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Ksilanaz Geninin Gr (+) Bakterilere Transferi ve Ekspresyon Diizeyinin
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Gzet: Bu galismada, Van gélii cevresindeki suyu gekilmis alanlardan alinan toprak numunelerinden alkalo-tolerant Bacillus sp

izolasyonu yapildi. Izolatlar arasidan alkalo-tolerant Bacillus sp. X151 sugu caligmanin amacina uygun sus olarak segilerek ksilanaz

iiretimi aragtiriidi. Test suslarinda ksilanaz prodilksiyonunun plasmit kékenli olup olmadifi belirlendi. Arastirma neticesinde, ksilanaz

prodiiksiyonu agisindan negatif olan alkalo-tolerant Bacillus cereus P109 sugu ise trasforme olmaya yénelik alici sus olarak bulundu.

Ksilanaz pozitif alkalo-tolerant Bacillus sp. X151 susundan alkali lizi metoduyla plasmid izole edildi. Plasmit, protoplast

transformasyonteknigi ile ksilanaz negatifBacillus cereus P109 susuna aktarildi. Plasmid DNA agaroz jel elektroforezinde sepera editdi.

Bu galigma, alkalo-tolerant 6zellikte olan Bacillus sp. izolasyonu, alkalo-toierant Bacillus sp. suslarinda ksilanaz prodiiksiyonu

belirlenmesi, plasmit kékenli olup olmadiZi ve gen aktarim olanaklarinm arastiriimasi amaciyla ele alind1.

Anahtar Kelimeler: Alkalo-tolerant Bacillus sp, Ksilanaz, Plasmit, Protoplast Transformasyonu

The Transformation of Alkalo-tolerant Xylanase Gene from Bacillus sp. Origins to Gr (+)
Bacteria by Using the Protoplast Transformation Method and Searching Its Expression Level

Abstract : Alkalophilic Baciflus sp. isolation was made from the dry soil which was taken from the land around Van Gdéld in
this research, Bacillus sp. X151 strain wasselected as the suitable strain among theisolations and its xylanase production was searched.
From the point of view xylanase production, plasmid origin was determined amongthetest strains. Result of this research alkalo tolerant
and xylanase negative Bacillus cereus P109 strain was determined as transformantstrain.

The plasmid of alkalo-tolerant and xylanasepositive Bacillus sp. X151 strain, was isolated by alkali lizis method. The plasmid
was transfered to Bacillus cereus P109 by protoplast transformation method. The seperation was made in agarose gel electrophoresis.

This study was considered to provethe isolation ofalkalo-tolerant Bacillus sp., xylanase production in alkalo-tolerant Bacillus
sp., their plasmid origin and the possibilities of gene transformation.
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Giris odunlardan daha yiiksek oldugu saptanmistir
(Timell, 1965). Tahil ksilanlari, D-glukuronik asit

Bitki hiicre duvari yapisinda  bulunan

hemiselluloz yaptsindaki ksilan, ksiloz birimlerinin
BU—4) ksilozit baglariyla polimerizasyonundan

olusan bir polisakkarittir. Ksilanaz ise ksilan

polisakkaritini parcalayan hidrolitik bir enzimdir.
Tahta ksilanlari, yumusak odunlarda arabino 4-0

metil-glukurono ksilanlar olarak bulunur. Sert odun

ksilaniarmm polimerizasyon derecesinin yumusak

ve onun 4-0 metil esteridir. Tek yillik bitkilerden

elde edilen arabinoksilanlar suda daha fazla

gdziinebilme dzelligindedir. Ancak lignoseliilozik
yapilar: dzellikle ksilaniarm dallanmuis bir yaprya

sahip olmalari nedeniyle, sulandirilmis alkali

géziictide daha iyi géziiniirler (Ferreira-Filho,

1994). D-Ksilan hidrolizinden sorumlu ksilanaz

enzimlerinin dogada birgok mikroorganizma ve
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bitki tarafindan sentezlendigi bilinmektedir. Son

