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Abstract

Glyphosate (N-phosphonomethylglycine) is a synthetic and non-selective herbicide carrying a stable carbon-
phosphate bind (C-P). Although glyphosate residues in the soil are known to have harmful effects on the environment
and human health, soil bacteria that use and break down herbicides as a food source are used to reduce these harmful
effects. In this study, it was aimed to identify the bacteria isolated from glyphosate-treated agricultural land, belonging
to Kahramanmaras Siit¢ii Imam University, and to determine their potential to degrade this herbicide. The bacterial
colonies to be used for this purpose were obtained by serial selections and the species were identified by using region
sequencing and/or protein-based identification through MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption and lonization
Time-Of-Flight) methods. Afterwards, these bacteria were grown in medium containing no carbon source other than
0.1g/L, 0.5¢/L and 1g/L of glyphosate, and their absorbance at 600 nm was measured on the 14. day to determine their
growth rate. Besides, in order to determine the glyphosate degradation capabilities of these bacteria; the amount of
glyphosate remaining in the medium was determined by measuring the absorbance at 570 nm at the end of the same
period. Obtained results revealed that none of the isolated bacteria could degrade glyphosate, that glyphosate negatively
affected the growth of some bacteria, and that bacteria with the highest growth in the glyphosate-containing medium
were Klebsiella variicola and Klebsiella pneumoniae.
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Glifosat uygulanmis topraktan izole edilen bakterilerin herbisit degradasyon potansiyellerinin belirlenmesi

Ozet

Glifosat (N-fosfonometilglisin), kararli karbon-fosfat (C-P) bagli, sentetik ve secici olmayan bir herbisittir.
Topraktaki glifosat kalintilarinin gevre ve insan saghgma zararli etkileri oldugu bilinmekle birlikte, herbisitleri besin
olarak kullanip parcalanmasini saglayan toprak bakterilerinden bu zararh etkileri azaltmak icin yararlanilmaktadir. Bu
calismada, Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi’ne ait, glifosat ile muamele edilmis tarim arazisinden izole edilen
bakterilerin tanimlanmasi ve bu herbisiti degrade etme potansiyellerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla
kullanilacak bakteri kolonileri seri segilimlerle elde edilmis ve gen bolgesi sekanslamasi ve/veya proteine dayal
tanimlama yapan MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption and lonization Time-Of-Flight) yontemleri
kullanilarak elde edilen bakterilerin tiir tanimlanmasi yapilmistir. Sonrasinda, bu bakteriler 0.1g/L, 0.5¢/L ve 1g/L
glifosat diginda bagka karbon kaynagi igermeyen besiyeri igerisinde yetistirilmis ve biiylime hizlarinin belirlenmesi i¢in
14. giinde 600 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiigtiir. Ayrica, bakterilerin glifosat degradasyon yeteneklerinin belirlenmesi
maksadiyla; besiyerlerinde kalan glifosat miktarlari, ayni siire sonunda 570 nm’de absorbanslarmin olgiilmesiyle
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar; izole edilen bakterilerin hi¢birinin glifosati degrade edemedigini, glifosatin bazi
bakterilerin biiylimesini olumsuz yonde etkiledigini ve glifosat iceren ortamda biiyliime miktar1 en yiiksek olan
bakterilerin Klebsiella variicola ve Klebsiella pneumoniae oldugunu ortaya koymustur.
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1. Giris

Tarimsal iriinlerde verim kaybi, artan diinya niifusunun yeterli beslenebilmesi igin istesinden gelinmesi
gereken dnemli sorunlardan birisidir. Bu sorunun ¢éziimiinde kullanilan zirai miicadele yontemlerinden en yaygin olani
tarim ilact kullanimidir. Tarim ilaglarindan diinya genelinde en ¢ok kullanilan: ise herbisitlerdir [1]. Tarimsal olarak
yetistirilen bitkiler ile su, 151k, bitki besin elementleri ve alan bakimindan rekabet eden ve bu sebeple verim kayiplarina
neden olan yabanci otlar ¢esitli herbisitlerin kullanimiyla alandan uzaklagtirilmaktadirlar [2]. Ancak herbisitler,
kullanim amaglarinin disinda pek ¢ok soruna neden olabilmektedir. Bu sorunlar ile bas etmedeki en etkili yontemlerden
birisi herbisitlerin mikrobiyal parcalanmasi yaklasimidir [3].

