BUGDAYDA MEIOSIS ICIN SITOLOJIK TEKNIKLER

Bugday, insan beslenmesinde en
bagsta gelen tarun bitkisidir. Bugiine ka-
dar diinyamin hemen biitiin iilkelerinde
bu bitki iizerinde islah galismalan ya-
prlmustir ve yapilmaktadir. Islah ga-
~ligmalarina 1k tutan sitolojik ¢ahs-
malar bugdayda genis capta uygulan-
maktadir. Ozellikle meiosis bdlinme
devrelerinin incelenmesi ile bir¢ok so-
runlar ¢6ziim bulmaktadir. Bu béliin-
menin devrelerinin incelenebilmesi ve
zaman kaybina meydan vermeden kisa
Zzamanda ¢ok sayida materyalle galismak
amacl ile birgok yéntemler denenmek-
tedir. A. B. D.'de galstipimz labo-
ratuvarda kuollandigimiz ve asagida an-
latilacak yéntemler yalniz bugdayin de-
gil aym zamanda bir¢ok bugdaygil bit-
kisinin meiosis bolinmelerinin incelen-
mesinde kullamilabilecegini de  belirt-
mekte yarar vardir.

Tarla kosullan, iyi &zellikte srnek
almak igin her zaman uygun olmadi-
gindan sitolojik &romekler alinan bitki-

lerin miimkiin oldugu kadar uygun se-

ralarda ve biiylitme kabinlerinde’ ye-
tigtirilmesi  istenir.

GiRiS

Sevim . SAGSOZ (1)

Sitolojik galismalar igin uygun -6r-
neklerin elde edilmesinde agagidaki ko-
sullar gereklidir.

~ (1), Yeterhi 151k.-Kugin ve erken ilk-
baharda seralarda ildve 1siklandirma
kullamimahdir. Biiyiitme kabinlerinde
16 saat 1siklandirma 8 saat karanhk

‘periyotlar uygulamr.’

(2). Ozellikle 6rnek alma zamanla-
nnda yeterli rutubet bulunmali. Bu za-
manda bitkilerin kurumasina 6n ver-
memelidir. :

(3). 20-25°C arasinda degisin orta
bir hava sicakhig. Yiiksek suhunet za-
yif boyanmaya, kromozomlarin bir
araya kiimelenmesine ve birbirlerine’
yapismasina neden olur. Diisiik subunet
meosisi durdurabilir.

Ornek alma devresinde ve bu dev-
reden hemen &neeki devrede rutubet ve
sicaklifa cok dikkat edilirse zayif nu-
muneden dolayt mikroskop g¢aligmala-
nnda bosuna zaman harcama dnlenmis

ve zamandan tasarruf edilmis olunur.

Bununla beraber, Opfimu-m kosul-
far altinda bile genetik yapidan dolay

(1) Atatick Universitesi, Ziraat‘Fakﬁhesi, Tarla Bitkileri BolomG Opretim Uyesi.
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farkll orijine sahip materyallerde si-
tolojik kalite y&niinden farklilhiklar bu-
lunabilir. Genellikle ilk siirglinler son-
ra gelisen siiriinlere nazaran daha ivi
ornek verirler.

Bunun vyaninda ilk siirgiinleri
kesip biyiik bir saksiya almak suretiyle

gok Iyl gelisen geng siirgiinler elde edi-

lebilir.

Meiosis Igin Orneklerin Almnmas
ve Basaklanin Fiksasyonu:

Meiosis i¢in Ornekler, basaklar ki-
nin iginde bulundugu devrede alinmaki-
dir. Meiosisin vuku buldugu devrede
kin igindeki basagin durumu farkli ma-
teryallere ve gevre kosullarina gore de-
gisir. Genel olarak, kimin iist interno-
dunun uzamasindan sonraki devreye,
yani bayrak yapragin ikinci yapragin yu-
karisindan belirli bir uzaklikta buiun-
dugu devreye kadar basak o6rnek igin
uygun devrede degildir. Ilk siirgiinlerde,
bagagin ikinci nodun tizerinde veya he-
men asafisinda bulundugu devre en
dogru devredir. Bununla beraber geg
siirgiinlerde veya uygun olmayan gart-
lar altinda basak, ikinci internoddan
daha agafi bir pozisyonda olgunlasir,

En iyisi, herhangi bir materyalde dog--

ru devreyi saptamak igin birkag baglan-
gic materyalini incelemektir.