yillarda ksilanaz enziminin Szellikle hububat;’ gay,

kahve, kakao ve cikolata isletmelerinde kullanilmasi

da enzime endiistriyel agidan biiyik 6nem

kazandirmigtir.. Bu konuda Bacillus tiirleri enzim

tretiminin yogunlugundan dolay: tizerinde en gok

galisilan tiirler haline gelmistir. Bu tir bakteriler

uygun besiortamlarinda yiiksek yogunluklarda

kolayca tireyebilirler ve pahali iireme faktérlerine

gereksinim duymazlar. B. ambiligvefecuus, B.
firmus, B. polymyxa, B. subtilis, B. subtilis var.
amybsaccaritcus mikroorganizmalarinda ksilan
polisakkaritini hidrolize eden ksilanaz -geninin
bulundugunubildirilmistir (Priest, 1977).

Ksilanaz enzimi tireten mikroorganizmalar;'*
dogada bulunan ve bir polisakkarit olan ksilanin

pargalanmasinda énemli géreve sahiptir. Mikrobiyal

ksilanolitik sistemleriizerine yapilan son calismalar °*
genellikle saflagtuma, karakterizasyon, molekiiler *

klonlama, ekspresyon ve kagit  endiistrisinde

kullanilan enzimin tiretimi iizerine odaklanmuistir

(Beg ve ark, 2001).

Alkalifilik
ksilanazlar tizerine

bakterilerden elde  edilen

yapilan galismalara_ gire |

Bacillus sp. C-59-2’den izole edilen ksilanaz-
enziminin pH 6 ile 8 araliginda optimum aktivite

gésterdigi saptanmustir. Ayrica pH:10°da optimum

tireme JdzelliZi gdsteren Aeromonas sp. 212
(Ohkoshi ve ark, 1985) ve Bacillus sp. (Okazaki ve

ark, 1984) gibi alkalifilik bakterilerin, ksilanaz
lireten bir cok mikroorganizma gibi pH: 9-10

araliginda yiiksek bir aktivite gdsterdi3i

belirlenmistir. Bacillus sp. TAR-l, C-125 ve

alkalifilik Bacillus sp. (NCL-86-6-10)’ den elde

edilen enzimlerin ise pH: 9-10’da optimum

aktiviteye ulastiklari gézlenmistir (Kulkarni ve ark,
1999).

Bacillus stearothermofilus T6 susunun hiicre
dist bir enzim olan ekzoksilanazi  iirettizi

belirlenerek bu enzimlerin aktivitelerinin de pH: 9

ve 65 °C’ de optimumaulasirgi gézlenmistir. Bunun;.

yamisira hiicre igi ksilanaz sentezleyen alkalifilik’ -

>

Bacillus sp. NG 27 susunun 70 °C’de ve pH:8.4’té °

optimum aktivite gésterdiZi ve molekiiler

agirhiginin 42 kD oldugu saptanmistir (Khasin ve ©
ark, 1993). Bu endoksilanazi sentezleyen genler

fark organizmalara klonlanmis ve  yapisi

   

   

transformasyonu gerceklestirdigi belirlenmistir
(Gupta ve ark, 2000).

Alkalin ksilanaz tiretme yetenegi gisteren

alkalifilik Bacillus sp. AR 009 susu Etiyopya’daki

alkalin soda géliinden izole edilmistir. Enzimin
pH:9’da optimum aktivite gisterdigi ve belirli pH

oranlarinin iizerinde de kararli oldugu gdzlenmistir

(Gessesse ve Gashe, 1997).

Ayrica yine alkalifilik Bacillus sp. AR 009

sugundan XIA ve XIB ksilanaz enzimleri kiiltiir

stipernatantlarindan saflastirilarak her iki enzim

SDS PAGE ile sepera edilmistir. Molekiiler

agirhklar1 sirasiyla 48 kD ve 23 kD olarak

belirlenmistir. XIA ksilanaz enziminin, 60 °C’ de

pH:9’da ve 70 °C’de pH: 8’de optimum aktivite

dzelligi gésterirken XIB ksilanaz enziminin 75

“°C’de pH:9’da ve 70 °C’de ise pH:8’de optimum

aktiviteye ulastig: gézlenmistir. Her iki enzimin de

belirlenen pH degerlerinde kararl: olduklar
belirlenmistir (Gessesse, 1998).

