Y. Y. U. Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi
8 (1): 56-65, 2003
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Ksilanaz Geninin Gr (+) Bakterilere Transferi ve Ekspresyon Diizeyinin
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Ozet: Bu ¢alismada, Van gdlil gevresindeki suyu gekilmis alantardan alinan toprak numunelerinden alkalo-tolerant Bacillus sp
izolasyonu yapudi. lzolatlar arasindan alkalo-tolerant Bacillus sp. X151 sugu caligmanin amacina uygun sug olarak segilerek ksilanaz
tiretimi aragtirtldi. Test suglannda ksilanaz prodiiksiyonunun plasmit kokenli olup olmadifit belirlendi. Aragtirma neticesinde, ksilanaz
prodiiksiyonu agisindan negatif olan alkalo-tolerant Bacillus cereus P109 sugu ise trasforme olmaya ynelik ahic1 sug olarak bulundu.

Ksilanaz pozitif alkalo-tolerant Baciffus sp. X151 sugundan alkali lizi metoduyla plasmid izole edildi. Plasmit, protoplast
transformasyon teknigi ile ksilanaz negatif Bacillus cereus P109 suguna aktarildi. Plasmid DNA agaroz jel elektroforezinde sepera edildi.

Bu galigma, alkalo-tolerant dzellikte olan Bacillus sp. izolasyonu, alkalo-tolerant Bacillus sp. suglarinda ksilanaz prediiksiyonu
belirlenmesi, plasmit kékenli olup olmadi@1 ve gen aktarim olanakiarinmn arastiriimasi amaciyla ele alind:.

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 Bacillus sp. isolation was made from the dry soil which was taken from the land around Van Gol4 in
this research, Bacillus sp. X151 strain was selected as the suitable strain among the isolations and its xylanase production was searched,
From the point of view xylanase production, plasmid origin was determined among the test strains. Result of this research alkalo tolerant
and xylanase negative Bacillus cerexs P109 strain was determined as transformant strain.

The plasmid of alkalo-tolerant and xylanase positive 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 prove the isolation of alkalo-tolerant Bacillus sp., xylanase production in alkalo~tolerant Bacillus
sp., their plasmid origin and the possibilities of gene transformation.
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Girig odunlardan daha yiiksek oldugu saptanmigtir
{Timell, 1965), Tahil ksilanlar1, D-glukuronik asit
ve onun 4-0 metil esteridir. Tek yillik bitkilerden
elde edilen arabinoksilanlar suda daha fazla
¢Oziinebilme ozelliindedir. Ancak lignoseliilozik
yapilart 6zellikle ksilanlarn dallanmig bir yapiya

Bitki hiicre duvann yapisinda bulunan
hemiselluloz yapisindaki ksilan, ksiloz birimlerinin
B(1—4) ksilozit baglariyla polimerizasyonundan
olusan bir polisakkarittir. Ksilanaz ise ksilan

polisakkaritini par¢alayan hidrolitik bir enzimdir.
Tahta ksilanlari, yumugak odunlarda arabino 4-0

metil-glukurono ksilanlar olarak bulunur. Sert odun
ksilanlarmin polimerizasyon derecesinin yumugak

sahip olmalar1 nedeniyle, sulandirilmig alkali
¢bziiciide daha iyi cbzunurler (Ferreira-Filho,
1994). D-Ksilan hidrolizinden sorumlu ksilanaz
enzimlerinin dofada birgok mikroorganizma ve
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bitki tarafindan sentezlendifi bilinmektedir. Soh'-

yillarda ksilanaz enziminin Szellikle hububat; gay,
kahve, kakao ve ¢ikolata igletmelerinde kullanilmasi
da enzime endiistriyel agidan biiyik Onem
kazandirmigtir. Bu konuda Bacillus tiirleri enzim
{iretiminin yogunlugundan dolay: iizerinde en gok
calisilan tiirler haline gelmistir. Bu tiir bakteriler
uygun besiortamlarinda yiiksek yogunluklarda
kolayca iireyebilirler ve pahali iireme faktorlerine
gereksinim duymazlar. B. ambiligvefecuus, B,
firmus, B. polymyxa, B. subtilis, B. subtilis var.
amybsaccaritcus  mikroorganizmalarinda  ksilan
polisakkaritini hidrolize eden ksilanaz -geninin
bulundugunu bxldmlmlstlr (Priest, 1977).

