Artvin Coruh Universitesi (N T

Artvin Coruh University

R

Orman Fakiiltesi Dergisi S £ 7 Journal of Forestry Faculty
ISSN:2146-1880, e-ISSN: 2146-698X o ,‘;if - ISSN:2146-1880, e-ISSN: 2146-698X
Yil: 2020, Cilt: 21, Sayi:2, Sayfa: 292-300 Ty Year: 2020, Vol: 21, Issue:2, Pages: 292-300

ofd.artvin.edu.tr

2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) uygulanmis topraktan izole edilen bakterilerin 2,4-d
biyokimyasal yikim kabiliyetlerinin incelenmesi

Investigation of 2,4-d biochemical degradation capabilities of bacteria isolated from 2,4-dichlorophenoxy acetic acid

(2,4-d) applied soil

Cemal KURTOGLU?

Faik CEYLAN 2

Sabahattin COMERTPAY!"~ ismail AKYOL?

1Kahramanmaras Siitgi imam Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji B&limii, 46050, Kahramanmaras
2Kahramanmaras Siit¢li imam Universitesi, Orman Fakiltesi, Orman Mihendisligi B6liimii, 46050, Kahramanmaras
3Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Bdlimii, 06110, Ankara

Eser Bilgisi / Article Info
Arastirma makalesi / Research article
DOI: 10.17474/artvinofd.737394

Sorumlu yazar / Corresponding author
Cemal KURTOGLU
e-mail:cemalkurtoglu93@hotmail.com

Gelis tarihi / Received

14.05.2020

Duizeltme tarihi/ Received in revised form
04.06.2020

Kabul Tarihi / Accepted

06.06.2020

Elektronik erigsim / Online available
15.09.2020

Anahtar kelimeler:
2,4-D

Toprak bakterileri
Mikrobiyal yikim

Keywords:

2,4-D

Soil bacteria
Microbial degradation

Ozet

2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D), fenoksi asitler grubuna dahil olan, segici bir herbisittir. Topraktaki
2,4-D kalintilarinin gevre ve insan sagligina zararli etkileri oldugu bilinmektedir. Bu sorunlar ile bas
etmedeki en 6nemli faktorlerden birisi herbisitleri besin olarak kullanip yikimini saglayan toprak
bakterileridir. Bu ¢alismada, Balikesir bolgesinde, 2,4-D ile muamele edilmis tarim arazisinden izole
edilen bakterilerin, bu herbisiti yikim potansiyellerinin spektrofotometrik testler ve HPLC yardimiyla
belirlenmesi hedeflenmistir. Oncelikle, bu bakterilerin protein analizi ydntemiyle molekiiler diizeyde
tanimlanmasi amagclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda; seri secilimlerle elde edilen bakteri
kolonilerinin, karbon kaynagi olarak yalnizca iki farkh derisimde (0.1g/L, 0.5g/L) 2,4-D igeren
besiyerinde yetismeleri saglanmigstir. Yetistirilen bakterilerin blyime hizlari 14. giinde takip edilmis ve
bakterilerin yikim yeteneklerinin anlasilmasi igin besi ortaminda kalan 2,4-D miktarlari ayni siire
sonunda Olgulmistir. Elde edilen sonuglara goére bu calismada 2,4-D’yi yikabilen bir bakteri
bulunamamis, ancak Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus ve Stenotrophomonas sp.
bakterilerinin 2,4-D’li ortamda biiylyebildikleri tespit edilmistir.

Abstract

2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) is a selective herbicide from the phenoxyacids group. 2,4-D
residues in soil are known to have harmful effects on environment and human health. One of the most
important factors in dealing with these problems is soil bacteria that provide herbicides as a nutrient
and break down. In this study, it was aimed to determine the degradation potential of this herbicide
by the bacteria isolated from an agricultural field treated with 2,4-D in Balikesir region through
spectrophotometric tests and HPLC. It was initially aimed to identify these bacteria at the molecular
level by protein analysis. In order to achieve these goals; bacterial colonies obtained by serial selection
were grown in the media containing three different concentrations (0.1 g/L, 0.5 g/L) of 2,4-D as the
only carbon source. Growth rates of the bacteria were monitored on the 14th day, and the amount of
2,4-D remaining in the medium was measured at the same time in order to understand the
degradation ability of the bacteria. According to the results obtained; no bacteria capable of degrading
2,4-D were found, however, it was observed that Acinetobacter baumannii, Acinetobacter
calcoaceticus and Stenotrophomonas sp. bacteria were able to grow in the medium containing 2,4-D.

