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OZET

Bu calismada, iilkemizin 06zellikle Akdeniz bolgesinde pamuk, antep fistigl,
domates, biber ve patlican yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilan imidakloprid etken
maddeli insektisitin bazi1 toprak bakterileriyle biyoislahi tizerinde durulmustur. Calismada
izole edilen bakterilerin bulundugu tarim topragi Adana ili Alihocali mahallesinde pamuk
yetistiriciligi yapilan bir tarladan alinan toprak 6rneklerinden temin edilmistir. Bu maksatla
insektisitin tarim arazilerinde kullanilmasi tavsiye edilen konsantrasyonlari baz alinarak
hazirlanan ¢ozeltilerinin i¢ine zirai alandan izole edilen ve zenginlestirilen baz1 bakteri
turleri ilave edilmis ve yedi-on dort giin boyunca 24’er saatte bir olmak {izere alinan
orneklerde kimyasal oksijen ihtiyact (KOI), biyolojik oksijen ihtiyaci (BOIs), toplam
organik karbon (TOK), pH ve ¢6ziinmiis oksijen Ol¢iimleri yapilarak biyoislah izlenmesi
takip edilmistir.

Bu maksatla izole edilen ve zenginlestirilen bakteriler hem sivi hem de
laboratuvarda olusturulan yapay tarla diizeneklerine asilanmis ve sivi ortamlarda ve
topraktan elde edilen siiziintiilerde haftada bir yapilan deneylerle s6z konusu
parametrelerde ne 6l¢iide bir degisime ugradiklar1 gézlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Imidakloprid, insektisit, kimyasal oksijen ihtiyaci, biyolojik oksijen
ihtiyaci, toplam organik karbon



ABSTRACT

In this study, bioremediation of insecticide that has an active ingredient of
imidacloprid which is widely used in the Mediterranean region of our country on the
cultivation of cotton, pistachio, tomato, pepper and eggplant has been investigated via
some soil bacteria. Agricultural soil for isolation of bacteria used in this study are gained in
a cotton culcivation are from Alihocali main street in Adana province. Fort his purpose
isolated and enriched bacteria added to prepared based advised concantrations of
insecticide in agricultural area and in seven-fourteen days period, each 24 hours, chemical
oxygen demand (COD), biochemical oxygen demand (BOD), total organic carbon (TOC),
pH and dissolved oxygen parameters are performed and bioremediation studies monitored.

For his purpose, isolated and enriched bacteria are added to both liquid and artifical
agricultural field and changing of these parameters are monitored once a week from the
filtrates gained from this liquid and soil media.

Key words: Imidacloprid, insecticide, chemical oxygen demand, biochemical oxygen
edmand, total organic carbon.
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1. GIRIS

Son 50 yilda pestisitler tarimsal yasamin énemli bir parcasi haline gelmistir. Pestisit
kullanimi her ne kadar tarimsal iiretim miktarini arttirmaya yonelik olsa da tiretimindeki ve
tarimsal endiistrisindeki sahip oldugu paymin artisi bu maddelerin gereginden fazla
kullanimini giindeme tagimustir (Oliveira-Silva ve ark., 2001). Bu maddelerin faydalarina
ilave olarak toksik etkileri ayn1 zamanda ¢evresel risk tasirlar. (Golfinopoulos ve ark.,
2003).

Pestisitler topraga direkt ya da toprak ilizerindeki bitki Ortiisiine uygulanirlar ve
boylelikle alici ortamlara kolayca ulagirlar (Goncalves ve ark., 2006). Boylelikle
pestisitlerden kaynaklanan cevresel zararlar toplum saglhigina ve dogal habitata tesir eder
(Liu ve ark., 2010). Pestisitler, insan sagligi, fauna ve g¢evre agisindan en ¢ok zarara yol
acan kirletici gruplarindandir (Vega ve ark., 2005). Pestisitler, uygulamadan hemen sonra
uygulama alanina ve uygulayiciya niifuz eder ve olumsuz etkileri bas gostermeye baslar
(Konradsen ve ark., 2003).

Mikroorganizmalarin biyoislahi, kalici organik kirleticilerin detoksifikasyonunda
konvensiyonel, kimyasal ve fiziksel metodlara kiyasla ¢evre dostu bir aritim modelidir.
Bununla beraber, kalict organik kirleticilerin biyopargalanmalar1 gibi uygulamalar
biyoislaha 6rnek olarak gosterilmektedir (Zotti ve ark., 2013). Bakteri ve mantarlarin
birgok tiirleri kalic1 ¢ok aromatik hidrokarbonlarin ve diger petol tiirevlerinin biyolojik
pargalanmalarinda goérev alir (Bacosa ve ark., 2010; Gemmell ve ark., 2016). Mikrobiyal
popiilasyonlarin organik materyalleri biyoparcalama 6zelligi oldukca yiiksektir.

Topragin karmasik bir yapiya sahip olmasindan dolay1 pestisitlerin pargalanmalari
sicaklik, pH, nem, bitki oOrtiisii tiirii gibi bircok farkli sebebe dayanmaktadir. Bir¢ok
arastirmactya gore toprak pH’1, perstisit uygulama hiz1 ve zamani, topragin organik madde
icerigi pestisit parcalanmasinda temel faktorlerdir. Bu faktorlerden toprak nemi ve sicakligi
pestisit uygulama sartlarini etkilemektedir (Ghadiri ve Rose, 2001). Pestisitlerin topraktaki
kaliciligr kimyasal ve biyolojik bir parcalanma olarak ele alinirsa topragin fiziksel,
kimyasal ve biyolojik Ozellikleriyle de diisiiniilmesi kacimilmazdir. Toprak
karakterizasyonu iklim, ana toprak materyali, i¢inde bulundurdugu canli organizma ve

bitki Ortiisiine bagli olarak degisebilir (Karasali ve ark., 2016).



Herbisitlerin biyoparcalanabilirligi topragin nem, sicaklik, alikonma siiresi,
gecirgenlik, besi maddesi igerigi, oksijen seviyesi, mikrobiyal popiilasyonu ve pestisit
¢ozunirligl gibi parametrelerden etkilenir (Fernandes ve ark., 2013). Biyoparg¢alanmay1
gergeklestiren bazi mikroorganizmalar dogada bulunurlar. Son yillardaki caligmalar
pestisitleri mikroorganizmalar araciligiyla gidermeye odaklanmistir. Pestisitlerin
biyopargalanabilirligi pestisite maruz kalmis alanlarda dogrudan goriilmektedir (Antonious
2012). Pestisitlerin ekosistemdeki akibeti toprakta ve suda ¢esitli faktorlerle parcalandiklari
icin olduk¢a ©nem arz etmektedir. Pestisitlerin ve kalintilarinin toprak ortaminda
izlenmesinin zorunlu olmasindan dolayi pestisitlerin toprak kalitesine ve sagligiyla beraber
topraktaki mikrobiyal aktivitesine de g6z atmak gerekmektedir. Giiniimiizde g¢evrecilerin
birincil konulari metabolitlerin topraktan bertarafina yoneliktir. Pestisitlerin toksik etkileri
bitkilerin veya mikroorganizmalarin kullanimiyla meydana gelen biyoislah prosesleri ve bu
prosesler sonucunda olusan ¢esitli metabolik yan {irlinlerle azaltilmaktadir (Chowdhury ve
ark., 2008). Diinya genelinde birgok calisma toprak kirleticilerinin tanimlanmasi tizerine
yapilmisken bazi calismalar ise pestisitle kirlenmis alanlarin pestisitlerden arindirilmasinda
gorev alan mikroorganizmalar1 tanimlamaya yoneliktir. Bakteriler tarafindan herbisitlerin
par¢alanmasi ¢ok ¢alisilan bir konudur (Radosevich ve ark., 1995; Struthers ve ark., 1998;
Bending ve ark., 2003)

Pestisitler tarimsal iiretimde zararlilar1 ortadan kaldirmak veya bunlari tolere
edilebilir bir diizeyde tutmaya yararlar. “Pest” kelimesinin sonuna eklenen “cide”, “6liim”
anlamindadir ve bdylece “pestisit” terimi zararlilar1 ortadan kaldiran kimyasal madde
olarak tanimlanir. Pestisitleri sadece yabancil bocek tiirlerini ortadan kaldiran maddeler
olarak tanmimlamak yetersiz bir yaklasimdir. Pestisitler birgok farkli iiretimi iginde
barindirir ve dolayisiyla hedef aldigi tiirler de gesitlilik gosterir (Tablo 1.1). Pestisit

kelimesi zararlilarin tiirleriniyle kombine edilerek kullanilir (Norris, 2011).



Tablo 1.1. Pestisitlerin hedef aldiklar1 canlilara gére siiflandiriimasi

Pestisit Hedef Tiir
Algisitler Algler
Awvisitler Kuglar
Bakterisitler Bakteriler
Fungisitler mantarsar
Insektisitler Bocekler
Akarisitler Kemirgenler
Mollusisitler Stiriingenler
Nematisitler Nematotlar
Rodentisitler Rodentler
Virticitler Virtisler
Algicitler Algler

Pestisitler toksik 6zelliklerine, kimyasal gruplarina, ¢evredeki kaliciliklarina, hedef
aldiklar1 organizmalara veya diger 6zelliklerine gore siniflandirililabilirler. Kalic1 Organik
Kirleticiler ile ilgili Stokholm’de geregeklestirilen bir konferansta 12 kalici organik
kirleticinin 9’u pestisitler olarak belirlenmistir. Organik (organik molekiiler yapiya sahip
olanlar) pestisitler organoklorine, organofosfat, organometalic, piretroid ve karbomatlar
arasinda yer almaktadir (Gilden ve ark., 2010). Birgok pestisit organizmaya ulastiginda
olumsuz etkiler gosterir. Toksik etkilerin yogunlugu zamana, doza, organizma karakteristik
ozelliklerine, ¢evredeki varlifina veya pestisit karakterizasyonuna baghdir. Cevredeki
varlifi ve organizmaya verilen dozu bu organizmanin hayatta kalma miicadelesini
etkilemektedir. Boylece gevredeki pestisit varligi yasam igin bir risk olusturur. Daha fazla
kalic1 olan pestisit, daha fazla cevresel etki anlamina gelir. Cevredeki pestisit varlig
organizmanin fizikokimyasal 6zelliklerine ne kadar ¢ok etki ederse organizmanin pestisiti
parcalayabilme yetenegini de zorlamig olmaktadir. Isik, 1s1 veya nem bazi pastisitlerin
buharlasma veya pargalanma yoluyla ortamdan azalmasina neden olur (Sibanda ve ark.,
2011).

Organizmanin sebep oldugu parg¢alanmayla (biodegradation) beraber g¢evredeki
pestisit miktar1 da azalmaktadir. Bu sayede kirleticilerin tahammiil edilemez olgekteki

olumsuz etkileri organizmalarla ortadan kaldirilabilir. Bu etkilesime “biyoislah” denir.



Organizmalarin pestisitleri biyolojik olarak islah edebilme o&zellikleri bunlarin
biyoislah 6zelliklerine baghdir. Biyoislah ilk olarak mikroorganizmalarla gergeklesmesine
ragmen, bitki ve alg gibi diger organizmalarca da gerceklesebilir.

Biyoislah kelimesi bunu izah etmek icin tek basina yeterli olmayabilir. Bu noktada,
biyoislah terimini anlamak i¢in bazi kelimeler kullanilmaktadir.

“Biyoislah”, kirleticilerin ¢evreden gelen istenmeyen etkilerini ortadan kaldirmak
i¢cin kullanilan herhangi bir yontemi ifade eder. Kirletici maddelerin ortadan kaldirilmasi
arzu edilir, ancak bu her zaman miimkiin degildir; yine de bazi organizmalar pestisitleri
smirlandirabilir veya etkisiz hale getirebilir. Ornegin organizmalar Kirletici maddeleri
biriktirebilir ve g¢evresel etkilerini azaltabilir, ancak bunlar1 ortamdan tamamen
uzaklastirmaz. Gergekte kullanilan “Fitoekstraksiyon” gibi (EPA, 2006) yontemler de
“biyoislah” kavramina dahil edilmelidir. Biyoislah  yapabilen  organizmalar
“biyoremediator” olarak adlandirilir.