Ksilanaz enzimi iireten mlk.roorgamzmalar

dogada bulunan ve bir polisakkarit olan ksilamn :

pargalanmasinda dnemli goreve sahiptir. Mikrobiyal

ksilanolitik sistemler iizerine yapilan son ¢ahismalar
genellikle saflagtirma, karakterizasyon, molekiiler -

klonlama, ekspresyon ve kaglt endiistrisinde
kullamlan enzimin {iiretimi iizerine odaklanmlstxr
{Beg ve ark, 2001).
Alkalifilik
ksilanazlar {izerine

bakterilerden elde edilen

enziminin pH 6 ile 8 aralifinda optimum aktivite
gosterdii saptanmigtir. Ayrica pH:10°da optimum
ireme Ozellifi gosteren Aderomonas sp. 212
(Ohkoshi ve ark, 1985) ve Bacillus sp. (Okazaki ve
ark, 1984) gibi alkalifilik bakterilerin, ksilanaz
ireten bir gok mikroorganizma gibi pH: 9-10
aralifinda yilksek bir aktivite gdsterdii
belirlenmistir. Bacillus sp. TAR-1, C-125 ve
alkalifilik Bacillus sp. (NCL-86-6-10) den elde
edilen enzimlerin ise pH: 9-10°da optimum
aktiviteye ulagtiklar gozlenmigtir (Kulkarni ve ark,
1999),

Bacillus stearothermofilus T6 susunun hiicre
digt bir enzim olan ekzoksilanazi irettigi
belirlenerek bu enzimlerin aktivitelerinin de pH: 9
ve 65 °C’ de optimuma ulagt:f1 gézlenmistir, Bunun

yanisira hiicre igi ksilanaz sentezleyen alkaliﬁhk-"--
Bacillus sp. NG 27 susunun 70 °C’de ve pH:8.4’t€

optimum aktivite gosterdifi ve molekiiler

yapilan ¢aligmalara gére
Bacillus sp. C-59-2°den izole edilen ksilanaz-

_akeanimas1  biiyiik Oneme sahiptir.
" mekanizmanin sonucunda DNA genetik materyal

transformasyonu  gergeklestirdifi  belirlenmigtir
(Gupta ve ark, 2000).

Alkalin ksilanaz iiretme yetenegi gisteren
alkalifilik Bacillus sp. AR 009 susu Etiyopya’daki
alkalin soda goliinden izole edilmistir. Enzimin
pH:9’da optimum aktivite gosterdifi ve belirli pH
oranlarinin iizerinde de kararh oldugu gézlenmistir
(Gessesse ve Gashe, 1997).

Ayrica yine alkalifilik Bacillus sp. AR 009
sugundan X1A ve XIB ksilanaz enzimleri kiiltiir
stipernatantlarindan saflagtirilarak her iki enzim
SDS PAGE ile sepera edilmigtir. Molekiiler
agirhklar1  swrasiyla 48 kD ve 23 kD olarak
belirlenmigtir. XIA ksilanaz enziminin, 60 °C’ de
pH:9’da ve 70 °C’de pH: 8’de optimum aktivite
ozellifi gosterirken XIB ksilanaz enziminin 75

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

aktiviteye ulashify gbzlenmistir. Her iki enzimin de

belirlenen pH degerlerinde Kkararli olduklan
belirlenmigtir (Gessesse, 1998).
Genetik madde aktannm ile  ilgili