GiRiS

Pestisitler, tarimsal Grlnlerin Gretimi ve depolanmalari

sirasinda Urdnlere zarar

hastaliklara neden olan
kemirgen, vyabani ot ve

uzaklastirmak, yok etmek

veren, Urlin kaybina ve
mikroorganizma,

mantar gibi

birlikte
yapilmadiginda, Uriin kaybi ortalama %35 dolaylarinda

bunlarla  gerekli micadele c¢alismalari

oldugu belirtiimektedir (Yakar 2014). insan niifusunun

surekliartmasi goz 6niline alindiginda bunun ¢ok biyiik bir

bécek, Uriin kaybina denk geldigi soylenebilir. Bunun yaninda

zararlilari artan pestisit kullanimi nedeniyle, pestisitlerin cevreye
bitki ~ byumesini olan olumsuz etkilerinin belirlenmesi, eliminasyonu ve

diizenlemek amaciyla kullanilan kimyasal ya da biyolojik
Urtnlerdir (Kaya 2016). Ulkemizde yetistirilen tarim
Urlnlerinde ekonomik olarak zarara neden olan yaklasik
500 hastalik etmeni, zararl ve yabanci ot bulunmakla

daha bilingli kullanimlari 6nem tasimaktadir (Oliveira ve
ark. 2018).
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2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-d) uygulanmis topraktan izole edilen bakterilerin 2,4-d biyokimyasal yikim kabiliyetlerinin incelenmesi

Pestisitlerin bir alt grubu olan herbisitler; tarim
arazilerinde istenmeyen yabanci otlari 6ldirmek veya
kontrol altina almak igin kullanilan kimyasal maddelerdir.
Kullanilan herbisitlerin yikimi, bitki tarafindan kullaniima,
buharlagsma, tasinma, isikta yikim, toprakta tutunma,
yikanma, mikrobiyal yikim ve kimyasal yikim yollarindan
herhangi birisi ile gerceklesir (Basaran ve Serim 2010).
Herbisitlerin mikrobiyal yikiminda toprak ozellikleri
(nemi, hava kapasitesi, sicaklk, pH ve organik madde
miktari) rol almaktadir (Basaran ve Serim 2010).

Kullanilabilir tarim alanlarinin azalmasina neden olan bir
bilesik olan 2,4-Dikolorofenoksi asetik asit (2,4-D),
yabanci ot miicadelelerinde 1940l yillardan beri yaygin
olarak kullanilan bir herbisittir (Xia ve ark. 2017). Yabanci
otlara karsi etkili bir miicadele sunan 2,4-D’nin kontrolsiiz
kullanimi, biyolojik denge bozulumu ve cevre ve gida
zehirlenmelerine neden olmaktadir (Ozdas 2006).

2,4-D kahlntilarinin toprakta, uygulamadan 7-10 giin
sonrasinda ortalama % 40-50 kadarinin, 60 giin
sonrasinda ise yaklasik % 50-60 kadarinin mineralize
oldugu rapor edilmistir (Boivin ve ark. 2005). Kisa sirede
mineralize olmaya baslamasina ragmen, 2,4-D
kimyasalinin hem kendisinin hem de ara Urlnlerinin
toprakta uzun wyillar kalma potansiyelinin oldugu
bilinmekte ve cesitli bakteri turlerinin kullanimi ile 2,4-
D’nin yikimi, bu bilesigin neden oldugu biyolojik kirliligin
eliminasyonunda izlenen temel yol olarak belirtilmektedir
(Kumar ve ark. 2016). Achromobacter, Acinetobacter,
Arthrobacter, Corynebacterium, Cupriavidus,
Flavobacterium, Penicillium, Pseudomonas, Variovorax,
Sphingomonas, Bradyrhizobium ve Streptomyces cinsi
bakterilerin ve Serratia marcescens, Stenothrophomonas
maltophilia  bakteri tlrlerinin  s6z konusu yikim
yetenegine sahip olduklari literatiirde yer almaktadir
(Don ve Pemberton 1981, Fulthorpe ve ark. 1995, Zwieten
ve ark. 1995, In-Hyun ve Jonk-Ok. 2003, Silva ve ark.

2007).

Bu ¢alismanin amaci; herbisit olarak kullanilan ve ¢evresel
kirlilige sebep olan 2,4-D kimyasalinin, Balikesir ili Altieyliil
ilcesi sinirlarinda bulunan ve 2,4-D ile muamele edilmis bir
tarim arazisinden izole edilen bakterilerce yikilip
yikilmadiginin belirlenmesidir.

