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STREPTOMISIN’IN VICIA FABA (BAKLA) KOK UCLARI

UZERINE SITOLOJIK ETKILERI?

CYTOLOGICAL EFECTS OF STREPTOMYCIN ON THE
ROOT TIPS OF VICIA FABA (BROAD BEAN)

Prof. Dr. Emine BILGE
istanbul Universitesi, Botanik ve Genetik Kiirsiisii

Onceki bir arastrmada Vicia faba (bakla) bitkilerine, bir antibiyotik olan
streptomisin sulfat (STM) 1n gesitli konsantrasyonlardaki soliisyonlart uygulan-
mis ve meydana gelen morfogenetik degismeler incelenmisti (Bilge 1962 a). O
zaman kullanilan soliisyonlar icinde 1072 nin V. faba icin son derece toksik ol-
dupu, bilyiimeyi engelledigi, yapraklarin beyazlagmasina ve hatta kisa zamanda
bitkilerin 6liimiine sebep oldugu, aksine 1073 konsantrasyonunun biilyiimeyi
hizlandirdigy, daha fazla meyva ve tohum husuliine yol agtifr kaydedildi. 1076
konsantrasyonu ise gok daha hafif derecede olmakla beraber 1072 ninkine ben-
zer etkiler gosterdi.

Ftkisi bakimindan énemli goriilen bu ii¢ konsantrasyondaki STM soliisyon-
larinin ne gibi sitolojik degismeler meydana getirdigini incelemek gayesi ile sim-
diki arastirma yapilds :

Musluk suyunda bir gece slatilan V. faba tohumlar1 4 gruba ayrilarak 22°C
Iik yetistirme odasmnda, kum igerisinde ve musluk suyu ile sulanarak gimlendi-
rildi. 7. giin fidelerden bir grup 1072, ikincisi 1073, iiglinciisi. 1076 konsantras-
yonunda STM soliisyonlari ile muamele edildi. Dérdiincii grup ise kontrol ola-
rak muhafaza edildi.

Muamele herbir konsantrasyon igin 6, 24 ve 52 saat devam ettirildi. Bu sii-
relerin sonunda hem muamelelilerden, hem de kontrol fidelerden kokler kesile-
rek Carnoy fiksatifi iginde tespit edildi. Preparatlar Feulgen ezme metodu ile
yapild1. Ayrica neticelerin kontrolu igin parafin metodu da kullanilds.

1) Tirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu, L Bilim Kongresinde teblig edilmis-
tir ; Ankara, 19 Kasim 1969. .
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Tablo 1: Muameleli ve kontrol kok uglarinda 2000 den fazla hiicrede normal ve STM’den -
muhtelif sekillerde miiteessir olmus hiicrelerin sayist. Gorildaga gibi kromosom kopma- :
Jarmm giriinlerine en fazla 10-2 STM ile 6 saat muamele gdrmis hiicrelerde rastlanmakta-
dir. Muamele siiresi uzadikca bunlarin sayisindaki dagme zahiridir ve STM’in mitosu kuv-

vetle bastirmast dolaysiyla gizli kalmaktadir. '
Mikroskop altinda preparatlar incelenerek STM’in farkli konsantrasyon ve
farkls siirede uygulandigi zaman hiicrelerde ne gibi hasara, degismelere ve anor-
malliklere sebep oldugu izlendi ve fotograflarla tespit edildi. Anormal durumdaki
hiicreler sayilarak farkli konsantrasyonlarin etkisi karsilastirildi (Tablo : 1).

