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OZET

Toksik kirleticilerin biyolojik pargalanma ve toksik 6zelliklerinin gideriminde bakterilerin rolii ¢esitli
aragtirmalarda ortaya konmustur. Birgok toksik kimyasal gibi siilfoniliire grubu herbisitlerin de
biyolojik olarak yikimi konusu son yillarda artan bir ilgiyle calisiimaktadir. Bu ¢alismada herbisitlerin
yogun olarak kullanildigi bugday ve musirin rotasyonlu ekildigi Tekirdag tarim alanlarindan
Pseudomonas cinsinin temel 6zellikleri ile uyumlu 134 izolat saflagtirilmistir. Bunlarin i¢inden yiiksek
herbisit konsantrasyonunda [500 mgL (w/v)] hayatta kalan 45 izolat segilmistir. Segilen izolatlar azotu
fikse etme (42 izolat) ve fosfat1 ¢dzebilme (31 izolat), nitrat1 indirgeme (37 izolat), lipolitik (45 izolat)
ve proteolitik (7 izolat) aktivite gOstermistir. Bunun yaninda izolatlarin klasik biyokimyasal ve
fizyolojik testler ile cins seviyesinde karakterizasyonu yapilmistir. Bu izolatlardan 5 tanesi ise
molekiiler biyolojik yontemler (16S rDNA dizi analizi) ile NCBI veri bankasindaki veriler ile
karsilastirilarak tiir seviyesinde de tanimlanmigtir. Tanimlama sonuglart en yiiksek benzerlige (%100-
99) sahip ilk ii¢ eslesmeye gore degerlendirilmis ve izolatlar Pseudomonas cremicolorata,
Pseudomonas parafulva; Pseudomonas putida (izolat 13); Pseudomonas baetica, Pseudomonas
koreensis ve Pseudomonas helmanticensis (izolat 18); Pseudomonas plecoglossicida, Pseudomonas
cremicolorata; Pseudomonas parafulva (izolat 28); Pseudomonas reidholzensis, Pseudomonas putida
(izolat 38 ve 42) olarak tanimlanmugtir.

Characterization of Pseudomonas species isolated from agricultural areas applied
with sulphonylurea group herbicides in Tekirdag province

ABSTRACT

The role of bacteria in biological degradation and removal of toxic properties of pollutants has been set
out in various studies. Like many toxic chemicals, biological degradation of sulphonylurea group
herbicides has been studied with increasing interest in recent years. In this study, 134 isolates of
Pseudomonas genus were isolated and purified from intense-herbicide applied agricultural areas, where
wheat and corn were cultivated in rotation, in Tekirdag province. Among these, 45 isolates which
survived at high herbicide concentration [500 mgL™! (w/v)] were selected. The selected isolates showed
the ability of nitrogen fixation (42 isolates) and phosphate solubilization (31 isolates), nitrate reduction
(37 isolates), lipolytic (45 isolates) and proteolytic (7 isolates) activity. In addition, genotypic
characterization of the isolates was performed by classical biochemical and physiological tests. Five of
these isolates were identified at the species level by comparison with the data in the NCBI database by
molecular biological methods (16S rDNA sequence analysis). The identification results were evaluated
according to the first three matches with the highest identity rate (100-99%) and isolates were identified
as Pseudomonas cremicolorata, Pseudomonas parafulva, Pseudomonas putida (isolate 13);
Pseudomonas baetica, Pseudomonas koreensis and Pseudomonas helmanticensis (isolate 18);
Pseudomonas plecoglossicida, Pseudomonas cremicolorata; Pseudomonas parafulva (isolate 28);
Pseudomonas reidholzensis and Pseudomonas putida (isolates 38 and 42) .
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1. Giris

Toprak neminin 6nemli oldugu kuru tarim yapilan ekim alanlarinda, kiiltiir bitkisi ile yabanci otlar arasindaki
yasam miicadelesi, yeterince yagis alan bolgelere gore daha fazladir (Donald, 1963). Yetersiz su, paylasiimasi
gereken besin miktarinin smirlilifi ve yetersiz 151k nedeniyle kiiltiir bitkisi ve yabanci ot arasinda bir rekabet ortanu
olugsmaktadir. Yabanci otlarin allelopatik etkisi kiiltiir bitkisinin kalite ve verimliligini olumsuz etkilemektedir
(Williams 1984; Waller 1989; S6zeri ve Solmaz 1996).

