9 BAKTERILER VE BAKTERI VIRUSLERINiIN GENETIGi

Gegmisteki genetik arastirmalarin ve bu giinkii molekiiler genetik calismalarin biiyiik
kism1 bakteriler ve onlarin virtsleri ile ilgilidir. Bakteriler, genetik bilgiyi tasiyan ve
Okaryotlarinkine yapisal olarak benzemeyen bir “kromozom”a sahiptirler. Prokaryotlar
olarak bilinen zarla ¢evrili bir ¢cekirdege sahip olmayan organizmalar icinde yer alirlar.

Virtsler organizmalardan oldukg¢a farkhidirlar. Bazi 6zellikler bakimindan (genetik
materyal tasimalari) canlilara benzer olsalar da bagimsiz olarak ¢ogalamamalarindan
dolay1 ¢ogu yasambilimci tarafindan cansiz olarak kabul edilirler. Virtiisler ¢cogalabilmek
icin diger hiicrelerde parazitlesmek zorundadirlar. Bakteri paraziti olan viriislere bak-
teriyofajlar veya kisaca fajlar denilmektedir.

Bakteri ve virtiislerin kalitim 6zellikleri 6karyotlarinkinden oldukga farklilik goste-
rebilmektedir. Bakteriler hiicrenin biiylimesi ve boliinmesi seklinde gerceklesen eseysel
olmayan (aseksiiel) lireme sekline sahiptirler, bir hiicre ikiye boéllinerek cogalir. Buna
ragmen eseyli liremeye benzeyen, yani farkli kaynaklardan gelen genetik bilginin kari-
simini saglayan mekanizmalar da vardir. Dolayisiyla bakteri ve bakteriyofajlar farkl tip
gen aktarim mekanizmalarina sahiptirler.

Bakterilerde ancak DNA'nin hiicre icine iletilmesi durumunda rekombinasyonun
olustugu bilinmektedir. Hiicre icine DNA iletimi temelde ti¢ farkh sekilde gerceklestirilir:
i) transformasyon, sadece ¢iplak DNA'nin hiicreye alinmasi, ii) konjugasyon, plazmit
denilen bir kromozom dis1 genetik elementin transferi veya bu elementin yardimiyla
kromozomun bir parc¢asinin transferi, iii) transdiiksiyon, bir virlis araciligiyla DNA
transferi. Herhengi bir sekilde transfer edilen DNA molekiilleri hiicresel genomla integre
olabilir veya otonom elementler olarak sitoplazmada varligini stirdiirebilir.

9.1 Mikroorganizmalarla Calisma

Bakteriler hizla boliiniirler ve kiiglik alanlar1 isgal ederler. Bu nedenle genetik model
organizmalar olarak cok kullanishdirlar. Hiicre ikiye boliinerek cogalir ve sayilari loga-
ritmik olarak artar (1-2-4-8-16—-32...). Cogu bakteri hareketsizdir ve bir kat1 besi-
yerinin yiizeyine ekildiginde hiicre sayilar1 107’ye ulasana kadar ¢iplak gozle gozlene-
mezler. Ciplak gozle gozlenebilen bu hiicre yi1gin1 koloni olarak adlandirilir. Her koloni
tek bir atasal hiicreden koéken aldigindan bir koloninin tiyeleri klon (klon hiicre) olarak
bilinir.

Yabani tip bakteriler prototrof olarak bilinir, yani minimal besiyerinde temel bir
karbon kaynagini kullanarak ihtiya¢ duyduklar tiim yapitaslarini ve enerjiyi saglayarak
tireyebilirler. Bir veya daha fazla hiicresel yapitasini sentezleyemeyen bakteri hiicresi
oksotrof mutant olarak bilinir S6zgelimi met mutantlar1 metionin sentezleyemezler,
disardan hazir olarak almak zorundadirlar. Diger bir mutant sekli belli bir enerji kayna-
ginin kullanimi yetenegi ile ilgilidir. Baz1 yabani tipler belli bir enerji kaynagini kullana-
biliyorken mutantlar kullanamazlar (laktoz*, laktoz’). Diger bir mutant kategorisinde
yabani tipler bir gelisme baskilayicisi (antibiyotik, agir metal gibi) varliginda lireyemez-
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ken mutant hiicreler iireyebilirler, bu tip mutantlara diren¢ mutantlari denir. Biitlin bu
mutant tipleri genetikcinin farkl suslari ayirt etmesine izin verir. Ayrica deneylerde kul-
lanilan genom ve hiicrelerin (bakteri) takibini miimkiin kilan genetik isaretleyiciler
(genetik marker = genetik belirte¢) olarak is gorirler. Bakteri genetiginde kullanilan
bazi genetik simgeler Tablo 9.1’de verilmektedir.