Biyoremidasyon genellikle mikroorganizmalar kullanilarak geregeklesmektedir.
Bununla birlikte, son yirmi yilda bitkileri, mantarlari, yosunlari veya organizmalardan elde
edilen enzimleri kullanarak biyoremidasyon tizerine ¢esitli ¢alismalar yapilmustir.
Fitodemasyon veya rizoremedikasyon gibi ifadeler de kullanilmistir (Kuiper ve ark., 2004).
Kullanilan organizma g¢esitlerine bagli olarak adlandirilan biyoislah yontemleri (Tablo

1.2)’de gosterilmektedir.

Tablo 1.2. Gorev alan organizmaya baglh olan biyoislah yontemleri

Biyoremediator organizma Yontem

Mikroorganizma Mikrobiyoislah veya Biyoislah
Bakteri Bakteriyel biyoislah

Mantar Mikoremediasyon

Bitki Fitoremediasyon

Rizosfer Rizoremediasyon

Alg Fikoremediasyon

Biyolojik bozunma ve biyotransformasyon kavramlari genis bir sekilde Ortiistir,
boylece gorilinliste es anlamhidirlar. Biyolojik bozunma, bilesigin kimyasal yapisim
degistiren biyolojik reaksiyonlar1 igerir, dolayisiyla bu durum, toksisitede bir diisiis
anlamina gelir. Biyotransformasyon ise bunun aksine kirletici konsantrasyonunu ya

modifikasyon ya da translokasyon ile azaltir. Boylece, biyotransformasyon azalan veya



istenmeyen etkileri artirabilir. Biyolojik bozunma meydana gelmediginde, ancak biyo
doniistim gerceklesir ki bu da kirletici maddelerin yer degistirmesi anlamina gelir
(Parkinson, 2001) Biyotransformasyon ve biyolojik bozunma Kkirletici maddelerin
organizmalara verdikleri istenmeyen etkilerin ortadan kaldirilmasinin amagladigi
biyoremidasyon yontemlerine ait kavramlardir.

Belli bir bilesigi biyodegrade edebilen organizma i¢in “Biyoparcalayict” kelimesi
kullanilmaktadir. “Minerallesme”, biyolojik olarak asimile edilebilen CO2 veya NH3 gibi
bilesiklere yol agan biyodegradasyonu ifade eder (Alexander, 1999).

Biyoremidasyon hakkindaki ilk ¢alismalarda, asil amag¢ biyopargalayici
mikroorganizmalari veya konsorsiyumu bulmak veya izole etmek olmustur. Basarili
sonuglar veren bir ¢alismada, Alexander (1999), kirli ¢evre matrislerinde (toprak, tortu
veya su) bulunan gesitli biyopargalayict konsorsiyumlarini gozden gegirmistir. Bu adapte
olmus mikroorganizmalar arasinda, bazi uygun tiirler oldugu saptanmistir. Bu c¢alisma
sonuclarina gore, pestisitlerin evrimsel baski uyguladiklari, boylelikle, yalnizca pestisit
dozlarim1 tolere edebilen organizmalarin hayatta kalmasi miimkiin olabilmektadir. Bu
nedenle, pestisitler tarafindan uygulanan evrimsel baski, bazi toleransli mikroorganizmalari
sececektir. Buna bagli olarak, biyoremidasyon calismalarinda sadece son Kirleticilerin
konsantrasyonlar1  Olgiilmiistir, fakat biyobozunmadan sorumlu  biyokimyasal
mekanizmalar {izerinde durulmamistir. Biyolojik bozunma siirecini etkileyen faktorler
hakkinda daha fazla arastirma, biyoremitdrlerin se¢imini ve biyoremidasyon

teknolojilerinin uygulanmasini gelistirmek icin gereklidir.

1.1.  Biyoslah Siirecine Etki Eden Faktorler

Mikroorganizmalarin biyoislah etkinligi ile ilgili bazi metabolik 06zellikler
arastirilmistir (Alexander, 1999). Biiyiimeyi veya metabolizmay1 degistirebilen herhangi
bir faktor de biyodegradasyonu etkilemektedir. Bu nedenle, sicaklik, pH, su potansiyeli,
oksijen ve substrat varlig1 gibi ¢evresel matriksin fizikokimyasal ozellikleri, biyolojik

bozunma etkinligini belirlemektedir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Toprak, su ve havada biodegredasyonu ve biyoislahi etkileyen faktorler (Alexander, 1999).

Bu faktorlere ko-metabolizma da eklenebilir. Bazi mikroorganizmalar, pestisitleri
pargalayabilmek icin baska alt tabakalara ihtiya¢ duyarlar (Alexander, 1999). Bu olgu ko-
metabolizma olarak adlandirilir ve 6zellikle organoklorlu bilesiklerin pargalanmasi igin
gereklidir. Ancak, diger karbon kaynaklarinin varligimin organofosfat biyodegradasyonunu
azalttig1 gdzlemlenmistir (Hayatsu ve ark., 2000). Insektisit parcalanmasi genellikle birden
fazla mikroorganizma ile gerceklesir. Yani her bir mikroorganizma pestisitler lizerindeki
biyodegradasyon reaksiyonlarina katkida bulunur, ancak tek bir sus ile mineralizasyonun
higbir O0rnegi aciklanmamistir. Yeterli biyobozunma i¢in farkli mikroorganizmalarin
ortamda bulunmasi gerekir. Tespit edilen mikroorganizmalar, bazi bakteriyel siniflara
aittir. Bunlar arasinda gamma-proteobakteriler (Pseudomonas, Aerobacter, Acinetobacter,

Moraxella, Plesiomonas), beta-proteobakteriler (Burkholderia, Neisseria), alfa-



proteobakteri  (Sphingomonas),  aktinobakteri ~ (Micrococcus) ve  flavobakteri
(Flavobacterium) seckin tiirlerdir.

Pestisitler, deklorinasyon, pargalanma, oksidasyon, farkli enzimlerle indirgeme gibi
biyolojik bozunma reaksiyonlarina maruz kalabilir. Biyodegradasyon, organizmalar
tarafindan daha kisa siirede gercgeklestigi i¢in gelecek vaad eden bir aritim modelidir ve
detoksifiye edici enzimler tarafindan ger¢eklesir. Bu sayede biodegredasyon tiriinleri elde
etmek daha kolaydir. Bu nedenle, bakteriler, dogal veya yapay kirleticilere cevap vermek
icin daha caziptir. Bu karigik organizmalarda bulunan enzimler, daha iyi biyobozunma
kabiliyetine sahiptirler. (Copley, 2009) kirletici biyodegradasyonun etkinligini belirleyen
faktorleri ele almistir. Bakterilerin iyi biyoparcgalayict olduklari kanitlanmig olsa da, bazi
mantarlar, bitkiler ve algler de bocek ilaglarini biyolojik olarak pargalayabilirler.
Biopargalanma tiiriinii bilmek biyoremidasyon yoOnteminin se¢imini kolaylastirir ve
gelistirir. Ayrica molekiiler biyoloji sayesinde, metabolik biyobozunma 6zelligi
biyopargalayicilardan baska bir organizmaya aktarilabilir ve boylelikle bozunma yetenegi
de gelistirebilir (de la Pena Mattozi ve ark., 2006). Tiim bunlar1 g6z 6niinde bulundurursak,
biyodegradasyon enzimlerinin biyoislah siireglerinde kilit bir rol oynadigi ve en uygun

yontemi tasarlamada veya segmede yardimci olabilecegi aciktir.

1.2. Bakteriyel Biyoislah

Bakteriler, biyoremidasyon amaglar1 i¢in yaygin olarak kullaniimaktadir. Son
yillardaki calismalar bakteri, konsorsiyum veya biyotransformasyon enzimlerinin
arastirilmas tizerinedir. Hizli biiylime 6zelliginde olmalari, kolay kullanimlar1 ve diisiik
maliyetleri, bakterileri biyoremidasyon i¢in uygun hale getirir. Ancak, bakteriyel
biyokiitle, patojenite, biyoaktivasyon ve bertaraf gibi bazi dezavantajlar1 da vardir.
Bakteriler topraga, suya veya havaya yayilmis pargaciklarda bile bulunabilir. Laboratuvar
kosullarinda sadece kiigiik bir bakteri fraksiyonu (topraktan % 10) kiiltiirlenebilir (Cycon
ve ark., 2009). Bu nedenle, pestisit biyobozunma mekanizmalari ile ilgili ¢alismalarin
sayisi, biyodegrader izolasyonu ile ilgili olanlardan daha azdir ve biyokimyasal
mekanizmalar ve enzimler hakkinda ¢ok az literatiir mevcuttur. Organoklorlu pestisitler
i¢in, sadece birkag biyolojik degrasyon enzimi ve gen tanimlanmustir.

Bakteriyel biyodegradasyon anaerobik veya aerobik kosullarda gergeklesebilir. Her

iki duruma farkli enzimler katilsa da eger bir mineralizasyonun meydana gelmesi



bekleniyorsa hem aerobik hem de anaerobik degradasyonun olmasi gerektigi
goriilmektedir (Langerhoff ve ark., 2001). Aerobik kosullarda organoklorinin daha yiiksek
kaliciligr (Singh ve ark., 1999) enzim yoklugundan veya organoklorin metabolizmasini
takiben oksidatif hasara neden olabilir. Heteroatomlarin (halojenler gibi) veya heteroatom
iceren gruplarin uzaklastirilmasi, siklikla biyodegradasyondaki ilk basamaklar arasindadir.
Bu asamalar, aerobik kosullarda biliylik miktarlarda serbest radikal iiretebilen
monooksigenazlar, dioksijenazlar veya peroksidazlar (Wackett, 1995) tarafindan katalize
edilir. Bu nedenle, anaerobik kosullar, organoklorlu pestisitlerin biyodegradasyonu igin
yeterlidir (EPA, 2006). Bu genellemeye ragmen, bazi organoklorlu pestisitlerin
biyoislahlari in situ (Qureshi ve ark., 2009) ile gerceklestirilebilir.

Baczynski ve ark. (2010)’da diklorodifeniltrikloroetano (DDT), metoksiklor ve
gama-heksakloroklohekzan (gamma-HCH) 'nin anaerobik biyodegradasyonunun, sicaklik
ve desorbe edilen pestisit oranindan etkilendigini ispatlamistir. Ayrica bu kosullarda
sadece klor atomunun DDT'den ayrilabilecegini belirlemiglerdir. Bu durum,
biyodegredasyonun en az bir klor atomuna sahip molekiiller iiretebilecegine isaret eden
Timothy (2010) tarafindan da bildirilmistir. DDT'yi yaklasik olarak tamamen ayristirabilen
Pseudomonas, Neisseria, Moraxella ve Acinetobacter bakterileri, Meksika'daki Yaqui
vadisinden izole edilmistir (Carrillo-Perez ve ark., 2004). Ancak, biyodegredasyon
mekanizmas1 hakkinda higbir bilgi derlenmemistir. Anabaena (bir gesit cyanobacterium),
Pseudomonas spinosa, Pseudomonas aeruginosa ve Burkholderia'nin endosiilfanin iyi
biyodegraderleri oldugu gosterilmistir (Lee ve ark., 2003). Pseudomona'nin
biyopargalayict KS-2P susu, endosulfan ile kirlenmis topragindan izole edimistir. Bu sus,
endosiilfan konsantrasyonunu giinden giine doza bagli bir sekilde azaltabilmektedir.
Endosiilfanin mineralizasyonu bu ¢alismada gozlenmistir. Pseudomonas, Bacillus,
Trichoderma, Aerobacter, Muchor, Micrococcus ve Burkholderia cinslerinden
mikroorganizmalarin, dieldrin ve endrin'i biyolojik olarak bozdugu da gézlemlenmistir
(Matsumoto ve ark., 2009).