Yabanci otlarla miicadele yapilmadig: takdirde %50“ye varan iiriin kayiplari meydana gelmektedir (Bolton ve
Hepworth 1972). Herbisitlerin yabanci ot miicadelesinde kullanimi, yesil devrimin bir pargasi olarak goriilmiis olsa
da, ozellikle 80’li yillardan itibaren, yogun bir sekilde kullanimlarinin negatif sonuglari 6n plana ¢ikmaya
baglamustir. Sonrasinda ise Ozellikle birim alana daha diisiik miktarda etken madde igeren siilfoniliire grubu
herbisitlerin piyasaya ¢ikmasiyla diinyada herbisit kullaniminda azalma meydana gelmistir. Son yillarda diinya
capinda yogunlukla kullanilan Siilfoniliire grubu herbisitler, insan ve hayvan saghig: iizerinde diisiik toksisiteye
sahip olmalar1 nedeniyle tercih edilmektedir. Bu grup herbisitler bugday, arpa, piring, soya fasulyesi, pamuk, patates
ve musir gibi drilinlerin yetistiriciliginde yabanci ot miicadelesi i¢in diinya ¢apinda kullanilan, genis bir kimyasal
herbisit grubudur (Blair ve Martin, 1988; Brown, 1990; Zhou ve ark., 2008). Her ne kadar birim alanda kullanilan
herbisit miktarmin tonaj bazinda azalmasi saglanmis olsa da zaman igerisinde bu grup herbisitlerin de digerlerine
benzer yan etkilerinin oldugu gozlenmistir (Bellinder ve ark., 1994). Bu nedenle siilfoniliire grubu herbisitlerin de
dahil oldugu yabanci ot ilaglarinin toprakta aktif olarak bulundugu veya kaldig: siire ¢ok onemlidir (Kaur ve Brar,
2014). Bu siire, yabanci ot ile ekilen bitki arasindaki hayatta kalma miicadelesinde ekimi yapilan bitki lehine olacak
sekilde sinirlt olmalidir. Yabanci otun gelisiminin engellendigi siirecte herbisit parcalanmali veya kalintilar1 da dahil
toprakta aktivitesini kaybederek kaybolabilmelidir (Zimdahl, 2007). Ancak sulfonillire herbisitler 6zellikle alkali
topraklarda uzun siire aktif olarak kaldiklarindan, rotasyona tabi ekilen ikinci tiriin bitkilerinde ciddi fitotoksisiteye
neden olmaktadir (Kaur ve Brar, 2014). Bu durum ise giftcilerin ikinci {riin olarak ekebilecegi bitki tercihlerini
sinirlandirmaktadir (Basaran, 2010).

Dogada bulunan tiim kirleticiler, dolayli veya dogrudan insan sagligim etkilemektedir. Bu sebeple, kirleticilerin
mevcut saglikli ¢evreden bir an 6nce detoksifikasyon veya biyoremediasyon yolu ile uzaklastirilmasi veya etkisiz
hale getirilmesi, kirlilikle miicadelenin ana senaryosunu olusturmaktadir. Bunun saglanmasi i¢in en 6nemli kaynak
hi¢ kuskusuz ¢evrede dogal olarak bulunan ve biyoremediasyon yetenegi olan mikroorganizmalardir (Wasi ve ark.,
2013). Toksik kirleticilerin biyolojik pargalanma ve detoksifikasyonunda bakterilerin rolii birgok c¢aligmada
belgelenmistir (Johri ve ark., 1996; Wasi ve ark., 2011a, b). Bu konudaki ilk rapor Matsumura ve ark. (1976)
tarafindan persistent pestisit hegzeklorosiklohekzan (HCH)’ m Pseudomonas spp. izolatlar1 tarafindan aerobik
olarak parcalanmasi konusunda yapilmistir. Daha sonralarda bu mikroorganizmanin P. paucimobilis oldugu, Wada
ve ark. (1989) tarafindan bildirilmistir. Literatiirde 2,4 D, karbamat gibi pestisitlerin, fenolik bilesiklerin, kathekol
gibi pestisit ham maddelerinin, petrolyum hidrokarbonlarimin, Cd, Cr, Cu gibi agir metallerin, p-crezol, petrol
hidrokarbonlar1 gibi organik veya inorganik Kirleticilerin par¢alanmasi veya gideriminde etkin olan bagta P.
aeruginosa, P. acidovorans, P. flourescens ve P. putida olmak Uzere pek ¢ok Pseudomonas sp. tlrli bakteri rapor
edilmistir (Wasi ve ark., 2013). Pseudomonas cinsi bakteriler sahip olduklar1 biyoremediasyon ve parcalama
yetenekleri sayesinde tarim ve ¢evre koruma uygulamalarinda potansiyel kullanim alanlarma sahip
mikroorganizmalardir.

