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Krom’un Deinococcus radiodurans ve Rekombinantlarina Etkisi

Elif OZBEY! Dilek ASMAY

OZET: Agir metaller diisiik konsantrasyonlarda bulunmalari durumunda bile canli organizmalar icin toksik
etkiye sahip olabilirler. Canli metabolizmasinda 6nemli bir yeri olan krom, genellikle Cr (III) formunda
bulunmaktadir. Cr (VI) ise endiistriyel faaliyetler sonucunda ortaya cikmaktadir. Son yillarda ciddi c¢evre
problemlerine neden olan agir metallerin ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuyla ilgili yogun arastirmalar
yapilmaktadir. Ozellikle bu maddeleri daha zararsiz bilesiklere cevirmek igin gerekli olan genetik bilgiye sahip
bakteri tiirlerinin alternatif kullanim alani bulabilecegi anlasilmistir. Bu amagla ¢alismamizda, yabanil
Deinococcus radiodrans ile Vitreoscilla hemoglobin (vgb) geni klonlanmis rekombinanti ve kontrol olarak da
vgb rekombinant susu kullanilmistir. Bu sayede D. radiodurans ve rekombinantlarinin {ireme potansiyelleri
iizerine Cr’un etkisi arastirilarak bakterilerin metal uygulamasi o6ncesi ve sonrasi morfolojik degisimleri SEM
fotograflart ile saptanmustir. Bunlara ek olarak bakteriye daha fazla oksijenli ortam saglayan vgb geninin,
bakterinin iireme yetenegine yapacagi katki arastirilmistir. Caligmamizin sonunda, bakterilerin {ireme
potansiyelleri tizerinde vgb geninin bakteriye daha fazla oksijenli ortam yaratip daha fazla tiremesini saglayarak
meydana getirdigi olumlu etkiler gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Deinococcus radiodurans, krom (Cr), Vitreoscilla hemoglobin.
The Effect of Chrome on Deinococcus radiodurans and Recombinants

ABSTRACT: Heavy metals can have toxic effects on living organisms even in low concentrations. Having an
important place in the living metabolism, the chromium is generally in Cr (IIl) form. As per the Cr (VI), it
emerges as a result of industrial activities. In recent years, intensive research studies have been conducted about
heavy metals causing serious environmental problems and detoxification of xenobiotics. It is appeared that the
bacteria species, which are equipped with genetic information necessary for breaking down particularly these
substances into less harmful compounds, can be an alternative area of use. In our study, we used cloned
recombinant Vitreoscilla hemoglobin (vgb) gene with wild Deinococcus radiodurans and vgb™ recombinant
strain as control. By this means, the effect of Cr on the reproductive potential of D. radiodurans and its
recombinants were examined. The morphological changes of the bacteria before and after the metal application
were detected through SEM photos. In addition to these, the contribution of vgb gene, which provides a more
aerobic (oxygenated) environment for the bacteria, was examined. As the conclusion of our study, positive
effects of vgb genes on the reproductive potentials of the bacteria were observed, which ensured a higher
reproduction rate through providing a more oxygenated environment for the bacteria.
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GIRIS

Sucul ckosistemler i¢in en biiyiik tehlike
endiistriyel atik sulardaki agir metal kirliligidir.
Endiistriyel aktivitelerinin artmasi ¢evredeki agir
metallerin de hizla artisina yol agmaktadir. Agir
metaller ¢evreye,
mikroorganizmalara  ciddi
bulunmaktadir. Metaller diger toksik
kirleticilerden farkli olarak biyolojik
parcalanmaya dayaniklidirlar ve canli dokular
icerisinde birikebilir ve sonug¢ olarak da besin
zincirinde  yogun  olarak  bulunabilirler.
Metallerin toksik etkileri, her metalin 6zelligine
gore degismektedir. Metallerin  oksidasyon
basamagi ve bilesik durumlart da toksik
etkilerini  degistirmektedir. Ornegin  Cr®*
bilesiklerinin Cr**den daha toksik oldugu
bilinmektedir. Bir¢ok metal canlilar i¢in
esansiyel olmalarina ragmen, vanadyum, krom,
mangan, demir, kobalt, bakir, molibden ve ¢inko
gibi bazilar da, ¢esitli fonksiyonlar i¢in gerekli
eser elementlerdir. Bu metallerin yetersiz
olduklarinda oldugu gibi, fazla miktarlarda
alindiklarinda da homeostazi bozarak zararl etki

hayvanlara, insanlara ve
toksik  etkilerde

yapmaktadir (Bruins ve ark., 2000; Ceribasi ve
Yetis, 2001).

