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1. Proje Ozeti (Proje Tanimi)

Tarimda kullanilan herbisitler gibi haloalkanoik asit yapili kimyasallar, uzunca bir siireden beri
kullanildigindan, ¢evre ve insan saglig1 bakimindan 6nemli bir risk teskil etmektedir. Dalapon
gibi herbisitlerde aktif bilesen olarak siklikla kullanilan sentetik haloalkanoik asitler, ¢evre igin
toksiktir ve canli organizmalar i¢in zararlidir. Son yillarda canli habitatlarinda 6zellikle tarimsal
alanlarda sentetik haloalkanoik asit bazli kimyasal birikimi ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alismanin
amaci, ¢evre ve insan sagligina zararl 2,2-dikloropropionik asit (2,2-DCP)’i indirgeyip, karbon
ve enerji kaynagi olarak kullanabilen yararli bakterilerin izolasyonu, karekterizasyonu ve
genomik DNA yontemleri ile tanimlanmasini1 yapmaktir. Bu ¢alismada 2,2-DCP (Dalapon)
indirgeyen bakteri irk1 Fatsa bolgesinde sucul habitatlardan izole edilmistir. 2,2 DCP iceren kat1
minimal besi yerine tek karbon kaynagi olarak 2,2 DCP eklenmis ve bakteri irkinda
dehalogenaz enzim varlig: tespit edilmistir. Izole edilen irkin, 10 mM 2,2-DCP ihtiva eden s1v1
minimal ortamda ¢ogaldig1 gézlemlenmistir. Irkin ¢esitli konsantrasyonlarda 2,2-DCP igeren
besi ortamlarinda (10 mM, 20 mM, 30 mM ve 40 mM) biiylimesi degerlendirilmistir. Daha
sonra, bakteri irk1 morfolojik ve biyokimyasal testler yapilarak tanimlanmistir. Filogenetik
iligkisi ise genomik DNA izolasyonu yapildiktan sonra 16s rRNA dizi analizi ile yapilmistir.
Istenilen biiyiikliikte bantlar elde edilmistir.

Elde edilen dizi 16S rRNA gen nukleotit dizisi NCBI veri bankasindaki veriler ile eslestirilmis
ve eslestirme sonucunda % 99 oraninda Pseudomonas fluorescens bakterisine benzerlik
gostermistir. Bu izolatin 16S rRNA dizisi NCBI’ i1n genbank alt veri tabanina
yiiklenmistir(MN098848). Irk Pseudomonas fluorescens strain fatsa001 olarak isimlendirilip
literatiire kazandirilmistir. Bakteri susunun toksik halojen parcalama kabiliyetinin, grup I
dehalojenaz geninin varligindan kaynaklandigt PCR wverileri ile dogrulanmistir. Fatsa
bolgesinde sucul habitatlardan Dalapon herbisitini indirgeyen bakterilerin tanilanmasi i¢in
yapilan bu ¢aligma literatiirde ilk olma niteligi tagimaktadir.

2. Problem/Sorun

Insanlarin dncelikli ihtiyaci gidadir, niifus artistyla birlikte iyice azalan tarim alanlarindan daha
fazla verim elde etmek amaciyla yapilan her bilingsiz davranis zaten yetersiz olan tarim
alanlarinin nitelik olarak da kaybina neden olmustur. Birim alandan daha fazla verim almak
adina gergeklestirilen fazla ve bilingsizce pestisit/kimyasal glibre kullanim1 sonucunda topragin
kimyasal yapisinin bozulmasi ve kuraklasma gibi Onemli ¢evre sorunlar1 ortaya
cikmistir(Willer vd, 2018). Insektisit ve herbisitler gibi pestisitlerde de bulunan ksenobiyotik
bilesikler, insanlar tarafindan sentetik olarak {iretilen suni maddelerdir (Chaudhry ve
Chapalamadugu, 1991).

Kullanilan bu bilesikler kisa vadede yarar saglamakla birlikte; topraktan temizlenmelerinin zor
olmasi, ¢iftcilerin yanhis kullanmalari topragin zamanla verimsizlesmesine, yetistiriciligi
yapilan kiiltiir bitkilerinden alinan verimin diismesine neden olmakta ve siirdiiriilebilir tarimi
engellemektedir (Barman ve Varshney, 2008 Sondhia ve Singhai, 2008). Zirai ilaglar ve
herbisitler halojenli organik bilesiklerin tiirevleridir bu bilesiklerin yaygm kullanimini,
topraktan bagka, yeralt1 suyu ve diger su kaynaklarinda da 6nemli ¢evre kirliligi unsurlaridir
(Chaudhry ve Chapalamadgu, 1991; Slater vd, 1995; Fetzner, 1998; Hill vd, 1999; ). Kontamine