¢aliymalarm sonucunda, bakteriler arasindaki gen
transferinin molekiiler mekanizmasi anlagilmig ve
onemli veriler elde edilmistir. Gerek in vivo gerekse
invitro kogullarda gen veya genetik materyallerin
aktanlmalari zellikle Enterobacter’ler de sik¢a
gerceklesen  dofal  bir  olgudur.  Ayrica
Prneumococcus, Neisseria, Haemophylus
Staphyllococcus, Bacillus’da gen transferlerinin
gergeklestigi bildirilmigtir (Dostbil, 1996). Diger
taraftan bakteri duvarmn yok edilmesi yoluyla
Bacillus subtilis ve Streptomycet tiirleri arasinda
PEG (polietilen glikol) igeren transformasyon
ortamlarinda fiizyon ¢alismalari yapilmakta olup
bagarih rekombinasyon sonuglari elde edilmistir
(Eren, 1996). Bu yontemle genetik materyalin
Cilinkii bu

* olarak tamimlanmigtir. Rekombinant DNA’larin

olugmasi sonucunda gen aktariimmn bagar1 diizeyi
..de -artmigtir. Boylece yeni &zellikler tasiyan

pxjganlzmalar elde edilerek testin uygulanabilirligi

" artilmistir (Stewart, 1989).

S Protoplast

agirhgmm 42 kD oldugu saptanmugtir (Khasin ve ~ -~

ark, 1993). Bu endoksilanaz1 sentezleyen genler
farkli organizmalara kionlanmig ve yapist

belirlenmistir. Ayrica genin 1.215 baz aralifinda -
Protoplast transformasyon teknigi, sadece birbiriyle -

iligkili olan tiirler arasmda gergeklestirilebilecegi

transformasyonunun  temeli
‘osmotik stabilitenin varhgmmda lizozim yardimiyla
" hiicre duvanimin pargalanip, bakteri hiicresinden

" “aynllarak protoplast elde edilmesi esasina dayanr.

~ gibi diper tiirler arasinda da gergeklestirilebilir ve

" rekombinasyon meydana gelebilir.
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Bu teknik,




aralarinda iliski olmayan tlirler arasinda rahatca
uygulanabilmekte, endiistriyel 6neme sahip suglarin

olusturulmasina ve dretilmesine imkan
saglamaktadir (Gokhale ve ark, 1993).
Protoplast fiizyonu ya da protoplast

transformasyonu ile yapilan genetik calismalarda
"genetik  ozellikleri  bilinen yeni bireyler elde
edebilmek igin, protoplastlarin rejenerasyoniar: da
onemlidir. .Kat: besi ortamunda protoplastlann
rejenerasyonu i¢in osmotik dengenin saglanmas:
gereklidir. Osmotik dengenin saglamast icin
~'mantatlar ve mayalarda genellikle inorganik tuzlar,
bakterilerde ise % 16 sorbitol veya % 20 siikroz
kullanilmaktadur. Poliksinilpirilidon, vinilpirolidon
- ya da dekstran gibi plazma genisletici maddelerin
* rejenerasyon besi ortamna % 3 konsantrasyonda
ilave edilmesiyle Bacillus subtilis suslarinda
protoplastlarin  rejenerasyon.  sikhigimin - arttif
bilinmektedir.  Ancak  Zymomonas  mobilis
suslarinda, plazma bilyiitlick etkiler olmadig
durumlarda rejenerasyonun basariyla gerceklestigi
gbzlenmigtir (Yanase ve . ark, 1985). Bununla
birlikte, endiistriyel suslarnn  manipulasyonu,
tiremesi ve diger tiirlerde farkli kaynaklardan gelen
genetik materyalin  saptanmasi, mikrobiyoloji
teknolojisinin gelecekte geligmesi i¢in galisilmas:
gereken konulardir (Calam ve ark, 1976; Ball ve Mc
Charty, 1982).

Materyal vé Yintem

Caligsmada alkalo-tolerant Bacillus sp. yerel
suslar1 kullanildi.

