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MIKROORGANIZMALARIN GENETIGI*

Prof. Dr. Melekper Oktay
(1. U.F.F. Genel Zooloji Kiirsiisii)

Bundan takriben bir asir kadar evvel L. PASTEUR mikroorganiz-
malarin kendi kendine tesekkiil etmeyip daima bhir baska mikroorganiz-
madan meydana geldigini ispat etmekle, canlibgm spontan meydana gel-
medigi ve daima canlidan canliya nakloldugu hakkmdaki diinya goriisii-
niin yerlesmesine biiyiik 4mil olmustur. Bu kiiciiciik canlilar yani bak-
teriler ve viruslar bugiin de canlidan canliya naklolan kalitsal hususiyet-
lerin ilmi olan genetige pek biiyiik fayda saglamaktadirlar. Eskiden ge-
netik daha ziyade kalitsal vakialar tizerinde durur, irsivetin hangi esas-
Jar dahilinde cereyan ettigini tespit etmege caligirdr, Irsiyetin de bir
maddesel esast oldugunu kabul etmekle beraber bunun mahiyeti hak-
kinda bir seyler 6grenmek imkdnlarina sahip degildi. Bugiin ise genetik,
caligmalarmi ozellikle irsiyetin biokimyasal ve molekiiler esaslara yo-
neltmistir. Klasik genetige karsilik modern genetigi ¢ok defa biokimyasal
Genetik, Molekiiler Genetik, Fizyolojik Genetik tabirleri ile ifade etmek
bu sebepten ileri gelmektedir. Bir canhida kendine has 6zelliklerin mey-
dana gelmesinde primer rol oymyan ve bu hususiyetlerin aynen yeni nes-
le gegmesini sagliyan maddesel yapmin ne oldugunu, irsiyet Amillerin-
den vasfa kadar giden yolda hangi fizyolojik hadiselerin cereyan ettigi-
ni 6grenmemizde mikroorganizmalar o kadar ehemmiyetli bir rol oyna-
miglar ve oynamaktadirlar ki, modern genetigin dogmasi hemen hemen
bunlarn sayesinde olmustur dersek biiyiik bir hata islememis oluruz.

Mikroorganizmalarin ~ diger canlh = tiirlerden (Makroorganizmalar)
farkli bircok hususiyetleri mevcuttur. Buna bagh olarak Mikroorganiz-
malar genetiginin o6zelligi, mikroorganizmalar genetikcisinin 6zel c¢alig-
ma tarzlarn, ozel metodlar vardir.

Bir canlinin kendine has hususiyetleri o canlmin vasiflaridir. Vasif-
larin meydana gelmesinde primer rol oyniyan kalitsal dmillerin toplami
canhinin Kalim Materyelidir ve canlinin genotipini tegkil eder. Vasif
kalitsal Amiller (genler) ile canlinin i¢ ve dis ortaminin miistereken ca-
ligmast ile meydana gelir. Sonunda canlimin fenotipi yani vasiflarmin

* Mart 1966 tarihinde teslim edilen bu makale, teknik sebeplerden dolay1 bugiihe
kadar basilamarmstir,
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toplam1 ortaya cikar. Genetik ilmi kalitimi ve bunun esaslarini incele-
mek igin evveld canlimin kalitsal vasiflarmi bilmek mecburiyetindedir.
Her ferdin gézle veya optik vasitalarla incelenebilen morfolojik vasiflar
yaninda fizyolojik ve kimyasal vasiflar1 vardir. Mikroorganizmalarm mor-
folojik vasiflart makroorganizmalarinkine nazaran cok mahdudtur. Me-
seld bakterilerin morfolojik vasiflart arasinda hiicre sekli, biiyiikliik, ko-
loni gekli, nadiren renk farki, hiicre etrafinda bir Orgiitiiniin  bulunma-
mast gibi mahdut vasiflar sayilabilir. Diger taraftan bu vasiflarm gorii-
“lebilmesi i¢in ekseriya mikroskoba ihtiyac vardir bu da caligmay1 giig-
lestirir. Bu sebepten bu organizmalarm genetigini yapan arastirict daha
cok bunlarm fizyolojik ve biokimyasal vasiflarmi kullanir. Bir bakteri
hiicresinin metabolizmasi esnasmda gosterdigi hususiyetler, meseld ami-
no asitleri, organik bazlar veya vitaminleri sentetize edip edememe ka-
biliyeti, muayyen organik maddeleri parcalayip parcaliyamadig veya
dis etkenlere karsi hassasiyet veya mukavemet kabiliyeti ekseriya gene-
tik analiz icin kullamilan vasiflaridir. Bu bakimdan mikroorganizmalar
genetigi, daha ziyade morfolojik vasiflar ile calisan klasik genetikten
farklidur. :

