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Ozet

Calismada, 2,4-Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) iireten bir fabrikanin aktif gamurundan, Ankara Cayi’ndan, Beysehir Goli’nden ve bir kagit
fabrikast aktif camurundan alinan 6rnekler kullanilmistir. Ornekler gesitli konsantrasyonlarda 2,4-D igeren asetatsiz AT besi yerine “Agar Shake
Tube” diliisyon yontemi ile ekilmistir. Ekim yapilan tiipler siirekli 151k altinda oda sicakliginda 15 giin boyunca inkiibe edilmistir. Bu tiiplerde
gelisen tek koloniler AT sivi besi yerine aktarilmistir. Sivi besi yerinde gelistirilen kiiltlirler ayn1 yontemle saflastirilmistir. Sonugta en yiiksek
(0,1-0,2 gr/It) 2,4-D igeren AT besi yerinde gelisebilen 12 izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin 5 tanesi herbisit fabrikasi aktif camurundan, 4 tanesi
Ankara Cayr’ndan, 2 tanesi Beysehir Golii’'nden ve 1 tanesi de kagit fabrikas aktif camurundan izole edilmistir. izolatlar morfolojik ve ayrica
biyokimyasal 6zelliklerine gore tanimlandiginda, timiniin Rhodopseudomonas palustris (R. palustris) tiirtinin 6zelliklerini gosterdigi tespit
edilmistir. izole edilen R. palustris suslarmin gelisimine pH ve 2,4-D konsantrasyonlarmin etkisi belirlenmistir. Baz1 suslarm 3,3 gr/lt 2,4-D
konsantrasyonunda gelisebildigi goriilmiistiir. Ayrica ¢alismada kullanilan R. palustris suslarmm pH 6,5, 7,5, 8,5 ve 9,5’de 2,4-D’yi
kullanabildikleri de saptanmuistir.

Anahtar Kelimeler: 2,4-Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), Rhodopseudomonas palustris ve izolasyon.

Isolation of 2,4-Dichlorophenoxyacetic  Acid-Degrading (2,4-D)  Anoxygenic
Photosynthetic Bacteria

Abstract

The samples used in this study were obtained from Ankara Stream, Beysehir Lake, the active mud of a paper factory and the active mud of a
factory producing 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D). These samples were inoculated into AT medium without acetate, including different
concentrations of 2,4-D, by “Agar Shake Tube” dilution technique. Inoculated tubes were then incubated in room temperature under permanent
light for fifteen days. Single colonies that proliferate in these tubes were passaged into liquid AT medium. The cultures that proliferate in the
liquid medium were then purified by the same method. Finally, a total of twelve isolates could proliferate in the AT medium including the highest
concentration of 2,4-D (0,1-0,2 gr/l). Five of these isolates were sampled from the active mud of the herbicide factory, four were sampled from
Ankara Stream, two were sampled from Beysehir Lake, and one was sampled from the active mud of the paper factory. When the isolates were
defined according to their morphological and biochemical properties, all of them showed the characteristics of Rhodopseudomonas palustris (R.
palustris) species. The effects of pH and 2,4-D concentrations on the proliferation of R. palustris strains were determined. It was observed that
some of the strains could proliferate in 3,3 gr/l 2,4-D concentration. Also, it was determined that the R. palustris strains used in this study could
use 2,4-D at pH 6,5, 7,5, 8,5 and 9,5.

KeyWords: 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), Rhodopseudomonas palustris, and Isolation.
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GIRIS