Metaller,  mikroorganizmalarin  hiicre
membranini ve sitoplazmasini olumsuz yonde
etkileyerek, metabolizmada sorunlara neden
olurlar.  Transkripsiyon ve translasyonun
inhibisyonu, DNA’nin ve hiicre
bozulmasi, hiicre boliinmesinin  durmasi ve
protein denatiirasyonu gibi metabolik
bozulmalara neden olurlar (Nies, 1999; Bruins
ve ark., 2000) Atik sulardaki agir metallerin
uzaklastirilmasinda cesitli yontemler
gelistirilmistir ancak bu yontemler, reaktif
thtiyacinin fazlaligi ve toksik ¢amur iiretimi gibi

zarmin

dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle, agir
metallerin gideriminde bakteri, fungus ve alg
gibi  yeni g¢evre dostu ve ekonomik
biyomateryaller izerinde odaklanilmigtir

(Kahraman ve ark., 2005; Bozanta ve Okmen,
2011).

Mikroorganizmalar, farkli yollarla maruz
kaldiklar1 bu agir metallerin toksik etkilerinden
korunmak ic¢in bazi savunma mekanizmalari
gelistirmiglerdir. Bu savunma mekanizmalari
arasinda; pozitif yiiklii agir metallerin negatif
yiiklii hiicre zarma baglanmasi, bu metallerin
hiicre dis1 polimerik maddelere baglamasi, hiicre
icinde indirgeme, molekiiler pompa, hiicre i¢inde
biriktirme, sitoplazmada metallotiyonein
proteinleri ile baglanmasi, sitoplazmada metal
tuzlar1 olarak c¢oktiiriilmesi yer
(Bozanta ve Okmen, 2011). Agir metallerden
birincil olarak bakteri ve fungus gibi
mikroorganizmalar  etkilenmektedirler.  Bu
nedenle mikroorganizmalarin bu kirleticilerle
bas edebilecekleri sistemlerin  gelistirilmesi
konusunda ¢alismalar ¢ok fazla Onem
kazanmigtir.  Ayrica teknikler
kullanilarak bu toksik etkinligi olan maddeleri
daha zararsiz bilesiklere doniistiirmek igin
gerekli olan genlere sahip bakteri tiirlerinin

almaktadir

molekiiler

alternatif  kullanim alanm bulabilecegi
saptanmistir (Chung ve ark., 2001, Stark ve ark.,
2011).

Agir metaller kavrami, fiziksel o6zellik
acisindan yogunlugu 5 g cm™ degerinden daha
biiyiikk olan ve molekiiler agirliklar1 63.5 ve
200.6 g olan metaller ic¢in kullanilir. Bu grup
icerisinde kursun, kadmiyum, krom demir,
kobalt, bakir, nikel, civa ve ¢inko olmak {izere
60°dan fazla metal yer almaktadir (Kahvecioglu
ve ark., 2009). Krom c¢ok farkli formlarda
bulunmasina ragmen, ii¢ degerlikli Cr (III) ve
alt1 degerlikli Cr (VI) tiirleri en yaygin ve kararl
formlaridir. Krom, ¢evrede dogal olarak trivalan
(+3) formuyla Cr,03 seklinde bulunmaktadir
(Muter ve ark., 2001). Krom pek c¢ok canh
organizmada yag ve karbonhidrat metabolizmasi
icin gerekli olan elementlerden biridir. Kromun
biyolojik etkileri, oksidasyon basamaklarina
gore degismektedir. cr® ¢ogu organizmalar i¢in
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oldukca toksikken Cr’"'un toksisitesi maruz
kalma potansiyeline bagli olarak degigsmektedir.
(Wong ve Trevors, 1988; Katz ve Salem, 1993).
Cr**un toksik etkisi Cr*"’un yaklasik yiiz kati
fazladir (Sanli, 2002). Cr (III) yeralti1 suyunda
¢ok az c¢oziinmesi, toprak tarafindan kuvvetlice
tutulmasi ve ¢oziiniirliigliniin yok denecek kadar
az olmasi cevrede yaratacagi toksik etkiyi de
azaltmaktadir. Krom (III) proteinler ve 6zellikle
niikleik asitlerle etkilesime girerek DNA kararlt
yapisint  bozmakta ve erime sicakligini
diisiirmektedir. Krom kloriir (CrCls) ile yapilan
calismalarda,
gecikmelere bagh iceriginde
azalmalar saptanmistir. Krom kloriirdeki Cr (III),
DNA’daki negatif yiikli fosfat gruplarina
baglanarak, bazlar arasindaki zayif H baglarinin
kopmasina neden olmaktadir (Cervantes ve ark.,
2001; Mohan ve Pittman 2006). Krom toksisitesi
Cr**nin daha diisiik oksidasyon kademelerine
indirgenmesi ile iliskilidir. Kromun DNA
tizerindeki hasar1 6zellikle gen iizerinde toksik
etki gostermesidir. Cr** enzimlerin karboksil ve
stilfidril gruplan ile reaksiyona girerek yap1 ve
aktivitelerinde degisikliklere neden
olabilmektedir (Levis ve Bianchi, 1982). DNA
polimeraz ve diger enzimlerin aktivitelerinin
modifikasyonu sonucunda magnezyum iyonlari
ile Cr** yer degistirebilir (Snow, 1994; Carlos ve
ark.,2001).

