
KUQUK KROMOZOI\'.ILAR i~iN ASETlK-HEMATOKSiLiN EZME 
METODU 

AN ACETIC-HAEMATOXLIN SQUASH METHOD FOR SMALL 
CHROMOSOMES 

,· , Dr. Goksel OLGUN 

istanbul Universitesi, Botanik ve Genetik Ktirstisti 

Genellikle ezme metodu igin uygulanan boyalar, gok kti~tik kro­
mozomlu bitki ve hayvan materyellerinde kullan1ld1gi zaman iyi sonug 
vermemi§tir. 

Halbuki NUNEZ (1962) Pterygota mn Collembola familyasma ait 
· (Isotoma ve Entomobrya) spermatosit ve oositlerindeki kromozoID:la­
nn gok ktigilk olmas1 ve iyi boyanamamas1 nedeniyle yaptig1 ara§tlr­
malar sonucunda, ge§itli konsantrasyonlardaki mordanlann asetik 
asit solusyonunda koyu k1z1l bir renk vermesiyle bu ktigtik kromozom­
lann net bir §ekilde gbrilln1esini saglam1§tlr. 

Bilindigi gibi hematoksilin eriyikleri cchematein» meydana getir­
mek tizere havadaki 0 2 ile yava§ yava§ oksitlenir; hematein mtinasip 
mordanlarla mora galan koyu klz1l bir renk te§:kil etme ozelligine sa­
hiptir. 

Son yillarda (TIWARY ve SHRIVASTAVA, 1950; MARIMUTHU ve 
SUBRAM:ANIAM, 1960; WITTMANN, 1962) kromozom ezme metodun­
da, hematoksilin kullan1lmas1 hakk1nda ge§itli eserler yay1nlanm1§ ve 
genellikle hematoksilin ezme metodu igin tek banyo metodu uygulan­
m1§tir. 

Bu n1etodu denerken kullamlan asetik-hematoksilin, 100 cc %45 
asetik asit (pH ca, 1.4) igersinde 2 gr hematoksilin (Merck) eritilerek 
elde ediJir. Bu eriyigin gerekli oksidasyon derecesine g1kabilmesi igin 
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2 ay beklemesi gerekmektedir. Daha zay1f eriyikler (mesela %1) da­
ha i;abuk okside olurlar. 

Kullamlan hematoksilinjn bilhassa Merck firmas1ndan temin edi1-
mesindeki amag, saf olmayan maddeleri kapsayan sat1daki hematok­
silinin gerc;ek boya konsantrasyonuna eri§ememesi sonucunda, kromo­
zomlar kuvvetlice boyanamaz ve c;ok defa mordan ilavesinde <;okelti 
meydana getirirler. 

K1smen okside bir eriyik elde etmek ic;in; kullanmadan hemen on­
ce hazirlan·abilen sodyum iyodat1n az bir miktanna (takriben hema­
toksilinin her gram1 ic;in 0,06 gr.) taze hazirlanm1§ boya eriyigi ilave 
edilir (BAKER ve JORDAN, 1953). 

HYDE ve GARDELLA (1953) metodunda ise, asetik-asit demi= tozuna 
dogrudan dogruya ilave edilir ve sonradan kaynatilara!;. hazirlan1r. 

Daha once belirtildigi gibi krmnozom ezm~ metodunda hem tek 
banyo metodu (ezmeden hemen once boy!:<.Hln mordanla kan§t1nlmas1) 
hem de 9ift banyo metodu (dok"!Anun ayn1 zamanda fikse edilmesi, 
mordanlanmas1 ve sonra bey anmas1) tatbik edilmi§tir: 

Tek banyo m~~odun.da, materyal Carnoy kan§lffil ile fikse edilir 
(Carnoy 3:1). Ezrne an1nda bir lam uzerine demir-asetat ile doyurul­
mu§ %45 asetik-asitten bir damla, asetik-hematoksilinden bir damla 
aave edilir. 

Qift banyo metodu uygulanacak ise, Carnoy s1v1s1nda glasiyal ase­
tik-asidi yerine e§it hac1mda demir-asetat ile doyurulmu§ glasiyal ase­
tik-asi t kullan1llr. 

NUNEZ (1968) c;all§malan esnas1nda ki.i9Uk kromozomlu hayvan 
ve bitki materyellerine, a§agidaki metodu uygulam1§ bu ki.ic;iik kromo­
zomlann iyi boyanmas1n1 ve net bir §ekilde gortilmesini temin etmi§tir. 

I. Collembola i~in tatbik eclilen metod : 

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

2 Dokuyu par~alara ay1rma: Fikse edici s1v1 ile birlikte poli­
etilen bir tabak i.izerine (fotograf kapag1 da bu 
i§i gori.ir) ornekten bir parc;a konur ve ·stresko­
pik mikroskop alt1nda gonadlar par9alan1r. 

