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Ozet: Bu calismada Na-tellurit bilesiginin toprak bakterilerinden alkalifilik Bacillus spp. suslarinda inhibitér etkisi arastirildi.
Bakteriler, Na-tellurit bilesigine karsi 1-180 pg/ml artan konsantrasyonlarda denendi. Na-tellurit bilesiginin 1-60 pg/ml
konsantrasyonlardaki denemesinde izolatlarin ¢ogunlugunun Gredigi gézlendi. 70-180 pg/ml olarak denenen konsantras-
yonlarda ise hassasiyet profilinin arttigi saptandi. 180 ug/ml konsantrasyonlarda ise % 100 hassasiyet gozlendi. Ayrica,
izolatlar igcin MICs degeri 0.8 pg/ml olarak belirlendi. izolatlarin Na-tellurit bilesigine karsi plasmid kodlu direngliliginin
saptanmasi icin acridine orange (20 ug/ml) ve ethidium bromid (10'5 M) ile plasmid eliminasyonu yapildi. izolatlar'da
Bacillus spp.’ye ait % 60.86 Na-tellurit bilesigine hassasiyet, % 39.13 direnglilik fenomeni ve % 21.10 oraninda da plasmid
kodlu Na-tellurit direngliligi bulundu. Na-tellurit bilesigine ve antibiyotige karsi direnglilik genini tasiyan plasmidler (B. cereus
T112—Na—TeR), Na-tellurit bilesigine ve antibiyotige hassasiyet gosteren susa (B. megaterium DSM 32—Na—TeS) protoplast
transformasyonu yoluyla aktarildi ve 10® transformant elde edildi. Agaroz jel elektroforez seperasyonu sonucunda plasmidin
22.514 bp molekiler agirliga sahip oldugu saptandi.

Anahtar kelimeler: Alkalifilik Bacillus spp., Na-tellurite, Plasmid, Protoplast transformasyonu.

Investigations upon the Likelihood of Transformation and Resistance of Na-Tellurite

Originated Plasmide at the Soil Bacteria Isolated from Natural Environment

Absrtact: In this study, the inhibitory effects of Na-tellurit compound at the Alkalophilic Bacillus spp. strains isolated from
the soil bacteria were investigated. Bacteria were tested against the increasing concentrations of Na-tellurite at 1-180
pug/ml. The isolates of Na-tellurite at the 1-60 pg/ml concentrations mostly showed resistance, but sensitivity was
determined at 70-180 pg/ml. Complete (100 %) sensitivity was observed at 180 ug/ml. For Bacillus spp., the MICs of Na-
tellurit were found to be 0.8 ug. Plasmid elimination was made using acridine orange (20 pug/ml) and ethidium bromide (10'5
M) for determination of the isolate resistance originated from plasmid against Na-tellurite. In the isolates of Bacillus spp,
there were 60.86 % sensitivity, 39.13 % resistance phenomenon and 21.10 % ratio of resistance originated from plasmid
against Na-tellurite. Plasmids of B. cereus T112-Na-Te®, carrying the resistance gene against the antibiotic and Na-tellurite,
were transferred by protoplast transformation to B. megaterium DSM 32-Na-Te’ strain showing sensitivity against antibiotic
and Na-tellurit. A number of 10° transformants from the soil isolates were obtained by protoplast transformation. The
seperation of plasmid was made by agarous gel electrophoresis and, finally it was determined that the plasmid had 22,514
bp of molecular weight.
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G

boyutlara kadar ulasmistir. Toksik etkiye sahip olan

tniimiizde kimyasal maddeler ve beraberinde

getirdigi olumsuz etkileri saghgi tehdit edici

kimyasal maddelerle ve gevre kirliliginin daha Ust
boyutlara kadar ulasmasi, ekolojik anlamda denge
unsurunun ortadan kalkmasi ile birlikte birbirine
zincirleme bagh olan biyotik ve abiyotik faktorlerin

bozulmasi anlamina gelmektedir.

