BAKTERILERDE VE
BAKTERIYOFAJLARDA GENETIK
ANALIZLER VE HARITALAMA




Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Girls

Bu bdlUmde bakteriler ve bakteriyofajlardaki genetik
olaylara goz atacagiz.

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




(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

Girls

Bakteriler ve virUsler birkac nedenden dolayi genetik
calismalarda kullanishdirlar:

O Ureme doénguleri kisadrr,
O Saf kOlturler halinde calisilabilirler.

Bu bdlumde ozellikle Uzerinde duracagimiz konu, bir
bakteri hucresinin diger hucreden genetik bilgiyi nasil 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
duyarhdiriar.

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 vardirr.

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

Buna uyum (adaptasyon) hipotezi adi verilir.




Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Kendiliginden olan mutasyonlar

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

Bakterilerde mutasyonlarin kendiliginden
gerceklesebilecesi, 1943 yiinda Salvador Luria ve Max
Delbruck tarafindan ortaya konulmustur.

Dalgalanma (fluctuation) testi olarak bilinen bu
calismanin aynntilanna ilerleyen bdlumlerde yer
verilecektrr.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

Mutantlarin secimi

Baz ozelliklerden dolayr mutant bakteriler kGItor
kaplarinda digerlerinden izole edilebilirler.

Bu organizmalarin alt koltorlerinin yapilmasi ile tamamen
mutantlardan olusan kUltUrler olusturulabilir.

Bu sekilde istenilen &zellikte her 10rl0 mutasyon meydana
getirilebllir,




(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

Mutantlarin secimi

Bakteri ve virUsler haploit kromozom takimina sahip
olduklarndan mutasyonlar fenotipte gérmek daha
kolaydrr.

Bu da onlarnn secilmesini kolaylastirr.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

Minimal besiyeri

Bu besiyerinin besin icerigi cok basittir.

Sadece;

O Organik karbon kaynagl (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 besiyeri

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

Aminoasitler

PUrinler
Pirimidinler
Vitaminler
Sekerler

Yag asitleri



Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Kendi beslek (prototrof) bakteriler

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

BUtUN Ureme inhtiyaclarni kendileri karsilayabildikleri icin
yabanil tip olarak bilinirler.




Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Dis beslek (okzotrof) bakteriler

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

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




Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Dis beslek (okzotrof) bakteriler

Bu bakterilerin cogalabilmesi icin mutlaka besiyerine
histidin ilave edilmesi gerekmektedir.

Gereksinimlerin besi ortamina disardan ilavesi sonucunda
elde edilen besiyerlerine tamamlanmis (complete)
besiyeri adi verilir.




Prof. Dr. Bektas TEPE

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

Bakterilerde buyume egrisi

Mutant bakterileri besiyerinde
cogaltmak istedigimizde fipik bir
bUyUme egrisi gosterirler.

Lag fazinda Ureme yavastr.

Log fazinda hicreler hizli bir
ureme gosterirler.

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

10

Durgun faz

Log faz
(Ussel cogalma)

ml’deki log; hiicre sayisi
(%]
I

1 2 3 4 5 6 7 8
Zaman (saat)

SEKIL 6-1 Baslangigtaki Lag fazini, bunu izleyen tssel
sekilde cogalmanin oldugu logaritmik fazi ve besinler
tukenince olugan duraklama fazini gésteren bakteri
populasyonunun tipik Greme edrisi.



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

Prof. Dr. Bektas TEPE

HUcrelerin sayimi

= Sivi besiyerinde cogaltilan hucreler yari kati besiyerine
aktanlarak sayilabilir.

= Yarn kat besiyerinde hucreler koloniler olusturur.

SEKIL 6-2 Seri sulandirim tekniginin sonuglari ve bunu takiben olusan bakteri ki ;
Her sulandirim 10 kat kadar birbirinden farklidir. Her koloni tek bir bakteri hlicresinden
tarer.



Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Geneﬁk Kavramiar,
Klug, Cummings & Reece)

HUcrelerin sayimi

=1 Koloniler savyilarak kulturdeki hucre sayisi tahmin edilebilir.

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

SEKIL 6-2 Seri sulandirim tekniginin sonuglari ve bunu takiben olusan bakteri kaltar.
Her sulandirim 10 kat kadar birbirinden farklidir. Her koloni tek bir bakteri hiicresinden
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 haritalama yontemlerinin
gelistiriimesinin 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 !l

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

mutant susu ile kojugasyon
Uzerine deney yapmislardrr.

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

(bio) ihtiyaci vardrr.

B susunun ise Ureyebilmesi
icin threonin (thr), |&sin (leu)
ve thiamin'e (thi)
gereksinimi bulunmaktadrr.

Okzotrof suglar tam, eksiksiz besiyerinde
ayn ayn gogaltilir.

A susu

B susu
(met bio thr' leu' thi') I

(met” bio' thr leu thi )

A ve B tam besiyerinde kanstinlir;
gece boyunca inkiibe edilir.

l

'

A + B suglan
met™ bio™ thr” leu® thi*

Kontrol Kontrol

ve
met* bio® thr leu” thi

Minimal besiyerine ekilir ve

Minimal besiyerine ekilir ve Minimal besiyerine ekilir v

inktibe edilir inkiibe edilir inkiibe edilir
Prototrof
—koloniler
o— 4 |
Cogalma yok Yalniz met™ bio™ thr™ leu™ thi™ hiicreler cogalir, Cogalma yok
(prototrof yok) Cogalma frekansi toplam hiicrelerin (Prototrof yok)

1/107'si kadardir



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

Konjugasyon-Deney !l

Okzotrof suglar tam, eksiksiz besiyerinde
ayn ayn gogaltilir.

