BAKTERILERDE VE
BAKTERIYOFAJLARDA GENETIK
ANALIZLER VE HARITALAMA




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Giris

Bu bolUmde bakieriler ve bakteriyofajlardaki genetik
olaylara goz atacagiz.

Bakterilere ve plazmitlere iliskin bilgilerimiz, DNA klonlama
ve rekombinant DNA calismalarina dayanmaktadir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Giris

Bakteriler ve virGsler birkac nedenden dolayi genetik
calismalarda kullanislidiriar:

O Ureme donguleri kisadir,
O Saf kdlturler halinde calisilabilirler.

Bu bolumde Ozellikle Uzerinde duracagimiz konu, bir
bakteri hucresinin diger hucreden genetik bilgiyi hasill
elde ettigidir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Bakterilerde mutasyon

Bakteriler cevresel faktdrlere karsi degisik tepkiler ortaya
koyarak hayatta kalma becerileri gosterirler.

Orn; E. coli bakterileri T1 bakteriyofqiji ile enfeksiyona
duyarldirlar.

Enfeksiyon sonucunda bakteri hUcrelerinin buyuk bir kismi
eriyerek parcalanir (lizis).




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Bakterilerde mutasyon

Fakat nadiren de olsa hayatta kalan bireyler vardir.

Bu bireylerin saf kolturleri elde edilirse T1 fajina direncli
populasyonlar ortaya cikar.

Buna uyum (adaptasyon) hipotezi adi verilir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Kendiliginden olan mutasyonlar

Bazi durumlarda direnclilik T1 faji gibi herhangi bir etkenle
karsi karsiya kalinmaksizin da gerceklesebillir.

Bakterilerde mutasyonlarn kendiliginden
gerceklesebilecedi, 1943 yilinda Salvador Luria ve Max
Delbruck tarafindan ortaya konulmustur.

Dalgalanma (fluctuation) testi olarak bilinen bu
calismanin ayrintilarnna ilerleyen bolumlerde yer
verilecektir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Mutantlarin secimi

Bazi 6zelliklerden dolayr mutant bakteriler kGItOr
kaplannda digerlerinden izole edilebililer.

Bu organizmalarin alt koltUrlerinin yapilmasi ile tamamen
mutantlardan olusan kUlturler olusturulabilir.

Bu sekilde istenilen &zellikte her 10rl0 mutasyon meydana
getirilebilir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Mutantlarin secimi

Bakteri ve virUsler haploit kromozom takimina sahip
olduklarindan mutasyonlarn fenotipte gbérmek daha
kolaydrr.

Bu da onlarin seciimesini kolaylastirir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Minimal besiyer

Bu besiyerinin besin icerigi cok basittir.

Sadece;

O Organik karbon kaynagi (glukoz veya laktoz)
O Cesitliinorganik iyonlar (Na*, Mg**, Ca** vb)
O Inorganik tuzlar (NH4* vb)




(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Minimal besiyer

Bu besiyerinde Ureyen bakteriler cogalabilmek icin
organik maddelerin hepsini kendileri sentezleyebilmelidir:

Aminoasitler
PUrinler
Pirimidinler
Vitaminler
Sekerler
Yag asitleri




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Kendi beslek (prototrof) bakteriler

Bu organik besin maddelerini sentezleyebilen bakterilere
kendi beslek (prototrof) bakteriler adi verilir.

BUtUN Ureme intiyaclarni kendileri karsilayabildikleri icin
yabanll tip olarak bilinirler.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Dis beslek (okzotrof) bakteriler

Eger bakteri herhangi bir mutasyon sonucunda bir ya da
daha fazla organik maddeyi sentezleyemez ise bu tip
bakterilere dis beslek (okzotrof) adi verilir.

Orn; bir bakteri histidin aminoasidini sentezleme
yetenegini kaybederse his- seklinde gdsterilir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Dis beslek (okzotrof) bakteriler

Bu bakterilerin cogalabilmesi icin mutlaka besiyerine
histidin ilave edilmesi gerekmektedir.

Gereksinimlerin besi ortamina disardan ilavesi sonucundad
elde edilen besiyerlerine tamamlanmis (complete)
besiveri adi verilir.




Prof. Dr. Bektas TEPE

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Bakterilerde buyume egris

Mutant bakterileri besiyerinde
cogaltmak istedigimizde fipik bir
bUyume eqrisi gosterirler.

Lag fazinda Ureme yavastir.

Log fazinda hucreler hizl bir
ureme gosterirler.

Bakteriler ml’'de 107 hUcre
yogunluguna ulastiklarinda
besinler, cogalma icin sinirlayici
duruma gelir ve duraklama
(stationary) fazina gecerler.

10

Durgun faz

Log faz
(tissel cogalma)

ml‘deki log;q hiicre sayisi
n

1

1 2 3 4 5 6 7 8
Zaman (saat)
SEKIL 6-1 Baslangigtaki Lag fazini, bunu izleyen Gssel
sekilde cogalmanin oldugu logaritmik fazi ve besinler

tikenince olusan duraklama fazini gosteren bakteri
populasyonunun tipik Greme edrisi.



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

HUcrelerin sayimi

Sivi besiyerinde cogaltilan hucreler yarn kati besiyerine
aktarlarak sayilabilir.

Yari kati besiyerinde hUcreler koloniler olusturur.

SEKIL 6-2 Seri sulandirm tekniginin sonuglarl ve bunu takiben olusan bakteri kaftara.
Her sulandirim 10 kat kadar birbirinden farkhidir. Her koloni tek bir bakteri hiicresinden
turer.



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

HUcrelerin sayimi

Koloniler sayilarak kulturdeki hucre sayisi tahmin edilebilir.

Koloniler sayilmayacak kadar cok ise ana kUltUrorn pes
pese seyreltmesi yapllir (seri sulandinm).

SEKIL 6-2 Seri sulandirm tekniginin sonuglar ve bunu takiben olusan bakteri kaftr(.
Her sulandinim 10 kat kadar birbirinden farklidir. Her koloni tek bir bakteri hicresinden
tarer.



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Konjugasyon

Konjugasyon, genetik bilginin bir bakteriden digerine
aktarimi ve diger bakterininki ile rekombinasyonudur.

Okaryotlarda mayoz sirasinda gerceklesen krossing-over
ile benzer bir mantiga sahipfir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Konjugasyon

Bakterilerde kromozom haritalaoma yontemlerinin
gelistirimesinin temelini olusturur.

Bu olayda bir susta mevcut olan bir veya daha fazla gen,
baska bir sustaki genler ile yer degistirir.

Bu durum, genotipin degismesi ile sonuclanir.




Prof. Dr. Bektas TEPE

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Konjugasyon-Deney

Lederberg ve Tatum, coklu
okzotrof olan iki E. coli K12

mutant susu ile kojugasyon
Uzerine deney yapmislardir.

A susunun Ureyebilmek icin
methionin (met) ve biotin’e

(bio) ihtiyaci vardrr.

B susunun ise Ureyebilmesi
icin threonin (thr), [6sin (leu)
ve thiamin'e (thi)
gereksinimi bulunmaktadir.