2,4-D diinyada ve iilkemizde zararli ot miicadelesinde
yaygin olarak kullanilan herbisittir. Topraklarda, sularda ve bu
herbisiti iireten fabrika atiklarinda bol miktarda bulunan bu
herbisit, ¢cevredeki cesitli organizmalarda mutasyonlara sebeb
olmaktadir [10]. Topraktaki baz1 mikroorganizmalar 6zellikle
aerobik sartlarda 2,4-D’yi parcalamaktadir [3,12,17]. 2,4-
D’nin bir kismi ise topragin cesitine gore farkli oranlarda
olmak {izere toprak tarafindan tutulmaktadir [16]. Geriye
kalan, yagmurlar ve sulama sulartyla akarsulara karisip
gollerde ve denizlerde birikmektedir. Topragin derinliklerine
inen 2,4-D ise anaerob mikroorganizmalar tarafindan
parcalanmaktadir [18,20]. Denizlerin ve gollerin dip
sedimentlerinde bu herbisiti par¢alayan mikroorganizmalarin
bulundugu bilinmektedir [14].Fotosentetik mikroorganizmalar
endiistriyel atiksulardan nitrojen, fosfor ve agir metallerin
uzaklastirilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Herhangi
bir karbon kaynagina gerek olmadan fotosentetik olarak
geligebilen  mikroorganizmalarin ~ kullanim1  heterotfofik
bakterilere gore oldukca ekonomiktir. Atik su aritiminda
kullanimlar1 yaninda ayrica gida, kimya endiistrisinde olmak
tizere fotosentetik mikroorganizmalarin pek ¢ok kullanim
alan1t bulunmaktadir [7,13].

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Arastirmada kullanilan fotosentetik anaerob bakterilerin
izalosyonu i¢in 2,4-D iireten bir fabrikanin aktif ¢gamurundan,
Ankara Cayi’ndan, Beysehir Golii’'nden ve bir kagit fabrikasi
aktif gamurundan alinan 6rnekler kullanilmigtir.

Fotosentetik Anoksijenik Bakterilerin izolasyonu

Ornekler farkli konsantrasyonlarda (0,1-0,2 g/l) 2,4-D
igeren asetatsiz agarli AT besi yerine “Agar Shake Tube”
dilusyon yontemi ile ekilmistir [9].

AT besi yeri (g/l): NaHCO;, 3; NH4CI, 1; KH,PO,, 1;
NaCl, 1; *Na-Asetat, 1; MgCl,x6H,0, 0,5; Yeast ekstrakt, 0,5;
CaCl,x2H,0, 0,1; ** Agar, 10; Trace element solusyonu
(SLA), 1 ml ve Vitamin soliisyonu (VA), 1ml/lt. (pH 8-8,5).
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(*Na-Asetat 2,4-D’1l1 ortama konulmaz.**S1v1 besi yerine agar
konulmaz) [6]. Ekim sonrasi tiiplerin Ustii %2’lik agar ile
kaplanmustir.

Ekim yapilan tiipler siirekli 151k altinda ve oda sicakliginda
15 gilin boyunca inkiibe edilmistir.

Bu tiiplerin inkiibasyonu sonucunda olusan kirmizi ve
kahverengi tonlarindaki koloniler incelenerek farkli sekil ve
renk gosterenler isaretlenmistir. Bu sekilde elde edilen tek
koloniler AT sivi besi yerine aktarilmistir. Sivi besi yerinde
gelisen kiiltiirler “Agar Shake Tube” diliisyon yontemiyle
saflagtirilmistir.

Sonugta 0,1-0,2 g/l 2,4-D iceren AT besi yerinde
geligebilen 12 izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin 5 tanesi
Herbisit Fabrikasi aktif camurundan (Hy, Hy, Ha, H, ve Hs), 4
tanesi Ankara Cayi’'ndan (Ay, Ay,As Ve Ay) , 2 tanesi Beysehir
Goli'nden (By, By) ve 1 tanesi de Kagit Fabrikasi aktif
camurundan (M;) izole edilmistir.

Fotosentetik Anoksijenik Bakterilerin Identifikasyonu

Izole edilen 12 koloni morfolojik o6zellikleri,
hareketlilikleri, karbon kaynagi olarak kullandiklar: substratlar
ve karanlikta aerobik gelisme Ozelliklerine goére identifiye
edilmistir. Morfolojik 6zellikleri igin Burke metoduna gore
gram boyama yapilmistir [1]. Boyali preparatlar 151k
mikroskobuyla  incelenmistir.  Incelemeler  sonucunda
izolatlarin genelde ince ¢ubuk ve kisa kalin comak seklindeki
Gram (-) bakteriler oldugu goriilmiistiir.