olmus topraklarda PGPR (bitki gelisimini tesvik eden rhizobakteriler) istenilen verimi
gosterememektedir. Buna ek olarak, halojenli organik bilesiklerin toksisite seviyesi insan
saglig1 ve ekosistem lizerindeki olasi olumsuz etkileri arttirmaktadir. Pestisitlerin kronik
etkisine maruz kalan tarim is¢ilerinde bircok genetik hasarin yani sira karaciger, bobrek ve
gozlerde kalic1 bozukluklar goriiliirken anneye verilen pestisitin 5 saat sonra plasentadan fetiise
gectigi ve fetiisiin goz, sinir sistemi ve karacigerine yerlestigi gézlenmistir. Ayni sekilde anne
siitiine de gectigi belirlenmistir. Ornegin; ticari adi Dalapon olan 2.2 dikloropropiyonik asit
bilesigi, tarimda yabanci ot kontroliinde kullanilan bir herbisittir (Higgblom ve Bossert, 2004).
Dalapon, biyotik ve abiyotik etkenlere karsi direnglidir. Dalapon gibi herbisitlerin yogun
kullanim1 sonucu tarimsal alanlarda haloalkanoik asit birikimi ortaya ¢ikmistir (Kirpi, 2007).
Tiirkiye'de bulunan tarim arazilerinde, tarimsal faaliyetlerde rutin olarak kullanilan pestisitler
cevreye yayilmistir. Son yillarda canli habitatlarinda 6zellikle tarimsal alanlarda haloalkanoik
asit birikimi ortaya ¢ikmistir. Bundan dolay1 topraklarda ¢oraklik artmistir tarimsal agidan ise
verimlilik ve tiriin kalitesi diismiistiir.

Bakteriyel dehalojenazlar, biyoremediasyon yontemi olarak kullanilarak kirlenmis olan
topragin, suyun ve ¢evrenin temizlenmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar.

Toprakta herbisitlerin bozunmalari, topragin yapisi, iklim sartlar1 ve herbisitlerin sahip
olduklar1 kimyasal sartlara baglidir. Bitkiler tarafindan metabolize edilme ve mikrobiyal
parcalanma yoluyla gerceklesen pargalanma biyotik parcalanmadir. Toprakta bulunan
pestisitlerin topraktan yikanmasi, buharlagma, 1sinla pargalama, kimyasal olarak par¢alanmasi
gibi adimlarla gergeklesmesi de abiyotik par¢alanma olarak adlandirilmaktadir. Toprakta
bulunan bu pestisitlerin abiyotik pargalanma yoluyla parcalanip topraktan temizlenmeleri
sinirhidir. Yani toprakta bulunan pestisitlerin topraktan pargalanip temizlenmesi olduk¢a giic
bir olaydir (Sondhia ve Singhai, 2008).

Mikroorganizmalar tarafindan gerceklestirilen biyolojik bozunma, ekonomik olarak daha
giivenli ve cevresel agidan daha zararsiz oldugu i¢in tercih edilmektedir (Mesri vd, 2009).
Toprak mikroorganizmalar1 indirgenmeyi gerceklestirdikten sonra halide iyonu serbest
birakirken biiylime i¢in tek karbon kaynagi olarak o™ ve B~ haloalkanoik asidi i¢eren halojenli
bilesikleri kullanirlar (Fetzner ve Lingens, 1994).

Bizim bu ¢alisgmamizda, herbisit ve pestisit kontaminasyonu bulunan sucul habitatlardan 2,2
DCP bozucu bakterilerin izolasyonu, karakterizasyonu ve tanimlanmasi {izerine
odaklanilmistir. Bu zamana kadar literatiirde sucul habitatlardan izole edilip 2,2 DCP’yi
pargalayabilen Pseudomonas cinsine ait bir tiiriin oldugu bu ¢aligma ile tespit edilmistir.