Bu suslardan hicbiri minimal

besiverinde Ureyemez. 4 S
(met bio thr' leu' thi') I (met” bio' thr leu thi )
> o ope A ve B tam besiyerinde kanstinlir;
Once bU S.L.J$|0r Ilglll gece boyunca inkiibe edilir.
maddeleri iceren :
besiyerlerinde ~
cogaltiimislardrr.
Daha sonra ayni besiyerinde Kontro  Asbamn Konto
karistinlarak birkac kusak R
boyunca cogaltilmislardir. |
Minima:'ﬁ:)y:gﬁi rekilir ve Minimalinbkf‘:]sLy:ﬂegi(I:i f”"’ ve Minima:nbkﬁtl’):r;r’\ﬁi It:kilir w
Daha sonra tekrar minimadl | | |
besiyerine ekilmislerdir. N
Cogalma yok Yalniz met™ bio™ thr™ leu™ thi™ hiicreler cogalir, Cogalma yok
(prototrof yok) Cogalma frekansi toplam hiicrelerin (Prototrof yok)

1/107'si kadardir



Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Konjugasyon-Deney !l

Okzotrof suglar tam, eksiksiz besiyerinde

ayn ayn gogaltilir.
Minimal besiyerinde Ureyen 1 .
suslar artik prototroftur. A i
(met bio thr' leu' thi') I (met” bio' thr leu thi )
. - . . A ve B tam besiyerinde kanstinlir;
lki ya da uc gen bdlgesinde gece bayunca inkibe edi.
mutasyon tasidigl icin bazl besin !
maddelerini sentezleyemeyen bir ~

bakterinin, bu genlerin hepsinde

birden madde sentezleyebilecek
sekilde mutasyon gecirmesi Kontrol  ArBaugan Kontrol
dUsUk bir olasiliktir.

ve
met* bio® thr leu” thi

Dolayisiyla burada, okzotroflari M i e e ve ik ave-Aay M e e

prototroflara ddnusturen bir cesit | | |
genetik degis-tokus > it
sOzkonusudur. S

oo et R - Lt el ik i)

1/107'si kadardir
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

F+ ve F bakteriler

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

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

22



Prof. Dr. Bektas TEPE

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

Deney-U tupU yontemi

Konjugasyonda genetik
materyal aktarmiicin
dogrudan hucre temasi
gereklidir.

Bunu kanitlamak icin Bernard
Davis, F* ve F hucrelerin
cogaltildigi U tupu yontemini
gelistirmistir.

TOpUN tabaninda sivi
besiverinin girebilecegi fakat
bakterinin gecemeyecesi
gozeneklere sahip bir cam
filtre vardrr.

(=~ Alternatifli olarak
d ‘E basing/emme uygulani

i)

F* (A susu) F

[ s

Minimal besiyerine  Besiyeri filtrede bir Minimal besiyerine
ekilir ve inkiibe tarafdan digerine ekilir ve inktibe
edilir geger; hiicreler gegmez edilir

: i

F~ (B susu)

Cogalma yok Cogalma yok

23



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

Deney-U tupu yontemi

. . . . (=~ Alternatifli olarak
Filtrenin bir tarafina F*, diger | ‘_; e somcns i I
tarafa F okzotrof hUcreler T
yerlestirilir. |
Besiyeri, filtrenin her iki tarafing F' (A susu) -~ F(Bsusu)

serbestce gecehbillir.

[ s

Davis, tUpUN her iki tarafindAN  winimal besiyerine  Besiyeri fiitrede bir  Minimal besiyerine

O ld Igl O m e kl erd e h I g blr ekl ;fiiil::'kUbe ge;:::??uacr:e(:iegreg;g;fnez eklie :iiilli‘rkﬁbe
prototrofa rastlamamistir. ‘ ‘

Bu sonuca dayanarak

konjugasyon icin fiziksel

temasin gerekli oldugunu ileri

surmuUstur. Codalma yok Codalma yok




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

Prof. Dr. Bektas TEPE

F pilus

1 Fiziksel temas, konjugasyonun
baslangic evresidir.

=1 Konjugasyon, F pilus (veya
cinsiyet pilusu) denen tupler
araclligiyla gerceklesir.

1 Bakteriler, hUcreden tup seklinde
uzanan mikroskobik yapilar olan
cok sayida pilusa sahiptir.

o Ciftflesecek olan suslar arasinda F - SekiL 6-5 F ve F* £ coli hicreleri arasindaki
p”US'Or CII’C]CllIEIYk] Temos konjugasyonun elektron mikroskobundaki gérintisu.
k Idukt k— Hucrelerin arasinda baglantiyi saglayan seks pilusu agik¢a
urulduktan sonra kromozom goraimektedir,
aktarmi baslar.

25



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

F fakioru

F+ hUcreler, F faktoru olarak bilinen bir ddlleme faktorune
sahiptirler.

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

26



Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

F fakioru

Bazl arastirmacilar, bazi cevresel faktorlerin, F faktoruonu
ortadan kaldirdigini gostermislerdir.

Bu “kisir” hUcreler, kisir olmayan hucreler ile (F*) bir arada
tutulursa, F* &zelligini tekrar kazanabilmektedir.

27



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

F faktoru hareketlidir

Konjugasyonu takiben F hicre, daima F* konumuna
gecmektedrr.

Bu da, F faktérunun hareketli bir element oldugunu
gostermektedir.

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

28



Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: GenQT|k Kavramiar,
Klug, Cummings & Reece)

F faktoru hareketlidir

F faktdorUnde genetik bilginin fransferinde gdrev alan
20'den fazla gen vardrr.

Bu genler tra genleri olarak isimlendirilir ve seks piluslarinin
olusmasi icin gereklidir.

29



Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

F faktoru ashnda;

Yakinda gorecegimiz gibi, F faktdrU aslinda kendi basina
bir genetik birimdir ve plazmit olarak adlandirilr.

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

30



Prof. Dr. Bektas TEPE

Konjugasyon F* x F~

F~hiicre

& w F* hiicre

5 = F* hiicre

5. Adim. Ligaz enzimi halkanin

kapanmasini saglar ve konjugantlar
birbirinden ayrilir.

s g

3. Adim, Her iki tek ipligin
{izerinden tamamlayici
DNA sentezlenir.

4. Adm, Konjugasyon tipu
boyunca hareket tamamlanir; DNA
sentezi tamamlanir.

1. Adm. F* ve F~ hiicreler
arasinda konjugasyon
olur.

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

SEKIL 6-6 F~ x F* caprazlamasi sonucu
F~ hicrelerin F* haline dénlsmesi
gbrilmektedir. Konjugasyon sirasinda

F faktérlnin DNA’s alici hiicreye
aktarilirken ayni zamanda replike
olmakta ve olusan yeni kopya alici
hicreyi F*'ya dénlstirmektedir.
Replikasyon esnasinda saat yonindeki
dénlsi gdsterebilmek icin F faktérine
siyah bir gizgi konmugstur.

iy

2. Adim. F faktdriiniin bir ipli§i endondkleaz
tarafindan gentik olusturacak sekilde kesilir ve
konjugasyon tupili boyunca karyi tarafa hareket eder.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Hfr bakteriler

1950 yiinda E. coli'nin Ff 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



Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Hfr bakteriler

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

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

33



Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramiar,
Klug, Cummings & Reece)

Ft hucreler ile Hir hucreler arasindaki

onemli fark

Hfr hUcre, bir F- hucre ile birlestisinde, F- hucre asla Hfr
olmaz.