Bu ¢alismada, TNM ve NS etken maddeli herbisitlerin yogunlukla kullanildig1 Tekirdag ili, Siileymanpasa ilge
sinirlart i¢inde bulunan hububat ekim alanlarindan alinan toprak orneklerinde biyoremediasyon ve biyolojik
pargalama yeteneklerine sahip olan tarimsal uygulamalarda bitki dostu biyoformiilasyonlar i¢in aday Pseudomonas
tiirii bakterilerin izolasyonu, saflagtirilmasi ve siilfoniliire herbisitleri biyolojik olarak pargalayabilme yeteneklerine
sahip olanlarindan segilen izolatlarin mikrobiyolojik ve molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmustir.

2. Materyal ve Yontem
2.1 Toprak Orneklerin toplanmast

Tekirdag Ili Siileymenpasa ilge smirlar1 icinde bulunan ve érnekleme bolgesi olarak segilen tarim arazilerinden,
resmi izinler alindiktan sonra 2018 yili Ekim ayinda hasat sonrasi tribeniiron metil ve nikosiilfiiron kullanildigi
tespit edilen ve ekim ndbeti (miinevebeli ekim) ile bugday ve musir ekilen Yagci, Osmanli, Banarli kdyleri ve
Siileymanpasa /Gazioglu Mahallesi’ndeki arazilerde bulunan hububat bitkilerinin rizosferinden (10-30 cm
derinlikten) ve tarla yilizey topragindan toplam 36 toprak 6rnegi alinmistir (Sekil 1).Toprak 6rnekleri temiz kagit
havlulara sarilarak agz1 kilitli posetler igerisinde tasmabilir ara¢ buzdolabinda laboratuvara getirilmistir. izolasyon
protokoliiniin uygulanmasina kadar +4 °C soguk odada saklanmustir.
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2.2 Izolasyon, saflastirma ve stoklarn hazirlanmast

Toprak ornekleri temiz filtre kagitlar1 tizerinde kurutulup iyice toz haline getirildikten sonra porselen
stizgeclerden elenerek, bitki 6rnekleri ise yaprak ve kok bolgesinden steril bistlri ucu yardimu ile kesilerek izolasyon
icin hazir hale getirilmistir. Her bir 6rnekleme noktasina ait bitki ve toprak drnekleri gahit 6rnek olarak saklanmak
iizere posetlenerek +4°C’ ta muhafaza edilmistir.

2.3 Rizosferik ve yiizey topragi érneklerinden izolasyon

Buzdolabinda (4+°C) saklanan toprak &rneklerinden 1 gr tartilmistir. Ornekler yaklasik 9 ml steril peptonlu su
iceren (zenginlestirme, adaptasyon ve ¢ogaltma i¢in) tiiplere aktarilarak vorteks ile karistirilip ve 30°C” ta 24-48 saat
inkiibe edilmistir. Ureme goriilen tiiplerden 100’er ul alinarak steril %0.9” luk fizyolojik tuzlu su (FTS) iginde 10-1-
10-7 arasinda seri diliisyonlar1 yapilmistir. Izolasyon protokoliinde Pseudomonas secici besiyeri olarak Cetremide
Agar [(CA)- Jelatinden elde edilen Pepton 20.0 g/L; Magnezyum Klorir 1.4 g/L; Potasyum sulfat 10.0 g/L]
kullanilmistir (Atlas, 2004). Hazirlanan 107, 106, 107 diliisyonlarindan 100 ul alinip CA besiyerine yayma ekim
yapilarak, gec tireyen farkli Pseudomonas tiirlerinin izole edilebilmesi i¢in ekim yapilan petri kaplar1 30°C’ ta 72
saat boyunca inkiibe edilmistir. CA besiyerinde inkiibasyonun 24., 48. ve 72. saatlerinde petri kaplarinda goriilen
farkli kolonilerden steril 6ze yardimiyla Nutrient Agar (NA) besiyerine saflastirilmistir. 24 saat inkiibasyonun
ardindan petri kaplarinda olusan kolonilerden alinan 6rnekler lam iizerine yayilarak Gram boyama ydntemi ile
boyanmistir. Gram negatif basil formundaki izolatlar, izolasyon bolgelerine gore kodlandiktan sonra steril Nutrient
Broth (NB) besiyerine inokiile edilerek 24 saatlik taze kiiltiirleri hazirlanmistir. Elde edilen taze kiiltiirlerden, %80’
lik steril gliserol (%50 v/v ) iginde -20 ve -80° C’ ta muhafaza edilmek iizere stok kiiltiir hazirlanmsgtir.