Murthy ve Manonmani (2007)’de Pseudomonas, Burkholderia, Flavobacterium ve
Vibrio cinslerinden tiirler igeren bir biyopargalayici konsorsiyumunu belirlemislerdir.
Biyodegradasyon saatler iginde gergeklesmistir. Phillips ve ark. (2005) tarafindan yapilan
bir bagka calismada (Philips ve ark., 2005), birkac pestisit tiirliniin biyoparcalayicilarini
tanimlanmakta ve listelenmektedir. Bunlar iki bakteri (Sphingomonas ve Pseudomonas) ve

bir beyaz ¢iirik mantar (Phanerochaete chrysosporium) olarak gruplandirilabilirler.
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Pestisit pargalanmasinin aerobik ve anaerobik kosullara ihtiyact oldugu, diger bir deyisle,
oksijenin toprakta biyoislahi goriilmekte, diger yandan da toprak partikiillerinin anaerobik
metabolizma i¢in nigler olusturabilecegi gézlemlenmistir. Bu durum ayni zamanda, kahve
cekirdeklerinde yetistirilen bakterilerin, yalniz ortamda bulunanlara kiyasla daha iyi
biyobozunma sergilediklerini de agiklayabilmektedir. (Barragan-Huerta ve ark., 2007).
DDT ve endosulfan icin biyodegradasyon zamanlarinin karsilagtirilmasi, farkliliklar
gbzlenmistir. Biyolojik bozunma i¢in gereken zamanin artan bir sirayla DDT <endosulfan
oldugu tespit edilmistir. Bu stire kullanilan konsorsiyum veya suslara gore degismektedir.
Bazi bakterilerin A-esteraz kullanarak parathion (Choi ve ark., 2009)’u bozabilecegi
gosterilmistir. Singh ve ark. (2004) topraktan izole ettikleri enterobacterinin Chlorpyrifos,
parathion, diazinon, coumaphos ve isazofos'u mineralize edebilecek yapida olduklarini
belirlemislerdir. Benzer sekilde, Serratia ile ilgili bir bakteriyel biyoparcalayicinin'in da
diazinon'u pargalayabilecegi bulunmustur (Abo-Amer 2011). Metilparatiyonu hidrolize
edebilen Plesiomonas ile ilgili bir susun genomundan bir gen Escherichia coli'ye
klonlanmistir (Zhongli ve ark., 2001). Burkholderia susu ile fenitotreyi bozma yeteneginin
plazmidler iizerinde kodlandigi bulunmustur (Hayatsu ve ark., 2000). Ne yazik ki, diger
karbon veya fosfor kaynaklarinin varligi, organofosfat biyodegradasyonunun etkinligini
azaltmaktadir. Bu durum biyopargalayicilarin biyoremidasyon iizerine uygulanmasini ciddi

sekilde sinirlamaktadir.

1.3.  Biyoparcalayicilarin Avantaj ve Dezavantajlari

Biyoislah yontemleri, organik kirletici maddelerin ¢evreden uzaklastirilmasini
amagclayan fiziko-kimyasal veya termal islemlere kiyasla farkli avantajlar gostermektedir
(Tablo 1.3). Bunu uygulamak i¢in harcanan enerji igin, ekonomik ve insan kaynaklarina
ragmen bir yildan uzun bir siire tutulabilen bu stratejiye bakilabilir. Ornegin, bir pestisit
salimimindan sonra, bir defada fizikokimyasal iyilestirme, mikro-biyoremidasyon veya fito-
modifikasyon kullanilabilir. Bununla birlikte, y1l boyunca siirekli veya aralikli bir pestisit

salinim1 meydana gelirse, baz1 yontemler tekrar uygulanmalidir.



Tablo 1.3. Bazi biyoislah yontemlerinin avantaj ve 6zellikleri

Fizikokimyasal

Mikrobiyal _ ]
veya termal Fitoremediasyon
remediasyon Biyorslah

Avantaj/Dezavantaj Yiiksek Diisiik Diisiik
Maliyet Diisiik Yiiksek Yiiksek
Yarar/maliyet orani Hay1r Evet Evet
Cevresel duyarlilig Hayir Evet Evet
Estetik Hayir Kismen Evet
Enerji gereksinimi Evet Hayir Hayir
Cesitli Hayir Evet Hayir
organizmalarin
metabolizmalarinda
kullanilirlig
Biyoislahda kullanilirhihig:
Toprak Evet Evet Evet
Su Evet Evet Evet
Hava Bilinmiyor Bilinmiyor Evet
Gereksinimler
Ozel altyapi Evet Kismen Hayir
Kalmtilarin geri Evet Hayir Hayir
aritimi
Biyolojik kontrol Uygulanmadi Evet hayir
veya
mikroorganizmalarin
yok edilmesi
Zaman Kisa Orta Uzun
Anahtar noktalar
Biyolojik birikim Uygulanmadi Evet Evet
Kirletici yan iriinler Evet Hayir Hayir
Besi maddesi ilavesi Uygulanmadi Kismen Hay1r
Oksijen durumu Kismen Kismen Hay1r
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Bitkiler ve ¢evresindeki gazlar, su ve metabolitlerin degisimi nedeniyle, toprak, su
veya havayi biyoremidasyon i¢in kullanilabilirler. Su biyoremidasyonu, toprak boyunca
biorilitérlerle siiziilerek ya da metalleri biyolojik olarak biriktirebilen sucul bitkiler
tarafindan in situ olarak elde edilebilir. Bitki-rizosfer ekolojisindeki olan fitokimya,
mikroorganizmay1 ve bitki biyodegradasyonunu kapsar. Ayrica, bitkiler rizosfer
biyogesitliligi ve miktar1 {izerinde biyolojik kontrol uygular; ayni sekilde mantarlar ve
bakteriler, allelopatinin ve rizosfer mikroorganizmalar1 arasindaki tiim rekabet
etkilesimlerinin bir sonucu olarak onlar1 kontrol ederler. Bunu anlayabilmek i¢in, fito-
modifikasyonun mikrobiyoremiden daha fazla zaman almasi mantiklidir, ancak ilk once
substrat girisi gerektirmez ve daha az alt drlin tretir. Bu, fitoremediasyonun
mikrobiyoislahdan daha ¢evre dostu bir teknoloji olabilecegini diisiindiirmektedir.

Her bir pestisit icin az sayida bioremediator mevcuttur. Ornek vermek gerekirse, bir
parathion bioremediator'un organoklorin gibi baska tiir pestisitler de dahil olmak {izere
diger organofosfatlari etkin bir sekilde biyolojik olarak bozacagi kabul edilemeyebilir. Bu
nedenle, her bir pestisit ig¢in yeterli biomantar bulunmalidir. Ayrica, biobirikimden
kacinmak i¢in, en tatmin edici biyopargalayicilar1 bulmak sarttir.

Pestisitler, zehirli olan bocekler, nematodlar ve kemirgenler dahil zararlilari
Oldiirebilen dogal veya sentetik bilesiklerdir. Bocek ilaglarinin ufkunu genisletmek icin,
mantar ilaglar1 ve fungisitler de dahil edilmistir. Tkinci Diinya Savasi'ndan dnce pestisitler
cogunlukla minerallerden veya bitkilerden olusuyordu. ikinci Diinya Savasi'min sona
ermesinden bu yana, organoklorinler, organofosfatlar, karbamatlar ve sentetik piretroidler
de dahil olmak {izere daha etkili pestisitler yavas yavas gelismistir. Pestisitler genellikle
asagidaki ana gruplarda kimyasal 6zelliklerine gore siniflandirilir:

Bilim ve teknolojideki ilerlemeler, Biyoislah olarak adlandirilan kirlilik azaltimi
icin biyolojik c¢esitlilik potansiyelini uygulamamizi saglamistir. Bu teknigin prensibi,
cevreden gelen zehirli kirleticileri uzaklagtirmak veya toksik tiriinleri mikroplar1 kullanarak
toksik olmayan {iriinlere dontistirmektir (Nawaz ve ark., 2011). Bu yaklasim su anda
toprak, tortu, yiizey suyu, yeralti suyu ve havayr dekontamine etmek i¢in uygulanmaktadir.
Geleneksel fiziko-kimyasal yontemlerle kiyaslandiginda, bu strateji, nispeten disiik
sermaye maliyetleri, en az yikict yontemler ve dogal olarak estetik yapisi nedeniyle
geleneksel temizleme teknolojilerine cazip alternatifler haline gelmistir (Wasi ve digerleri,
2011). Kirletici maddelerin etkin bir sekilde arindirilmasi igin bakteriler, bitkiler, algler ve

mantarlar gibi ¢esitli organizmalarin istihdam edilebilirligi belirlenmistir (Lee 2003).
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1.4.  Biyoislah ve Biyodegredasyon

Pestisitlerin biyoislahi igin birkag¢ bakteri, maya ve mantar tiirli kullanilmistir.
Cesitli pestisitlerin  biyoremediasasyonu i¢in kullanilan se¢ilmis mikroorganizmalarin
kapsamli olmayan bir listesi, yirmi birinci yiizyilin ilk on yilinin kisa bir siiresi boyunca bu
zehirli maddelerin biyoislahinda bilimsel toplulugun ilgi alanini gostermek igin
gosterilmistir (Tablo 1.4).

Biyoislahin mikroorganizmalari igeren biyoteknolojik bir siire¢ olarak kullanimi,
biyodegradasyon yoluyla bir¢ok kirleticinin tehlikelerini ¢6zme potansiyelinin artmasi
nedeniyle mikrobiyolojide ¢ekici bir alan haline gelmistir. Cogunlukla, diger biyoislah
prosediirlerine gore avantajlari nedeniyle, mikroorganizmalar su, toprak ve tortularda
miikemmel birer temizleme araglar1 olarak diisiiniilebilir. Pratik bir uygulamay1 garanti
altina almak icin, herhangi bir biyoislah islemi kirleticilerin uzaklastirilmasinin birincil
etkisi oldugunu ve degradasyon oraninin dogal dekontaminasyon oranindan daha biiyiik
oldugunu gostermelidir.

Iyilestirme yontemlerinin gelistirilmesindeki zorluklardan biri, laboratuvarda
oldugu gibi sahada da iyi sonuglarin elde edilmesinde yatmaktadir (Fialho et al., 2009).
Dogal siirecteki azalim, kirletici doniistimiin aktif bir slire¢ olmasini saglamak i¢in kirlilik
konsantrasyonlarindaki ¢esitlilik bakimindan topraklarda izlenen en basit biyoislah
yontemidir (Kaplan ve Kitts, 2004).

Tablo 1.4. Son yillarda bazi pestisitlerin biyoislahi tizerine ¢alisilan mikroorganizmalar ve pestisit tiirleri

Pestisit tiirii Mikroorganizma Referans
Insektisitler
Aldrin, Lindane Bacillus sp., Exiguobacterium | Okeke ve ark. (2002)

aurantiacum, Pandoraea sp., | Lopez ve ark. (2005)

Pseudomonas pseudoalcaligens

DDT Serratia marcescens DT-1P

Bidlan and Manonmani (2002)

Endosulfan

Aspergillus terraus, Bacillus sp.,
Cheatosartorea stromatoides,
Cladosporium oxysporum,
Fusarium ventricosum, Klebsiella
oxytoca KE-8, Klebsiella
pneumoniae KE-1,
Mycobacterium sp. ESD,

Pandoraea sp., Pseudomonas

Sutherland ve ark. (2002);
(2003a);
Sethunatan ve ark. (2004); Kwon
ve ark. (2005); Mukherjee ve
Mittal, (2005).

Siddique ve ark.
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aeruginosa, Pseudomonas

spinosa, Pseudomonas cepacia

Cadusafos, dichlorovos, | Acinetocbacter radioresistens, | Karpouzas ve ark. (2005); Kim ve
ethoprophos, fenamiphos, | Arthobacter sp., Aulosira | ark. (2005); Sprenger ve ark.
malathion, methyl-parathion, | fertilisima ARM 68, | (2003); Subramanian ve ark.
phosphomidon, quinolphos Flavobacterium sp., Fusarium | (1994); Liu ve ark. (2007)

oxyporum,  Nostoc  mucorum

ARM221, Pseudomonas-putida

(epl), Sphingomonas

paucimobilis,
Chlorpyrifos, Enterobactersp., Klebsiella sp., | Singh ve ark. (2004); Yang ve

Alcaligenes faecalis

ark. (2005)
Ghanum ve ark. (2007).