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

O FFxF = Alic F* olur
O Hfr x F = Alici F olarak kalir

34



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

Durdurulmus caprazlama yontemi

Rfr ve uygun marker genlere sahip antfibiyotik direngli F
hucreler karnstinlmistir.

Bu durumda farkh zamanlarda ozel genlerin
rekombinasyonu gozlenmistir.

Bu durumu acikliga kavusturmak icin Hir ve F- hocreler bir
karnsim halinde inkUbe edilmistir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

Durdurulmus caprazlama yontemi

Belirli zaman araliklarinda kulturden drnekler alinarak
blender’'den geciriimistir.

Boylece konjugasyon halindeki bakterilerin birbirinden
ayriimalar saglanmistir.

Daha sonra hucreler antibiyotik iceren besiyverlerinde
cogaltiimistrr.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: GenQT|k Kavramiar,
Klug, Cummings & Reece)

Durdurulmus caprazlama yontemi

Boylece sadece alict hUcrelerin elde edilmesi saglanmustr.

Yapllan incelemelerde, belirli bir Hfr susunun bazi
aenlerinin, diger genlerden daha dnce fransfer edildigi
anlasiimistir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

Durdurulmus caprazlama yontemi

Hfr H (thr* leu” azi® ton® lac* gal®)

ki sus karsilastinldiginda; F (thr leu Zf ton® lac” gal")
O |k 8 dk'da hicbir genetik = oz
aktarnm gérulmez. m ton®

) .. - w lact
O 10 dk sonra azi® geninin
aktarnmi goralr.

m gal’
O 15 dksonra fons geninin
aktarimi gorular.

g

O 20 dksonra lac* geninin
aktarimi goruldr.

O 30 dk sonraise galt geni

de aktarimaya baslanir. HF. L
10 15 20 30
Konjugasyon dakikalari

Rekombinasyonun gdrece sikhig
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

Durdurulmus caprazlama yontemi

Hfr bakterisi, kromozomu dogrusal

olarak transfer ediyor gibi /azi
orunmektedrr.

g :\S‘\’ /ton

Gen sirasi ve genler arasindaki uzaklik ‘°15, *

dk olarak dlcUlebilmektedir. o) -

Bu bilgi, E. coli kromozomunun genetik 30— —==gal
haritasinin olusturulmasinda temel Zaman haritas

teskil eder.

Bakteriyel haritalomadaki dakikalar,
okaryotlardaki harita birimine karsilikiir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Gen aktarnm sirasi Hfr susunun cesidine

gore degisir

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

Genetik aktarilma 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 Hfr susunun cesidine

gore degisir

Her sus arasindaki ana farklilik, orijin noktasi ve o
noktadan qirisin yapildigl yondur.

()

- sirasi

s o (en erken) (en gec)'
H thr - Jlewu - az - ton - pro - lac - gal - thi
1 leu - thr - thi - gal - Jlac - pro - ton - azi
2 po - ton - azi - lew - thr - thi - ga - lac
7 ton - az - lew - thr - thi - gal - Joc - pro
(b)

Hfr susu H Hfr susu 1 O Htr susu 2
41



Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramiar,
Klug, Cummings & Reece)

O halde E. coll kromozomu

halkasaldir

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

(a) =

v sups (;\ erken) e (en 909.
H thr - Jlew - az - ton - pro - lac - gal - thi
1 leu - thr - thi - gal - Jac - pro - ton - azi
2 po - ton - azi - leu - thr - thi - gal - lac
7 ton - azi - leuw - thr - thi - gal - Jac - pro
(b)

Hfr sugu H Hfr sugu 1 O Hte sugu 2
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

O halde E. coll kromozomu

halkasaldir

Eger orijin noktasi (O) bir sustan digerine degisiyor ise, her
oir farklh durumda genler farkl bir srada aktanlacakitrr.

(a) :
—— (:n erken) o (en gec)
H thr - Jleu - az - ton - pro - lac - gal - thi
1 lew - thr - thi - gal - Jlac - pro - ton - azi
2 po - ton - azi - leu - thr - thi - gal - lac
7 ton - az - lew - thr - thi - gal - Jac - pro
(b)

Hfr susu H Hfr susu 1 O Hte susu 2
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramiar,
Klug, Cummings & Reece)

Orijin hoktasini (O) belirleyen nedire

Bazi arastirmacilar, ¢esitli Hfr suslannda F faktérinun
kromozoma farkli noktalardan qirdigi ve F faktorunun
pozisyonunun O'nun verini belirledigini Onermislerdir.

(a) = : 3
e e m—— (en geg)
H thr - lew - azi - ton - pro - lac - gal - thi
1 leu - thr - thi - gal - Jlac - pro - ton - azi
2 pro - ton - az - leu - thr - thi - gal - lac
7 ton - az - lew - thr - thi - gal - Jac - pro
(b)

Hfr sugu H Hfr sugu 1 O Hte susu 2
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramiar,
Klug, Cummings & Reece)

O halde E. coll kromozomu

halkasaldir

O noktasina bitisik genler ilk fransfer olanlardir.

()
H— (:n erken) o (en gec)
H thr - leu - azi - ton - pro - lac - gal - thi
1 leu - thr - thi - gal - Jac - pro - ton - azi
2 pro - ton - azi - lew - thr - thi - ga - |lac
7 ton - az - lew - thr - thi - gal - Jac - pro
(b)

Hfr susu H Hfr sugu 1 O Hte susu 2
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

Orijin hoktasini (O) belirleyen nedire

F faktoru, transfer edilecek son bolumu olusturur.