Genetik calismalarda fazla fert sayisi ve fazla nesil elde etmek cok
mithimdir. Bakteriler ve viruslar bu bakimdan ¢ok miisait objelerdir.
Bakteriler boliinerek iirer. Hiicre béliinmeleri cok kisa zamanda olur,
meseld Escherichia coli her 20 dakikada bir bélinme yapar. Bunun ne-
ticesinde kisa zamanda milyonlarca fert elde etmek miimkiindiir. Bak-
teriler ya sulu vasatlarda iiretilir (sulu vasat ekseriya et suyudur) veya
biiyime ve boliinmeleri i¢in elzem olan maddeleri ihtiva eden agar agar-
h petri kutular: icinde cogaltililar. Bir agar agar plak: iizerinde her biri
bir tek bakteri hiicresinden meydana gelmis ayri ayri bakteri kolonileri
elde etmek miimkiindiir Bunun icin sulu vasatta iiretilen kesif bakteri
kiiltiirinden bir damla 1 cc da birkac yiiz bakteri kalacak kadar sulan-
dirtlir ve bu sulu mahltlden bir veya birkac damla agar agar plak: iize-
rine agdanir, liizumlu suhunet derecesini temin eden bir etiivde takriben
24 saat birakilirsa plak iizerinde miinferit koloniler elde edilir. Her bir
koloni bir tek bakteriden meydana gelmis bakterilerden miitesekkildir.
Béylece bir tek hiicreden mense almis, bunun icin de birbirlerine benzi-
ven fertlerden ibaret bir nesil elde edilmis olur. Bu populasyona klon
denir. Klonlar daha sonraki genetik calismalar icin bir esas teskil eder.

Viruslar sadece canli hiicre icinde iireyebildikleri icin bunlarm c¢o-
galulmas: ancak canl hiicre kullanarak miimkiin olur. Viruslar labora—’
tuarlarda, doku kiiltiirlerinde {iretilmis muayyen doku hiicreleri veya
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caligilan virus bir bakteri virusu ise, bakteri hiicreleri iginde iiretilirler.
Her virus ancak kendine has hiicre tipi i¢inde gelisebildigi icin, tecriibe
esnasinda o virus icin spesifik hiicreleri kullanmak ldzimdur.

Bir vasfin genetik analizini yapmak icin miimkiin oldugu kadar cok
mutant ki birbiri ile kargilagtirmak lazimdir. Geligtirilmis olan metodlar
sayesinde bakteriler bu bakimdan da cok miisait bir obje olmugtur. Suni
olarak ve kolayca bir bakteri wkindan pek cok sayida, bazen yiizlerce
mutant 1wk elde edilebilmektedir. Bu konuya mutasyon bahsinde tekrar
doniilecektir.

Biolojinin biitiin modern metodlari, meseld radioaktif isotoplarla
calismak, ultra santrifuj ile hiicre elemanlarm: faksyonlara ayirmak, kro-
matografi veya elektoforez gibi metodlar bakteri genetikgisinin sik sik
miiracaat ettigi vasitalardir. Bakterilerde esem hadiseleri mevcut olma-
dig1 icin, tecriibi olarak gen kombinasyonlar1 ve rekombinasyonlar ozel
bagka yollarla elde edilir.

BAKTERI VE VIRUSLARDA IRSIYETIN MADDESEL YAPISI

Genetik bize ispat etmistir ki irsiyet amilleri yani genler hiicre nuk-
leusu icinde kromozom denilen organellerde bulunur ve lineer olarak
siralanmis olmasi 1dzimdur. Acaba bakterilerin kromozomlar: veya hattd
nukleusu var mudu? Viruslarda durum nasildir?

Bakteri hiicreleri hususi bir muameleye tabi tutulmadan adi hiicre
boyalart ile boyandiklar1 zaman homojen boyanurlar, hiicre i¢inde fark-
lilagmis bir striiktiir tefrik etmek miimkiin degildir. Bu sebepten bakteri
hiicreleri uzun seneler niikleussuz hiicreler olarak kabul edilmistir. Yeni
metodlarin gelistirilmesi, bilhassa bakteri hiicresi icinde yaygm olarak
bulunan ribonukleik asidin (RNA) ribonukleaz (RNA-az) enzimi ile par-
calanarak uzaklastirlmast ve onu takip eden hususi boyama yolu ile
bakteri hiicresi icinde diger canlilarin nukleuslari ile mukayese edilebi-
lecek striiktiirlerin meveudiyeti ortaya cikmustir. Elektron mikroskobu
arastirmalar1 da nukleusa benzer bir organel mevcudiyetini ispat etmig-
tir. Deoksiribonukleik asit (DNA) ihtiva eden bu striiktiir, diger canlila-
' nukleuslarmdan bazi bakimlardan farkli oldugu icin literatiirde ba-
zan baska isimler ile amlir. Niiklear vakuol, niikleoid, chromatin body
bu tabirlerden bazilaridir. Mamafih bakteri niikleusu tabiri de cok kul-
laniimaktadir. Bu yapimin diger canlilarm niiklensundan en biiyiik fark,
hiicre sitoplazmasindan hususi bir ceper ile ayrilmamig olmasidir. Bak-
teri niikleuslarmm vyapis1 hakkinda cesitli fikirler mevcuttur ve heniiz
tam bir karara vanlmamgtir. Niikleus yapisi hakkinda muhtelif goriig-
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leri iki grup altinda toplamak miimkiindiir, 1 — Niikleus bir niikleus
matriksi ile farklilasmis ve DNA ihtiva eden bir veya birka¢ kromozom-
dan ibarettir. Matriks ile kromozomlarm biribirinden  ayrilmas, diger
canlilarin niikleuslarinda oldugu gibi, kromozom fonksiyonunu bozmaz.
2 — Niikleus hep birden bir biolojik iinitedir, ihtiva ettigi komponent-
lerin birbirinden ayrilmas fonksiyonu bozar. Béyle diisiinenler arasinda
biitiin bakteri ' niikleusunun DNA dan ibaret bir tek kromozom olarak
kabul edenler de vardur.