MATERYAL VE METOD
Biyolojik Materyal

Bakteri izolasyonu igin toprak érnekleri, ilkbaharda (nisan
ay! icinde) bugday bitkisinin oldugu ve hava sicakliginin
yaklasik 20 °C oldugu donemde uzun yillardir dimetil amin
tuzu seklinde vyaklasik olarak hektarinin 0,5 g/L
konsantrasyonda 20 L 2,4-D ile muamele edildigi bilinen
Balikesir'in Altieyldl ilcesinde bulunan (39°37'05.6"N
27°45'48.0"E) killi topraga sahip bir tarim arazisinden,
toprak ylizeyi yaklasik 5 cm temizlenerek tarlaya disaridan
herhangi bir kontaminasyon olusturmamak adina
kaynatilip etanol ile steril edilmis kavanoz ve kasiklar
kullanilarak alinmistir. Ornek alma islemi tarlaya 2,4-D
uygulamasindan 5-7 giin sonra yapilmistir.

Mineral Tuz Besi Ortami (MTB) ve Luria bertani (LB)
Besiyeri Ortamlarinin Hazirlanmasi

MTB hazirlamak icin 2 g/L amonyum silfat ((NH4),SO4),
0.625 g/L potasyum hidrojen fosfat (K;HPO,), 0.6 g/L
sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO, 2H,0), 0.2 g/L
magnezyum silfat (MgS0. 7H,0), 0.15 g/L kalsiyum klortr
(CaCl, 6H,0) tartilarak saf su ile 1 litreye tamamlanmis ve
pH’s1 7.0 olarak ayarlanmistir. Hazirlanan besi ortami 0.22
pm por ¢apinda steril filtre kullanilarak sterilize edilmistir.

Bakterilerin canhliklarini belirlemek amaciyla kullanilan LB
besiyerinin hazirlanmasi icin ise 10 g/L triptofan, 5 g/L
NaCl, 5 g/L maya 6zitu tartilarak saf su ile 1 litreye
tamamlanmis ve 10 mL’lik tiiplere paylastiriimistir. Agarli
besiyeri icin MTB’ye % 1.5 oraninda agar ilave edilmis ve
121 °C’de 15 dakika sterilizasyon yapilmistir.

Topraktan Bakteri izolasyonu

Herbisit uygulandigi bilinen arazinin farklh yerlerinden
toplamda 10 g kadar toprak 6rnegi alinmistir. 250 mL’lik
sise icerisine 5 g toprak ornegi ve 50 mL sterilize edilmis
MTB konulup 37 °C’de inkiibe edilmistir. Karbon kaynagi
olarak 2,4-D bulunduran besiyeri igerisinde 37 °C'de 14
gln inkiibe edilen bakteriler CEM serisi olarak, ayni
karbon kaynagi kullanilarak 14 giin boyunca 30 °C'de
inklibe edilen bakteriler ise B serisi olarak kodlanmistir.
inkiibasyonu takiben 2,4-D iceren MTB agar petrileri

293/ C. Kurtoglu, F. Ceylan, S. Comertpay, I. Akyol | ACU Orman Fak Derg 21(2):292-300 (2020)



2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-d) uygulanmis topraktan izole edilen bakterilerin 2,4-d biyokimyasal yikim kabiliyetlerinin incelenmesi

Gzerine yayma yontemi ile bakterilerin ekimi yapilmis,

yogun sekilde petride gelisen koloniler koloni
morfolojileri ve renkleri dikkate alinarak secilmis ve bu
kez cizme yontemi yapilarak saf koloniler elde edilmistir.

Koloni saflastirma islemi 3 kez tekrarlanmistir.
Bakterilerin Tanimlanmasi

Bakteri orneklerinden elde edilen taze koloniler, MALDI-
TOF (Matrix Assisted Laser Desorption and lonization
Time-Of-Flight ) ile tanimlama yapilmak {zere Hatay
Mustafa Kemal Universitesi, Bitki Sagligi Klinigi Uygulama

ve Arastirma Merkezi’'ne gonderilmistir. Bu merkezde

MALDI-TOF analizi ile mikroorganizma tanimlamasi Uysal
ve ark. (2019)’'ndaki prosedir kullanilarak uygulanmustir.
Bunun igin saf bakteri kiltiirlerinden ©6n protein
izolasyonlari yapilmis ve bu proteinlerin analizi
sonucunda cihazdan elde edilen spektrumlar aracihigiyla
cins ve tir teshis islemleri gerceklestirilmistir.

2,4-D Kimyasalinin Hazirlanmasi ve 2,4-D’li Ortamda
Bakterilerin Yetistirilmesi

2,4-D (Duchefa Biochemistry; Haarlem, Hollanda)’den 0.5
g tartilarak 10 mL %96’k etanolde ¢ozilmis ve por capi
0.22 um olan steril filtreden gecirilerek sterilize edilmistir.