Coziim

1. Dalapon herbisiti ile kontamine olan karasal ve sucul habitatlarda mikroorganizmalar
tarafindan gerceklestirilen daha ekonomik, daha giivenli ve gevresel agidan daha zararsiz bir
bozunma yonteminin kullanilmast,

2. Bu gibi bakteriler, pestisitlerle kirletilmis olan tarimsal alanlarda ekosistemin isleyisini bozan
pestisit kokenli halojenli bilesiklerin etkilerini azaltabilir veya tamamen ortadan kaldirabilir,



3.Rizobakterilerin agir metallerin detoksifikasyonu, pestisitlerin parcalanmasi, tuzluluk
toleransi, bitki hastalik ve zararlilarinin biyolojik miicadelesi, bitki tarafindan besin elementleri
ve minerallerin kullaniminin artirilmasi, fitohormon ve enzim iireterek bitki gelisimini
desteklemesi gibi etkileri bulunmaktadir. Hem tarimsal hem de gevresel agidan son derece
onemli olan Rizobakterilerin dogal yasam alanlarinin korunmasi,

Bakteriyel dehalojenazlar, biyoremediasyon araci olarak kullanilarak kirlenmis olan topragin,
suyun ve ¢evrenin temizlenmesinde dnemli rol oynamaktadirlar ve tehlikeli atik yonetimi i¢in
potansiyel araclardir. Dehalogenazlar kimyasal endiistride non-stereosegici biyokatalistler
olarak ¢ok onemlidirler ve siklikla kullanilmaktadirlar (Buchana-Wollaston, 1992; Kaya vd,
2013a; Kaya vd, 2013b). Ornegin 2,2 DCP, dehalogenez enzimi ile reaksiyona girdiginde son
tirtin olarak piriivik asite doniislir. Bu yontem daha ekonomik ve daha giivenilir bir yontemdir.
Onerecegimiz bu projenin degerlendirmesi asamasinda, ilk akla gelen soru, bu bakterilere nasil
ulagilacagy, tiretilecek tirliniin siirdiiriilebilir olup olmayacagidir.

Tiim caligmalar sonrasinda bakterilerden elde edilecek sulu ekstrat giibreleri fayda doguran ve
ticari olabilecek inovatif bir lirline doniiseceginin bir 6rnegi olacaktir.

4, Yontem

Materyal ve yontem asamasinda yapilacak calismalar ve izlenecek yollar asagida ¢izelge 1’
de gosterilmistir.

Cizelge 1: Materyal ve yontemin sematik basamaklandirilmasi

Omeginin Alinmasi

Bakteri Izolasyonu

Saf Kiiltiiriin Secici Besiyerinde Elde Edilmesi

Bakteriyel Bityiimenin Tayin Edilmesi

Bakterilerin Tamimlanmasi Morfolojik ve Biyokimyasal Testler

16s TRNA Dizi Analizi

Calismamizda nicel yontemlerden deneysel yontem ve in siliko yontemi kullanilmistir.

4.1 Ornegin Almmasi: Ornegimiz Ordu ilinin Fatsa ilgesindeki Elek¢i Dere’sinden izole edilmistir
(enlem: 40°59'53.1"N; boylam: 37°26'53.8"E)



4.2 Bakteri izolasyonu: Alinan su 6rnekleri laboratuvara getirildikten sonra pipet yardimiyla 30
pl alinarak 250 ml’lik erlenlerde 100 ml hacimde hazirlanmig sivi Luria Broth (LB) ortamina
aktarilip (Cizelge 2), 28 °C’de 180 rpm’de 7 giin ¢alkalamali inkiibatérde inkiibe edilmis ve
mikroorganizmalarin bu ortamda gelismeleri saglanmistir. Daha sonra tekrar Luria Broth agar
iceren kat1 besiyeri hazirlanmis ve ekim yapilarak, petriler 28 °C’de 7 gilin boyunca inkiibe
edilmistir. Bu besiyerinde yetisebilen bakterilerden alinan ornekler, 6nceden hazirlanan 250
ml’lik erlenlerde bulunan 100 ml siv1 iceren Minimal + Dalapon besiyerine ekimi yapilmustir.
Minimal besiyeri igerigi 7 giin siiresince 28 °C’de inkiibe edilmistir (Cizelge 3).

Cizelge 2. LB (Luria Bertani) - AGAR

Bilesimi g/L

Tryptone 10,0

NaCl 5,0

Maya 50

Agar 17,5

Distile su 1 It’ ye tamamlanir.