Carbofuran
Carbamate
Aldicarb

Novosphingobium sp.

Rotylenchulus reniformis

Yan ve ark. (2007)

McLean ve Lawrence (2003)

Fenitrothion

Burkholderia sp.

Hayatsu ve ark. 2000

Malathion Fusarium oxysporum Kim ve ark. (2005)
Phanerochaete chrysosporium | Erguven ve ark. (2017)
(ME446) Shan ve ark. (2009).
Acinetobacter johnsonii MA19

Bipyramidal Bacillus thuringiensis Ammouneh ve ark. (2011)

Herbisitler

Aclonifen P. trichoderma, P. | Erguven ve ark. (2016)
Simplicissimum, P. Talaromyces,
M. chlamydosporia, A. alternata,
B. simplex, B. muralis, M. luteus,
M. yunnanensis, C. tetani

2, 4-D Alachlor Pseudomonas sp. Musarrat ve ark. (2000)

Streptomyces capoamus,
Streptomyces galbus,
Streptomyces bikiniensis,

Streptomyces taxa

Sette ve ark. (2005)

Chlorsulfuron

B. simplex, B. muralis, M. luteus,

M. yunnanensis, C. tetani

Erguven ve Yildirim (2016)
Erguven (2017)

Metsulfuron-Methyl

Aspergillus niger

Boschin ve ark. (2003).

chlorimuron-ethyl.

Sporobolomyces sp.

Zhang ve ark. (2009)

Isoproturon

Sphingomonas spp

Bending ve ark. (2003)

Pendimethalin

P. chrysosporium

Belal ve Negwa (2014)
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Fungisitler

Pentaklorophenol Pseudomonas sp. Wolski ve ark. (2006)
Vinclozolin Cunninghamella elegans Pothuluri ve ark. (2000)
Diuron, isoproturon Methyllopila sp., Pseudomonas | El-Deeb, (2001); El Sebai ve ark.
sp., Sphingomonas sp. (2004); Ronhede ve ark. (2005);
Shi ve Bending (2007)
Gramoxone ve matancha Pseudomonas putida Kopytko ve ark. (2002)
Isoxaben Microbacterium sp. Arrault ve ark. (2002).
Phenylurea Arthrobacter globiformis D47 Turnbull ve ark. (2001)

1.5.  Pestisit Biyoislahinin Metabolik Gostergeleri

Cesitli pestisitlerin mikrobiyal degradasyonu ile ilgili arasgtirmalarin c¢ogunda
goriilmiistiir ki bu islem esas olarak bakterilerin spesifik genler ve enzimleriyle
gerceklestirilmistir. Ancak bazi mayalar ve mantarlar da boyle bir biyoremidasyon
ozelligine sahiptir. Bunun nedeni bakterilerin basit ortamlarda kolay kiiltiirler olusturmasi
ve diger mikroorganizmalardan daha hizli biiyiimesidir. Buna ilave olarak, bakteriler,
parcalama kabiliyetlerini arttirmak i¢in onlara ekstra bir potansiyel kazandiran genetik
modifikasyonlara kars1 daha hassastir. Bakteriyel genetik ve molekiiler biyoloji araglari,
parcalanma siireclerinin anlagilmasina ve pestisit degradasyonuna katilan genlerin
izolasyonuna ve karakterizasyonuna biiyiik Olgiide katkida bulunmustur. Ancak, pestisit
mineralizasyonunun izole monokiiltiirden ziyade mikrobiyal topluluklar tarafindan
gerceklestirildigi ve bircok durumda ko-metabolik yollarin mevcut oldugu dikkate
degerdir. Pestisitlerin kimyasal yapisi degisken oldugundan, bozunma-detoksifikasyon
yollariin bireysel reaksiyonlart ¢ok yonliidiir ve oksidasyon, indirgeme, hidroliz ve
konjligasyonu igerir. Bu reaksiyonlar dioksigemenler (Van Eerd ve ark., 2003),
dehidrojenazlar (Bourquin, 1977; Singh ve Singh, 2005), sitokrom p450 sistemi (Jauregui
ve ark., 2003) organohalojenat bilesikleri, dehalogenases olgusu gibi bir dizi farkli enzim
ile elde edilir. (Sharma ve ark., 2006).

Insektisitlerin metabolizmas1 {i¢ fazli bir islemi igerebilir. Bir ana bilesigin
baslangi¢ 6zellikleri, genellikle ana maddeden daha fazla suda ¢oziiniir ve genellikle daha
az toksik bir iiriin iiretmek i¢in oksidasyon, indirgeme veya hidroliz yoluyla faz I'de
doniistiiriiliir. Tkinci asama, bir pestisit veya pestisit metabolitinin bir seker veya amino

aside konjugasyonunu igerir ve su ¢Oziinlrligiinii arttirmayr ve ana pestisit ile
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karsilastinldiginda  toksisiteyi azaltmayr amaclamaktadir. Ugiincii faz, faz 1I
metabolitlerinin, ayn1 zamanda toksik olmayan ikincil konjugatlara doniismesini
karakterize eder. Bu siireclerde bakteri ve mantarlarin, hidrolitik enzimler, oksijenazlar,
peroksidazlar, vb. dahil olmak iizere hiicre i¢i veya hiicre dis1 enzimler Trettigi

bulunmustur (Van Eerd ve ark., 2003).

1.6. Organoklorinler

Organoklorin pestisitlerinin uygulanmasi gilinlimiizde biiyiik 6l¢iide azalmistir,
¢linkii birgok {iilke bunlarin uygulamalarini yasaklamistir. Bununla birlikte, bazi iilkelerde
hala kullanimda olup, bu bocek ilact grubu en kalict oldugu igin bertaraf sorunu meydana
getirmektedir. Mikroorganizmalarin organoklorin bilesiklerini bozdugu iki ana yol vardir:
dehidroklorinasyon, aerobik kosullarda meydana gelen bir siire¢ ve oksijenin yoklugunda
meydana gelen indirgeyici deklorinasyon. Alcaligenes (Don ve Pemberton, 1981),
Klebsiella (Kwon ve ark. 2005), Staphylococcus (Sonkong ve arkadaslari, 2008) ve
Pseudomonas (Barragan-Huerta ve ark., 2007), dahil olmak {izere bircok bakteri cinsinin
bu reaksiyonlar1 iistlendigi gosterilmistir. Bazi calismalar, farkli mantar tiirlerinin
organoklorinleri bozabilecegini gostermistir. Bunlarin arasinda, bazi diomycetes tiirleri bu
bilesiklere daha direngli gériinmektedir (Gomes-Machado ve ark., 2005; Rigas ve ark.,
2005). Son zamanlarda, bir Trichoderma harzianum susunun, bir oksidatif sistem yoluyla

organoklorinleri degrade ettigi bulunmustur (Katayama ve Matsumura, 2009).

1.7.  Organofosfatlar

Organofosfor pestisitler yapisal olarak fosforik, fosfonik veya fosforamidik asitlerin
ester veya tiyol tiirevlerinden olusur. Ana bozunma yolu, P-O alkil veya P-O aril baglarinin
hidrolizi ile baslar, bu da bu bilesiklerin toksisitesinin 100 katini1 azaltir. Bakteriyel
enzimlerin bu gibi detoksifikasyon reaksiyonlarmna ulastigi tespit edilmistir (Yafiez-
Ocampo ve ark., 2009). Bu reaksiyonlar, bir dizi farkli bakteri ve mantar cinsi i¢in tarif
edilmis olan esterazlar veya fosfotriesterazlar tarafindan gergeklestirilir. Bunlar arasinda
birka¢ farkli gen tanimlanmistir (Singh ve Walker, 2006). Bakteriyel cinslerin biiyiik bir
grubunun organofosfat bilesiklerini bozdugu bildirilmistir. Yaygin olarak calisilan

enzimler, merkezi fosfor atomunda organofosfat pestisitlerini hidrolize edebilen
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fosfotroteraz ile ilgilidir. Hidroliz, molekiilin tamamen bozunmast i¢in temel

reaksiyondur. Fosfat giderici aktivite detoksifikasyon siirecinin ilk ve en énemli adimidir.

1.8. Karbamatlar

Bu pestisitler, topraktaki bocek ve nematod popiilasyonunu kontrol etmek icin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Memeli sistemindeki toksisiteleri, organoklorinler kadar
kalic1 olmamasina ragmen ¢ok yiiksektir. Bir dizi bakteri cinsi karbamat indirgeyici olarak
tanimlanmistir (Parekh ve digerleri, 1995). Bu grup pestisitinin bozunmasi, esas olarak, ilk
olarak Achromobacter sp. Tiiriinde Chem. (1997) 'de tarif edilen bir plazmid {izerinde
bulunan mcd geni tarafindan kodlanan, karbofuran hidrolaz olarak adlandirilan bir enzim
ile metilkarbamat baginin hidrolizi yoluyla meydana gelmistir. (Tomasek ve Karns, 1989).
Daha ileri ¢alismalar, ¢ok ¢esitli bakterilerin, karbamatlar1 karbofuran hidrolaz kullanarak
indirgeyebilecegini  gostermistir. Diger cinsler arasinda Bacillus, Mesorhizobium,
Pseudomonas, Ochrobactrum, Ralstonia ve Rhodococcus en taninmis olanlardir (Desaint
et al., 2000).

1.9. Piretroitler

Bu insektisitler, bir alkol ve bir asit bileseni igeren bir lipofilik ester sinifidir. Her
ne kadar diger insektisit gruplarina gore daha az toksik ve kalici olsa da, hala bir problem
olusturabilirler. Piretroidler Na* kanallarina oldukg¢a yiiksek bir afinite gosterirler ve bu
kanallara baglanma uzun bir kanal ac¢ilmasina neden olur. Boyle bir uzatmanin agilmasi,
hiicre zarinin tam bir depolarizasyonuna ve ndronal aktivitenin bloke olmasina neden
olabilir. Genellikle iist iiste bindirilen iki bozulma, foto ve biyolojik bozulma yolu vardir.

Tarimda kullanilmak tizere gelistirilen piretroit pestisitler, dogal piretrinlerden
cok daha fazla 1s1k alabilirler, ancak gilines 1s18ina karsit hassastirlar, bu da onlarin
izomerizasyonunu veya ester boliinmesini saglar. Mikroplarin piretroid bozunmasinin
temel yolu, ana ester baglantisinin hidrolizinden gecer. Bu reaksiyon, karboksil esterazlar
veya fosfotriesterazlar ile kolayca katalize edilebilir. Grant ve ark. (2002) tarafindan
belgelenen piretroidlerin bakteriyel degradasyonu, belirli Serratia ve Pseudomonas
izolatlariin kabiliyetlerini agiklamaktadir. Baz1 Bacillus, Achromobacter ve Pseudomonas

tiirleri de piretroid yikimi i¢in bagarili bir sekilde gerekli olmustur (Maloney ve ark., 1988).

16



Bir baska ilging ¢alismada, sivrisinek miicadelesinde yaygin olarak kullanilan geri tepmeli
bir piretroid olan allethrin'in, Acidomonas sp. (Paingankar ve ark., 2005) tiri ile
parcalanabilecegi tizerinedir.

Atiksu ve toprak ortamlariin biyoislahi, olduk¢a kayda deger sonuglar vermesine
ragmen, biyobozunmus bir bilesigin toksik metabolitlerinin {iretimini ya da bilesenin
kaliciligin1 ortaya ¢ikaran senaryolar mevcuttur. Topragi antropojenik maddelerden
temizlemek i¢in mikroplarin metabolik siiregleri kullanilir. Detoksifikasyon i¢in pestisitler
tizerindeki spesifik fonksiyonel gruplarin boliinmesine aracilik eden genleri ve enzimleri
karakterize etmek i¢in c¢esitli calismalar yapilmistir (Karpouzas ve Singh, 2006).
Organoklorlu pestisitler degradasyonu i¢in, (Sutherland ve ark., 2002), bir organoklorin
insektisit olan endosiilfanin  detoksifikasyonunda rol oynayan genleri/enzimleri
tanimlamigtir. Mycobacterium sp. sira dig1 bir monooksigenaz enzimleri ile yaklasik % 50

oraninda sekans homolojisi sergilemistir.