Genetik madde aktarum ile ilgili
galigmalarm sonucunda, bakteriler arasimdaki gen

transferinin molekiiler mekanizmasi anlasilmig ve

énemli veriler elde edilmistir. Gerek in vivo gerekse
invitro kogullarda gen veya genetik materyallerin

aktarilmalart ézellikle Enterobacter’ler de sikca
gergeklegen dogal bir olgudur. Ayrica

Pneumococcus, Neisseria, Haemophylus

Staphyllococcus, Bacillus’da gen transferlerinin

gergeklestigi bildirilmigtir (Dostbil, 1996). Diger

taraftan bakteri duvarmim yok edilmesi yoluyla

Bacillus subtilis ve Streptomycet tirleri arasinda

PEG (polietilen glikol) igeren transformasyon

ortamlarinda fiizyon galismalari yapilmakta olup

basarili_ rekombinasyon sonuglar: elde edilmistir

(Eren, 1996). Bu yéntemle genetik materyalin

aktariimasi biiyiik Gneme sahiptir. Ctinkti bu
“mekanizmanm sonucunda DNA genetik materyal

~ olarak tanimlanmigtir. Rekombinant DNA’larm

olusmasi sonucunda gen aktarimimin basari diizeyi

de, -artmistr. Béylece yeni dzellikler tagiyan

organizmalar elde edilerek testin uygulanabilirliZi
“artirilmistir (Stewart, 1989),
Aare Protoplast

~* osmotik stabilitenin varhginda lizozim yardimiyla

transformasyonunun temeli

 

. . hiicre duvarmin pargalamip, bakteri hiicresinden

belirlenmistir. Ayrica genin 1.215 baz araliginda -

Protoplast transformasyon teknigi, sadece birbiriyle

iliskili olan tiirler arasmda_ gergeklestirilebilecegi
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- ayrilarak protoplast elde edilmesi esasmma dayanur.

gibi’ diger tirler arasmda da gerceklestirilebilir ve

rekombinasyon meydana gelebilir. Bu teknik,

 



aralarinda iliski olmayan tiirler arasmda rahatca

uygulanabilmekte, endiistriyel 6neme sahip suslarn

olusturulmasina ve tretilmesine imkan
saglamaktadir (Gokhaleve ark, 1993).

Protoplast fiizyonu ya da_ protoplast

transformasyonu ile yapilan genetik calismalarda

“genetik ézellikleri bilinen yeni bireyler elde

edebilmek igin, protoplastlarin rejenerasyonlari da

6nemlidir. .Kat: besi ortaminda_protoplastlarin

rejenerasyonu icin osmotik dengenin saglanmasi

gereklidir. Osmotik dengenin saglamasi icin

-‘mantarlar ve mayalarda genellikle inorganik tuzlar,

bakterilerde ise % 16 sorbitol veya % 20 siikroz

'kullanilmaktadir. Poliksinilpirilidon, vinilpirolidon

- ya da dekstran gibi plazma genisletici maddelerin
“ rejenerasyon besi ortamina % 3 konsantrasyonda

ilave edilmesiyle Bacillus subtilis suslarmda

protoplastlarin rejenerasyon. sikhginin arttifi

bilinmektedir. Ancak  Zymomonas mobilis

suslarinda, plazma_biiyiitiicti. etkiler olmadigi

durumlarda rejenerasyonun basartyla gerceklestigi

gézlenmistir (Yanase ve. ark, 1985). Bununla

birlikte, endiistriyel suslarin manipulasyonu,

tiremesi ve digertiirlerde farkli kaynaklardan gelen

génetik materyalin saptanmasi, mikrobiyoloji
teknolojisinin gelecekte geligsmesi icin caligilmasi

gereken konulardir (Calam ve ark, 1976; Ball ve Mc
Charty, 1982).

Materyal ve Yéntem

Calismada alkalo-tolerant Bacillus sp. yerel
suslari kullanildi.