Agir metaller, tarimda verimi artirmak i¢in
kullanilan pestisit ve giibrelerin kullanimi, fosil
yakit kullanimi ve endiistriyel aktiviteler gibi
¢ok cesitli kaynaklardan
yayilabilmektedirler (Alloway,

nukleik asit sentezinde

nikleik  asit

cevreye

1995).
Gilinlimiizde agir metallerin en 6nemli kaynagini
endistriyel aktiviteler olusturmaktadir. Agir
metallerin c¢evreye yayilmasinda etkili olan en
onemli endiistriyel faaliyetler arasinda maden
endiistrisi, metal endiistrisi, sanayi tesisleri atik
sulari, ¢imento iiretimi, demir ¢elik sanayi,
termik santraller, cam sanayi, ¢op ve atik camur
yakma tesisleridir (Kahvecioglu ve ark., 2009).

Agir metal
biyolojik

iceren endiistriyel atik sular,
oksijen ihtiyact degeri  distk,
genellikle asidik, suda yasayan ve bu suyu
kullanan canlilar icin ve en Onemlisi de
biyoremediasyondan sorumlu olan
mikroorganizmalara toksik etkili inorganik
karakterli sulardir (Tiirkman ve ark., 2001).

D. radiodurans ise bu toksik inorganik
karakterli atik sularda etkin bir sekilde kullanilan
bakterilerden biridir. D. radiodurans, yiiksek
seviyede iyonize radyasyon ve UV radyasyon,
kuraklik ve DNA’ ya zarar veren kimyasallar
gibi birgok ajan ve kosula olan direnciyle iyi
bilinen poliekstremofil bir bakteridir. Ayni
zamanda c¢esitli agir metalleri ve radyoaktif
metalleri yikabilme 0&zelligine de sahiptir. D.
radiodurans aerobik, kirmizi pigmentli, spor
olusturmayan, patojenitesi olmayan ikili ya da
dortlii hiicre kiimeleri seklinde bulunan Gram (+)
bir bakteridir. Ortalama bir hiicre ¢ap1 1um (0.5-
3.5 um) kadardir (Murray, 1986). 32°C' de
optimum ireyen mezofil bir bakteridir.
Bakterinin jenerasyon siiresi yaklasik olarak
100-110 dakika oldugu i¢in kolonilerin yeteri
kadar gelismesi 3 giin sirmektedir. D.
radiodurans, ilk kez Anderson ve arkadaslari
tarafindan Oregon'da gama 1sinlar1 uygulanmis
konserve etten izole edilmistir (Anderson ve
ark., 1956). D. radiodurans Gram (+) olmasina
ragmen hiicre Ortiisliniin c¢ok tabakali yapist
(Lancy ve Murray, 1978; Thornley, 1965) ve
lipit kompozisyonundan (Knivett, 1965; Work,
1964) dolay1 Gram (-)'leri animsatmaktadir. D.
radiodurans'in  hiicre Ortiisti, kalinhig 150
nm'dir. ¢ membran {izerinde peptidoglikan
iceren holey tabaka, bo6lmeli tabaka ve
hegzagonal paketlenmis alt birimlerden olusan
S-layer gibi (Lancy ve Murray, 1978; Work ve
Griffiths, 1968) ¢ok sayida tabakalara sahiptir.

