Karyotip analizlerinin yapilisi

Karyotip analizleri ve kromozom Olgumlerini yapmak icin, preparatlarda iyi bir
dagilma gosteren, fazla buzulmemis, kromozom morfolojileri iyi gorulebilen ve
kromozomlari bir duzlem uUzerinde bulunan her bir tur igin en iyi on tane somatik
hucrenin mikroskoptan fotograflari digital kamera ile cekilmistir. Fotograflar USB
baglantisi ile bilgisayar ortamina aktariimistir. Kromozoma iliskin tum karakterleri
Oolcmek icin kullanilan bilgisayar programi (Micro Measure)'dan yararlanarak
materyalimizin kromozom karakterleri belirlenmistir. Veriler toplandiktan sonra SPSS
16 surimu ile istatistik analizleri ve 6zetlemeleri yapilmistir. Yapilan hesaplamayla
bir mikrometrenin ne kadar buyutuldidgu bulunmustur. Kagit Uzerine ciktilari alinan
kromozomlarin uzun ve kisa kollari, satelitleri kumpasla milimetrik olarak olculmus

ve hesaplama yoluyla mikrona ¢evrilmigtir.




Karyotip analizlerinin yapilisi

Sentromerlerin yeri ve satelitle kromozom kolu arasindaki mesafe bu 6lgcime dabhil
edilmemistir. Ancak, satelitli kromozomlarda satelitin boyu ol¢tlerek kromozomun
toplam boyuna ilave edilmistir. Kromozomlarin kol oranlari uzun kol boyunun
kisakol boyuna bolunmesiyle (r =L/S), nisbi boylari ise, bir kromozomun toplam
boyunun hucredeki kromozomlarin toplam boyuna bolunuap 100 kat sayisi ile
carpilmak suretiyle bulunmustur. Sentromer indeksi 1=100 S/C formulu ile
hesaplanmistir. Bu sekilde her bir kromozomun ayri ayri nispi boylari, sentromer
indeksleri hesaplanmigtir. Kol indeksleri ve nispi boylari birbirine yakin olan

kromozomlar homolog kromozomlar olarak tespit edilmistir. BOylece ayri bir cetvel

hazirlanarak bu cetvelde homolog kromozomiar birbirlerinin yanina getiriimigtir.



Karyotip analizlerinin yapiligi

Bu sekilde 10 hiucrenin en uzun olan ikiser kromozomuna | numarasi verilmistir.
Sira ile diger homolog kromozomlar da numaralandirilmistir. Sonra ayni numarayi
alan 20 homolog kromozomun kisa kollarin boylari toplanip ortalamasi alinarak
her bir materyalin | numarali kromozomun kisa kol boyu bulunmustur. Ayni yoldan
gidilerek kromozomun uzun kol boyu da hesaplanmistir. Ortalama kisa ve uzun
kol boylarinin toplami bu kromozomun toplam ortalama boyu olarak kabul
edilmistir.  Ayni sekilde kromozomlarin nispi boylari ve kol indeksleri de
hesaplanmistir (El¢i, 1964). Sentromerin yerinin tespitinde Levan ve

arkadaglarinin adlandirma sistemi kullaniimigtir (Levan vd. 1964).




Sentromer indeksinin hesaplanmasi

Her ne kadar arastirmalar sirasinda kok ucundan ornek alma isleminden baslayarak
boyama, preparatlarin yapilisi ve kromozomlarin morfolojilerinin belirlenmesine
kadar olan butun islemlerde esitligin saglanmasi igcin gereken butin cabalar
gosterilse de hucredeki kromozomlarin yapilarinda farkhliklar gortlebilmektedir. Bu
farkhligl da en aza indirmek icin mimkun oldugunca birbirine en yakin morfolojik yapi
gosteren kromozomlarla arastirmanin yapilmasi saglanmistir.  Ayni hucre icinde
bulunan kromozomlarin boylarini birbirleri ile karsilastirmak icin kromozomlarin

sentromer indeksinden yararlaniimistir.