Bacillus sp bakterilerinin izolasyonu

Van ve ¢evresinden alinan  toprak

numunelerinin pH degeri 9 ile 12 arasinda degistifi

‘bildirilmistir (Erdogan, 2000). Bu yiizden alkalo

tolerant 6zellikte Gram (+) bakteri elde etmek icin

Van Gli’ niin suyu cekilmis alaniarindan alinan

toprak numuneleri steril naylon posetlere konularak
laboratuara getirildi. 1 g. tartild: ve 10 mlsteril

distile su-ile stispansiyon haline getiriidi. Sporlu

bakterilerin tiretilmesi amaciyla 65 °C’de 30 dakika

bekletilerek vejetatif bakteriler inhibe edildi.

Bacillus sp... kolonilerini segmek amaciyla

sulandirma metodu uyguland: (107, 107, 104
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seyreltmelerle) ve plak yiizeyine yayildi. 18-24 saat

37 °C’de inkiibasyona birakildi.  inkiibasyon

sonunda, besi ortaminda olusan kolonilersaf kiltiir

olarak segildi.

Besi ortamlari

Alkalo-tolerant Bacillus sp bakterilerini
tiretmek amaciyla secici besiortamt olan Ortam |
agar (Horikoshi ve Akiba, 1982), izolatlarin

ksilanaz aktivitesini belirlemek amaciyla Ksilanl

agar (Perbal, 1984), | protoplast

transformasyonundan sonra transforme olan
bakterinin tiretilmesi igin rejenerasyon besi ortami
(Dostbil, 1996) kullanildi.

Ortam | agar hazirlamakigin 10 g glikoz, 5

g polypepton, 5 g yeast extract, | g KH,PO,, 0.2 g

MgSO,.7H,O ve 20 g agar tartilarak 1000 ml saf
suda cdziildii.

Ksilanli agar hazirlamak igin Sg pepton, 5 g
yeast extract, 1g KH)PO,, 0.2 g MgSO,4.7H2O, 5 g

ksilan, 18 g agar tartilarak 1000 ml saf suda

gdztildti. Her iki besiortaminm pH degeri NaOHile
1 L’e ayarlandi.

Rejenerasyon besi ortamu hazirlamak icin

10 g tripton, 10 g maya, 10 g NaCl, 17 g siikroz, 10

mM CaCl, 15 g agar tartilarak 1000 ml saf suda

cézuldii. Kullandan besi ortamlar: 121 °C’de 15
dakika otoklavdasteril edildi.

Kimyasal ¢ézeltiler

Plak yiizeyinde test suslarinin ksilanaz

aktivitesini belirlemek igin Kongo red ¢ézeltisi 0.5

g tartilarak 5 ml alkolde géziildii ve stok gozeltisi
olarak kullanildi (Perbal, 1984),

Plasmid izolasyonunda ve protoplast

transformasyonda kullanilan tampon ve ¢ézeltiler

sunlardir. TBE (Tris, Borik asit, EDTA pH=8)

tamponu, NTE (Sodyum-Tris-EDTA) tamponu, TE

(Tris-EDTA pH=8) tamponu,lizozim ¢ézeltisi, lizis
gdzeltisi (alkali), TE’ye doyurulmus fenol, 2.5 M,

Na-asetat (pH=5.2), RNAaz cézeltisi, 5 M
Potasyumasetat (pH=4.8), TE’ye doyurulmusfenol

ve kloroform (1:1), Kloroform-isoamil alkol (24:1),

SM cézeltisi (pH=6.5), TSCM cézeltisi ve %30

PEG ( Polietilenglikol ) cézeltileri kullanildi
(Maniatis ve ark, 1982).
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Yéntem

Toprak numunelerindenizole edilen alkalo-

tolerant Bacillus sp suslar1 Ortam 1 buyyonda

gogaltild. izolatlann _ksilanaz —_aktivitesini

belirlemek amaciyla ksilanli1 agara cizgi ekim

yapildi. Optimum iireme sicakliginda inktibasyona

birakildi. inkiibasyon  siiresi sonunda bakteri

tiremesi gézlenen plak yiizeyine ksilanaz tiretiminin

belirlenmesinde kullanlan Rongo  kirmizisi

cézeltisiyle 20 dakika boyama yapild: (Perbal,
1984).