Cizelge 3. Minimal Media

STOK A (Bazal tuzlar) STOK B (iz metal tuzlar)

Bilesimi g/L Bilesimi g/L

K2HPO4. 3H,0 42,5 Nitriloacetic acid 1.00
(CsHgNOe)

NaH2PO4. 2H,0 10 MgSOs. 7H20 2.00

(HH4)2S04 20 FeSO,. 7TH,0 0.12
MnSQ,. 4H,0 0.03
ZnS04. 7H,0 0.03
CoCl,. 6H,0 0.01

4.3 Morfolojik Karakterizasyon: LA (LB + Agar) igeren kati besiyeri tizerindeki saf kiiltiiriin tek
koloni morfolojisi; koloninin biiyiikligili, pigmentasyon, form (koloninin sekli), cergeve
(koloninin dis kenar1) ve yiikseklik gibi karakteristik 6zellikleri incelenip gézlemlenmistir

4.4 Biyokimyasal Karakterizasyon: Bakteri Vitek2 compact cihazinda gram negatif kartta farkli
biyokimyasal testlere tabii tutulmustur. VITEK2, karbon kaynagi kullanimini, enzimatik
aktiviteleri ve tanimlanacak mikroorganizmalarin direncini 6lgmek icin yerlesik biyokimyasal
yontemleri ve yeni gelistirilen substratlar1 kullanan ticari bir tanimlama sistemidir. Bu cihazla
47 biyokimyasal test yapilmistir(OMU Veterinerlik Fakiiltesi’nde gerceklesmistir.)



I\'uklcmc hamesi {Lnkubasj-'m ve tanmlama hamnesi {

Sekil 1: Vitek2 compakt barkod sistemli tanimlama kartlar1 ve siispansiyon tiipleri, (Pincus,
2006 )

4.5 Genomik DNA izolasyonu: Genomik DNA izolasyonu i¢in AMBRD®'nin bakteriyel genomik
DNA izolasyon kiti kullanilmistir.

4.6 PCR Amplifikasyonu: PCR karisimi her bir drnek i¢in 25 pl’ lik final hacimde olacak sekilde
hazirlanmistir. PCR dongiisti baslangi¢ denatiirasyon basamagi igin 94 °C” de 5 dk, bunu takip
eden sogutmanin ardindan 94 °C” de 1 dk denatiirasyon 55 °C’ de 1 dk uzama ve 72 °C’ 1 dk
uzama ve 72 °C’ de 10 dk son uzama agamasi olarak ayarlanmig, DNA ¢ogaltimi 30 dongii
boyunca gerceklestirilmistir( Cizelge 4).

Cizelge 4. PCR igerikleri

Sicakhik Zaman
Baslangig sicakligi 94 °C 5dk
Denatiirasyon 94 °C 1dk )
Uzama 55 °C 1dk
Uzama 72 °C 1dk — | 30dongl
72°C 10 dk
Son uzama 4°C 0 —

4.7 16S rRNA gen bolgesi PCR amplifikasyonu: Genomik DNA izolasyonu tamamlanan test
izolatlarinin 16S rRNA gen bdlgesi PCR amplifikasyonlar1 (Forward) ve (Reverse) evrensel
primerleri kullanilarak Termal Cycler (Corbett Life Sciences, Australia) cihazinda
gerceklestirilmistir (Weightman vd, 1982). PCR amplifikasyon iiriinleri % 1,5’lik agaroz jelde
PCR mark®ér ile birlikte 100 voltta 30 dakika yiiriitiilerek UV -transilliiminator lizerinde kontrol
edilmistir. UV-transilliminatorde istenilen biiyiikliikte bantlarin olustugu goézlenmistir
(Tamura vd, 2007). Kalitesinden emin olunan16S rRNA PZR firiinleri sentromer firmasina
gonderilerek 16S rRNA’ nin niikleotit dizisi elde edilmistir (Cizelge 5).



Cizelge 5. PCR bilesenleri

Bilesen Hacim / Reaksiyon
10X Reaksiyon tampon 2,5 ul

10 mM dNTP mix 0,5 pl

25 mM MgCl; 3ul

Taq DNA polimeraz 0,2 ul

Forward primer(dehE1) 1 ul

Reverse primer (dehE2) 1l

Template DNA 2ul>0,5pg
Distile su 14,8 ul

Toplam hacim 25 ul

4.8 16S rRNA dizi verilerinin analizi: Izolatlarn 16S rRNA gen bdlgesi sekans analizi
tamamlandiktan sonra elde edilen niikleotit dizi verisi NCBI (National Center for
Biotechnology Information)’ mn BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) segenegi
kullanilarak en yakin akraba organizmalarla 16S rRNA niikleotit benzerligi belirlenmistir.
Filogenetik analizler i¢in ise MEGA 7 programi kullanilmigtir (Tamura vd, 2011).Bakteri
tirleri 16S rRNA analizi gerceklestirilerek belirlenmistir. Bakteri DNA sinin PCR f{iriinii jel
kullanilarak goriintiilenmis ve bu tiriiniin 500 bg (baz ¢ifti) biiyiikliiglinde oldugu goriilmiistiir.

