagi olarak kullanabilirler. Cogu asidik ortamlarda
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gelisemezler. Oksidaz pozitif veya negatif olabilirler. Katalaz pozitif olup lizin ve
ornitini dekarboksile etmezler. Pseudomonas tiirlerinin tek karbon kaynagi igeren basit
besiyerlerinde gelisebilme yetenekleri karakterizasyon yapilmasi i¢in temel
olusturmaktadir. Bu organik bilesiklerin say1 ve tiplerinin degistirilmesi ile gelismeyi
saglayan bilesikler tespit edilerek, sabit kimyasal igerikli besiyerlerine bu bilesiklerin
ilavesi ile izole edilen tiirlerin tanimlanmasina énemli katkilar saglanmistir (Cowan ve

ark., 1974).

1.2.5. Plazmit DNA

Pseudomonas’lar antibiyotiklere, metallere, antibakteriyel ajanlara, bakteriyofajlara,
bakteriyosinlere ve fiziksel ajanlara kars1 direnclilik saglayan ve farkli metabolik 6zellik
kazandiran plazmitlerce tasinan genler bakimindan olduk¢a zengindirler. Plazmitlerin
bazilar1 gelisme sartlarinda rol alirken, bazilart ¢esitli ajanlara (R plazmitleri) karsi
direnclilige, bazilar1 ise daha 6nce kullanilmamis karbon kaynaklarini kullanabilme
kapasitesine etki ederler (Bruins ve ark., 2000a). Boylece bu cinsin tiyelerine ¢ok yonlii
fayda saglamis olurlar. Son zamanlarda Pseudomonas cinsine ait birgok plazmit yapisi
aciklanmistir. En iyi bilineni baz1 P. putida suslarinda bulunan TOL adindaki katabolik
plazmit olup toluen, ksilen ve benzer aromatik bilesikler varliginda gelisme yetenegini

kodlamaktadir (Silver, 1992).

1.2.6. Pseudomonas putida
Gram negatif, sporsuz, diiz kenarl1 ya da hafif oval gomak sekilli olan bu bakteri, tipik
olarak bir ya da daha fazla polar flagella ile hareketlidir (Sekil 3). Boyutlar 0,5-1,0 um,
1,5-4,0 um arasinda degisir. Mezofilik olduklarindan optimum tireme sicakligi 25-30
°C’dir (Gtg ve ark., 2010).

Bu tiirlin baz1 suslari, organik biiyiime faktorlerinin bulunmadig ortamda, diigiik
molekiil agirlikli organik molekiilleri kullanabilmeleri gibi ¢ok yonlii beslenme
ozellikleri ile tanirlar. Ure, nisasta ve jelatini hidroliz eder, sitrat: karbon kaynag
olarak kullanabilirler. Katalaz testi, flouresin pigmenti olusumu ve arjinin hidrolizi

pozitiftir (Gii¢ ve ark., 2010).

Bu tiir 4°C’de treyebilmekte, 42°C ve 60°C’da gelisme gosterememektedir.
Glukoz ve sakkarozu asit olusturarak metabolize edebilmelerine ragmen, maltoz, laktoz,
fruktoz, mannitol ve ksiloz sekerlerini metabolize edemezler. P. putida’nin sistematigi
Tablo 1°de verilmistir (Gli¢ ve ark., 2010).



P. putida bakterileri saprofitik, aerobik metabolizmali, bir veya daha ¢ok
kamgiyla hareket edebilen ve genis bir organik madde cesitliliginde biiyliyebilen
canlilardir. Ozellikle diisiik molekiil agirhikli organik bilesikleri kullanabilirler (Sekil 3).

P. putida bu genusa ait tiirlerden; lesitinaz ve lipaz aktivitelerinin olmayisi,
siikrozdan levan iiretmeyisleri ve jelatini sivilastirmayiglart gibi olumsuz o6zelliklerle
farklilik sergilerler. P. putida susu iki biyotipte gruplandirilabilir. Biyotip A tipik P.
putida ozellikleri gosterirken, biyotip B, P. fluorescens’e daha yakin benzerliktedir.
Biyotip A suslari DNA homolojilerinde 6nemli o6l¢iide heterojenlige sahipken,

fenotipinde homojen 6zellik gostermektedir (Pazarlioglu, 1996).

Tablo 1. Pseudomonas cinsi bakterilerin sistematigi

Alem Bacteria

Sube Proteobacteria

Simif Gamma Proteobacteria
Takim Pseudomonadales

Aile Pseudomonadaceae

Cins Pseudomonas

Tiir P. aeruginosa P. putida

fDJames A. Sullivan www.oellsalive.com

Sekil 3. Pseudomonas putida’'in morfolojik goriintiisii (www.ciriscience.orqg)

1.3. Bakterilerin Gelisme Evreleri
Bakteri kiiltiirlerinin besiyerine ekimleri uygun kosullar altinda gergeklestirilirse,
bakteriler verimli bir sekilde iirerler ve ¢ogalabilirler. Bakteri kiiltiirlerinin gelismesi

zamana kars1 canli sayist veya hiicre sayisinin logaritmas: alinarak grafik olarak


http://www.ciriscience.org/

sekillendirilir. Bakterilerin gelisme evreleri uyum (latent) donem, ¢ogalma (logaritmik,
eksponensiyal veya iireme) donemi, duraklama donemi ve 6liim dénemi olmak iizere 4

asamadan olusmaktadir (Sekil 4).

30

Duraklama Evresi

25 A

20 A

Cogalma Evresi

15 -

Hicre Sayisi (kob/mL)

Adaptasyon(Uyum)

evresi

O T T T T T T T T T
0 2 - 6 8 10 12 14 16 18 20

Zaman (Gun)

Olim Evresi

Sekil 4. Bakterilerin gelisme evreleri (Cotuk, 2003)

Bu donem sirasinda besin maddesi ilavesi olmazsa veya atik maddeler
alinmazsa, bu gibi kapali sistemlerdeki gelismeye durgun kiiltiir adh verilir. Cok hiicreli
organizmalarin gelismesinde de ayni kurallar gegerlidir. Boylece durgun kiiltiir, genetik
olarak sinirlandirilmis ¢ok hiicreli organizmalar gibi davranis gosterir (Cakmakgi ve

ark., 1995).

1.3.1. Adaptasyon (Uyum) Evresi

Yeni bir besiyerine ekim yapilmis bakteri hiicreleri birdenbire ¢ogalmazlar. Adaptasyon
evresi bakteri hiicrelerinin ortama uyum saglama ve tireme donemidir. Asilandiklar
yeni cevreye uyum gosterebilmeleri i¢in zaman gereklidir. Bu devrede {lireme
olmadigindan populasyon sayisi degismez, fakat populasyonun her  bireyinin
blytikligl artar. Hiicreler fizyolojik bakimdan ¢ok aktiftirler ve iiremeleri i¢gin gerekli
enzimleri ve koenzimleri (bir enzimi aktif hale getiren, enzimin protein olmayan
bileseni) sentez ederler. Kulugka evresinin ger¢cek uzunlugu kiiltiiriin yasina, besiyerinin

uygunluguna, bakteri tiiriine, ¢evresel kosullara (pH, 1s1, osmotik basing, yiizey gerilimi,
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oksijen vs.) besiyerinin bilesimine ve daha Onceki kiiltiiriin gelismesine baglhidir.
Ornegin ekilen bakteriler bir 6nceki kiiltiiriin durgunluk veya o6liim déneminden

alinmissa, latent donemi uzun olabilir (Cotuk, 2007).