Tablo 9.1: Bakteri genetiginde kullanilan bazi genetik simgeler.

Simge | Simge ile baglantili karakter veya fenotip
bio- | Minimal besiyerine biotin ilavesi zorunlulugu

arg- | Minimal besiyerine arjinin ilavesi zorunlulugu

met- | Minimal besiyerine metionin ilavesi zorunlulugu

lac- | Karbon kaynagi olarak laktozu kullanamaz

gal- | Karbon kaynagi olarak galaktozu kullanamaz

strr | Streptomisine direncli

strs | Streptomisine duyarh

9.2 Bakteriyel Konjugasyon

Bakteriler eseyli iireme ve rekombinasyona benzer her hangi bir siirece sahip midir?
1946 yilinda ]. Lederberg ve E. Tatum tarafindan zekice tasarlanmis ve bakterilerde esey
benzeri bir silirecin varhigin1 gésteren deneyler yapilmistir. Bu arastiricilar iki Escheric-
hia coli susuyla ¢alistilar. Sus A minimal besiyerine eger metionin ve biotin eklenirse, sus
B’de treonin, 16sin ve tiamin eklenirse iireyebilirler:

Sus A: met- bio- thr* leu* thi*

Sus B: met* bio* thr- leu- thi-

Sus A ve sus B bir temel karbon kaynagi iceren minimal besiyerine ayr1 ayri ekil-
diklerinde, her ikisi de oksotrof mutant olduklarindan koloni olusturamamislardir. Bu
iki sus birbiriyle karistirilip kisa bir siire bekletildikten sonra minimal besiyerine ekil-
diklerinde az sayida (1/107) koloni iireyebilmis yani prototrofik 6zellik gostermistir.
Dolayisiyla minimal besiyerinde tlireyebildiklerine gér bunlar yabani tip olmalidirlar. Bu
sonug iki oksotrofun genomlar1 arasinda rekombinasyon meydana geldigini, boylece
prototroflarin meydana geldigini gostermektedir.

Prototroflugun her iki sus tarafindan ayri ayr1 sentezlenen bilesiklerin yardimiyla
olustugu gortisiine karsi daha sonralari bir deney ile cevap verilmistir. Hiicrelerin dog-
rudan temas edemedigi ancak besiyerinin gecebildigi bir U borusu diizeneginde iki mu-
tant sus Uretilmis ve suslarin hi¢ birinin prototrofluga gecis yapamadiklari belirlenmis-
tir. Dolayisiyla oksotrof hiicrelerin prototrof hale gelebilmeleri icin hiicrelerin fiziksel
temasinin olmasinin gerektigi ortaya ¢cikmis, prototrofiye geciste bir cesit genom birles-
mesinin gerceklestigi yani rekombinasyonun olustugu anlasilmistir. Bakteri hiicreleri-
nin, DNA transferi icin fiziksel olarak birlestikleri bu olay konjugasyon olarak adlandi-
rilmaktadir.
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1953 yilinda W. Hayes yukarida s6z edilen “caprazlama”da eslerden sadece birinin
genomunun bir kismini veya tamamini diger hiicreye transfer ettigini belirledi. Bu du-
rumda hiicrelerden birinin verici (donor) digerinin de alic1 (recepient) olarak is gordii-
gl anlasilmistir. Bu durum eslerin esit sekilde katkida bulundugu 6karyotik ¢caprazlama-
lardan oldukca farklidir. Yapilan deneylerde DNA transfer etme yeteneginin kaybedilip
tekrar kazanilabildigi ve transferin hizla gerceklestirilebildigi belirlendi. Bu durum, bazi
faktorlerin bakteri hiicrelerine bulasici bir sekilde transferinin gerceklestirildigini dii-
stindiirdii. Sonucta vericilik yeteneginin bir fertilite (F) faktorii (liretkenlik faktorii) tara-
findan gerceklestirilen kalitsal bir durum oldugu ileri siirtilmiistiir. F faktoriinli tasiyan
suslar transfer gerceklestirebilirler ve F+ olarak adlandirilirlar (Sekil 9.1).
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Sekil 9.1: Konjugasyon. Pilus iki bakteriyi cekerek yaklastirir, sonra iki hiicre arasin-

da bir képrii olusur ve bu kopriiniin acikligndan tek zincirli DNA alici1 hiicreye gecer.