Biyokimyasal testlerde bakterilerin karbon kaynagi olarak
kullandig1 farklt substratlar denenmistir. Suksinat, Laktat,
Piruvat, Vitamin, Benzoat, Gliserol, Kazamino asit, Mannitol,
Etanol, Glikoz, Sitrat ve Fruktoz ile yapilan denemelerde
%?2’1lik agarli AT besi yerinde karbon kaynag: ihtiyaci
gdzlenmistir. izolatlarn AT besi yerindeki Jelatin kullanimi
gozlemek icin bu besi yerinden agar cikartilarak %12’lik
Jelatin konulmustur. Petriye doékiilmiis %1,5’lik AT besi
yerinde karanlik ortamda aerobik gelisim gozlenmisir.
Hareket, tipte % 0,7 agarh AT besi yerinde daldirma
seklindeki ekim ile belirlenmistir [15]. Identifikasyon testleri
(karanlikta aerobik gelisim hari¢) oda sicakliginda ve siirekli
151k altinda 15 giin boyunca inkube edilmistir. Alinan sonuglar
Cizelge 1’de verilmistir. Fotosentetik Anoksijenik bakterilerle
yapilan identifikasyon deneyleri sonucunda 12 izolatin
Rhodopseudomonas palustris tiiriiniin 6zelliklerini gosterdigi
tespit edilmistir [4, 5, 6].

Cizelge 1. Anoksijenik Fotosentetik Bakterilerin Identifikasyon Sonuglar
H1 | Al H2 H3 A2 Bl H4 B2 A3 M1 H5 A4
Asetat T T i T il i i i i T i 1
Siiksinat® + + + + + + + + + + + +
Laktat® - - - - - - - - - - - -
Priivat® + + + + + + + + + + + +
Benzoat® + + + + + + + + + + + +
Gliserol® + + + + + + + + + + + -
Kz.Asit? + + + + + + + + + + + +
Vitamin® - - - - - - - - - - = -
Mannitol® + + + + + + + + + + + +
Etanol® + + + + + + + + + + + +
Glukoz® - - - - - - - - - - - -
Sitrat® - - - - - - - - - - - -
Fruktoz® + - - - - - - - - - - -
Malat® + + + + + + + + + +
Jelatin® - - - - =
Hareket + + + + +
Aerobik” + + + + + +
a:AT Besiyerinden Asetat ve Yeast Ekstrat Cikarilmustir. *:Aerobik Karanlkta Geligim
b:AT Besiyerinden Vitamin Soliisyonu ve Yeast Ekstrat Cikarilmistir. C:AT Besiyerine Agar Yerine Jelatin
Konulmustur.
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Sekil 1. 2,4-D Konsantrasyonlarinin R. palustris |2 H1
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Kullanimi

izole edilen 12 bakteri 0,1 ve 3,3 g/l arasinda degisen
diizeylerde 2,4-D iceren AT besi yerine ekilmistir. Bu
denemeler  izolasyonda  kullanilan pH  (8-8,5)’da
gerceklestirilmistir. Daha sonra farkli pH’larmm (6-6,5, 7-7,5,
8-8,5, 9-9,5) 2,4-D kullanimina etkisini belirlemek amaciyla
biitiin suslarin gelisebildigi segilen iki konsantrasyonda (0,2
ve 0,5 g/l ) denemeler tekrarlanmistir. Higbir karbon kaynagi
(2,4-D ve Asetat) igermeyen AT besi yerinde izolatlar
gelismemistir. Ayrica her denemede asetat iceren AT besi
yeri kontrol olarak kullanilarak sugslarin aktivitesi kontrol
edilmistir. 2,4-D kullanimu ile ilgili deneyler vidali kapakli
tiiplerde, oda sicakliginda ve siirekli 151k altinda 30 giin
boyunca devam etmistir. Belirli giin araliklarinda, gelisimi
gozlemek icin, spektrofotometrede optik  yogunluk
okutulmustur. Sonuglar grafiklerle farkli agilardan ele
alinarak degerlendirilmistir.