3. Ezme Gonadlar bir lam i.izerinde asetik-hematoksi­
linin bir damlas1na gec;irilir. Gerekirse demir -
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asetat ile cloyurulmw~ bir damla % 45 acetik -
asit ilave edilir. Lamelin uzerine kuvvetlice bas­
t1nlmadan once filtre kag1d1 ile eriyigin fazlallg1 
allnir. Eger arzu edilirse, t1rnak cilas1 veya ko­
ruyucu bir s1v1 ile lamelin etraf1 kapatillr. 

4. Siirekli prepa1·at : Bir ka~ damla Hoyer's mounting (BEEKS, 
1955) veya Berlese SlVlSl (WYGODZINSKY, 
1957) lamelin b.ir taraf1ndan verilir, diger taraf­
tan absorpsiyonunu ve s1v1n1n akI§llll kuvvetlen­
dirmek i\!in filtre kag1d1 ile s1v1nm bir: k1sm1 ~e­
kilir. S1cak bir masada preparat kurumaya terk 
edilir. 

II. Kok u~lanna ve yaprak tomurcuklanna tatbik edilen metod : 

l. On mua'!!lele: Kok uc;lan ve yaprak tomurcuklan, 8-hidrok· 
si_~molin, kol§isin· veya kumarin (SHARMA ve 
SHARI-vLt\ 1957) gibi eriyiklere konur (T JIO ve 
LEVAN, 1950). 

2. Fikse etme: On muameleden ahnan kok U\!lan Carnoy fik­
satifi ile (24 saat) veya Battagl!a ile (5 dakika) 
fikse edilir (BATTAGLIA, 195'7 a). 

3 Y1kama 

4. Boyama 

Fikseden allnan materyal, %96 etil alkolde y~­

kamr ve destile suda derecesi dti§tirtiliir. 

Y1kamadan sonra materyal %18 HCl (soguk), de 
Carnoy ile fikse edilmi§ ise 5-10 dakika, Battag­
lia ile fikse edilmi§ ise 20 dakika hidroliz edilir. 
Hidrolizden sonra Leuco-bazik fuksinde 1-2 
saat bekletilir (BATTAGLIA, 1957 b). 

5. Dokuyu ~ozmek: Destile suda 2-3 defa c;alkaland1ktan sonra, 
30-60 dakika pH 3,5-4 olan tampon 0,1 M a~etat­
tan %3 pektinas eriyigine gec;er ve sonra saf su­
da y1kanir. Hemen ezilmiyecek ise buz dolab1n­
da saklan1r (DE LATOUR, 1960). 

6. Ezme Materyal, bir lam. tizerinde %45 asetik-asit ic;er­
sinde didiklenir ve iyice ezilir. %45 asetik-asidin 
fazlas1 filtre kagid1 ile emdirilir ve yerine bir 
damla asetik-hematoksilinden, bir damla da 
%45 asetik-asit ile doyurulmu§ demir asetattan 



Have edilir. Ezn1enin tamamlanabilmesi i~in lam 
tizerine lame! kapat1hr ve tizerine filtre kagid1 
ile kuvvetlice bast1nhr. 

7. Silrekli preparat: Collembola igin tatbik edilen metod aynen kok 
u~lanna da uygulamr. 

Ill. Polen ana hiicrelerine tatbik ctlilen metod : 

1. Fii:se etme: Anterler Carney ile 24 saat fikse edilir. 

2. Boyama Fikseden ahnan anterler, demir-asetat ile do­
yurulmu§ %45 asetik-asidin bir dam!as1n1n ila­
vesile, aEetik-hematoksilinde ezilir. 

3. Siirckli preparat: Collembola ve kok uglanndaki gibi prepa­
ratlar stirekli hale gevrilir. 

Berlese s1v1s1 

Arap zamJn (toz veya kristal) 30 g. 
Destile su . . . .. . . .. .. . . . . . . . . . .. .. 45 cc. 
Kloral hidn·.t . .. .. .. . . . . . . . .. .. 40 cc. 
~eker ............ .................. 6 g. 
Glasiyal asetik asit ............ 12 cc. 
Feno! .. . .. . . .. . .. . . . . . . .. . Bir kac; damla 

Hoyer's mounting s1v1s1 

Destile su ................. . 
Arap zamk1 .............. . 
Kloral hidrat ........... . 
Gliserin ············· ..... 

50 ml. 
30 gms. 

200 gms. 
16 ml. 