1.3.2. Cogalma Evresi

Cogalma evresinde gerekli maddeleri sentezleyen ve Ilatent fazi gegen
mikroorganizmalar, belli araliklarla hiicre sayilari Kkatlanarak artmaktadir ve sabit
maksimum gelisme ile karakterize edilir. Gergek logaritmik bdliinme orani, O6zel
organizma ve gelisme kosullarina bagldir. Pek ¢ok bakteride hiicre biytkligi ve
protein igerigi c¢ogalma evresinde sabittir. Bakteriler ikiye boliinerek cogalirlar,
cogalmalari geometrik artis gosterir (20, 21, 22, 23... 2n gibi). Her bakteri tiiriiniin
kendine Ozgii bir jenerasyon siiresi vardir. E. coli’de bu 15-20 dakika arasinda
degisirken, digerlerinde (mikobakterilerde) 800-900 dakika olabilir. Bazi termofilik
bakterilerde daha kisadir. Kiiltiir ortamindaki esas besin maddeleri, genellikle karbon ve
enerji kaynagi organizma tarafindan kullanilmasi sonucu devamli azalmasina karsin
tireme hizinin nasil sabit kalabildigi sorusu sorulabilir. Bu soruya yanit su sekilde
verilebilir. Substrat konsantrasyonu yiiksek oldugu zaman, konsantrasyondaki bir
degisme iireme tizerine ¢ok etkili olacaktir. Ancak substrat konsantrasyonu ¢ok diistiigii
zaman biliyime hizi 6nemli derecede diismeye baslar. Bakteriler, laboratuvarda
gereksinimlerinden fazla substrat seviyesi, tireme hizina etki edecek seviyeye diismeden
once, bircok jenerasyon gecirerek sabit bir eksponensiyal hizda ¢ogalabilirler. Uremenin
logaritmik fazinda, genellikle hiicreler tek tiptir ve diger fazlardakinden daha sinirl:
fiziksel ve kimyasal kosullarda bulunurlar. Bu nedenle mikrobiyal metabolizma

calismalarinda log-faz kiiltiirleri yaygin olarak kullanilir (Cotuk, 2007).

1.3.3. Durgun Evre

Mikroorganizmalar, baslica besinlerin ve elektron alicilarinin azalmasindan ve zehirli
maddelerin olusmasi ve birikmesinden dolay:1 gelisemezler. Bu evrede gelisme orani
diger faktorlere ve cevher konsantrasyonuna da baghdir. Ciinkii kiiltiiriin gelisme
oranindaki azalma tiim cevherin tiiketimi ile baslar. Cogalma evresinden duraklama
evresine gecis genellikle gorecelidir. Duraklama evresinde enzimler stirekli olarak

kullanilamaz hale gelir (Cotuk, 2007).



1.3.4. Oliim Evresi

Bu evrede 6len hiicre sayisi, cogalandan daha fazladir. Ortamda besin kalmayinca veya
gelismeyi engelleyen zararli metabolitler artinca, mikroorganizmanin gelismesi ve
cogalmas: durmaktadir (Cakmake1 ve ark., 1995). Bakteriler farkli hizda ¢ogaldiklar:
gibi, farkli hizda oliirler, baz1 gram-negatif koklar ¢cok hizli dliirler, 72 saat sonra veya
daha kisa siirede, kiiltiirde ¢ok az sayida canli bakteri kalabilir. Diger tiirler ¢ok yavas
oliirler. Canl1 hiicreler aylar, hatta yillar sonrada rastlanabilir. Uremenin dort fazimn
gerceklestigi kiiltiire kesikli kiiltiir denir. Kesikli kiiltiirde bakterilerin daima bir yeni
besiyerine nakledilmeleri (pasaj yapma) zorunlulugu vardir. Devamli kiiltiir, statik veya
kesikli kiiltiirde eksponensiyal iireme kisa bir déonemle sinirlanirken, devamli kiiltiir
sisteminde lireme siirekli eksponensiyel fazdadir. Bu itireme, kiiltiire devamli besin

soliisyonunun ilavesi ile saglanir (Cotuk, 2007).

1.4. Mikroorganizmalarin Biyodegradasyondaki Rolii

Organik kontaminantlar, mikroorganizmalar tarafindan mikrobiyal transformasyona
ugratilmaktadir. Karbon kaynagi ve elektron verici olmak iizere mikroorganizmalar
kontaminantlar1 iki amag¢ igin kullanmaktadir (Diaz, 2004). Yapilan c¢alismalarin
cogunda Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus,
Flavobacterium, Nocardia ve Pseudomonas cinslerine ait tiirlerin karasal ve sucul

alanlardaki hidrokarbonlar pargalayabildigi rapor edilmistir (Leahy ve ark., 2003).

Mikroorganizmalarin biyodegradatif o6zelliklerinin kaynaginin kromozomal
DNA, plazmit DNA veya transpozonlar lizerinde tasinan genler oldugu rapor edilmistir
(Kotsal ve ark., 1998). Transpozonlar, kromozomal DNA-plazmit DNA veya plazmit
DNA-plazmit DNA arasinda ziplayabilen gen parcalaridir. Bakterilere biyodegradatif
ozelligin yanm1 sira antibiyotik direncliligi gibi bazi avantajlar da saglamaktadir.
Bakteriler, dogal yasam ortamlarinda kirleticileri enerji ve karbon kaynagi olarak
kullanabilme yetenegine sahiptirler. Ancak mikroorganizmalarin degradatif ozelligi
cevre sartlarindan etkilenmektedir. Bu nedenle kirlilige sebep olan maddelerin daha
etkili bir sekilde uzaklastirilabilmesi i¢in zorlu ¢evre sartlarinda gelisimini stirdiirebilen
ve ¢ok cesitli substratlar1 kullanabilen organizmalarin elde edilmesine calisilmaktadir

(Bruins ve ark., 2000a; Diaz, 2004).

Yapilan bir ¢alismada, tek karbon kaynagi olarak toluen kullanilarak izole edilen

Psedomonas sp. D8’in atik sudaki toluen varliginda benzen ve diger aromatik bilesikleri



pargalayabildigi gosterilmistir (Chang ve ark., 1997). Benzer bir ¢alismada petrol ile
kirletilmis alanlardan izole edilen Psedomonas suslarinin karbon sayisi 5-8 olan
alkanlar1, tolueni ve naftalini kullanabildigi gosterilmistir (Whyte ve ark., 1997).
Antartika’da jet ucaklarinin yakitiyla kirlenmis alandan tolueni tek karbon kaynagi

olarak kullanabilen Pseudomonas putida suslari izole edilmistir (Farrell ve ark., 2003).