2.4 Biyolojik parcalanma deneyleri

Elde edilen tiim izolatlarin LB (Luria Bertani) sivi besiyeri i¢inde (%2v/v) 24 saatlik taze kiiltiirleri
hazirlanmigtir. Ayni besiyerinin agar formu ise tribenuron metil (Vesuper, 75 DF - %75 aktif madde iceren suda
eriyebilir toz formulasyon) ve nikosulfuron (Moonson, - 40 g/L aktif madde iceren sivi formiilasyonu) 500 mgL*
(w/v) final konsantrasyonunu igerecek sekilde ayri ayr1 hazirlanmistir. Izolatlarin taze kiiltiirlerinden bu
besiyerlerine ekim yapilmistir (Ma ve ark., 2009). Inokiile edilen izolatlar 30 °C’ ta 24-48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon periyodunu takiben hayatta kalan ve goriiniir hale gelen koloniler kaydedilmistir.

2.5 Izolatlarin Genus seviyesinde klasik mikrobiyolojik testler ile tanimlanmast

Biyolojik parcalama testleri sonucunda ylksek herbisit konsantrasyonunda hayatta kalan koloniler olusturabilen
izolatlara Pseudomonaslarin genus seviyesinde tanimlanmasinda tercih edilen Gram boyama, hareketlilik, oksidaz,
floreskin ve piyosiyanin pigment varliginin taranmasi, glukoz fermentasyonu, proteolitik ve lipolitik aktivite ve
indol, metil kirmizisi, Voges-Preskauer, denitrifikasyon testleri gibi biyokimyasal ve fizyolojik testler ile nalidiksik
asit, sefaloridin, penisilin G, pimarisin antibiyotiklerine direngliligin tarandig1 antibiyogram testi, N fiksasyonu, ve
fosfat ¢oziiniirliigii testleri Alexander ve Street, (2001)’ e gore elde edilen tiim saflastirilmis izolatlara (134 izolat)
uygulanmistir. Biyokimyasal karakterizasyonda genus seviyesinde Psedomonas’larin se¢imi i¢in genusu temsilen
pozitif kontrol olarak P. aeruginosa ATCC 15692 kullanilmustir.

2.6 Secilmis izolatlarin molekiiler biyolojik yontemler ile tamimlanmasi

Klasik biyokimyasal fizyolojik ve antibiyotik direnglilik test sonuglarna dayali tanimlama testlerini takiben
molekiiler biyolojik (16S rDNA dizleme) yontemler ile tanimlanmak Uzere 5 izolat; glikozu iyi derecede fermente
edebilen (izolat 13), iyi derecede PO4’l1 bilesikleri ¢ozebilen (izolat 18), iyi derecede proteolitik ve lipolitik
aktiviteye sahip olmasinin yani sira, iyi derecede PO4’l1 bilesikleri ¢dzebilen (28 no’lu izolat) ve bunlarin her ikisine
de sahip (izolat 38 ve 42) izolatlardan secilmistir (Cizelge 1).

2.6.1. DNA izolasyonu

Secilen izolatlardan DNA izolasyonu i¢cin 5 ml LB besiyerinde %2 (v/v) Pseudomonas sp. izolatlarinin 24 saatlik
taze kiltdrleri 30 °C’ta inkiibe edilerek hazirlanmistir. Taze kiiltiirler 4500 g’de 20 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasi elde edilen pelletlerden NucleoSpin® Microbial DNA Isolation Kit (Macherey-Nagel, Almanya)
kullanilarak DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA’ larin varlig1 agaroz jelde gosterilerek, nanodrop
(Thermo Scientific, Nanodrop Lite Spectrophotometer/USA) ile miktar tayinleri yapilmuistir.
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2.6.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile 16 S rDNA dizisinin ¢cogaltilmasi

