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GIRIS

1939 da Caspersson (Caspersson 1950) tiimérler, oositler ve bitkisel meris-
. temler gibi hizla biiylime gosteren dokularin veya protein salan bezlerin hiicre-
lerinin fazla gelismis nukleoluslara malik olduklarin1 miisahede etmis, bu mii-
sahedesine dayanarak protein sentezi bakimindan aktif olan hiicrelerde nukle-
olusun miihim rol oynadigi kanisina varmigtir. Daha sonralar1 nukleer ribo-
nuklein asidinin (RNA) biiyiik bir kisminin nukleoluste bulundugu ortaya ko-
nunca, RNA sentezinde ve bununla ilgili olarak protein sentezinde nukleolusun
rol oynadigi fikrine varilmistir. Yakin zamanlara kadar nukleolusun nukleer RNA
sentezinin esas yeri oldugu kanaati hikiim siirmiisse de, son zamanlarda protein
sentezinde rol oynayan RNA sentezinin kromatine dayandigi ortaya konmus-
tur. Bu hipotezin tartismasini burada yapacak degiliz. Bu konu tizerinde bir gok
simpozyumlar tertip edilmis ve yapilan aragtirmalar topluca gdzden gegirilmek
iizere yazilar yaymmlanmistir (Caspersson 1950, Brachet 1955 ve 1956, Bonner
1959). Bununla beraber her ne kadar RNA sentezinin kromatinde yapildigt
kabul edilmekteyse de, bir kissm RNA sentezinin de nukleoluste vukua geldigi
kanaati iizerinde hala durulmaktaduir. Sirlin (1960), Woods (1959) radyoaktif
RNA prekiirsérlerinin kromatin kadar nukleolusun yapisina da girdigini gos-
termislerdir.

Biz bu c¢alismaya nukleoler kromozomlardaki nukleoler bolgelerin yer degi-
sikliginin RNA sentezi iizerinde etkili olup olmiyacagini veya baska bir deyimle

1) Tirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu, II. Bilim Kongresinde teblig edilmistir;
Ankara, 17 Kasim 1969.
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RNA sentezi iizerinde yer-etkisinin (Position effect) s6z konusu edilip edilemi-
yecegini aragtirma gayesiyle basladik. .

MATERYEL VE METOD

Materyel olarak Hagberg (Swedish Seed Association, Svalof, Isveg) tarafin-
dan elde edilen Bonus varyetesinden resiprokal translokasyon -gdsteren arpa
mutantlarinin homozigot iki tipiyle (xT2 ve yaT2) bunlarin normal Bonus var-
yetesiyle meydana getirdikleri hibridler (Bonus X T2 ve Bonus X +yaT2) kul-
lanildi ve normal tiple kiyaslamalari yapildi (Yazida xT2 a, yaT2 b harfle-
riyle gosterildi). i [

Bir gece ¢esme suyunda sismeye maruz birakilan her bir tipten 50 adet arpa
tanesi bliyiik bir petri kutusu igerisinde alt yiiziine kadar su ile doldurulan bir
tel 6rgii iizerine kondu ve nemli bir oda temini amaciyle petri kutusunun iize-
rine ters olarak bir cam huni kapatildi. Ug giin oda 1s1sinda birakilan tohumlarin
¢imlenme yiizdesi tayin edildi ve ¢ikan fidelerin kok uzunluklari Olgiildiikten
sonra kok uglart White ortaminda (DIFCO Laboratuvarlari, Detroit, Michigan)
2,5 pc/ml yogunlugunda hazirlanmig tritium ile isaretli uridin (New England
Nuclear Corporation, Boston, Massachusetts) eriyigine batirilarak 10 dakika
veya 1/2, 2 ve 7 saat gibi degisik siirelerde radyoaktif maddenin etkisine maruz
birakildi. 1/3 aseto-alkol (1 kisim glasiyal aset asidi, 3 kisim absolii etil alkol ka-
risimi) ile fikse edilen koklerin u¢ kisimlarindan yaklasik olarak 1/2 cm uzunluk-
taki parcalar standard metoda uygun olarak absolii etil alkol, etil alkol-butil
alkol kaiisgimlarindan gegirilerek saf butil alkole ve parafine getirildi, kaliplara
" dokiildi, uglarindan itibaren 3 p kalinliginda enine kesitler alindi. Her kokten
alman birbirini takip eden kesitler iki ayr1 lam lizerine tesbit edildi, ksilol ile pa-
rafinden kurtarildiktan sonra suya getirildi. Suya getirildikten sonra otoradyo-
grafik film (AR-10 Kodak) ile ortiildii ve 7, 20,45 ve 65 giin gibi siirelerle rad-
yasyonun tesirine maruz birakilan preparatlar develope edildikten (D-19 Kodak)
sonra fikse edildi (%, 50 oraminda sulandirilmis F-6 Kodak). Sudan ¢/ 50 etil
alkole alinan preparatlar, faz-kontrast mikroskopla yapilan incelemelere uygun
olan W15 ortaminda (nD-1.515 Carl Zeiss) kapatildiktan sonra lamellerin kenar-
lar1 verniklendi.