Okzotrof suglar tam, eksiksiz besiyerinde
ayn ayn cofaitdir,

Awku B supu
(met bio thr' leu' thi') I (met” bio' thr leu thi' )

A ve B tam besiyerinde kargtinkr;
gece boyunca inkibe edilir.

|

Kontrol A + B suglan Kontrol
met” bio™ thr™ leu" thi*
ve
met' bio" thr leu thi
Minimal besiyerine ekilir ve Minimal besiyerine ekilir ve Minimal besiyerine ekilir w
inkiibe edilir inkiibe edilir inkiibe edilir
S Prototrof
koloniler
Cogalma yok Yalnez met™ bio” the” leu' thi” hikcreder codalr, Codalma yok
(prototrof yok) Cofjalma frekans toplam hlcrelerin (Prototrof yok)

1/107"s| kadardur



Prof. Dr. Bektas TEPE

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Konjugasyon-Deney

Bu suslardan higbiri minimal
besiverinde Ureyemez.

Once bu suslar ilgili
maddeleri iceren
besiyerlerinde
cogaltiimislardir.

Daha sonra ayni besiyerinde
kanstirnlarak birkac kusak
boyunca ¢cogaltiimislardir.

Daha sonra tekrar minimal
besiyerine ekilmislerdir.

Okzotrof suglar tam, eksiksiz besiyerinde
ayn ayn cofaitdir,

Awku B supu
(met bio thr' leu' thi') I (met” bio' thr leu thi' )

A ve B tam besiyerinde kargtinkr;
gece boyunca inkibe edilir.

|

Kontrol A + B suglan Kontrol
met” bio™ thr™ leu" thi*
ve
met' bio" thr leu thi
Minimal besiyerine ekilir ve Minimal besiyerine ekilir ve Minimal besiyerine ekilir w
inkiibe edilir inkiibe edilir inkiibe edilir
Prototrof
koloniler
Cogalma yok Yalnez met™ bio” the” leu' thi” hikcreder codalr, Codalma yok
(prototrof yok) Cofjalma frekans toplam hlcrelerin (Prototrof yok)

1/107"s| kadardur

20



Prof. Dr. Bektas TEPE

Konjugasyon-Deney

Okzotrof suglar tam, eksiksiz besiyerinde

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Minimal besiyerinde Ureyen ERES
suslar artik prototroftur. o e

(met bio thr' leu' thi') I (met” bio' thr leu thi' )
ki ya da U¢ gen bolgesinde Ly i i g
mutasyon fasidigricin bazi besin |
maddelerini sentezleyemeyen
bir bakterinin, bu genlerin
hepsinde birden madde
sentezleyebilecek sekilde
mutasyon gecirmesi dusuk bir Kontro AsBugen Kontro
olasiliktir. e i

met” bio” thr leu thi

Dolayisiyla burada, okzotfroflar i seyeine s ve M-«-murmlemeunm Minimal besiyrine el
prototfroflara dénUstUren bir cesit | ’ | ' | '
genetik dedis-tokus
sozkonusudur. o ke

Cogalma yok Yalnez met™ bio” the” leu' thi” hikcreder codalr,

(prototrof yok) Cofalma tmhans toplam hlcrelerin
1/107"s| kadardir

Cogalma yok
(Prototrof yok)

21



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

F+ ve F bakteriler

Konjugasyonda kromozomun bir bolUmunuo karsidaki
hucreye veren hucrelere F* denir.

Alici hUcreler ise F- olarak bilinir ve genetik materyali kendi
kromozomu ile birlestirir.

22



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Deney-U tupU yontemi

Konjugasyonda genetik f; By et
materyal aktarmi icin

dogrudan hicre femasl T
gereklidir.

F" (A susu) 1 F~ (B susu)
Bunu kanitlamak icin Bernard

Davis, F*ve F hicrelerin | ~ [~ |

(;OgCIH”dIgI U TU DU VOHTemInI Minimal besiyerine  Besiyeri filtrede bir Minimal besiyerine

gelistirmistir. T i
TOpUN tabaninda sivi ‘ i

besiyerinin girebileceqi fakat

bakterinin gecemeyecedqi

gbzeneklere sahip bir cam

filtre vardrr. Cogalma yok Cogalma yok




(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Deney-U tupU yontemi

. . . .o (== Alternatifli olarak
Filtrenin bir tarafina F*, diger | basing/emme uygulani
Tarafqlf'.okzo’rrof hucreler o
yerlestirilir.

Besiyeri, filtrenin her iki tarafing F* (A susu) -~ F(Bsusu)

serbestce gecehbilir.

s

Davis, 10pUn her iki tarafindAN  viimai vesiyerine  Besiyeri filtrede bir ~ Minimal besiyerine

aldigl érneklerde hichir WL i
protofrofa rastlamamistir. ‘ i

Bu sonuca dayanarak

konjugasyon icin fiziksel

temasin gerekli oldugunu ileri

SU M U§TU r. Cogalma yok Cogdalma yok




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

F pilus

Fiziksel temas, konjugasyonun
baslangic evresidir.

Konjugasyon, F pilus (veya
cinsiyet pilusu) denen tupler
araciigiyla gerceklesir.

Bakteriler, hGcreden 10p seklinde
uzanan mikroskobik yapilar olan
cok sayida pilusa sahipfir.

(;if’rlegecek olan SU§|CII' arasinda F SEKIL 6-5 F~ ve F* E. coli hucreleri arasindaki

piIUSIGr QfGCllllelO temas konjugasyonun elektron mikroskobundaki gortntasd.

k ldukt |(— Hacrelerin arasinda baglantiyi saglayan seks pilusu agik¢a
urulduktan sonra kromozom obroimekbedir,

aktanmi baslar.

25



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

F faktoru

Ft hucreler, F faktoru olarak bilinen bir dolleme faktdrune
sahiptirler.

Dolayisiyla bu hUcreler, konjugasyonda kromozomun bir
parcasini verme yetenegine sahipfir.

26



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

F faktoru

Bazi arastirmacilar, bazi cevresel faktorlerin, F faktoronu
ortadan kaldirdigini gostermislerdir.

Bu “kisir’” hUcreler, kisir olmayan hicreler ile (F*) bir arada
tutulursa, F* ozelligini tekrar kazanabilmektedir.

27



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

F fakioru hareketlidir

Konjugasyonu takiben F hicre, daima F* konumuna
gecmektedir.

Bu da, F fakiéronun hareketli bir element oldugunu
gostermektedir.

F faktoru bakteri kromozomundan avyri, cift iplikli, halkasal
bir DNA'dir ve yaklasik 100.000 nukleotit cifti
uzunlugundadir.

28



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

F fakioru hareketlidir

F faktorunde genetik bilginin transferinde goérev alan
20'den fazla gen vardrr.

Bu genler ira genleri olarak isimlendirilir ve seks piluslarnnin
olusmasi icin gereklidir.

29



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

F faktoru aslindag;

Yakinda gbérecegimiz gibi, F faktoru aslinda kendi basina
bir genetik birimdir ve plazmit olarak adlandirilir.

Konjugasyon sirasinda F faktéronun davranisi bir sonraki
slaytta bulunan sekilde adim adim verilmistir.

30



Prof. Dr. Bektas TEPE

F* hicre

Mmm ¥
(Ekskonjugantiar)

F* hicre

m “ mm

5. Adim. Ligaz enzimi halkanin

kapanmasiri sadjlar ve konjugantiar
birbirinden ayrilir,

=

4. Mm Konpguyon tbpu
sentezl umamlamr

(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Klug, Cummings & Reece)

SEKIL 6-6 F- x F* caprazlamasi sonucu
F~ hicrelerin F~ haline dontsmesi
Konjugasyon F' x F~ gbrlimektedir. Konjugasyon sirasinda
F faktérandn DNA's: alic hlcreye
F faktord aktanlirken ayni zamanda replike
olmakta ve olugan yeni kopya alic
hlcreyi F*'ya donGgtirmektedir.
\ Replikasyon esnasinda saat yonUndeki
dénigl gdsterebilmek igin F faktdrine
siyah bir gizgi konmustur.