Aerobik sartlar altinda, aromatik hidrokarbonlar, bakteri oksijenazlar tarafindan
okside edilebilirler. Bu enzimler, aromatik halkanin i¢ine molekiiler oksijenin girmesini
NAD(P)H baglh olarak katalizlerler (Leahy ve ark., 2003). Aerobik bakterilerin benzoik
asidi yikimi sirasinda, benzoik asit dioksijenaz enzim aktivitesiyle DHB’ye (1,2-
dihidro-1,2-dihidroksi benzoik asit), DHB’de oksidatif dekarboksilasyonu saglayan
DHB dehidrogenaz enzim aktivitesi ile orta ara iirlin olan katekole doniislir. Bu
asamadan sonra katekol, B-ketoadipat yoluyla siiksinat ve asetil CoA’ ya pargalanarak

TCA’ ya (trikarboksilik asit dongiisii) girer (Reiner, 1971; Feist ve ark., 1969).

B-ketoadipat yolu, protokatekuat ya da katekoliin yikimi1 sonucu siiksinat ve
asetil CoA olusumunu saglayan metabolik bir yoldur (Kukor ve ark., 1988; Morales ve
ark., 2004). Bu yol benzoat ve p- hidroksibenzoatin aerobik bakteriler tarafindan yikimi
sirasinda yaygin olarak kullanilir (Ornston, 1966) ve reaksiyonlar indiiklenebilir

enzimlerle katalizlenir (Kemp ve ark., 1968; Hollaway, 1969).

Pseudomonas hiicrelerine p-hidroksibenzoat girdigi zaman hidroksilaz enzimin
sentezini indiikler ve bu enzim p-hidroksibenzoati protokatekuata doniistiiriir. Benzoat
girdiginde ise dihidroksilaz enziminin sentezini indiikler ve bu enzim benzoat:1 katekole
doniistiirir  (Ornston, 1966). B-ketoadipat yolunun sonunda benzoat ve p-

hidroksibenzoat siiksinat ve asetil CoA’ ya kadar pargalanir.

Agir metal iyonlar1 mikroorganizmalarin degradatif 6zelligini etkileyen onemli
bir faktordiir. Genellikle diisiik konsantrasyondaki metal iyonlar1 mikroorganizmalarin
biyolojik parcalama kabiliyetini stimiile edebilirken, yiiksek konsantrasyonda inhibe
etmekte hatta bakteri iizerinde toksik etki yaratabilmektedir. Bazi bakteri tiirleri metal
iyonlarina kars1 diren¢ mekanizmalar1 gelistirmistir ve bu sayede metal iyonlarmin
varliginda biyodegradatif 6zelliklerini koruyabilmislerdir (Bruins ve ark., 2000b; Filali
ve ark., 2000). Ortam pH’smin da biyodegradasyonu etkiledigi belirtilmistir (Sandrin ve
ark., 2003).
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Tiim bu bilgiler dogrultusunda, ¢aligmamizin temel amaci; g¢evrede kirlilik
yaratan ve canlilar iizerinde toksik etkileri bakimindan risk teskil eden aromatik
hidrokarbonlardan biri olan benzoik asidin, biyolojik yikiminin saglanabilmesi ig¢in
gerekli enzimleri kodlayan genlerin bulundugu plazmitlerin stabilitesini tespit ederek
benzoik asit ile kirlenmis olan g¢evrelerin biyo-iyilestirilmesine katki saglamaktir. Bu
kapsamda, materyal olarak Pseudomonas putida NRRL B-13 susunu kullanarak, karbon
kaynagi benzoik asit olan ortamdan, karbon kaynagi glukoz olan ortama ekim yaparak
benzoik asidin pargalanmasinda rol alan plazmitlerin ortamda benzoik asit olmaksizin

kacinci nesile kadar stabilitesini korudugu belirlenmeye ¢aligilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Kullanilan Cihaz ve Kimyasallar
1) Spektrofotometre (Cecil 5000 Series)

2) Plastik kiivetler

3) Etiiv (Termal Laboratuar Aletleri)

4) Santrifiij (Eppendorf Centrifuge 5415 D)
5) Eppendorf tiip (1,5 ml, Sarstedt)

6) Otoklav

7) 1000’1lik mikropipet (Eppendorf ve Gilson)
8) Mikropipet uglar1 (Beyaz, mavi, Biosphere Fitler Tips)
9) 250 ml’lik erlenler

10) Benzoik asit

11) Potasyum fosfat (dibazik)

12) Potasyum fosfat (monobazik)

13) Magnezyum kloriir

14) Demir kloriir

15) Amonyum siilfat

16) Mangan siilfat monohidrat

17) Kalsiyum siilfat dihidrat

18) Magnezyum nitrat hekzahidrat

19) Agaroz

20) Etidyum bromiir

21) Gilimiis nitrat

22) TE tamponu (1XTE)

23) TBE tamponu (1XTBE)

24) EDTA
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25) Tris-HCL tamponu (pH=8.0)
26) SDS (%]1°lik)
27) Sezyum kloriir
28) Sodyum hidroksit
29) Etanol
30) Potasyum asetat
31) Asetik asit
32) Fenol kloroform (1/1)
33) DNA markirlari (100bp’lik)
2.2. Benzoik Asit I¢erikli Minimal Besiyerinin Hazirlanmasi
Calismada karbon kaynaklar1 farkli olan iki tane minimal kiiltiir ortami

hazirlandi. Ik minimal kiiltiir ortaminin karbon kaynagi 0.002 M’ lik benzoik asit,

ikinci minimal kiiltlir ortaminin karbon kaynagi ise glukozdur.

Benzoik asit igerikli minimal kiiltiir ortami Tablo 2°‘de gosterildigi gibi

hazirlanmistir (Kahraman ve ark., 2005).

Tablo 2. Benzoik asit igerikli minimal kiiltiir ortami i¢in kullanilan kimyasal maddeler

Besivyeri icin kullanilan kimyasal maddeler Miktar (1000 ml icin)
K2HPO, 1.39¢
(NH4).HPO4 259
Mg(NOs),.6H,0 0.097 ¢
MnSO4.H,0 0.025¢
FeCl;.6H,0 0.005 g
CaS04.2H,0 0.001 g
C7Hs0, 0.244 g

Kimyasal maddeler 500 ml distile su igerisine eklendi ve manyetik karistirici

tizerinde benzoik asidin ¢éziinmesi beklendi. Benzoik asidin ¢ozilinebilmesi i¢in 2 M’
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lik NaOH ¢ozeltisinden 3 ml eklendi. Benzoik asit tamamen c¢oziindiikten sonra
karisimin iizerine son hacim 1000 ml oluncaya kadar distile su eklendi ve 1-2 saat daha

manyetik karistiriciyla karistirilarak karisim homojen hale getirildi.

Hazirlanan besiyeri, her birine 250°ser ml olacak sekilde dort ayr1 erlenmayere
boliindii ve 120°C de 15 dk otoklav edildi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyerleri +4°C’de bir
gece bekletildi.