Kontrollarda kayda deger bir durum goriilmedi. Mitosun profaz, metafaz ve

daha sonraki safhalarmi gosteren hiicreler muamelelilerde ve kontrollarda sayi-

larak mitosun frekansi yiizde cinsinden hesaplandi ve birbiriyle karsilastiridi

(Tablo : 2). Tablolarda ifade edilen sonuglar 2000 den fazla hiicreye dayanmak-

tadir.
V. faba’da somatik kromosom sayisi 12 dir. Bu 6 cift kromosomdan 1 ifti
metasentrik, 5 ¢ifti akrosentriktir (Sekil : 1). »
Streptomisin’in V. faba iizerindeki sitolojik etkileri su sekilde siralanabilir:
1. Kromosomlarda kopma ve erozyon : Kromosom kopmalar en fazla 1072
STM’de miisahede edildi.
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’ Telofaz 5 Muamele Incelenen Mitosun
2 Konsantrasyon siiresi P+M+A+T hiicrelerin frekanst
. — | § (saat) sayist %
Sls | 8|8
i1 el sl 6 61 2302 2.64
iz &= 10-¢ 24 9 2320 0.38
52 2 2342 0.08
7 9 2
6 207 2380 8.69
214 02 108 24 211 2337 9.28
0 0 o | 230 52 124 2295 5.40
s 130 | o | 2380 6 148 2287 6.47
10—° 24 143 2295 6.23
6 |27 0 {23y 52 168 2512 6.68
0 143 2|22% Kontrol 169 2283 7.40
8 {22 2 12287
- Tablo 2: STM muameleli kdklerde ve kontrollarda mitosun frekanst yiizde cinsinden. Go6raldi-
8 126 7 2295; gl gibien algak frekansi en kuvvetli STM konsantrasyonu olan 10—? ile muamele edilmis
o | 28 0 2512' kokler gostermektedir, Bu konsantrasyon ile muamele uzadik¢a mitosun frekansi hizla
] diigmektedir, 10— ile muamele (52 saat muamele haric) mitosun frekansinda kontrola na-
2 132 0 | 2283 zaran bir artmaya yol agmaktadir. 10—° ile muamele de kontrola nazaran mitosun frekan-
- smda bir diismeye sebep olmaktadir. Bu sonuglar, aym konsantrasyonlardaki morfolojik
aal ve STM?den ve fizyolojik bulgularimiza paraleldir (Bilge 1962a).

mosom kopma-
de rastlanmakta-
’in mitosu kuv-

msantrasyon ve
melere ve anor-
‘mal durumdaki
di (Tablo: 1).
az, metafaz ve
atrollarda sayi-
¢ karsilastirildi
eye dayanmak-

ssomdan 1 ¢ifti

de siralanabilir:
11 en fazla 1072

Sekil 1: V. faba’da metafaz kromosomlarinm Gstten gorintsii.
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Kromosomlar, gesitli radyasyonlar (Catcheside 1948, Croker 1953, Gran
1965, Takamine 1934-35), antibiyotikler (Hawthorne ve Wilson 1952, Kihim
1964 , Kihlman ve Odmark 1965, Wilson 1950) ve diger bazi kimyasal maddele
(Croker 1953, Darlington ve Koller 1947, McLeish 1953, Natarajan ve Upadhy:
1964, Read ve Kihlman 1956, Tjio 1951, Wuu ve Grant 1967) tarafindan en
olarak koparilabilirler. Boyle maddelere radyomimetik am iller ad
verilir. Bir antibiyotik olan streptomisin de radyomimetik etkiye sahiptir (Nétien
Carraz ve Sotty 1952, Tanaka ve Satd 1952, Tanifuji 1960). ‘

Birgok arastiricilar kromosomlarin, interfazda kopmaya daha uygun olduk
larint miisahede etmislerdir (Croker 1953, Grant 1965). Nukleus zarmi gegebile
radyomimetik maddeler interfazda, digerleri ise ancak nukleus zarmin erimi
oldugu safhalarda kromosomlar iizerine etkili olurlar.

Fragmentasyon adi verilen kromosom kopmasi olaylari iki tipte vaki ol
maktadir : a) Kromosom tipi, b) Kromatid tipi.

] O O \0) Q Q
\ w,
a ™
e
a b ¢ d
. -~ -t Nt
A 8

Sekil 2: A Kromosom tipi kopmalar : 1:sentrik, 2 asentrik kromosom pargalari. a parcalarin
higbirinde kardes kromatidler birbiri ile birlesmemis yani S. U. yok, b yalniz sentrik par-
¢ada S.U., ¢ hem sentrik hem de asentrik parcada S.U., d sadece asentrik parcada S. U.

husulii, B kromatid tipi kopma (sematik).