Adim. F* ve F hikcreler
arasinda konjugasyon
olur,

r

2. Adwm, F faktdrlindn bir iphi endondkleaz
tarafindan gentik olugturacak geidide kesilir ve

konjugasyon tipl boyunca kary tarafa hareket eder,

=

3 Adnm. Hcriutdupllgn
DNAsenmlenk

31



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Hfr bakteriler

1950 yiinda E. coli’nin F* susu, mutant bir gaz olan hardal
gazi ile muamele edilmistir.

Bu madde ile muamele sonucunda orijinal F+ hUcrelerden

1000 kez daha fazla rekombinasyona ugrama
kapasitesine sahip yeni bir hucre fipi elde edilmistir.

32



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Hfr bakteriler

Bu susa, Hir veya yUksek siklikta rekombinasyon yapabilen
(high frequency of recombination) adi veriimistir.

Hfr hUcrelerde, sitoplazmada serbest halde bulunan F
faktoru, bakteri kromozomuna entegre olmaktadir.

33



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Ft hucreler ile Hfr hUcreler arasindaki

onemli fark

Hfr hucre, bir F- hucre ile birlestiginde, F- hucre asla Hir
olmaz.

F* hucre, bir F hucre ile birlestiginde ise F- hUcre genellikle
F* olur:

O FxF = Alici Ff olur
O Hfr x F = Alici F olarak kalir

34



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Durdurulmus caprazloma yontemi

Hfr ve uygun marker genlere sahip antibiyofik direncli E
hucreler kanstiriimistir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bu durumda farkl zamanlarda 6zel genlerin
rekombinasyonu gozlenmistir.

Bu durumu acikliga kavusturmak icin Hfr ve F- hocreler bir
karnsim halinde inkUbe edilmistir.

35



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Durdurulmus caprazloma yontemi

Belirli zaman araliklarinda kulturden ornekler alinarak
blender’'den gecirilmistir.

Boylece konjugasyon halindeki bakterilerin birbirinden
ayriimalarn saglanmustir.

Daha sonra hucreler antibiyotik iceren besiyerlerinde
cogaltiimustir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Durdurulmus caprazloma yontemi

Boylece sadece alici hUcrelerin elde edilmesi
saglanmustir.

Yapilan incelemelerde, belirli bir Hir susunun bazi
genlerinin, diger genlerden daha dnce transfer edildigi

anlasiimistir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Durdurulmus caprazloma yontemi

Hfr H (thr* leu* azi® ton® lac* gal*)
ki sus karsilastinidiginda; F (thr leu” oz tor loc gar’)

O |k 8 dk'da hicbir genetik 1 - azf

aktarrm gorulmez. . ton
IﬂC+
m gal’

O 10 dksonra azi®R geninin
aktarimi gorulUr.

O 15 dksonra tons geninin
aktarimi gorulUr.

O 20 dksonra lact geninin
aktarimi gorulUr.

Rekombinasyonun gdérece sikhg

O 30 dk sonraise galt geni

de aktarnimaya baslanir. l
10 15 20 30

Konjugasyon dakikalan
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Durdurulmus caprazloma yontemi

Hfr bakterisi, kromozomu dogrusal

Prof. Dr. Bektas TEPE

olarak transfer ediyor gibi azi
gorunmektedir. —— /

0 s - /ton
Gen sirast ve genler arasindaki uzaklik ‘°]5 . .
dk olarak dlcUlebilmektedir. 20— ‘
Bu bilgi, E. coli kromozomunun genetik oy
haritasinin olusturulmasinda temel 1eskil  zaman haritas: /

eder.

Bakteriyel haritalomadaki dakikalar,
okaryotlardaki harita birimine karsiliktir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Gen aktarm sirasi Hir susunun ¢esidine

gore degisir

Hangi genin ilk, hangi genin ondan sonra aktarlacagi bir
Hfr susundan digerine degismektedir.

Genetik aktarima orani incelendiginde her sus icin farkli
genetik harita modelleri ortaya cikar.

40



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Gen aktarm sirasi Hir susunun ¢esidine

gore degisir

Her sus arasindaki ana farklilik, orijin noktasi ve o
noktadan girisin yapildigr ydndur.

(a) — 3
Wir oo | o eren) Altanm s (en geq)

H thr - Jlew - a0z - ton - pro - loc - gal - thi

1 leu ~ thr - thi - gal - lac - po - ton - azi

2 po - ton - o0z - lewu - thr - thi - gal - loc

7 ton - a7 - lewu - thr - thi - ga - Joc - pro

(b)
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

O halde E. coli kromozomu

halkasaldir

Biraz once anlatilan gen aktarim sekli ve sirasi,
kromozomun halkasal olmasi gerektigini
dusUndUrmektedir.

(a) e e =
——— (:\ erken) o (en geg)

H thr - few - a2i - ton - pro - Joc -~ gal - thi

1 feu - thr - thi - gao - Joc - pro - ton - oz

2 po - ton - ai -~ lew -~ thr - thh - gol -~ Joc

7 ton - oz - few - thr - thh - gal - Jlc - pmro
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

O halde E. coli kromozomu

halkasaldir

EQer orijin noktasi (O) bir sustan digerine deqisiyor ise, her
bir farkll durumda genler farkl bir sirada aktanlacakiir.

() ; e 3
WrSop | (e eren) - (en geg)

H thr - Jleu - az - ton - po - Jac - gal - thi

1 leu -~ thr - thi - gal - Joc - pro - ton - az

2 po - ton - azi - lew - thr - thi - gal - loc

7 ton - az - Jlew - thr - thi - gol - Joc - pro

(b)
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Orijin noktasini (O) belirleyen nedire

Bazi arastirmacilar, ¢esitli Hfr suslannda F faktérinin
kromozoma farkll noktalardan girdigi ve F faktérinun
pozisyonunun O'nun verini belirledigini dnermislerdir.

(a) = ——————

—

n— (en erken) (en gec)
H thr - fleuw - azi - ton -~ pro -~ Joc -~ gal -~ thi
1 leu ~ thr thi gal loc pro ton azi
2 po - ton azi leu thr thi - ga - loc
7 ton azi feu thr thi gll - lc - pro

(b)
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

O halde E. coli kromozomu

halkasaldir

O noktasina bitisik genler ilk fransfer olanlardirr.

(a) ; ]
— ;‘ erken) Aanm (en gec)'
H thr - lu - az -~ ton - pro - Joc - gal - thi
1 leu - thr - thi - gal - Joc - pro - ton - az
2 po - ton - azi - lew -~ thr - thi - gal - loc
7 ton - azx - Jlew - thr - thi - gal - Joc - pro
(b)

thr
thi 7= leu

4/
ga
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Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Orijin noktasini (O) belirleyen nedir?

F faktdry, transfer edilecek son bolUmU olusturur.

Konjugasyon yeteri kadar uzun surerse kromozomun
tamami t0puUn icinden gecebilir.

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

1. Adwm, F falatie(l bakted kromozomuna

girer ve hicre Hir olur.
Hir hilcre

Hir hiscre

F~ hicre
5. Adim. Konjugasyon genelikle 2, Adim, Hir ve F~ hilcre arasinda

kromozom aktanmi bitmeden durdundur, konjugasyon olur. F faktdre bir enzim
Burada, yalnz A ve 8 geni aktanimig tarafindan gentik atlyr, lromozom
olur. transfer orijini (O) clugtunur.