Bacillus sp bakterilerinin izolasyonu

Van ve gevresinden ahnan t(oprak
numunelerinin pH degeri 9 ile 12 arasinda degistigi
‘bildiriimigtir (Erdogan, 2000). Bu yiizden alkalo
tolerant 6zellikte Gram (+) bakteri elde etmek icin
Van GOli’ niin suyu ¢ekilmis alanlarindan alinan
toprak numuneleri steril naylon posetlere konularak
laboratuara getirildi. 1 g. tartildi ve 10 ml steril
distile su-ile siispansiyon haline getirildi. Sporlu
bakterilerin iiretilmesi amaciyla 65 °C’de 30 dakika
bekletilerek vejetatif bakteriler inhibe edildi.
Bacillus  sp... kolonilerini segmek amaciyla
sulandirma metodu uyguland: (1072, 107, 10
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seyreltmelerle) ve plak yiizeyine yayildi, 18-24 saat
37 °Cde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda, besi ortaminda olusan koloniler saf kiiltiir
olarak secildi.

Besi ortamlar

Alkalo-tolerant Bacillus sp bakterilerini
tiretmek amaciyla segici besiortamt olan Ortam 1

agar (Horikoshi ve Akiba, 1982), izolatlarin
ksilanaz aktivitesini belirlemek amaciyla Ksilanl
agar (Perbal, 1984), protoplast
transformasyonundan sonra transforme olan

bakterinin liretilmesi i¢in rejenerasyon besi ortami
{Dostbil, 1996) kullanildi.

Ortam | agar hazirlamak igin 10 g glikoz, 5
g polypepton, 5 g yeast extract, | g KH,PQ,, 0.2 g
MgSQ,.7H,O ve 20 g agar tartilarak 1000 ml saf
suda ¢ozildi.

Ksilanl agar hazirlamak i¢in 5g pepton, 5 g
yeast extract, 1g KH,PO,, 0.2 g MgS0O,.7H,0, 5 g
ksilan, 18 g agar tartilarak 1000 ml saf suda
¢ozlldil. Her iki besiortamuinin pH degeri NaOH ile
1 1’e ayarlandi.

Rejenerasyon besi ortamu hazirlamak icin
[0 g tripton, 10 g maya, 10 g NaCl, 17 g siikroz, 10
mM CaCl, 15 g agar tartilarak 1000 ml saf suda
¢bziildii. Kullamlan besi ortamlan 121 °C’de 15
dakika otoklavda steril edildi.

Kimyasal ¢ézeltiler

Plak yiizeyinde test suglarmin ksilanaz
aktivitesini belirlemek i¢in Kongo red ¢ézeltisi 0.5
g tartilarak 5 ml alkolde ¢dziildii ve stok gozeltml
olarak kulianmild: {(Perbal, 1984),

Plasmid izolasyonunda ve protoplast
transformasyonda kullamlan tampon ve ¢ozeltiler
sunlardir. TBE (Tris, Borik asit, EDTA pH=8)
tamponu, NTE (Sodyurn-Tris-EDTA) tamponu, TE
{Tris-EDTA pH=8) tamponu, lizozim ¢ozeltisi, lizis
¢Ozeltisi (alkali), TE’ye doyurulmus fenol, 2.5 M,
Na-asetat (pH=5.2), RNAaz ¢ozeltisi, 5 M
Potasyum asetat {(pH=4.8), TE’ye doyuruimus fenol
ve kloroform (1:1), Kloroform-isoamil alkol (24:1),
SM ¢ozeltisi (pH=6.5), TSCM c¢dzeltisi ve %30
PEG ( Polietilenglikol ) ¢ézeltileri kullanild
(Maniatis ve ark, 1982).
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Yontem

Toprak numunelerinden izole edilen alkalo-
tolerant Bacillus sp suslari Ortam 1 buyyonda
gogaltilds.  Izolatlarin  ksilanaz  aktivitesini
belirlemek amaciyla ksilanli agara ¢izgi ekim
yapildi. Optimum iireme sicakhiinda inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda bakteri
liremesi gdzlenen plak yiizeyine ksilanaz {iretiminin
belirlenmesinde  kullanulan  Rongo  kurmuzis:
cozeltisiyle 20 dakika boyama yapild: (Perbal,
1984).