Bugiin bir F faktoriiniin bakteri hiicrelerinde bulunan otonom olarak ¢ogalan hal-
kasal DNA molekiilleri olan plazmitlerin bir ¢esidi oldugunu biliyoruz. Plazmitler sitop-
lazmada kromozomdan bagimsiz olarak replike olurlar. F plazmiti F pilusu sentezini
gerceklestirir. F piluslari alic1 hiicreyle temasi saglayan hiicre yiizey uzantilaridir. Verici
hiicre F piluslariyla alici hiicreye baglanip iki hiicreyi birbirine yaklastirir (Sekil 9.1). F
plazmiti lizerinde transfer orijini denilen belli bir noktadan DNA zincirlerinin biri kopar
ve donen halka replikasyonu denen bir mekanizma ile saglam halka dénerken kirilan
zincir alicl hiicreye gecer. Alic1 hiicreye gecgen ve verici hiicrede kalan tek zincirler ¢ift
zincirli hale getirilir. Boylece eslesen her iki hiicre de F plazmitine sahip olur, F- alic1
hiicre de F* verici hale gecer.

F* suslarindan bazilarinin normal F* suslarindan daha siklikla rekombinasyona
neden oldugu da bilinmektedir. Hfr (High frequency of recombination) olarak isimlen-
dirilen bu suslar F plazmitinin hiicre genomuna integrasyonu ile olusan suslardir (Sekil
9.2a). F* x F- ¢aprazlarinda F- atalarin ¢ok biiyiik bir ¢cogunlugunun F*'ya dénilismesine
ragmen Hfr x F- ¢aprazlarinda F- suslar ne F* susa ne de Hfr susa doniisememektedir. Hfr
suslarda F DNA’sinin orijin kismindan zincirlerden biri koparak hiicreler arasi temas
bolgesinden F- hiicreye gecer. Tam bir F DNA’sinin alic1 hiicreye gecebilmesi icin biitlin
kromozomun alic1 hiicreye transfer edilmesi gerekir ki bu normal sartlarda gergekles-
mez. Dolayisiyla tam bir F plazmit DNA’s1 alic1 hiicreye transfer edilemez. Verici durum-
daki Hfr sus kromozomundaki tek zincirli bolgeler cift zincirli hale getirilir ve hiicre Hfr
olarak kalir (Sekil 9.2b). Alic1 hiicreye transfer edilen tek zincirli DNA cift zincirli hale
getirilir. Transfer edilen bu DNA ile homolog olan alic1 genom bdélgesi arasinda rekombi-
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nasyon gerceklesebilir. Rekombinasyonun gerceklesmemesi durumunda transfer edilen
DNA zamanla yok olacaktir.
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Sekil 9.2: a) Hfr olusumu. Bir F faktorii nadir olarak E. coli genomuna integre olur ve
Hfr sus olusur. b) Bakteriyel konjugasyon sonrasi rekombinasyon. Verici kromozomu-
nun tek zincirli par¢asinin aliciya transferi ve alici kromozomuyla rekombinasyonu.

Hfr hiicrenin genleri transfer orijininden itibaren kromozom tizerindeki konumla-
rina gore sirasiyla alic hiicreye gegerler: Once orijine yakin gen sonra sira ile daha uzak
olanlar. Konjugasyon sirasinda belli araliklarla konjugasyon karisimindan érnekler ali-
narak blenderle karistirilirsa hiicrelerin baglantisi kopar ve transfer durur. Bu olay dur-
durulmus eslesme olarak adlandirilir. Sonra alinan 6rnekler kat1 besiyerine ekilir ve
genetik isaretleyici karakterler aranir. Aranan genetik isaretleyicileri tasiyan hiicreler
ekskonjugant olarak adlandirilir:

Hfr azir ton" lac* gal* strs x F- azis tons lac- gal- str”