4. Acvm. Kromozom aktanmi devam ederken 3. Adm. Kromozom transferi konjugasyon
her ¥ iplikte replikasyon baglar. F faktord, tilpd boyunca clur. Hir kromozomu saat
kromozomun sonunda olup ocine bitigiktir, yéniinde llerer
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

F' durumu ve Merozigoftlar

1959 yiinda yapilan deneylerde, kromozoma katiimis olan
F fakiérunun serbest kalabileceqi ve hucrenin tekrar F*
durumuna donebilecegi anlasiimistir.

Prof. Dr. Bektas TEPE
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

F' durumu ve Merozigoftlar

Bu durumda F faktdru cogunlukla kendisi ile beraber,
kendisine bitisik birkac geni de beraberinde gotorlr.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bu durumu Hfr ve F*'dan ayirmak icin F' simgesi kullanilir,

F' bakterisi, Ft hucresi gibi hareket eder ve F- hUcrelerle
konjugasyon baslar.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

F' durumu ve Merozigoftlar

Bu durumda kromozomal genleri iceren F faktor, F-
hUcreye gecer.

Sonuc olarak kromozomun hangi geni F fakiérine
gecmisse, o gen alict hucrede iki adet bulunacaktir.

Bu durum, merozigot olarak adlandirilan kismi diploit bir
hUcre yaratrr.
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Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

F' durumu ve Merozigoftlar

F' merozigot hucreler saf kulturler halinde elde edilebilirler.

Bu hUcreler bakterilerdeki genetik requlasyon
calismalannda son derece faydalidir.

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
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Prof. Dr. Bektas TEPE

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

i

1. Adm. F faktdrindin kromozomdan
aynimas baglar, Ayrima esnasnda
F faktori kromozomun bir balimink

(A ve E boigelerinl) tagr.

F' hiicre

2. Adim, Aynirna tamamlanir,
Aynlma esnasinda, kromozomun
A ve E bolgeien F faktorinde kalir.
Hocre F' ne donliglis

F'hicre
5. Adwn, F faktdetniin repl ve aktanm
tamamianir. F- abr kismi diploit (A ve £
balges igin) haline gelir ve merozigot olarak
Isirmiendirilir, Bu hicre ayni zamanda F' dir.

F~ hicre

3. Adim. F' hiicre dedigime ulramiy
bir F* hlicredic ve F- bir hilcreyle

konjugasyon yapabilir,

SEKIL 6-11 Hfr bakterisinin F* haline
dénlszuma ve takiben F- hicre ile
caprazlanmasi. DonGsum, F faktorun
kromazomdan ayriimas ile olugur,
kromazomdan ayn lirken bir veya daha
fazla geni de beraberinde tagryabilir
(Ave E). 7~ bir hixre ile konjugasyonu

4. Adim. Bir iplik transfer
oldulju zaman F fakadrl
replike olur.

takiben, alic hucre kismi diploid olur
ve merozigot adkni alir. Bunlar F
verici hGcreler gibi hareket eder.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Rec proteinler

Alici hUcrede genetik rekombinasyon gercekte nasil
meydana gelmektedire

Verici DNA, alici kromozomdaki benzer bdlgeye nasil
yerlesmektedir?

Bu konudaki en dnemli ilerleme, rec genlerini temsil eden
bir grup mutasyonun kesfedilmesi sonucunda elde
edilmistir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Rec proteinler

Bu genler; recA, recB, recC ve recD adiyla bilinen
genlerdir ve sirasiyla RecA, RecB, RecC ve RecD
proteinlerini kodlarlar.

RecA proteini, hem tek iplikli DNA molekulunun hem de
dogrusal ucu olan acilimamis cift iplikli DNA molekulunin
rekombinasyonunda énemli rol oynar.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Rec proteinler

Tek iplik yer degistirmesi bircok bakteri hucresinde
rekombinasyon sirasinda yaygin olarak gorulUr.

Cift iplikli DNA hUcreye girdigi zaman ipliklerden biri
cogunlukla parcalanir.

Tamamlayicli iplik ise rekombinasyon icin kaynak olarak
kalr.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Rec proteinler

Bu iplik, konak kromozomunda homologu olan bdlgeleri
bularak oralara yerlesir.

RecA peoteini, bu rekombinasyonu kolaylastirr.

RecBCD proteiniise DNA sarmalint acmakla gorevlidir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

F taktorler aslinda plazmitlerdir Il

F fakioru bakteri sitoplazmasinda tek basina
bulundugunda cift iplikli halkasal DNA seklindedir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bu yapinin gunUmuUzde bilinen adi plazmit'tir.

Plazmit replikasyonu, konak hucrenin replikasyonunu
gerceklestiren enzimler taradindan gerceklestirilir.

Plazmitler, hucre bolUnmesi sirasinda konak kromozomu
ile birlikte yavru hUcrelere dadilr.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Plazmit cesitlert

Plazmitler, tasidiklan genetik bilgiye gore
siniflandiniabilirler.

F plazmitleri cinsiyet piluslarnin olusumu icin gerekli genleri
tasir.

Diger plazmitler ise R ve Col plazmitleridir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE

R plazmitlert

R plazmitlerinin cogu iki
bilesenden olusur:

O Direnc transfer faktoru
(resistance transfer factor-RTF)

O Bir veya daha fazla r-
belirleyicileri

RTF, bakteriler arasinda
konjugasyon yoluyla plazmit
gecisini saglayan genetik
bilgiyi kodlar.

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

()

(b)

R plazmit

i) - bolgesi
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Prof. Dr. Bektas TEPE

R plazmitlert

r-belirleviciler ise
antibiyotiklere direnclilik
saglayan genlerdir.

RTF'ler farkl bakteri turlerinde
oldukca benzerdir.

Ancak r-belirleyiciler oldukca
genis cesitlilik gosterirler.

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

()

(b)

R plazmit

i) - bolgesi
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Prof. Dr. Bektas TEPE

R plazmitlert

Her biri bir sinif antibiyotige
direnc icin dzellesmistir.

Bu plazmitleri tasiyan
bakteriler ilgili antibiyotiklere

direnc ozelligi gosterir.

Ancak direnci belirleyen
genetik bilgi alici hUcreye
transfer edilimez.

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

()

(b)

R plazmit

i) - bolgesi
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Prof. Dr. Bektas TEPE

R plazmitlert

En sik rastlanan r-belirleyiciler
asagidaki antibiyotiklere karsi
direnclilik saglar:

Tetrasiklin

Streptomisin

Ampisilin

Sulfonamit

Kanamisin

Kloramfenikol

Bunlarin hepsi tek bir plazmit
uzerinde yer alir ve coklu

direnc saglar.

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

()

(b)

R plazmit

i) - bolgesi
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Col plazmitleri

E. coli’'den tUremis olan ColE1 plazmiti (Col plazmit) R
plazmitlerinden cok farkhidir.

Ayni plazmidi tasimayan bakteri suslarna karsi oldukca
toksik olan proteinleri sifrelerler.

Bu proteinler kolisin olarak adlandirilir ve komsu hucreleri
oldurebilir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Col plazmitleri

Bu plazmidi tasiyan bakterilere kolisinojenik adi verilir.

HUcrede 10-20 kopya halinde bulunan plazmitlerdir.

Konak organizmayi bu toksinlerin etkisinden koruyacak
badisiklik proteinlerini kodlarlar.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Col plazmitleri

Col plazmitleri konjugasyon ile diger bakterilere
tasinmaziar.