10 mL MTB’ye stoktan 100 pL (~3.8x107tane) bakteri
ornegi ve 2,4-D kimyasalindan 0.1 g/L, 0.5 g/L derisiminde
olacak sekilde ilave edilerek, kapaklar sikica kapatilmis ve
vorteks ile kanstirnlmistir. 2,4-D kimyasalinin uygulama
derisimleri Santacruz ve ark. (2005)'nin kullandig
derisimlerin en dusik ve en yiksek yogunluklu olanlari
secilerek belirlenmistir. 14 giin boyunca inkiibasyona
birakilan bakterilerin siire sonundaki canhliklarina LB
besiyerine ekim yapilarak bakilmistir (Zhao ve ark. 2015).
14 giinlik inkiibasyon siliresine, Xia ve ark. (2017)'nin izole
ettikleri bakterilerde 2,4-D yikim calismalarini 36 saatte
sonlandirmasi ve oncil ¢alismalarimizda bakterilerin 14.
glinden itibaren bilylime doygunluguna eristiginin
gozlemlenmesi sebebiyle karar verilmistir. Bakterilerin
yetistirilmesi spektrofotometrik dlciimler icin 3 tekrarli,
HPLC analizi igin ise tek tekrarli olarak yapilmistir.

2,4-D’li Ortamda Bakterilerin Biiyiime Miktarinin
Spektrofotometre ile Belirlenmesi

inkiibasyon sonunda elde edilen &rneklerden 1 mL
alinarak spektrofotometre kivetine koyulmus ve optik
yogunluk (OD) 600 nm’de absorbans degeri 6lciilerek
Olciimler kaydedilmigstir. Kér olarak MTB kullaniimistir.

Spektrofotometre Kullanilarak 2,4-D Miktar Tayininin
Yapilmasi

Orneklerden 1mL alinarak 5000 rpm’de santrifij
yapilmistir. Daha sonra kuartz kiivetlere konularak optik
yogunluk (OD) 283 nm’de absorbans degeri 6lglilerek
Olciimler kaydedilmistir. Kér olarak MTB kullanilmistir
(Glngor 2007).

HPLC Kullanilarak 2,4-D Miktar Tayininin Yapilmasi

HPLC (High Performance Liquid Chromatography: Yiksek
Performansli Sivi Kromatografisi) analizi icin 6érneklerden
1 mL alinarak 5000 rpm’de santriflij yapilmis ve
stipernatant alinarak 0.22 um filtreden gegirilmistir. HPLC
analizi C18 kromatografi kolonu (4.6 mm x 150 mm, 5 um)
ile yapiimistir. Kromatografik kosullar; kolon sicakligi 30
°C’ye ayarlanarak ve pH’i fosforik asit ile 3.2’ye ayarlanan
mobil fazin, metanol ve ultra saf suyun hacimce 6:4
oraninda karistiriimasi ile olusturulmustur. Cihaz lizerinde
Akis hizi 1.0 mL/dk, dalga boyu 248 nm ve enjeksiyon
hacmi 20 pL olarak ayarlanmistir (Zhou ve ark. 2018).

istatistiksel Analiz

Her bir grup icin elde edilen tekrarli degerler arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark olup olmadiginin bilinmesi
icin GraphPad Prism programi (CA, ABD) icerisinde yer
alan Unpaired t testi kullanilmistir. Karsilastirma yapilan
gruplar i¢in hesaplanan P degerinin 0.05’e esit ya da
ondan kigik olmasi durumunda, fark istatistiksel olarak
anlaml kabul edilmistir.

BULGULAR
MALDI-TOF ile bakterilerin tanimlanmasi

Balikesir bodlgesinde bulunan tarim arazisinden 2,4-D
kimyasalina maruz kaldigi bilinen topraktan izole edilerek
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2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-d) uygulanmis topraktan izole edilen bakterilerin 2,4-d biyokimyasal yikim kabiliyetlerinin incelenmesi

MALDI-TOF ile tanimlanan bakteriler Cizelge 1'de
verilmistir. Tlr tanimlama sonucu; 37 °C’de inkiibe edilen
ve CEM serisi olarak adlandirilan bakterilerin tamaminin
Acinetobacter baumannii, B serisi olarak adlandirilan ve

Cizelge 1. MALDI-TOF ile tanimlanan bakteriler

Kullanilan kimyasal

2,4-D

2,4-D’nin Mikrobiyal Yikimi

2,4-D’li Ortamda Bakterilerin Biiyiime Miktarlarinin
Spektrofotometre Kullanilarak Belirlenmesi

MTB ortaminda 0.1 ve 0.5 g/L 2,4-D iceren tlplere ekim
yapilan bakterilerin 14. giin sonunda, biyime miktarlar
spektrofotometre cihazi ile 600 nm dalga boyundaki
absorbanslari araciligiyla 6lglilmiis ve kolonlarin kendi
kontrol grubu (0 g/L) ile istatistiksel karsilastirmalari
yaptmistir. Sekil 1 ve 2 kolonlarinda anlamli cikan
karsilastirma verileri * (P<0.05), ** (P<0.01) ve ***
(P<0.001) seklinde sunulmustur.