BULGULAR

Konsantrasyon Etkisi

2,4-D konsantrasyonlarinin R. palustris suslar1 tizerindeki
etkisinin incelendigi Sekil 1, konsantrasyon (gr/l) ve optik
yogunluk(OD) acisindan degerlendirilmistir. Bakterilerin
durgun faza gegtigi glinlerde alinan verilerle ¢izilen sekiller,
on iki izolat1 birlikte gostermektedir.

Ornegin, H1 bakterisinin 0,3 g/I konsantrasyonda en iyi
gelisime ulasirken, ayni bakterinin 0,5 g/l konsantrasyonda
gelisiminde inhibisyon gorilmektedir. Diger bakterilerden

H2, H3, BI belli OD’de gelisim seviyesine ulastiktan sonra
tim konsantrasyonlarda, birbirine yakin seviyede 2,4-D’yi
kullanmiglardir.  Sekil 1.°de tiim konsantrasyonlarda en
yiiksek gelisimi yakalayan bakteri A4 bakterisidir. 0,5 g/l
konsantrasyonda 2,4-D’nin inhibisyon etkisi H4 ve B2
bakterilerinde goriilmektedir.

2,4-D Kullanimimin Gelisime Etkisi

2,4-D kullannminin gelisime etkisinin incelendigi Sekil
2’deki grafikte, 12 izolatin gelisebildigi konsantrasyonlardan
secilen A3 ve MI1 bakterilerinin 2,4-D’yi kullanma
kapasitesiteleri gosterilmistir. iki bakterinin gelisimi de 2,
2,4, 2,8 ve 3,3 g/l konsantrasyonda ve durgun fazda ulagilan
optik yogunluk degerleri ele alinarak goriilmektedir.

Sekil 2a ve Sekil 2b.’de 2,4-D konsantrasyonlarinin A3
ve M1 bakterilerinin 30 giinlik gelisimi {izerine etkisi
goriilmektedir. Sekil 2a.’da A3 bakterisinin 12. giinden sonra
tiim konsantrasyonlarda 2,4-D’yi kullanmaya bagladig1 ve 18.
glinden sonra durgun faza gegerek gelisimini siirdiirdigi
goriilmektedir. Gelisim kontrol diizeyinin altindadir. Sekil
2b.’de M1 bakterisinin 12. giinden sonra gelisime basladig1
ve 18. giinden sonra durgun faza gectigi gozlenmektedir. 24.
glinden sonra bakterinin 2,4-D herbisitini kullanma etkisi tiim
konsantrasyonlarda kontrol diizeyinin {izerine ¢ikmustir.

Sekil 2b. 2,4-D Konsantrasyonlarinin M1
Bakterisinin Gelisimi Uzerine Etkisi (pH 8-8.5)
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Sekil 2a. 2,4-D Konsantrasyonlarinin A3
Bakterisinin Gelisimi Uzerine Etkisi (pH 8-8.5)
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Sekil 3a ve Sekil 3b’de, 12 izolat arasindan secilen A3
ve M1 bakterilerinin  2,4-D herbisitinin  kullaniminin
gelisimlerine etkisi gosterilmistir. Grafiklerde 0,1, 0,2, 0,3,
0,4 ve 0,5 g/l konsantrasyon ve 30 giinlik gelisim ele
alinmigtir. Her iki bakteri, kontrol grubunun iizerinde, tiim
konsantrasyonlarda 2,4-D herbisitini kullanmugtir.
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Sekil 3a. 2,4-D Konsantrasyonlarinin A3
Bakterisinin Geligsimi Uzerine Etkisi (pH 8-8.5)
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Sekil 3b. 2,4-D Konsantrasyonlarinin M1
Bakterisinin Gelisimi Uzerine Etkisi (pH 8-8.5)
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pH’1n etkisi