4.9 Dehalogenez geninin bakteri genomunda varh@imn tespiti: Dehl ve Dehll geninin varlig
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) kullanilarak belirlenmistir. Bu amacla spesifik primerler

kullanilarak amplifiye edilmistir (Cizelge 6).

Cizelge 6:16S rRNA primerleri

Primer adi Primer sekansi
16S rRNA (Forward) |5’ .GGAGCACACATATGTTAAACGCTGCG.. 3’
16S rRNA (Reverse) 5 .., AGAAGAATTCTTGGTATTCATAAGTAGTCC.. 3°

4.10 dehE geninin PZR’da ¢ogaltilmasi: Deh E geni i¢in de (Forward) ve (Reverse) evrensel
primerleri kullanilarak Termal Cycler (Corbett Life Sciences, Australia) cihazinda
gergeklestirilmistir.

Cizelge 7. DehE geninin PCR amplifikasyonu i¢in primer listesi.

Primer adi Primer sekansi
DehE1 (Forward) 5’.GGAGCACACATATGTTAAACGCTGCG.. 3
DehE2 (Reverse) 5. AGAAGAATTCTGGTATTCATAAGTAGTCC.. 3’




Lane 1

1000b _s

500 bp —>

100bp _

Sekil 2: 500 b¢ deh geni Agaroz jel goriintiisii

Dehfatsal0l  ceccccccccccccccc—cc——————— XTFGCRGLHLGSACRS~~~~SSISYQPPGKPSS 29
DL=2-had =ccccc e —————————— e e KLGDLYNDIHDTLRVPWVAFGIRVM 25
hdliva MVDSLRACVFDAYGTLLDVHSAVMRNADEVGASAEALSMLWRQRQ~~LEYSWT~~~RTLM 55
L-DEX ~MDYIKGIAFDLYGTLFDVHSVVGRCDEAFPGRGREISALWROKQ—-~LEYTWL~~~RSLM 54
dehII ~MQEIRGVVFDLYGTLCDVHSVAQLCGQYFPERGTEISLMWRQKQ~~LEYSWL~~~RSLM 54
Dehfatsa001 HREQHVTPRR = = = o oo o o e ALTRCERQRLFLGRLRPIQHRRCWRTGGVRRKFAK 74
DL-2~had SQFEHFVPAAWEALKPQISTRYAEEGADKVREAAIIPGSAPANPTPALLANGWSEEEIAK 85
hdliva HQYADFWQLTDEALTFALRTYHLE==~DRKGLKDRLMSAYKE = == == e e e e LSAYPD 100
L~DEX NRYVNFQQATEDALRFTCRHLGLD =~LDARTRSTLCDAY LR = = = o v e o e o e LAPFSE 99
dehII GQYVSFPQATEDALVFVCNALNLK==LREDTRIALCNEYLN= == === m e e e e IKPYRE 99
$: . . : .
Dehfatsa001 LXATLDGLNYGNPKYLILISAWNEAWHGRDAGGGAGKRLDSVQSERLPYGLPQGVEKFHL 134
DL-2-had LXATLDGLNYGNPKYLILISAWNEAWEGRDAGGGAGKRLDSVQSERLPYGLPQGVEKFHL 145
hdliva AAETLEKLKSAGYIVAILSNGND = = m o oo o o e o EMLQAA == =LKAS == = = = o e o o e 133
L-DEX VPDSLRELKRRGLEKLATLSNGSE = = m o e o o QSIDAV===VSHA== === == ——— 132
dehIx VRSALESLRSGAVPLAILSNGSA = = m o e o o HSIQSV===VGNA== === —————— 132
t Rod . - .. e 322,

Dehfatsa001 IDPEAADDQVQCLLRDIRDAFLEHGPASDYR = m m o o o o o o o e o o o e o e 165
DL-2-had IDPEAADDQVQCLLRDIRDAFLEHGPASDYRVLAAWPDYLEIAFRDTLKPVALTTEFELT 205
hdlIVva ==cceccccccce——— KLDRVLDSCLSADDLKIYKPDPRIYQFACDR~LGVNP~~NEVCFV 175
L=DEX =  —eececccccca———— GLRDGFDHLLSVDPVQVYKPDNRVYELAEQA~LGLDR~-~SAILFV 174
dehII = «ce;ecemccccce———— GIEHFFSHLISADEVSVSKPSPAAYELAEKR~LKVVR-~SKLLFV 174
DARERESADDL: i e e e o i e s i i s e, o e e i 165
DL-2-had TSRIRKIAREHVRGFDGAGGVAWRDMADRM= = = = = TPEEIAGLTGVLFMYNRFIADIT 258
hdliva SSNAWDLGGAGKFGFN==~~TVRINRQGNPPEYEFAPLKHQVNS LSELWPLLAKNVTKA~ 230
L-DEX SSNAWDATGARYFGFP=~~~TCWINRTGNVFEEMGQTPDWEVTS LRAVVELFETAAGKA ~ 229
dehIx SSNAWDASGARHFGFQ-=~-VCWVNRSRNTFEQLGERPDHVISGLDELPNLLNFASADR- 229
Dehfatsalll ceccccccccccccccccccccceeeee-—. 165

