KUCUK KROMOZOMLAR ICIN ASETIX-HEMATOKSILIN EZME
METODU

AN ACETIC-HAEMATOXLIN SQUASH METHOD FOR SMALL
CHROMOSOMES

Dr. Goksel OLGUN
Istanbul ﬁniversitesi, Botanik ve Genetik Kiirsiisii

Genellikle ezme metodu i¢in uygulanan boyalar, ¢ok kucik Kkro-
mozomlu bitki ve hayvan materyellerinde kullanildig1 zaman iyi sonuc¢
vermemigtir.

Halbuki NUNEZ (1962) Pierygote nin Collembola familyasina ait'

(Isotoma ve Entomobrya) spermatosit ve ocositlerindeki kromozomla-

rin cok kiiclik olmasi ve iyi boyanamamasi nedeniyle 'yaptlg'l aragtir-
malar sonucunda, cesitli konsantrasyonlardaki mordanlarin asetik
asit solusyonunda koyu kizil bir renk vermesiyle bu kiiciik kromozom-
larin net bir sekilde gorulmesini saglamistir.

Bilindigi gibi hematoksilin eriyikleri <hematein» meydana getir-
mek lizere havadaki O, ile yavas yavas oksitlenir; hematein miinasip
mordanlarla mora calan koyu kizil bir renk teskil etme 6zelligine sa-
hiptir.

Son yillarda (TIWARY ve SHRIVASTAVA, 1950; MARIMUTHU ve
SUBRAMANIAM, 1960; WITTMANN, 1962) kromozom ezme metodun-
da, hematoksilin kullanilmas: hakkinda. cesitli eserler yayinlanmis ve
genellikle hematoksilin ezme metodu icin tek banyo metodu uygulan-
mistir.

Bu metodu denerken kullanilan asetik-hematoksilin, 100 cc %45
asetik asit (pH ca, 1.4) icersinde 2 gr hematoksilin (Merck) eritilerek
elde edilir. Bu eriyigin gerekli oksidasyon derecesine cikabilmesi icin
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9 ay beklemesi gerekmektedir. Daha zayif eriyikler (mesela %1) da-
ha ¢abuk okside olurlar.

Kullanilan hematoksilinin bilhassa Merck firmasindan temin edil-
mesindeki amag, saf olmayan maddeleri kapsayan satidaki hematok-
silinin gercek boya konsantrasyonuna erigsememesi sonucunda, kromo-
zomlar kuvvetlice boyanamaz ve cok defa mordan ilavesinde cokelti
meydana getirirler.

Kismen okside bir eriyik elde etmek icin; kullanmadan hemen on-
_ ce hazirlanabilen sodyum iyodatin az bir miktarina (takriben hema-
toksilinin her grami icin 0,06 gr.) taze hazirlanmig boya eriyigi ilave
edilir (BAKER ve JORDAN, 1953).

HYDE ve GARDELLA (1953) metodunda ise, asetik-asit demir tozuna
dogrudan dogruya ilave edilir ve sonradan kaynatilarak hazrlanir.

Daha once belirtildigi gibi kromozom ezmc metodunda hem tek
banyo metodu (ezmeden hemen oOnce bovsziin mordanla kKaristirilmasi)
hem de cift banyo metodu (dokuanun ayni zamanda fikse edilmesi,
mordanlanmasi ve sonra bcyanmasi) tatbik edilmistir.

Tek banyo mciodunda, materyal Carnoy karisimi ile fikse edilir
(Carnoy 3:1y. Ezme aninda bir lam Uzerine demir-asetat ile doyurul-
mus %45 asctik-asitten bir damla, asetik-hematoksilinden bir damla
adve edilir.

Cift banyo metodu uygulanacak ise, Carnoy sivisinda glasiyal ase-
tik-asidi yerine esit hacimda demir-asetat ile doyurulmus glasiyal ase-
tik-asit kullanilir.

NUNEZ (1968) calismalari esnasinda kiicik kromozomlu hayvan
ve bitki materyellerine, agsagidaki metodu uygulamig bu kiicik kromo-
zomlarin iyi boyanmasini ve net bir sekilde gorilmesini temin etmistir.

I. Collembola icin tatbik edilen metod :

1. Fikse etme: Hayvan materyalleri Carnoy ile en az 24 saat
fikse edilir.

2 Dokuyu parcalara ayirma: Fikse edici sivi ile birlikte poli-
etilen bir tabak tlzerine (fotograf kapag: da bu
isi goriir) ornekten bir parca konur ve stresko-
pik mikroskop altinda gonadlar parcalanir.