2.3. Bakteri Ekimi

Bu c¢alismada Pseudomonas putida NRRL B-13 susu kullanilmistir. Stok bakteri
kiiltiirtinden 2 ml alinarak, erlen icerisinde bulunan ve karbon kaynagi olarak benzoik
asit igeren 250 ml’lik sivi besiyerine ekim yapildi. Besiyerine bakteri ekimi yapilirken
kontaminasyonu engellemek i¢in ¢eker ocak altinda bek alevi yaninda c¢alisildi. Ekim

yapilan besiyeri sicaklig1 +37°C olan etiiv icerisine konuldu.

Ekim yapilmamis benzoik asit igerikli sivi besiyerleri ise kor olarak kullanilmak

izere +4°C’ye konuldu.

2.4. Absorbans Ol¢iimii

Deneye baslanilan ilk an (0. zaman)’ da dahil olmak {izere, her dort saatte bir kiiltiir
ortamindan yaklagik 2’ser ml ornekler alinarak, 600 nm’de bakteri miktarindaki artigi
gormek igin spektrofotometrede absorbans 6lciimii yapildi. Olgiim yapilirken plastik
kiivetlerden birine kor olarak kullanilan ekim yapilmamis benzoik asit icerikli besiyeri
konuldu. Ornek alma islemi sirasinda kontaminasyonu engellemek igin bek alevi
yaninda calisildi. Iginde ekim yapilmamis besiyeri bulunan plastik kiivet
spektrofotometredeki bolmelerden birine konuldu, 600 nm’ deki absorbansi 6l¢iilerek
sifirland1, sonrasinda bu kiivet ¢ikarilarak ayni bélmeye i¢inde 6rnek bulunan kiivet
konuldu ve absorbans 6l¢iildii. Bu 6l¢iim, deger sabitlenene kadar devam etti. Boylece

bakterilerin duragan faza kadar ¢ogalmasi saglandi.

2.5. Plazmit DNA Izolasyonu
Benzoik asit igeren sivi besiyerinde bakterilerin ¢ogalmasi saglandiktan sonra kiiltiir

ortamindaki bakterinin bir kism1 alinarak plazmit DNA izolasyonu yapildi.

Plazmit DNA izolasyonu protokolii:

1. Kiiltiirden 1,5 ml alinarak 13200 rpm’de 5° santrifiij edildi. Bu islem iki kez

uygulandi ve siipernatan kisim atildi.
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2. 200 pl soliisyon 1 (Glikoz + Tris EDTA) eklendi. 2’ buz iizerinde bekletildi.
3. 400 pl soliisyon 2 (SDS + NaOH) eklendi ve 5’ alt-iist edildi.

4. 300 pl soliisyon 3 (KoAC + Asetik asit) eklendi ve 1’ yavasca sallandi.

5. 10’ buz iistiinde (0 °C) inkiibe edildi.

6. 13200 rpm’ de 5’ santrifiij edildi. Burada iki faz olustu.

7. Ust faz alind1 ve yeni tiipe aktarildi. Uzerine 500 ul etanol konuldu, 2’ alt-
iist edildi.

8. 5’13200 rpm’ de santrifiij edildi ve list fazda kalan alkol dokiildii.
9. 100 pl TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA) tamponu eklendi.

Plazmit DNA izolasyonunda Kullanilan Soliisyonlar

Soliisyon 1:

e 50 mM Glukoz

e 1MTrisHCL (pH:8.0)
e 10mMEDTA (pH:8.0)
Soliisyon 2:

e 0.2 N NaOH

e %1SDS

Soliisyon 3:

e 5MKO0AC

o Glasiyel Asetik Asit

e Distilesu
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2.6. Glukoz icerikli Minimal Besiyerine Transfer islemi

Tablo 3. Glukoz igerikli siv1 besiyeri i¢in kullanilan kimyasal maddeler

Besiveri icin kullanilan kimyasal maddeler Miktar (1000 ml icin)
Glukoz 109
K2PO4 1.39¢
(NH4)2.HPO4 259
Mg(NOs),.6H,0 0.097 g
MnSO4.H,0 0.025¢
FeCl3.6H,0 0.005¢
CaS04.2H,0 0.001 ¢

Kimyasal maddeler 500 ml distile su igerisine eklendi ve manyetik karistirici
tizerinde glukoz ¢oziinlinceye kadar karistirildi. Glukoz tamamen c¢oziindiikten sonra
karigimin {izerine son hacim 1000 ml oluncaya kadar distile su eklendi ve 1-2 saat daha

manyetik karistiriciyla karistirilarak besiyeri homojen hale getirildi.

Hazirlanan besiyeri, her birine 250°ser ml olacak sekilde dort ayr1 erlenmayere
boliindii ve 115°C de 15 dk otoklav edildi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyerleri +4°C de bir
gece bekletildi.

Benzoik asit igerikli bakteri kiiltlirlinden 2 ml alarak, glukoz igerikli sivi

besiyerine ekim yapildi. i1k ekimin yapildig kiiltiir I. nesil olarak adlandirilds.

Ekimin yapildig1 ilk an (0. zaman)’ da dahil olmak {izere, her dort saatte bir
kiiltiir ortamindan yaklasik 2’ser ml ornekler alinarak, 600 nm’de spektrofotometrede
absorbans 6l¢iimii yapildi ve bakteriler duragan faza kadar iiretildi. Ol¢iim yapilirken

plastik kiivetlerden birine kor olarak ekim yapilmamis glukoz igerikli besiyeri konuldu.

I. nesil bakteri kiiltiirii duragan faza geldikten sonra bu kiiltiirden 2 ml alinarak
tekrar glukoz igerikli besiyerine ekim yapildi. Ekim yapilan bu kiiltiir ise II. nesil olarak
adlandirildi. Her 4 saatte bir ayn1 dl¢timler yapilarak bakterilerin duragan faza ulagmasi
beklendi ve bu sekilde karbon kaynagi glukoz olan besiyerinde bakteriler V. nesile

kadar tretildi.

Elde edilen bu dort nesil bakteri kiiltiiriinden plazmit DNA izolasyonu yapildi.
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2.7. Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen plazmit DNA’lar agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu.

Agaroz jelin hazirlanmasi (% 1° lik) ve uygulanmasi protokolii:

1. 1 gr agaroz 100 ml (1x) TBE (Tris-Borik asit-EDTA) tamponu iginde

¢Ozilindiirtild.
2. Bek alevinde yavas yavasg 1sitililarak agarozun tamamen erimesi saglandi.

3. Agaroz eridikten sonra eli yakmayacak bir sicakliga gelinceye kadar

sogumaya birakildi.
4. lgine 10 pl etidyum bromiir ilave edildi.

5. Hazirlanan agaroz, taraklar yerlestirildikten sonra elektroforez tankina

bosaltild1 ve katilasmaya birakildu.

6. Katilastiktan sonra tarak yavasga cikarildi, jelin bulundugu tank alindi ve
icinde TBE tamponu bulunan elektroforez iinitesine yerlestirildi. (Tampon, jelin tizerini

kaplamalidir).

