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OZET

Bu calismada c¢esitli su kaynaklarindan, oksijenik ve halofil fotosentetik
mikroorganizmalar izole edilmistir. Izolatlar farkli konsantrasyonlarda 2,4-D
herbisiti iceren besi yerlerinde gelistirilmistir. Izole edilen 20 oksijenik
fotosentetik mikroorganizma (Synechocystis sp., Chlorella sp. Scenedesmus sp.)
morfolojik Ozelliklerine gére teshis edilmistir. Bes izolatin Synechocystis sp., 5
izolatin Chlorella sp., 2 izolatin Scenedesmus sp. ve 8 halofil izolatin Dunaliella
sp. cinsleri oldugu saptanmistir. Izolatlar siirekli 151k altinda ve 30 giin boyunca
siiren inkiibasyondan sonra 100-400 ppm 2,4-D herbisiti iceren BG11 besi
yerine ekilmigtir. Synechocystis sp., Chlorella sp. izolatlar: 100-200 ppm ve
Scenedesmus sp. izolatr 100 ppm iceren 2,4-D herbisit konsantrasyonunda
gelisim gostermistir. Bu konsantrasyonlarda gelisen izolatlar 300-400 ppm 2,4-
D iceren besi yerine ekildigi halde gelisme goriilmemistir. Halofil Dunaliella sp.
tiirleri ise 2,4-D herbisitini iceren BG 11 besi yerinde (% 15 NaCl)
gelisememistir. Sonug olarak, Tiirkiye'de biyolojik yollarla, herbisit parcalayan
farkly mikroorganizmalarin denenmesi agistndan, 2,4-D herbisit direncini dlgen

bu ¢alisma, bir on ¢alisma diizeyindedir.

Anahtar Kelimeler: Synechocystis sp., Chlorella sp., Scenedesmus sp.,

Dunaliella sp. ve 2,4-D herbisiti.
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ISOLATED FROM VARIOUS WATER RESOURCES
PHOTOSYNTHETIC OXYGENIC AND HALOPHIL

MICROORGANISMS2,4-D OF THE USING OF
DIFFERENT CONCENTRATIONS

ABSTRACT

In this study, oxygenic and halophilic photosynthetic microorganisms from
different samples were isolated. Isolates were grown in the media containing
different concentrations of 2,4-D herbicide. Twenty different oxygenic
photosynthetic microorganisms (Synechocystis sp., Chlorella sp. Scenedesmus
sp.) were identified by their morphological characteristics. Five isolates
cyanobacterium Synechocystis sp., five isolates of Chlorella sp., 2 isolates,
Scenedesmus sp. and 8 halophilic isolates Dunaliella sp. types, respectively.
Isolates which lasted for 30 days under continuous light after incubation of BG
11 medium containing 100-400 ppm of 2,4-D herbicide were planted. Isolates
Synechocystis sp., Chlorella sp. strains 100-200 ppm and Synechocystis sp.
strains isolate that contains the 2,4-D herbicide at a concentration of 100 ppm
have developed. The concentrations of 300-400 ppm isolates evolving medium
containing 2,4-D even though planted to replace development was observed.
Halophilic Dunaliella sp. BG 11 medium containing 2,4-D herbicide in the place
types (with %15 NaCl) could not be developed. As a result, Turkey biological
means, a different herbicide-degrading microorganisms, for testing, measuring

the resistance of 2,4-D herbicide in this study, the level of a pilot study.

Key Words: Synechocystis sp., Chlorella sp., Scenedesmus sp., Dunaliella sp.
ve 2,4-D herbicide.

1.GIRIS
Sucul sistemlerdeki herbisit kirliligi, son yillarda ilgi ¢eken temel

konular arasinda yer almaktadir. Yabani otlarin temizlenmesi, tarimsal

alanlardan uzaklastirilmast ve bu yoldan herbisit'in sucul sistemlere
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girmesiyle beraber sucul cevre kirlenmektedir [1]. Sucul sistemlerde