Topragin biiyiik bir kismumi algler, funguslar ve bakterilerin bulundugu ¢esitli mikroorganizmalar
olugturmaktadir. Bu mikroorganizmalarin topraktaki bazi herbisitleri besin kaynagi olarak kullanabildikleri ve boylece
bu herbisitleri par¢aladiklari bilinmektedir [4]. Kararli karbon-fosfat (C-P) bagli, sentetik ve segici olmayan sistemik bir
herbisit bilesigi olan glifosat [N-(fosfonometil) glisin] [5], tarim, silvikdiltiir, kentsel alanlar ve bahgelerdeki yillik ve
¢ok yillik yabani otlara kars1 yaygin olarak kullanilmaktadir [6, 7, 8].

Glifosatin, diger herbisitler ile kiyaslandiginda daha giivenli oldugu diisiiniilmekle birlikte yaygin kullaniminin
insanlar ve ekolojik ¢evre i¢in tehlikeli olabilecegi belirtilmektedir [9,10]. Bu baglamda, insan idrar orneklerinde
glifosat kalintisnin saptanmasi, insanlarin glifosat birikimine maruz kaldiklarinin bir gdstergesidir [11]. Ornegin, bazi
gift¢iler ve aile bireyleri lizerinde yapilan bir ¢alismada giftcilerin %62’sinde, eslerinin %4’iinde ve g¢ocuklarinin
%12’sinde glifosata rastlandig1 belirtilmistir [12]. Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Bagkanligi’nmin 2017 yil
raporuna goére analiz edilen musir Orneklerinin %18’inde ve soya oOrneklerinin ise %40’inda glifosat kalintisina
rastlanmugtir [13]. Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansi tarafindan glifosatin kanserojenik kontaminantlar igerdigi
ve muhtemel kansere sebep oldugunu belirten “2A carcinogen” kategorisinde degerlendirilen bir kimyasal oldugu rapor
edilmistir [14]. Ote yandan, glifosatin uygun olmayan asir1 kullanim1 sonucunda su ve toprakta birikmelerin meydana
geldigi bildirilmektedir [15]. Bu nedenle, genellikle yer alti sulari, yiizey sulari ve erozyon ile tagman topraklarda
glifosat varligi tespit edilebilmektedir [16]. Ayrica, ylizey Sulari, sediment ve yeralti sularinda glifosatin ana metaboliti
olan aminometil fosfonik asite (AMPA) de rastlanmaktadir [17], ve AMPA’nin insan eritrositlerini etkiledigi in vitro
caligmalar ile ortaya konulmustur [18].

Glifosatin biyotik veya abiyotik (sicaklik, 151k degradasyonu) yaklasimlarla bozunabilecegi bilinmektedir.
Ancak, glifosatin insan sagligma olan etkilerini ve ¢evresel riskleri ortadan kaldirmak igin &zellikle gevre dostu,
biyolojik iyilestirme stratejileri {izerinde durulmaktadir [19]. Bunlardan en Onemlisi ise glifosat bozunumunu
gerceklestiren mikroorganizmalarin kullanilmasidir [20]. Bu amagla yapilan pek ¢ok calismada optimum sartlar
saglandiginda, verimli glifosat bozunumu kabiliyeti sergileyebilen bakteriler tanimlanmistir [21, 22].

Bu calismada; glifosat uygulanns Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi, Avsar Kampiisii tarim
arazisinden izole edilen bakterilerde glifosati degrade etme yeteneginin olup olmadiginin incelenmesi amaglanmustir.
Buradan elde edilen sonuglarin, glifosatin yarattigi ¢evresel kirliligin 6nlenmesine katki sunacagi diisiiniilmektedir.