7. Elektroforeze tabi tutulacak DNA ornekleri, yiikleme (loading) tamponu ile
karistirildi ve jelin i¢indeki gukurlara bir mikropipet yardimi ile bosaltildi. Yiikleme
tamponu igerisinde Brom fenol blue adi verilen, jeldeki orneklerin ilerleyisini takip
etmekte yararlanilan bir boya maddesi ve DNA’ nin tampon i¢inde ¢Oziinmeksizin

yuvalara gémiilmesini saglayan Sukroz... vb. gibi maddeler bulunmaktadir.

8. Jelin iizeri bir kapakla ortiildii ve bir gii¢ kaynagindan elektrik akimi verildi.
DNA numunesinin konuldugu tarafin katot kablosunun oldugu taraf olmasina dikkat

edildi. Ciinkii DNA anoda dogru hareket edecektir.

9. Giig kaynag1 50-75 mA’ e ayarlandi ve jelin uzunluguna bagli olarak 30-90
dk akim verildi.

10. Bu islemden sonra jel ¢ikarildi ve UV 15181 altinda DNA bantlarina bakildi.

Fragmentlerin molekiil agirliklarina gore ayrildig goriildii.
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3. BULGULAR

Tablo 4. Benzoik asit igerikli bakteri kiiltiiriiniin 600 nm’deki absorbans degerleri

( Koriin absorbansi: 0.138)

Zaman (saat) Absorbans (600 nm)
0 0.036
4 0.100
8 0.133
12 0.164
24 0.206
28 0.212

32 0.224
36 0.248
40 0.267
48 0.310
52 0.426
56 0.442
60 0.507
64 0.512
72 0.498
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Absorbans (600 nm)

0 4 8 12 24 28 32 36 40 48 52 56 60 64 72

Zaman (saat)

Sekil 5. Benzoik asit i¢erikli besiyerindeki bakterilerin 600 nm’deki absorbans degerleri

ile zamana bagli gelisim basamaklari
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Tablo 5. Glukoz igerikli I. nesil bakteri kiiltiiriiniin 600 nm’ deki absorbans degerleri

( Koriin absorbanst: 0.312)

Zaman (saat) Absorbans (1600 nm)
0 0.062
4 0.080
8 0.123

12 0.134
16 0.156
24 0.230
28 0.240
32 0.412
36 0.428
40 0.486
48 0.529
52 0.538
56 0.576
60 0.634
64 0.626
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Absorbans (600 nm)

0 4 8 12 16 24 28 32 36 40 48 52 56 60 64

Zaman (saat)

Sekil 6. Glukoz igerikli I. nesil bakteri kiiltiiriiniin 600 nm’ deki absorbans degerleri ile

zamana bagli gelisim basamaklar1
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Tablo 6. Glukoz igerikli II. nesil bakteri kiiltiriiniin 600 nm” deki absorbans degerleri

( Koriin absorbansi: 0.312)

Zaman (saat) Absorbans (600 nm)
0 0.076
4 0.114
8 0.119

12 0.133
16 0.153
24 0.195
28 0.228
32 0.266
36 0.423
40 0.483
48 0.522
52 0.543
56 0.558
60 0.610
64 0.615
72 0.670
76 0.659
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Absorbans (600 nm)

0 4 8 12 16 24 28 32 36 40 48 52 56 60 64 72 76
Zaman (saat)

Sekil 7. Glukoz igerikli II. nesil bakteri kiiltiiriiniin 600 nm’ deki absorbans degerleri ile

zamana bagli gelisim basamaklar1
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Tablo 7. Glukoz igerikli III. nesil bakteri kiiltiiriiniin 600 nm’ deki absorbans degerleri

( Koriin absorbansi: 0.312)

Zaman (saat) Absorbans (600 nm)
0 0.072
4 0.096
8 0.127

12 0.135
16 0.147
24 0.198
28 0.233
32 0.364
36 0.418
40 0.452
48 0.514
52 0.522
56 0.558
60 0.594
64 0.613
72 0.638
76 0.644
80 0.622
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Absorbans (600 nm)

0 4 8 12 16 24 28 32 36 40 48 52 56 60 64 72 76 80

Zaman (saat)

Sekil 8. Glukoz icerikli III. nesil bakteri kiiltiiriiniin 600 nm’ deki absorbans degerleri

ile zamana bagli gelisim basamaklari
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Tablo 8. Glukoz igerikli IV. nesil bakteri kiiltiiriiniin 600 nm’ deki absorbans degerleri

( Koriin absorbansi: 0.312 )

Zaman (saat) Absorbans (600 nm)
0 0.084
4 0.114
8 0.120
12 0.132
16 0.150
24 0.184
28 0.228

32 0.353
36 0.400
40 0.456
48 0.524
52 0.538
56 0.547
60 0.572
64 0.599
72 0.628
76 0.614
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Absorbans (600 nm)

0 4 8 12 16 24 28 32 36 40 48 52 56 60 64 72 76

Zaman (saat)

Sekil 9. Glukoz igerikli IV. nesil bakteri kiiltiiriiniin 600 nm’ deki absorbans degerleri

ile zamana bagli gelisim basamaklari
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Sekil 10. Agaroz jelde yiiriitiilen plazmit DNA bandlari

Soldan saga;

1. Kuyucuk: Benzoik asit igerikli besiyerinde tiretilen bakterilerden izole edilen plazmit
DNA.
2. Kuyucuk: Glukoz igerikli besiyerinde iiretilen I. nesil bakterilerden izole edilen

plazmit DNA.

3. Kuyucuk: Glukoz igerikli besiyerinde iiretilen I. nesil bakterilerden izole edilen

plazmit DNA.

4. Kuyucuk: Glukoz igerikli besiyerinde iiretilen II. nesil bakterilerden izole edilen
plazmit DNA.

5. Kuyucuk: Glukoz icerikli besiyerinde iiretilen II. nesil bakterilerden izole edilen

plazmit DNA.

6. Kuyucuk: Glukoz igerikli besiyerinde tiretilen III. nesil bakterilerden izole edilen

plazmit DNA.

7. Kuyucuk: Glukoz igerikli besiyerinde iiretilen III. nesil bakterilerden izole edilen

plazmit DNA.

8. Kuyucuk: Glukoz igerikli besiyerinde iiretilen IV. nesil bakterilerden izole edilen
plazmit DNA.
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9. Kuyucuk: Glukoz igerikli besiyerinde iiretilen IV. nesil bakterilerden izole edilen
plazmit DNA.

Sekil 11. Agaroz jelde marker ile birlikte yiiriitiilen plazmit DNA bandlart.

Sagdan Sola;

1. Kuyucuk: Marker

2. Kuyucuk: Benzoik asit igerikli besiyerinde iiretilen bakterilerden izole edilen plazmit

DNA.

3. Kuyucuk: Benzoik asit igerikli besiyerinde iiretilen bakterilerden izole edilen plazmit

DNA.

4. Kuyucuk: Glukoz icerikli besiyerinde iiretilen IV. nesil bakterilerden izole edilen
plazmit DNA.

5. Kuyucuk: Glukoz igerikli besiyerinde tiretilen I'V. nesil bakterilerden izole edilen

plazmit DNA.