yasayan organizmalarla yapilmis bir¢ok calismada, bu kirliligin onlarin
tizerinde ¢ok sayida zararli etkileri belirlenmistir [2,3]. Herbisitler,
Ozellikle bahgelerdeki yabani otlarin uzaklastirilmasinda biiyiik 6lciide
etkin olarak kullanilmaktadir. Satin alma maliyetleri ¢ok ytiiksek degildir.
Birgok canli {izerinde toksik etkiye sahiptirler [4]. Topraktaki
mikroorganizmalar 2,4-Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) herbisitini bir¢ok
sentetik bilesikten daha hizl parcalarlar. Ornegin, Arthrobacter suslariyla
ilk kez 2,4-D’nin hangi {iriinlere kadar parcalandigini gosterilmisdir [5].
Bagka bir calismada izole edilen Arthrobacter suslarindaki 2,4-D’'nin
parcalama asamalar1 iizerine ¢alismalar yapmistir [6]. Yapilan ¢alismada
Arthrobacter’lerin 2,4-D’yi, oncelikle 2,4-Diklorofenol’e doniistiirdiigii
saptanmistir. Dontisen diger ara sekanslarin 3,4-Diklorokatekol, 2,4-
Dikloromukonik asit, siiksinat ve sonuncusu 2-kloro-4-karboksimetilen
oldugu belirlenmistir. Dikloromukonik asitin doniisiimii “ortho fission”
(fenolik halkalarimin agilmasi) ad1 verilen bir mekanizma ile gerceklesir.
Don ve Pemberton, 2,4-D’'nin parcalanma yollarin1 ayrintili bir sekilde
incelemis, enzimleri izole etmis ve genetik sifreye gore olan parcalanmay
gostermislerdir [7]. Fenoksiasetatlarla ilgili ¢calismalarda genellikle 2,4-
D’yi ve MCPA’y1 (2-methyl-4-chlorophenoxyacetic acid) pargalayan
bakteri suslar1 izole edilmis, daha az sayidaki bakteri tiiriiniin ise 2,4,5-
T’yi pargaladig belirtilmistir. Ornegin yapilan bir calismada, izole edilen
Brevibacterium sp.’nin  2,4,5-T'yi  (2,4,5-Trichlorophenoxyacetic acid)
okside ederek 3,5-Diklorokatekol’e dondiirmiistiir [8]. Bazi tathh su
alglerinin diisitk konsantrasyondaki fenol ve katesolii karbondioksite
kadar parcaladigini gostermistir. Buradaki parcalanma, radyoaktif
isaretlenmis “CO2'nin Ol¢limiinden saptanmistir. Ayrica, naftalinin 1-
naftole dontistiiriilmesi mikroalg ve siyanobakterilerle olmaktadir [9].
Siyanobakterilerden Microcystis aeruginosa ile yapilan bir ¢alismada bu
bakterinin CuSOs, DCMU(Analytical Grade Diuron), Karmex
(Commercial Grade Diuron), Fernoxone vs. gibi pestisitleri ve 2,4-D’yi
kullanabilme kosullari denenmistir. Siyanobakterinin farkli pestisit ve
24-D'nin  yitksek  konsantrasyonlarinda yasamini  siirdiirdigii
goriilmiistiir. Microcystis aeruginosa 1-2000 pg/ml 2,4-D’li ortamda
gelisimine devam etmistir [10].
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En fazla kullanilan herbisitlerden biri olan 2,4-D’yi yiiksek kapasitede
parcalayan fotosentetik mikroorganizmalar1 bulmak amaciyla planlanan
bu arastirmada, aerob fotosentetik bakteriler ¢esitli su kaynaklarindan
izole ve identifiye edilerek, bu mikroorganizmalarin 2,4-D’yi kullanimi

belirlenmistir.
2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

Oksijenik fotosentetik bakterilerin izolasyonu i¢in, Ankara Cay1 ve
Abant Golt aktif ¢amurundan alman Ornekler kullanilmistir. Tuz
Goli'nden alinmis olan su ve toprak Ornekleri halofil fotosentetik

mikroorganizmalarin izolasyonunda kullanilmistir.
2.2. Fotosentetik Oksijenik Mikroorganizmalarin izolasyonu

Fotosentetik oksijenik mikroorganizmalarin izolasyonu igin alinan
ornekler, erlende BG11 s1v1 besi yerine seyreltmeler yapilarak ekilmistir.
Seyreltme islemi steril serum fizyolojik (SF) ile yapilmistir. (BG11 siv1
besi yeri 1000 ml erlende hazirlanarak, 121 °C’de 15 dakika otoklavda
sterilize edilmistir) [11, 12]. Sonra BGI1 siv1 besi yerinden, inverted
mikroskopta pipet yardimi ile izole edilen mikroorganizmalar agarli
BG11 besi yeri igeren petri plaklarina ekilmistir. Ekim yapilmis olan petri
plaklar siirekli 1s1k altinda ve oda sicakliginda 15 giin boyunca inkiibe

edilmistir. Besi yeri ile ilgili temel bilgiler asagida sunulmaktadir.
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“BG 11 MEDIUM (g1/1)