2. Materyal ve yontem
2. 1. Biyolojik materyal

Bakteri izolasyonu icin glifosat ile muamele edilmis toprak oOrnekleri, Kahramanmaras Siitcii Imam
Universitesi’ne (37°35'29.3"N 36°49'27.6"E) ait tarim arazisinden, toprak yiizeyi yaklasik 5 cm temizlenerek steril
sartlarda alimugtir.

2.2. MSM ve LB besiyeri hazirlanmasi

Mineral tuz besi ortam1 (MSM, mineral salt medium) hazirlamak igin 2 g amonyum siilfat ((NH4)2S04), 0.625
g potasyum fosfat (K:HPQ4), 0.6 g sodyum dihidrojen fosfat (NaH.PO. 2H,0), 0.2 g magnezyum siilfat (MgSO4 7H,0)
ve 0.15 g kalsiyum kloriir (CaCl, 6H20) tartilarak saf su ile 1 litreye tamamlanmis ve pH’s1 7.0 olarak ayarlanmigtir.
Hazirlanan besi ortami 0.22 um por ¢apinda steril filtre kullanilarak sterilize edilmistir.

LB besiyeri hazirlamak i¢in 10 g triptofan, 5 g NaCl, ve 5 g maya 0ziitii tartilarak saf su ile 1 litreye
tamamlanmig ve 10 mL’lik tliplere paylastirilmugtir. Agarli besiyeri igin MSM besiyerine % (w/v) 1.5 oraninda agar
ilave edilmis ve 121 °C’de 15 dakika sterilizasyon yapilmustir.

2. 3. Topraktan bakteri izolasyonu
Herbisit uygulandigi bilinen arazilerin farkli yerlerinden toplamda 10 g kadar toprak alinmig ve bu 6rnegin 5

9’150 mL sterilize edilmis MSM igerisine konulmustur. Bu karisima, ayrica, son derisimi 0.5 g/L olacak sekilde glifosat
ilave edilmis ve karisim 37°C’de 14 giin boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben, 0.5 g/L glifosat igeren agarl
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MSM petrileri hazirlanmig ve inkiibe edilen karisimdaki bakteriler bu petriler iizerine yayma yontemi ile ekilmistir.
Gelisen koloniler koloni morfolojileri dikkate alinarak secilmisg, sonrasinda ¢izme yontemi yapilarak saf koloniler elde
edilmistir. Koloni saflagtirma islemi 3 kez tekrarlanmigtir. Elde edilen saf bakteriler, alinan toprak 6rnegi (X) ve elde
edilen bakteri sayis1 (Y) bilgilerini yansitacak sekilde GPKX-Y olarak adlandirilmislardir.

2. 4. Sanger yontemi ile niikleotid dizileme

Bakterilerin  16S  bolgeleri, evrensel olan 27F (TCCTACGGGAGGCAGCAGT) ve 519R
(GACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT) primerleri kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmig ve elde edilen PCR iiriinleri
dizilim icin Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi (KSU) Sanayi Kamu isbirligi Gelistirme, Uygulama ve
Arastirma Merkezi’ne (USKIM) gonderilmistir. Elde edilen diziler Blast programi kullanilarak Gen-Bank veri
tabanindaki (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) diziler ile karsilastirilarak tiirlerin tanimlamasi gergeklestirilmistir.

2. 5. MALDI-TOF yontemi ile tanimlama

Bakteri Orneklerinden elde edilen taze koloniler, MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption and
lonization Time-Of-Flight ) ile tanimlama yapilmak iizere Hatay Mustafa Kemal Universitesi, Bitki Saghg Klinigi
Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne gonderilmistir.

2. 6. Glifosatlh ortamda bakterilerin yetistirilmesi ve biiytime miktarlarinin spektrofotometre ile belirlenmesi

0.5 g glifosat tartilarak 10 mL saf su ile ¢oziilmiis ve por ¢ap1 0.22 um olan steril filtreden gecirilerek sterilize
edilmistir.