1.10. Pestisit Biyoislahinin Gelecekteki Perspektifi

Kirlenmis toprak ve sudan pestisitlerin uzaklastirilmasi ve/veya detoksifikasyonu
i¢in biyoremidasyon siireci simdilerde en iyi secenek olarak ortaya ¢ikmistir. Giintimiizde,
cesitli pestisitlerin kalic1 ve tekrarlayici niteligine ve bunlarla iligkili saglik tehlikelerine
ragmen c¢esitli biyo-modifikasyon yaklasimlart mevcuttur. Pestisitler, tek bir sinifa 6zgii
biyoislah yonteminin, diger zehirli madde siniflarinda oldugu gibi basarili bir sekilde
calismasinin beklenmedigi ve ¢ok sayida organik toksik madde grubudur. Ayrica, bu tiir
yontemlerin ¢oklu pestisit kontaminasyon senaryosundaki oOngorii degeri ¢evresel
orneklerin karmasikligina bagli olarak oldukc¢a diisiiktiir. Sonu¢ olarak, ex situ
bioaugmentasyon stratejileri, diger durumlarda oldugu gibi in situ biyoremidasyon siireci
icin de ¢ok yararli olmayabilir. Ancak bu olumsuz senaryoya ragmen, pestisitlerin
dekontaminasyonu i¢in biyo-stimiilasyon ve biyo-dejenerasyon stratejilerinin yani sira
belirli genlerin ve enzimlerin rolii ile bireysel pestisitlerin biyoislah mekanizmalarinin
anlasilmasinda son derece tatmin edici bir ilerleme kaydedilmistir. Ayrica, omik tabanl
teknolojiler ve veritabanlari, genel olarak biyoteknolojinin tiim alanlarinda ve 6zellikle de
pestisit-biyoremidasyonun yeni bakis agilarin1 agmistir. Nanoteknoloji ve immoboilizasyon

teknolojisi de bu alanda kayda deger bir potansiyel gostermistir.
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Yukaridakilere ek olarak, ozellikle genetik olarak degistirilmis organizmalarin
kullanildig1 dogru fito-genetiklestirme stratejisi ile rizoremediasyon siireci de pestisitlerin

giderilmesi arastirmalari alaninda parlak bir gelecege sahip gibi gériinmektedir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1.  Tarim Alanmn Belirlenmesi ve Toprak Orneklerinin Toplanmasi

Calismada kullanilan topraklar Adana ili Alihocali mahallesinde pamuk
yetistiriciligi yapilan yaklagik 1 dekar bir tarim alanindan temin edilmis olup (Sekil 2.1)
belirlenen (Zelles ve ark., 1991) 20 cm derinlikten bes ayri noktadan steril kosullarda
alinan toprak numunelerinin yaklasik birer kilogramlik 6rnegi 6zelliklerinin belirlenmesi

icin  Elazig 11 Tarrm ve Orman Midirliigi laboratuvarma  getirilmistir.
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22. Tarmm Topragmm Ozelliklerini Belirlemeye Yoénelik Yapilan

Calismalar

Calismada steril kosullarda alinan toprak oOrneklerine asagidaki metodlar
cercevesinde bir takim analizler uygulanmistir. Bu analizler arazide, pestisitler
uygulanmadan 6nce T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanliginca insektisit kullanacak
olan ¢iftgilerden insektisit kullanma izni almadan Once istenen parametlerden olusmustur.

Uygulamalar, asagida belirtilen yontemlere gére yapilmstir.

2.2.1. pH ve Tuzluluk Analizi

Richards (1954)’ de belirtildigi {izere saturasyon ¢amurundan elde edilen siiziintiide

prob daldirilarak pH ve tuzluluk miktarlar1 belirlenmistir.

2.2.2. Kirec Analizi

10 mI’lik erlene 10 ml 3N HCI ¢ozeltisi konulup terazide agirligr belirlenmistir.
Daha sonra havada kurutulmus ve 2 mm’den kiigiik elekten elenmis 5 g toprak Ornegi
erlene azar azar katilip calkalanmistir. Karbondioksit ¢ikisi nedeniyle kabarma durduktan
sonra erlenin kapagi gevsek sekilde kapatilip 30 dk. kendi haline birakilmig, bu siire
icerisinde erlen kisa araliklarla elle calkalanmistir. Daha sonra kapak ¢ikartilip erlen 10-20
saniye elle hizli sekilde calkalanip, bdylece erlen igerisindeki CO2’nin hava ile tamamen
yer degistirmesi saglanarak ve kapagi kapatilan erlenin agirligi belirlenmistir. Erlenin
agirhigr 2-3 mg’dan daha fazla degismeyinceye kadar islem tekrarlanmistir. Toprak
ornekleri icerisindeki %CaCO3 miktart hesaplanmig ve sonuglar Tablo 2.1°deki standart

degerlerle kiyaslanarak (Tiiziiner 1990)’ a gore degerlendirilmistir.

Tablo 2.1.Topragin kireg igeregine gore sinifi (Richards 1954).

%CaCOs Simifi

0-2 Kiregsiz

2-4 Az Kiregli

4-8 Orta Kiregli

8-15 Kiregli

15-50 Cok Kiregli

50-90 Cok Fazla Kiregli
>90 Kiregli
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2.2.3. Suyla Doygunluk Testi

Oncelikle toprak numunesi analizine uygun sekilde saturasyon macunu
hazirlanmistir. Bu islem i¢in harcanan su miktar1 tespit edildikten sonra bu miktarin
yaklagik %10’u kadar daha su ilave edilerek toprak numunesinin absorbe ettigi toplam su
miktart hesaplanmistir. Absorbe edilen toplam su miktar1 Tablo 2.2 ile karsilagtirilmak

suretiyle topragin biinyesi kabaca tespit edilmistir (Tiziiner, 1990).

Tablo 2.2. Absorbe edilen toplam su miktarina gére biinye siniflart (Richards 1954).

Absorbe Edilen Toplam Su Miktan Biinye Simifi
30 ml’den az Kumlu
31-50 ml Tinl

51-70 mi Killi-tinli
71-110 ml Killi

110 ml ve st Agir killi

2.2.4. Organik Madde Analizi

Walkey-Black (1934) yontemine gore 0.5 gr toprak lizerine 10 ml K2Cr207 ilave
edilerek 1slanincaya kadar calkalanmis, daha sonra, 20 ml konsantre siilfirik asit ilave
edildikten sonra bir dakika yavasca calkalanip karisim 30 dakika boyunca ceker ocaga
almmistir. 30 dk sonunda 6rneklere hacimleri 200 ml oluncaya kadar saf su ve 4- 5 damla
ferroin indikatorii ilave edilmistir. Daha sonra demir siilfat ile titre edilerek % organik

madde miktari tespit edilmistir. (Bremnel, 1965).

2.2.5. Toplam Azot Tayini (Kjeldahl)

Toplam azot modifiye Kjeldahl, Bremnel (1965)’ de belirtildigi sekilde gore
belirlenmistir. 10 gr toprak Ornegi iizerine 40 ml salisilik-siilfirik asit karigimi ilave
edilmis, toprak islanincaya kadar karistirtip 16 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda,
orneklere 5’er gr sodyum tiosiilfat (Na2S2035H20) ilave edilerek kabarma bitinceye kadar
isitilmistir. Sogutulmaya alinan 6rneklere daha sonra 20 ml saf su ve 10’ar gram 10:1:0.5

oranindaki tuz karisimi (K2SOs + FeSOs + CuSOa) ilave edilerek Kjeldahl yakma
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diizeneginde karisim gri renk alincaya kadar yakimig ve bundan sonra 1 saat kadar 1slak
yakma islemine devam edilmistir. Yakma sonucu karisim soguduktan sonra belli miktar saf
su ile damitma balonuna aktarilarak O6rnek tizerine 10 N NaOH’den bir miktar ilave
edilerek karisim damitilmistir. Damitik 0.005 N H2SOs ile titre edilerek toplam azot %

olarak belirlenmistir.

2.2.6. Ahlnabilir Fosfor ve Alinabilir Potasyum

Organik materyallerin fosfor igerigi nitrik-perklorik asit karigimi ile yas yakma
metodu sonucunda elde edilen filtrattaki fosfor vanadomolibdofosforik sar1 renk metoduna
gore tayin edilmistir (Kacar ve Kovanci, 1982). Potasyum ise organik materyallerdeki
makro ve mikro elementlerden yas yakma metodu ile elde edilen filtrattaki fosfor miktari

ise atomik absorpsiyon spektrofotometresi ile belirlenmistir (Kacar, 1972).

2.2.7. Katyon Degisim Kapasitesi (KDK)

Katyon degisim kapasitesi Tiziiner (1990)’da belirtildigi lizere sodyum asetat
metodu ile belirlenmistir. Hava kurusu yapilmis ve 2mm’lik siizgecten gecirilmis
topraklardan 4’er gr tartilip santrifiij tiiplerine konulmustur. 33 ml, pH 8,2 olan sodyum
asetat ¢Ozeltisi eklenip 5 dakika calkalanmistir. Tipa ve etrafi sodyum asetat ile
yikandiktan sonra 5 dakika 1000 rpm’de santrifiijlenmis ve bu islem tstteki berrak sivi
dokiilerek 4 defa tekrarlanmistir. Daha sonra sodyum asetatla yikanmis olan topraklarin
tizerine 33 ml etil alkol eklenip 5 dakika calkalanmistir. Tipa ve etrafi etil alkolle yikanan
tiipler santrifiij edilmistir. Bu islem listte kalan sivi faz dokiilerek 3 defa tekrarlanmistir.
Uciincii yikamada iistteki berrak sivinin elektriksel iletkenligi (EC) dl¢iilmiistiir. Adsorbe
olmus sodyum numunesinin iizerine 33 ml amonyum asetat eklenerek 5 dakika
calkalanmis ve c¢alkalanan tiiplerin tipast ve agzi amonyum asetat ile yikanip
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasinda tiistte kalan berrak sivi 100 ml’lik balonjojeye
alinmistir. Bu islem 3 defa tekrarlanmistir. Amonyum asetat ¢ozeltisi ile balonjojedeki

¢ozelti 100 ml’ye tamamlandiktan sonra flamefotometrede okuma yapilmistir.
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2.2.8. Toprak Biinyesi (Tekstiirii) Tayinleri

Onceden igerdigi nem miktar1 belirli olan toprak 6rneginden 50 gr alinarak 400
ml’lik behere konulmustur. Uzerine 10 ml %10’luk sodyum hekzametafosfat ilave
edildikten sonra 100 — 150 ml saf su konularak karistirilmis ve bir gece dispersiyon igin
birakilmistir. Ertesi glin beherdeki toprak, beherde hicbir toprak zerresi kalmayacak sekilde
dikkatlice yikanarak karistirma aletinin kabina bosaltilmis ve kap agzina 6 cm kalana kadar
saf su ile doldurularak miksere baglanmistir. Toprak ince biinyeli (killi) oldugu icin 15
dakika karigtinnlmistir. Karigtirma islemi bittikten sonra kap igerisindeki siispansiyon hig
toprak zerresi kalmayacak sekilde pisetle su piiskiirtiilerek cam silindire aktarilmistir. Cam
silindir igerisine hidrometre daldirilip 50 gr toprak numunesi ¢alismalarinda saf su ilavesi
ile meziir 1130 ml seviyesine getirilmistir. Hidrometre silindirden ¢ikartilip yikanip
kurulanip kronometre hazir konuma getirildikten sonra el karistiricist silindirin igerisine
daldirilarak ve asagi yukari olmak iizere 20 kez siispansiyon karistirilmistir. Karistiric
stispansiyonda ¢ikartildigi anda kronometre g¢alistirilmis ve 20 sn sonra hidrometre
slispansiyona daldirilarak ve 40 saniye sonra hidrometrede okunan deger kaydedilip es
zamanli olarak siispansiyonun sicakligi 6lgiilmiistiir. Ik karistirma amindaki zaman
baslangi¢ olarak kabul edilip 2. saatte hidrometre tekrar siispansiyona daldirilip okunan
deger not edilmistir. 2. saat okumasindan hemen sonra da siispansiyonun sicaklig
okunmustur.