D. radiodurans, o&zellikle iyonize
radyasyon ve UV radyasyon gibi DNA' ya zarar
veren ajanlarin 6ldiriicii etkilerini ve dolayisiyla
oksidatif stresi tolere edebilme yetenegine
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sahiptir (Battista, 1997). D. radiodurans,
iyonize radyasyon ve kurakligin neden oldugu
c¢ift zincir kiriklar1 (DSBs), tek zincir kiriklar
(SSBs) ve baz zarar1 gibi DNA'ya farkh
sekillerde zarar veren ¢esitli ajanlara kars1 direng
gostermektedir.  D.  radiodurans, iyonize
radyasyona E. coli' den 30 kat ve insandan 1000
kat daha dayaniklidir. Bu dayanikliligin sebebi,
bakterinin genom basina yaklasik 200 bazlik ¢ift
zincir kiriklarini hi¢ canlilik kaybi olmaksizin
tamir edebilmesinden kaynaklanmaktadir
(Battista, 1997; Harsojo ve ark., 1981; Kitayama,
1982; Moseley ve Copland, 1975).

Hemoglobinler, 1986  yilina  kadar
okaryotik orjinli proteinler olarak bilinmekteydi.
Ancak Dr. Webster ve arkadaglari Gram (-) bir
bakteri olan Vitreoscilla stercoraria’ nin dogal
olarak hemoglobin icerdigini tespit etmislerdir
(Wakabayashi ve ark.,1986). Bu bakteri zorunlu
aerob olmasina ragmen dogal yasam alani
oksijeni diisiik ortamlardir ve bu kosullarda
yasamint siirdiirebilmek i¢in hemoglogin (vgb)
genini sentezlemektedir (Woose ve ark., 984). V.
stercoraria’dan alinan bakteri hemoglobin geni,
hipoksik  kosullarda  yasayan  bakterilere
aktarildiginda bu bakterilerin gelisimi, protein
sentezi, metabolit iiretimi, strese direncini
gelistirmekte ve bakteri i¢in faydali iriinlerin
tiretimini arttirmaktadir (Zhang, 2007; Khosla ve
Bailey, 1988). Ayrica bilesiklerin
etkisinin azaltilmasinda da O©nemli etkisinin
olmas1 nedeniyle biyoteknolojik uygulamalar
i¢in ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir (Stark ve ark.,
2011).

MATERYAL VE YONTEM

zararli

Kimyasallar

Bu c¢alismada kullamlan TGY agar
(Tripton Glukoz Yeast Extract agar) ve TGY
broth (Tripton Glukoz Yeast Extract broth)
besiyerleri ile agir metal uygulamalarinda
kullanilan CrCls (krom trikloriir) Sigma-Aldrich
firmasindan temin edilmistir.

Arastirmada kullanilan besi yerleri ve
icerikleri

Calismamizda D. radiodurans‘in biiyiime
ortami olarak TGY agar (10 g L Tripton, 5gL°
! Maya oziitii, 1 g L™ Glikoz, 15 g L™ agar) ve
TGY broth (10 g L Tripton, 5 g L™ Maya
oziitii, 1 g L™ Glikoz) kullamildi.

Calismada kullamlan Deinococcus
radiodurans ve rekombinantlari

Bu calismada, oksidatif zarara, genotoksik
Kimyasallara, iyonize ve UV radyasyonun
yiiksek seviyelerine ve kurumaya karsi ekstrem
direng¢  gosteren  Deinococcaceae
familyasina ait Gram (+) bir bakteri olan
Deinococcus radiodurans R1 (ATCC BAA-
816), bu bakterinin vgb geni klonlanmig
rekombinantt ve kontrol olarak da vgh
rekombinant susu kullanilmistir. D.
radiodurans’m iki rekombinantindan pUCS
plazmitini tagiyyan Dr[pUCS8] olarak, ayni1
plazmitin  vgb geni tasiyan formu ise
Dr[pUC8:15] olarak adlandirilmaktadir.