Tellurium bilesiginin mikroorganizmalarin ya-
sam periyodu icin mutlak gerekli bir besin kaynagi
atik

maddelerin bulundugu ortamlarda kirlilik olusturdu-

olmadigl ancak kismen de olsa, kimyevi
gu bilinmektedir. Nadirde olsa organizmalar igin
toksik bir etkiye sahip oldugu vurgulanmistir (Berks
ve ark., 1994; Taylor, 1996). Klinik bulgulara gore
bile
meydana geldigi gozlenmistir (Jobling ve Ritchie,
1987). Tellurit

kromozomal, gerekse ekstra kromozomal direnglili-

toksisitenin  ¢ok dlsik konsantrasyonda

ve Dbilesiklerine karsi gerek
gin molekiler mekanizmasi bilinmemektedir. Ancak
Gram negatif bakterilerde Gram pozitif bakterilere
gore tellurit direngliliginin daha sik oldugu gozlen-
mistir (Summers ve Jacoby, 1977; Lloyd-Jones ve
ark., 1994; Suzina ve ark., 1995; Turner ve ark.,
1995). Yapilan bir galismada, Tellurium bilesiginin
elektrolitik indirgenme sonucu elde edildigini ve
Na,TeO; + H,0 = Te + 2NaOH + O, seklinde
formile edildigini vurgulamiglardir. Obligat aerobik
fotosentetik bakteriler tGzerinde yapilan bir ¢alisma-
da ise bakteri suslarinin tellurite direng gosterdikle-
rini ve metalik tellurium kristallerini de biriktirdikleri
gozlenmistir (Yurkov ve ark.. 1996). Romero ve ark.,
(1998) vyaptiklari bir ¢alismada potansiyel olarak
cevresel atiklarin bulundugu ortamlarda toksisite
gosteren potasyum tellurit bilesigine karsi direng
saglanmasi, Pseudomonas sp. suslarinin genetik
manipulasyonlari sirasinda plasmidlerin  vektor
olarak kullanimi igin, selektif bir marker 6zelliginde
olan ve o6nemli bir gbérev yapan genlerin var
olduguna isaret etmislerdir. Taylor (1999), yaptigi bir

calismada E. coli suslar icin Na-tellurit bilesiginin

yaklasik MIC degerinin 1 pg/ml oldugunu belirtmis-
tir. izolatlarin tellurite direngliliklerinin kaydedilerek
daha yiksek konsantrasyonlardaki denemelerinin
devam ettigini vurgulamistir. Mikroorganizmalarda
tellurium bilesigine karsi direngli suslar arastirilirken
DNA’ya
kromozomal DNA'ya bagh direnclilik geni tasiyan E.

hem kromozomal hem de ekstra-
coli sugu tanimlamistir. Bu olayda integral membran

proteinlerinin de rol oynadigini goézlemislerdir.
Tellurit bilesiginin bulundugu ortamlarda, Greme
davranisi gosteren bakteri hicrelerinde siyah
renklenme gozikir. Bu hiicre igi biriktirme olayi,
metalik telluriumdeki telluritin indirgenmesinden
kaynaklanmaktadir. Ancak mikroorganizmalarda bu
sekilde meydana gelen biriktirme elektron mikros-
kobuyla tespit edilebilmektedir (Guzzo ve Dubow,
2000). Enddstriyel suslarin manipulasyonu, Gremesi
ve diger turlerde farkh kaynaklardan gelen genetik
materyalin belirlenmesi mikrobiyoloji teknolojisinin
gunimuizde ve gelecekte gelismesi icin galisiimasi

gereken konularin basinda gelmektedir.

Bu calismada rekombinant DNA teknolojileri
arasinda 6nemli yer tutan ve verim agisindan 6n
planda olan transformasyon

metoduyla yeni

bakteriyel rekombinantlarin ve selektif marker

ozelligi taslyan suslarin Gretimi amaglanmaktadir.

MATERYAL ve METOT

Alkalifilik B. spp. suslarinin topraktan izolasyolarinda
ve saf kiltir olarak secilmis suslarin stok kalttrleri-
nin hazirlanmasinda, Nutrient agar, LB agar, N1 besi
yeri ve Medium 1 agar kullanilmistir (Anonymous,
1978; Horikoshi ve Akiba, 1982; Gerhardt ve ark.,
1994).