Kromosom tipi kopmada, bir kromosomun her iki kromatidi aym1 nokta-
dan kopar. Boylece kromosom, biri sentromerli (sentrik), digeri sentromersiz
(asentrik) olan iki pargaya ayrilr. (Sekil : 2 A) Bu sekilde iki yarali ug hasil olur,
Asentrik fragment, yaralar kapanmadan evvel koptugu yere veya bagka bir kro-
mosomun yarali ucuna yapisabilir. Yahut yapismadan kalir ve yaralar kapana-
rak sifa bulur. ;

Kromosom tipi kopma metafazda olabilecegi gibi interfazda veya profazin
erken safhasinda da vaki olur. Boyle bir durumda asentrik fragment bir yere ya- "
pismadan kalabilir. Sonra sentrik ve asentrik fragmentler uzunlamasina yaria- |
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rak ikiser kromatid meydana getirirler. Her fragmentteki iki kromatidin kopuk
uglart birbiriyle birlesebilir (Sekil: 2 A-b, c,d). Bu olaya kardes kromatidlerin
birlesmesi anlamma “sister union” denir ve 8. U. isareti ile gosterilir. S. U.’a ug-
rayan fragment sentromerli ise sonugta disentrik bir kromatid, sentromersiz ise
asentrik bir kromatid meydana gelir. S. U ile disentrik bir kromatid meydana
geldigi zaman onu izleyen ilk anafaz safhasinda sentromerlerden biri bir kutba,
digeri aksi kutba gekilir ve boylece disentrik kromatid iki kutup arasmda bir koprii
gibi gerilir. Buna anafaz kdpriisii denir. STM’in sebep oldugu kopmalar kromosom
tipindedir ve interfazda ve erken profazda vaki olmaktadir. Bunun belirtisi olan
anafaz kopriileri ile ona refakat eden asentrik fragmentlere sik sik rastlamr (Se-
kil : 3 ve 4). Boyle kopriiler mitosun daha sonraki safhalarinda fazla gerilme
sonunda koparlar (Sekil : 5) veya bSlme geperin tesekkiilii ile kesilirler.

Kromatid tipi kopmada, bir metafaz kromosomunun yalniz bir kromatidi
belirli bir yerden kopar (Jona 1964, Kihlman 1964, McLeish 1953, Tanifuji 1960).
Kopan parga saglam olan kardes kromatidin yaninda ve ona ¢ok yakin olarak
kalir (Sekil : 2 B). Bu tip fragmentlerin ekserisi koptugu yere tekrar yapisir. Bun-
dan dolayl izlenmesi herzaman miimkiin olmaz.

Bir fragmentin koptugu yere tekrar yapigmasi higbir genetik degismeye sebep
olmaz. Fakat bir fragmentin ters dénmiis olarak koptugu yere tekrar yapismast
yahut bagka bir kopuk kromosoma yapigmast veya kaybolmast muhtelif kro-
mosom yapist degismelerine yol agar. Bu sitogenetik olaylarmn etkisi de sirasinda
ferdin fenotipinde kendini gdsterir.

Bazi hallerde STM, tam kopmaya sebep olmaz. Fakat bazi bolgelerde eroz-
yonlar meydana getirir (Levan ve Lotfy 1950, Tjio 1951). Anafaz esnasinda bu
durum, kromosomlardaki gerilme dolayisiyla barizlesir (Sekil : 6). STM’in mey-
dana getirdigi tam kopmalara kiyasla erozyonlar gok seyrektir ve bilhassa 1072
de goriilmektedir.

Anafazda normal kromosomlar ve sentrik fragmentler kutuplara ¢ekilirken
asentrik fragmentler ekvator tablasinda kalirlar (Sekil : 7 ve 8). Ufak asentrik-
ler énce sekillerini kaybederek kromatin cisimeiklerini meydana getirirler (Se-
kil : 4 ve 9). Sonra eriyerek kaybolurlar. Daha biiyiik ve gok sayidaki asentrikler
ise bir araya gelerek mikronukleuslar meydana getirirler (Sekil : 8).