Firin kuru toplam agirhig:r (FKT) degeri, dnceden nem kapsami bilinen 50 gr hava
kuru toprak agirligindan hesaplanmistir. Elde edilen % kum, silt ve kil degerlerinde biinye
smiflarinin belirlenmesinde Sekil 2.2°de gosterilen tekstiir ticgenininden yararlanilmigtir

(Bouyoucos 1962).
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2.3. Toprak Orneklerinden Bakterilerin izolasyonu ve Identifikasyonu

(Calismada, bakteri izolasyonu i¢in zirai alandan insektisit atilmadan bir giin 6nce,
0-20 cm derinliklerden alinan toprak ornekleri, steril cam kavanozlara alinmistir (Zelles
ark., 1991). Yaklasik 10 g toprak 6rnegi, %0,8’lik sodyum kloriirlii izotonik suda 10*’e
kadar seyreltilmistir. Bu seyreltiden karigtirtlip her bir besiyeri i¢in ayri ayri alman 0,1
ml’lik porsiyonlar otoklavda 121°C’de 15 dk 1 atm basing altinda sterilize edilerek
hazirlanan plate count agar besiyerine aseptik sartlara sahip ekim kabininde ekimler
yapilmustir (Travers ve ark., 1987). Ekim sonras1 petri kutular1 25°C’lik inkiibatre almmis
ve bakterilerin gelisimi tamamlanmugtir. Petri kutulari {izerinde gelisen bakteriler kodlanip
(B1 ve B2) ve ekim kabininde steril 6ze kullanilarak bakteri kolonileri i¢in subaraud

dextrose brotha, inkiibe edilerek zenginlestirilmistir (Cruikshank, 1972).
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Yapilan molekiiler caligsmalari i¢in Oncelikle petri kutularindan izole edilen
kiiltiirler, stok edilmek {izere, bakteriler i¢in standart plate count agar besi yerleriyle
hazirlanan egik besiyerlerine alinmistir. Tiir teshis ¢alismalar1 Ankara’da bulunan
oligontikleotid ve primerler, molekiiler DNA problari, sentetik genler ve klonlama, DNA
dizilimi, protein sentezi, protein ve gen ekspresyonu analizleri ve hiicre kiiltiirli analizleri
alanlarinda {iriin ve hizmetler sunan SENTEBIOLAB BIOTECH firmas: ile koordineli
olarak yiritilmistiir. PCR islemleri igin, elektroforez cihazi, mycycler thermal cycler
system, jel goriintiileme sistemi, (ORTE), genetik analiz sistemi (Beckman Coulter CEQ
8000) kullanilmistir.

Molekiiler karakterizasyon calismalari, Wizard Genomic DNA Purification Kit
kitabinda belirtildigi sekilde, Isolating “Genomic DNA from Gram Positive and Gram
Negative Bacteria” metodlarina gore yapilmistir (Beutler ark. 1990). Mikrobiyal tiir tayini;
niikleik asit ekstraksiyonu, PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), DGGE (Denatiire
Gradyan Jel Elektroforezi) ve nikleik asit dizisinin belirlenmesi kademelerinden
olusmustur. Almman numuneler molekiiler tekniklerde kullanilmak iizere hazir hale
getirilmistir. Numunelerden ilk olarak niikleik asitler ekstrakte edilmistir. Ekstre edilen
DNA’lar, -20°C’de muhafaza edilmis olup bu DNA karisimlarinin 16S rRNA genleri, PCR
yontemi kullanilmak sureti ile 1s1 dongiileme (Thermal Cycler) aleti ile ¢ogaltilmis ve bu
islem sonrasi metanojenik tiir ¢esitliligi, DGGE ve DNA dizi analiziyle tespit edilmistir.
Sekanslama yapilan Orneklerin sekanslar1 SnapGene programinda tespit edilmistir.
Ornegin sekansini gosteren kromatogram goriintiisiiniin (sekans dizisi) tamamu segilerek bu
ekranda kopyalanmistir.

Bu maksatla “blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PAGE_TYPE=BlastSearch”

linkinde “Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s)” kismina kopyalanan
sekans dizisi yapistirilarak ardindan database others seg¢ilmistir. Blast tiklandiktan sonra
c¢ikan tiir analiz dosyasinda max skordaki tiir se¢ilmistir.

Mikrobiyal tiirlerin belirlenmesi igin gergeklestirilen adimlar Sekil 2.3°de

verilmistir
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wfw” Toplam mikrobiyal DNA
R1n 2%
16S rDNA geninin PCR
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! _ . . Agaroz jel lizerinde

PCR urunleri

DGGE ile nukleotid miktarina l
bagl olarak DNA
fragmanlarinin ayrnimasi
. | ==  Poliakrilamid jel
ﬁH H .. .. Uuzerinde DNA bantlan

Kesilen bantlann sekanlama
ile tanimlanmasi

NN N I Y Sekans analizi

Thermomonospora
Agromyces coan iz o
Streptomyces Filojenik agac
Seccharomonospors

Mycobactenum

Sekil 2.3. Mikrobiyal tiirlerin belirlenmesi icin gerceklestirilen adimlarin sematik gosterimi (Ozkaya ve
Demir 2011).
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2.4. Insektisit Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Imidakloprid, kullanim tarifinde yer aldig1 sekilde 1600 ppm olarak 200 er ml’lik
erlenler i¢ine hazirlanmistir. Hazirlanan bu konsantrasyonlar tarim arazilerinde tavsiye

edilen konsantrasyonlardir.

2.5. Insektisitin Biyoislah Islemi ile Giderimi
2.5.1. Siv1 Ortamda Yapilan Biyoislah Calismalar:

Plate count agar besi yerlerinden izole edilen ve tiir tespitleri yapilan bakterilerin
insektisitli ortamlarindaki biyoislah faaliyetlerini tespit etmek amaciyla bu bakterin ayri
ayr1 konsortialart ve karigimlart zenginlestirilmis besi yerlerine alinarak burada
¢ogalmalar1 saglanmistir. Bu islemde sabouraud dextrose broth kullanilmistir. %0,8’lik
steril izotonik ¢ozeltiye hazirlanan bakteri soliisyonunun igine insektisit ilave edilerek ayri
ayr1 olusturulan kiiltiir ortamlar1 25°C°lik galkalayicili inkiibatére alinmistir. 7 giinde bir
alman siiziinti numunelerinde Munzur Universitesi Cevre Miihendisligi Boliimii
laboratuvarinda KOI, BOIs, pH, ¢dziinmiis oksijen &lgiimleri yapilirken, bu numunelerin
birer 6rnegi de toplam organik karbon (TOK) &lgiimleri igin Yildiz Teknik Universitesi
Cevre Miihendisligi Boliimii Laboratuvarina gdnderilmistir. KOI i¢in standart method
5220B Kapali refluks ydntemi kullanilirken, BOI deneyinde standart method 5210D
1s1¢inda Oxitoplar kullanilmigtir. TOK deneyi Standart Method 5310B Yiiksek sicaklikta
yakma metodu kullanilarak gerceklestirilmistir. pH parametresi Standart method 4500H"B
ile, ¢oziinmiis oksijen parametresi ise Orion 5 Star multiparametre cihaziyla takip

edilmistir (Sekil 2.4).

Sekil 2.4. Orion 5 Star multiparametre cihazi
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Giris TOK, KOI, BOIs, pH ve c¢oziinmiis oksijen degerlerinin belirlenmesi
amaciyla, insektisit ¢ozeltilerinin icerisine sivi besi yerinden alinan kiiltiirler agarh
ortamdaki biliylimeye bagli olarak tespit edilen konsantrasyonlarda ilave edildikten hemen
sonra 0.45um lik siizge¢ kagidi ve steril bir huni ile siizme yapilmis ve siiziintiide TOK,
KOI ve BOIs parametrelerinin takibi yapilmistir. Deney sirasinda kiiltiirlerin aktivitesinin

onlenmesi amaciyla siiziintiilere 1’ er damla 1N H2SOjs ilave edilmistir.

2.5.2. Toprak Ortaminda Yapilan Biyoislah Calismalari

Calismanin bu basamaginda 2 litrelik steril plastik siselerin arka kisimlar1 kesilerek
15 cm capina acgik agizli siseler elde edilmistir. Bu siselerin kesilen pargalarina 2 mm lik
delikler agildiktan ve bu pargalarin sigelerin ug kisimlarma dogru yerlestirilmesinden sonra
bir siizge¢ elde edilmis ve siselerin list kisimlarina yaklagik 20 cm lik kismina steril tarim
topragi ilave edilmistir (Sekil 2.5). Biri sahitten olusan bes tane yapay tarla diizeneginin
dordiine agarli ortamda gelismenin saglandigi ve ayn1 zamanda tarim arazisinde kullanilan
konsantrasyonlarda imidakloprid ilave edilmistir. Olusturulan sahit diizenegine bakteri
kiiltiirii ilave edilmemis olup sadece insektisit ilavesi yapilmistir. Daha sonra her bir siseye,
24 saatte bir 200’er ml damitik ¢esme suyu ilavesi edilerek elde edilen siiziintiilerde
deneysel caligmalar yiiriitiilmiistiir. Boylece topragin mikroorganizmasiz steril kosullarda
insektisitin ne kadarini ne kadar zamanda biinyesinde tutabildigi tespit edilmistir.

Calismada kullanilan diizeneklere ilave edilen su miktarmin belirlenmesi igin
bolgeye diisen ve pamuk yetistiriciligi i¢in gerekli su miktar1 g6z Oniinde
bulundurulmustur. Yillik yagis miktar1 meteoroloji genel miidiirliigiinden temin edilmistir.
Siselerin alt kisimlarina yerlestirilen 500 ml’lik beherlerin tizerine siiziilen sivi numune
lizerinde 24 saat ara ile TOK, KOI ve BOIs deneyleri yapilarak insektisitteki azalma ve pH
ile C.O deneyleri ile de ortamin sartlar1 takip edilmistir.

29



Sekil 2.5. Calismada kullanilan toprak-siiziintii diizenegi

2.6. Insektisit Azahminin Takibine Yonelik Yapilan Cahsmalar

2.6.1. Biyokimyasal Oksijen Ihtiyac1 Tayini (BOIs)

Organik maddelerin aerobik sartlarda biyolojik olarak parcalanmalari igin
mikroorganizmalar tarafindan kullanilan oksijen miktari, “biyokimyasal oksijen ihtiyaci”
olarak tanimlanir ve kisaca BOIs seklinde gosterilir. BOIs, bu c¢alismada pestisit
cozeltisindeki organik maddelerin aerobik sartlar altinda oksidasyonu ve minerilazasyonu
icin mikroorganizmalar tarafindan sarf edilen oksijen miktaridir. Pestisitin i¢erdigi organik
maddeler mikroorganizmalar i¢in gida maddesidir. BOIs parametresi, atiksularda
kanalizasyon ve icinde toksik maddeler bulunmayan endiistri atiklarinin kirletebilme
derecesini, gerekli oksijen miktar1 cinsinden tayinde kullanilir. Caligmada AL 606 model

oxitop cihazlar1 kullanilmistir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. AL 606 Oxitop cihazi

2.6.2. Kimyasal Oksijen Thtiyac1 (KOI) Tayini

Kimyasal oksijen ihtiyaci organik maddelerin redoks reaksiyonlariyla par¢alanmasi
sirasinda ihtiya¢ duyulan oksijen miktaridir. Caligmada organik maddenin yerini pestisit
almistir. Kimyasal oksijen ihtiyaci ile pestisit ¢ozeltisinin icerigindeki organik maddeler,
kimyasal oksidasyonlar1 ig¢in gerekli oksijen miktar1 cinsinden belirlenmistir. Ydntem
birka¢ istisna diginda tiim organik maddelerin kuvvetli oksitleyicilerle asit ortamlarda
oksitlenebilecekleri esasina dayanmaktadir. Calismada HACH DRB 200 model
termoreaktor ile Hach DR 890 Colorimeter cihazi ile uyumlu 0-1500 mg/I araliginda 6l¢iim
yapabilen Cat. 23459-52 model KOI kitleri kullanilmistir (Sekil 2.7).