Sodyum tellurit direngliligi gésteren B. spp. igin
bir  dizi

mannitolden gaz olusumu, ylizey zari olusturma,

hareket, glukozdan gaz olusumu,

ucucu indol olusumu, voges-proskauer testi,

simmons-sitrat testi, hemoliz testi, katalaz testi,

lesitinin hidrolizi testi, Urenin hidrolizi, jelatinin
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hidrolizi, nisastanin hidrolizi, kazeinin hidrolizi, bir
dizi karakteristik testler uygulanmistir (Jin ve ark.,
1990; Mc Faddin, 2000). Na-tellurit bilesiginden
oncelikle 25 mg/ml konsantrasyonda stok bir ¢ozelti
hazirlandi. Daha sonra 0.45 pm c¢aph milipore
filtreden gecirilerek steril edildi. Calismada Na-
tellurit bilesigi maksimum 180 pg/ml konsantras-
yonda kullanildi ve sterilizasyondan sonra besi
yerine eklendi. Calismada Na-tellurit bilesiginin MICs
degerinin arastiriimasi Turner ve ark., (1995)' na
gore vyapildi. Alkalifilik Bacillus spp. suslarindan
plasmid izolasyonu alkali lizi yontemi ve
ekstrakromozomal DNA molekiillerinin seperasyonu
(1982)'na

protoplast transformasyonu metodu

Maniatis ve ark., gore yapilmistir.
Calismada,

Sanders ve Nicholson (1987)’ a gore yapilmistir.

SONUC

Topraktan izole Edilen Alkalifilik Bacillus spp.

Bakterilerine Ait Bulgular

Dogal ortamlardan alinan toprak o&rneklerinden

toplam 787 alkalifilik Bacillus spp. susu izole
edilmistir. 479 adet bakteri susunun Na-tellurit
bilesigine % 60.86 oraninda hassas oldugu tespit
edilmistir. Toplam 308 bakteri susunun ise uygula-
nan Na-tellurit bilesigine % 39.13 oraninda direngli
oldugu gdzlenmistir. izolatlar arasinda ise toplam 65
susun % 21.10 plasmid kodlu direnglilik tasidiklari

test edilmistir.

Calismada plasmid kokenli direnglilik geni tasi-
yan test suslarina 178 pg/ml konsantrasyonda
denenen Na-tellurit bilesiginden 30 pl Watmann:
1.6 mm c¢apl kagit disklere emdirilerek disk

diffizyon metodu uygulanmistir. Uygulama

sonucunda inhibisyon zonlari gézlenmistir (Sekil 1).

Protoplast transformasyon teknigi kullanila-
rak gerceklestirilen transformasyon calismasinda
Na-tellurit bilesigine plasmid kodlu direnglilik geni
tasityan ve donor olarak segilen Bacillus cereus T112

bakterisi kullaniimistir.

Ayni sekilde Na-tellurit bilesigine hassasi-
yet gosteren standart B. megaterium DSM 32
susu alici olarak kullaniimistir. Transformasyondan
sonra resipient olarak kullanilan  Bacillus
megaterium DSM 32 susunun Ethidium bromid ile
muamele edilmesiyle Na-tellurit bilesigine hassasi-
yet gostermistir. Bu durumda transformantlardaki
Na-tellurit direngliliginin plasmid kodlu oldugunu

gostermektedir.

Sekil 1. Besi ortaminda alkalifilik Bacillus cereus T112 ve
Bacillus spp. suslarinin Na-tellurit bilesigine bagl olarak
disk diffizyon metodu ile gosterdigi inhibisyon zonlari.

Figure 1. Depending on the strains of Na-Tellurite
compound shown by the method of disc diffusion
inhibition zones alkalophilic Bacillus cereus and Bacillus

spp in fattening T112.

Sekil 2. Bacillus cereus T112 susunun protoplast transfor-
masyon teknigine goére gergeklestirilmis transformasyon
bulgulari.

Figure 2. Protoplast transformation technique carried out
according to the transformation of Bacillus cereus strain
T112 findings.

Elektroforez isleminde % 0.8'lik agaroz ve 5
V/cm akim uygulanmistir. Jelde 6rnek yukleme
slotlarina 25 ul DNA siikroz karisimi konmustur. 1
situnda EcoRl ve Hindlll

numarali restriksiyon
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enzimleriyle kesilmis lamda DNA'si bulunmaktadir.
2 numaral sttunda alici sus: Bacillus megaterium

DSM 32, 3 numarah siitunda ise verici sus: Bacillus

cereus T112 bulunmaktadir.

sekil 3.

transformant suslara ait elektroforez bulgulari.

Transformasyonda  kullanilan  verici ve

Figure 3. Donor and transformant strains used in the
transformation of the electrophoresis results.