6. Kuyucuk: Glukoz icerikli besiyerinde liretilen I. nesil bakterilerden izole edilen

plazmit DNA.
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7. Kuyucuk: Glukoz igerikli besiyerinde iiretilen II. nesil bakterilerden izole edilen
plazmit DNA.

8. Kuyucuk: Glukoz icerikli besiyerinde iiretilen II. nesil bakterilerden izole edilen
plazmit DNA.

9.Kuyucuk: Glukoz igerikli besiyerinde tiretilen II1. nesil bakterilerden izole edilen
plazmit DNA.
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4. TARTISMA VE SONUC

Diinya niifusunun artmasi ile birlikte ¢ogalan insan faaliyetleri ve teknolojik
gelismelerle gerek endiistride gerekse giinliik yasantimizda yaygin olarak kullanilan
organik kirleticilerin miktar1 ve ¢esitliligi, modern yasamin gereksinimleri karsisinda
giin gectik¢e artmaktadir. Endiistrideki ilerlemeler ve gelisen tarim teknolojileri, petrol,
petrol tiirevleri ve pestisitler gibi ¢esitli kullanim alanlarina sahip olan birgok kirletici
ajanin giinlik hayatimiza girmesine neden olmaktadir. Bu organik kirleticilerin
kullanimindaki artis, ¢cevre sorunlari ile birlikte ciddi saglik sorunlarini da beraberinde

getirmektedir (Telefoncu, 1995).

Organik kirleticilerden biri olan benzoik asidin ¢esitli ¢evrelerde birikimi toksik
etki yaparak canlilarin yasamini tehdit etmektedir (Reiner, 1971; Wang ve ark., 2006).
Benzoik asit ile kirlenmis olan hava, toprak ve su gibi cevrelere uygulanan fiziksel ve
kimyasal dekontaminasyon metotlar1 tam ve etkili bir ¢dziim getirmekten uzak

gozikmektedir (Kahraman ve ark., 2005).

Kirlilige sebep olan maddelerin daha etkili bir sekilde uzaklastirilabilmesi i¢in
zorlu cevre sartlarinda gelisimini siirdiirebilen ve ¢ok ¢esitli substratlar1 kullanabilen

organizmalarin elde edilmesine c¢alisilmaktadir (Bruins ve ark., 2000b, Diaz 2004).

Yaymlanmis ¢alismalardan hareketle, hem toprak hem de deniz ortamlarinda en
onemli  hidrokarbon-parcalayan  bakterilerin ~ Achromobacter,  Acinetobacter,
Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia, Pseudomonas ve

korineformlar olduklari tespit edilmistir (Leahy ve ark., 1990).

Bu ¢alisgmada Psedomonas putida’yr kullanmamizin en O6nemli nedeni bu
bakterinin toksik ozellikteki kimyasallarin biyolojik yikimini gergeklestirebilmesi ve

solventlere karsi en direngli bakteriler arasinda olmasidir.

Yapilan bir ¢alismada Pseudomonas suslarinin biyodegradasyon &zelliklerinin

plazmit DNA kaynakli oldugu belirtilmistir (Bruins ve ark., 2000a).

Psedomonas putida ve diger Pseudomonaslar bir¢ok kimyasal maddeyi

ayristirabilecek plazmit kaynakli enzimlere sahiptirler. Boyle enzimlerin sayis1 10'dan
fazla degildir. Ornegin; SAL, NAH, ASL ve TOL plazmitleri, sira ile salisilat, naftalin,

alkil benzen siilfonat ve tolueni ayristirarak katekole ¢evrilir ve sonra da plazmitlerce
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kodlanan enzimler tarafindan asetaldehite ve piriivatlara doniistiiriiliir (Gegkil ve ark.,
2003).

Yapilan bir ¢alismada petrol ile kirletilmis alanlardan izole edilen Psedomonas
suslarinin karbon sayis1 5-8 olan alkanlari, tolueni, benzoik asidi ve naftalini
kullanabildigi gosterilmistir (Whyte ve ark., 1997). Antartika’ da jet ugaklarinin
yakitiyla kirlenmis alandan tolueni tek karbon kaynagi olarak kullanabilen

Pseudomonas putida suslar1 izole edilmistir (Farrell ve ark., 2003).

Glinlimiizde cevre ile yapilan calismalarda en biiylik hedef, ¢evreye birakilan
zararli maddelerin uzaklastirilmasi i¢in yapilan ¢alismalardir. Bunlar kimyasal olarak
yapilabildigi gibi biyolojik olarak da yapilabilmektedir. Biyolojik olarak yapilan
calismalar, diisitk maliyetli oluslar1 ve doga dostu uygulama prosesleri oldugundan

dolay1 daha ¢ok tercih edilirler (Santacruz ve ark., 2005).

Calismamizin temel amaci benzoik asidin yikimini saglayan plazmitlerin
stabilitelerini belirlemektir. Bu kapsamda Pseudomonas putida NRRL B-13 susu
verimli bir sekilde benzoik asidi karbon kaynagi olarak kullanmakta ve bdylece
biyolojik yikimini saglamaktadir. Elde edilen bulgularda da goriildiigii gibi bakteri
cogalmasi i¢in karbon kaynagi olarak sadece benzoik asit kullanildiginda plazmit DNA
izolasyonu sonucunda yliriitiilen agaroz jel elektroforezinde, DNA bandlar1 oldukca
belirgin bir sekilde gozlenmektedir (Sekil 10). Boylece Pseudomonas putida NRRL B-
13 susunun benzoik asidin yikimini saglayan enzimleri kodlayan plazmite sahip
oldugunu desteklemektedir. Ayrica, karbon kaynagi olarak sadece benzoik asit
kullanildiginda bakteri ¢cogalmasi da bu durumu kuvvetle desteklemektedir (Sekil 5).
Pseudomonas putida NRRL B-13 susunun, karbon kaynagi benzoik asit olan
besiyerinden, karbon kaynagi olarak sadece glukoz igeren besyerine ekimi yapildiginda
bakteri ¢ogalmasi saglanmakta ve yapilan plazmit DNA izolasyonu sonucunda
yiiriitiilen agaroz jel elektroforezinde DNA bandlar1 izlenmekte fakat benzoik asit
icerikli bandlara gore daha zayif oldugu gozlenmektedir (Sekil 10-11). Bu durum
glukoz igerikli besiyerinde plazmit DNA miktarinda azalma oldugunu gdstermektedir.
Bakteri, karbon kaynagi benzoik asit olan besiyerinde benzoik asidin yikimim
saglayabilmek i¢in gerekli enzimleri kodlayan genleri igeren plazmitin kopya sayisini
artirmistir. Bu nedenle, benzoik asit igerikli besiyerinden izole edilen plazmit DNA’ nin
agaroz jeldeki band goriintlisii daha belirgindir. Bakteri, karbon kaynagi glukoz olan

besiyerine aktarildiginda ortamda benzoik asit bulunmadigi i¢in benzoik asidin yikimini
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saglayan enzimlere de ihtiya¢ yoktur. Bu nedenle de, bakteri benzoik asidin yikimi i¢in
gerekli enzimleri kodlayan genleri iceren plazmitin kopya sayisini her jenerasyon
sonrasinda giderek azaltmistir. Plazmit DNA azalmasi II. ve Ill. bakteri nesillerinde
giderek daha belirgin sekilde goriilmektedir ( Sekil 10-11). Karbon kaynagi olarak
sadece glukoz iceren IV. nesilde ise herhangi bir plazmit DNA bandina
rastlanmamaktadir. Bu durum bize, benzoik asit igerikli ortamdan glukoz igerikli ortama
ekim yapildiginda, plazmit stabilitesinde de zayiflama oldugunu gostermektedir. Ciinkii
plazmit DNA miktar1 glukoz igerikli besiyerinde IV. nesile kadar azalmaktadir ve IV.

nesilde stabilitesini kaybetmektedir.