3. Ezme : Gonadlar bir lam 1izerinde asetik-hematoksi-
linin bir damlasina gecirilir. Gerekirse demir -
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asetat ile doyurulmus bir damla % 45 acetik -
asit ilave edilir. Lamelin lizerine kuvvetlice bas-
tirilmadan once filtre kagid ile eriyigin fazlaligi
alinir. Eger arzu edilirse, tirnak cilasi veya ko-
ruyucu bir sivi ile lamelin etrafi kapatilir.

4. Stirekli preparat : Bir ka¢ damla Hoyer’s mounting (BEEKS,

1955) veya Berlese sivisi (WYGODZINSKY,
1957) lamelin bir tarafindan verilir, diger taraf-
tan absorpsiyonunu ve sivinin akisini kuvvetlen-
dirmek icin filtre kagidi ile sivinin bir kismi ce-
kilir. Sicak bir masada preparat kurumaya terk
edilir.

I. Kok uclarma ve yaprak tomurcuklarina tatbik edilen metod :

1. On muamele : KO0k uclar1 ve yaprak tomurcuklari, 8-hidrok-

sikinolin, kolsisin veya kumarin (SHARMA ve
SHARMA 1957) gibi eriyiklere konur (TJIO ve
LEVAN, 1950).

2. Fikse etme: On muameleden alinan %ok uglari Carnoy fik-

3 Yikama

4. Boyama

satifi ile (24 saat) veya Battaglia ile (5 dakika)
fikse edilir (BATTAGLIA, 1957 a).

: Fikseden alinan materyal %96 etil alkolde yz-

kanir ve destile suda derecesi dusurulur.

: Yikamadan sonra materyal %18 HCI1 (soguk), de

Carnoy ile fikse edilmis ise 5-10 dakika, Battag-
lia ile fikse edilmis ise 20 dakika hidroliz edilir.
Hidrolizden sonra Leuco-bazik fuksinde 1-2°
saat bekletilir (BATTAGLIA, 1957 b).

5. Dokuyu c¢ozmek: Destile suda 2-3 defa calkalandiktan sonra,

6. Ezme

30-60 dakika pH 3,5-4 olan tampon 0,1 M asetat-
tan %3 pektinas eriyigine gecer ve sonra saf su-
da yikanir. Hemen ezilmiyecek ise buz dolabin-
da saklanir (DE LATOUR, 1960).

: Materyal, bir lam lzerinde %45 asetik-asit icer-

sinde didiklenir ve iyice ezilir. %45 asetik-asidin
fazlas1 filtre kagidi ile emdirilir ve yerine bir
damla asetik-hematoksilinden, bir damla da
%45 asetik-asit ile doyurulmus demir asetattan




ilave edilir. Ezmenin tamamlanabilmesi icin lam
lizerine lamel kapatilir ve lzerine filtre kagidi
ile kuvvetlice bastirilir.

7. Siirekli preparat: Collembola icin tatbik edilen metod aynen kok
uclarina da uygulanir.

Iil. Polen ana hiicrelerine tatbik cdilen metod :

1. Fil:se etme: Anterler Carnoy ile 24 saat fikse edilir.

2. Boyama : Fikseden alinan anterler, demir-asetat ile do-
yurulmus %45 asetik-asidin bir damlasinin ila-
vesile, asetik-hematoksilinde ezilir.

3. Siirekli preparat: Collembola ve kok uglarindaki gibi prepa-
ratlar slirekli hale cevrilir.

Berlese s1vis1 Hoyer’s mounting sivisi
Arap zamKi1 (toz veya kristal) 30 g. Destilesul .......ccc.euneees 50 ml.
Destile SU ...ooevvvnnivernnnnnnn. 45 cc. Arap zamKl ............... 30 gms.
Kloral RIArat . .oviesisvis 40 cc. Kloral hidrat ......... .. 200 gms.
i ST 6 GlHserIft .o 16 ml
Glasiyal asetik asit ............ 12 cc.
FEBO ovaivissasncis Bir kac damla

Yukarida bahsedilen metod, ufak kromozomlu bitki ve hayvan ma-
teryallerinde iyi sonuc¢ vermistir. Boyalar ve bunlarin cesitli mordan-
larla meydana getirdikleri bilesimler hakkindaki bilgiler, asagida belirti-
len arastiricilar tarafindan verilmistir (COLE, 1943. WIGGLES-
WORTH, 1952; HARMS, 1957; BAKER, 1958).