pH’in 2,4-D kullaniminda etkisinin incelendigi Sekil 4a
ve Sekil 4b’de pH diizeyleri ve 12 bakterinin durgun fazda
gelistigi 0,2-0,5 g/l konsantrasyon dikkate alinmustir. Sekil
4a’da 0,2 g/l konsantrasyonda, pH 6-6,5 diizeyinde H2, H4,
A3, M1; pH 7-7,5°da H2, H5, A3, A4, M1; pH 8-8,5’da H3,
H5, B1, A3, M1 ve pH 9-9,5 diizeyinde H3, Bl ve M1 kodlu
R. palustris suslarinin  2,4-D’yi  yiiksek kapasitede
kullandiklart goriilmektedir. pH 6-6,5 diizeyinde H3 ve HS5
bakterilerinde 2,4-D’nin inhibisyon etkisi belirgindir.

Sekil 4b’de 0,5 g/l konsantrasyonda, pH 6-6,5 diizeyinde
H2,B1,M1,A3; pH 7-7,5’da H2,A2,A3,B2,M1; pH 8-8,5’da
H2,H3,H5,A4,B1,M1 ve pH 9-9,5°da HI,H5,A2,A3 ve M1
kodlu R. palustris suslarinin 2,4-D’yi yiiksek kapasitede
kullandiklar1 goriilmektedir. pH 6-6,5 diizeyinde H3,HS ve
A2; pH 8-8,5 diizeyinde HI1,H4 ve B2 kodlu R. palustris
suslarinin ~ 2,4-D’nin  inhibisyon etkisi belirgindir. Bu
konsantrasyonda da 0,2 g/I’de oldugu gibi en iyi gelisim
genelde tiim bakterilerde pH 7-7,5’de olmustur.

Sekil 4b. 2,4-D Kullanimina Farkl pH'larin Etkisi
0.5 g/l
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Sekil 5a. A3 Bakterisinin Gelisimine pH'in Etkisi
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Sekil 5d. M1 Bakterisinin Gelisimine pH'in Etkisi
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Sekil 5a ve Sekil 5b’de 0,2 g/l konsantrasyonda A3 ve
M1 Dbakterilerinin 30 giinlik gelisimine pH’in etkisi
incelenmistir. Sekil 5a’da A3 kodlu R. palustris susu pH 6-
6,5 ve 9-9,5’da 6.giinden sonra durgun faza girerken, pH 7-
7,5 ve 8-8,5’de gelisme 30. giine kadar artarak devam
etmistir. Sekil 5b’de M1 kodlu R. palustris susu pH 6-6,5; 8-
8,5 ve 9-9,5’da 6. giinden sonra duraklama fazina girmis,
sadece pH 7-7,5’da 30. giine kadar gelisimini devam
ettirmistir.

Sekil 5¢ ve Sekil 5d’de 0,5 g/l konsantrasyonda A3 ve
M1 bakterilerinin 30 giinlik gelisimine pH’in etkisi
incelenmistir. Sekil 5¢’de, A3 kodlu R. palustris susu pH 8-
8,5 ve 9-9,5°da 12. giinden sonra durgun faza gegmistir. pH
6-6,5 ve 7-7,5’da ise 30. glinde gelisme artarak devam
etmistir. Sekil 5d’de, M1 kodlu R. palustris susunun en iyi
gelisgimi pH 7-7,5 ve 6-6,5 diizeyindedir. Her iki pH’da da
bakterinin gelisimi 30. giine kadar devam etmistir. pH 8-8,5
ve 9-9,5’da benzer bir gelisim goriilmiistiir. 12. giinden sonra
bu pH’larda duraklama fazina girilmistir.
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TARTISMA VE SONUC

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda 2,4-D’nin aerob ve
anaerob  heterotrofik ~ mikroorganizmalarca  parcalandigi
gosterilmistir. Fotosentetik mikroorganizmalarla da ¢aligmalar
yapilmigtir. Kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilen Chlorella
sp., Scenedesmus obliquus ve Spirulina maxima tiirleriyle
yapilan bir calismada, yiiksek 2,4-D’nin dozunun bu
mikroalglere toksik etki etmedigi gosterilmistir [8]. Fenol
halkas1 tasiyan bir bagka pestisit olan pentaklorofenoliin
C.vulgaris ve C.emersonii gelisimine etkisi bir bagka
calismada  belirlenmistir  [19].  Azot  fikse  eden
siyanobakterilerin (Anabaena sp. ve Nostoc sp.) klorlu alifatik
bir pestisit olan Lindan’t parcaladigi gosterilmisgtir [11].
Anaerobik fotosentetik bakterilerden ise sadece Rhodofenax
tirlerinin 2,4-D’yi pargaladigi belirtilmistir [2].