Bu islemden sonra, boya fazlasi 1 M NaCl
¢ozeltisi ile giderildi. Ksilanaz aktivitesi pozitif olan
izolatlarin etrafinda sar1 zonlar olusurken ksilanaz
aktivitesi negatif olan izolatlarin etratinda herhangi
bir degisiklik gbzlenmedi (Ozcan, 1992).

Ksilanaz aktivitesi pozitif olan Bacillus sp.

suslarinda  aktivitenin plasmid kokenli olup
olmadifinin  belirlenmesi  amaciyla  plasmid
eliminasyonu  yapildi. Plasmid eliminasyonu

Akridin oranj ile yapildi. 20 pg/ml Akridin oranj
iceren 5’er ml’lik Ortam 1 buyyona bakteri suslar
inokile edilerek optimum iireme sicakligmda
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonunda, pozitif
olan Bacillus sp. X151 susu caligmanin amacina
uygun sus olarak belirlendi.

Plasmit izolasyonu

Plasmit kokenli ksilanaz aktivitesi
gosteren Alkalo-tolerant Bacillus sp X151
susundan plasmid izolasyonu Maniatis ve ark,
(1982)’a gore Alkali lizi metodu kulamlarak
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 ¢ozeltisinde (1
pg/ml) 30-45 dakika bekletildi. Bu islemden sonra
UV transliminatérde DNA bantlar gozlenerek
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fotograflar ¢ekildi (Axelsen ve ark, 1973; Dinger,
1994).

Marker DNA (Sigma, lretim no: D2916,
Lotl 10K 1174) kullanilarak Bacillus sp.
X151susuna ait ksilanaz (+) plasmidinin molekiiler
agirhigl 48.216BP olarak hesapland: (Sekil 3).

Protoplast Transformasyonu

Gen aktarimi i¢in uygulanan protoplast
transformasyonu metodu Sanders ve Nicholson,
(1987)'a gore yapildu.

Bacitlus  cereus  P109  susu  lizozim
enzimiyle protoplast haline getirildi.Bacillus sp.
X151 plasmidi protoplast transformasyonu metodu
ite Bacillus cereus P109 susuna aktanldi.

Transformasyon igleminden sonra
transformant bakteri %20 slkroz igeren besi
ortanunda rejenere edildi. Transformasyonu
yapilan bakterinin, plak ylizeyinde transformasyon
dan Once ve sonra olusan koloni sayisina gore
ekspresyon diizeyi belirlendi (Maniatis ve ark,
1982).

Bulgular

Galigmamizda Van Golii’niin suyu ¢ekilmis
alanlarindan alinan toprak numunelerinde alkalo-
tolerant Bacillus sp. izolasyonu ve identifikasyonu
yapilmstir.

izolatlar Ortam | agarda ((pH:11) NaOH ile
ayarlandi) {iretilmistir. Ureme karakteri gosteren
Bacillus  sp.  suglart  alkalo-tolerant  olarak
adlandiriimstir.

Bacillus sp. suslarinda ksilanaz aktivitesinin
aragtinilmast i¢in % 0.5 ksilanli besi ortam
kullanilmustir. Bakteri ksilanaz enzimi
tretebiliyorsa besi ortamundaki ksilam pargalanus
demektir. Kongo kirmizisi indikatori kullanilarak
Bacillus sp. suslarmin enzim iretip Gretmedikleri
gozlenmigtir. Ksilanaz pozitif ve ksilanaz negatif
suslar Sekil 1°de gosterilmistir. Denenen test
suslarindan % 35°1 ksilanaz {retimi gostermistir.
Ksilanaz pozitif suslarin enzim aktivitesi mm olarak
Olctilmistiir (cizelge). Her sugun enzim aktivitesinin
farkli mm ¢apinda zon olusturdugu gézlenmistir,