Sekil 2.7. KOI &l¢iim cihazlar
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2.6.3. Toplam Organik Karbon (TOK) Tayini

Atiksulardaki organik kirlilik derecesini 6lgen dnemli bir parametredir. Organik
kirleticiler; sularda ¢6zlinmiis halde bulunan oksijeni tiiketerek kirlenmeye neden olurlar.
Bu tip kirleticiler insan faaliyetleri sonucunda sulara karisirlar. Karistiklar1 sular eger
durgun suysa bunlar suyun dibinde birikirler. Buna sedimentasyon denir. Sedimentasyonla
¢Oken organik maddeler i¢inde birtakim inorganik maddeler de bulundururlar. Organik ve
inorganik maddelerin bir karigimi olan sedimentler mikroorganizmalar i¢in iyi bir besi
ortamidir. Boyle bir ortamda mikroorganizmlar suda ¢oziinmiis oksijeni kullanarak
sedimentteki organik maddeleri pargalarlar. Bunlarda su, CO2, NOs, SO4, ve PO4 meydana
getirirler.  Calismamizda TOK analizleri Yildiz Teknik Universitesi merkez
laboratuvarinda bulunan Tekmar Dohrmann Apollo 9000 model TOK cihazinda Standart
Method 5310A yiiksek sicaklikta yakma metodu ile gergeklestirilmistir. Calismada

kullanilan numuneler BOls ve KOI deneylerinde kullanilan numunelerin birer rnegidir.

2.6.4. pH ve Coziinmiis Oksijen Tayini

pH, bir ¢6zeltinin asitlik veya alkalinlik derecesini ifade bir eden 6lgli birimidir.
0'dan 14'e kadar olan bir aralikta dlgiiliir. pH teriminde p; eksi logaritmanin matematiksel
semboliinden, ve H ise Hidrojenin kimyasal formiilinden tiiretilmislerdir. Bir maddenin
pH degeri hidrojen iyonu [H*] ile hidroksit iyonunun [OH"] derisimlerinin oranma direk
baghdir. Eger H" derisimi OH derisiminden fazla ise ¢ozelti asidik; yani pH degeri 7 den
dustiktiir. Eger OH™ derisimi H* derisiminden fazla ise maddemiz bazik; yani pH degeri 7
den biytiktir. Eger OH ve H' iyonlarindan esit miktarlarda mevcutsa, madde 7 pH
degerine sahip olmak iizere notrdiir.

Coziinmiis oksijen suyun igersinde ¢Oziinmiis halde bulunan oksijendir.
Calismamizda pH, ¢6ziinmiis oksijeni ve sicakligi 6l¢ebilen Orion 5 Star multiparametre

cihazi kullanilmustir.

2.7. listatistiksel Analizler

Biitiin istatistiksel analizler SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) ile yapilmistir.

Sunulan veriler ticer tekrarli olarak yapilan deneylerin ortalamalarinin standart
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sapmalariyla ifade edilmistir. (SE). Siv1 ve toprak ortamindaki KOI, BOI ve TOK
azalimlar1 varyans analizleriyle yorumlanmistir (ANOVA).
Elde edilen grafiklerde (Sekil 3.2-3.9) siitunlarin tizerindeki farkli harfler, degerler

arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklarin olduguna israet etmektedir.
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3. BULGULAR

3.1. Tarim Topragmin Ozellikleri

Calismada kullanilan tarim topragina ait 6zellikler Tablo 3.1’ de verilmistir.

Tablo 3.1. Tarim topraginin 6zellikleri

Adana pamuk tarlasi

Parametre | Deger Nitelik
Saturasyon | % 61.6 Killi
EC(Tuz) 1252 mS/cm Tuzsuz
Kireg 27 mg/l Kiregli
Organik 10.41 Orta
madde (%1.45)mg/I

Potasyum | 35 mg/I Yiiksek
Fosfor 0.052 mg/I Diistik

Elde edinilen Ozelliklere goére calismada kullanilan bu topragin saturasyon
bakimindan % 61.6 lik bir degerle killi oldugu belirlenirken 1252 mD/cm’lik EC(Tuz)
degerinin topragin tuzsuz oldugunu gostermistir. Kire¢ miktar1 bakiminda 27 mg/1’lik
deger topragm kire¢ bakimindan yeterli seviyede oldugunu gostterirken 10.41 (%1.45)
mg/I’lik organik madde igeriginin de topragin orta siifta bir biinyeye sahip oldugunu
kanitlar niteliktedir. 35 mg/l lik potasyum miktar1 topragin bu madde bakimindan yiiksek,
ancak 0.0352 mg/I'lik fosfor miktar1 ise bu maddenin diisiik seviyede oldugunu
belirtmektedir. Genel anlamda ele alindiginda bu toprak tipinin Shanahan (2004) ‘de
belirtildigi lizere biyoislah i¢in yeterli seviyede oldugu anlasilmaktadir (Tablo 3.2).



Tablo 3.2. Biyoslah igin gerekli toprak 6zellikleri (Shanahan, 2004)

Cevresel Faktor Optimum Kosular
Uygun Toprak Nemi 25-85 % Su Tutma Kapasitesi
>0.2 mg/L C.O, Oksijenli
Oksijen Parg¢alanma i¢in >10% tanecikler arasi
hava boslugu
Redox Potansiyeli Eh> 50milivolt
Besin Maddeleri C:N:P =120:10:1 Molar Oran
pH 5.5-8.5
Sicaklik 15-45°C

3.2. Mikrobiyal Tiir Teshis Sonuclar:

Yaptirilan molekiiler ¢alismalar sonuglarina gore elde edilen primerler ve tiirler

Tablo 3.3’ de verilmistir.

Tablo 3.3.Tiir teshis sonuglar

Beyaz

7634 Pamuk (P1) [16S rRNA Fwd [medium quality |Ochrobactrum thiophenivorans
Sar1

7635 Pamuk(P2) [16S rRNA Fwd [medium quality |Sphingomonas melonis

Buna gére Beyaz Pamuk olarak adlandirilan bakteri tiiri Ochrobactrum
thiophenivorans iken, Sar1 pamuk olarak adlandirilan tiir ise Sphingomonas melonis olarak

belirlenmistir.

3.3.  Biyoislah Cahsmalar: Sonuclari

3.3.1. Sivi ortamda yapilan biyoislah ¢alismalari sonuclari

Calismanin toprak ortami1 basamagina ge¢meden Once toprak ortaminda

kullanilacak mikroorganizma konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla oncelikle sivi
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ortamda c¢aligmalar yiiriitilmistir. Bu maksatla tarim arazisinden izole edilen
Ochrobactrum thiophenivorans ve Sphingomonas melonis bakterilerinin her ikisinin ve
bunlarin  karisimlar1  Oncelikle plate count agar (PCA) ortamindan alinarak
zenginlestirilmesi icin subauraud dextrose broth (SDB) ortamina alinmistir. Tarim
topragmin mikroorganizma izolasyonu igin daha &nceden alindig1 toprak sicakligs 28°
oldugu i¢in SDB ortaminin da sicakligr Ttyitech marka ZHWY-2008 model galkalayicili
inkiibatdrde bu sicakliga ayarlanmustir (Sekil 3.1) ve KOI degerleri 24°er saat arayla takip
edilerek ¢alismada kullanilacak olan imidakloprid insektisitinin tarim arazisinde kullanilan
tavsiye edilen kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI) degerine esit olmas1 beklenmistir. 96 saat
sonunda imidakloprid insektisitinin tavsiye edilen kullanim KOI degeri olan 8000 mg/L ye
ulasinca bu zenginlestirilmis ortamdan alinan 50’ser ml’lik kiiltiirler(50ml Ochrobactrum
thiophenivorans, 50 ml Sphingomonas melonis ve 25’er ml her ikisinden) pestisitin igine
asilanmis ve 24 er saat arayla alinan o6rneklerden Standar Method(SM) 5220 kapali Reflux
yontemiyle KOI, SM 5210B ile Biyokimyasal Oksijen Ihtiyaci (BOI) ve SM 5310A
yontemi ile de Toplam Organik Karbon 6l¢iimleri gergeklestirilmistir. Deneyler toplamda
14 giin sirmiistiir. Elde edinilen sonuglara gore Ochrobactrum thiophenivorans,
Sphingomonas melonis ve karisimlarinin imidakloprid pestisitine karsi gostermis olduklari

biyoislah sonuglari sirasiyla sekil 3.2-3.4 arasinda gosterilmistir.

TRCENG

NCUBATOR SHAKER ™™

/
Sekil 3.1. Calkalayicili inkiibator
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Sekil 3.2. Bakteri tiirlerinde ve karigimlarinda sivi ortamda KOl azalist

B 50 ml Ochrobactrum thiophenivorans
H 50 ml Sphingomonas melonis

m50mlO.m+S.m

11 12 13 14
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Zaman (Gun)

Sekil 3.3. Bakteri tiirlerinde ve karisimlarinda s1vi ortamda BOIs azalis1
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Sekil 3.4. Bakteri tiirlerinde ve karigimlarinda sivi ortamda TOK azalist

Ortamlarn KOI, BOIs ve TOK azalislari, sistemin verimli bir sekilde calistigini
gdstermektedir. Bu sonuglara gore Ochrobactrum thiophenivorans (0.m) tiiriinde KOI
azalig1 14. glinlin sonunda %92,7; Sphingomonas melonis (s.m) tiiriinde %96,2, karisimda
ise %95,5°dir. Benzer sonuglar BOIs ve TOK’da da gériilmektedir. BOIs deki azalma
Ochrobactrum thiophenivorans tiriinde %93,4 iken Sphingomonas melonis tiiriinde
%89,4, karisimda ise %93,4’tiir. TOK azalislar ise li¢ farkli deney ortamlarinda sirasiyla
%94, %89 ve %94,9 olarak saptanmustir.

Calismada C.O ve pH degerleri de incelenmis olup, Ochrobactrum
thiophenivorans, Sphingomonas melonis ve karisimlarimin imidakloprid pestisitine karsi
gostermis olduklar1 biyoislah faaliyetlerinde ortamlarin bu parametrelerdeki degisimleri de

kontrol edilmistir. Bu degisimler sekil 3.5 ve 3.6’de gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Bakteri tiirlerinde ve karigimlarinda C.O degisimi
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Sekil 3.6. Bakteri tiirlerinde ve karigimlarinda pH azalisi

C.0

sonuglar1 incelendiginde ortamin mikroorganik faaliyetlerle fakiiltatif

sartlardan aerobik sartlara yiikseldigi gozlemlenmektedir. Bu durum sistemde calisan

bakteri tiirlerinin ortamdaki oksijeni tiiketerek bir biyoislah faaliyetinde olduklarini

gostermektedir. pH sonuglar1 incelendiginde ise ¢alisma ortaminin sartlarinin baglangigta
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pH 7 civarindan gilinler gectikge 3-4 araliginda asidik bir karaktere biirliindiigiini
gormekteyiz. Bu da ortamda meydana gelen karbonik asitin bir sonucudur. Ortamdaki

oksijenin artmasina bagli olarak pH diisiikliigii yasanmasi beklenen bir olaydir.