Marker ile birlikte yiiriitillen agaraoz jel elektroforezinde, plazmit DNA
bandlarinin biiytikliigii 1375 bg olarak belirlendi. Bu giine kadar yapilan ¢alismalarda,
Pseudomonas putida susuna ait bu biiyiikliikkte bir plazmit DNA kesfedilmemistir. Bu
durumda, benzoik asidin yikiminda rol alan enzimleri kodlayan genlere sahip bu

plazmitin yeni bir plazmit oldugu muhtemeldir.

Son zamanlarda biyoteknoloji alanindaki arastirmalar mikroorganizmalar
yardimi ile organik maddelerin parcalamasi ve yeni iriinlerin elde edilmesi esasina
dayanmaktadir. Boylece hem cevre kirliligi azaltilacak hem de insanlarin yasami igin

yararli lirtinlerin elde edilmesi saglanmis olacaktir.

Bu calismadan elde edilen verilerin kullanilmasi benzoik asit ile kirlenmis olan

gevrelerin biyo-iyilestirilmesinde énemli rol oynayabilir.

33



KAYNAKCA

Baumann, L., Baumann, P. Mandel, M. and Allen, R.D. (1972). Taxonomy of Aerobik
Marine Eubacteria. J. Bacteriol., 110(1): 402-429.

Bruins, M.R.., Kapil, S. and Oehme, F.W. (2000a) Pseudomonas pickettii: A Common
Soil and Groundwater Aerobik Bacteria with Pathogenic and Biodegradation
Properties. Ecotox. Environ. Safe., 47: 105-111.

Bruins, M.R., Kapil, S. and Oehme, F.W. (2000b). Microbial Resistance to Metals in
the Environment. Ecotox. Environ. Safe., 45: 198-207.

Cabanes, F.J., Alonso, J.M., Castella, G., Alegre, F., Domingo, M. and Pont, S. (1997)
Cutaneous Hyalohyphomycosis Caused by Fusarium solani in a Loggerhead Sea
Turtle (Caretta caretta L.). J. Clin. Microbiol., 35(12): 3343-3345.

Carson, L.A., Favero, M.S., Bond, W.W. and Petersen, N.J. (1973) Morphological,
Biochemical and Growth Characteristics of Pseudomonas cepacia from Distilled
Water. Appl. Microbiol., 25(3): 476-483.

Chang, B.V., W, W.B. and Yuan, S.Y. (1997) Biodegradation of Benzene, Toluene and
Other Aromatic Compounds by Psedomonas sp. D8. Chemosphere., 35(12):
2807- 2815.

Chayabutra C., Ju L. K., Degradation of n- hexadecane and its metabolites by
Pseudomonas aeruginosa under microaerobic and anaerobic denitrifying
conditions. Appl. Environ. Microbiol., 66, 493-498, 2000.

Cowan, S.T., Holt, J.G., Liston, J., Murray, R.G.E., Niven, C.F., Ravin, A.W. and
Stanier, R.Y. (1974) Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, Buchanan,
R.E. and Gibbons, N.E. (co-eds.), 8th ed., The Williams and Wilkins Company.,
Baltimore, London, Part 7, p217-243.

Cakmakei, L. ve Karahan, A. G., 1995. Mikrobiyolojiye Girig Kitabi, Ankara.

Cotuk, A., 2003. Genel Mikrobiyoloji Laboratuvar Yontemleri. Nobel Tip Kitapevleri,
Nobel Matbaacilik, Istanbul, 138s.

Diaz, E. (2004) Bacterial Degradation of Aromatic Pollutants: A paradigm of Metabolic
Versality. Int. Microbiol., 7:173-180.

Farrell, R. L., Rhodes, P. L. and Aislabie, J. (2003) Toluene-Degrading Antarctic
Pseudomonas Strains from Fuel-Contaminated Soil. Biochem. Bioph. Res. Co.,
312: 235-240.

Feist C. F., Hegeman G. D. (1969). Phenol and benzoate metabolism by Pseudomonas
putida; regulation of tangential pathway. Journal of Bacteriology, 100: 869-877.

Filali, B.K., Taoufik, J., Zeroual, Y., Dzairi, F.Z., Talbi, M. and Blaghen, M. (2000).
Waste Water Bacterial Isolates Resistant to Heavy Metals and Antibiotics. Curr.
Microbiol., 41: 151-156.

34



Fish P. A., Webster D. A., and Stark B. C. (2000). Vitreoscilla hemoglobin enhances the
first step in 2, 4- dinitrotoluene degradation in vitro and at low aeration in vivo. J.
Mol. Cat.B: Enz., 9, 75-82.

Fuller, A.T. and Mellows, G. (1971) Pseudomonic Acid: An Antibiotic Produced by
Pseudomonas fluorescens. Nature., 234: 416-417.

Geckil, H., Gencer, S., Kahraman, H., Erenler, S. O. (2003). Genetic engineering of
Enterobacter aerogenes with Vitreoscilla hemoglobin gene: Cell growth, survival,
and antioxidant enzyme status under oxidative stress. Res. Microbiol., 154, 425-
431.

Gl E., Bayat O., 2010. Kolemanit icerigindeki arsenigin biyoli¢ ile uzaklastirilmasi.
Yiiksek Lisans Tezi. Cukurova Universitesi.

Hassen, A., Saidi, N., Cherif, M. and Boudabous, A. (1998b) Effects of Heavy Metals
on Pseudomonas aeruginosa and Bacillus thuringiensis. Bioresource
Technology., 65: 73-82.

Hirano, S.S. and Upper, C.D. (2000) Bacteria in the Leaf Ecosystem with Emphasis on
Pseudomonas syringae a Pathogen, Ice Nucleus and Epiphyte. Microbiol. Mol.
Biol. R.,, 64(3): 624-653.

Hollway B. W., Krishnapillai V., Morgan A. F. (1969). Genetic of Pseudomonas.
Bacteriological Reviews, 33: 419-443.

Kahraman H., Gegkil H. (2005). Benzoik asidin Vitreoscilla hemoglobin geni aktarilmig
Pseudomonas aeroginosa tarafindan yikimi. F.U. Fen ve Miihendislik Bilimleri
Dergisi, 17(2):342-348.