Plazmitler gen aktarimi konusunda buyuk onem
arzetmektedir.

llerleyen bdlumlerde plazmitlerle gen aktarmi ayrintili
olarak ele alinacaktir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Transformasyon

HOcre disindan kucUk bir DNA parcasinin canl bir bakteri
tarafindan alinmasidir.

AlicI hUcrede kalici genetik dedisiklige neden olur.

Transformasyon, genetik materyalin DNA oldugunun
gosterildigi deneylerde de rol oynayan islemdir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Transformasyon

Transformasyon iki temel islevin gerceklesmesini saglar:
O Alici hUcreye DNA'NIN girisi

O Alici kromozomdaki homolog bdlge ile verici DNA'nin yer
degistirmesi

Bazen DNA hUcre icine girebilir ama homolog DNA ile yer
dedistirmeyebilir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Alici uyumlu hucreler

Transformasyon yalnizca alici uyumlu (ehil, kompetan)
hUcreler tarafindan gerceklestiriimektedir.

DNA'NIn girisi, bakteri yUzeyindeki reseptdr bdlgelerinden
olur.

HUcreye giren DNA'nIN iki ipliginden biri nUkleazlarla kesilir
ve tek iplik kalrr.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Alici uyumlu hucreler

Kalan tek iplik, bakteri kromozomundaki homolog bdlge
ile karsi karsiya gelir.

Enzimler aracihigiyla homolog bdlgedeki DNA ile yer
deqistirir.

Cikarilan kromozom parcalanir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Heterodubleks DNA yapisi

Transformasyon, yabanci DNA'nin bakteri kromozomuna
entegre olmasi ile sonuclanir.

Bu durumda bakteri, ayni iplik Uzerinde hem kendi orijinal
kromozomunu hem de yabanci DNA'vi icerecekitir.

Bu yapiya heterodubleks yapi adi verilir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

T Alicr-uyurniu bakteri
ransforme Reseptor bolgesi
edilecek
DNA 3
L Kromozomu

§

1. Adim. Hicre digi DNA
alic-uyumlu hilcrenin

Transformasyona ugramis hlcre reseptr bolgesine
baglanr.
Transformasyona ugramamig hiicre
5. Adim. Hiicre balinmesinin 2. Adim. DNA hiicreye
bir dongustinden sonra, transforme girer ve iplikler ayrilir,

olan ve olmayan hicreler olusur.

Transﬁonna;ygm
ugrayan iplik  parcalanmig

4. Adim. Transformasyona ugrayan DNA, 3. Adim, Transformasyona ufjrayan DNA'nin
konak kromozomuna katilr, homolog balgesinin bir ipligji parcalanir; difjer iplik, konak hiicre
yerine gecerek bir heterodubleks olugturur, DNA’sindaki homolog bélge ile eglegir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Birlikte tfransformasyon
kotransformasyon

Transformasyon yapllabilecek DNA uzunlugu E. coli
kromozomunun yaklasik 1/200'0 civanndadir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

10.000 ile 20.000 nUkleoftit cifti arasinda degisir.

Bu uzunluk pekcok geni kodlamak icin yeterlidir.

Birbirine bitisik ya da yakin olan genler birlikte transfer
edilir.

Bu olaya birlikte transformasyon (kotransformasyon) adl
verilir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Bakteriyofajlar

Fajlar olarak da bilinirler.

Konak organizmalari bakteriler olan viruslerdir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

T4 fql

T cift fajlan denilen, birbirine yakin bakteri virusleri
grubunun bir Uyesidir.

lkozahedral (20 yUzU olan polihedron) protein kilif ve
icinde genetik materyali (DNA) ile birlikte virtsun bas
kismini olusturur.

DNA'nin iginde

paketlendigi
I bag kismi
Tup Halkasal boyun

f\/
lalf /T“‘%\ :;m
Taban plakasi
Olgun T4 faji

74



Prof. Dr. Bektas TEPE

Klug, Cummings & Reece)

T4 fql

DNA'sI 150'den fazla geni kodlayacak bUyukluktedir.

Ayrica bir de kuyruk kismi bulunur.

y DNA’nin iginde
paketlendigi
l bag kismi
- Halkasal boyun
’ Kuyruk
kilifi /T\ﬁ\\ :;mr::
Taban plakasi

Olgun T4 faji

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

T4 fql

Kuyruktan cikan kuyruk iplikleri ve bunlann ucunda
baglanma bdlgeleri bulunur.

Bu bdlgeler, E. coli hUcre duvar yuzeyindeki 6zgul
bdlgeleri tanir.

"""\

DNA’nin iginde
paketlendigi
bag kismi
T Halkasal boyun
Kuyruk

kilify /7\-%\\ Kuyruk

iplikleri
Taban plakasi
Olgun T4 faji

\\\\
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

T4 fajinin hayat dongusu

Virgsun konak bakteri hucresine tutunmasiyla baslar.

ATP enerijisi ile kuyruk kiliflar kasilir.

DNA ileri itilir ve bakteri sitoplazmasina gecer.

Dakikalar icinde bakteriye ait DNA, RNA ve protein
sentezi baskilanir ve viral molekUllerin sentezi baslar.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

T4 fajinin hayat dongusu

Ayrica konak DNA'sinin parcalanmasi da gerceklesir.

Faj DNA replikasyonu sonucunda viral DNA molekulu
havuzu olusur.

Daha sonra bas, kuyruk ve kuyruk iplikleri sentezlenir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

T4 fajinin hayat dongusu

Son asamada ise butun parcalar biraraya getirilerek
olgun virusler olusturulur.

Yaklasik 200 virus olustuktan sonra bakteri hUcresi patlatilir
ve virusler serbest kalr.
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Prof. Dr. Bektas TEPE

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

1 Adim. Faj konak bakteri .
hiicresine tutunur.

5. Adim. Konak hiicre eritilir;
fajlar serbest birakilr.

4. Adim. Olgun fajlar ¥ ~——

olugur.

Konak
kromozomu

2. Adim. Faj DNA’si enjekte
edilir, konak DNA's: pargalanir.

3. Adim. Faj DNA’si replike olur,
faj protein bilegenleri
sentezlenir,
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Plak deneyi

virus yogunlugunun hesaplanmasi

Virus ile enfekte olmus bakteri kUlturonden, seri

sulandirmalar yapilarak saf bakteriyofaj kulttru elde
edilebilir.

Daha sonra bu sulandirmalardan alinan érnekler ile (0.1

ml) saglikli bakteri kOITUrOnden alinan drnekler karnistinlarak
besiyerine exilir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Plak deneyi

InkUbasyon sirasinda bakteriler Ureyerek hucre cimi adl
verilen bir yapi seklinde bUtun petri plagini kaplar.

Ancak fqj ile enfekte yerlerde hucre ¢cimi yerine plak adl
verilen acik alanlar olusur.

Baslangic kultUrunden yapilan seri sulandirrmlar takiben
olusan plaklar sayilarak baslangic kOItOrondeki virds
yogunlugu hesaplanabilir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE

Bir bakteriyofaj killtdrGnUn seri sulandirim

(Kaynak: Genetik Kavramilar,

Klug, Cummings & Reece)

1.0 mL 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL
Toplam

hath 10mL 10mL 10mL 10mL 10mL
m 0 10 10° 10° 107

‘ 0.1 mL l 0.1 mL

l 0.1 mL

/ " .. :.. -
O ;
/ g .0. . 4 .
107 sulandinm 10 sulandinm 10”7 sulandinm
Tum bakteriler erir 23 plak olusur  Yaygin bakteri
(yaygin plak ¢imi (plak
gorunumi) l olugumu goriiimez)
Nutrient agar tabakas: Enfekte olmamg
ve bakteriler bakteri cogalmas:
Plak
| i
- E\_._ - e = o=
tabakasi - ————’
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Lizojeni

VirUs ile bakteri arasindaki iliski her zaman lizis ile
sonuclanmaz.