Konjugasyon yeteri kadar uzun surerse kromozomun
tamami tupun icinden gecebilir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE

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

F* hiicre

Bakteri

F* hiicre

Hfr hiicre

Konjugasyon sonucunda
hiicreler
(Ekskonjugantiar)

1. Adim. F faktérii bakteri kromozomuna
girer ve hiicre Hfr olur.

Hfr hiicre

F~ hiicre

5. Adim. Konjugasyon genellikie 2. Adim. Hfr ve F~ hiicre arasinda
kromozom aktanmi bitmeden durdurulur. konjugasyon olur. F faktére bir enzim
Burada, yalmiz A ve B geni aktanimig tarafindan centik atilr, kromozom
olur. transfer orijini (O) olugturulur.

4. Adim. Kromozom aktarimi devam ederken 3. Adim. Kromozom transferi konjugasyon
her iki iplikte replikasyon baglar. F faktori, tilp boyunca olur. Hfr kromozomu saat
kromozomun sonunda olup orijine bitigiktir, yéniinde ilerder.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

F' durumu ve Merozigoftlar

1959 viinda yapilan deneylerde, kromozoma katilmis olan
F faktdrunun serbest kalabilecegi ve hucrenin tekrar F*
durumuna donebilecegi anlasiimistir,
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

F' durumu ve Merozigoftlar

Bu durumda F fakiorU cogunlukla kendisi ile beraber,
kendisine bitisik birkac geni de beraberinde goturdr.

Bu durumu Hfr ve F*'dan ayirmak icin F’ simgesi kullanilrr.

F' bakterisi, F* 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 faktdr, F-
hicreye gecer.

Sonuc¢ olarak kromozomun hangi geni F faktérione
gecmisse, o gen alici hucrede iki adet bulunacaktrr.

Bu durum, merozigot olarak adlandinian kismi diploit bir
hUcre yaratrr.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

F' durumu ve Merozigoftlar

F' merozigot hucreler saf kulturler halinde elde edilebilirler.

Bu hUcreler bakterilerdeki genetik regulasyon
calismalannda son derece faydalidir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genetik Kavramilar,
o ' Klug, Cummings & Reece)

Hfr hiicre F faktéri

;

1. Adim. F faktdriiniin kmmozomd\

aynimasi baglar. Aynima esnasinda
F faktrii kromozomun bir bélumiini

Kon)| ucunda Ave Ebd /
|:E:zlon son (Ave Igelerini) tagr
(Ekskonjugantlar)

F'hiicre

2. Adim. Ayriima tamamlanir.
Aynima esnasinda, kromozomun
A ve E bolgeleri F faktoriinde kalir.

Hiicre F' ne déniigiir.
F Merozigot
a E
F'hiicre

5. Adim. F faktoriindn repli ve aktanmi
tamamlanir. F~ alicr kismi diploit (A ve E
bélgesi igin) haline gelir ve merozigot olarak
isimlendirilir. Bu hlicre ayn zamanda F' dir.

F~ hiicre

3. Adm. F' hicre degisime ugramig
bir F* hiicredir ve F~ bir hiicreyle
konjugasyon yapabilir.

SEKIL 6-11 Hfr bakterisinin F* haline
dénlsumi ve takiben F hixre ile
caprazlanmasi. D&nlsum, F faktorun
kromozemdan ayriimasi ile olusur,
kromozomdan aynlirken bir veya daha
fazla geni de beraberinde tagiyabilir
(A ve E). F~ bir hicre ile konjugasyonu

4. Adim. Bir iplik transfer takiben, alic hucre kismi diploid olur
oldugu zaman F faktdrli ve merozigot adini alir. Bunlar F~
replike olur. verici hicreler gibi hareket eder.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Rec proteinleri

Alici hUcrede genetik rekombinasyon gercekte nasil
meydana gelmektedire

Verici DNA, alici kromozomdaki benzer bdlgeye nasil
yerlesmektedire

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 proteinleri

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 acilmamis cift iplikli DNA molekulinUn
rekombinasyonunda onemli rol oynar.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Rec proteinleri

Tek iplik yer degistirmesi bircok bakteri hUcresinde
rekombinasyon sirasinda yaygin olarak gorulur.,

Cift iplikli DNA hUcreye girdigi zaman ipliklerden biri
cogunlukla parcalanir.

Tamamlayicl iplik ise rekombinasyon icin kaynak olarak
kalr.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Rec proteinleri

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

RecA peoteini, bu rekombinasyonu kolaylastirrr.

RecBCD proteiniise DNA sarmalini acmakla gorevlidir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

F taktorler aslinda plazmitlerdir !l

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

Bu yapinin gunumuzde bilinen adi plazmit'fir.

Plazmit replikasyonu, konak hucrenin replikasyonunu
gerceklestiren enzimler taradindan gerceklestirilir,

Plazmitler, hUcre bolUnmesi sirasinda konak kromozomu
lle birlikte yavru hUcrelere dasgilr.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

Plazmit cesitlert

Plazmitler, tasidiklarn genetik bilgiye gore
siniflandiniabilirler.

F plazmitleri cinsiyet piluslarinin olusumu icin gerekli genleri
tasir.

Diger plazmitler ise R ve Col plazmitleridir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

R plazmitlert

(a)
R plazmitlerinin cogu iki
bilesenden olusur:

O Direnc transfer faktoru
(resistance transfer factor-RTF)

O Bir veya daha fazla r-
belirlevicileri (b)

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

(@)

(b)

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

Prof. Dr. Bektas TEPE

R plazmitlert

()
Her biri bir sinif antibiyoftige

direnc icin dzellesmistir.

Bu plazmitleri taslyan
bakteriler ilgili antibiyotiklere
direnc ozelligi gdsterir.

(b)

Ancak direnci belirleyen
genetik bilgi alici hUcreye
transfer edilmez.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

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.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Col plazmitleri

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

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

Bu proteinler kolisin olarak adlandinlir ve komsu hucreleri
dldurebillir.
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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
baszisiklik proteinlerini kodlarlar.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Col plazmitleri

Col plazmitleri konjugasyon ile diger bakterilere
tasinmaziar.

Plazmitler gen aktarimi konusunda buyuk onem
arzetmektedir.

llerleyen bdlumlerde plazmitlerle gen aktanmi ayrintili
olarak ele alinacaktir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Transformasyon

HUcre disindan kUcUk bir DNA parcasinin canli bir bakteri
tarafindan alinmasidir.