Bu islemden sonra, boya fazlas1 1 M NaCl

gézeltisi ile giderildi. Ksilanaz aktivitesi pozitif olan

izolatlarin etrafinda sari zonlar olusurken ksilanaz

aktivitesi negatif olan izolatlarin etrafinda herhangi

bir degisiklik gozlenmedi (Ozcan, 1992).

Ksilanaz aktivitesi pozitif olan Bacillus sp.

suslarinda_ aktivitenin plasmid k6dkenli olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla plasmid

eliminasyonu yapildi. Plasmid  eliminasyonu

Akridin oranj ile yapildi. 20 pg/ml Akridin oranj

igeren 5’er ml’lik Ortam 1 buyyona bakteri suslari

inokiile edilerek optimum treme sicakliginda

inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda, pozitif

olan Bacillus sp. X151 susu galismanin amacina

uygun sus olarak belirlendi.

Plasmit izolasyonu
Plasmit k6kenli ksilanaz aktivitesi

gdsteren Alkalo-tolerant Bacillus sp X151

susundan plasmid izolasyonu Maniatis ve ark,
(1982)’a gore Alkali lizi metodu kulanilarak
yapildi.

Plasmit Seperasyonu

Alkalo-tolerant Bacillus sp X151 plasmidi

ve DNA marker %0.8°lik agaroz jel

elektroforezinde 100 volt elektrik akimi verilerek
sepera edildi (Dostbil, 1996). Elektroforez islemi

bittikten sonra jel, ethidium bromid ¢6zeltisinde (1

pg/ml) 30-45 dakika bekletildi. Bu islemden sonra

UV transliiminatérde DNA bantlar’ gézlenerek
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fotograflar: gekildi (Axelsen ve ark, 1973; Dincer,
1994).

Marker DNA (Sigma, iiretim no: D2916,

Lot110K1174) kullanilarak Bacillus sp.

X151susuna ait ksilanaz (+) plasmidinin molekiiler

agirligi 48.216BP olarak hesaplandi (Sekil 3).

Protoplast Transformasyonu

Gen aktarim: igin uygulanan protoplast

transformasyonu metodu Sanders ve Nicholson,
(1987)’a gére yapildi.

Bacillus cereus P109  susu_ lizozim

enzimiyle protoplast haline getirildi.Bacillus sp.

X15! plasmidi protoplast transformasyonu metodu
ile Bacillus cereus P109 susuna aktarildi.

Transformasyon igleminden sonra

transformant bakteri %20 siikroz iceren  besi

ortamunda rejenere edildi. Transformasyonu

yapilan bakterinin, plak yiizeyinde transformasyon

dan 6nce ve sonra olusan koloni sayisina gére

ekspresyon diizeyi belirlendi (Maniatis ve ark,
1982).

Bulgular

Calismamizda Van Gdlii’ntin suyu ¢gekilmis

alanlarindan alinan toprak numunelerinde alkalo-

tolerant Bacillus sp. izolasyonu ve identifikasyonu
yapilmuistir.

Izolatlar Ortam | agarda ((pH:11) NaOHile

ayarlandi) iiretilmistir. Ureme karakteri gésteren

Bacillus sp. suslari_—_alkalo-tolerant olarak
adlandirilmistir.

Bacillus sp. suslarinda ksilanaz aktivitesinin

arastirilmasi igin % 0.5 ksilanli besi ortami

kullanilmistir. Bakteri ksilanaz enzimi

lretebiliyorsa besi ortamindaki ksilan1 pargalamis

demektir. Kongo kirmizisi indikatérii kullanilarak

Bacillus sp. suslarimin enzim tretip tiretmedikleri

gézlenmistir. Ksilanaz pozitif ve ksilanaz negatif

suslar Sekil 1l’de gésterilmistir. Denenen test

suslarindan % 357i ksilanaz iiretimi géstermistir.