Hiicre igindeki niiklear striiktiirden bagka bazi bakterilerde daginik
DNA partikiilleri de tespit edilmistir,

Niikleus veya ona benzer organelin striiktiirii ne olursa olsun, bak-
teri genetik materyelinin DNA oldugu bugiin itirazsiz olarak kabul edil-
migektedir.

Viruslara gelince; Viruslar hemen hemen sadece niikleik asidi ve
proteinden ibaret gayet kiiciik canhlardir, Diger biitiin canlilardan fark-
lart kendi baglarina metabolik faaliyetlerde bulunamayip cogalmak icin
bagka bir canli hiicreye ihtiyag gdstermeleridir. Baska bir canli hiicre
icinde kendilerine has niikleik asitleri ve proteinleri yaparlar veya icin-
de bulunduklar: hiicreye yaptirirlar. Bunun neticesinde her virus tiiriine
has vasiflar meydana gelir. Virus partikiilleri cogalinca konak hiicre par-
calanir, viriisler yeni hiicrelere gecerler ve bu veni hiicrelerde ayni va-
siflar1 tagiyan viriisler meydana gelir, Viruslarin da bu spesifik vasiflarin
tesekkiiliinde primer rol oyniyan irsiyet amilleri yani genleri vardir. Bu
kiigiik canlilarmn elektron mikroskobunda gériilen 6zel sekilleri, dokular-
da veya bakteri kiiltiirlerinde hiicrelerin parcalanmast sonunda meyda-
na gelen sekiller, serolojik hususiyetleri yahut muayyen bir hiicreyi en-
fekte edip edememe kabiliyetleri genetik calismalarda kullanilan vasif-
laridir,

Viruslarda da genetik materyelin saf niikleik asitleri oldugu ispat
edilmigtir. Baz1 viruslar RNA ihtiva eder DNA s1 yoktur. Mesela Tiitiin
Mozaik Virusu (TMV), bazi bécek viruslart béyledir. Bunlarin genetik
materyeli RNA dir. Biitiin diger viruslar, bakteri viruslari, insan virys-
lar ise kalitim materyeli olarak DNA ihtiva ederler, Cok az bazi virus-
larda hemi DNA hem RNA bulundugu zannedilmektedir.

Gok iyi incelenmis bir genetik obje olan Escherichwa colinin kendi-
ne has viruslar1 vardir, (bakteri viruslarina bakteriofag veya sadece fag
denir). E. coli'nin faglar1 arasinda T1—T+ ile isaretlenen bir gurup mev-
cuttur ki bunlarla yiizlerce tecriibe yapimaktadir, Hayat devreleri iyice
aragtinlmigtir. Sekilleri bir kurbaga tetarmna benzer, DNA ile DNA etra-
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findaki bir protein kiliftan yapilmiglardir. Bakteri hiicresi icinde virus-
Jar cogahnca hiicre parcalanir. Virus partikiilleri yeni bir bakteri hiic-
resi icine girecegi zaman protein kihf hiicrenin diginda kalir, Hiicre ici-
ne sadece DNA ekseni girer. Bir miiddet sonra DNA parcaciklari ¢oga-
lir, etraflarinda kendilerine has protein kilif tesekkiil eder. Yeni virus-
Jar tam ana partikiillerin karakterindedir. Protein kilif disarida kaldigina
gore husust vasiflarin tegekkiiliine amil bash bagma DNA olmalicdhr, Hem
be DNA’nin yalmz bagmma genetik materyeli oldugunu ispatlar: E. coli
bakterilerinden bir kisim radioaktif kiikiirt (S°°), diger bir kisim radio-
aktif fosfor (P*?) ihtiva eden biiyiime vasatinda muayyen bir miiddet bi-
rakilir. Bakteriler kafi miktarda radioktif madde aldiktan sonra her iki
gurupta T—faglar ile aslanir, Bir miiddet sonra faglar hiicreleri par-
calayip serbest kalirlar, radioaktif kiikiirtlii bakteri hiicreleri icinde bii-
yiivenler $%, fosfor almis bakteri hiicreleri icinde biiyiiyenler ise P*
ile isaretlenmiglerdir. Faglar canh hiicre diginda iireyemedikleri i¢in on-
lar1 dogrudan dogruya radioaktif madde ihtiva eden bir vasata koyarak
isaretlemek miimkiin degildir. Anlatildig: gibi ancak indirekt yolla ter-
kiplerine radioaktif isotoplarm girmesi saglanabilir. Bunlardan 5% alan-
larin protein kilifi, P** alanlarm ise DNA s1 radioaktif madde ihtiva eder.
Ciinkii S proteinlerin terkibinde vardir DNA nm terkibinde bulunmaz,
P ise proteinde yoktur DNA da vardir. Simdi bu faglar yine iki gurup
halinde artik radyoaktif madde ihtiva etmiyen bakteri kiiltiirlerine agi-
Janir. Muayyen bir miiddet sonra bakteri kiiltiirlerinin radyoaktivite gos-
terip gostermedikleri kontrol edilir. P** ile isaretlenmis faglarla infekte
edilmis bakteri kolonileri radyoaktivite ~gbsterirler, 5% li faglarmki ise
radyasyon vermez. O halde yeni bakteri hiicresi icinde kendine benzer
yeni faglarin tegekkiilii esnasinda ana faglarm proteinleri degil fakat
DNA lari rol oynar. Bu tecriibe sarahaten bakteri hiicresi icine girip ye-
ni fagm hususiyetlerini meydana getiren maddenin fagm DNA s1 olup
proteini olmadigint gosterir,