AlicI hucrede kalici genetik degisiklise neden olur.

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

Transformasyon

Transformasyon iki temel islevin gerceklesmesini saglar:
O Alici hUcreye DNA'nIN Qirisi

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

Bazen DNA hUcre icine girebilir ama homolog DNA ile yer
degistirmeyebilir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Alici uyumlu hucreler

Transformasyon yalnizca alici uyumlu (ehil, kompetan)

hucreler tarafindan gerceklestiriimektedir.

DNA'NnIN girisi, bakteri yUzeyindeki reseptdr bdlgelerinden
olur.

HUcreye giren DNA'nin ki ipliginden biri nUkleazlarla kesilir
ve tek iplik kalir.
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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 araciligiyla homolog bdlgedeki DNA ile yer
degistirir.

Cikarilan kromozom parcalanir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Heterodubleks DNA yapisi

Transformasyon, yvabanci DNA'nin bakteri kromozomuna

entegre olmasi ile sonuclanrr.

Bu durumda bakteri, ayni iplik Uzerinde hem kendi orijingl
kromozomunu hem de yvabanci DNA'viI icerecektir.

Bu yapiya heterodubleks yapi adi verilr.
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(Kaynak: Genetik Kavramiar,

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

Ahca-uyumlu bakteri

Transforme Reseptor bolgesi
edilecek
DNA
(cift iplikli) Bakteri
| Kromozomu

§

DNA girisi

ba;ITullr.

1. Adim. Hiicre disit DNA
alici-uyumlu hiicrenin
Transformasyona ugramis hiicre reseptor bolgesine
o baglanir.

Transformasyona ugramamis hiicre

@

5. Adim. Hiicre béliinmesinin 2. Adim. DNA hiicreye
bir dongiisiinden sonra, transforme girer ve iplikler aynlir.
olan ve olmayan hicreler olusur.

Transformasyona
ugrayan iplik  parcalanmig
iplik

Heterodubleks

\_/
4. Adim. Transformasyona ugrayan DNA, 3. Adim. Transformasyona ugrayan DNA'nin
konak kromozomuna katilir, homolog bélgesinin bir ipligi parcalanir; diger iplik, konak hiicre
yerine gegerek bir heterodubleks olugturur. DNA’sindaki homolog bélge ile eslesir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Birlikte franstormasyon
kotranstormasyon

Transformasyon yapilabilecek DNA uzunlugu E. col

kromozomunun yvaklasik 1/200'U civarindadrr.

10.000 ile 20.000 nukleotit cifti arasinda degisir.

Bu uzunluk pekcok geni kodlamak icin yeterlidir.

Birbirine bitisik ya da yakin olan genler birlikte transfer
edilir.

Bu olaya birlikte tfransformasyon (kofransformasyon) adi
verilir.

72



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

Bakteriyofajlar

Fajlar olarak da bilinirler.

Konak organizmalari bakteriler olan viruslerdir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Geneﬁk Kavramiar,
Klug, Cummings & Reece)

T4 fq

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 virGsUn bas
kismini olusturur.

DNA'nin iginde

paketlendigi
bags kismi
Tiip = Halkasal boyun

Gévde Kuyruk
kilfi / Kuyruk

iplikleri
Taban plakasi
Olgun T4 faji

\\

}3\
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

T4 fq

DNA'sI 150'den fazla geni kodlayacak bUyUklUktedir.

Ayrica bir de kuyruk kismi bulunur.

DNA'nin iginde
paketlendigi
bas kismi

Tiip Halkasal boyun

Govde 2 [ faynk
kilifi / \ Kuyruk
iplikleri
Taban plakas

Olgun T4 faji
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

T4 fq

Kuyruktan cikan kuyruk iplikleri ve bunlann ucunda
baglanma bdlgeleri bulunur.

Bu bdlgeler, E. coli hUcre duvar yUzeyindeki 6zgul
bolgeleri tanur.

DNA'nin iginde
paketlendigi
bas kismi

Tiip = Halkasal boyun

= _— | K k
Govde ﬁ‘/ = Ayru
kilifi /7\% = \ Kuyruk

iplikleri
Taban plakasi
Olgun T4 faji
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

T4 fajinin hayat dongusu

Virusun konak bakteri hucresine tutunmasiyla baslar.

ATP enerjisi ile kuyruk kiliflan 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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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: GenQT|k Kavramiar,
Klug, Cummings & Reece)

T4 fajinin hayat dongusu

Ayrica konak DNA'sinin parcalanmasi da gerceklesir.

Faj DNA replikasyonu sonucunda viral DNA molekuUlu
havuzu olusur.

Daha sonra bas, kuyruk ve kuyruk iplikleri sentezlenir.

78



Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: GenQT|k Kavramiar,
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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(Kaynak: Genetik Kavramiar,

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

Konak
kromozomu
1 Adim. Faj konak bakteri i
hiicresine tutunur.
Konak
T "? kromozomu
5. Adim. Konak hiicre eritilir; 2. Adim. Faj DNA'si enjekte
fajlar serbest birakilir. edilir, konak DNA’si pargalanir.

4. Adm. Olgun fajlar ¥~~~ 3. Adim. Faj DNA’s! replike olur,

olugur. faj protein bilegenleri
sentezlenir.



Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Plak deneyi

VIrus yo unun hesaplanmasi

Virus ile enfekte olmus bakteri kUlturunden, seri

sulandirmalar yapilarak saf bakteriyofqaj kulturt elde
edilebilr.

Daha sonra bu sulandirmalardan alinan érnekler ile (0.1

ml) saglikli bakteri kultironden alinan ornekler karistinlarak
besiyerine eKilr.
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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 fqgj ile enfekte yerlerde hucre ¢cimi yerine plak adl
verilen acik alanlar olusur.