CEM serisi bakterilerinden CEM3’de 0.5 g/L 2,4-D iceren
besiyerindeki bakteri blylime miktarinin hi¢ 2,4-D

Bakterinin kodu
CEM®6, CEM3, CEM4, CEM9, CEM14, CEM20

30 °C'de inkilibe edilen bakterilerden B5 ve B9’un
Acinetobacter calcoaceticus, B8’in ise Stenotrophomonas
sp. oldugu tespit edilmistir (Cizelge 1).

Bakterinin tiirii
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter calcoaceticus

Stenotrophomonas sp.

icermeyen (kontrol) besiyerindeki bakteri biylime
miktarina gére anlamli bir artis gosterdigi (P<0.05), 0.1 g/L
2,4-D iceren besiyerindeki bakteri biylimesinin ise
kontrole gore Onemli bir degisim gostermedigi
goralmastir (Sekil 1). CEM4’deki anlamli degisim (P<0.01)
kontrole gore 0.5 g/L 2,4-D iceren besiyerindeki bakteri
bliyiime miktarinda tespit edilmistir. CEM6’da 0.1 ve 0.5
g/L 2,4-D iceren besiyerindeki bakteri bliyime miktarlar
kontrole gore sirasiyla istatistiksel olarak P<0.001 ve
P<0.01 anlam dizeyinde artis gostermistir. CEM9’'da
kontrole gore sadece 0.1 g/L ve CEM14’de kontrole gére
sadece 0.5 g/L 2,4-D iceren besiyerindeki bakteri biiylime
P<0.001 anlam
diizeyinde bir artis gorilmustir. CEM20’de ise kontrole
gbre artis (P<0.01) 0.5 g/L 2,4-D iceren besiyerindeki
bakteri biylime miktarinda tespit edilmistir

miktarlarinda istatistiksel olarak

1.0

0.8

0.6

*
%

0.4 iy

ODGOO dege ri

0.2

*

14.Giin Sonunda Bakteri Biiyiime Miktar1

CEM3

mm CEM4

= CEM6

- = CEM9
CEM14
= CEM20

0.0 L5975 %

00105 00105 00105 00105 00105 00105

2,4-D (g/L)

Sekil 1. CEM serisi 14. giin sonunda toplam bakteri bliyime miktarlari. Her bir bakteri susu igin 0,1 ve 0,5 g/L icin elde edilen degerler kendi kontrol
grubu (0 g/L) ile karsilastiriimistir. istatiksel olarak anlamli sonuglar *(p<0.05), **( P<0.01) ve *** (P<0.001) seklinde gdsterilmistir.

B serisi bakterilerinden Acinetobacter calcoaceticus
olarak tanimlanan B5’de hi¢ 2,4-D icermeyen
besiyerindeki bakteri blyime miktarina gére 0.1 g/L

iceren besiyerindeki bakteri bliyiime miktarinda P<0.001

anlam duzeyinde, 0.5 g/L iceren besiyerinde ise P<0.01
anlam dizeyinde artis oldugu belirlenmistir (Sekil 2). Bir
diger Acinetobacter calcoaceticus olan B9’daki artisin
kontrole gére 0.1 g/L ve 0.5 g/L 2,4-D iceren besiyerindeki
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bakteri bliiyime miktari istatistiksel olarak P<0.05 anlam
dizeyinde oldugu tespit edilmistir. Son olarak,
Stenotrophomonas sp. oldugu tespit edilen B8'de
kontrole gore 0.1 g/L 2,4-D igeren besiyerindeki bakteri

blylime miktarinin istatistiksel olarak P<0.05 anlam
dlzeyinde, 0.5 g/L 2,4-D iceren besiyerinde ise P<0.01
anlam dizeyinde artis gdsterdigi belirlenmistir.

ODgqo degeri
e @9
» o

o
)

o
=)

°

2,4-D (g/L)

0,1
05

14.Giin Sonunda Bakteri Biiyiime Miktari

0,1
05

Sekil 2. B serisi 14. glin sonunda toplam bakteri biiyime miktarlari. Her bir bakteri susu i¢in 0,1 ve 0,5 g/L icin elde edilen degerler kendi kontrol
grubu (0 g/L) ile karsilastirilmistir. istatiksel olarak anlamli sonuglar *(p<0.05), **( P<0.01) ve *** (P<0.001) seklinde gdsterilmistir.