BAKTERILERDE MUTASYON

Mutasyonlar irsiyet amillerinde meydana gelen kalitsal degisiklik-
lerdir. Bunlar fenotipte degisikliklere sebep olurlar. Dis ortam etkisi
ile meydana gelen ve nesilden nesile intikal etmiyen degisiklikleri mu-
tasyonlarla karistrmamak l4zimdir. Bu ikincilere modifikasyon ismi ve-
rilir. Mutasyonlar ya kendi kendine (spontan) meydana gelir veya mu-
ayyen baz etkenler ile suni olarak meydana getirilirler. Mutasyon cesidi
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ile mutasyon yapan etken arasinda direkt bir miinasebet yoktur. Nasil
bir mutasyon meydana gelecegi daima tesadiife baglidir. Istikametli bir
mutasyon yaptirmak simdiye kadar tecriibi olarak miimkiin olmamstir.
Son senelerde bu alanda girisilen bazi denemeler heniiz kati bir sonuc
almamigtir, ‘

Insanlarda hastabk yapan bakterilere karst siilfamidler veya penisi-
lin, streptomisin gibi antibiyotiklerle miicadele edilmege baglandigmdan
beri bazi bakterilerin muayyen antibiyotiklere bir miiddet sonra ahgtik-
lars, artik ildcm tesirsiz kaldigi miisahede edilmistir. Deney kiiltiirlerin-
de de ayni seyi tecriibe etmek miimkiin olmustur, Penisilin veya strep-
tomisine hassas olan kiiltiirlerde bazen muayyen koloniler penisilin ila-
vesi ile Olmez, gelismeye devam eder. Boyle kiiltiirlerden alman agilar
tekrar mukavim koloniler meydana getirirler. Demek ki bu yeni hususi-
yet (rezistans) kalitsaldir. Gok uzun seneler bunun mutasyon olduguna
inanilmamig, bu ilaclann bakterilerde direkt olarak kahtsal bir aligkan-
lik yaptign zannedilmigti. flk defa olarak LURIA ve T'ELBRUCK (1943)
bu degisikligin bir mutasyon neticesinde meydana geldigini ispatlamis-
lardir. Bu ild¢lara karsi hassasiyet vasfi bakteri hiicresinde muayyen bir
gen tarafmdan kontrol edilir. Kiiltiir icindeki hiicrelerden bir tanesinde
tesadiifen bir gen mutasyona ugrar, artik hassasiyeti degil rezistansi
kontrol eden bir kabiliyet kazanir. Ayni kiiltiirde diger biitiin hiicreler
vasata antibiyotik ildve edildigi zaman oliirler, daha dogrusu artik bé-
linemezler rezistans hiicre ise bolinmeye devam eder ve bir miiddet
sonra kiiltiirde binlerce hiicrelik yeni bir klon meydana gelir. Bu klon
artik bir rezistant irktir. Gériiniiste bir aligkanhik imis gibi duran bu ha-
dise esasmda bir tesadiifi mutasyonun sonucudur. 1ldcin burada sadece
bir seleksyon etkisi vardir yani etkisi indirektir. Bugiin bakteri kiiltiir-
lerinde spontan veya suni mutasyonlar selekte etmek ve bu yolla yiizler-
ce mutant wklar elde etmek miimkiindiir. Ik olarak BEADLE ve TA-
TUM’un Neurospora (bir mantar) da gelistirmis oldugu ve sonradan
LEDERBERG’in bakterilere tatbik ettigi bir metod ile suni olarak pek
¢cok bakteri mutant irklar: elde edilir. Fazla miktarda mutant irklar elde
edilebilmesi, bakterilerin genetik calismalara bu kadar meshur olmasina
cok bityiik amil olmustur. Meseld 20 cesit amino asidinden herhangi bi-
rini yapamiyan bakteri iklar tecriibe icin elde edilmek istenirse su vol-
da caligilir:

Evveld sulu vasat icindeki bakteri kiiltiirleri radyasyona tabi tu-
tulur veya mutasyon yapan kimyasal maddeler ile muamele edilir (61-
diiriicii dozda olmamak sartiyle). Kiiltiirde cesitli mutasyonlar meyda-
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na gelmis olabilir, bunlarm arasinda amino asitleri sentezi ile ilgili olan-
larnda bulunmas: miimkiindiir. Kiiltir bundan sonra penisilin ile mua-
mele edilir. Minimal vasat icindeki bakteri hiicrelerinden mutasyona
ugramiyanlar bolinme sathasima gelecek fakat penisilin yiiziinden bo-
linme safhasimda oleceklerdir. Ciinkii penisilin ancak bélinme halindeki
hiicrelere tesir eder. Mutasyona ugriyan hiicreler ise eksik metabolizma-
lar yiiziinden biiyiime imkAmmni bulamadiklari icin boliinme safhasina
giremiyecek dolayisiyle penisilinden miiteessir olmiyacaktir, Boylece ilk
partide mutant hiicreler selekte edilmis olur. Bundan sonra sulu vasatta
bulunan bakteriler, penisilin bertaraf edildikten sonra agar agarli sert
vasata alinmrlar, Bu vasata minimal vasatm ihtiva etmesi icap eden mad-
delerden bagka mutantlart elde edilmek istenen amino asitleri de ildve
edilir. Bu yolla amino asitlerinden herhangi birini yapma kabiliyetini
tesadiifen kaybetmis olan hiicrelerin de cogalabilmesi saglamir. Bu va-
sata komple vasat ismi verilir. Bu kiiltiir icinde cesitli mutant koloniler
ayr1 ayn gelisecektir. Maksada uygun olan mutantlarn secmek icin tec-
riibeye soylece devam edilir; Evveld bir seri petri kutusuna her birinde
birer tane amino asidi eksik olmak sartiyle agar agarh komple vasat ko-
nur. Sonra petri kutusundan biraz daha kiiclik bir tahta veya madeni ta-
siyict iizerine havlari olan bir kumagtan, meseld kadifeden sterilize ol-
mus bir parca lastik bir bandla yerlestirilir ve mutant kolonileri ihtiva
eden ana kiiltiire bu kumag parcast yavasca tatbik edilir, sonra kaldiri-
larak evvelce hazirlanmus diger petri kutularma temas ettirilir. Ince hav-
lar Adeta bir enjeksiyon ignesi vazifesini gorerek ana kiiltiirdeki koloni-
lerden bir miktar hiicrenin diger petri kutularma hic yer degistirmeden
secmesini saghyacaktir. $imdi difer kiiltiirler de inkubasyona terkedilir.
Ana kiiltiirde hangi koloniler hangi amino asidini yapamama vasfmi ka-
zanmigsa o amino asidinin eksik oldugu petri kutusunda o koloni eksik
olacaktur,

Her bir petri kutusu ana kiiltiir ile mukayese edilir ve neresin-
de kolonilerin eksik oldugu tayin edilir, neticede ana kiiltiirde mu-
ayyen mutant kolonilerin nerede yerlesmis oldugu meydana cikar. Bu
verlerden ince bir pipetle hiicreler almip bu sefer mevzuubahis amino
asidini ihtiva eden medyumlara konursa istenilen mutant ik iiretilmis
olur. Bu yolla yalniz amino asitleri mutantlan degil her c¢esit mutasyon
wklarm isole etmek miimkiindiir. Bu cesit mutant rklar oxotrof rklar
ismini alir. Kendine 14zzm olan her cesit maddeyi yapabilen rklara ise
prototrof 1rklar denir.

Bakteri genetiginde umumiyetle Drosovhila genetikeilerinin yapti-




g1 gibi muayyen bir vasfin mutasyony o vasfin isminin kisaltilmis rumuy-
zu lizerine (—) igareti koyarak ifade edilir, normal gen icin ise (4-) iga-
reti kullanilir,  Mesela Arg—, His—, Lac—, Gal—, arginin veya histidin
yapamama yahut laktoy veya galaktoz parcaliyamama genlerini, Arg+
His+ Lac+ Gal+ ise bunlarm - normal genlerini ifade eder. Bazen mu-
tant genler icin hic isaret konmaz. Bay hususi vasiflar icin de hususi
isaretler vardir, Meseld S8, streptomisine hassasiyet Sr, streptomisine re-
zistans genini gosterir.