Baslangic kulturinden yapilan seri sulandinmlar takiben
olusan plaklar sayilarak baslangic kUltorondeki virds
yogunlugu hesaplanabil.
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Prof. Dr. Bektas TEPE

Bir bakteriyofaj kiiltiirinin seri sulandirim

1.0mL

0.1 mL

0.1 mL

0.1 mL

N

1

#

1

Toplam

Bt 10 mL 10 mL 10mL 10 mL 10mL
Sulandirma 3 7
-l=l|| 0 10 10 10° 10

ﬁ' R, -,
| I - o . LIS J
< _’ S /
103 sulandinm 10 sulandmm 107 sulandinm
Tum bakteriler erir 23 plak olusur ~ Yaygin bakteri
(yaygin plak ¢imi (plak
gorunimi) olusumu goriilmez)
Nutrient agar tabakasi Enfekte olmamig
ve bakteriler bakteri gogalmasi

Agar
tabakasi

l 0.1 mL

Plak

L‘q -

l 0.1 mL

l 0.1 mL

5 )

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

Lizojeni

Virus ile bakteri arasindaki iliski her zaman lizis ile
sonuclanmaz.

Bazen virUs, bakteri sitoplazmasina girdikten sonra, DNA's
replike olmak yerine bakteri kromozomuna katilrr.

Bakteriyel kromozomun her replikasyonunda viral DNA da
replike olur.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: GenQT|k Kavramiar,
Klug, Cummings & Reece)

Lizojeni

Yeni virusler olusmaz ve hucre lizise usramaz.

Ancak kimyasal maddeler, UV muamelesi gibi uyarilara
cevap olarak viral DNA avrilip yeni virusler olusturmak
uzere lizise yol acabilir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

Birkac yeni fanim

Bakteriyel kromozoma katiimis viral DNA'ya profqgj denir.

Hem hucreyi lizise ugratan hem de profaj gibi davranan
virslere ml (temperate) denir.

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

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

Birkac yeni fanim

Profaj iceren bakteri lizojenize olmustur ve lizojenik olarak
adlandirilr,

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,

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

Transduksiyon

Bakteriyofajlar araciligi ile yapilan bakteriyel
rekombinasyon islemidir.

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

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

Lederberg-Zinder deneyi

« Sirayla uygulanan

Bu arastirmacilar okzotrofik b e e
Salmonella suslar olan LA-22 ve & W

LA-2'yi minimal besiyerinde |

karistirarak prototrot hUcreler

elde etmislerdrr. Sugla2 — |- L susla22
(phe* trp* met™ his™) | (phe” trp~ met™ his*)
LA-22, fenilalanin ve friptofan | e |
aminoas |ﬂ erinli . Minimal Filtreden besiortami Minimal besiyerine
sentezleyememektedir (DNE™  wimve inkibasyon  hicreler geceimer | inkibasyon

trp7). l i

LA-2 ise methionin ve histidin
aminoasitlerini sentezleyemez ;
(methis).

Cogalma yok Prototroflar cogalir
(prototrof yok) (phe” trp™ met™ his*)



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

Lederberg-Zinder deneyi

« Sirayla uygulanan

Protoftroflar ise hepsini | gl besns/emme st
sentezleyebilmektedir (phe @
frp*met*his?). |

(phe* fr;')ilr:v\;f_ his")» = | —(phe_st;f_l-rﬁ;? his*)

Ik bakista bu |
rekombinasyonun kaynasi | ~ |

Minimal Filtreden besiortami  Minimal besiyerine
konjugasyon olarak ekim ve idbesyon | ikrsler gaer . Inktiason
dustnOIMUstr. | |
Daha sonra Davis U-t0pU RS
kullanilarak konjugasyon ST
olmadigl anlasiimistir. el e )
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

Lederberg-Zinder deneyi

Davis U-tUpU, bakterilerin i Lt
gecemedigi, ancak besiyerinin & W

her iki tarafa gecisine izin veren |

cam bir filire icermektedir.

SusLA2 L suslA-22
(phe* trp* met™ his™) | (phe” trp~ met™ his*)

TOpuUN bir tarafina LA-22, diger

tarafina da LA-2 hicreleri | b |

ye I’|eSTII’I| mISTII’ Minimal Filtreden besiortami  Minimal besiyerine
besiyerine her iki tarafa gecerken ekim ve

ekim ve inkiibasyon  hiicreler gecemez inkiibasyon
Her iki taraftan da érnekler l i
alinarak minimal besiyerine
ekildiginde sadece LA-22 -
bakterilerinin oldugu tarafta SR
prototroflarin cogaldigl -
gorGImUstr. K it bpcielt s
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Lederberg-Zinder deneyi

Ezer bundan konjugasyon P o o
sorumlu olsaydi, Davis U- &

tUpunun konjugasyonu
tamamen engellemesi

SusLA-2 ——— SuslA-22

g ere |(Il’dl . (phe* trp* met™ his™) | | (phe " trp~ met™ his™)

- | ~ A
B ura d a g en eh k Minimal Filt_rgd::gesiortaml Minimal besiyerine
rekombinasyonun Kaynagi LA-2 . eiiiheyon “hiceier geemes * inkibasyon
hUcreleridir (phe* ve trp*). | |

Fakat bilgi, LA-2 hUcrelerinden
filtreyi gecerek LA-22 \
hucrelerine nasil aktanimistire

Cogalma yok Prototroflar cogalir
(prototrof yok) (phe” trp* met™ his")



Prof. Dr. Bektas TEPE

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

Lederberg-Zinder deneyi

Bunu saglayan faktore filtre
edilebilen ajan (FA) denilmis
ve bilgi aktarmindan sorumliu

oldugu dUsUnulmustar.

Arastirmacilar, genetik
rekombinasyon olayinin,
Salmonella LA-22 hucrelerinin
kromozomunda baslangicta
profaj konumunda bulunan
bakteriyofaj P22 ile yapildigini
ogrenmislerdir.

« Sirayla uygulanan
! basing/emme sistemi

> W

SusLA2 L suslA-22
(phe* trp* met™ his™) | (phe” trp~ met™ his*)

. " 4N

Minimal Filtreden besiortami  Minimal besiyerine
besiyerine her iki tarafa gecerken ekim ve
ekim ve inkiibasyon  hiicreler gecemez inkiibasyon

: i

Cogalma yok
{prototrof yok)

Prototroflar cogalir
(phe” trp™ met™ his*)

23



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

Lederberg-Zinder deneyi

P22 profaji nadiren litik faza [ e wtion:
gecebilir, cogalir ve LA-22 D, L |
hocrelerinden salinir. "

Fajlar bakterilerden kucUk olduklar sustaz L& [
icin U-tUpUn gozeneklerinden (phe* trp* met~ his) | | 5| (phe "t met* his*)
gecebillir. ,7 |

Profai, bakteri hcrelerinin besyerne e i tarafa gegerken | ckimue
kromozomundan Gyn“rken bazen ekim ve inkiibasyon  hiicreler gecemez inkiibasyon
bir miktar bakteri kromozomunu da

beraberinde alr. l i
Eger bu bolgeler phe* ve trp* RLIRE
genlerini taslyorsa bu bilgi, diger :
bakteriye aktarilacaktrr. Cogalma yok Prototroffar gogalir

(prototrof yok) (phe” trp* met™ his")



Prof. Dr. Bektas TEPE

Transduksiyon cesitleri

Ozellesmis transdUksiyon

Genellestiriimis transduksiyon

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

Buna ozellesmis transduksiyon denir.