DL-2-had VAIIRLKQAFGSAEDATENKFRVWPTEKG 287

hdliva scccccccccaa- Y et 231

L-DEX <—=—cecceoccceccaa- XG 232

[+ 0+ 5 & S e ————— 229

Sekil 3: Onceden bilinen dehalogones ve deh fatsa001 arasindaki amino asitlerin dizilimi,
Yildiz isareti benzer amino asit kalintilarin1 tanimlar ve (:) amino asit benzerligini gosterir.

4.11 Patojenite testi: Bitki agisindan zararli olup olmadigi belirsiz bir bakteri tiirii izole edildiginde
bu bakterilerin tarim alanlarinda kullanilabilmesi i¢in patojenite Ozelliklerinin saptanmasi
gerekir. Bu amagla izolat LB-agar besi ortaminda 24-48 saat biiyiitiiliip steril saf suda 106-107
hiicre/mL konsantrasyonunda siispanse edilmistir. Ardindan izolat hipodermik bir igne
yardimiyla tiitlin bitkisine enjekte edilmistir. Enjeksiyonlu bitkiler 15-25°C’de 96 saat siireyle
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inkiibasyona birakilmistir. Bu testte inkiibasyon sonrasi doku negrozlar1 seklinde belirtiler
olusur. Doku negrozlarinin olusmasi pozitif reaksiyonun gostergesiyken bu durumun tersi
negatif bir reaksiyonun gostergesidir.

Sekil 4 Patojenite testi

Calismay1 yorumladigimiz da; Bu calismada kullanilan érnekler Ordu’nun Fatsa ilgesindeki
altin madeni yakinindaki Elekg¢i deresinden alinmustir. Sucul habitat kaynakli 6rneklerden
dalaponu parcalaylp zararsiz forma doniistiirme yetenegindeki bakteriler 10 mM 2.2
dikloropropiyonik asit igeren dalaponlu minimal besin ortami1 kullanilarak izole edilmistir. Bu
izolatlara ait 16S rRNA dizileri, evrensel primerler kullanilarak PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu)’da spesifik olarak klonlanmistir. PCR sonucunda elde edilen PCR firiinleri 16S
rRNA gen bolgesinin dizilenmesi i¢in Sentromer firmasina gonderilmistir. Dizileme sonucunda
elde edilen izolatin 16S rRNA gen dizileri NCBI’da BLAST araci ile diger bakterilerin 16S
rRNA gen dizileriyle filogenetik iliskilerin belirlenmesi i¢in hizalanmigtir. MEGA7 (Kumar vd,
2018) in siliko analiz araci ile filogenetik aga¢ olusturulmustur. Insiliko analiz dalaponlu
ortamdan izole edilen bakterinin Pseudomonas tiirleriyle 6zellikle Pseudomonas fluorescens ile
yakin akraba oldugunu onermistir. Bu izolatin 16S rRNA dizisi NCBI’ 1n genbank alt veri
tabanina yiikklenmistir (MNO 98848). Irk Pseudomonas fluorescens strain fatsaO01 olarak
isimlendirilip litaratiire kazandirilmistir. Bakterilerin dalaponu pargalama yetenekleri ve deh
(dehalojenaz) E geninin bakterilerin genomundaki varligi, bu gene spesifik primerler
kullanilarak yapilan PCR sonucunda kanitlanmistir. Morfolojik testler dahilinde izolatlarin
koloni sekli, koloni ¢api, koloni yiiksekligi, koloni rengi, koloni yiizey ve kenari, koloni
goriinimii ve bakteri sekli incelenmistir. Biyokimyasal testler Vitek2 cihazinda yapilmstir.
Ayrica bu izolatlarin tarim arazilerindeki dalaponun temizlenmesinde kullanilabilir olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla izolat tiitiin bitkisine enjekte edilmis enjeksiyonlu bitki
inkiibasyona birakilmistir. Tiitlinde yapilan asir1 duyarlilik-patojenite testiyle izolatin bitki
patojeni olmadigr belirlenmistir Sonug olarak; Yaptigimiz tim calismalar. P. fluorescence
fatsa001 izolatinin dalapon kontaminasyonlu tiim alanlarda kontaminasyonu ortadan kaldirmak
amaciyla biyoremediasyon ajani olarak kullanilabilecegini desteklemektedir. Calismamizin
sonuglariyla ilgili baz1 gorseller Sekil, 5, 6, 7 8’de gosterilmistir
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Sekil 5 Sekil 6
A: Minimal besiyeri negatif kontrol, A: Minimal kat1 besi ortamindaki gelisimi
B: Minimal besiyeri + dalapon + bakteri, B: Cizgi ekim