10 mL MSM besiyerine stoktan 100 pL (~3.8x107tane) bakteri 6rnegi ve glifosat kimyasalindan 0.1 g/L, 0.5
g/L ve 1 g/L derisiminde olacak sekilde ilave edilerek kapaklar sikica kapatilmis ve vorteks ile karistirilmistir. 14 giin
boyunca inkiibasyona birakilan bakterilerin siire sonundaki canliliklarina LB besiyerine ekim yapilarak bakilmistir. Bu
islemin uygulanmasinda Zhao ve ark. (2015) yontemi takip edilmistir [23].

14 giin boyunca inkiibe edilen 6rneklerden 1 mL alinarak spektrofotometre kiivetine koyulmus ve 600 nm

dalga boyunda absorbans degerleri olgiilmiistiir. Kor olarak MSM besiyeri kullanilmigtir.

2. 7. Spektrofotometre kullanilarak glifosatin miktar tayini yapilmasi

Inkiibasyonu tamamlanan glifosatli besin ortamindan 1 mL alinarak 5000 rpm’de santrifiij edilmis ve
stipernatantin 100 pL’si 500 puL %96’lik etanol igerisinde hazirlanmig 5 ¢/100mL ninhidrin ve 500 uL saf su igerisinde
hazirlanmig 5 ¢/100mL sodyum molibdat ile karistirilmistir. Karisim 75 °C’de 7 dakika bekletildikten sonra
spektrofotometre kiivetlerine alinarak 570 nm dalga boyunda absorbanslari 6l¢iilmiistiir. Bu 6l¢iim metodu Carneiro ve
ark. (2015)’ten uyarlanmigtir [24].

2. 8. Istatistiksel analiz

Her bir grup icin elde edilen tekrarli degerler arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark olup olmadiginin
bilinmesi i¢in GraphPad Prism programi (CA, ABD) igerisinde yer alan “unpaired t testi” kullanilmistir. Kargilagtirma
yapilan gruplar i¢in hesaplanan P degerinin 0.05’e esit ya da ondan kiigiik olmas1 durumunda, fark istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmis ve “*” ile isaretlenmistir. P degerinin sirastyla 0.01, 0.001 ve 0.0001’den kiigiik olmasi
durumunda “** FxE | FEEE jearetlemeleri kullanilmastir.

3. Bulgular
3. 1. Tamimlanan bakteriler

Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi simirlar1 igindeki tarim arazilerinden glifosat kimyasalina maruz
kalan topraklardan izole edilerek Sanger ve MALDI-TOF yontemleri ile tanimlanan bakteriler Tablo 1°de verilmistir.
Hem Sanger dizileme yontemi hem de MALDI-TOF yontemi kullanilarak tiim izole edilen bakteri kolonilerinde
Klebsiella variicola veya Klebsiella pneumoniae bakterilerinin varligi tespit edilmistir. 0.5 g/L derisiminde glifosat
iceren besiyerlerinde tanimlanan bakterilerin, 0.1 g/L glifosat iceren besiyerinde de yetistigi, 1 g/L derisimindeki
besiyerinde ise hig yetisme gostermedigi gozlemlenmistir.
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Tablo 1. Sanger ve MALDI-TOF y6ntemi ile tanimlanan bakteriler

105

Kullamlan yéntem Bakterinin kodu Bakterinin tiirii

Sanger yontemi GPK3-2 Klebsiella variicola
GPK8-2 Klebsiella pneumoniae
GPK1-1 Klebsiella pneumoniae

GPK3-2 Klebsiella variicola

MALDI-TOF GPK5-1 Klebsiella variicola
GPK7-1 Klebsiella pneumoniae
GPK8-2 Klebsiella pneumoniae

3. 2. Glifosatli ortamda bakterilerin biiyiime miktarlarimin spektrofotometre kullanilarak belirlenmesi