Isaretlenmis maddenin RNA oldugunu gergeklestirmek amaciyle aym kok-
ten hazirlanmig iki preparattan digeri film konmadan once, 1,5 saat siiresince
37°C da kristalize ribonukleaz fermentinin (pH7, 1mg/10 ml) tesirine maruz bira-
kildi. Sonra ii¢ defa damitik su ile galkandi. Doku tarafindan tesbit edilen rad-
yoaktif maddenin nisbi miktarinin tayini biitiin hiicrede veya sitoplasma ve nuk-
leus tizerinde belli bir yiiz Olglimiindeki giimiis tanelerinin sayilmastyle yapildi.
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SONUCLAR VE TARTISMA

Faz-kontrast mikroskop ile yapilan incelemelerde kromozom ve nukleolus-
lerin sinirlari ayirdedilememis, ancak nukleus ve sitoplasmadaki radyoaktif mad-
denin yogunlugu tesbit edilebilmis, bundan &tiirii nukleoler bdlgelerin ve bu bol-
gelerin kromozom iizerindeki yer degisikliklerinin RNA sentezi tizerindeki rolii
hakkinda bir kaniya varilamamistir. Bununla beraber RNA sentezi bakimindan
baz1 ilging miisahedelerde bulunulmustur.

Kisa zaman (10 ve 30'dakika) radyoaktif maddenin etkisinde kalan kdk me-
ristemi hiicrelerinde sitoplasmaya ya hig veya eser miktarda radyoaktif madde
girdigi halde, 10 dakikalik bir muamele siiresi bile radyoaktif maddenin genel-
likle (homozigot mutantlar harig) nukleus (kromatin ve nukleolus) tarafindan
alinmasint saglamistir (Tablo I). Daha uzun siire muameleye tabi tutulan kok-
lerde radyoaktif maddenin nukleusla birlikte sitoplasmada da bulundugu miisa-
hede edilmistir. Bu sonu¢ bundan evvel kabul edilen hipotezi desteklemektedir
(Caspersson 1950, Biachet 1955 ve 1956, Prescott 1957, Zalokar 1959, Bonner
1959, Woods 1959). Bu hipoteze gore radyoaktif madde nukleus tarafindan alin-
makta ve sitoplasmaya iletilmektedir.

Tablo I. RNA bilesimine giren tritium’un nisbi yogunlugu (Glimiis tanelerinin

sayilmasiyle tayin olunmustur).

Belli bir yiizolgimiinde

Hiicrede Nukleus Sitoplasma

Muamele siiresi

(Saat) 16 s sl /6l 1224 g e jpinigud 7

Bonus T 921¢+42% ,61 621182 21 {A8PL A0 27 ) il 12
Homozigot a (0547 88 AR 2l R o 17 0 TS0 Sl 0 0 2 2
Homozigot .ll 0 T 3205525 0 i 128815 160 0 2, 3

Heterozigot

(Bonus X a) 195+ 53615452, 589 [iei8:7:20 28 146:[ -0 6°. 14 23

Heterozigot
(Bonusxk) 10-34 7748795 =58 19 25" 471 0O 3629

65
45
65
45

Poz siiresi
(giin)
65
45
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Sekil 1 : Homozigot a ve bunun normal Bonus varyetesiyle meydana getirdigi heterozigotlarda
nukleus ve sitoplasmanm RNA bilesimine giren tritium’un nisbi yogunlugu.
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Radyoaktif tritium i¢ersinde gecen zaman