C: Minimal besiyeri + bakteri

Sekil 7 ve 8 : (LB) besi ortaminda 2 giin siireyle gelisen bakteriyel izolat ve saf koloniler

84 MG254531.1 Pseudomonas fluorescens strain 3 16S ribosomal RNA gene partial sequence
60 —|: MG254532.1 Pseudomonas fluorescens strain 8 16S ribosomal RNA gene partial sequence
63 L LN866624.1 Pseudomonas fluorescens partial 16S rRNA gene strain AHB72N
7% Il MN098848.1 Pseudomonas sp. strain fatsa001 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KC589272.1 Pseudomonas sp. 111B-02677 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KC122613.1 Pseudomonas reactans strain BGI-14 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MG972901.1 Pseudomonas gessardii strain 4G497 16S ribosomal RNA gene partial sequence

JINB99567.1 Pseudomonas sp. WS01 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MH685647.1 Pseudomonas gessardii strain 17.1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

5 KT184489.1 Pseudomonas gessardii strain NBSII 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KY939752.1 Pseudomonas libanensis strain 4G787 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KT184490.1 Pseudomonas gessardii strain NPurll 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KT767978.1 Pseudomonas libanensis strain K14 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KC790322.1 Pseudomonas gessardii strain SY7 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KC790316.1 Pseudomonas gessardii strain SN23 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MH685551.1 Pseudomonas libanensis strain 3.1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KC790315.1 Pseudomonas gessardii strain SN22 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MK883195.1 Pseudomonas azotoformans strain D95 SO4R 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MG745359.1 Marinococcus sp. strain ECT1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

Sekil 9: Pseodomanas fluorescence fatsa001 Phylogenetic tree.
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Yenilik¢i (inovatif) Yonii

Bu zamana kadar litaratiir de sucul habitatlardan izole edilip 2,2 DCP’yi parcalayabilen
Pseudomonas cinsine ait bir tiiriin oldugu bir ¢alismaya rastlanmamistir. Litaratiir taramasina
gore, birka¢ Pseudomonas sp. a-haloasidi pargalama yetenegini gosteren sonuglar bulunmustur
P. putida PP3 (Weightman vd 1982), ve P. halophila HX (Edbeib vd 2017). Adi1 gecen
bakteriler, tek karbon ve enerji kaynagi olarak 2,2-DCP'nin metabolize edilmesinde etkilidirler.
Bununla birlikte, bu ¢alismada izole edilen P. fluorescence bakterileri, 2,2-DCP'yi par¢alama
kapasitesine sahip tiirlerin bildirilen ilk vakasidir. Calismamiz bu alandaki ilk g¢alisma
ornegidir. Ustiin adaptasyon yetenekleri sayesinde tarim ilaglari, ilge ¢opliigii ve altin madeni
atiklarinin bulundugu bir ortamda yasayabilen bu mikroorganizmalar tarim ve biyoremidasyon
gibi alanlarda degerlendirilmelidir. Bakteri tanimlamasini yaparken glinimiiz bakteriyel
biyoteknolojik ¢alismalarda kullanilan en yeni yontemlerden biri olan genetiksel tanilama ve in
siliko yontemlerini kullanmamiz ¢alismamizin diger yenilik¢i yonidiir.

Uygulanabilirlik

Bu c¢alismada yeni kesfedilen bakteri susunun uygun dozlar1 organik giibre iiretiminde
kullanilarak ticari bir tirlin gelistirilebilir. Ayrica iirlinlimiiziin biyoremidasyon islemlerinde de
goniil rahatligiyla kullanilabilecegi 6ngoriillmektedir. Bakterimizin biz sadece bir halojenli
organik bilesik olan dalapon herbisitini pargalama yetenegini inceledik ancak baska alanlarda
ki islevleri arastirilabilir ve baska ticari boyutlar1 da kanitlanabilir. Bu konu daha ¢ok bilimsel
arastirmaya agik bir konudur.

Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi

Proje kapsaminda tiim deneysel ¢alismalar Dr Ogr. Uyesi Yilmaz Kaya Danismanliginda 19
Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarmmsal Biyoteknoloji Béliimii Laboratuvarlarinda
gergeklestirilmistir. Dr Ogr. Uyesi Yilmaz Kaya deneyde kullanilan tiim kimyasal madde ve
cihazlar1 kullanma imkan1 sunmustur.

Cizelge 8. Malzeme ve Fiyat Listesi

Adi, Modeli E:;:E Adet (;gr\’/'a[r;; E‘i?fjﬂ'_) Gerekgesi

pipet ucu - seffaf - 10 u 90 6 540 MolekiilerAnalizler
pipet ucu - seffaf - 200 ul 90 6 540 MolekiilerAnalizler
pipet ucu - seffaf - 1000 ul 90 6 540 MolekiilerAnalizler
:;i%n?g:asflymerase' 480 1 480 MolekiilerAnalizler
100 BP DNA LADDER 900 1 900 Molekiiler Analizler
Ameliyat Eldiveni 75 10 750 MolekiilerAnalizler
Steril Petri 2,1 500 1050 MolekiilerAnalizler
Agaroz 750 1 750 MolekiilerAnalizler
Toplam 5550




Cizelge 9. Proje Zaman Planlanmasi
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7. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar)

Diinyadaki toplam yillik pestisit kullanimi incelendiginde pestisit tiiketimi miktarinin 3 milyon
tondan daha fazla oldugu, Tiirkiye’deki pestisit kullanim1 incelendiginde ise bu miktarin 2018
yil1 itibariyle yaklasik 60.020 tona ulastig1 goriilmiistiir. Tiirkiye’deki kimyasal giibre (azot,
fosfor, potasyum) kullaniminin ise her yil 100 milyon tondan daha fazla gergeklestigi tahmin
edilmektedir. 1960’lardan bu yana pestisit kullanimi 15-20 kat artmasina ragmen; zararli,
hastalik ve yabanci otlardan kaynaklanan verim kaybinin hala yiiksek oranda oldugu
bilinmektedir. Kullanilan bu bilesikler zamanla siirdiiriilebilir bir tarimi engellemektedirler
(Barman ve Varshney, 2008 Sondhia ve Singhai, 2008).

Diinyamizda bulunan tiim ekolojik ortamlar, tarim alanlari1 ve sucul ortamlar projemizin hedef
Kitlesidir. Bu herbisit(Dalapon) suda yiiksek oranda ¢6ziiniir oldugu i¢in tiim toprak tiplerinde
yiiksek hareket kabiliyetine sahiptir ve bu nedenle dalapon sizintis1 meydana gelebilir, su
kaynaklar1 kolayca kirlenebilir. Klorlu hidrokarbonun besin zincirine ve su {irlinlerine
salinmasindan sonra stirekliligi, biyolojik birikimi ve toksisitesinin bir sonucu olarak onemli
cevre kirliligine ve insan sagligi sorunlarma yol agtidi bilinmektedir. Onerilen proje ile
iiretilecek olan organik {irtiniin tamamen dogal, biyouyumlu, siirdiiriilebilir ve biyoekonomik
anlamda ¢ok degerli bir {iriin oldugu diistiniilmektedir.

Riskler

Onerilen projedeki en 6nemli ve en zor asama sdzii edilen bakterilerin laboratuvar ortaminda
optimize edilmis kosullarda yetistirilmesidir. Bu asamadaki en biiylik risk yetistirilen
bakterilerin kontamine olmasidir. Boyle bir olayin yasanmasi ihtimaline karsi izole edilen
orneklerden stok kiiltiirler ayrilip derin dondurucuda saklanmaktadir. Bir kontaminasyon
halinde o anki kiiltiirler iptal edilecek olup; o an kullanilan biitiin cihaz ve malzemeler steril
edildikten sonra yeniden bakteri ekim ve saflastirma islemleri yapilarak steril kabinlerde
calismaya devam edilecektir.

YaptiZimiz patojenite testinde herhangi bir negroz olusumu goézlemlenmemistir. Tiitiinde
yapilan asir1 duyarlilik testi negatif reaksiyon vermistir. I0Mm Dalapon iceren ortamda klortir
salinim1 gayet basarili olarak gergeklesmistir. izolatin dalapon kontaminasyonlu alanlarda
kontaminasyonu ortadan kaldirmak amaciyla biyoremediasyon ajani olarak rahatlikla
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kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Proje hayata gegirilirken karsilasilacak ¢ok biiyiik bir risk
on goriilmemektedir.
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