Yukanda bahsedilen metod, ufak kromozomlu bitki ve hayvan ma­
teryallerinde iyi sonug vermi§tir. Boyalar ve bunlann ge§itli inordan­
larla meydana getirdikleri bile§imler hakk1ndaki bilgiler, a§ag1da belirti­
le.n ara§t1nc1lar taraf1ndan verilmi§tir (COLE, 1943. WIGGLES­
WORTH, 1952; HARMS, 1957; BAKEiR, 1958). 

Carney ile fikse edilen materyaJ kalitesinde hie; bozulma olmaks1-
z1n uzun bir sure buz dolab1nda saklanabilir. Bilindigi gibi ferri iyon­
lan kromozomlar tizerinde onlann bozulmas1ru onleyen koruyucu bir 
tabaka te§kil ederler. 

Metcdun ba§hca aksak taraf1, hematoksilin eriyiginin sabit olma­
y1§1dir. Tedrici olarak bir mtiddet sonra hemateine donti§ ve atmos­
ferik oksijen taraf1ndan meydana getirilen oksidasyonun ilavesi onu 
bir mtiddet sonra kullaru§s1z hale donti§ttirtir. UNNA taraf1ndan kulJ 
lan1lan bir muamele de stibliime sillftirtin ilavesi, asetik eriyigi sabit­
le§tirmez. Bundan ba§ka Fe tarafmdan te§kil edilen bu gibi bile§ik 
elementlerin tabiatlannm degi§mesi iyice bilinmemektedir. Bu sebep-
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ten f erri iyonlan ile kromczomlann koyu kITm1z1 boyanmas1 dikkak 
deger bir husustur. 

NUNEZ ( 1968) · taraf1ndan kuglik kromozomlara uygulanan bu 
metod, · taraf1m1zdan biraz degi§tirilmek suretiyle kugt'tk kromozomlu 
(Caryophylaceae-Dianthus; Scrophulariacea.e-Digitalis) bitktlere a§ag1~ 
da belirtilen §ekilde uygulanmu~tir (~ekil 1, 2) . 

l 
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§ekil: 1 - Dian thus giganteus 
C2n = 30) 

§ekil: 2 - D.:gitalis lutea 
(2n = 56) 

I. Kok u~la1i1na tatbik edilen metod : 

1. On muamele: Kok uglan 8-hidrosikinolin veya kol§isin (%5) 
de bekletildi (2-3 saat). 

2. Fikse etme: On muameleden . alman · kok uglan Battaglia ile 

3. Y1kama 

5 dakika fikse edildi (BATAGLIA, 1957 a). 

(Battaglia fiksatifi: 5 k1s1m %95 etil alkol, 1 ki­
s1m kloroform, 1 k1s1m glasiyal asetik-asit, 1 ki­
s1m %40 formaldehi t) . 

%96 etil alk.ol ile y1kan1p destile suda derecesi 
dil§urilldu. 

4. Dokuyu ~ozmek : %18 HCI (soguk) ile 20 dakika hidroliz edil­
dikten sonra, destile su ile 2-3 defa galkaland1 ve 
pH 3, 7 olan tampon gozeltisinde (30-60 dakika) 
bekletildi. 



5. Ezme 

(Tampon gozelti: 

I. 100 cc D. su - 2, 72 gr CH~C08Na 0,2 M 
II. 1000 cc D. su - 112 cc CH3CCOH 

pH 3,7 igin Sol. I - Sol. II = 10 cc - 90 cc = 
100 cc.) 

Tampon gozeltisindc~'l alman kol{ uc;J.annm bir 
k1sm1 buz dolab1nda sakla.ndi. Dlger kokler ise 
bir lam iizerind~ bir damla %45 asetik-asit ige:::­
sinde ezildi. Asidin faz.las1 flltre kag1d! ile gek­
tirilip ye~ine bir damla a.setik-asetat ile doyu­
rulmu§ demir-aset.at, bir damla da aseti.k-hema­
toksilin ilave edilip lan1el kapat1ldi. Sonra filtre­
kag1d1 ile lamelin uzerine kuvvetlice bast1nldl. 

6 Siiroldi preparat: Lam ve lamel %10 asetik-asit igersinde bir­
birinden aynld1, her biri ayn ayn alkol serile­
rinden gegirilerek ksilole getirildi ve kanada bal­
sam1 ile kapat1ld1 (!AcCLINTOCK, 1929). 

II. Polen ana hticrelerine tatbik edilen metod : 

1. Fikse et.me: Anterler Carnoy (3:1) ile 24 saat fikse edildi . 

2. Ezme Fikseden alman :;i_nterler, %45 asetik-asit ile do­
yurulmu~ demir-asetat ve asetik-hematoksilin 
kan§1m1nda ezildi. 

3. Silrekli prep3rat: % 10 asetik-asit jgersinde lam ve lamel bir­
birinden aynld1, kck u9larma tatbik edilen §e­
kilde surekli preparat haline gevrildi. 
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