Ksilanaz pozitif suslarin enzim aktivitesi mm olarak

Oletilmiistiir (cizelge). Her susun enzim aktivitesinin

farkli mm gapinda zon olusturdugu gézlenmistir.
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Cizelge: Bacillus sp. suslarimolusturduklart enzim aktivitesi diizeyleri zon gaplart

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bakteri Susu Zon Capi Bakteri Susu Zon Capi

Bacillus sp. P2 9mm Bacillus sp. R144 IImm '

Bacillus sp. P3 16mm Bacillus sp. R149 8mm

Bacillus sp. P4 8mm Bacillus sp. R150 7mm

Bacillus sp. P5 3mm Bacillus sp. R153 7mm

Bacillus sp. P8 6mm Bacillus sp. R154 10mm

Bacillus sp. P9 10mm Bacillus sp. $145 4mm

Bacillus sp. P10 7mm Bacillus sp. S146 10mm

Bacillus sp. P11 8mm Bacillus sp. S147 9mm

Bacillus sp. P15 3mm Bacillus sp. S147 is 9mm

Bacillus sp. P17 7mm Bacillus sp. S148 10mm

Bacillus sp. P47 2mm Bacillus sp. S86 5mm

Bacillus sp. P77 3mm Bacillus sp. S100 Smm

Bacillus sp. R9 3mm Bacillus sp. $120 2mm

Bacillus sp. R16 2mm Bacillus sp. S141 4mm

Bacillus sp. R36 4mm Bacillus sp. S142 7mm

Bacillus sp. R42 2mm Bacillus sp. S143 6mm

Bacillus sp. R100 6mm Bacillus sp. M71 5mm

Bacillus sp. R120 2mm Bacillus sp. N9 6mm

Bacillus sp. R156 4mm Bacillus sp. A3 6mm

Bacillus sp. R141 10mm Bacillus sp. K7 8mm

Bacillus sp. R142 10mm Bacillus sp. K11 6mm

Bacillus sp. R143 9mm Bacillus sp. M103 6mm       
  

sei

TCLSesepsctiont ease YEH)

  
Sekil 1 : Alkalo-tolerant Bacillus sp X151 susunun akridin oranj ile muamele dncesi ve sonrast
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Sekil 2. Protoplast transformasyon sonuglari (Bacillus sp X151'den Bacillus cereus P109'a).

DNA Marker Bacillus sp.

X151

t t

 
Sekil 3: Agaroz Jelde Plasmit Seperasyonu
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Yapilan calismada alkalo-tolerant Bacillus
sp. XI151  susunun plasmit kékenli oldugu

saptanmustir. Ancak plasmit eliminasyonunda

kullanilan akridin oranj ile yapilan analiz sonucunda

ksilanaz tiretimi gdsteren Bacillus sp X15} sugunda

enzim zon gapinin akridin oranj ile muamele

dncesinde 35 mm, akridin oranj ile muamele

sonrasindaysa 26 mm oldugu, zon ¢apimin 9 mm

azaldigi ancak tamamen kaybolinadigi gézlenmistir

(Sekil 1). Buna gore ksilanaz sentezinin tamamen
plasmide bagli olmayip kismen de kromozomal

DNA’ya bagli oldugu diistiniilmektedir. Ctinkii

transformasyon denemesi sonucunda  ksilanaz

negatif olan Bacillus cereus P109 sugunda genis bir

enzim zon ¢ap1 gdzlenmistir (Sekil 2).
Caligsmamizda gen aktariminda dnemli bir

metod olan protoplast transformasyon metodu

uygulanmistir.
izolatlardan Bacillus sp. P109 sugunun Tip

Fakiiltesi Mikrobiyoloji ABD’da yapilan

identifikasyonu sonucunda Bacillus cereus oldugu

belirlenmistir.

Bacillus cereus P109 ksilanaz aktivitesi

negatif olan bir sustur. Bu sus protoplast

transformasyon isleminde alici (recipient) olarak

kullamlirken Bacillus sp. X151 susu ise verici

(donér) olarak kullanilmistir. Transformasyon

deneyinde 8x10° transformasyon basarist elde

edilmistir.