Bu caprazlamada ekskonjugantlar streptomisin iceren besiyerlerinde gelistirilerek
hangi tip isaretleyicileri tasidiklar1 analiz edilir. Her bir allel F- alic1 hiicrelerde eslesme
basladiktan belli bir siire sonra gortiliir. Verici allelleri alic1 hiicrelere orijinden itibaren

sirayla tasidifina gore bir ekskonjugant populasyonunda allellerin alici hiicrelerde go-

rilme sikhig orijinden uzakhklariyla dogru orantih olarak azalacaktir (Sekil 9.3).
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Sekil 9.3: Durdurulmus eslesme konjugasyon deneyl a) Eslesme sonrasmda ekskon-
jugantlar arasinda verici allellerinin zamana bagh sikligini1 gosteren grafik. b) Zamana
bagl olarak genetik isaretleyicilerin sematik gériiniimi.

Hfr allellerinin alic1 hiicrelerde sirali olarak goriilmesi ve zamana bagh olarak go-
rillme sikliklarindaki farktan faydalanilarak bakteriyel genlerin haritalanmasi miimkiin
olmaktadir (Sekil 9.3’li inceleyiniz). Bakteri kromozomu ilizerinde F plazmitlerinin farkl
bolgelere integre olmasiyla olusmus farklh tip Hfr suslar1 kullanilarak farkli kromozom
bolgelerinin haritalanmas1 miimkiindiir.

Bakterilerdeki rekombinasyon olay1 ékaryotlardaki gibi tam bir kromozomal es-
lesmeyle gerceklesmez. Alici hiicrenin (F-) kromozomu rekombinasyona katilir ve en-
dogenot olarak adlandirilir. Hfr vericiden saglanan tam olmayan kromozom pargasi ise
eksogenot olarak adlandirilir. DNA eslesmesi ve rekombinasyon tam bir kromozom
olan endogenot ile baska bir kromozomun parcasi olan eksogenot arasinda gerceklesir.
Bu durumda hiicre (eksogenot boélgesi bakimindan) kismi olarak diploittir yani merozi-
gottur. (Herhangi bir sekilde genomun belli bolgesinin iki kopyasini tasiyan bakteri hiic-
releri de merozigot olarak adlandirilir).

Baz1 Hfr suslarinda F plazmiti kromozomdan ayrilabilmekte ve integrasyon once-
sindeki otonom haline dénmektedir. Bu ayrilma bazen tam dogrulukta olmamakta,
plazmitin yapisina bir miktar genomik DNA da katilmaktadir. Yapisinda genomik DNA
da tasiyan bu F plazmitlerine F’ plazmitleri denmektedir.

9.2.1 R Plazmitleri (Direnc¢ plazmitleri)

Ik defa 1950’de, dizanteriye neden olan Shigella bakterisinin hastalarda hizla penisi-
lin, tetrasiklin, sulfonik asit, streptomisin ve kloramfenikole diren¢ kazandig: ve bu di-
rencin bulasici bir sekilde duyarli bateriler arasinda hizla yayildig1 belirlenmistir. Bu
direncin sitoplazmada bulunan konjugatif plazmitlerden kaynaklandig1 ve sadece Shigel-
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Bakteriler ve Bakteri Virtislerinin Genetigi

la’da degil bircok diger bakteride de goriildiigii belirlendi. Bu diren¢ plazmitlerinin ayni
tlire ait bireyler arasinda oldugu gibi oldukga farkli taksonomik gruplar arasinda da kon-
jugasyonla yayilabildigi ve dolayisiyla antibiyotik direncinin de paralel olarak yayildigi
bilinmektedir. (Bu durum tip agisindan biiyiik bir problem ise de genetik miihendisligi
icin son derece kullanish bir gen transfer mekanizmasi saglar). Konjugatif fonksiyonu
gerceklestirmekten sorumlu genler yaninda, bu plazmitler, antibiyotik ve diger madde-
lere karsi direngten sorumlu genler de tasirlar. Asagida bu genlerden bazilari ve fonksi-
yonlar1 verilmistir (Tablo 9.2). Sekil 9.4’de tipik bir diren¢ plazmitinin fiziksel haritasi
goriilmektedir.

Tablo 9.2: Plazmitler tarafindan tasinan genetik belirleyiciler.