2,4-D’nin Miktarinin
Kullanilarak Belirlenmesi

Degisim Spektrofotometre

2,4-D kimyasalinin spektrofotometre cihaziile olusturulan
standart grafigi Sekil 3'de verilmistir.

MTB ortaminda 0.5 g/L 2,4-D iceren tiiplere ekim yapilan
bakteriler 14. giin sonunda uzaklastirilarak, 2,4-D’nin

kalan miktari besi ortaminin 283 nm dalga boyunda
absorbansi dlcllerek standart grafik formalt (y = 8.335x)
aractligiyla hesaplanmis ve istatistiksel karsilastirmalari
yapilmistir. Sekil 4 ve 5 kolonlarinda anlamli g¢ikan
karsilastirma verileri * (P<0.05), ** (P<0.01) ve ***
(P<0.001) seklinde sunulmustur.

. y = 8.3356x
2,4-D Standart Grafigi R?=0.9913
1
0,8
= 0,6
[J]
b0
(]
o 0,4
(3]
X
a 0,2
(o]
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
2,4-D konsantrasyonlari (g/L)

Sekil 3. 2,4-D Standart grafigi

CEM serisinden sadece CEM14’de 14. giin sonunda 2,4-D
miktarinda anlamli bir azalma (P<0.001) goriliirken B
serinden B8 ve B9’da anlaml bir azalma (P<0.05) tespit
edilmistir. Diger taraftan her iki serinin de negatif

kontrollerinde 14. gin sonunda 2,4-D miktarlarinda
anlamli bir azalma (P<0.001) gozlemlenmistir (Sekil 4 ve
5).
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2,4-D (g/L)

0.6

o
FS
L

o
N
L1

2,4-D miktarinin zamanla degisimi

ek

CEM3
CEM4
CEM6
CEM9
CEM14
CEM20

014 014 014 014 014 014 014
Bakteri biiyiime siiresi (gtin)

T Negatif kontrol

Sekil 4. CEM serisinde 0.5 g/L 2,4-D iceren besi ortaminda 2,4-D miktarinin 14. giin sonunda spektrofotometre ile 6lgtilen degisimi. Her bir bakteri
susu icin elde edilen 14. giin sonu kimyasal miktari kendi kontrol grubu (0.giin) ile karsilastiriimistir. istatiksel olarak anlaml sonuglar
* (p<0.05), **(P<0.01) ve *** (P<0.001) seklinde gosterilmistir. Negatif kontrol: Bakteri icermeyen ortam

2,4-D miktarinin zamanla degisimi

_l_ mm B5
. T . _ B8
- T -
B9
Negatif
kontrol
T T T T T T
0 14 0 14 0 14 0 14

Bakteri biiyiime siiresi (giin)

Sekil 5. B serisinde 0.5 g/L 2,4-D igeren besi ortaminda 2,4-D miktarinin 14. giin sonunda spektrofotometre ile 6lgtilen degisimi. Her bir bakteri susu
icin elde edilen 14. giin sonu kimyasal miktari kendi kontrol grubu (0.giin) ile karsilastinlmistir. istatiksel olarak anlamh sonuglar
* (p<0.05), **(P<0.01) ve *** (P<0.001) seklinde gosterilmistir. Negatif kontrol: Bakteri icermeyen ortam

2,4-D’'nin HPLC ile

belirlenmesi

mikrobiyal

yikim  miktarinin

HPLC cihazi ile Gg¢ farkli 2,4-D derisimi o6lgllmis ve
f(x)=0.00202609*x+1.18181 formuli elde edilerek Sekil
6a’da verilen standart grafik olusturulmustur. Yukarida

a.

1.2]
1.0
0.8}
06
0.4]
0.2}

Konsantrasyon(ppm) [X107)

R?=0,9997103

0' — — — S —
0005101520253035404550

Alan [x107)

verilen formilde fx 2,4-D'nin X100 ppm cinsinden
miktarini, x ise ilgili derisim icin cihazin verdigi X10* alan
degerini temsil etmektedir. Olgiilen drnekler bu formiil ile
hesaplanmistir.  Standart grafigin  olusturulmasinda
kullanilan 2,4-D kimyasal kromotografi gorintisa Sekil
6b’de verilmistir.

Sekil 6. a. HPLC 2,4-D standart grafigi. b. HPLC 2,4-D (100 ppm) standart kimyasal kromatografi goériintlsu. Pik ¢ikis zamani 12. dakika olarak

belirlenmis ve ok ile gosterilmistir.
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MTB ortaminda 100 ve 500 ppm 2,4-D iceren tlplere ekim
yapilan bakteriler uzaklastirilarak 14. giin sonunda, 2,4-D
kimyasalinin HPLC cihazi ile 248 nm dalga boyunda
absorbansi 6l¢lilmustir.