Cizelge: Bacillus sp. suslarumn olusturduklart enzim aktivitesi diizeyleri zon ¢aplart
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Bakteri Susu Zon Capi Bakteri Susu Zon Capi
Bacillus sp. P2 9mm Bacillus sp. R144 I Ilmm
Bacillus sp. P3 16mm Bacillus sp. R149 Smm
Bacillus sp. P4 8mm Bacillus sp. R150 7mm
Bacillus sp. PS 3mm Bacillus sp. R153 7mm
Bacillus sp. P8 6mm Bacillus sp. R154 10mm
Bacillus sp. P9 10mm Bacillus sp. S145 4mm
Bacillus sp. P10 7mm Bacillus sp. S$146 10mm
Bacillus sp. P11 Emm Bacillus sp. S147 9mm
Bacillus sp. P15 3mm Bacillus sp. S147 Smm
Bacillus sp. P17 7mm Bacillus sp. S148 10mm
Bacillus sp. P47 2mm Bacillus sp. S86 Smm
Bacillus sp. P77 3mm Bacillus sp. S100 Smm
Bacillus sp. R9 3mm Bacillus sp. S120 2mm
Bacillus sp. R16 2mm Bacillus sp. S141 4mm
Bacillus sp. R36 4mm Bacillus sp. S142 7mm
Bacillus sp. R42 2mm Bacillus sp. S$143 6mm
Bacillus sp. R100 6mm Bacillus sp. MT1 Smm
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 -
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Sekil 1 : Alkalo-tolerant Bacillus sp X151 susunun akridin oranj ile muamele dncesi ve sonrasi
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Sekil 2. Protoplast transformasyon sonuglari (Bacillus sp X151'den Bacillus cereus P109'a).

DNA Marker Bacillus sp.
X151

Sekil 3: Agaroz Jelde Plasmit Seperasyonu
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Yapilan calismada alkalo-tolerant Bacillus
sp. X151 susunun plasmit kékenli oldugu
saptannmustir. Ancak plasmit eliminasyonunda
kullanilan akridin oranj ile yapilan analiz sonucunda
ksilanaz lretimi gdsteren Baciifus sp X151 sugunda
enzim zon capuun akridin oranj ile muamele
oncesinde 35 mm, akridin oranj ile muamele
sonrasindaysa 26 mm oldugu, zon ¢apinin 9 mm
azaldifi ancak tamamen kaybolmadigl gézlenmistir
(Sekil 1). Buna gore ksilanaz sentezinin tamamen
plasmide bagl olmayip kismen de kromozomal
DNA’ya bagh oldugu disiiniilmektedir. Clinkii
transformasyon denemesi sonucunda  ksilanaz
negatif olan Bacillus cercus P109 susunda genis bir
enzim zon capt gozlenmistir (Sekil 2).

Calismamizda gen aktariminda Snemli bir
metod olan protoplast transformasyon metodu
uygulanmugtar,

Izolatlardan Bacillus sp. P109 susunun Tip
Fakiiltesi  Mikrobiyoloji  ABD’da  yapilan
identifikasyonu sonucunda Bacillus cereus oldufu
belirlenmistir.

Bacillus cereus P109 ksilanaz aktivitesi
negatif ‘olan bir sustur. Bu sus protoplast
transformasyon igleminde ahci (recipient) olarak
kullamlirken Bacillus sp. X151 susu ise verici
(dondr) olarak kullamilmustir.  Transformasyon
deneyinde 8x10° transformasyon basarist elde
edilmigtir.

Tartisma ve Sonug¢

Gilinimiizde alkali ortamlarda {reme
davramist  gOsteren  alkalitilik, alkalo-tolerant
mikroorganizmalarin genetik yapisinn

aydinlatilmas: ve endiistrivel alanlarda kullanilmak
lizere enzim aktiviteleri ile ilgili ¢alismalar hiz
kazanmustir.