Karakter Ornek plazmitler
Fertilite (Uretkenlik) F, R1, Col
Bakteriyosin lretimi ColE1
Agir metal direnci R6
Enterotoksin liretimi Ent
Kamfor metabolizmasi Cam

Bitkilerde tiimorlestirme  T1 (Agrobacterium tumefaciens’te)

oriV mer

oriT tet

Sekil 9.4: Tipik bir direng¢ plazmitinin fiziksel haritasi.

9.3 Bakteriyel Transformasyon

Bazi bakteriler dis ortamdan hiicre icine DNA alabilmektedir. Bu DNA 6lii bir hiicre-
den serbest kalmis olabilir veya canli bir hiicre tarafindan salgilanabilir. Ayni tiire ait
diger bir hiicreden olabilir ya da farkl tiire ait hiicrelerden koéken alabilir. Her ne kay-
naktan olursa olsun hiicre icine alinan DNA alici hiicrenin genomuna integre olabilir.
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Integre olan bu DNA parcasinin genotipi alici kromozomunun ilgili bélgesindekinden
farkl ise integrasyon sonrasinda alici hiicrenin genotipi kalic1 olarak degisir. Bu olay
transformasyon olarak bilinir. (Not: Transformasyon terimi ileri 6karyotlarda kanser-
lesme siirecini ifade etmek iizere kullanilir. Bu organizmalarda disardan gelen DNA par-
calarinin genoma integrasyonu ise transfeksiyon olarak adlandirilir. Halbuki transfeksi-
yon terimi prokaryotlarda bir viral DNA ile transformasyonu ifade etmek i¢in kullanilir).

Bakteriyel transformasyonla ilgili tarihi deneyler 1928 yilinda Griffith ve 1944 y1-
linda Avery ve MacLeod tarafindan gergeklestirilmis olup bu deneyler sonraki béliim-
lerde ayrintili olarak incelenecektir.

Transformasyonu saglayan DNA molekiilii alic1 hiicre kromozomuna konjugasyon-
daki Hfr x F- caprazlamasindaki gibi bir siirecgle integre olur (Sekil 9.5). Bununla beraber
konjugasyonda DNA transferi canli bir hiicreden canli bir hiicreye dogru gerceklesirken,
transformasyonda belli bir harici DNA molekiilii alict hiicrenin hiicre duvari ve plazma
zarindan hiicre icine alinmaktadir.

Transformasyon bakteriyel arastirmalarda ¢ok farkli amaglar i¢in gerceklestirilen
DNA transferinde kullanilmaktadir. Birgok bakteri manupile edilmis DNA'nin transfor-
masyonuna izin vermektedir. Bu kolay yontem bugiin 6karyotik hiicrelerde de DNA nak-

li icin yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Sekil 9.5: Transformasyon. a) Bakteri 6lii bir hiicreden birakilmis serbest DNA’y1 alir,
b) bu DNA alic1 hiicre genomuna integre olur.

9.4 Bakteriyofaj Genetigi

Bakteriyofajlar (bakteri yiyen) bakterileri enfekte eden virlislerdir. Bakteri virtsleri
lizerine yapilan ¢alismalar, hayvan ve bitki virtislerinin arastirilmasinda model sistem
olarak kullanilir. Bakterilerin ¢ogu bakteriyofaj saldirisina agiktir. Bir faj parcacigi pro-
tein yapisinda bir orti ile ¢evrelenmis niikleik asit (DNA veya RNA) “kromozom”dan
meydana gelmistir. Bakteri virtisleri cins isimleri yerine simgelerle gosterilir: Faj T4, faj
A, faj P1, faj P22 gibi.

Viral enfeksiyon sirasinda viriis bakteriye tutunur ve genetik materyalini hiicre
icine enjekte eder. Faj genetik bilgisi hiicresel genomu parc¢alayarak yikar ve hiicresel
mekanizmalar1 kontrol altina alir. Hiicresel mekanizmalarin yardimiyla yeni viral ge-
nomlar, ortli proteinleri, kuyruk yapilari ve diger gerekli viral yapitaslar1 ve enzimler
sentezlenir. Kullanilan genetik bilgi viriis genomundan saglanir. Sentezlenen yeni viriis
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yapitaslar1 ve genomlar yeni virlis parcaciklari seklinde monte edilir, bakteri hiicresi
(konak=konukgu) pargalanir (lizis) ve yeni viriis pargaciklari serbest kalir (Sekil 9.6). Bu
tip enfeksiyon olusturan virtislere viriilent viriisler, bu tip viral enfeksiyona da litik
enfeksiyon déngiisii denir. Serbest kalan bu viriis parcaciklar ¢evredeki diger bakteri
hiicrelerini enfekte eder ve olaylar bu sekilde pes pese devam eder.
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Sekil 9.6: Genel bir bakteriyofaj litik dongiisii.