Alkalifilik Bacillus spp. suslarinin Na-tellurit bilesigine
muamelesinde MICs degeri ve 0.8 pg/ml olarak
belirlenmistir. Yapilan transformasyon ¢alismasi
sonucunda bakteride 8x10° transformant frekans

elde edilmistir.

TARTISMA

GiUnUmuzde kimyasal maddeler ve beraberinde
getirdigi olumsuz etkiler canli saglhigini tehdit edici
boyutlara ulasmistir. Toksik etkili kimyasal madde-
lerle ve gevre kirliliginin daha st boyutlara kadar
varmis olmasi, ekolojik anlamda denge unsurunun
ortadan kalkmasi ile birlikte birbirine zincirleme
bagh olan biyotik ve abiyotik faktorlerin bozulmasi

anlamina gelmektedir.

Ozellikle toprakta Gram (+) Bacillus cinsi bakte-
riler, topragin dogal fauna grubunu olusturmasi
nedeniyle cevresel
grup
steirotermophilus,

kosullardan en st dizeyde
etkilenen icerisine
B. Subtilis ve B.
bakteriler toprak bakterileri igerisinde sayilmaktadir
Chambliss., 1984). spp.

suslarinin koloni ylzeylerinin goriintlisi genellikle

girmektedir. B.
cereus gibi
(Robson ve Bacillus
cevresel faktorlerle degisir. Bu faktorler arasinda en
onemlileri kaltirin bulundugu besiyerinin bilesimi
ve inkilibasyon faktorlerin

sicakhigidir. Cevresel

degismesi ile kultirin kendisinde de bir takim

degisiklikler olur. Yalnizca kiiglik koloni formlarini
suslarin disinda koloni g¢api, besi yeri ve igerisindeki
agar konsantrasyonuna bagh olarak degisir (Lennete
ve ark., 1985). Alkalifilik Bacillus spp. suslarinin
izolasyonunda mukoid, kuru hareketli oldugu

farkli

yerlerden olmasi denemelerimizde alinan sonuglarin

gozlemistir.  Alinan toprak oOrneklerinin
farkl diizeylere ¢ekmistir. S. faecalis ve Enterococcus
suslari arasinda plasmid kodlu tellurit direngliligi
gozlenirken S. faecium tirlerinde plasmid kodlu
tellurit direngliligi bulunamamistir (Summers ve

Jacoby, 1977).

Calismamizda Bacillus tarlerinin bir kisminin
plasmid kodlu direnclilik geni tasidigi bir kisminin ise
tasimadig gozlenmistir. Ayrica plasmid ¢alismalarin-
da bakteri hicrelerinden ylksek saflikta alkalin
extraksiyon yontemiyle plasmid DNA’sinin izolasyo-
nu icin bir prosedir gelistirmislerdir (Marko ve ark.,
1981). CGalismada Bacillus cereus T112 susundan
alkali lizi yéntemiyle plasmid extraksiyonu yapilmis-
tir. E. coli suslari icin sodyum tellurit bilesiginin
yaklasik olarak MIC 1 pg/ml oldugu belirlenmistir.
izolatlarin  tellurite  direnclilikleri kaydedilerek
(Taylor, 1999) daha yiiksek konsantrasyonlardaki
Ancak

direngliligi ile ilgili calismalarda bir ¢cok mikroorga-

denemeler devam etmektedir. tellurit
nizmada direngliligin kromozomal DNA (Chiong ve
ark., 1988; Chiong ve ark., 1988; Kinkle ve ark.,
1994; O’Gara ve ark., 1997) ya da plasmid Uzerinde
oldugu vurgulanmistir. Plasmid kodlu direnclilik

mikroorganizmalarda nadiren gorilmektedir.
Yaptigimiz calismada izolatlarin MICs degeri Na-
tellurit bilesigi icin 0.8 pg/ml olarak hesaplanmistir.
Toplam Bacillus sp. suslarinin (% 21.10) Na-tellurit
bilesigine plasmid kodlu direng geni tasidig
gbzlenmistir. Direngli izolatlar arasinda bir kisminin
plasmid kodlu direngliligin yani sira digerlerininde
kromozomal direnglilik paralelinde oldugu belirlen-
mistir. Dolayisiyla yapilan galisma, literatir bilgileri
ile paralellik gostermektedir. Calismamizda 1-180
pg/ml arasindaki parametelerde Na-tellurit bilesigi-

nin kullaniimasi, literatlire gore bircok mikroorga-
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nizma tird icin oldukga toksik bir etkinin oldugu
belirtilirken ¢alismada kullanilan Bacillus cereus
T112 yerel susunun genetik agidan farkh o6zellik
taslyan bir yapida oldugu disinilmektedir.