Olgiimler sonucunda, CEM serisi bakterilerinde 100 ppm
ve 500 ppm 2,4-D iceren besiyerlerinde 14. giin sonunda

2,4-D kimyasalinin miktarlarindaki degisimin negatif
kontroldeki degisime benzer sekilde oldugu gorilmustir
(Sekil 7 ve 8). CEM serisinde HPLC analizi ve
spektrofotometrik Olcimler 2,4-D
kimyasalinin miktarlarindaki degisimin benzer olmasi

deney

sonucunda

sebebiyle B serisi icin bu kapsamda bir

tasarlanmam|§t|r.

2,4-D miktarimin zamanla degisim HPLC analizi

150
E 100
I ]
& B
a i
< -
o~ 50
0_
014 014 014 0 14
Bakteri bityiime siiresi (glin)

CEM3

CEM4

CEM6

CEM9
CEM14
CEM20
Negatif kontrol

014 0 14

Sekil 7. CEM serisinde 100 ppm 2,4-D igeren besi ortaminin 14. giin sonunda HPLC ile 2,4-D miktar tayini. Negatif kontrol: Bakteri igermeyen ortam

2,4-D miktarinin zamanla degisim HPLC analizi
600
500y _ . 1 ils =3 CEM3
E 400 =3 CEM4
§300 = CEMG6
:'_ 200 == CEM9
=a CEM14
100 == CEM20
R S R S R S e e
Bakteri biiyiime siiresi (giin)

Sekil 8. CEM serisinde 500 ppm 2,4-D igeren besi ortaminin 14. giin sonunda HPLC ile 2,4-D miktar tayini. Negatif kontrol: Bakteri icermeyen ortam

TARTISMA VE SONUG

Tanimlanan bakteriler, tek karbon kaynagi olarak 2,4-D
kimyasalini barindiran besiyerinde tutulmus ve biylime
oranlari olglldtuginde ilgili kimyasali kullanabiliyor
olabilecekleri dlstnllmustir. Ancak, islem sonunda 2,4-
D miktarinin spektrofotometre ile 6lglilmesi sonucunda

2,4-D’nin hig kullanilmamis olabilecegi ortaya ¢ikmistir.

Ancak boyle bir durumda bakterilerin karbon kaynagi
olarak neyi kullaniyor olabilecegi bir belirsizlik olarak
kalmistir. Oncelikle gézlemi netlestirmek igin HPLC

Olcimleri de gergeklestirilmis ve akla gelen bazi olasi
durumlar degerlendirilmistir.

Bunlardan ilki bakterilerin havadaki serbest CO;'yi
kullanarak ototrof bir yasam sergilemeleri olasiigidir.
Ancak literatlire bakildiginda tanimladigimiz bakterilerin
higbirinin ototrof olmadigi tespit edilmistir (Percival ve

Williams 2014).

ikinci olasilik ise; kullanilan 2,4-D miktarinin, yani 2,4-D
toplam miktarindaki azalmanin, 6lglilemeyecek kadar
diistik olmasidir. Bunu degerlendirmek igin 10 mL besi
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ortamina 0.005 g 2,4-D karbon kaynagl ve baslangi¢
bakteri sayisi olarak ortalama 4.51x107 bakteri konulmus,
14. giin sonunda bakteri kitlesinde anlamh bir farkhlik
gorilmemistir. Gliven ve Demirel Zorba (2013)’ya gore bir
bakterinin ortalama kiitlesi 0.2 x 10'2g’dir. Buna gore;
0.005 g, vyaklasik 2.5x10° adet bakteriye karsilik
gelmektedir. Deneylerimizde son durumda olgllen
bakteri absorbansi yaklasik 0.400’dir ve bu ortalama 1
mL’de 4.51x108 yani 10 mL’de 4.51x10° tane hiicreye
denk gelmektedir. Yapilan bu hesaplamalara gore
bakterilerin ¢ok az karbon kaynag ile bu sayilara
ulasabildikleri diistiniImustir. Dolayisiyla kullanilan 2,4-D
miktarinin  HPLC ve spektrofotometre cihazi ile
Olgimlerde fark edilemeyecek denli dislik olabilecegi
akla uygun goriinmektedir.