olarak

Bakteri stoklarinin hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan bakterilerin uzun
stireli stoklar1 %20 gliserol (v/v) igeren TGY sivi
besiyerinde hazirlanarak -20°C’de muhafaza
edildi. Ancak her calismada kullanilan D.
radiodurans ve rekombinantlart TGY agar
iceren  petrilerde  lretilmis ve +4°C’de
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Buzdolabinda
saklanan bakterilerden steril sartlar altinda 6ze
ile alinarak 20 ml TGY broth iceren 100 ml’lik
erlenlere ekimi  yapilmistir. Yabanmil ve
rekombinant bakteriler 32°C’de ve 150 rpm’de
calkalamal1 olarak iiretilmistir. Uretilen bu stok
kiiltiirler bir gece inkiibasyonun sonunda
almarak 20 ml TGY broth besiyeri igeren
erlenlere 1ml olacak sekilde ekimleri yapilmistir.
Daha sonra bu kiiltlirler deneyin sonraki
asamalarinda amaca uygun olarak kullanilmigtir.
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Yabanil

puC 8:15

Sekil 1. D. radiodurans ve rekombinantlari

vgb klonlar:

Bu ¢alismada kullanilan D. radiodurans’in
Dr[pUC8] ve Dr[pUCS8:15] rekombinantlar
Molekiiler Biyoloji
Genetik Boliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Hikmet

Inoni  Universitesi ve

Amp R

Gegkil'den temin edilmistir. pUCS8 plazmiti 2.7
kb biiyiikligiinde olup islevsel bir lacZ geni
tagimaktadir. pUCS8:15 plazmiti 5 kb
biiyiikliigiindedir ve multi klonlama bdlgesine
2.3 kb uzunlugundaki vgb geni yerlestirilmistir.

ise,

Hindit

y

Amp R

puUC8:15
5086 bp

ori

vgh
2300 bp

Sphi

Sall Z

Xbal

BomHl Hindifk.

Smal

Kpnl

Sacl

Sekil 2. pUCS8 ve pUCS:15 plazmitlerinin fiziki haritas1 (Kurt ve ark., 2009)

Bakterilere agir metal (Cr) uygulamasi

D. radiodurans ve rekombinantlarinin Cr
varligindaki tiireme potansiyellerini saptamak
amaciyla her ii¢ bakteri i¢cin TGY siv1 besiyerleri
ve Cr uygulamasi i¢in de 5000 ppm’lik Cr stogu
hazirlanmistir. Yapilan 6n denemeler sonucunda
Cr i¢in doz araligimiz 250 ppm, 500 ppm, 1000

ppm, 1500 ppm ve 2000 ppm olarak
kararlastirilmistir.  Hazirlanan  besiyerlerine
belirlenen dozu saglamak amaciyla belli

miktarlarda Cr eklenmis (100 pl, 200 pl, 400 pl,
600 pul ve 800 pl) ve stok kiiltiirlerden bakteri
ekimleri yapilarak 0. saatten itibaren 1., 2., 3., 4.,
5., 6., 12. ve 24. saatlerde spektrofotometrede

600 nm dalga boyunda absorbanslar1 Olgiilerek,
iireme potansiyelleri saptanmaistir.

Bakterilerin metal uygulamasi oOncesi
sonras1 SEM fotograflan

D. radiodurans ve rekombinantlari, agir
metal uygulamasi 6ncesi ve sonrasi bakterilerin
degisimleri saptamak
amaciyla Bilimsel
Teknoloji Arastirma Laboratuvari, bilinyesinde
bulunan Leo Evo 40 marka Taramali Elektron
Mikroskobu kullanilmistir. Bir lam iizerine
yayilip kurutularak hazirlanan preparatlarin iizeri

ile kaplanarak SEM’ de

ve

hiicresel yapilarindaki

Inonti  Universitesi ve

altin-paladyum
incelenmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA

Bakterilerin Cr (III) varhgindaki iireme
potansiyelleri

D. radiodurans (yabanil) ve vgb™ vgh
rekombinantlarinin besi ortamina farkli dozlarda
eklenen Cr varhigindaki tireme yogunluklar
Sekil 3'de verilmistir. Buna gore D. radiodurans
(yabanil)'in 250 ve 500 ppm gibi daha diisiik Cr
uygulamasimin yapildigi Orneklerde kontrol
gruplar1 da dahil daha iyi bir iireme potansiyeli
sergiledigi gozlenmistir. 1000 ve 1500 ppm'lik
Cr uygulamasinin yapildigr ornekler ise benzer
tireme egrilerine sahip olup diger gruplardan
daha diisiik bir iireme potansiyeline sahiptirler.

