Hidroliz

Hidroliz dokularin hucrelerini birbirinden ayirip onlarin daha iyi gozlenmesi
bakimindan 6nemlidir. Ozellikle, bitki dokularinin Feulgen ile boyanmadan 6nce
hidroliz yapilmasi gerekir. Somatik mitozun gozleminde kullanilan meristem
dokular, izole edilmis yumurtalar; ayni sekilde, henlz meiosisin baslamadigi cok
gencg cicek tomurcuklari veya genc¢ ciceklerin primordium parcgalarindaki  kalin
dokularin hucrelerini birbirinden ayirip, onlarin daha iyi gozlenmesi saglanmalidir.
Bu ayirma isleminden sonra artik dokular, aralarinda birlestirici kuvvet bulunmayan
yalniz bir hucreler yigini durumunu alir. Hucrelerin mikroskop altinda yeterince net
olarak gozlemi icin Ust Uste gelmeden tek bir hiucre tabakasi halinde yayilmasi
gerekmektedir. Boylece, birbirinden ayrilan hucreler kendi iglerinde bulunan
kisimlari ile birlikte dagilirlar. Kalin dokulardan iyi preparatlarin yapilabilmesi icgin,
en onemli nokta, mikroskop alaninda duzgun sekilde dagilmis ve birbirinden

ayrilmis hicreleri gorecek kadar elverigli bir hidroliz iglemi uygulamaktir.




Hidroliz

% 70'1ik alkolde depolanmig veya glasial asetik asitte 30 dakika bekletildikten sonra
depolanmadan dogrudan dogruya boyanmasi istenilen kok ucu materyali 3 defa,
5'er dakika damitik suda yikandiktan ve alkol veya asidi giderildikten sonra hidrolizi
yapilir. Hidroliz icin zaman, sicaklik derecesi ve hidrolizde kullanilan HCI'in
konsantrasyonu onemlidir. En ¢ok kullanilan hidroliz yontemlerinde 60°C'da 1N HCI
materyal 5-20 dakikaya kadar uzayan surelerde bekletiimektedir. Hidroliz stresi ¢ok
dikkatle belirlenmelidir. Cunku, bu sure materyalden materyale gore blyuk degismeler
gosterdigi gibi, ozellikle, Feulgen ile yapilan boyamalarda kromozomlarin optimum

boyay! almasinin en onemli kosullarindan birisi de hidroliz suresinin materyale gore

dogru belirlenmis olmasidir.



Boyama

Boyama islemi, kromozomlarin Heterokromatin ve Eukromatin bolgelerinin ve
sitoplazmanin net gorulmesini saglamaktadir. Boyama isleminde yaygin olarak
kullanilan maddeler:

Aseto karmin Boyasi: Bu boya ile bitki kromozomlarini mitoz ve mayozda
incelemek cok kolaydir. % 2 oraninda kullanildiginda etkisi daha yuksek olur. 12 saat
sure ile oda sicakhginda cok iyi sonuc verir.

Aseto orsein boyasi: Bu boya da karmen gibi % 2 oraninda kullanildiginda iyi
sonug vermektedir.

Fulgen Boyasi. Karanlik ortamda 30°C de 45 dakikada kok meristemlerini cok hizli
boyamaktadir.

Aseto iron hematoksilin: Kromozom morfolojisi ve karyotipin tum detaylarini
izlemek icin en etkili boyadir. 32 °C sicaklikta 18-24 saat arasinda en iyi sonug

vermektedir.




Feulgen boyamasi

Kok uclari hidrolizden sonra, 30 dakika feulgen'de bekletilmistir. Feulgen Kromo-
zomlari vigsnecurugu (koyu viole) rengine boyama oOzelligine sahiptir. Feulgen
kromozomlari ve hucre c¢ekirdegini boyamaktadir. Dolayisiyla mitoz bolinmenin
en yogun oldugu bolgeyi daha koyu bir sekilde boyamaktadir. Bu bolge kokun 1-3
mm’ye kadar u¢c kisminin hucreleridir. Bazen feulgen de boyanmis materyalin
hepsini preparat yapip incelemek icin zaman yetmeyebilir. Herhangi bir nedenle
incelenmeyen feulgen ile boyanmis materyali 4,C de 1-2 gun bekletip incelemek
mumkun olabilir. Ancak bu durumdaki ornekler ile karyotip analizi yapilmasi

guvenilir arastirma sonuglari vermeyebilir




Feulgen’in hazirlanigi
19 kristal halinde fuksin bazik alinir. Kicuk bir havanda veya 8-10 cm c¢apinda bir

saat cami icinde ezilir. 500 cm¥luk bir erlenmayerin dip kismina, kabin etrafina
bulastirmadan bu ezilmig, toz haline getirilmis fuksin bazigi konur. Bir baska
erlenmayerde 200 cm?® luk damitik su kaynatilir. Toz halindeki fuksin bazik Uzerine
bu kaynamig damitik suyu yavas yavas dokulur. Bir yandan da cam cubuk ile
boyayr devamli bir sekilde karistiriir. Boyayr 50°C'a kadar soguyuncaya degin
karistirmaya devam edilir. 20 cm® N HCI ilave edilir ve daha sonra stzulur. 2 g
potasyum metabisulfit (K2S205) ilave edilir. Boya agzi iyice kapatiimig bir siseye
koyulur.

Karanlik bir yerde, dolapta 24 saat kadar, en az bir gece bekletilir. Boylece
visnegurugu rengindeki boya acik cay rengini alir. Boya +4 °C da buzdolabinda

muhafaza edilir.