izolatlarin DNA’larindan 16SrDNA bolgesinin eldesine ve cogaltilmasina yonelik olarak Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) i¢in reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Primer olarak 16 S rDNA gen bdolgesine 6zgiill 27F 5" —
AGA GTT TGA TCM TGG CTC AGA - 3" ve 1492 R 5' - TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T - 3' evrensel
primer ciftleri kullanilmistir (Lane, 1991; Zhang ve ark., 2013). Reaksiyon toplam hacmi 50 pl olacak sekilde; 1X
PZR Taq buffer, 0.2 uM dNTP karisimi, 200 pM, 0.5 uM F ve R primer giftleri, Taq polimeraz 1 u/ul, kalip DNA
<50 ng ile hazirlanmis ve 50 pul’ye RNaz ve DNaz ari apirojen su ile tamamlanmistir
(https://www.uoftmedstore.com/pdfs/CrimsonTaq_MedStore.pdf). Termal dongii cihazi programi, 6n denatiirasyon
95 °C’ta 5 dk, denatiirasyon 95°C’ta 1 dk, baglanma 58°C’ta 1 dk, uzama 72°C’ ta 10 dk olacak sekilde toplam 30
dongii olarak gerceklestirilmigtir. PZR sonucu elde edilen yaklasik 1500 baz ciftlik 16S rDNA bdlgesinin elde
edildigi, %1’ lik agroz jelde 45 dk 80/110 V’ta yiiriitiildikten sonra goriintiilenmistir. PCR iiriinleri Triogen
(Almanya) firmasina dizi analizine gonderilmistir. Cift yonlii olarak dizilenen 16S rDNA gen boélgeleri “revers
complement programi” kullanilarak birlestirilmis (https://www.genscript.com/sms2/rev_comp.html) tek bir dizi
haline getirilmistir. izolatlarin 16stDNA gen bélgesine ait diziler NCBI Basic Local Alignment Search Tool gatisi
altindaki Nucleotid BLAST programi kullanilarak veri bankasindaki diziler ile karsilastirilmigtir (Altschul ve ark.,
1997).

3. Bulgular ve Tartisma
3.1 Ornekleme sonuclari

Calisma kapsaminda 36 Ornekleme bolgesinden alinan rizosferik ve yiizey toprak orneklerinden CA segici
besiyeri kullanilarak toplam 134 Pseudomonas izolat1 elde edilmistir.

3.2 Biyolojik parcalanma deneyleri

Biyolojik par¢alanma deneyleri sonucunda NS’ da iiremeyen 4 izolat diginda tiim izolatlar biyolojik parcalanma
testleri icin NS ve TBM herbisit etken maddelerini (500mgL!) iceren LB agarda gelisebilmistirler.

3.3 Izolatlarin Genus seviyesinde tamimlanmasi

Elde edilen 134 izolata Gram boyama, hareketlilik, oksidaz, floreskin ve piyosiyanin pigment varliginin
taranmasi glukoz fermentasyonu, proteolitik ve lipolitik aktivite ve indol, metil kirmizisi, Voges-Preskauer testleri,
denitrifikasyon, N fiksasyonu, ve fosfat ¢oziiniirligii testleri gibi biyokimyasal ve fizyolojik testler ile nalidiksik
asit, penisilin G, pimarisin antibiyotiklerine direngliligin tarandigi antibiyogram testi uygulandiktan sonra, 134
izolatin i¢inden yakin izolasyon noktalarindan gelen ve benzer 6zelliklere sahip olanlar1 ayrilarak, birbirinden farkli
noktalardan izole edilen 45 izolat se¢ildi. Bu izolatlar i¢in yukarida adi gegen testler tekrarlanmistir ve segilen
izolatlar azotu fikse etme (42 izolat) ve fosfati ¢ozebilme (31 izolat), nitrat1 indirgeme (37 izolat), lipolitik (45
izolat) ve proteolitik (7 izolat) aktivite gdstermis, sonuglar Cizelge 1” de verilmistir. Test sonuglarina gore; 45 Gram
negatif izolatin tamamu hareketli iken iglerinden 42 izolat oksidaz pozitif, 3 izolat ise oksidaz negatif olarak
bulunmustur. Piyosiyanin, floreskin pigmentlerinden birini veya her ikisini birden iireten 30 izolat tespit edilmis,
kalan 15 izolat herhangi bir pigment olusturmamustir. 11 izolat disindaki tim izolatlar (34 izolat) glukozu
kullanmustir. 7 izolat (3 tanesi giiglii olmak tizere) proteolitik aktivite gésterirken, tiim izolatlar (2 tanesi gicli
olmak {izere) lipolitik aktivite gostermistir. Tiim izolatlarin Indol, Metil kirmizisi ve Voges Proskauer testleri negatif
bulunmustur. Nitrat1 nitrite indirgeyen izolat sayisi 37 iken 8 izolat negatif sonu¢ vermistir. Bunun yaninda ayni
zamanda azotu fikse eden 42 izolat tespit edilmis, bunlardan 9 izolat gii¢lii pozitif sonug¢ vermistir. 3 izolat ise azotu
fikse etmemistir. 31 izolatin 14 tanesi giiglii fosfati ¢ozebilme yetenegi gostermistir. Antibiyogram test sonuglarina
gore ise 16 numarali izolat Penisilin G ye, 19 numarali izolat ise Pimarisin antibiyotiklerine karst hassas
bulunmustur. Ayni1 zamanda 29 numarali izolat ise Penisilin G’ye karst orta diizeyde (intermediate) hassas
bulunmustur. Kalan tiim izolatlarin nalidiksik asit, penisilin G ve pimarisin antibiyotiklerine karst ¢oklu antibiyotik
direncine sahip olduklar1 gozlemlenmistir (Cizelge 1). ISO/TS 11059 uluslararasi standardina (2017)’e gore
Pseudomonaslarin se¢iminde bu antibiyotikleri iceren besiyeri katkilarinin kullanimi 6nerilmekte ve Pseudomonas
tirlerinin diigitk membran gegcirgenlikleri sebebiyle dogal olarak c¢oklu antibiyotik i¢ (intrinsic) direncine sahip
olduklar1 bilinmektedir (Pachori ve ark., 2019). Elde edilen bulgular tiir seviyesinde bu izolatlarin Pseudomonas sp.
olduklarim desteklerken tir seviyesinde Pseudomonas aeruginosa’ya yaklastirmustir.
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3.4 Molekiiler Biyolojik yontemler ile izolatlarin tanimlanmasi