Spontan mutasyonlar olduk¢a nadir olarak

meydana gelirler. Muy-
ayyen bir fert adedj icinde bir

genin mutasyona ugrama sayist o genin
mutasyon coklugudur. Her gen ayni nispette nutasyona ugramaz, bu

bakimdan stabil ve labil genler, dolayisiyle stabil ve labj] irklar tefrik

edilir. Bu cokluk en asagl 10—° ortalama 10— bazen de 10—¢ veya daha
fazladar, '

Suni olarak mutasyon yapan etkenlerin basmda ¢

kimyasal maddeler gelir. Bu ajanlardan bask
peratiir da mutasyon tevlit eder. X-sinlar ile iyonize olmusg diger 1gmn-
lar ve UV-ginlar cok iyi mutajenik ajanlardir. Kimyasal maddeler icin-
de en miihimleri niiklck asit bazlarmm analagu olan baz maddeler, me-
seld 5—bromourasil (Timin analogu), 2—aminopurin (adenin analogu)
gibi, veya niiklek asit bazlarmm terkibini degistiren meseld nitrik asit

gibi maddelerdir, Hydroksilamin, akridinler meseld proflavin de cok kul-
lanilan’ mutajenlerdir,

adyasyon ve baz
a diistik pH, ekstrem tem-

BAKTERILERDE REKOMBINASYON

Makroorganizmalarda cinsiyet hadisesinin neticesi olarak ana ve
babanin genlerinin bir kismr yavrularda bir araya gelir. Bu suretle yeni
kombinasyonlalj tesekkiil eder. Diploid organizmalarda kromozomlar so-
ma hiicrelerinde homolog ciftler halindedir, Bq sebepten her gen her
hiicrede iki defa (va aynen va da iki alel sekli ile) bulunur. Meyoz bo-
liinmesi neticesinde homolog  kromozomlarm her biri  tesadiifi olarak
haploid gametlere gecer. Yavruda ana ve babadan gelmis birer kromo-
zom tekrar homolog ciftleri yapar. Bir kromozom iizerinde bulunan bii-
tin genler genel olarak birbirleri ile baglanti gosterirler, vani yeni nesle
hep beraber gecerler., Bu da fenotipte bircok vasiflarin daima bir arada
goriinmesi ile kendinj gosterir, Meseld bir homolog ciftte su genler bu-

abecdefs

lansun s — yavrunun birisine

ab c¢def genleri,
atb+etdtetf+
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digerine a+b+c+d+e+f+ genleri bir arada gececektir. Fakat bazen
crosing-over denilen ve meyosiste cereyan eden bir hadise neticesinde
homolog kromozomlarm kiiciik parcalari yer degistirir, bunun sonunda
baglantmin bir kismi ¢oziiliir ve yeni guruplagmalar olur. a b+c¢ d e
f ve atb ctdte+f+ gibi. Bu hadiseye rekombinasyon ismi verilir.
Burada b ile b+ geni yer degistirmistir.

Bakterilerde cinsiyet hadiseleri yoktur. Baz tiirlerde konjugasyon
olayr miisahede edilmistir, bu bir parasexiiel olaydir. Cok hiicreli canli-
larin esemsel hadiselerine benzemez. Buna ragmen bakterilerde de kom-
binasyonlar ve rekombinasyonlar miisahede edilir. Eger muayyen eksik-
likleri olan iki mutant bakteri ki meseld histidin yapamiyan 1rk ile argi-
nin yapamiayn irkin (His— Arg+ ve His+ Arg—) hiicreleri bir arada mi-
nimal vasatta gelismeye terkedilirse bazen kiiltiirde kolonilerin geligtigi
goriiliir. Halbuki minimal vasatta ne arginin ne de histidin bulunmadi-
gma gore her iki irka ait hiicrelerin cogalamamasi ve kolonilerin tesek-
kiil edememesi 14zimdi. Kolonilerin goriinmesi hem histidin hem de ar-
ginin sentetize edebilme kabiliyetini bir arada tasiyan veni hiicrelerin
meydana geldigini ifade eder. Arg+ ve His+ genleri rekombine olmus,
Arg+ His+ baglantismi tasiyan yeni hiicreler meydana gelmis demektir.
Bakterilerde rekombinasyon tevlit eden su olaylar bilinmektedir: Trans-
formasyon, Transdiiksyon, Konjugasyon,

Transformasyon

flk defa olarak GRIFFITH 1928 senesinde stcak su ile muamele

cedilerek  oldiiriilmiiy, hastalbk yapan S-Pnemococclar: (bunlarm hiic-

releri etrafmda bir kapsiil bulunur) ile bu tiiriin hastahk yapmiyan R-ir-
ki (kapsiilsiiz) beraberce farelere agilamus, farelerde hastalik goriilme-
mesi icap ederken hayvanlarin hastalandiklarmmi gdrmiistiir. Bu beklen-
miyen hadiseyi, canh olan R-bakteri hiicrelerinin bir kisminmn S-tipi ka-
rakterini kazanmalari ve bunlarn cogalarak farelerde hastalik yapmis
olmalar1 seklinde izah etmistir. Hakikaten mikreskopik miisahedeler de
R-tipi bakterilerinin bazilarmin kapsiillii forma doniistiigiinii gostermis-
tir. Bu hadiseye Transformasyon ismi verilmistir. Birkac sene sonra
tecriibe tiipiinde hadise tekrarlanmig ve muayyen tipteki Pneumococcla-
rm ekstraktlarimin da bagka tip hiicrelerde o tipe ait degisiklikler yvaphg
miisahede edilmigtir. Bu hadisede bir hiicreden elde edilen bir madde
o hiicrenin kalitsal vasiflarmi bagka tip hiicreye nakleder. Bu maddenin
yani bazi bakteri irklarmda transformasyon yapabilen maddenin DNA
oldugu 1944 senesinde AVERY ve arkadaglari tarafindan ispat edilmis-
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bakteri hiicrelerinden elde edilen saf DNAlar ile
transformasyon yaptirmak miimkiin olmaktadir. Bu yol ile bakterilerde
yeni gen kombinasyonlar: meydana getirmek miimkiindiir. Boylece trans-
formasyon bakterilerde rekombinasyon tevlit eden yollardan biri sayil-