Bazen virds, bakteri sitoplazmasina girdikten sonra, DNA's|
replike olmak yverine bakteri kromozomuna katilir.

Bakteriyel kromozomun her replikasyonunda viral DNA da
replike olur.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Lizojeni

Yeni virusler olusmaz ve hucre lizise ugramaz.

Ancak kimyasal maddeler, UV muamelesi gibi uyarilara
cevap olarak viral DNA ayrilip yeni virdsler olusturmak
Uzere lizise yol acabilir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Birkac yeni tanim !!!

Bakteriyel kromozoma katiimis viral DNA'ya profqj denir.

Hem hucreyi lizise ugratan hem de profaj gibi davranan
virdslere limli (temperate) denir.

HUcreyi yalnizca lizise ugratan fajlara virtlant denir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Birkac yeni tanim

Profaj iceren bakteri lizojenize olmustur ve lizojenik olarak
adlandirlir.

Hem sitoplazmada kromozomdan bagimsiz hem de
kromozomun bir parcasi olarak replike olabilen viral
DNA'ya epizom adi verilir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Transduksiyon

Bakteriyofajlar araciligi ile yapilan bakteriyel
rekombinasyon islemidir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bu olayl Lederberg-Zinder deneyi ile aciklamak
MUMkUndur.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Lederberg-Zinder deneyi

Bu arastirmacilar okzotrofik P e
Salmonella suslarn olan LA-22 ve ¥

LA-2"yi minimal besiyerinde

kanstirarak prototrof hucreler

elde etmislerdir. Sus LA-2 — SusglA-22
(phe* Up met™ his~) (phe trp™ met™ his™)

LA-22, fenilalanin ve friptofan | =l |

amin OOSlﬂe” NI Minimal Filtreden besiortami  Minimal besiyerine

besiyerine her iki tarafa gecerken ekim ve

SenTeZlevememekTedlr (phe_Trp_ ekim ve inklibasyon  hiicreler gegemez inkUbasyon

] | l

LA-2 ise methionin ve histidin e
i7LE aminoasitlerini sentezleyemez ARPE
(methis). :
Cogalma yok Prototrotlar cogallr

(prototrof yok) (phe* trp™ met™ his*)




Prof. Dr. Bektas TEPE

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Lederberg-Zinder deneyi

Prototroflar ise hepsini
sentezleyebilmektedir
(phe*trp*met*hist).

Ik bakista bu
rekombinasyonun kaynagi

konjugasyon olarak
dusunulmustar.

Daha sonra Davis U-tUpU
kullanilarak konjugasyon
olmadigr anlasiimistir.

Sirayla uygulanan
basing/emme sistemi

1

Sus LA-2 = Sugs LA-22
(phe* Up met™ his~) (phe trp™ met™ his™)

| & |

Minimal Filtreden besiortami  Minimal besiyerine
besiyerine her iki tarafa gecerken ekim ve
ekim ve inklibasyon  hiicreler gegemez inklibasyon

| l

Prototrotlar cogallr

Cogalma yok
(phe* trp™ met™ his*)

(prototrof yok)

20



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Lederberg-Zinder deneyi

Davis U-tUpu, bakterilerin P e
gecemedigi, ancak besiyerinin ¥

her iki tarafa gecisine izin veren

cam bir filtre icermektedir.

+SU§+LA-2_ = —! _SU§_I.A-2:". B
TUpUN bir tarafina LA-22, diger @ m ) (phetp™ met” his”)

tarafina da LA-2 hucreleri | ~~ |

yerleg’rlrllmlg’rlr Minimal Filtreden besiortami  Minimal besiyerine
besiyerine her iki tarafa gecerken ekim ve

. . ekim ve inklibasyon  hiicreler gegemez inklibasyon
Her iki ’rorof’rqn da ornek_ler ‘ l
ollnqrgk Mminimal besiyerine
ekildiginde sadece LA-22 i
bakterilerinin oldugu tarafta SLIPE
pr.p’[p’rrqflqun coqgaldiqi :
gorulmustur. Pl ol Pt kel o

21



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Lederberg-Zinder deneyi

Eger bundan konjugasyon [ e
sorumlu olsaydi, Davis U- ! |

tUpuUNUN konjugasyonu

tamamen engellemesi

gere kirdi. (phe* f;l;; L:re? his™) | (phe‘sz:g‘%jg his™)
. | &
BurOdO genehk - Minimal Filtred::(besiortaml Minimal. besiyerine
rekombIﬂGSVOﬂUﬂ kOanqI LA_Q ekimt\,/zsll)r’\igrt‘;;syon helrﬁlitlrgl’:fge?;:;nfgm inf((]lb";s;in
hUcreleridir (phe* ve trp*). ‘ l
Fakat bilgi, LA-2 hUcrelerinden o
iZLE filtreyi gecerek LA-22 Q>

hucrelerine nasil aktarimistire

Cogalma yok Prototrotlar cogallr
(prototrof yok) (phe* trp™ met™ his*)




(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Lederberg-Zinder deneyi

Sirayla uygulanan

Bunu saglayan faktore filtre [t renrivnes s
edilebilen ajan (FA) denilmis 2 Al

ve bilgi aktarimindan sorumlu
oldugu dusunulmustar.

Sus LA-2 = Sus LA-22

(phe* Up met™ his~) (phe trp™ met™ his™)
Arastirmacilar, genetik | i~ |
rekombinOSVOn O|CIV|I’]II’], Minimal Filtreden besiortami  Minimal besiyerine
Salmonella LA-22 hUcrelerinin  eimve mkibasyon  hicreier gesemes " inkibasyon
kromozomunda baslangicta | }
profaj konumunda bulunan
bakteriyofaj P22 ile yapildidini o
dJrenmislerdir. a2~

Cogalma yok Prototrotlar cogallr

(prototrof yok) (phe* trp™ met™ his*)




Prof. Dr. Bektas TEPE

Lederberg-Zinder deneyi

P22 profaji nadiren litik faza
gecebilir, cogalir ve LA-22
hucrelerinden salinrr.

Fajlar bakterilerden kucuk olduklari —
icin U-t0pUn gbzeneklerinden (ohe* up" met his")

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Sirayla uygulanan
basing/emme sistemi

1

= Sus LA-22
(phe trp™ met™ his™)

gecebillir. ,7 \(/ —|

P I'OfCI 1 bO k-l-e ri h U cre | eri ni N Minimal Filtreden besiortami  Minimal besiyerine
—l' besiyeri her iki taraf rk eki
kromozomundan ayr lirken bazen ekim vzs?r’\ir&rt;isyon “hikcreler ;’e%i‘nfef" inkug;s;in

bir miktar bakteri kromozomunu da ‘
beraberinde alrr.

Eger bu bolgeler phe* ve frp*
genlerini tasiyorsa bu bilgi, diger

bakteriyve aktarnlacaktir. Coljalma yok
(prototrof yok)

l

L J
Prototrotlar cogallr
(phe* trp™ met™ his*)
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Transduksiyon cesitlert

Ozellesmis transdUksiyon

Prof. Dr. Bektas TEPE

Genellestiriimis tfransdUksiyon
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Ozellesmis transdUksiyon

Bazen, kUcuk bir bakteri DNA parcasi viral kromozom ile
birlikte paketlenebilir.