Kanner, D., Gerber, N.N. and Bartha, R. (1978) Pattern of Phenazine Pigment
Production by a Strain of Pseudomonas aeruginosa. J. Bacteriol., 134(2): 690-
692.

Kemp M. B., Hegeman G. D. (1968). Genetic control of B-Ketoadipate pathway in
Pseudomonas aruginosa. Journal of Bacteriology, 96: 1488-1499.

Keskin, D. ve Ekmekg¢i, S. (2003) Pseudomonas tiirlerinin gidalardan izolasyon ve
tanimlanmasinda kullanilan besiyerleri. Mikrobiyoloji Dergisi., 1(8): 29-33.

Kotsal, J., Sushanek, M., Klierova, H., Demnerova, K., Kralova, B. and McBeth, D.L.
(1998) Pseudomonas C12B, an SDS Degraging Strain, Harbours a Plazmid
Coding for Degradation of Medium Chain Length n-Alkanes. Int. Biodeter.
Biodegr., 42: 221-228.

Kukor J. J., Olsen R. H. Ballau D. P. (1988). Cloning and expression of the catA and
catBC gene clusters from Pseudomonas aeruginosa PAO. Journal of
Bacteriology, 170:4458-4465.

35



Leahy, J. G and Colwell, R. R. (1990) Microbial degradation of hydrocarbons in the
Environment. Microbiol. Res., 54(3): 305-315.

Leahy J. G., Tracy K. D., Eley M. H., Degradation of mixtures of aromatic and
chloroaliphatic hydrocarbons by aromatic hydrocarbon- degrading bacteria.
FEMS Microbiol. Ecol., 43, 271- 276, 2003.

Meyer, J.M. and Hohnadel, D. (1990) Pyoverdin-Facilitated Iron Uptake in
Pseudomonas aeruginosa: Immunological Characterization of the Ferripyoverdin
Receptor. Mol. Microbiol., 4: 1401-1405.

Morales G., Linares J. F., Beloso A., Ablar J. P., Martines J. L., Rojo F. (2004). The
Pseudomonas putida Crc global regiilatér controls the Expression of genes from
several chromosomal catabolic pathways for aromatic compounds. Journal of
Bacteriology, 186: 1337-1344.

Misteri Y., Sar1 M., 2008. Benzoik asidin Pseudomonas aeruginosa tarafindan
biyolojik yikiminin optimizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi. Cumhuriyet Universitesi.

Ornston L. N. (1966). The conversion of catechol and protocatechuate to f-ketoadipate
by Pseudomonas putida. The journal of Biological Chemistry, 241: 3800-3810.

Pazarlioglu, N., 1996, Biodegradation of phenol from industrial wastewater by using
immobilized Pseudomonas putida DSM50026, Ph.D. Thesis, Ege Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, 104 s.

Pekcan G., Aktas H., 2005. Benzoik asit bilesiklerinin pK degerlerinin UV
spektroskopisi yoluyla tayini. Yiiksek Lisans Tezi.

Pine, H.S., 1987. Organic Chemistry, Mc Graw Hill Companies Inc., Fifth Edition,
NewYork, pp: 667-675.

Reiner A. M. (1971). Metabolism of benzoic acid by bacteria:3, 5-cyclohexadiene-1,2-
diol-1-carboxylic acid is an intermadiate in the formation of catechol. Journal of
Bacteriology, 108: 89-94.

Sadhukhan, P.C., Ghosh, S., Chaudhuri, J., Ghosh, D.K. and Mandal, A. (1997)
Mercury and Organomercurial Resistance in Bacteria Isolated from Freshwater
Fish of Wetland Fisheries Around Calcutta. Environ. Pollut., 97(1-2): 71-78.

Sandrin, T.R. and Maler, R.M. (2003) Impact of Metals on the Biodegradation of
Organic Pollutants. Environment Health Perspectives., 111(8): 1093-1101.

Santacruz G., Bandala, E., R., Torres, L., G., 2005, Chlorinated pesticides (2,4-D and
DDT) biodegradaton at high concentratons using immobilized Pseudomonas
flourescens, Journal of Enviromental Science and Health Part B, 40: 571-583.

Silver, S. (1992) Plasmid-Determined Metal Resistance Mechanisms: Range and
Overview. Plasmid., 27: 1-3.

Telefoncu A., “Biyoteknoloji”, Ege Universitesi Yayinlar,. Bornova, Izmir, (1995).

36



Vachee, A., Mossel, D.A.A. and Leclerc, H. (1997) Antimicrobial Activity Among
Pseudomonas and Related Strains of Mineral Water Origin. J. Appl. Microbiol.,
83: 652-658.

Wang C. L., You S. L. (2006). Purification and characterization of a novel catechol 1,2-
dioxygenase from Pseudomonas aeroginosa with benzoic acid as a source.
Process Biochemistry, 41: 1594-1601.

Whyte, L.Y., Bourbonniere, L. and Greer, C.W. (1997) Biodegradation of Petroleum
Hydrocarbons by Psychrotrophic Pseudomonas Strains Possessing Alkane (alk)
and Naphthalene (nah) Catabolic Pathways. Appl. Environ. Microbiol., 63(9):
3719- 3723.

37



OZGECMIS

Handan SARAC
Cumbhuriyet Universitesi,
Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii

KiSISEL BiLGILER
Adres Istasyon cad. Ortiiliipinar mah. Amcalar apt. Kat:7 No:13 SIVAS
Tel 0506 381 66 62
E-mail handantdn@hotmail.com
Medeni hali Evli
Uyrugu T.C.
Dogum tarihi 29.07.1987
Dogum yeri SIVAS
EGITIM
Yiksek lisans Cumhuriyet Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Mezuniyet yili: Devam ediyor
Lisans Cumhuriyet Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii,
Mezuniyet yili: 2010
Lise Sivas Kongre Lisesi (Stiper Lise) 2005
YABANCI DIiL BILGISI

Ingilizce, Iyi derecede

UZMANLIK ALANLARI

Biyoteknoloji, Molekiiler Biyoloji

BASARILAR / ODULLER

2010 y1l1 Biyoloji Boliim ikinciligi

BILDIRILER

“TODURGE GOLU’NDEKI TATLI SU KEFALI (SQUALIUS CEPHALUS
L.,1758)’NiN BESIN

KOMPOZISYONU VE BESLENME ALISKANLIKLARI”, Ulusal Su Giinleri
Sempozyumu, Elazig, 2009

38




ARASTIRMA PROJELERI & ARASTIRMA DENEYIMI

“Pseudomonas putida NRRL B-13 susu tarafindan benzoik asidin biyolojik yikimini
saglayan enzimleri kodlayan plazmitlerin stabilitelerinin belirlenmesi” projesi, 2011-
Devam ediyor, CUBAP tarafindan desteklenmistir.

UYE OLUNAN KURULUSLAR

Yiiksekogretim Kurulu (YOK) Ulusal Tez Merkezi, TUBITAK Arastirmaci Bilgi
Sistemi

ILGI ALANLARI, HOBILER

Kitap okumak, yiizmek

39