Bu tip transdUksiyonda fqj, kendi DNA'sina ilave olarak,
pakteri DNA'sina ait birkac &zel gen tasir.

26



Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Genellestiriimis fransduksiyon

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

Virus, paketlemis oldugu bu bakteriyel DNA'yI baska bir
hucreyve enjekte ettisinde 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 fransduksiyon

Sitoplazmada kalmasi durumunda replike olmaz.

Ancak mitoz bolunme ile yavru hucrelerden birine gecer.

Bu durumda hicrelerden sadece biri fransduksiyon ile
gecen genler acisindan kismi diploit olur.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Genellestiriimis fransduksiyon

Buna tamamlanmamis (basarisiz, abortif) transduksiyon
denir.

Eger bakteriyel DNA, bakteri kromozomunun homolog
bolgesi ile birlesirse mitoz bdlUnme ile 1TUm yavru hucrelere

gecebilir.

Bu isleme de tamamlanmis transduksiyon denir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE

Konak Enjekte edilmig
kromozomu faj DNA'si
1. Adim. Faj enfeksiyonu
" & &
6. Adim. Bakteri DNA's alici 2. Adim. Konak DNA'sinin

kromozoma katiir. pargalanmasi ve faj DNA'sinin

replikasyonu olur.
5. Adim, Kusurlu faj ile bagka bir hiicre enfekte 3. Adim. Faj protein bilegenleri

edildiginde bakteri DNA’si faj tarafindan bu biraraya getirilir.
hiicreye aktanlir
Bakteri DNA'sI
paketienmis kusurlu ‘ w
faj '

4. Adim. Olgun fajlar olusturulur ve salinir,

(Kaynak: Genetik Kavramiar,
Klug, Cummings & Reece)
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
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, fransduUksiyon ile birlikte tasinabilir.

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

Prof. Dr. Bektas TEPE

Fajlarda mutasyon (r mutasyonu)

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

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

Normal T2 plaklan kucuk, yayain,
acik bir hale ile cevriimis berrak bir
merkeze sahipfir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Fajlarda mutasyon (r mutasyonu)

Alisiimadik plaklar ise daha bUyuk
ve dis cevreleri daha belirgindir.

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

CUnkU plaklar daha genistir, daha
hizh ve daha verimli hayat
dongUsune sahip fajlarn Uredigini
gOstermektedir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

Fajlarda mutasyon
konak secenegi-nos 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 T2 fajlar, E. coli B-2
hicrelerini de enfekte edebilmektedir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Karisik enfeksiyon deneyleri

Bu deneylerde iki farkli mutant fajin, ayni bakteri hUcresini
ayni anda anfekte etmesi saglanmistr.

Her bir mutant faj, farkl genler icerdigi icin bu olaya
genler arasi rekombinasyon adi verilir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: GenQT|k Kavramiar,
Klug, Cummings & Reece)

Karisik enfeksiyon deneyleri

Ornegin; 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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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Karisik enfeksiyon deneyleri

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

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

Bu ornekteki rekombinasyon sikligi 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?

Faj enfeksiyonunun erken safhalarnni takiben fqj
kromozomu replikasyona baslar.

llerleyen asamada bakteri sitoplazmasinda faj kromozom
havuzu olusur.

Eger iki farkll faj tarafindan enfeksiyon gerceklesmis ise,
kromozom havuzunda her iki kromozom tipi de
bulunacaktrr.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

Peki rekombinant fajlar nasil olustu?

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 degisimi
gerceklesebilr.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

T4 fajinda rll lokusu

Genetik anadlizlerde, incelenen genin cok sayida

Mmutantini izole etmek son derece onemlidir.

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

rll lle yapilan calismalarda yaklasik 20.000 farkll mutant
elde edilmisfir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
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 fip fajlar hem B hem de K12'vi lizise
ugratabilmektedir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

T4 fajinda rll lokusu

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

63 12

E. coli B'nin ayni anda
enfeksiyonu ve rekombinasyonu

-_/l\_z_,.

l Rekombinantlar

Y
SSSTE————— Jm

iki mutasyon tastyan gen Yeniden yapilanan yabanil tip gen

\
Olusan faj E. coli B'de Olusan faj hem E. coli B'de
cogalirken K12'de () hem de K12 (A)
¢ogalamaz cogalabilir
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

T4 fajinda rll lokusu

sl i)™ T . i)™

Eger iki farkll mutant sustan 163 l 12

olusan fajlarin E. coli B susunu erfoksyons e rakombinasyon
ayni anda enfekte etmesi

saglanirsa, S*{ —
|

ki mutant bolge arasinda l AelomBiiantias l
meydana gelen parca degisimi - w- = -

iki mutasyon tastyan gen Yeniden yapilanan yabanil tip gen

sonucunda oldukca nadir de
OlSO vaOnll TID rekomblngnﬂgr Olusan faj E. colli B'de Olusan faj hem E. coli B'de
olusacaktr. PN o




(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

T4 fajinda rll lokusu

sl i)™ T . i)™

Ezer % 99.9 rll faji ve % 0.1'den 163 l 12

az beOnII fGJ Igeren fOJ ghggliisggmxa:/);mr::oﬁbinasyonu
populasyonunun K12'yi enfekte

etmesi saglanirsa, %
|

Yabanil tip rekombinantiar l Rekombinantiar l
tekrar ortaya cikar ve yabanil  -emam—m - - -
. . . Iki mutasyon tasiyan gen Yeniden yapilanan yabanil tip gen
tip plaklar basaril bir sekilde
Ol U STU rur. Olusan faj E. coli B'de Olusan faj hem E. coli B'de

cogalirken K12'de (A) hem de K12 (A)
¢ogalamaz cogalabilir



Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genejk Kavramilar,
Klug, Cummings & Reece)

rll mutasyonu ile tfamamlama
deneyleri

Seymour Benzer, E. coli K12 susunu, iki farkli rll mutant sus

ciffi ile ayni zamanda enfekte etmistir.