Sekil 2 : Homozigot b ve bunun normal Bonus varyetesiyle meydana getirdigi heterozigotlarda
nukleus ve sitoplasmanin RNA bilesimine giren tritium’un nisbi yogunlugu.
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Diger taraftan belli bir yiizélgiimiinde nukleus ve sitoplasma tizerine diisen
giimiis taneleri kiyaslandikta, radyoaktif maddenin daha yogun olarak nukleus
tarafindan tesbit edildigi goriilmiistir (Tablo I, Sekil 1 ve 2). isaretlenmis RNA
yogunlugunun nukleusta sitoplasmaya kiyasla bariz olarak daha fazla bulunmast
hiicrenin nukleus bolgesinin RNA sentezi bakimindan aktif bolge oldugunu
gostermektedir.

Miisahedelerimizden ¢ikardigimiz diger bir sonug¢ da homozigot ve hetero-
zigot bitkilerin RNA sentezi bakimindan bariz farklar gosterdigidir. Radyoaktif
uridin heterozigot bireylerde aktif bir sekilde hem nukleus, hem sitoplasmanin
yapisina girdigi halde, kendi-déllek diploid homozigot bir birey olan normal
Bonus varyetesinde ve bilhassa resiprokal translokasyon gdsteren arpa mutant-
larmim homozigot tiplerinde radyoaktif madde pek zayif olarak nukleus ve sitop-
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Radyoaktif tritium icersinde gecen zaman

Sekil 3 : Homozigot a, b ve bunlarin normal Bonus varyetesiyle meydana getirdikleri hetero-
zigotlarda hiicrenin RNA bilesimine giren tritium’un nisbi yogunlugu.

lasma yapisina istirak etmistit (Tablo I, Sekil 1,2, 3 ve 4). Bu sonuca gore hete-
rozigot bireylerin homozigot bireylere kiyasla RNA sentezi bakimindan gok daha
aktif oldugu ortaya cikmustir.

Yiizyillardanberi birgok tiirlerde kendilesme yolu ile meydana gelen dolle-
rin gaprazlama ile meydana gelen dollerden daha zayif oldugu miisahede edil-
mis ve bu hal literatiire melez-dingligi (Hybrid vigour) veya heterosis olarak geg-
mistir. Arpa kendi-dollek diploid bir bitkidir. Kendi-dollek bitkilerin de, ken-
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Sekil 4: 7 saat He-uridin ile muamele edilen kok meristemi hiicrelerinin faz-kontrast mikrofo-
tograflar1 (Poz siiresi 7 giin).

a. Bonus, b. Homozigot a, b’. Homozigot b, c. Bonus X Homozigot a,
¢’. Bonus X Homozigot b. : { :

dilesme ile meydana ¢ikan zayif irklarin yok olmasi sonucu, karsi-dollek bitkiler
kadar verimli ve kuvvetli olduklar: bilinmektedir. Bununla beraber biitiin dinglik
meydana getiren sayilar1 pek ¢ok olan faktdrlerin homozigot olarak bir bireyde
toplanabilmesi ihtimali pratik bakimdan g¢ok zayiftir. il
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Tablo II. Tohumlarin ¢imlenme orani ve ii¢ giinliik fide
koklerinin ulastift uzunluk.

Tohumlarin ¢imlenme Ug ginlilk koklerin
orant ulastigt uzunluk

Bonus Y . 7 cm
Homozigot a 0433 3
Homozigotg %238 355
Heterozigot o/ 80 8,5
(Bonus X .i)
Heterozigot ] % 100 10
(Bonus X b)

Gergekten de bizim aldigimiz sonuglardan heterozigot bireylerin homozigot
bireylere gore daha kuvvetli oldugu goriilmektedir. Tohumlarm ¢imlenme yete-
nekleri kiyaslandikta heterozigotlarm gimlenme yiizdelerinin hem normal tipe,
hem de bilhassa homozigot resiprokal translokasyon gosteren tiplere kiyasla
yiiksek oldugu goriilmiistiir (Tablo I1). Normal tohumlarin g¢imlenme yetenek-
leri de diger homozigotlara kiyasla yiiksek ise de heterozigotlardan daha zayiftir.