Buna ozellesmis transduksiyon denir.

Bu tip transdUksiyonda faj, kendi DNA’sina ilave olarak,
bakteri DNA'sina qit birkac 6zel gen tasir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Genellestiriimis tfransduksiyon

Faj DNA'si famamen disanda kalir ve sadece bakteriyel
DNA paketlenir.

VirUs, paketlemis oldugu bu bakteriyel DNA'yI baska bir
hUcreve enjekte ettiginde bu DNA, va sitoplazmada kalir
ya da bakteri kromozomundaki homolog bdlge ile birlesir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Genellestiriimis tfransduksiyon

Sitoplazmada kalmasi durumunda replike olmaz.

Ancak mitoz bolunme ile yavru hucrelerden birine gecer.

Bu durumda hucrelerden sadece biri transduksiyon ile
gecen genler acisindan kismi diploit olur.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Genellestiriimis tfransduksiyon

Buna tamamlanmamis (basarisiz, abortif) transduksiyon
denir.

Eger bakteriyel DNA, bakteri kromozomunun homolog
bolgesi ile birlesirse mitoz bdlunme ile tUm yavru hucrelere

gecebilir.

Bu isleme de tamamlanmis fransduksiyon denir.
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(Kaynak: Genetik Kavramilar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Konak Enjekte edilmig
kromaozomu Taj DINAs!
1. Adim, Faj enfeksiyonu
';w'!
.-'"‘Hh
6. Adim. Bakteri DNA's alici 2. Adim. Konak DNA'sinin
kromozoma katilir. parcataniman e ff ENA'cnn
replikasyonu olur,
g—¢
5. Adim. Kusurlu faj ile bagka bir hiicre enfekte 3, Adim. Faj protein bilegenleri
edildifinde bakteri DA’ faj tarafindan bu hiraraya getirilir,
hiicreye aktanlic
Bakteri DMAS) =
paketienmis kusurlu o ‘}ﬂ?.f
faj . || )

4. Adim. Olgun fajlar elusturulur ve salirr,
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Birlikte transduksiyon

kotransduksi

Transduksiyonda rol alan DNA fragmenti, cok sayida geni
icine alacak kadar bUyuktUr.

Bakteri kromozomu Uzerinde birbirine yeterince yakin olan
iki gen, fransduksiyon ile birlikte tasinabilir.

Buna, birlikte transduksiyon (kotransdUksiyon) adi verilir,
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Fajlarda mutasyon (r mutasyonu)

Fa] mutasyonlar genelde bakteri
hUcre lizisini takiben olusan plagin
morfolojisini etkiler.

Prof. Dr. Bektas TEPE

1946 yiinda Alfred Hershey, E. coli B
susunun Uretildigi petri kabinda
alisiimadik bir T2 plagina
rastlamistir.

Normal T2 plaklar kcuk, yayain,
acik bir hale ile cevrilmis berrak bir
merkeze sahipfir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

Fajlarda mutasyon (r mutasyonu)

Alisiimadik plaklar ise daha bUyUk
ve dis cevreleri daha belirgindir.

Bu anormal plaklarin olusumuna
yol acan mutant fajlar hizl lizis (r)
olarak isimlendirilmistir.

CUNkU plaklar daha genistir, daha
hizll ve daha verimli hayat
dongusune sahip fajlann uredigini
gostermektedir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Fajlarda mutasyon

konak secenedi-hos range: h

Bu mutasyon, fajin enfekte edebilecegi konak bakteri
cesidini artirr.

Yabanil tip T2 faji, E. coli B susunu enfekte etmektedir.

Fakat h mutasyonu gecirmis 12 fajlari, E. coli B-2
hucrelerini de enfekte edebilmektedir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Karisik enfeksiyon deneyleri

Bu deneylerde iki farkll mutant fajin, ayni bakteri hocresini
ayni anda anfekte etmesi saglanmistir.,

Her bir mutant fqj, farkl genler icerdidi icin bu olaya
genler arasi rekombinasyon adi verilir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Karisik enfeksiyon deneyleri

Ornegdin; T2/E. coli sistemi kullanilarak yapilan bir
calismada atasal tip virUs:

O Ya h'r (yabanil tip konak secenegi / hizli lizis)
O Ya da hrt (daha fazla konak secenegi / normal lizis)
genotipine sahip olsun.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Karisik enfeksiyon deneyleri

Eger hic rekombinasyon olmazsa, yavru fajlarn bu iki
atasal genotipe sahip olmasi beklenir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Ancak atasal genotiplere ilave olarak h*rt ve hr genotipli
fajlara da rastlanmistir.

Bu drnekteki rekombinasyon sikligr asagidaki formul ile
hesaplanabilir:

(h*r*) + (hr) / toplam plak x 100
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Peki rekombinant fajlar nasil olustu<e

Faj enfeksiyonunun erken safhalarini takiben fqj
kromozomu replikasyona baslar.

llerleyen asamada bakteri sitoplazmasinda faj kromozom
havuzu olusur.

Eger iki farkl fa] tarafindan enfeksiyon gerceklesmis ise,
kromozom havuzunda her iki kromozom tipi de
bulunacaktir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Peki rekombinant fajlar nasil olustu<e

Havuz icinde bulunan kromozom parcalar arasinda
krossing-over'a benzer sekilde parca degisimi gerceklesir.

Genler arasinda parca degisimi olabilecegi gibi, bir tek
gen icindeki cesitli noktalarda da parca degdisimi
gerceklesebilir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

T4 fajinda rll lokusu

Genetik analizlerde, incelenen genin cok sayida
mutantini izole etmek son derece onemlidir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

rll gen lokusu acisindan mutant olan bir faj, E. coli B
susunda farkli bir plak géronumuine yol acar.

rll ile yapillan calismalarda yaklasik 20.000 farkli mutant
elde edilmistir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

T4 fajinda rll lokusu

Seymour Benzer tarafindan yapilan calismada elde
edilen mutant fagjlar, E. coli B susunu kolayca enfekte
edebilirken, E. coli K12 susunu lizise ugratamayan rll
mutantlandir.

Ancak yabanil tip fajlar hem B hem de K12'yi lizise
ugratabilmektedir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

T4 fajinda rll lokusu

ki mutant bdlge arasinda meydana gelen parca
degisimi sonucunda oldukca nadir de olsa yabanil tip
rekombinantlar olusabilir.

[e—— = = QR
il 63 2
E. coli B'nin ayni anda
enfeksiyonu ve rekombinasyonu

i
|

l Rekombinantiar l

- i Ju - =

Iki mutasyon tagiyan gen Yeniden yapilanan yabanil tip gen

l

Olusan faj £. coli B'de Olugan faj hem £. coli B'de
¢odalirken K12'de (A) hem de K12 (A)
¢ofjalamaz cotjalabilir
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Prof. Dr. Bektas TEPE

T4 fajinda rll lokusu

EgQer iki farkli mutant sustan
olusan fajlarin E. coli B susunu
ayni anda enfekte etmesi
saglanirsa,

ki mutant bdlge arasinda
meydana gelen parca
dedisimi sonucunda oldukca
nadir de olsa yabanll tip
rekombinantlar olusacaktir.