Uglincii olasilik; 2,4-D’nin kullaniimasina ragmen iretilen
bir metabolit veya atigin 2,4-D’ye ¢ok benzer ozellikler
gostermesidir. Bunun sebebi olarak literatiirde bulunan
gerceklestirilen

spektrofotometrik yontem ile

Olciimlerde, bakterilerin  Urettikleri  atiklarin  ve
metabolitlerin olglimleri etkiledigi gorisi distnulebilir
(Glngor 2007). Bu dislincenin dogrulugunu test etmek
icin ayni kosullar altinda sadece bakteri sayisini arttirarak
yeni bir deney tasarlanmistir. Bu deney ile bakterilerin
Urettikleri metabolit miktari artmasindan dolayi
spektrofotometre Olgiimlerinde kayda deger bir artis
gozlemlenmistir. Yapilan bu deney sonucunda 2,4-D
kimyasali ile bakterilerin Urettikleri maddelerin ayni dalga

boyunda oldugu anlasiimistir.

Elde edilen bakteriler tarler

degerlendirildiginde Acinetobacter baumannii ve A.

baglaminda

calcoaceticus Gram-negatif basil, kokobasil veya diplokok
seklinde gorilen, hareketsiz, dinyadaki toprak ve su
kaynaklarinda bulunan bir mikroorganizma tirtdur (Dal
ve ark. 2012). Stenotrophomonas sp ise gram negatif,
aerofilik ve hareketli bir basildir (Doyuran 2012).

A. baumannii bakterisi ile yapilmis olan bir¢cok calismada,
bu bakterinin enerji kaynag olarak karbon ve cgesitli
maddeleri kullanabildigi gdsterilmistir. Ornegin; yapilan
bir calismada bu bakteri turinin dizel yagini % 99
oraninda kullandigi bulunmustur (Palanisamy ve ark.
2014). Buna ilaveten A. baumannii bakterisinin klorlu

aromatik aminlerden biri olan 4-Kloroanilin kimyasalini
karbon ve enerji kaynag olarak kullandigi (Vangnai ve
Petchkroh 2007), bir diger calismada ise, diklofop-metil
herbisitini karbon kaynagi olarak kullandigi belirtilmistir
(Smith-Grenier ve Adkins 1996).

izole ettigimiz Acinetobacter calcoaceticus’in  S30
susunun ham petroli yikabildigi daha 6nceki ¢calismalarda
bildirilmistir  (Lal ve ark. 1996).
baumannii’'nin tek basina 2,4-D kimyasalini yikamadigi

Acinetobacter

fakat bir 2,4-D yikim plazmidi olan pJP4 ile konjugantinin
bu kimyasali dramatik sekilde vyiktig1 gosterilmistir
(Zwieten ve ark. 1995). Bizim ¢alismamizda izole edilen
Acinetobacter baumannii susunun da daha Onceki
¢alismalarda gorildigi gibi pJP4 plazmidi igermeyen A.
baumannii bakteri suslariyla benzer sekilde 2,4-D
kimyasalini yikim potansiyelinin olmadigi tespit edilmistir.
Stenotrophomonas sp. bakterilerinin ise 2,4-D ve Poly-3-
hydroxybutyrate kimyasallarini karbon kaynagi olarak
kullandigina dair raporlar bulunmaktadir (Sayyed ve ark.
2019, Han ve ark. 2014). Ayrica, yapilan bir ¢alismada,
ayni cins igerisinde vyer alan Stenothrophomonas
maltophilia bakterisinin 2,4-D kimyasalini yikim kabiliyeti
oldugu belirtilmistir (Silva ve ark. 2007).
Stenothrophomonas  maltophilic’nin ~ 2,4-D  yikim
potansiyelinin daha oOnce belirlenmesi dolayisiyla bu
¢alismada izole edilen Stenothrophomonas sp. tlrindn
ayni olmadigi veya en azindan farkl suslar olmasi gerektigi
disindlmastar.

Sonug olarak; 2,4-D uygulanmis Balikesir tarim arazi
topragindan izole edilen bakteriler Acinetobacter
baumannii, Acinetobacter calcoaceticus ve
Stenotrophomonas sp. olarak tanimlanmistir. Tanimlanan
bakterilerin, bu kimyasali kullanabilme yeteneginin
olmadig, ancak ilgili bakterilerin 2,4-D’li ortamda
blylyebildikleri gbzlemlenmistir. Ote yandan,
bakterilerin 14 ginlik inklibasyon siresinin kisa gibi
gorlinmesine ragmen 36 saatte sonlandirilan ¢alismalar
bulunmaktadir (Xia ve ark. 2017). Son olarak, bakteriler
disinda farkli mikroorganizmalarin (6rnegin Ascomycota
ve Basidiomycota subelerine ait funguslar) 2,4-D
kimyasal yikim kabiliyetlerinin oldugu rapor edilmistir
(Serbent ve ark. 2019). ilerleyen calismalarda 2,4-D
kimyasali  yikim

kabiliyetlerinin  belirlenmesi igin
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bakterilerin yaninda fungus veya tek hicreli dkaryotik
canlilar da eklenebilir.
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