NaNO:s 1.5 gr
KzHPOx 0.03 gr
MgSOsxH20 0.075 gr
CaClz 0.027 gr
Sitrik asit 0.006 gr
Ferrik amonyum sitrat 0.006 gr
NaxCO:s 0.02 gr
EDTA Disodyum Mg tuzu | 0.001 gr
Toprak Extract 4 ml

As (Iz Element) 1000 pl
Distile Su 1000 ml
pH 8-8.5

*121 °C’de 15' otoklavda sterilize edilir.

* Kati1 besi yeri elde etmek i¢in 3 gr agar tartilip eklenir.

A5 (iZ ELEMENT) COZELTISi

H2BOs 2.86 mg
MgClax2H20 1.8 mg
ZnSOsx7H20 0.22mg
Na:MoOsx2H20 0.4 mg
CuSOsx5H20 0.08 mg
Co(NOs)2x6H20 0.05 mg

“Membran filtre ile sterilize edilir.

“TOPRAK OZUTU

5 Cay Kasig1 Bahge Toprag:

1 g CaCO3

100 ml Distile Su

*100 °C’de 15' kaynatilip filtre ile sterilize edilir.
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Petrilerin inkiibasyonu sonucu gelisen ve yesil renkte olan her koloni
incelenerek, farkli sekil ve renk gosterenler isaretlenmistir. Bu koloniler
tekrar almip agarli BG 11 besiyeri bulunan petrilere ekilerek
saflastirilmistir. Boylece BG 11 besi yerinde gelisebilen 12 oksijenik izolat
elde edilmistir. Bu izolatlarin 8 tanesi Ankara Cayr'ndan, 4 tanesi de

Abant Golii'nden izole edilmistir. Cizelge 1.1'de gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Ankara Cay1 ve Abant Golii'nden izole edilmis olan fotosentetik oksijenik

mikroorganizmalar

Ankara Cayl AC1 AC2 AC3 AC4 AC5  AC6 AC7  AC8

Abant Goli AB1 AB2 AB3 AB4

2.3. Halofil Fotosentetik Mikroorganizmalarin izolasyonu

Halofil fotosentetik mikroorganizmalarin izolasyonu igin, tuz
goliinden alinan 6rnekler yiiksek tuzlu (%15 NaCl) BG 11 s1v1 besi yerine
seyreltmeler yapilarak ekilmistir. Seyreltme islemi steril serum fizyolojik
(SF) ile yapilmistir [11, 12]. Sonra BG11 sivi besi yerinden, inverted
mikroskopta pipet yardimi ile izole edilen mikroorganizmalar agarl
BG11 besi yeri igeren petri plaklaria ekilmistir. Ekim yapilan petriler
stirekli 151k altinda ve oda sicakliginda 15 giin boyunca inkiibe edilmistir.
Petrilerin inkiibasyonu sonucunda olusan yesil renkli koloniler
incelenerek farkli sekil ve renk gosterenler tekrar yiiksek tuzlu agarli BG
11 besi yerine ekilerek saflastirllmistir. Boylece BG 11 besi yerinde
gelisebilen 8 halofil izolat elde edilmistir. Cizelge 1.2’de gosterilmistir.

Cizelge 1.2. Tuz Golii'nden izole edilmis olan halofil fotosentetik mikroorganizmalar

Tuz Golii TM T2 T3 T4 T5 [ T6 T7 | T8

2.4. Fotosentetik Oksijenik Mikroorganizmalarin identifikasyonu

izole edilen 12 koloni morfolojik 6zelliklerine gore mikroskopta teshis

edilmistir [11]. Mikroskobik incelemelerde Ankara Cay1'ndan izole edilen

8 koloninin 5 tanesinin (AC1, AC2, AC3, AC4, AC5) tek hiicreli, yuvarlak
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veya kiiresel sekilli, kilifsiz; 3 tanesinin (AC6, AC7, AC8) ise kamgisiz,
yuvarlak sekilli ve at nali seklinde kloroplast igerdikleri gozlenmistir.
Abant Golii'nden izole edilen 4 koloni'nin 2 tanesi (AB1, AB2) kamgisiz,
yuvarlak bicimli ve at nali seklinde kloroplastli; diger 2 tanesinin de
(AB3, AB4) 4-12 kolonili, mekik seklinde bir kilifla ¢evrili ve yuvarlak
kloroplastli yesil mikroalg olduklar gézlenmistir.