Sentromer Indeksi=(Kromozomun kisa kol boyu/ Kromozomun toplam boyu)X100




Kromozom kollarinin indeksleri

Levan vd. (1964).kol indekslerini hesaplarken kromozomun uzun kolunu,
kisa kola bolmuslerdir. Bu sayede, kromozomlarin taniminda sentromerin
yeri ve hangi kolun uzun kol oldugu kolayca bulunur. Arastirmamizda da
kromozomun uzun kol boyu kisa kol boyuna bolunerek kol indeksleri

hesaplanmigtir. Sentromerin yerine gore kromozomlarin adlandiriimasi:

T e e e
Median Bolgeli 1 M Metasentrik

Submedian 1.7 Sm Submetasentrik
Subterminal 3,0 St Subtelosentrik
Terminal Bolgeli 7,0 t Akrosentrik




Kromozom kollarinin indeksleri

Kromozomlarin nisbi boyu ve kol indeksleri, bir Kkaryotipteki homolog
kromozomlarin belirlenmesinde kullaniimistir. Cesitlerin her birinde bes somatik
hucrede kromozom olcumleri yapilmistir. Her kromozomun boyu, kisa kol ve uzun
kol boylari, daha once anlatilan yontem ile kagitlar tzerinde mm olarak ve mm’nin
0,1'ine kadar Olgulmustar. Bir kromozomun boyu, iki kol boyunun ayri ayri nisbi
boyu ve kol indeksleri hesaplanmigtir. Kol indeksleri ve nisbi boylari biribirine yakin
olanlar homolog kromozomlar olarak belirlenmistir. Ayri bir cetvel hazirlanarak,
homolog kromozomlar birbirinin yanina getirilmistir. Bu durumda bes hucrenin her
birinde en uzun olan ikiser kromozoma (homolog kromozomlar) | numarasi
verilmigtir. Sira ile diger homolog kromozomlar da numaralandiriimistir. Ayni
numaray! alan bes ayri hicredeki on homolog kromozomun kisa kollarinin boyu
toplanip, ortalamasi alinarak, | numarali kromozomun uzun kol boyu
hesaplanmistir. Ayni yontem ile kisa kol boyu da hesaplanmistir. Kisa kol ve uzun
kol boylarinin toplaminin ortalamasi bu kromozomun ortalama boyu olarak
alinmistir.




Karyogramlarin yapiligi

Kromozomlari yukarida belirtilen sekilde oOlgcumleri yapildiktan sonra hucre
icindeki homolog kromozomlar bulunmustur. En uzun kromozoma | numara
verildi. Sonrasirasi ile digerleride (Il, I1ll, IV. gibi) numaralandiriimistir.
Fotograftan | numarali iki homolog kromozomun fotografi kesilmigtir (burada
fotografin fotokopisini kullanmak karyogram hazirlanmasinda hem daha
ekonomik olmakta ve hem de dahaiyi sonu¢ vermektedir). Bir eksen Uzerine
gelecek sekilde sentromerlerinden kagit Uzerine yapistiriimistir. Sonra |l
numarali bir cift homolog kromozom fotograflari dakesilerek yan yana
yapistiriimistir. Bu islem diger homolog kromozomlari i¢in de tekrarlanarak

sonugcta karyogramlar hazirlanmistir (Elci, 1982).




Idiogramlarin yapilisi

Kromozomlarin olgumleri (buyUkten baglayarak kisa ve uzun kol boylarinin ortalama
degerleri) yapilip siraya konulduktan sonra kagida cizilen yatay eksen uzerine belli
bir oranda kromozomlarin ortalama kol boylarint 5 mm lik kalin dik gizgiler halinde
kromozomlarin once uzun kollari ¢izilmek suretiyle belirlenmistir. Sonra 1 mm kadar
sentromerin yerini belirleyen bir aralik birakilmigtir. Ayni kalinliktaki ¢izgiyle devam
edilerek kromozomun kisa kolu da gizilmistir. Sonra iki kromozom arasinda 5mm lik
aralik birakilarak ayni sekilde ikinci kromozom da cizilmistir. Boylece, butun

kromozomlar cizilerek idiogramlari hazirlanmistir (Elgi, 1982).