Tartisma ve Sonug

Giintimiizde alkali ortamlarda tireme

davranisi1 gédsteren  alkalifilik, alkalo-tolerant

mikroorganizmalarin genetik yapisuun

aydinlatilmasi ve endiistriyel alanlarda kullanilmak

tizere enzim aktiviteleri ile ilgili caligmalar hiz

kazanmustir.
Alkalo-tolerant Bacillus sp. suslanmin

koloni morfolojileri genellikle gevresel faktérlerin

etkisiyle degismektedir. Bu faktérler arasinda en

Gnemlileri kiiltiiriin tiretildigi besi ortaminin icerigi

ve inkiibasyon sicakligidir. Bu baglamda cevresel
faktérlerin degismesi ktiltiir yapisinda degisikliklere

sebep olur. Sadece koloni morfolojisi kigitk olan

suslarin diginda, koloni capi, besi ortaminin

zenginligi ve agar konsantrasyonuna bagli olarak

degismektedir (Lennete ve ark, 1985).
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Calisgmada toprak numunelerinden alkalo-

tolerant Bacillus sp. izolasyonu yapilmustir. Bacillus

sp. suslar. hem mukusiu hem de kuru bir koloni
yapisina sahiptir. Koloni g¢evresi bazilarinda

diizgtin, bazilarindagirintili gikintili, bazilannda ise

diizensiz yapilar olarak gézlenmistir. Caligma

amacina uygun segilen izolatlar, Tip Fakiiltesi

Mikrobiyoloji ABD’da identifiye edilmistir.

Gram pozitif, Gram negatif bakteriler ve

mantarlar arasinda ksilanaz enzimi tireten sus tipleri

bulunmaktadir. Bunlardan Cellulomonas sp.,

Bacillus sp... Thermoactinomyces sp. ve

Trichoderma reesei clostridium thermocelium gibi
organizmalarda yer almaktadir (John, 1987).

Mikroorganizmalar, ksilan hidrolize eden

ksilanaz enzimini tiretebilirler. Ksilanaz, aym

zamanda alkalifilik ve alkalo-tolerant

mikoorganizmalar grubu tarafindan da

salgilanabilen bir enzimdir. Ksilanaz enzim

tiretiminde kullanilan ksilan, bitkisel kaynakh

Onemli bir substrattir. Ksilan hidrolize eden
ksilanaz enzimleri dézellikle tahta ve kagit

endiistrisinde genis uygulama alanlan bularak son

yullarda endiistriyel alanlarin ilgi odagi olmustur

(Senior ve ark, 1992),
Alkalo-tolerant Bacillus sp. suslarindan

ksilanaz enziminintiretilebilmesi igin % 0.5 ksilanh

besi ortam kullanilmistir. Besi ortamina eklenen

ksilamm mikroorganizma tarafindan __hidroliz

edilmesi igin ortamda seker tiirevi kimyasal

maddelerin konsantrasyonu etkileyecek gsekilde

konulmamas: gerekir. CGalismada besi ortamina
ksilan ile glikoz ayni anda ilave edildi ve Bacillus

sp. suslarinin ilk Once ortamda bulunan glikozu
kullandiklan:’ gézlendi. Dolayisityla test sugunda

ksilanaz aktivitesini saglayan gen bulundugu halde

ortamdaki glikozun kullanilmasindan —dolayi

ksilanaz (+) suslar, ksilanaz (-) gibi algulanmaktadir.

Ayrica ksilanin ortam iginde  géziiniir

durumda olmasi da galismamuzdabiiyiik bir avantaj

saglanustir, Tahil ksilanlart D-glukuronik asit ve 4-

O metil esteridir. Tek yillik bitkilerin (pentosanlar)

arabinoksilanlan. suda daha fazla g¢éziinir ve

ksilanlarin dallanmig bir yaprya sahip olmalari

nedeniyle sulandirilmus alkali géziiciide daha iyi
céziindiikleri saptanmistir (Ferreira-Filho, 1994).