Kat1 besiyerinin yiizeyine yayma ekim yontemiyle bakteri ekimi yapilirsa yiizey bir
bakteri tabakasiyla kaplanacaktir. Bu yapiya bakteri ¢ayir1 (lawn) denmektedir. Bir
bakteri cayir1 viriislerle enfekte edildiginde cayir icinde belli bir noktadaki bir bakteri
hiicresinde viral enfeksiyon baslar. Sonra enfeksiyon komsu hiicrelere yayilir ve enfek-
siyon noktasinda gorilebilir biiylikliikte par¢alanmis hiicrelerin bulundugu bir bélge
seffaf olarak goriiliir. Bu bolgeler plak (plaq) olarak adlandirilir. Béyle bir plak virtistin
genotipine gore blyiik veya kii¢iik, acik veya donuk olabilmektedir. Dolayisiyla plak
morfolojisi bir faj karakteridir ve genetik seviyede analiz edilebilir. Diger bir faj karakte-
ri konak (konukgu) araligidir; fajlar enfekte edebildikleri bakteriyel suslara gore de fark-
lilik gosterirler.

iki fajin genotipi (farklh genotiplere sahip iki faj!) caprazlanabilir. Orijinal olarak
A. Hershey tarafindan gercgeklestirilen iki T2 faj genotipi ¢caprazlamasini inceleyelim:

hrtx htr
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h- iki farkli E. coli susunu (sus 1 ve sus 2 diyelim) enfekte edebilir,

h* sadece sus 1'i enfekte edebilir,
r hiicreleri hizla pargalar, dolayisiyla biiyiik plaqlar olusturur,
rt hiicreleri yavasca pargalar, kiiciik plaglar olusturur.

Boyle bir caprazlama her iki viriisii de ayni hiicreye enfekte etme esasina dayandi-
gindan karisik enfeksiyon veya ciftli enfeksiyon olarak adlandirilir. Caprazlamayi
gerceklestirmek lizere her iki atasal faj sus 1’e enfekte edilir. Belli bir siire sonra yeni
olusan virtsler karisik olarak izole edilerek sus1 ve sus 2'nin birlikte bulundugu bir bak-
teri cayirina enfekte edilir. Bu enfeksiyon sonrasinda dort farklh fenotip elde edilir ve her
plaq tipinin sayisi belirlenir: atasal plaqlar h'r* ve h*r, rekombinant plaglar hr ve h*r*
(Sekil 1.7). Rekombinantlarin siklig1 (RS) asagidaki formiil ile hesaplanabilir:

RS — (hr)+(h'r")
Toplam plak
Faj kromozomunun dogrusal oldugunu varsayarsak tek krossing over ile rekombi-
nantlar olusur. Faj caprazlamalar1 bazi genetik karisikliklar gosterse de sonucta RS he-
saplamasi gecerli bir harita uzaklig1 degeri verir.
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Sekil 1.7: a) Iki faj tarafindan bir E. coli hiicresinin ¢iftli enfeksiyonu. b) hr* x h*r-
caprazlamasi sonucu olusan plaq fenotipleri.

Astronomik sayida fajin rekombinasyon analizlerinde kullanilabilmesinden dolay1
nadiren meydana gelen (bir birine ¢ok yakin iki nokta arasinda) rekombinasyon olayla-
rinin da goézlenebilmesi miimkiindiir. 1950’lerde S. Benzer T4 fajinin rIl geni icindeki
mutant bolgelerin haritasini yapmistir. Farkli rIl mutant alleller kendiliginden olusmak-
ta ve mutant bélgeler gen icinde farkhi pozisyonlarda bulunabilmektedir. iki farkl riI
mutanti (rIl- x ril) ¢aprazlandiginda mutant boélgeler arasinda nadiren krossing over
olusur ve yabani tip fenotipe sahip rekombinantlar olusur (Sekil 9.8).
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Sekil 9.8: rII gen i¢i mutantlarin rekombinasyonu sonucu yabani tip ril* geninin
olusumu.