2. Kromosomlarda rediiksiyonal gruplanma:

STM’in etkisiyle profaz ve metafaz kromosomlari iki veya daha fazla gruba
ayrihirlar (Allen, Wilson ve Powell 1950, Hawthorne ve Wilson 1952, Tanaka ve
Satd 1952). Bu gruplardaki kromosomlar bazen esit, bazen de farklt sayidadir
(Sekil : 10 ve 11).

3. Metafaz kromosomlarinda normalden fazla kisalma ve kalinlagma.
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Boyle hallerde, bazen kromosomlarin diakinezdekine benzer sekilde ‘dagl
diklart goriiliic (Sekil : 12). ,

4. Metafaz kromosomlarinda bir araya toplanma ve bxrbmne yapigma (Se
kil : 13).

5. Anafazda intizamswizlik :

Boyle hallerde, esit olmayan anafaz gruplar1 veya ekvatordan kutuplara ka
dar dagilmis olan anafaz kromosomlar: miisahede edildi (Sekil : 14).

6. Telofaz nukleuslar1 arasinda bolme geper tesekkiiliiniin engellenmesini
veya rediiksiyonal gruplanmasinin sonucu olarak ayni hiicrede iki, nadiren dah
fazla nukleusun tesekkiilii (Sekil : 15).

7. Nukleuslar iginde vakuol tesekkiilii.

8. Mitos boliinmesinin engellenmesi.

STM’in V. faba hiicrelerinde husule getirdigi en kuvvetli etkilerden biri mitos
béliinmenin engellenmesidir. Bu, DNA sentezi engellenmesinin sonucu olabilir
Bilindigi gibi DNA sentezi sonraki mitosa hazirlik ve onun, zaruri olan 6n kade-
mesidir. Bu kademe Onlenince mitos boliinme vaki olamamaktadir. Mitosun.
onlenmesi, 1072 ve 1076 konsantrasyonlarmda fidelerin gelisememesi sonucu-
nu vermektedir. Halbuki 1073 konsantrasyonunda mitosun frekanst kontrol-
dakine yakin, hatta ondan daha yiiksektir. Fakat hemen ilave etmek lazimdir ki,
STM’in V. faba’da sebep oldugu biitiin morfogenetik degismeleri, onun radyo-

2) Streptomisinin, primer etkisini protein sentezi {izerine yaptigt ‘da diistiniilebilir. Bu 'ilk :
etkinin DNA sentezi lizerine mi, yoksa protein sentezi {izerine mi oldugu ilerde oto-
radyografik yolla ayrica arastirilacaktur. :

Kars:1 sayfada:

Sekil 3 : 10--® STM ile 24 saat muamele gormiis olan bir hiicrede disentrik anafaz koprusu ve
ekvatorda ona paralel duran asentrik fragment. X 2000.

Sekil 4 : 10—% STM ile 24 saat muamele gdrmils ve disentrik kopriyl haiz olan bir hiicrede te-
lofaz baslangict ve anafaz ilerlerken seklini kaybederck kromatin cisimcigi halini almig olan
asentrik fragment. < 2000. o

Sekil 5: 10— STM ile 24 saat muamele gormu§ olan bir hucrcde telofazin ileri safhasinda kro-
mosom koprisiinin fazla gerilme neticesinde kopmasi. x 2000.

Sekil 6:10—2 STM ile 6 saat muamele gormiis olan bir hiicrede kromosom erozyonu. Anafazda
kromosomlarin gerilmesi ile erozyonlu bolgeler daha belirli olmakta ve kromosomun diger
kistmlarini - birbirine baglayan ince iplikler halinde goriilmektedir. X 1600.

Sekil 7 : 10—*STM ile 6 saat muamele gdrmiis bir hiicrede anafaz. Asentrik fragmentlerin ku-
tuplara gekilemeyip ekvator tablasinda kaldigr gorilliiyor. Sag tarafta gorilen U §eklmdek1
kromatid asentrik fragmentte S.U. vaki oldugunu gostermektedir. x 2000.