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

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

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

rll mutasyonu ile tfamamlama

deneyleri

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

(a) Tamamlama (iki farkli sistronda iki mutasyon)

Sistronlar Sistronlar
A B A B
il lokusU R ™= X ™ i l—— =
Mutasyonl l l l Mutasyon
Viriis gen
drtnleri A B A 8
Bozuk Islevsel l Islevsel Bozuk

Ayni andaki enfeksiyon ile tamamlama olur,
cunkii iglevsel A ve B triinleri mevcuttur

.. .. .. °
E. coli K12(A) yaygin ¢ogalma * o :' N
" .. &

Yabanil tip
T4 plaklarn
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: GenQT|k Kavramiar,
Klug, Cummings & Reece)

rll mutasyonu ile tfamamlama

deneyleri

Arastinci, ayni anda olan bu enfeksiyon sirasinda her bir
mutant susun, digerinde olmayan bir seyi temin ederek
yvabanil islev kazandigl sonucuna varmistir.

Bu olay, tamamlama (komplementasyon) olarak bilinir.

(a) Tamamlama (iki farkl sistronda iki mutasyon)
Sistronlar Sistronlar

A B A B
ril lokusu =Gl " S X - A E—
Mutasyonl l l l Mutasyon
Viriis gen
drdnleri B A B
Bozuk Islevsel l islevsel Bozuk

Ayni andaki enfeksiyon ile tamamlama olur,
cunkii iglevsel A ve B trlinleri mevcuttur

e* "o °
: o e, Yabanil tip
E. coli K12(A) yaygin ¢cogalma . _: 3. : . T4 plakian
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(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 . l—"—
Mutasyon Mutasyon
Viris gen
ariinleri A B A B

Bozuk Islevsel Bozuk Islevsel

Ayni anda enfeksiyon ile tamamlama goériimez,
cUnki islevsel A Grini yoktur

E. coli K12(A) yaygin ¢oJalma Plak olusmaz
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

rll gen haritas

Seymour Benzer, birkacg yillk calismadan sonra
(rekombinasyon analizleri, rll lokusu parca cikarma testleri
vb), 14 fajinin rll lokusunu icine alan iki sistronun genetik
haritasini cikarmistr.

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

rll gen haritas

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

Bu bdlgelerde mutasyon olma olasiligl, birkac mutasyon
gorUlen alanlardan daha fazladrr.

Ayrica hicbir mutasyonun olmadigi alanlar da mevcuttur.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

rll gen haritas

Calismalar sirasinda 200 kadar rekombinasyon biriminin
yverinin belirlenemedigi fahmin edilimektedir.

Arastirmaci, 1955 yilinda genlerin bolunmez bir birim
oldugunu,

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

Biz bunlann bugun, DNA'yi 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 sMo:ucu
)= = = = = = = e —
)~ = = = = = = = = = = m e e e m s EE e m s m - - E— -
- AL ELEEELLEELLILLLLEEEEE L R -
L. Seri S~ = - =.e=..e.an o o f om0 o & 4 o e o - o
- ven R~ = = = = = = = - - - - - s —
-~ = = = = = = = - - - +
- = = = =y +
oA | a2 | a3 | om | oas | as | a7 |
P - -
. )~ ~ = == == === <= -
. Sed R~ = = = <y +
| Asa | Asb | ASc | Asd |
-O:::-'—\\- +
IIL. Seri L JOLEELELELL L L EE [ =
T R [ +
| Ascl | ASc2 | ASc3 | ASc4 |

SEKIL 6-24 Bilinmeyen r mutasyonunun pozisyonunu belirlemek igin kullanilan r// genetik bélgesinin A
sistronundaki értusen g delesyon serisi. Ornegin, eger yabanil tip projeni rekombinantlarinin Uretimi igin
I. serideki her delesyon (kesikli ¢izgi) bir mutant susa karsi denenmis ve sagda gosterildigi gibi sonuglar

(+ veya -) alinmigsa, mutasyon A5 pargasinda olmalidir. Il. seride mutasyonun yeri daha daraltilarak ASc
pargasina ve 3, seri de A5c3 pargasina indirilmistir.

122



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

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

rll gen haritasi

: : o MR AZCQAZe : iR of
TTTT TTTT RS EBRERERE] T LI} Trrrni ?l LI LI T T TITT Tr S
AlIA  Albl Alb2 A2a A2b A2d A2f  A2g
A2h1 ==
A2h2 4
A4dd  Ac  Ada  A3h A3g A3f Ale A3a—d A2h3 "R
Ae F ‘ “Ab A3 . -
Adf
A9 asa  ASb ASC1 ASC2  ASd Aéal A6a2 Aéb
Sicak nokta Sicak nokta AbcC
B6 BS B4 B3 B2 B1
}lllllllllll llll{".lllfl 11"1 l:'llll“l{' lll‘".l,‘_l'é'll‘l" St lllé' Il"!']:“l,l'lll‘l’llll‘l"lr
;g‘;uﬂ%‘ o™ EHH" E ;55 d E H'E BEH HEUHH i
: ! lllrlF:q{-%;l l{fE:%}] n :<
B7 Eg l% ‘}'l o uq:JJ c 5 : S
3 . o Hh— Cok sayidaki bagimsiz 1.
*}) 9 _HH 58 P mutasyonlar nn |
,\'\gl”}’ 1 I:I:. ;T::I:l $l l‘l‘g El‘?‘??’l‘l‘: Ty l‘;u? ‘;dlq 1? COk saY'daki baglmSIz
B8 B9a B9bB10 mutasyonlar

SEKIL 6-25 T4 fajinin ril lokusunda A ve B sistronlarindaki mutasyonlarinin kismi haritasi. Her kare bagimsiz
olarak izole edilen mutasyonu goésterir. “Sicak noktalar” olarak isimlendirilen, mutasyon sayisinin en fazla
oldugu iki alana (A6cd ve BS) dikkat ediniz.
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