Bulunan verilere goére Ankara Cayr'ndan izole edilen 5 tane oksijenik
fotosentetik mikroorganizmanin Synechocystis sp. ve 3 tane mikroalgin
Chlorella sp. oldugu teshis edilmistir [11, 13, 14]. Abant Golii'nden izole
edilen mikroalglerden 2 koloninin (AB1, AB2) Chlorella sp. ve diger 2
koloninin (AB3, AB4) Scenedesmus sp. oldugu teshis edilmistir [11]. Sekil
1’ de kiiltiir koleksiyonu goriilmektedir.

Sekil 1. Siyanobakteri Kiiltiir Koleksiyonu

2.5. Halofil Fotosentetik Mikroorganizmalarin Identifikasyonu

Izole edilen 8 koloni morfolojik dzelliklerine gore mikroskopta teshis
edilmigtir. Mikroskobik incelemelerde bu kolonilerin tek hiicreli,

asimetrik oval sekilli, iki kamgili ve kilifsiz yesil algler olduklari
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gozlenmistir. Alglerin kadeh seklindeki kloroplastlarinin merkezinde

kirmizi-turuncu renkte $3-karoten goriilmiistiir. Bulunan verilere gore 8
izolatin Dunaliella sp. tlirtiniin Ozelliklerini gosterdigi tespit edilmistir
[15].

2.6.Fotosentetik Oksijenik Mikroorganizmalarin 2,4-D Herbisitini

Kullanim1

izole edilen 5 oksijenik siyonobakter ve 7 6karyotik mikroalg, konuyla
ilgili literattir kaynaklar1 6rnek alinarak, 100-200-300-400 ppm arasinda
degisen diizeylerde 2,4-D igeren, petrilerdeki BG 11 besiyerine
ekilmistir[16-19]. Bu denemeler izolasyonda kullamilan pH 8-8.5'da
gerceklestirilmistir. Denemeler siirekli 151k altinda ve 30 giin boyunca,

her izolat i¢in {i¢ kez tekrarlanmistir.

2.7.Halofil Fotosentetik Mikroorganizmalarin 2,4-D Herbisitini

Kullanim1

Izole edilen sekiz Dunaliella sp. susu, konuyla ilgili literatiir kaynaklar
ornek almnarak, 100-200-300-400 ppm 2,4-D igeren petrilerdeki yiiksek
tuzlu BG 11 besiyerine ekilmistir (pH 8-8,5) [16-19]. Siirekli 1s1k altinda ve
30 giin boyunca devam etmistir. Denemeler her izolat icin ii¢ kez

tekrarlanmustir.
3. BULGULAR

3.1. Fotosentetik Oksijenik Mikroorganizmalar Tarafindan 2,4-D

Herbisiti’nin Kullaniminin Gelisime Etkisi

Siirekli 151k altinda ve 30 giin boyunca devam eden inkiibasyondan
sonra Ankara Cayir'ndan izole edilen AC kodlu Synechocystis sp.
suslarinin  (AC2,AC4veAC5), AC7 kodlu Chlorella sp’'nin ve Abant
Golir'nden izole edilen AB3 kodlu Scenedesmus sp'nin 100 ppm 2,4-D’li
ortamda gelistigi goriilmiistiir. Ankara Cay1'ndan izole edilen AC2, AC4
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ve AC5 kodlu Symechocystis sp. suslar1 200 ppm 2,4-D’li ortamda da

gelismigtir.

100 ppm’de gelisen Scenedesmus sp. ve Chlorella sp.(AB3 ve AC7), 200
ve 300 ppm; 200 ppm’de gelisebilen 3 Synechocystis sp. susu (AC2,AC4 ve
AC5) 300 ve 400 ppm 2,4-D’li BG 11 besi yerine ekilmis ve 30 giin
boyunca inkiibe edilmistir ve yiikseltilen konsantrasyon diizeylerinde
gelisme gortilmemistir. Tiim sonuglar ve sekiller, gizelge 1.3 ve sekil
2,3,4'de verilmistir.

Sekil 3. Scenedesmus sp.
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Sekil 4. Chlorella sp.