MSM besi ortaminda 0.1 ve 0.5 g/L glifosat iceren tiiplere ekim yapilan bakterilerin 14. glin sonunda biiyiime
miktarlart spektrofotometre cihazi ile 600 nm dalga boyundaki absorbanslart araciligiyla 6l¢iilmiistiir. GraphPad Prism
programinda “unpaired t test” analizi ile 0-0.1 g/L, 0-0.5 g/L ve 0.1-0.5 g/L 14. giin sonu biiyiime kolonlar1 kullanilarak
istatistiksel karsilagtirmalar yapilmistir (Sekil 1). GPK8-2 kolonisinde bulunan bakterilerden, 0.5 g/L glifosat iceren
besiyerindeki bakteri biiylime miktarinin hi¢ glifosat icermeyen (kontrol) besiyerindeki bakteri biiyiime miktarina gore
anlaml bir azalma gosterdigi (P<0.01), 0.1 g/L glifosat iceren besiyerindeki bakteri biiylimesinin ise kontrole gore
onemli bir degisim gostermedigi goriilmiistiir. GPK8-2 kolonisi disinda bu ¢alismada tespit edilen tiim diger GPK serisi
kolonilerin bakteri miktarlarinda kontrole oranla 0.1 ve 0.5 g/L glifosat igeren besiyerlerinde 6nemli bir degisimin

olmadig: tespit edilmistir.

Bakteri 14.Giin Biiyiime Miktari
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Sekil 1. Glifosat igeren MSM besi ortamdaki GPK serisi bakterilerin 14. giin biiylime miktarlari. Her bir bakteri susu
icin 0.1 ve 0.5 g/L i¢in elde edilen degerler kendi kontrol grubu (0 g/L) ile karsilagtirilmigtir. **: P<0.01

Glifosat standart grafigi ¢izmek igin 0 ile 1 g/L arasinda degisen miktarlarda glifosat iceren MSM besiyeri
¢ozeltilerinin 570 nm’de yaptig1 absorbans degerleri, sadece MSM igeren kor ¢ozeltisine karsi okunmus ve elde edilen

absorbans degerleri grafige gegirilmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Glifosat standart grafigi. X: glifosat derisimi (G/L), Y: absorbans degeri, R?: belirleme katsayisi

MSM besi ortaminda 0.1 g/L ve 0.5 g/L glifosat iceren tiiplere ekim yapilan bakteriler 14. giin sonunda
uzaklastirilarak, ¢6zeltinin 570 nm dalga boyundaki absorbansi 6l¢iilmiis ve standart grafik formiili (y = 1.0607x)
araciligiyla glifosat derisimi hesaplanmistir. GraphPad Prism programi kullanilarak “unpaired t test” analizi ile 14. giin
sonundaki besiyerlerindeki glifosat miktarinin ilk ekim yapilan giine gore degisimleri istatistiksel olarak
karsilagtinlmistir (Sekil 3.a ve 3.b). 0.1 g/L glifosat igeren besiyerinde biiyiitiilen GPK8-2 kolonisinin besiyerinde 14.
giin sonunda kontrole oranla glifosat miktarinda anlamli bir degisim belirlenirken (P<0.01) GPK1-1 kolonisinin
besiyerinde ise anlamli olmayan bir artig goriilmiistiir (P>0.05). Bu iki koloni digindaki kolonilerin 0.1 g/L glifosat
iceren besiyerlerinde yetistirilen bakterilerin besiyerlerinde kontrole kiyasla 14. giin sonundaki glifosat miktarlarinda
azalmalarin anlamli olmadigi tespit edilmistir (p>0.05) (Sekil 3a). Ayni kolonilerin 0.5 g/L glifosat iceren
besiyerlerinde yetistirme sonucunda 0. giine gore 14. giinde GPK4-2 kolonisinin besiyerinde istatistiksel olarak P<0.05
diizeyinde anlamli bir artig oldugu, GPK5-2 kolonisinin besiyerinde ise istatiksel olarak P<0.01 diizeyinde anlamli bir

artis oldugu tespit edilmistir. Bu iki koloni disindaki tim kolonilerde ise artisin anlamli olmadig1 goriilmiistiir (Sekil
3b).