rlI* rekombinantlarin sayis1 mutasyon pozisyonlar1 arasindaki uzaklikla dogru
orantili olacaktir. Benzer, bu nadir rekombinantlar1 astronomik sayidaki yavru fajlar
arasindan zekice bir yolla ayirt etmistir. rIl mutantlan E. coli sus K icinde enfeksiyon
gerceklestiremez. Diger susta (E. coli sus B) ciftli caprazlamay1 yapip astronomik sayida
yavru virls elde ettikten sonra, bu virtisleri K susuna enfekte etti. K susunda sadece na-
dir rekombinasyonlar sonucu olusan rlI* fajlar enfeksiyon yapabilir. Belirlenen plak sa-
yis1, rekombinasyon sikliginin hesabedilmesinde kullanilabilirdir. Benzerin uyguladigi,
ayni gen icinde meydana gelen mutasyonlarin pozisyonlarinin belirlenmesi (haritalan-
masi) yontemi, herhangi bir gen icin uygulanabilirdir. Ancak bu giin icin DNA dizileme
teknikleriyle mutant bélgeler daha hizli ve etkili bir sekilde belirlenebilmektedir.

9.5 Transdiiksiyon

Bazi fajlar bakteriyel genleri alarak bunlari diger bir bakteriye tasiyabilirler. Bu olay
transdiiksiyon olarak isimlendirilir. Transdiiksiyon Hfr kromozom transferi, F’ plazmit
transferi ve transformasyon gibi bakteriler arasinda genomik DNA transferinin diger bir
seklidir. Transdiiksiyon, 1951 yilinda J. Lederberg ve N. Zinder tarafindan Salmonella
typhimurium bakterisinde rekombinasyon arastirillirken, P22 faji aracilig1 ile genomik
DNA aktariminin gergeklestigi gosterilerek kesfedilmistir.

Transdiiksiyon olayini anlayabilmek icin iki tip faj dongtisiinii tanimak gerekir. Vi-
riillent fajlar konak hiicreyi hizla parcalayan ve 6ldiiren fajlardir. Ilnml fajlar ise konak
hiicre icinde onu o6ldiirmeden belli bir silire kalabilen fajlardir. Bu sirada ilhimh fajlar
DNA’larini ya genoma integre ederler ya da plazmitler gibi sitoplazmada otonom olarak
kalirlar. Bakteri genomuna integre olmus bir ilimh viriis genomu profaj olarak adlandi-
rilir. Bu sekilde sessiz (enfeksiyon siirecleri devam etmeyen) bir faji tasiyan bakteri hiic-
resi ise lizojen, bu tip enfeksiyon da lizojenik enfeksiyon olarak adlandirilir. Sadece
ilimh fajlar transdiiksiyon yapabilirler. iki tip transdiiksiyon vardir: genel transdiiksiyon
ve 0zellesmis transdiiksiyon. Genel transdiiksiyonda bakteri genomunun herhangi bir
bolgesi transdiize edilirken (viriis araciligiyla transfer edilirken) 6zellesmis transdiiksi-
yonda genomun 6zgiil bir parcasi transdiize edilir.

Genel trasdiiksiyonda bir seri olay gerceklesir. Buna tipik 6rnek P1 fajidir. Litik
dongii sirasinda bakteriyel genom parcalara ayrilir. Enfeksiyonun sonuna dogru, yeni
viriis parcaciklar: olusturulurken, nadiren viris pargacig i¢cine yanhshkla viral DNA de-
gil hiicresel genomik DNA paketlenir. Bu olay transdiiksiyon yapici pargacigin kaynagini
olusturur. Transdiiksiyon yapici bu faj parcacigir (genomik DNA’y1 tasiyan faj) yeni bir
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hiicreyi enfekte ettiginde tasidig1 DNA alic1 hiicrenin genomu ile integre olur ve boylece
transdiiksiyon gerceklesir (Sekil 9.9). Gergekte ¢ok kii¢iik sayida faj parcacigi (1/10 000)
verici hiicre genlerini tasir. Genel transdiiksiyon birbirine yakin genlerin baglanti analiz-
leri ve kromozom haritalama amaciyla da kullanilabilmektedir.
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Sekil 9.9: Genel transdiiksiyon mekanizmasi. Gergekte ¢ok kiictik sayida (1/10 000)
yavru faj verici hiicre DNA’s1 tasir.