25

D. radiodurans (vgb) rekombinanti, besi
ortamimna farkli dozlarda eklenen Cr varliginda
kontrol grubuna yakin iireme gdstermistir. Doz
artisina paralel olarak bakteri iliremelerinde de
bir gerileme tespit edilmistir. En diisiik iireme
potansiyeli 1500 ppm'lik Cr uygulanan
orneklerde gorlilmiistiir.

D. radiodurans (pUCS8), uygulanan Cr
dozuna bagli olarak kontrol grubuyla benzer
ireme yogunluguna sahiptir. En iyi iiredigi doz
250 ppm ve Cr'un toksisitesinden en c¢ok
etkilendigi doz ise 1500 ppm'dir.

1wl b
2
8
15 §
8 6
! 4
05 2 | | &
0 1 2 3 4 5 6 12 24 0 1 2 3 4 5 6 12 24
Zaman (saat) Zaman (saat)
—a—Kontrol =-a==250ppm =~ 500ppm —-e=—1000ppm —0—1500ppm‘ ‘ —=—Kontrol —o—250ppm =-=s==500ppm -—e—1000ppm =—c—1500ppm
12
10 c A
5 /
=]
8
a 6
o
4
2 T i
L
0 i i 4_@ by W
0 1 2 3 4 5

Zaman (saat)

‘ —a— Kontrol ==Ow=-250ppm ==4==500ppm e 1000ppm —0—1500ppm‘

Sekil 3. D. radiodurans ve rekombinantlarinin Cr varliginda {ireme potansiyelleri a) D. radiodurans (yabanil), b) D.
radiodurans (vgb) rekombinanti: Dr[pUC8:15], ¢) D. radiodurans (pUC8) rekombinanti: Dr[pUC8]

VHb/vgb  sistemi, ortam  oksijenini
tamponlayarak, besiyerindeki yasli hiicrelerin
daha 1iyi bir solunum, biiylime ve c¢ogalma
yetenegi saglamasinda Onemli bir avantaj
saglamaktadir (Qazi ve ark., 1993). Bakterinin
bu avantaji kullanabilmesi onun herhangi bir
stres faktoriine kars1 adaptasyonunda 6nemli rol
oynamaktadir. Cilinkii vgb geninin ifade edildigi
bakterilerin iireme hizlarinda bir artisin oldugu

saptanmistir (Liu ve ark.,1995). Bakterilerin
bilinen jenerasyon siirelerini kiyasladigimizda
(110 dk /20 dk) ortalama 5.5 kathik bir fark
bulunmaktadir. Biz de yaptigimiz ¢aligmada 24
saatlik vgb™ ve vgb* suslarinin yabanil sus ile
karsilastirdigimizda iireme hizinin yaklasik 5.46
kat daha yiiksek oldugunu saptadik.

cr*  uyguladigimiz  yabanil
rekombinant bakteriler uygulama dozuna bagl

Ve
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olarak metalin toksisitesinden etkilenmis fakat
bu durum  bakterilerin normal {ireme
potansiyellerini ¢ok degistirmemistir. Ciinki
Cr’*: Cd, Pb ve As gibi diger toksik metallere
nazaran daha az toksik bir metaldir (Duffus,
1980; Mertz, 1987) ve bu yiizden de hem yabanil
hem de rekombinant bakteriler, bu metalin
toksisitesinden olduk¢a az etkilenerek normal
tireme dongiilerine devam etmislerdir.

Kromun biyolojik etkileri, oksidasyon
basamaklarina gore degismektedir; cr® cogu
organizmalar ic¢in oldukg¢a toksikken Ccr**un
toksisitesi maruz kalma potansiyeline bagh
olarak degismektedir (Wong ve Trevors, 1988;
Katz ve Salem, 1993). Ormegin, Brady ve
arkadaslar1 (1994) Scenedesmus ve Selenastrum
alg kolonisi biiyiimesinin, 100 ppm Cr (III)’den
etkilenmedigini ancak 100 ppm Cr’“’da
bliylimenin gerceklesmedigini kaydetmislerdir.
Bu mekanizma alglerin kroma karsi farkl
hassasiyetleri oldugunu agiga c¢ikarmaktadir.
Euglena gracilis’te Cr®* varliginda lag safhas
uzamig, Cr (III) varhiginda biiylime hizt
azalmistir (Brochiero ve ark., 1984). Krom
tarafindan Chlorella (Wong ve Trevors, 1988)
ve Scenedesmus’da (Corradi ve ark., 1995)
fotosentezin engellendigi kaydedilmistir (Carlos
ve ark., 2001).