d.
Glifosatin zamanla miktar degisimi
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Glifosatin zamanla miktar degisimi
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Sekil 3.a. 0.1 g/L glifosat iceren bakterilerin zamanla degisimi b. 0.5 g/L glifosat igeren bakterilerin zamanla degisimi.
Negatif kontrol: bakteri icermeyen ortam. * : P<0.05, **: P<0.01

4. Sonuglar ve Tartisma

Bu c¢alismada Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Avsar Yerleskesi icerisinde bulunan, glifosat
uygulanmig tarim arazisinden alinan toprak 6rneklerindeki bakteriler tanimlanmis ve bu bakterilerin glifosati degrade
etme potansiyelleri degerlendirilmistir.

Caligmanin basinda, izole edilen iki koloni, GPK3-2 ve GPK8-2, hem sanger metoduna dayali sekanslama hem
de protein analizine dayalt MALDI-TOF yontemi ile tanimlanmis ve her iki analiz metodu da bu canlilart sirasiyla
Klebsiella variicola ve Klebsiella pneumoniae olarak belirlemistir.  Bu veriye dayanarak; MALDI-TOF’un
sekanslamadan daha hizli ve daha ekonomik bir metod olmasi nedeniyle, sonraki tanimlamalarda yalnizca MALDI-
TOF metodu kullanilmistir.

Calismamiz sonunda glifosatli ortamda biiyliyebilen iki tiir bakteri tiirii de (Klebsiella variicola ve Klebsiella
pneumoniae) gram-negatif, basil seklinde, ve hareketsizdir. Bu bakteriler tizerinde yapilan onceki c¢aligmalarda K.
pneumoniae tiriine ait PL1 susunun palisiklik aromatik hidrokarbonlardan olan piren ve benzo [a] — piren
kimyasallarin1 karbon ve enerji kaynagi olarak kullandigi [25], herbisit, insektisit ve boyama sanayisinde kullanilan,
birgok organizma i¢in toksik oldugu bilinen tiyosiyanat kimyasalin1 azot ve karbon kaynagi olarak kullanabildigi [26],
metal ve elektro kaplama sanayisinde kullanilan siyaniiriin biyolojik olarak uzaklastirilmasinda kullanilabilecegi [27]
belirtilmistir. Ayrica, tarim arazilerinde bir insektisit olarak kullanilan endosiilfan kimyasalinin da bu bakteri tarafindan
karbon ve enerji kaynag: olarak kullandigi bildirilmistir [28]. Ote yandan, K. variicola FH-1 susunun bir herbisit olan
atrazin kimyasalim azot kaynagi olarak kullanabildigi bildirilmistir [29]. Buna ilaveten K. variicola bakterisinin
endiistriyel boya olarak kullanilan, reaktif kirmizi 198 boyasini bozma kabiliyeti oldugu da gosterilmistir [30].

Her ne kadar ¢alismamiz, glifosati degrade edebilen bir bakteri tiiriiniin tanimlanmasi ile sonuglanmamigsa da,
daha Onceki ¢alismalarda Achromobacter sp. MPK 7A, Comamonas odontotermitis P2, Ochrobactrum intermedium
Sg20 ve Pseudomonas sp. 4ASW’nin listelendigi bircok bakteri susunun glifosati biiyiime besini olarak kullandig
belirtilmistir [31]. Diger taraftan, bu ¢aligmadaki bakteri tiirleri ile aym cinste olan Klebsiella oxytoca Saw-5 susunun
da molibden indirgemenin yani sira topraktaki glifosati degrade edebilme kabiliyetinin oldugu gosterilmistir [32]. Bu
sebeple, yaygin karbon ve azot kaynagi disinda, yukarida sayildigi gibi toksik maddeleri kullanabildigi gosterilen
Klebsiella variicola ve Klebsiella pneumoniae bakterilerinin glifosati da kullanabilecekleri varsayilmigtir. Ancak
¢alismamizdaki sonuglar1 inceledigimizde; bu kimyasalin bakteriler tarafindan kullamlmadigi goériilmiistiir. Bunun
sebebi olarak; bakterilerin izole edildigi alanlarm 6nceki ¢aligmalardan farkli olmasi dolayisiyla farkli suslarin izole
edilmesi ihtimali olarak diisiniilmektedir.