3.3.2. Toprak ortaminda yapilan biyoislah calismalari sonuclari

Gerek c¢alismanin sivi ortaminda daha 6nceden 5-10-25-50 ml’lik mikroorganizma
tiirleri kullamildiginda pestisitin mevcut KOI degerine en yakin sonu¢ 50 ml’lik karisik
kiiltiirlerde goriildiigii icin gerekse topragin da karisik bir mikroorganizma ortamina sahip
oldugu i¢in toprak ortaminda da bakterilerin bu sartlarda biyoislah faaliyetlerinde ¢alismasi
amaclanmistir. Zenginlestirilen Ochrobactrum thiophenivorans ve Sphingomonas melonis
tiirlerinin 50’ser ml’si (ml’sinde yaklasik 10° adet bakteri barindirir) ve her iki bakteri
tiiriiniin 25’er ml’sinin olusturdugu karisimlar hazirlanip steril topraklarin tizerlerine ilave
edilmesiyle ve sulandirilmasiyla 24’er saat arayla elde edilen siiziintiilerden alinan

orneklerin KOI, BOIs ve TOK degerleri sekil 3.7-3.9 arasinda gosterilmistir.

16000 - B sahit

14000 - B 50 ml Ochrobactrum
thiophenivorans

12000 - . .
50 ml Sphingomonas melonis

10000 -

E50mlO0O.m+S.m

KOi (mg/1)
3
8

6000 -

4000 -

2000

0 1 2 4

7
Zaman (Giin)

Sekil 3.7. Bakteri tiirlerinde ve karisimlarinda toprak ortaminda KOI azalisi
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Sekil 3.8. Bakteri tiirlerinde ve karisimlarinda toprak ortaminda BOIs azalisi
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4, SONUCLAR

Bu tez calismasindan elde edilen bulgulara gére Adana ili Alihocali mahallesi
pamuk tarimi yapilan zirai alandan izole edilen Ochrobactrum thiophenivorans ve
Sphingomonas melonis bakterilerinin ayri ayri ve birlikte olusturduklari konsorsiyumlarin
Imidaklorid etken maddeli pestisiti siv1 ve toprak ortaminda yiiksek bir verimle pargalayip
bu maddenin alic1 ortamlara verecegi olumsuz etkileri azaltabilecegi goriilmiistiir. Sivi
ortamda yapilan ayr1 ayr1 ve karigik kiiltiirlerin biyoislah ¢alismalari sonuglarina goére iki
haftalik periyot neticesinde Sphingomonas melonis bakterisinde Ochrobactrum
thiophenivorans tiiriine gére KOI bazinda daha iyi bir performans sergiledigi, ancak BOIs
ve TOK parametresinde ise yaklasik yiizde 5’lik bir farkla Ochrobactrum thiophenivorans
tiitiiniin Sphingomonas melonis tiirinden daha basarili oldugu saptanmistir. iki bakteri
tirtiniin karisimint ele aldigimizda her ti¢ parametre i¢in de verim %93’lin {izerinde
goriilmektedir. Tek tek ¢alisilan bakteriler ile elde edilen giderim verimleriyle
kiyasladigimizda goriilen ylizde 1-5 arasindaki farkliliklar, sistemin siirekli mikrobiyal
aktivitede oldugundan bazi deneysel sapmalardan dolay1 oldugu diisiiniilmektedir. Son
yillarda yapilan benzer ¢alismalari ele alacak olursak, toprak ve su ortaminda pestisitlerin
mikrobiyal pargalanmasina iliskin pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (Awad ve ark., 2011). Yang
ve ark. (2014)’de fosfat-bazal minimal ortam kiltiirlerinde karbon kaynagi olarak
Klorimuron-etil (herbisit) kullanma yetenegine sahip bir bakteri susunu arastirmiglardir.
Klorimuronetil'in tek karbon kaynagi olarak temin edildigini, klorimiironetil degradasyonu
ile birlikte mikrobiyal susun biiyime oraninin artmasimi ve baslangigta 50 mg/L lik
klorimuron-etilden %95'inden fazlasinin ayristigini bulmuslardir. Boschin ve arkadaslari
(2003)’de, Aspergillus niger mantarmin klorsiilfiiron herbisitini  pargalamasini
incelemislerdir. Sonug olarak, dort hafta sonra, kimyasal bozulma disinda klorsiilfiiron igin
parcalanma verimini yaklasik %30 bulmuslardir. Toprak mikroorganizmalari, karbon
ihtiyaglarin1 karsilamak icin pestisit kalintilarin1 kullanirlar. Karisik bakteri ortaminin
kullanildig1 aerobik ve anaerobik ortamlarda yapilan ¢aligsmalarda, endosulfanin biyolojik
olarak %96 ya kadar giderildigi belirlenmistir (Kumar ve Philip, 2006). Ergiiven ve ark.
(2016)°da, bes farkli toprak tinitesine Trakya topraklarindan izole edilen bakteri ve mantar
karisimlart  (Bacillus simplex, Bacillus muralis, Micrococcus luteus, Micrococcus

yunnanensis, Clostridium tetani, Penicillium trichoderma, Penicillium simplicissimum,



Penicillium talaromyces, Metacordyceps chlamydosporia ve Stachybotrys chartarum) 1,2,
5 ve 10 ml (her ml sinde 10° koloni olusturan iinite) olarak ilave edilmistir. Bu toprak
tinitelerinin her birine 1900 ug/L oraninda Aklonifen herbisiti ilave etmislerdir. Bes hafta
siiren ¢alisma sonucunda topraktan elde edilen siiziintiilerde Aklonifen, KOI, BOIs, ve
TOK parametrelerinde sirasiyla % 93, % 98, % 99 ve % 99’luk giderim verimleri
saptanmigtir. Ayn1 bakteri ve mantar tiirleriyle yine aklonifen herbisitinde toprak
ortaminda yapilan bir bagka calismada ise karanlik ortamda artan konsantrasyonlarda
mikroorganizma ilavesinin artan oranlarda giderim verimi yakaladigi saptanmistir. 2 ml’lik
karigik kiiltiirlerde giderim verimi etken madde bazinda 7 hafta sonucunda %63 de
tamamlanirken 5 ml’lik karisik kiiltiirlerde 6. haftanin sonunda %90, 10 ml’lik karigik
kiiltiirlerde ise 5. haftanin sonunda %97 olarak saptanmistir. KOI parametresinde karisik
kiiltiirlerde 5. giinde %93’liikk bir giderim verimi goriiliirken bakteri karigimlarinda bu
verim %90, mantar karisimlarinda ise %91°dir. Etken maddede bu oran bakteri ve mantar
karisimlarinda sirasiyla %71 ve %91 olarak saptanmistir. Her iki tiiriin de olusturdugu
karisik kiiltiirlerde topraktaki ¢aligmalarda en iyi gierim verimi 5. hafta sonunda %97 ile
yakalanmistir. 2 ml’lik karigtkmkiiltiirlerde bu oran 7. hafta sonunda %63 iken, 5 ml’lik
karigik kiiltiirlerde 6. haftanin sonunda %90’lik bir giderim goriilmistir. Belal ve
Mohamed (2013)’de pendimethalin ile kirlenmis topraktan izole edilmis Pseudomonas
putida bakterileri pendimethalin herbisitinin biyoremidasyonu {izerine bir calisma
yapmislardir. 4 hafta sonunda; 100 ug/mL konsantrasyonda pendimetalinin bu bakteri tiirti
tarafindan uzaklastinldigini  gézlemlemislerdir. Ergliven ve Yildirim (2017)" de
chlorsulfuron etken maddeli herbisit lizerine yaptiklari ¢aligmada 120 saat sonunda B.
simplex, B. muralis, M. yunnanensis, C. tetani ve M. luteus tiirlerinde KOI bazinda %94,
78,79, 74 ve 70 oraninda bir giderim verimi tespit etmislerdir. Calisma sonuclarina gore B.
simplex tiiriiniin s1v1 ortamda klorsulfuron etken maddeli herbisitte iyi bir giedrim verimi
yakaladigini belirlemislerdir (18000 mg/l den 1080 mg/I’ye). Yonten ve ark (2017)’de P.
Eryngii mantar tiiriiniin KOI bazinda biyoparcalama verimini arastirmislardir ve bu tiiriin
pestisit biyoislahinda etkili olacagini belirlemislerdir. Ergiiven ve ark. (2017)’de malathion
etken maddeli bir insektisitin P. chrysosporium ile giderimi konusunda bir arastirma
yapmuglardir. 50, 100 ve 150 ppm malathion konsantrasyonlarinda ve 130 rpm de
calkalayicili inkiibatérde KOI bazinda bir takip gergeklestirmislerdir. 15. giiniin sonunda
iic ayr1 konsantrasyonda sirasiyla %97, 99 ve 99’luk bir giderim verimleri saptanmistir.

Elde ettikleri sonuca gore P. Chrysosporium’un, malathiona maruz birakilmig alici
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ortamlarin aritiminda uygun bir mikroorganizma oldugunu belirlemislerdir. Ergiiven
(2017)’de baz1 mantar tiirleriyle asetoklor herbisitinin etken madde, KOI, BOls ve TOK
bakimindan giderim verimlerini ¢alismistir. Bu maksatla Trakya bdlgesinden elde ettigi
tarim topragindan izole ettigi izole ettigi T. geodes, C. cicadae, M. owariensis, M.
cylindrosporae ve V. Chlamydosporium tiirlerinde asetoklor etken maddesinde %91, 87,
78, 69 ve 55; KOI’de %90, 90, 74, 61, ve 52; TOK’da %85, 85, 70, 55 ve 50 son olarak da
BOls’de %80, 76, 76, 54 ve 50’lik oranlarda giderim verimlilikleri belirlemistir.
Chlorpyrifos insektisitinin biyopargalanirligi tizerinde toprak bakterileri ile yapilan bir
calismada, Maya ve ark. (2011)’de Pseudomonas, Agrobacterium ve Bacillus tiirlerini
kullanmustir. Bacillus subtilis, Brucella melitensis, Bacillus cereus, Klebsiella tiirleri,
Pseudomonas fluoresans, Pseudomonas aeroginosa ve Serratia marcescens tiirleri ile
yaptiklar1 calismalar sonucunda, 20. giiniin sonunda%46-72 verim elde edilmistir ve
klorpirifosun sulu ortamda karbon kaynagi olarak kullanildigi tespit edilmistir (Lakshmib
ve ark., 2008).
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5. ONERILER

Calismada kullanilan Ochrobactrum thiophenivorans ve Sphingomonas melonis
tirlerinin  imidakloprid insektisitini gerek sivi gerekse toprak ortaminda iginde
bulunduklar1 ortamda besi maddesi kalmadiginda bir besin maddesi muamelesi yaptiklari
belirlenmistir. S1vi ortamda 14 giinde siiren ve toprak ortaminda 7-14 giin siiren par¢alama
islemi, ortama daha farzla tiirlin gelmesiyle daha kisa siirede olabilecegi literaiir
calismalarindan da anlasilmistir. Eldeki imkanlar dahilinde pestisit etken maddesindeki
azalima kromotografik cihazlar olmadigidan bakilamamistir. Ancak, KOI, BOis ve TOK
da Onemli cevre parametreleridir ve bizlere bu insektisitin mikrobiyal parcalanmasi
hakkinda fikir verebilmektedir. Daha biiyiik biitcelerde etken madde bazinda azalimlar ve
hatta pestisit molekiiler yapisindaki degisimler de takip edilebilir. Bununla birlikte
parcalama isleminde gorev alan mikroorganizmalarin genlerinde meydana gelen
farkliliklar da gozlemlenebilir. Tarim topraklari, pestisitleri pargalayabilecek nitelikte
mikroorganizma  barindirdigindan  farkli  tarim  topraklarindan  elde  edilen
mikroorganizmalarla farkli pestisitler lizerinde de caligmalar yiiriitiilebilir. Elde edinilen
sonuglar tilkemizde pestisite maruz birakilan alici ortamlarin rehabilite edilmesinde ve
dolayisiyla besin zincirinin en iist basamaginda yer alan insanoglunun biinyesinde de

pestisit birikimini engelleyebilecek tedbirlerin alinmasinda yardimer olacaktir.
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