Chlorella vulgaris, gelismesi 45-100 ppm
Cr** veya Cr®“dan etkilenmezken, 15ppm’in
tizerindeki  konsantrasyonlarda ~ Scenedesmus
acutus’da hicbir gelisme meydana
gelmemektedir (Traviesco ve ark., 1999).

Canlilar, bir stres faktoriine
kaldiginda eger genomlarinda bir
mekanizmas1 varsa, mevcut stres faktoriiyle
miicadeleyle ilgili  proteinleri lireterek
korunmaya c¢alisir. Maruz kaldiklart  stres

maruz
direng

sonucunda DNA’sinda
transkripsiyon sonucu mRNA olusmakta ve bu
MRNA ribozomlarda translasyon sonucunda
ilgili  stresi  diizenleyici sok proteinlerini
sentezlerler.  Sentezlenen diizenleyici  sok
proteini  canlinin, uygulanan stres ile
miicadelesini saglamaktadir. Sentezlenen protein
tek bir stres faktoriine kars1 etkili olabildigi gibi
birden fazla stres faktoriine karsida etkili
olabilmektedir. Ayrica her canlinin bir strese

organizmanin

kars1 aktive ettigi direng mekanizmalar1 ayni
olabildigi gibi farkli da olabilmektedir. Hatta
aym canlmin farkli gelisim evrelerindeki (lag
faz, log faz, statik faz) aymi strese Kkarsi
olusturdugu diren¢ mekanizmast da farkli
olabilmektedir (Neidhardt ve VanBogelen, 20009,
Yousef ve Courtney 2003, Arsene ve ark., 2000,
Cronan 2002).

Bakterilerin metal uygulamasi Oncesi ve
sonras1 SEM fotograflar

D.radiodurans (yabanil) ve
rekombinantlarinin, agir metal uygulamasi

oncesi ve sonrast hiicre morfolojilerindeki
degisimler taramali elektron mikroskobunda
yaptigimiz  incelemeler  sonucunda  tespit
edilmistir.

D. radiodurans (yabanil), kok seklinde ve
genel olarak ikili veya dortli hiicre kiimeleri
seklinde bulunurlar. 1500 ppm Cr uygulamasi
sonrast SEM fotograflarim kiyasladigimizda
bakterinin ikili hiicre yapilarinda bozulmalar
tespit edilmistir. Ayn1 zamanda hiicre yapisinda
da deformasyonlar gozlenmistir.

D. radiodurans (vgh) rekombinanti
Dr[pUC8:15], yabanilindan farkli olarak uzun
basil seklindedir. Cr uygulamasindan sonra
hiicre yapisinda ve boyutunda herhangi bir
degisiklik gozlenmemistir.
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0
Mag» 2000KX EMT=2000kV  SigelAwSE1 WD= 14mm Mag s G200 KX EWT=2000%0 Sonals=SEr  wb= 12

Sekil 4. D. radiodurans (yabanil)' in 1500 ppm Cr varliginda hiicre morfolojisinde meydana gelen degisiklikler a) D.
radiodurans (yabanil)' in normal hiicre yapisi, b) Cr varligindaki hiicre morfolojisi

. -
Msg= 3000KX EWT=2000kV SgniA=SEl WD= 9emm

Mag= S000KX EMT=2000kV SgnslA=SEl  WD= 9mm

Sekil 5. D. radiodurans (vgb) rekombinanti: Dr[pUC8:15]" in 1500 ppm Cr varliginda hiicre morfolojisinde meydana gelen
degisiklikler a) D. radiodurans (vgb) rekombinanti: Dr[pUC8:15]' in normal hiicre yapisi, b) Cr varligindaki hiicre
morfolojisi

D. radiodurans (pUC8) rekombinanti: bir farkliliga rastlanmamistir. Ciinkii, VHb/vgb
Dr[pUC8], yap1 olarak yabanila benzemekle sistemi, ortam  oksijenini  tamponlayarak,
birlikte boyut olarak ¢ok daha kigiktiir. Cr**varhginda rekombinant bakterilere daha iyi
Ortalama bir hiicre 500 nm ile 1.2 pm arasinda bir solunum, biiyiime ve ¢ogalma yeteneginde
degismektedir. 1500 ppm'lik Cr uygulamasindan avantaj saglamistir.
sonra ise hiicre yapisinda ve boyutunda herhangi