Bakterilere kromozomal vya da ekstra-
kromozomal DNA’nin verilmesi, farkli genetik 6zelligi
olan genlerin diger mikroorganizmalara kazandiril-
masi, bu mikroorganizmalarin kimyasal yapisinin
daha kolay incelenmesine aracilik eder. Osmotik
stabilitenin varliginda lizozim vyardimiyla hicre
duvarinin pargalanip bakteri hiicresinden ayrilmasiy-
la protoplast elde edilebilir. Bu teknik sadece birbiri
ile iliskili olan tirler arasinda vaki olmadigi igin
Ancak bu teknik

iliski olmayan tirlerde uygulanmakta

rekombinasyon gerceklesir.
aralarinda
endustriyel suslarin gelistiriimesinde ve Uretilmesin-
de ¢ok buyilk imkan saglamaktadir (Gokhale ve ark.,

1993).

Calismada transformasyon verimini arttirmak

icin rejenerasyon besi ortamlarinda transforme
bakterilerin tekrar Gremesine olanak saglanmistir.
Ancak bunun igin % 16 sorbitol veya % 20 siikroz
cOzeltisi kullanilimistir. Bu sekilde transformant
bakterilerin yeni rekombinasyonu meydana getirdigi

gozlenmistir.

Tellurium bilesiginin mikroorganizmalarin ya-
sam periyodu i¢in mutlak gerekli bir besin kaynagi
olmadigl ancak relativ olarak kimyevi atik maddele-
rin bulundugu ortamlarda Kkirlilik olusturdugu
bilinmektedir. Ekstrem olarak da organizmalar igin
toksik bir etkiye sahip oldugu vurgulanmistir (Berks
ve ark., 1994; Taylor, 1996). Klinik bulgulara gore
bile
meydana geldigi gozlenmistir (Jobling ve Ritchie.,

1987).

toksisitenin  ¢ok disik konsantrasyonda

Calismada Na-tellurit bilesiginin konsantrasyo-
nu ylkseldikce mikroorganizma (zerinde inhibitor

etki artmistir. Dolayisiyla 180 pg/ml Na-tellurit

kullanilmasi denenen test suslarinin tamaminin
cogalma davranisi gostermedigi  gbzlenmistir.
Yapilan c¢alismada protoplast transformasyon

metodunun kullaniimasinin  nedeni transformant
veriminin diger metotlara gére daha yilksek
bulunmasina  dayanmaktadir. Bu  baglamda,

endustriyel atiklarla veya toksisiteye sahip kimyasal
maddelerle kirlenmis ¢evrelerde Na-telluritin disuk
konsantrasyonda bile bulunmasi mikroorganizmada
akiimilasyon olayini meydana getirmektedir.
Mutant hale gelmis canlilar arasinda spontan olarak
transformasyon olusabilecegi gibi toprak faunasinin
ile birlikte

saghgini da tehdit edici bir unsur olacaktir.

ekolojik dengenin bozulmasi insan

Sonug olarak toprak bakterilerinin morfolojik,
fizyolojik, kimyasal ve biyokimyasal testleri yapildi-
ginda yabani tip yapilarinin disinda beklenmeyen
sonuglarin olustugu ve mutajen etkiye maruz
kaldiklari

etkileri

disunulmektedir. Kimyasal maddelerin

incelendiginde artan dozlarda topragin
yapisinda normal fauna olarak kabul edilen bakteri-
lerin yasam frekansini distrdikleri ve toprakta
birikim olusturduklari gibi canlilarin bu baglamda
minimuma Metal

yasam sansini cekmektedir.

bilesikleri ile yapilan g¢alismalar dogada biyotik

faktorler Gzerine hangi dizeylerde etki ettigi

bir

rekombinasyon

yoniinde ipucu verecektir. GCalisma,

calismalari  alaninda  6zellikle
plasmid DNA yapilarinin transfer edilerek resipient
organizmalarda aktivite gostermelerini basarmis
olmasi nedeniyle bu konuda yapilacak ¢calismalar igin
Bu

baglamda yapilan ¢alismalara bir basamak olustura-

verimli bir kaynak olmasi duslinilmektedir.

cagi kanisindayiz.
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