S6z konusu 5 izolata dair elde edilen dizilerin NCBI veri bankas1 benzerlik sonuglar1 izolatlarin; biyokimyasal ve
fizyolojik test sonuglarmi dogrular nitelikte Pseudomonas sp. tiirlerine benzerlik gostermistir (Cizelge 2). Bu
calisma kapsaminda Tekirdag ili, Siileymanpasa ilge sinirlar1 iginde bulunan farkli tarim alanlarindan izole edilen
bakteriler genus seviyesinde hem klasik hem de molekiiler tani testleri ile Pseudomonas sp. olarak tanimlandi. Elde
edilen izolatlarin, biyokimyasal karakterizasyon testleri sonucunda kontrol olarak kullamilan P. aeruginosa ATCC
15692 ile benzer 6zelliklere sahip oldugu gdézlemlenmistir. ilgili kontrol tiiriine gérece farkli biyokimyasal dzellikler
gosteren izolatlar, molekdler testler ile Pseudomonas genusunun farkl tiirlerine BLAST analizi sonucunda yiiksek
benzerlik (%99-100) gostermistir (Cizelge 2). 13 numarali izolat P. creimicolorata DSM 17059, P. parafulva
NRBC 16636’ ye %100 benzerlik orani ile benzerlik gostermistir. 18 numarali izolat P. beatica %100, P. koreensis
ve P. helmanticensis’e %99 benzerlik orani ile benzerlik gostermistir. 28 numarali izolat P. plecoglossicida NBRC
103162, P. cremoricolorata DSM 17059 ve P. parafulva NBRC 16636’ ¢ %100 benzerlik gostermistir. Otuzsekiz
ve 42 numarali izolatlar ise P. reidholzensis, P. putida NBRC 14164 ve P. putida ATCC 12633 aym1 benzerlik
yiizdesi (%99) ile benzerlik gdstermistir. Son iki izolatin (38 ve 42 no’ lu izolatlar) ayn1 bakteri tiirii olma ihtimalleri
biyokimyasal test sonuglari ile de desteklenmektedir.