Ayrica, bakterilerde glifosat degradasyon kabiliyetinin gézlenememesinin bir diger nedeni; ¢aligilan glifosat
dozlarmnm ilgili bakteriler ic¢in toksik Olmasi olabilir. Nitekim o6nceki caligmalarda, glifosat degrade edebilen
mikroorganizmalarin potansiyellerini belirlemek i¢in inkiibasyon zamani, inkiibasyon sicaklig1 ve baslangi¢ pH’sinin
yani sira glifosat konsantrasyonunun da 6nemli rol aldigi bildirilmistir [31]. Bu diisiinceyle ¢aligmamizdaki veriler
incelendiginde Sekil 1°deki GPK3-2, GPK5-2 ve GPK8-2 6rneklerinde goriilen biiyiime miktarlarindan 0.1 ve 0.5
g/L glifosat derisimi igeren besiyerlerindeki bakteri bilyiime ortalama miktarlarinin kontrol grubuna gére azalma
gosterdigi goriilmektedir. Biiyiime miktarlarindaki bu azalma glifosatin 0.1 ve 0.5 g/L derisimlerde Klebsiella variicola
ve K. pneumoniae bakterileri igin toksik olabilecegi diisiincesini desteklemektedir. Ote yandan, GPK4-2, GPK7-1 ve
GPKO9-2 kolonilerinde 0.1 ve 0.5 g/L glifosat derisimlerde yetistirilen bakterilerin ortalama biiyiime miktarlarinda artig
gozlemlenmistir. GPK3-2, GPK5-2 VE GPKS8-2 kolonilerindekine kiyasla bu kolonilerde goriilen artis Klebsiella
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variicola ve K. pneumoniae tiirlerinin olasi farkli suslarinin glifosatt karbon kaynagi olarak kullanmada farklilik
gosterebilecegini diisiindiirmektedir.

Bakteri biiylimesi sonrasinda glifosat miktarinin 6l¢iimii i¢in Carneiro ve ark (2015)’nin spektrofotometrik
yontemi en uygun yontem olarak bulunmustur. Bu yontem ile Sekil 2°de goriilen standart grafik olusturulmasina
ragmen, kimyasalin 6l¢limii sirasinda, bakterilerin irettigi iirlinlerin ve/veya atiklarin Slglimler iizerinde belirli bir
miktar etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Bu diisiincenin nedeni; Sekil 3b’de goriildiigi gibi, 14. giin sonunda yapilan
Ol¢timlerde, glifosat miktarinin artiyor goriinmesidir. Ancak, diisiincemizi test etmeye yonelik deneyler
yapilmadigindan yorumumuzun bir spekiilasyondan 6te anlam tagimadiginin bilinmesi gerekir.

Sonug olarak; glifosat uygulanmis Kahramanmaras tarim arazisi topragindan izole edilen bakteriler Klebsiella
pneumoniae ve Klebsiella variicola olarak tanimlanmustir. Tanimlanan bakteriler tarafindan, bu kimyasalin kullanilma
yeteneginin olmadigi diigiinilmistiir. Aksine, bu kimyasalin bakterilere toksik etkisi oldugu gosterilmistir. Toksik
etkisine ragmen 0.1 g/L glifosat iceren ortamda en iyi bilyiime gosteren bakterinin Klebsiella pneumoniae susu oldugu
belirlenmistir.

5. TesekKiir

Bu calisma Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi 2018/5-6 YLS Nolu proje
kapsaminda gerceklestirilmistir.
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