Tohumlarin ¢imlenme yetenekleri bakimindan gosterdikleri Ustiinlik far-
kini ¢imlenen tohumlardan meydana gelen fidelerin dingliginde de gbérmek miim-
kiindiir. Ug giinliik fidelerin koklerinin uzunluklari Slgiildiikte, heterozigotlarin
kéklerinin hem normal, hem deneysel homozigotlarin koklerine oranla uzun ol-
duklar1 gorilmiistiir.

Hizla biiyiimekte olan dokularin protein sentezi bakimindan aktif oldugu,
protein sentezininde de RNA’in 6nemli yer isgal ettigi diisiiniilecek olursa, me-
lez-dingligi gosteren bireylerin RNA sentezi bakimindan aktif olmasin beklemek
akla yakin gelmektedir. Aldigimz sonuglar melez-dingligini saglayan faktoiler
arasinda RNA sentez aktivitesini destekleyen faktdrlerin 6nemli yer isgal etti-
gini ortaya koymustur.

OZET

Bu calismaya otoradyografik metoddan faydalanilarak kromozomlar iize-
rindeki nukleoler bdlgelerin yer degistirmesiyle ribonuklein asidi (RNA) sentezi
iizerinde bir etki meydana gelip gelmiyecegininin arastirilmasi amaciyle baglandi.

Materyel olarak Bonus varyetesinden resiprokal translokasyon gosteren
arpa mutantlarnimn homozigot tipleriyle, bunlarin normal Bonus varyetesiyle
meydana getirdikleri hibridler kullamldi ve normal tiple kiyaslamalar: yapild1.
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Radyoaktif uridinin RNA bilesimine girdigini ger¢eklestirme amaciyle ayni
kokten hazirlanmis iki preparattan biri film konmadan 6nce ribonukleaz fermen-
tinin tesirine maruz birakild1.

Faz-kontrast mikroskopla yapilan incelemelerde ne kromozomlarin ne de
nukleoluslerin sinirlar1 ayiredilememis oldugundan, ancak nukleus ve sitoplasma-
daki radyoaktif maddecnin nisbi miktar1 giimiis tanclerinin sayilmasiyle tayin
edilebilmis, her ne kadar istenilen gayeye ulagilamamigsa da RNA sentezi baki-
mindan ilging miisahedelerde bulunulmustur :

1. Daha onceleri birgoklar: tarafindan kabul edilen hipoteze uygun olarak
radyoaktif maddenin dnce nukleus tarafindan alindigi, sonra sitoplasmaya
girdigi ve nukleus bolgesinin RNA sentezi bakimindan hiicrenin aktif bdlgesi
oldugu gosterildi. :

2. Diger taraftan heterozigot bireylerin homozigotlara kiyasla RNA sen-
tezi bakimindan ¢ok daha aktif oldugu ortaya ¢ikarildi. Buna gére melez - ding-
ligi gosteren, homozigotlara kiyasla daha biiyiik olan hibridlerde, hizla biiyii-
mekte olan dokularin protein sentezi bakimindan faal oldugu, protein sentezinde
de RNA’in 6nemli yer isgal ettigi géz Oniine alinarak, melez-dingligi saglayan
faktorler arasinda RNA sentez aktivitesinin de Onemli rol oynadigt kanisina
varildi.

Bu arastirma Lund Universitesi, Genetik Enstitiisiindeki ¢aligmalarim sira-
sinda (1966 - 1967) yapildi. Bana laboratuvarinda ¢alisma imkéni veren ve mater-
yel olarak kullandigim tohumlart Prof. Hagberg’den (Swedish Seed Association,
Svalof, Isveg) teminde yardimi olan Prof. Lima-de-Faria’ya (Institute of Gene-
tics, University of Lund, Lund, Isve¢) ve tohumlar: vermek litfunda bulunan
Prof. Hagberg’e burada tesekkiirii bir borg bilirim.
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