Son yillarda literatiirde R. pallustris suslari ile ilgili birgok
farkli calisma yer almustir. Bir ¢alismada R. pallustris,
anaerobik olarak PHB’yi pargalamis ve 4-hydroxybenzoxyl
CoA’ya doniistirmiistir [21]. Itoh ve ark. 2004 yilinda
yaptiklar1 bir ¢aligmada R. pallustris, Agromonas oligotrophica
ve Sphingomonas sp. suslari ile filogenetik olarak yakindan
iliskili Bradyrhizobium ssp. koklerinde 2,4-D pargalayan
genleri incelemiglerdir [22]. Son yillarda R. pallustris
suslariin hidrojen iiretimi ile iliskili birgok farkli ¢alismalar
yapilmustir [23, 24, 25].

Yapmis oldugumuz caligmada farkli ortamlardan izole
ettigimiz anoksijenik fotosentetik bakterilerin, degisen pH ve
konsantrasyonlarda 2,4-D’ye adapte olduklarini ve ortam
kosullarina gore farkli miktarlarda 2,4-D’yi kullandiklar tespit
edilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada izole edilen M1 kodlu R.
palustris  susunun yiiksek 2,4-D  konsantrasyonlarinda
gelisebilmesi ve pH degisimlerinden c¢ok fazla etkilenmemesi
nedeniyle endiistriyel calismalar agisindan kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir. Yapilan pH denemelerinin sonucunda bu
denemelerde kullanilan tiim R. palustris suslarinmm, pH 7-
7,5’da diger pH’lara oranla daha iyi gelistigi saptanmugtir.
Yiiksek 2,4-D konsantrasyonlarinda gelisebilen M1 ve A3
kodlu R. palustris suslarinda denenen 0,2-0,5 g/l 2,4-D
konsantrasyonunda pH 7-7,5°da 30. giine kadar gelismenin
artarak devam ettigi goriilmistiir. Diger pH’larda genelde 6-12.
giinden sonra gelismede ¢ok az bir gelisimin oldugu ve suslarin
duraklama fazina girdikleri belirlenmistir. Baslangictaki
denemelerde kullanilan pH 8-8,5’in se¢im nedeni alinan
orneklerdeki pH’1n genelde bu degerler arasinda olmasidir. Bu
caligma sonucu elde edilen M1 ve A3 kodlu R. palustris
suslarmin pH 6-9,5 araliginda bile 2,4-D’yi kullandig1 (Sekil
4a ve 4b), 6zellikle Meteksan Fabrikasi aktif gamurundan elde
edilen M1 kodlu R. palustris susunun tiim pH’larda A3 kodlu
R. palustris susudan daha iyi gelistigi saptanmuistir. M1 kodlu
R. palustris sugunun, A3 kodlu R. palustris susuna gore daha
yiiksek 2,4-D konsantrasyonlarinda gelisimini siirdiiriip 2,4-
D*yi kullandig1 saptanmustir (Sekil 2).

Ayrica M1 kodlu R. palustris susu yiiksek 2,4-D
konsantrasyonlarinda kontrolden daha fazla bir gelisim
gostermistir (Sekil 2b). Ancak A3 kodlu R. palustris susu 2,8
ve 3,3 ¢/l 24-D konsantrasyonunda gelisimine devam
edemeyip denenen 2-3,3 g/l 2,4-D konsantrasyonlarinda
kontroliin altinda bir gelisim gostermistir (Sekil 2a).
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