Sekil 82 10—° ST M ile 6 saat muamele gdrmiis olan bir hiicrede iki nukleus ve bir mikfonuk-
leus. X< 1600. :
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mimetik ve mitosu dnleyici etkilerine baglamak miimkiin degildir. Onun, enzim-
lerin faaliyetine miidahale ettigini ve o sayede daha fazla milessir oldugunu kabui
etmek makul goriinmektedir (Darlington ve Koller 1947). Mesela yiiksek kon-
santrasyonlarda yapraklarin beyazlagmasi, mevcut kloroplastlarin tahrip edil :
mesi yaninda STM’in, klorofilin biyosentezinde is goren enzimlerden birini veya
birkagint inaktif hale get1rd1g1m diisiindiirmektedir. Pozitif yondeki etkiler de
bazi enzimlerin faaliyetinin hizlandirtlmis olmasiyla izah edilebilir. [

Bilindigi gibi, baz1 canli mikroorganizmalarin metabolik tiriinleri olan anti-
biyotikler bulunduklari ortamdaki diger bazi mikroorganizmalarin gogalmala-
rina engel olurlar. Bu, onlarin DNA sentezine ket vurma ozelliklerine atfedile-
bilir. Streptomisin, Streptomyces griseus’un metabolik iriintdir.

Bizim, bugday ve bakla bitkileri iizerinde yaptigimz deneyler (Bilge 1962 a ve
b) ve diger arastiricilarin incelemeleri (Aydin 1970, Hurel-Py 1957, Nétien, Carraz
ve Sotty 1952, Ozgiiven 1969, Schfeffer ve Kloke 1954) gostermektedir ki STM’in
etkisi konsantrasyona, uygulama sekline, zamanina, siiresine ve uygulandig yiiksek
bitkinin tabiatina gére degismektedir. Uygun doz segilerek uygun siire iginde
uygulandi1 takdirde daha gok gelismis bitkiler, daha erken ve daha bol iiriin elde
etmek miimkiindiir (Aydin 1970, Bilge 1962 a, Nétien, Carraz ve Sotty 1952)
Fakat antibiyotikler ucuza maledilemediginden simdilik, belli hastaliklarin te-
davisi gergevesini asamiyacak ve tarima bir fayda sagliyamiyacaklardir.

(Bu arastirmanin maddi yoénii NATO tarafindan desteklenmektedir).

Karg: sayfada:

Sekil 9: 10’2 STM ile 6 saat muamele gormiis olan bir hiicrede telofaz. STM’in sebep oldug
fragmentasyonun firtin{i olan asentriklerin ekvator tablasinda kaldigi ve mitos ilerlerkel
toplanarak kromatin cisimcigini hasil ettigi goriilityor. X 2000.

Sekil 104 10—* STM ile 24 saat muamele gormis olan bir profaz hiicresinin kromosomlarind
rediiksiyonal gruplanma ve kromosom kopmasi. X 2000.

Sekil 11 : 10—° STM ile 52 saat muamele gormaus olan bir prometafaz hiicresinin kromosomla
rinda rediiksiyonal gruplanma. X 2000.

Sekil 12 : 102 STM ile 6 saat muamele gormis olan bir hiicrede fazla kisalip kalinlagmis ola
metafaz kromosomlar: ve onlarin diakinez tipinde dagilis  gostermeleri. x 1600.

Sekil 13 : 102 STM ile 6 saat muamele gérmis olan bir hiicrede fazla kisalmig ve kahnlagm
olan metafaz kromosomlari. Bunlar biraraya toplanmis ve birbirlerine yapigmislardi
X 1600.

Sekil 14: 10—¢ STM ile 24 saat muamele gdrmilg olan bir hiicrede ‘dezorganize anafaz. Kr
mosomlar intizamh anafaz ayrilist gosterememekte ve hiicre iginde dagilmig bulunmakt:

dirlar. x 1600,
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Sekil 15: 10—2 STM ile 6 saat muamele gérmiis olan bir hiicrede
iki nukleus ve bir kromatin cisimcigi. x 1600,

I
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