tir. Bugiin muayyen

maktadir.
Transformasyon hadisesi Fneumococclardan bagka Neisseria menen-

gitidis ve Bacillus substilis tede goriilmiistiir.
Transdiiksyon

Bakterilerde verici bir hiicrenin genetik materyelinin bir kisminin
alict bir hiicreye bir fag (bakteri virusu) vasitasiyle nakledilmesi hadise-
sine Transdiiksyon denir. 1952 senesinde  ZINDER ve LEDERBERG
Salmonella thyphimurium da triptofan sentetize edemiyen bir irkin hiic-
releri ile histidin sentetize edemiyen bir ik hiicrelerini bir araya ka-
rigtirdiklar: zaman prototrof bir ik elde etmislerdir. Burada karakterle-
rin rekombine olmasinin ne transformasyon ne de bazi bakterilerde rast-
lanan hususi konjugasyon hadiseleri ile vukua gelmedigini tahkik etmis-
Jerdir. Aragtirmalar: sonunda bir hiicrenin  genini digerine nakleden

~amillerin bakteri hiicreleri icinde yagiyan viruslar oldugunu bulmuglar
ve bu hadiseye transdiiksyon ismi vermiglerdir. Yukarida da bahsettigi-
miz gibi, bir bakteri icine giren bakteriofag hiicre icinde cogalarak so-
nunda hiicrenin parcalanmasima sebep olur. Buna lisis denir. Lisis so-
nunda bakteri kiiltiirlerinde karakteristik plaklar goriiliir. Fakat bazi
balkteri irklart bulunmugtur ki bunlara hic fag aslanmadan da, baz1 mu-
melelere tabi tutulurlarsa (UV-veya X-ginlara gosterme gibi) bir miid-
det sonra hiicrelerde lisis olur. Bu bakterilere kendi kendine lisis yapan
(bu hadise nadiren spontan olarak da meydana gelebilir) mAnasma ge-
len lisogenik bakteriler ismi verilmigtir. Arastirmalar hakikatte bu tip
bakterilerin mutedil faglar ihtiva ettikleri, yani vegetetif safhaya gege-
miyen, bu sebepten de bakteriyi oldiiremiyen viruslar tagidiklarmi mey-
dana cirkarmigtir. Bu virus parcaciklary olgunlagmamig viruslardir, bak-
teri sitoplazmasi icinde kendi kendilerine copgalirlar ve hiicre boliiniince
yeni hiicreye gecerler. Bu cesit bakteriler diger cesit faglara karst da
immundurlar, Bazi tecriibeler bu immunitenin bakteri sitoplazmasinin
bir ozelliginden ileri geldigini meydana cikarmagtir. UV-igmlarmmn te-
siri ile lisogenik bakteri bu immuniteyi kaybeder, hiicre icindeki mute-
dil fag vegetatif safhaya gecer bakteriyi parcalar ve serbest kalir. Boyle
faglar bagka mutant lisogenik bakterilere asilanirsa alict bakteride bi-
rinci tipin karakterlerinin bazilar goriliir, ¢iinkii fag bakteri genomunun
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bir kismini da beraber  gotiirmiistiir. Trasditksyon  hadisesinin ic yiizii
budur,

Transdiiksyon bugiin bakterilerde yeni kombinasyonlarm elde edil-
mesinde kullanilan bir metod haline getirilmistir. Bu metodu Salmonella
ve coli bakterileri ile genetik tecriibeler yapanlar sik sik kullanmaktadir.

Umumiyetle transdiiskyonda bakterinin  bir veya birbirine yakm
olan iki karakteri nakledilir. Salmonella faglar vasitasiyle bakterinin ge-
nomunun herhangi bir parcasi nakledilebildigi halde coli bakterileriifin

~ faglari daima bakterinin muayyen bir genom parcasini naklederler, bu

da her fag irki icin karakteristiktir. Birincisine umumi trasdiiksyon, di-
gerine tahdit edilmis transdiiksyon ismi verilir.