Onii¢ numaral izolat 6zelinde arastirildiginda; P. cremicolorata ve P. parafulva’nin P. putida’dan filogenetik
olarak dallanarak farklilastigi ve yiiksek akrabalik seviyesinde benzer olduklari bildirilmektedir (Pefia ve ark.,
2016). Her {i¢ tiir de Pseudomonas’larin genel 6zelliklerini (Gram- negatif- gubuk seklinde hareketli, oksidaz ve
katalaz pozitif) tagimasinin yanisira 16S rRNA gen dizilemesine gore de Pseudomonas genusunda
konumlanmaktadirlar. Bu {ii¢ tiir de suda ¢éziinmeyen sar1 pigment olusturmakta diiz, konveks ve kremsi koloni
yapisi ile nutrient agar tizerinde karakterize olmaktadirlar (Uchino ve ark., 2001). Bu ¢alisma ile 13 numarali izolat
i¢in elde edilen molekiiler tan1 sonuglarina gore bu izolatin tiim genom dizilemesi gibi ileri molekiler yontemler
yaklagimiyla tiir seviyesinde tanimlanma siirecinin tamamlanabilecegi goriilmektedir. 18 numarali izolat i¢in yapilan
literatiir taramasinda ilgili tiiriin 2012 yilinda Lopez ve arkadaslari tarafindan P. beatica isimlendirmesi ile yeni bir
Pseudomonas tiirii olarak dnerildigi goriilmektedir. Diger yandan bu tiiriin Pseudomonas tiirlerinden jelatin hidrolizi,
glukozdan asit olusturma ve %6 NaCl’de gelisebilme fenotipik karakteristikleriyle ayrildigini ve virulans testlerinde
dilbalig1 patojeni olarak tanimladiklarini bildirmislerdir. Ilgili tiiriin 16S rRNA dizi analizine gére P. koreensis
(Kwon ve ark., 2003) ile yakin bir akrabalik iliskisine sahip oldugu ve bu asamada temel genler (housekeeping) ile
(6zellikle gyrB, rpoB, rpoD genleri) P. beatica’ dan ayirimimin daha net sonuglar verecegi bildirilmistir (Ramirez-
Bahena ve ark., 2014). P. helmanticensis 16S rRNA dizi analiz sonuglarina gore, bu tiirin P. koreensis ve P.
beatica’dan dallanarak farklilagtigi  belirtilmis ve kesin bir simiflandirma igin yine temel genler bazinda
incelenmenin gerektigi ifade edilmistir (Mitsutomi ve ark., 2017). Giiglii proteolitik ve lipolitik aktivitesi ile 6ne
¢ikan 28 numarali izolatin benzerlik gosterdigi P. plecoglossicida ise tipki P. parafulva ve P. cremicolorata gibi P.
putida ana dalindan dallanarak farklilasmis yeni tiirlerden olup balik patojeni olarak tanimlanmis, ayni zamanda
kendine 6zgiil bakteriyofajlarinin tanimlanmasi ile hastalik kontroliinde kullanilabilecegi dnerilmistir (Park ve ark.,
2000). 38 ve 42 numarali izolatlar ise, ayn1 oranda (% 99) P. reidholzensis ve farkli iki mikroorganizma kiiltiir
koleksiyonuna [National Board for Respiratory Care (NBRC) ve American Type Culture Collection (ATCC)] ait P.
putida’min iki tiiriine benzerlik gostermisgtir. S6z konusu bu izolatlar, P. putida ile yakin akrabaliklarimin
vurgulandig1 c¢aligmalarda degredasyon kabiliyetlerine ek olarak bitki patojenleri ile miicadele eden Onemli
Pseudomonas tiirleri olarak tanimlanmiglardir (Rutz ve ark., 2019).
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Sekil 1. Ornek toplama bélgeleri (6rnekler, daire icinde yer alan farkl tarim alanlarindan alinmustir).
Figure 1. Sample collection sites (samples were collected from different agricultural areas in the circle).
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Cizelge 1. Segilmis izolatlarin kontrol test bakterisi (P. aeruginosa ATCC 15692)’ne gore test sonuglari

Table 1. Test results of selected isolates according to control test bacteria (P. aeruginosa ATCC 15692).

No Gram Hareketlilik ~ Oksidaz PO* GF* PET* LET* Indol MR VP NI* N F* PO, N Pen Pim*
boyama Testi T Testi*  Testi* c* A* G*
P. - + + Pyc/FIr  ++++ +++ ++++ - - - + ++++ ++++ R R R
aeruginosa
(+K)*
1 - + + Fir - + - - - + - R R R
2 - + + Pyc - + - - - - + R R R
3 - + + Pyc/ FIr - - + - - - + ++ + R R R
4 - + + - - + - - - + + + R R R
5 - + + Pyc/FIr - + - - - + - + R R R
6 - + + - ++ - + - - - + - - R R R
7 - + + - + - + - - - + + + R R R
8 - + + - ++++ + ++++ - - - + + - R R R
9 - + + - - + + - - - - + - R R R
10 - + + - + + + - - - + ++ R R R
11 - + + - + - + - - - + - R R R
12 - + + Pyc + - + - - - - ++++ + R R R
13 - + + Pyc ++++ + - - - + + R R R
14 - + + Pyc ++++ + - - - ++++ ++ R R R
15 - + + - + - + - - - - ++++ + R R R
16 - + + Pyc + - + - - - + + - R S R
17 - + + Pyc/Flr + + - - - + ++ +++ R R R
18 - + + - - + + - - - + + ++++ R R R
19 - + + Pyc + - + - - - + ++++ +++ R R S
20 - + + Pyc - - + - - - + + - R R R
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Cizelge 1’in devamu...