Alkalo-tolerant  Bacilfus  sp.  suslarmin
koloni morfolojileri genellikle ¢evresel {aktdrlerin
etkisivle degigmektedir. Bu faktorler arasinda en
onemlileri kiiltiiriin firetildigi besi ortanuntn igerigi
ve inkiibasyon sicaklifidir. Bu baglamda cevresel
faktdrlerin degigmesi kiiltlir yapisinda degisikliklere
sebep olur. Sadece koloni morfolojisi kiglik olan
suglarin  diginda, koloni c¢api, besi ortaminin
zenginligi ve agar konsantrasyonuna bagh olarak
degismektedir (Lennete ve ark, 1985).
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Calismada toprak numunelerinden alkalo-
tolerant Bacillus sp. izolasyonu yapilmstir. Bacillus
sp. suslar1 hem mukusiu hem de kuru bir koloni
yapisina  sahiptir. Koloni ¢evresi bazilarinda
diizgiin, bazilarinda girintili ¢ikintil, bazilannda ise
diizensiz  yapilar olarak gdézlenmigtir. Caligma
amacina uygun segilen izolatlar, Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ABD da identifiye edilmistir.

Gram pozitif, Gram negatif bakteriler ve
mantarlar arasinda ksilanaz enzimi iireten sus tipleri
bulunmaktadir. Bunlardan Cellulomonas  sp.,
Bucillus  sp.,  Thermoactinomivces  sp. ve
Trichoderma reesel clostridium thermocelium gibi
organizmalarda yer almaktadir (John, 1987).

Mikroorganizmalar, ksilami hidrolize eden
ksilanaz enzimini

iretebilirler. Ksilanaz, aym
zamanda alkalifilik ve alkato-tolerant
mikoorganizmalar grubu tarafindan da
salgtlanabilen  bir  enzimdir. Ksilanaz enzim

iretiminde kullamlan ksilan, bitkisel kaynakli
Onemli bir substrattir. Ksilani hidrolize eden
ksilanaz enzimleri Ozellikle tahta ve kapit
endiistrisinde genis uygulama alanlari bularak son
yiilarda endiistrivel alanlann ilgi odagl olmugtur
(Senior ve ark, 1992),

Alkalo-tolerant  Bacillus sp. suglarndan
ksilanaz enziminin retilebilmesi icin % 0.5 ksilanh
besi ortamu kullanidmustir. Besi ortamna eklenen
ksilamn  mikroorganizma tarafindan  hidroliz
edilmesi igin ortamda seker tiirevi kimyasal
maddelerin  konsantrasyonu etkileyecek sekilde
konulmamas: gerekir. Caligmada besi ortamina
ksilan ile glikoz aym anda ilave edildi ve Bacilfus
sp. suslarmun ilk 6nce ortamda bulunan glikozu
kullandiklann  gdzlendi. Dolayisiyla test susunda
ksilanaz aktivitesini saglayan gen bulundugu halde
ortamdaki  glikozun  kullamlmasindan  dolay:
ksilanaz (+) suslar, ksilanaz (-) gibi algilanmaktadur.

Ayrica ksilanin  ortam icinde ¢Oziindir
durumda olmasi da ¢aligmamuzda biiyiik bir avantaj
saglanustir, Tatul ksilanlar1 D-glukuronik asit ve 4-
0 metil esteridir. Tek yillik bitkilerin (pentosanlar)
arabinoksilantar1 suda daha fazla ¢Oziinir ve
ksilanlarin dallanmug bir yapiya sahip olmalan
nedeniyle sulandirilmug alkali ¢éziiciide daha iyi
¢ozindiikleri saptanmustir (Ferreira-Filho, 1994).

Alkalo-tolerant Bacillus sp. S12, P5 suslan
ksilanli besi ortamunda ksilanaz aktivitesi kontrol
edildiginde oldukga genis bir zon olusturmalarina
ragmen akridin oranj ile muamele edildikten sonra
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ksilanaz aktivitesi kontrol edildiinde zon ¢apinda
herhangi bir degisme olmamistir. Bu durum
ksilanaz enziminin “kromozomal DNA'ya bagh
oldugu diiglincesini dogurmaktadir. Alkalo-lolerant
Bacillus sp X151 susunun ksilanaz aktivitesi kontrol
edildiginde enzim zon ¢ap: belirlenirken akridin
oranj ile muamele edildikten sonra enzim zon
capmn 9mm azaldif gbzlenmistir. Fakat zon ¢apt
tamamen kaybolmamustir. Yapilan transformasyon
calismasinda ksilanaz (+) olan Bucillus sp X151
susunun plasmidi, alic1 olarak kulamilan Bacillus sp
P109 susuna aktarirm gerceklestiriidi.
Transformasyon sonrasinda ksilanaz aktivitesinin

kontrol edilmesiyle genis bir zon ¢apinin olustugu

ve transformasyonun
gozlenmistir.