Ozellesmis transdiiksiyonda bakteriyel genoma integre olmus viriisler aracilig
ile transdiiksiyon gerceklestirilir. E. coli A faji buna tipik 6érnektir. Bu virtsler E. coli ge-
nomunun 6zgil bolgelerine integre olur. Profaj genomdan ayrilirken bazen tam dogru
bolgeden ayrilmaz, hiicresel genomun bir parcasini da alarak ayrilirlar. (Hiicresel ge-
nomdan aldig1i DNA bolgesi kadar kendi genomundan kaybeder). Hiicresel genomdan
viriisiin yapisina katilan DNA bolgesindeki genler (verici genleri) sonraki enfekte edilen
hiicreye (alic1 hiicre) tasinir. Verici DNA’s1 ile homolog olan alici genomu arasinda re-
kombinasyon gerceklesir.

A kromozomu ve bakteriyel kromozom (her ikisi de halkasal!) tek krossing over ile
integre olur. Bu integrasyon noktasi hiicresel genomda A eklenme boélgesi denilen bir
bolgeden gerceklesir. E. coli genomunda A eklenme bolgesi gal ve bio genleri arasindaki
bir bélgededir. integrasyondan sonra ayrilma halkas: olusurken ya tam dogrulukta bir
ayrilma halkasi olusur, A genomu tam olarak ayrilir. Ya da hatali bir halka olusur gal geni
de (veya bio geni de) ayrilarak yeni viriis pargacigl iginde yer alir. Bu durumda normal A
parcalar ve dgal)l (defektif viriis= transdiiksiyon olusturucu parcacik) olusur. (Bazen
defektif viriis pargacigl Adgal olarak da simgelenebilir). dgalk yardimci viriis denilen
normal A fajlarinin varliginda bir alic1 hiicreyi enfekte eder. Alic1 hiicre gal- ise dgalh ile
tasinan gal* DNA bolgesiyle rekombinasyon gerceklesir ve alic1 hiicre transdiiksiyonuna
ugrar (Sekil 9.10).
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Sekil 9.10: A fajinda 6zellesmis transdiiksiyon mekanizmasi. a) Lizojen olusumu, b)
Profajin genomdan ayrilmasi, normal ve yanlis ayrilma, c) Genomdan ayrilan defektif
viriisiin alic1 bir hiicreyi (sonraki enfekte edilen hiicre) transdiiksiyona ugratmasi.

9.6 Baglant1 Haritasi ve Fiziksel Harita

Durdurulmus eslesme, rekombinasyon haritalama, transformasyon ve transdiiksiyon
haritalama tekniklerinin birlikte degerlendirilmesiyle ¢ok ayrintili bakteri kromozom
haritalar1 olusturulmustur. 1963 yilinda 100 E. coli geni haritalanmistir (Sekil 9.11).
1991’e gelindiginde 1400 gen haritaya yerlestirilmistir. Kromozomun ilk 5 dakika bolge-
sindeki genler Sekil 9.12a’da gosterilmistir. 1997’ye gelindiginde E. coli genomunun ta-
maminin niikleotit dizisi belirlenerek genlerin kromozom tizerindeki konumlar fiziksel
olarak belirlenmistir. Sekil 9.12b’de genomun 60 dakika civarindaki boélgesinin fiziksel
ve genetik haritalarn karsilastirilmistir. Siiphesiz bir sekilde genetik harita ve fiziksel
harita arasindaki eslesme oldukg¢a yakindir.
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Sekil 1.11: E. coli kromozom haritasi. a) 1963 yilinda yapilmis 100 genin yerlestiril-
digi genetik harita. Halkalarin i¢ kisimlarindaki rakamlar dakika olarak harita birimini
ifade eder.

Sekil 1.12: E. coli kromozom haritasi. a) 1990 yilinda yapilmis 100 dakikadan olus-
mus E. coli kromozom haritasinin 5 dakikalik biriminin baglanti haritasi. b) Genomun
60-61 dakika bolgesinin genetik ve fiziksel haritalarinin iligkisi. 1990 baglanti haritasi
ile 1997 fiziksel harita karsilastirilmistir.
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