Konjugasyon

Beterilerde rekombinasyonun iiciincii bir yolu da konjugasyondur.
E. colimnin Kiz wkinda ilk defa olarak LEDERBERG ve TAUM tarafin-
dan konjugasyon hadiseleri miisahede edilmigtir. Elektron mikroskobu
miisahedeleri konjugasyon yapan iki hiicre arasinda protoplazma kép-
riilerinin meydana geldigini gésterir. Fakat 6yle iklarda vardir ki kendi
aralarinda konjugasyon yapamazlar, Bu iwklara F— (fertilitesi olmiyan),
yapabilenlere ise F+ denmistir. Eger F— ile F+ bakterileri kangtirilacak
olursa sonraki nesilde bazi rekombinant irklar meydana gelir, fakat bun-
lar daima F— olanlardir. Yani ancak fertilite kabiliyeti olan hiicrelerin ka-
rakterlerinin bazilari bu kabiliyette olmiyanlarim genomu ile karigmigtir,
aksi vaki olmaz. F+ olanlar arasinda bazilarinin ¢ok yiiksek miktarda re-
kombinasyona sebebiyet verdikleri goriilmiistiir. Boyle olanlar ayri bir ik
olarak tecrit edilmiglerdir. Bu wrklara «high frequency of recombinations
manasina gelen Hfr-irklari denir. Konjugasyon neticesinde Hfr-hiicre-
leri daima F—-hiicrelerine genomlarmin bir kismimi naklederler.

Bircok vasiflar: bilinen bir Hfr-irki ile onun alel genlerini tagiyan bir
F—ark: kangtirilarak minimal vasata konur, sonra vasata streptomisin
ilave edilir,

Mesela :
Hfr) Try+ His+ S5 Lac+ Gal+ Ts, .........
F—) Try— His— S" Lac— Gal— Tt .........

Ebeveyn hiicrelere benziyen hiicreler yasiyamaz ancak Try+ His+

St Lact+ Gal+ ... gibi recombinantlar yagiyabilir, Bunlar tekrar bas-

ka agar agar plaklarina ekilerek diger vasiflar bakimindan da meydana
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gelmis rekombinantlar selekte edilir. Bu sekilde devam ederek sonunda
biitiin rekombinasyon tiplerini meydana ¢ikarmak miimkiindiir ve ebe-
veyn tiplerde meveut olan rekombinasyon nispetleri dleiilebilir. Bu yol-
la genlerin sirasi ortaya cikar. Ayrica iki cesit hiicreyi bir araya karngtir-
diktan sonra muayyen zaman araliklaru ile hiicre niimuneleri almak ve
yeni kiiltiirlere ekmek suretiyle hangi zamanda ne tip rekombinantlarin
meydana geldigini tespit etmek de mimkiindiir. Bu cesit tecriibeler ne-
ticesi gostermigtir ki: 1 — Muayyen genler birbirleri ile komguluk halin-
dedir. 2 — Hfr-verici hiicresi F—alici hiicresine kendi genetik materye-
lini bir siraya gore nakleder. JACOB ve WOLLMAN (1958, 1960) uzun
cahismalar neticesinde &yle cesitli Hfr-irklarmi izole etmege muvaffak
olmuglardir ki her birinde F—-hiicresine naklolan genlerin siras degisiktir.
Mesel4 :

Hfrs abecdef ..ol

Hir: abzyxuv ...

Hfrs edcbazy .........

Hfra gfedcbaz.... V.S,

Bu buluglar bakteri hiicrelerinde genlerin bir halka teskil edecek se-
kilde siralanmig olmasi icap ettigini ve Hfr-irkinda diger tarafa dogru
naklolan genetik materyelin her irka has olarak muayyen bir yerde bagla-
dig: fikrinin dogmasma sebep olmustur.

—hiicreleri ile F+-hiicreleri kontakt halinde iken F-—-hiicrelerin-
den bir kismi bir miiddet sonra F+ haline gecerler. Fakat bu olay netice-
sinde rekombinasyon olmaz.

Bakterilerdeki bu olaylart JACOB ve WOLLMAN su gekilde 17ah
ederler: E. colinin bazi wklarinda sitoplazma i¢inde kendi kendine ¢oga-
labilen ve icabmda bagka hiicrelere gecebilen partikiiller vardir. Bunlara
fertilete faktorii (F) denmigtir. Diger bazi wklar bunlar tagimaz (F—).
Muhtemelen bu partikiiller DNA tabiatindadirlar. Baz:1 wrklarda F-fak-
torii bakteri genomuna baglanir (Hfr-irklarinda) ve bu genomun bir kis-
mint konjugasyon esnasmda alict hiicreye nakleder. F-irklarmda halka
seklinde olan genomun bir ucu Hfr-irklarmda acilmig ve ucuna F-fak-
torii baglanmugtir, Onun icin F-wklan yalmiz F-faktGriinti nakleder, bak-
teri genomunu nakletmez, Hfr-wklar: ise bakteri genomunu nakleder fa-
kat F-faktoriinii nakletmez.

Bu hadise transdiiksyon ile mukayese edilebilir. Transdiiksyonda
bakteri genomunun bir kismi bir virus partikiilii ile, burada ise fertilite
faktorii ile diger bir hiicreye nakledilir. Bu yiizden Hfr-irklarindaki bu
olay Sexdiiksyon ismini de alir.
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