Alkalifilik ve
mikroorganizmalarda ksilan polisakkaritini
hidrolize eden ksilanaz geninin bulundugu
bildirilmigtir (Priest, 1977; Kulkarni ve ark, 1999;
Gessesse ve Gashe, 1997; Khasin ve ark, 1993).
Galigmamizda elde ettigimiz sonuglar
karsilastinnldiginda daha dnce yapilan galismalar ile
bir paralellik géstermektedir.

Mikroorganizmalara kromozomal ya da
extra kromozomal DNA parcalarimin aktarihmas: ile
genetik yapiya yeni Ozellikierin  kazandirilmasi
saglanmig olmaktadir. Bu sekilde
mikroorganizmalarin kimyasal yapisinin daha kolay
incelenmesi, fiziksel dedigikliklerin ve DNA'nin
yapistyla biyolojik aktivitesi arasindaki iliskilerin
ortaya  ¢ikmas:  amaglanmakiadir.  Osmotik
stabilitenin varlifinda lizozim yardinnyla hiicre
duvaninin ~ parcalanip  bakleri  hilcresinden
ayrilmasiyla protoplast elde edilebilir. Bu (eknik
sadece birbiriyle iliskili olan tiirler arasinda
gergeklesmedigi  igin  rekombinasyon  olay:
gbzlenmektedir. Bu teknik aralarinda iliski olmayan
tirlerde de uygulanmakta ve endistrivel susiarin
geligtirilmesinde, {iretilmesinde ¢ok biiyiik imkan
saglamaktadir (Gokhale ve ark., 1993).

Calismamizda protoplast transformasyonu
ile ksilanaz geninin ksilanaz negatif bakteriye

basariyla  gergeklestifi

alkalo-tolaerant

aktarilmas1 amaglanmigtir,  Yapilan  ¢alismada
transformasyon orammin  vitksek olusunun  bir
nedeni de rejenerasyon besi ortamlarinda

transforme bakterilerin iiremesine tekrar olanak
saglamaktir. Bunun igin % 16 sorbitol veya % 20
siikroz  ¢bzeltisi  kullanilnustiz.  Elde  edilen
transformant bakterilerin yeni rekombinasyonian
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meydana getirdigi diisiiniiliirse transformasyonun ne
derece baganh oidufu gozardi edilemez.

Protoplast transformasyonu ile yapilan gen
aktarinun diizeyt diger transformasyon metodlan ile
kargilagtinldiginda transformant . verimi agisindan
daha yiliksek oldugu agiklanmustir (Yanase ve ark.,
1985).  Yaplan  protoplast transformasyon
caligmasinda yaklasik olarak 10° transformant elde

edilmistir,. Bu da kullanilan metodun diger
metodlara  gbre  veriminin  yiiksek oldufunu
gostermektedir.

Sonug  olarak  bu calisma, plasmid

DNA’sindaki genlerin protoplast transformasyon
yontemiyle yiiksek stkhkta alici organizmaya
transfer edilerek yeni bir 6zellik kazandirdid igin
Onemlidir. Yapilan bu ¢aligmanin, endiistriyel
alanda kullanilan enzimlerin ticari alanda daha
kolay ve ucuz elde edilebilirligini saglayarak diger
manipulasyonlar igin uygun suglar elde edilmesinin
ve ckonomik diizeyde kullamminin saglanmasi
agisimndan temel bir aragtirma oldugu kamsindayiz.
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