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

B el pm = —
63 12
E. coli B'nin ayni anda

enfeksiyonu ve rekombinasyonu

==, ‘
el —— —)
Iki mutasyon tasiyan gen

Olusan faj E. coli B'de
cogalirken K12'de (1)
godalamaz

Rekombinantiar

Y

—

Yeniden yapilanan yabanil tip gen

Y

Olusan faj hem E. coli B'de

hem de K12 ()
goGalabilir
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Prof. Dr. Bektas TEPE

T4 fajinda rll lokusu

Eger % 99.9 rll faji ve % 0.1'den
az yabanil faj iceren fqj
populasyonunun K12'yi enfekte

etmesi saglanirsa,

Yabanil tip rekombinantlar
tekrar ortaya cikar ve yabanil
tip plaklarn basaril bir sekilde
olusturur.

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

[ PR = = —

il 63 ri2

E. coli B'nin ayni anda
enfeksiyonu ve rekombinasyonu

Rekombinantiar

= | - Y -
esssniBe—" —)— =
Iki mutasyon tasiyan gen Yeniden yapilanan yabanil tip gen

Y
Olusan faj E. coli B'de Olusan faj hem E. coli B'de
cogalirken K12'de (A) hem de K12 (A)
gogalamaz godalabilir
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

rll mutasyonu lle tamamlama
deneyleri

Seymour Benzer, E. coli K12 susunu, iki farkli rll mutant sus
cifti ile ayni zamanda enfekte etmistir.

Bu iki rll mutant sus cifti, bakteriyi lizise ugratamayan
mutasyonlara sahip suslardir.

Ancak deneyler sirasinda bazi mutant rll suslarinin
bakteriyi lizise ugrattigini gézlemlemistir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

rll mutasyonu lle tamamlama

deneyleri

Peki lizise ugratma yetenedi olmayan iki farkli mutant rll
susu, nasil oluyor da lizojenik yetenek kazaniyor?

(a) Tamamlama (iki farkh sistronda iki mutasyon)

Sistronlar Sistronlar
A B A B
il lokusu s — g X - h— a—
Mutasyonl l l l Mutasyon
Viriis gen
Urinleri A & A 8
Bozuk Islevsel l Islevsel Bozuk

Ayni andaki enfeksiyon ile tamamlama olur,
cunki iglevsel A ve B Uriinleri mevcuttur

‘ Bove o o Yabanil tip
E. coli K12(2) yaygin cogalma T . = T4 plaklan
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

rll mutasyonu lle tamamlama

deneyleri

Arastirnct, ayni anda olan bu enfeksiyon sirasinda her bir
mutant susun, digerinde olmayan bir seyi temin ederek
yabanil islev kazandigi sonucuna varmistir.

Bu olay, tamamlama (komplementasyon) olarak bilinir.

(a) Tamamlama (iki farkh sistronda iki mutasyon)

Sistronlar Sistronlar
B A
rif lokusy =i i b= X 7 —
Muusyonl l l l Mutasyon
Virds gen
drinleri A £ A e
Bozuk Islevsel l Islevsel Bozuk

Ayru andaki enfeksiyon ile tamamilama olur,
cunku iglevsel A ve B urinleri mevcuttur

" v,
. ' %se, Yabanil tip
E. coli K12(A) yaygin cogalma e .
)y ¢ S A T4 plaklan

117



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Tamamlama olmaz ise;

(b) Tamamlama yok (Ayni sistronda iki mutasyon)

Sistronlar Sistronlar
A B A B
ril lokusu = X O — ————
Mutasyon Mutasyon
Viris gen
ariinleri A B A B

Bozuk islevsel Bozuk Islevsel

Ayni anda enfeksiyon ile tamamlama goriimez,
¢lnki islevsel A GrUni yoktur

E. coli K12(A) yaygin ¢coJalma Plak olusmaz
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

rll gen haritas

Seymour Benzer, birkac yillik calismadan sonra
(rekombinasyon analizleri, rll lokusu parca cikarma testleri
vb), t4 fajinin rll lokusunu icine alan iki sistronun genetik
haritasini cikarmistir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

20.000 mutasyonun analizi sonucu, lokustaki 307 farkl
bdlgeyi birbirlerinin yerlesimine gore haritalandirmistir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

rll gen haritas

Bircok mutasyonun gorulduguU alanlara sicak noktalar
(hot spofts) adini vermistir.

Bu bdlgelerde mutasyon olma olasiligl, birka¢c mutasyon
gorUlen alanlardan daha fazladir.

Ayrica hicbir mutasyonun olmadigi alanlar da mevcuttur.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

rll gen haritas

Calismalar sirasinda 200 kadar rekombinasyon biriminin
verinin belirrenemedigi tahmin edilmektedir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Arastirmaci, 1955 yilinda genlerin bolunmez bir birim
oldugunu,

Fakat 6zgul bir sekilde sirasi olan, mutasyonel ve
rekombinasyonel birimler oldugunu gdstermistir.

Biz bunlarin bugun, DNAyi olusturan nukleotit dizileri
oldugunu biliyoruz.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

rll gen haritasi

A sistronu Rekombinasyon
rif Lokusu test sonucu
- - - e cc s cs s s cs s sssssssanssesesen e - .
- -~~~ - ccccsssscccccccccccncccscacns B -
R o b BETEIor B S G020 e o o S e e e i B S0 S - =
. (N - . = i om ki e o 4 — -
I. Seri - e —— -
e~ ~ = = = = = = = = = o= +
- = = = - +
AT A2 A3 A | A5 | A6 | A7

= R — - -
) -G T SERBRU S TSN - -
L5 -~ = - +

ASa Asb | ASc | Asd |
- - - 4 - +
11l. Seri D™ £ #2404 S 0040.05.49 4% 00 0. 70 3 1 24 C— o
e AT L L LT ¢ - +

| AScl1 | ASc2 ASc3 | AScd

SEKIL 6-24 Bilinmeyen r mutasyonunun pozisyonunu belirlemek igin kullanilan ril genetik baigesinin A
sistronundaki 6rtGsen g delesyon serisi. Ornegin, eger yabanil tip projeni rekombinantiarinin Gretimi igin
I. serideki her delesyon (kesikli gizgi) bir mutant susa karsi denenmis ve sagda gosterildigi gibi sonuglar

(+ veya =) alinmigsa, mutasyon AS parcasinda olmalidir, Il. seride mutasyonun yeri daha daraltilarak ASc
pargasina ve 3. seri de A5¢3 pargasina indirilmigtir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE

rll gen haritas

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

A2c _A2e _ T
TrreT e g R RR B AREREE
A2a AZb A2d AZf A2g 3
A2 s
A2h2
Add Adc Ada A3h q A3f Ale A3a-d A2h3 B
me L B F mp o Au 8T T BE T =
A4f I.‘.-"' § n B :
A9 Asa  ASb ASC1 AS2  ASd A6al
Sicak nokta
BS B3 B2
\ll. AAddilal AAAL A AALAAA AL BALRLARA A1 LB DA
\bb.Ju ’U dhbgm SRS S S :J'tj%hl!—j Nt (RIS 1% 8 ,:qu .:!;é UEU“ 3
-3 o o H: a -
= | i
- -
2 £ T Cok sayidaki bagimsiz
‘»;:,% g B Bl o ‘EH'F ‘15 7 mutasyonlar :
PP, it SRR 5ol Roneo BHL BHoo o o Gok saydaki bagimsiz
B8 B9a B9bB10 mutasyonlar

SEKIL 6-25 T4 fajinin rif lokusunda A ve B sistronlarindaki mutasyonlarinin kismi haritasi. Her kare bagimsiz
olarak izole edilen mutasyonu gosterir. “Sicak noktalar” olarak isimlendirilen, mutasyon sayisinin en fazla

oldugu iki alana (A6cd ve BS) dikkat ediniz
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