Mag= 8000KX EMT=2000kv SignelA=SE1 WD= 9mm Mag= 500KX EHT=2000kv  SignalA=SE1 WD= 14mm

Sekil 6. D. radiodurans (pUC8) rekombinanti: Dr[pUC8]" in 1500 ppm Cr varliginda hiicre morfolojisinde meydana gelen
degisiklikler a) D. radiodurans (pUCS8) rekombinanti: Dr[pUCS8] in normal hiicre yapisi, b) Cr varligindaki hiicre
morfolojisi
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Ayn1 zamanda D. radiodurans (yabanil) ve

rekombinantlarinin, agir metal uygulamasi
Oncesi ve sonrasi bakterilerin  hiicresel
yapilarindaki  degisimleri  tespit  ettigimiz

SEM’de yaptigimiz incelemeler sonucunda, cr*
uygulamasimin bakterilerin hiicre yapilarinda,

SONUC

Bu ¢alismada, birgok stres faktoriine karsi
diren¢ gosterebilen D. radiodurans ve bu
bakterinin pUCS plazmitini tastyan rekombinanti
ile ayn1 plazmitin vgb genini tasiyan formu olan
pUC8:15 plazmitini tasiyan
kullanilmistir.  Cr®* gibi agir metallerin bu
bakterilerin hem iireme potansiyelleri iizerine
etkisi tespit edilerek ayn1 zamanda vgb geninin
bu stres kosullart altinda
saglayacagi katki arastirilmak istenmistir.

rekombinanti

organizmaya

Calismadan  elde  edilen  sonuglar,
mikroorganizmalarin, zararl metallerin
toksisitelerinin giderilmesi ve degerli metallerin
kazanilmasinda kullanilabilecegini
gostermektedir. Mikroorganizmalar agir
metallere farkli  kromozomal, transpozon,

plazmid kodlu sistemler ile adapte olmaktadirlar.
V. stercoraria'dan alinan bakteri hemoglobin
geni, bakterilere aktarildiginda bakterilerin
gelisimini, metabolit liretimini ve strese direncini
gelistirmektedir. Ayrica zararli bilesiklerin
toksisitelerinin  azaltilmasinda da  6nemli
etkisinin olmasi nedeniyle biyoteknolojik
uygulamalar i¢in ¢ok biiyilik 6nem tagimaktadir.
Agir metal direncliligini kodlayan genler ayni
zamanda antibiyotik direncliliginde de etkilidir.
Bu nedenle bu mikroorganizmalar sadece
biyoremediasyon, biyomadencilik gibi
uygulamalar icin degil saglik alaninda da 6nem
kazanmaktadir. Yavuz ve Sangil, 2016’da
yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, agir metal
direncliligi mekanizmalarinin anlagilmasi ile
kirletilmis cevrelerin etkin olarak
temizlenebilecegini, ¢evre dostu teknolojiler

kullanilarak diisiik cevher igerikli madenlerden

yiiksek dozlarda dahi kayda deger bir farklilik
gozlenmemistir. Buna karsilik yapilan literatiir
taramalarinda Cd ve Pb gibi agir metallerin
ozellikle yliksek dozlarda bazi bakterilerin hiicre
boyutunda artis ve deformasyonlar yarattig
tespit edilmistir (Ozbey, 2014).

yiikksek kalitede {iriin elde edilebilecegini ve
patojen mikroorganizmalara karst etkin yeni
ilaclar gelistirilebilecegini bildirmiglerdir (Yavuz
ve Sarigiil, 2016).

Bu ileri teknoloji kapsaminda cesitli gen
sistemleri  ile  donatilmis
kullanimi, yikim1 zor toksik metallerin giderimi

organizmalarin

icin biiyilk 6nem tasimaktadir. Bu baglamda
basta 1iyonize radyasyon ve ultraviyole
radyasyon olmak tizere, genotoksik kimyasallar,
oksidatif zararlar ve dehidrasyona karsi ekstrem
dayaniklilig1 ile Guiness rekorlar kitabina girmis
olan D. radiodurans’ m vgb/VHDb sisteminin
suslarinda  metal  varliginda
organizmanin bundan nasil etkilenecegi ilk kez

arastirilmistir.

rekombinant
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