3.2.Halofil Fotosentetik Mikroorganizmalarda 2,4-D Herbisiti'nin
Kullaniminin Gelisime Etkisi

Siirekli 151k altinda ve 30 giin boyunca devam eden inkiibasyondan
sonra her dort konsantrasyon diizeyinde de (100-200-300 ve 400 ppm)
gelisme goriilmemistir. Sonuglar, cizelge 1.3 ve sekil 5’'de verilmistir.
Sekil 1 Hp m525 6x dijital fotograf makinesi, Sekil 2,3,4 ve 5 de ki

fotograflar ise calismalar sirasinda  Miiller mtx-2000 mikroskopta

¢ekilmistir

Sekil 5. Dunaliella sp.
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Cizelge 1.3. Fotosentetik mikroorganizmalarda 2,4-D'nin kullaniminin gelisime etkisi

100 ppm 200 ppm 300 ppm 400 ppm
Scenedesmus sp. AB3 AB3 AB3 gelisme yok
Synechosystis sp. = AC (24,5) AC (24,5) gelisme yok | gelisme yok
Chlorella sp. AC7 AC7 AQ7 gelisme yok
Dunaliella sp. gelisme yok | gelisme yok  gelisme yok | gelisme yok

4. TARTISMA VE SONUC

Fenoksiasetat ve tiirevlerinin parcalanmasiyla ilgili literatiirlerde
oksijenik fotosentetik bakteriler, mikroalgler ve alkalofilik bakterilerle
calisilmigtir. Alkalofilik bakterilerden, herbisit fabrikasindan ornek
alinarak izole edilen Rhodoferax fermantas'mm 2,4-D’yi parcaladigini ve
yapilan PCR ¢alismasiyla bu bakterinin genlerinin #fd-A gen sekansiyla
homoloji gosterdigi saptanmustir [20]. Alkalofilik bakterilerle yapilan bir
baska ¢alismada Comomonas acidovarans P4a susunun 2,4-D ve MCPA’y1
parcalayabilme kosullarimi incelenmistir [16]. Yapilan deneylerde (pH
5,5-10) en iyi gelisme diizeyinin pH 85da ve 0,4 g/l oldugunu
saptamislardir. pH degeri 12'ye ¢ikarildiginda 2,4-D'nin parcalanma
kapasitesinin 0,4 g/l'den 1,6 g/l'ye kadar yiikseldigi saptanmistir. Klecner
ve Kosaric’'in alglerle yaptiklar1 bir ¢alismada, gevresel kirlilige neden
olan fenolik bilesiklerin, Chlorella sp., Scenedesmus obliquus ve Spirulina
maxima tiirleri tarafindan parcalandig1 anlatilmistir [17]. Spirulina maxima
pH 9-9,2 olan sodyum bikarbonatli ortamda, diger iki tiir ise pH 7-7.2
olan agarli ortamda fenolleri parcalamistir. Bu ¢alismada Fotosentetik
Oksijenik Bakteriler en fazla 0,3 g/l iceren 2,4-D ortaminda gelisebilmistir.
Siyanobakterilerden, Microcystis aeruginosa, 1sik altinda yapilan 10 giinliik
calismada, 2,4-D'nin 1000 ve 1500 ppm dozlar1 karsisinda canliligini
surdiirmiistiir [19]. Phaeodactylum tricornutum ve Dunaliella tertiolecta
isimli iki fitoplankton tiizerine 2,4-D herbisitinin toksik etkisinin
arastirildign calismada LC50 degerleri belirlenmistir. Buna gore
Phaeodactylum tricornutum’un 2,4-D’ye karsi LC50 degeri 362+9 ppm,
Dunaliella tertiolecta’min 2,4-D’ye karst LC50 degeri 185+11 ppm olarak
belirlenmistir [19].
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Literatiir taramalarinda halofil fotosentetik mikroorganizmalarin 2,4-
D’yi pargalamasiyla ilgili bilgiye az rastlanmaktadir. Tuz Golii'nden
alman oOrneklerden uzun siireli denemelerle izole ettigimiz Dunaliella
sp'nin 100-400 ppm araligindaki 2,4-D’yi tolore etmedigi saptanmustir.
Aerobik fotosentetik mikroorganizmalar izole edilerek yapilmis olan bu
¢alismalarin sonucunda, bunlarin hepsine 2,4-D'nin toksik etki ettigi
bulunmustur. Bu mikroorganizmalarin bazilar1 100-300 ppm (AC 2,4,5 ve
7, AB 3) 2,4-D konsantrasyonlarinda gelisebilmislerdir.
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