Carnoy ile fikse edilen materyal kalitesinde hi¢ bozulma olmaksi-
zin uzun bir slire buz dolabinda saklanabilir. Bilindigi gibi ferri iyon-
lar1 kromozomlar tlizerinde onlarin bozulmasini 6nleyen koruyucu bir
tabaka tegkil ederler.

Metcdun baslica aksak tarafi, hematoksilin eriyiginin sabit olma-
yisidir. Tedrici olarak bir miiddet sonra hemateine doniis ve atmos-
ferik oksijen tarafindan meydana getirilen oksidasyonun ilavesi onu
bir miiddet sonra kullanigsiz hale doniistiiriir. UNNA tarafindan kul-
lanilan bir muamele de slibliime silfiiriin ilavesi, asetik eriyigi sabit-
lestirmez. Bundan baska Fe tarafindan tegkil edilen bu gibi bilesik
elementlerin tabiatlarinin degismesi iyice bilinmemektedir. Bu sebep-
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ten ferri iyonlar: ile kromczomlarin koyu kirmizi boyanmasi dikkats

deger bir husustur.
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Sekil:

NUNEZ (1968) -tarafindan kiiclik kromozomlara uygulanan by
metod, tarafimizdan biraz degistirilmek suretiyle kiictik kromozo
(Caryophylaceae-Dianthus; Scrophulariacece-Digitalis) bitkilere agagi-
da belirtilen sekilde uygulanmigtir (Sekil 1, 2).

I. Kok uclamna tatbik edilen metod :
1. On muamele : Kok uclar1 8-hidrosikinolin veya k01§15m (%5)

2. Fikse etme:

3. Yikama

4. Dokuyu ¢ozmek : %18 HCI (soguk) ile 20 dakika hidroliz edil-

1 — Dianthus giganteus ' Sekil: 2 — Digitalis lutea
(2n = 30)

: %96 etil alkol ile yikanip destile suda derecesi

(! |

(2n = 56)

de bekletildi (2-3 saat).

On muameleden alinan kok uclar1 Battaglia ile
5 dakika fikse edildi (BATAGLIA, 1957a).

(Battaglia fiksatifi: 5 kistm %95 etil alkol, 1 ki-
sim kloroform, 1 kisim glasiyal asetik-asit, 1 ki-
sim %40 formaldehit).

dustruldi.

dikten sonra, destile su ile 2-3 defa calkalandi ve
pH 3,7 olan tampon cozeltisinde (30-60 dakika)
bekletildi.



(Tampon c¢ozelti:

I. 100 cc D. su — 2,72 gr CH.COONa 0,2 M
II. 1000 cc D. su — 1,2 cec CH,CCOH

pH 3,7 icin Sol. I — Scl. II = 10 ¢cc — 90 cc =
100 cc.)

5. Ezme : Tampen' ¢dzeltizinden alinan kok uclarinin bir
kismi buz dolabinda saklandi. Diger kokler ise
bir lam fizerindz bir damla %45 asetik-asit icer-
sinde ezildi. Asidin fazlas: filtre kagd: ile gek-
tirilip yerine bir damla asetik-asetat ile doyri-
rulmus demir-asetat, bir damla da asetik-hema-
toksilin ilave edilip lamel kapatildl. Sonra filtre
kagidi ile lamelin Uzerine kuvvetlice hastirildl,

6 Siirckli preparat: Lam ve lamel %10 asetik-asit icersinde bir-
birinden ayrildi, her biri ayrn ayri alkcl serile-

rinden gecirilerek ksilole getirildi ve kanada bal-
sami ile kapatild: (McCLINTOCK, 1929).

II. Polen ana hiicrelerine tatbik edilen metod :
1. Fikse etme: Anterler Carnoy (3:1) ile 24 saat fikse edildi.

2. Ezme . Fikseden alinan anterler, %45 asetik-asit ile do-
yurulmus demir-asetat ve asetik-hematoksilin
karisiminda ezildi.

3. Siirekli preparat: %10 asetik-asit icersinde lam ve lamel bir-
birinden ayrildi, kék ucglarina tatbik edilen ge-
kilde stirekli preparat haline cevrildi.
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