Alkalo-iolerant Bacillus sp. $12, P5 suslan

ksilanli besi ortamunda ksilanaz aktivitesi kontrol
edildiginde oldukcga genis bir zon olusturmalarina

ragmen akridin oranj ile muamele edildikten sonra
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ksilanaz aktivitesi kontrol edildiginde zon capmda
herhangi bir degisme olmamstir. Bu durum

ksilanaz enziminin “‘kromozomal DNA’ya bail

oldugu diistincesini dogurmaktadir. Alkalo-tolerant

Bacillus sp X151 sugununksilanaz aktivitesi kontrol

edildiginde enzim zon capi belirlenirken akridin

oranj ile muamele edildikten sonra enzim zon
¢apinin 9mm azaldigi gézlenmistir. Fakat zon gap

tamamen kaybolmamistir. Yapilan transformasyon

galigsmasinda ksilanaz (+) olan Bacillus sp X151
sugunun plasmidi, alic: olarak kullanilan Bacillus sp

P109 susuna aktarimi gerceklestirildi,

Transformasyon sonrasinda ksilanaz aktivitesinin

kontrol edilmesiyle genis bir zon capinm olustugu

ve transformasyonun  basartyla__ gergeklestidi

gdzlenmistir.

Alkalifilik ve
mikroorganizmalarda ksilan polisakkaritini

hidrolize eden ksilanaz geninin bulundugu

bildirilmistir (Priest, 1977; Kulkarni ve ark, 1999;

Gessesse ve Gashe, 1997; Khasin ve ark, 1993).

Caligmamizda elde ettigimiz sonuclar
karsilastirildiginda daha énce yapilan caligmalarile

bir paralellik géstermektedir.

Mikroorganizmalara kromozomal ya da

extra kromozomal DNApargalarinin aktariimasi ile

genetik yaprya yeni dzelliklerin kazandirilmass

saglanmis olmaktadir. Bu sekilde

mikroorganizmalarin kimyasal yapisinin daha kolay

incelenmesi, fiziksel degisikliklerin ve DNA’nin

yapistyla biyolojik aktivitesi arasindaki iliskilerin

ortaya ¢ikmasi amaclanmaktadir. Osmotik

stabilitenin varliginda lizozim yardinnyla hiiere

duvarinn  pargalamp bakteri hiicresinden

ayrilmastyla protoplast elde edilebilir. Bu teknik

sadece birbiriyle iliskili olan tirler arasinda

gerceklesmedigi igin rekombinasyon olay:

gézlenmektedir. Bu teknik aralarinda iliski olmayan

tiirlerde de uygulanmakta ve endiistriyel suslarin

gelistirilmesinde, tiretilmesinde cok biiyiik imkan
saSlamaktadir (Gdkhale ve ark., 1993).

Calismamizda protoplast transformasyonu

ile ksilanaz geninin ksilanaz negatif bakteriye

alkalo-tolaerant

aktariImasi amaglanmistir. Yapilan  caligmada

transformasyon oraninin§ yiiksek olusunun bir

nedeni de  rejenerasyon besi  ortamlarinda

transforme bakterilerin iiremesine tekrar olanak

saSlamaktir. Bunun igin % 16 sorbitol veya % 20

siikroz g¢6zeltisi kullanilmistir. Elde  edilen

transformant bakterilerin yeni rekombinasyonlari
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meydanagetirdigi diisiiniiltirse transformasyonun ne

derece basanli oldugu gézardi edilemez.

Protoplast transformasyonu ile yapilan gen

aktarumun dizeyi diger transformasyon metodlanile

karsilagtirildiginda transformant. verimi agisindan

daha yiiksek oldugu agiklanmistir (Yanase veark.,

1985). Yapilan protoplast transformasyon

caligmasinda yaklasik olarak 10° transformant elde
edilmistir. Bu da kullanilan metodun diger

metodlara gére veriminin yiiksek oldugunu
gostermektedir.

Sonug olarak bu galigma, plasmid

DNA’sindaki genlerin protoplast transformasyon

yGntemiyle ytiksek sikhkta  alict organizmaya

transfer edilerek yeni bir dzellik kazandirdig igin

Snemlidir. Yapilan bu ¢alismanin, endiistriyel

alanda kullamlan enzimlerin ticari alanda daha
kolay ve ucuz elde edilebilirligini saglayarak diger

manipulasyonlar igin uygun suslar elde edilmesinin

ve ekonomik diizeyde kullaniminin saglanmasi

agisindan temel bir arastirma oldugu kanisindayiz.
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