No Gram Hareketlilik Oksidaz PO GF PET LET Indol VP MR N NF PO, C NA Pen  Pim
boyama Testi T Testi Testi G
21 - + Pyc - - + - - - + + - R R R
22 - + + - - - + - - - + + - R R R
23 - + + Pyc + - + - - - - ++++ +++ R R R
24 - + + - + - + - - - + + - R R R
25 - + + - + - + - - - + + - R R R
26 - + + Pyc - - + - - - - + +++ R R R
27 - + + Pyc + - + - - - + + +++ R R R
28 - + + Pyc + ++++ ++++ - - - + ++ +++ R R R
29 - + + Pyc + - + - - - + ++ + R I R
30 - + + - + - + - - - + ++++ + R R R
31 - + + Pyc/ Flr + - + - - - + ++ ++ R R R
32 - + + Pyc/ Fir - - + - - - + ++ +++ R R R
33 - + + Pyc/ Fir + - + - - - + ++ ++ R R R
34 - + + Pyc/ Flr + - + - - - + ++ ++ R R R
35 - + + - + - + - - - + + - R R R
36 - + + Pyc + - + - - - + - R R R
37 - + - - - - + - - - + ++ +++ R R R
38 - + - Pyc + - + - - - + ++++ +++ R R R
39 - + - Pyc - - + - - - - ++ +++ R R R
40 - + + Pyc - - + - - - + + +++ R R R
41 - + + Pyc/Flr + - + - - - + ++ +++ R R R
42 - + + Pyc + - + - - - + ++++ +++ R R R
43 - + + Pyc + - + - - - + ++ ++ R R R
44 - + + Pyc + - + - - - + - ++ R R R
45 - + + Pyc + - + - - - - ++++ + R R R

*+K: pozitif kontrol; PO, Pigment olusumu; GF, Glukozun fremantasyonu; PET; Proteolitik enzim (Kazein) testi; LET, Lipolitik enzim (lipaz) testi; VP, Voges-Preskauer testi; MR, Metil red
testi; NI; Nitrat indirgeme testi; NF, Azot fiksasyonu testi; PO4 C, inorganik PO4 indirgeme testi; NA, Nalidiksik Asit; Pen G, Penisilin G; Pim, Pimarisin
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Cizelge 2. 16S rDNA dizi analiz sonuglarma gére, NCBI veri bankasindan elde edilen tanimlama sonuglar1 ve
benzerlik yizdeleri.

Table 2. According to 16S rDNA sequence analysis results, identification results and maximum identity
percentages obtained from NCBI database

izolat No* Skor B\?S;ggls'ik Sonug
P. cremicolorata DSM 17059 = NBRC 16634
13 1434 %100 P. parafulva NBRC 16636 = DSM 17004
P. putida strain ICMP 2758
%100 P. baetica
18 1475 P. koreensis
%99 P. helmanticensis
P. plecoglossicida NBRC 103162
28 1407 %100 P. cremoricolorata DSM 17059
P. parafulva NBRC 16636
P. reidholzensis
38 1389 %99 P. putida NBRC 14164
P. putida ATCC 12633
P. reidholzensis
42 1434 %99 P. putida NBRC 14164
P. putida ATCC 12633
4. Sonug

Calisma kapsaminda baska arastirma konularina yonelik olarak degerlendirilecek toplam 134 izolat elde
edilmistir. Bu izolatlardan 45 tanesi klasik yontemler kullanilarak 5 tanesi de molekiiler teknikler kullanilarak
karakterize edilmistir.

Tanimlanan bu yeni tiirler tarim alanlarinda herbisit ve pestisitlerin biyolojik par¢alanmalar1 basta olmak {izere
ve bitki bakteri iligkilerinin anlagilmasinda yeni ¢alisma konusu olabilme dnemi tagimaktadir. S6z konusu izolatlar
ile ¢aligmalarin bir sonraki basamaginda tanimlanma calismalar1 6zellikle gyrB, rpoB, rpoD gibi korunmus gen
bolgeleri veya tiim genom dizileme teknikleri kullanilarak derinlestirilecektir. Izolatlarin yeni biyoformiilasyonlart
preparat haline getirilerek ileride yapilacak ¢alismalarin materyali olacaktir.

Tesekkiir

Bu arastirma Gebze Teknik Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan GTU BAP 2018 A-105-A-4 no’lu
proje ile desteklenmistir. Sulfonillre herbisitin gok miktarlarda kullanildig1 tarim alanlarinin 6nceden belirlenmesi,
toprak orneklerinin toplanmasi sirasinda arazi sahipleri ile iletisim ve érnekleme bdélgelerine ulasim konusunda
rehberlik eden Tekirdag Il Tarim ve Orman Miidiirliigii personeli Ziraat Miihendisi Ahmet AYVAZ’ a calismamiza
yaptig1 destek ve katkidan dolay: tesekkiir ederim.
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