Kural olarak tiim basak fikse edi-
lir. Fakat, ¢ok iyl yayilmann istendigi
kritik ¢aligmalarda yalniz anterler fikse
edilebilir. Meiosisin devresi bir anterden
anlagildiktan sonra diger ikisi fikse edi-
lebilir. Fiksasyon Farmer eriyiginde (3
kisim % 95lik etil alkol: 1 kisim gla-
sial asetik asit) yapilabilir. Bununla bir-
likte eger hergiin ¢ok sayida o6rnek al-
nabilivorsa bu yontem uygun degil-
dir.

Tim basaklar taze Carnoy soliis-
yonunda (6 kisim 9% 95lik etil alkol,
1 kisim glasial asetik asit, 3 kisum ko-
loroform) fikse edilir. Smith (1947)e
gbre bu ydéntem, bugdayda kromozom-
larin en ¢ok kisaldiga devre igin en
fazla memnuniyet verici bir fixativ
oldugu kabul edilir.

Derin dondurma sicakhginda (-15°C)
6rnekler Carnoy fixativinde birkag yil
saklanabilir. Numuneler, fixasyon ve
sertlesme islemlerinin tamamlanmasin-
dan emin olunmak i¢in preparat yapi-
mindan veya diisiik sicaklikta depola-
madan Once. en az 24 saat oda sicak-
Liginda tutulurlar,

ASETOKARMINLE PREPARATLARIN YAPILMASI

Asetokarmin boyama soldsyonu
% 2lik asetokarmin demirsiz kullant-
lir,

Boyay1 hazirlamak i¢in 2 gr. kar-
min boyasi 100 ml. 9, 45’lik asetik asi-
de ilave edilir (glasial asetik asid -9
100’ liktir ve distile veya musluk suyu
ile seyreltilebilir). Isitic1 tizerinde aseto-
karmin bulunduran kiigiik sise ile gerive
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akan kondansatdr cahstinhr, Kandon-
sasyon basladiktan sonra 2 saat kadar
isinmaya devam edilir. Solusyon 1h-
yincaya kadar bekletilir ve ince filtre
kagitlanindan siiziilir.

Eger ddniisli kondonsatér mevcut
degilse asagidaki islem uygulamir: Py-
rex beherglass iginde 50 ml. glasial
asetik asid kaynayincaya kadar isitilir. 2



er. karmin ildve edilir. Hafifce kaynar-
ken bir veya iki dakika karistirthir (Bu
islem uzatilmaz, boyanin aside oram
degisecektir). Beherglas atesten kaldi-
rlir. Solusvon 50°C ye kadar sofutu-
lur. 50 ml. distile veya musluk suyu ild-
ve edilir. Serinletilir ve filtre edilir. E-
ger kromozomlar yeteri kadar boyanmi-
yorsa az bir miktar demir ildve etmek
gerekli olabilir (Doyurulmus ferrik
asetat solusyonundan birkag damla
damliatilir). Bu solusyon bir gece kal-
diktan sonra filtre edilebilir.

Her iki yontemle elde edilen so-
lusyonlar gerekli ise 9 45’lik asetik
asit 1ldvesi ile seyreltilebilir. Eger boya
bir siire depolandiktan sonra ¢okelti
meydana getirirse bu g¢okeltileri gider-
mek icin solusyon filtre edilir. Kulla-
nilmayan  solusyonlar agzi kapall si-
seler iginde buz dolabinda saklanir.

Preparatlarm Hazirlanmas::

7 1. Bir petri kutusuna % 70k
alkolden bir miktar dokiiliir ve bugday
basapi tiipten alinarak buraya aktari-
lir. En fazla olgunlagmig basakciklar
tahminen u¢tan itibaren. ilgte birlik
kismunda bulunur. Ugtan asaf tedri-
cen inildikce basakciklar daha geng
devrelerdedir.

Her bagakcik genellikle doért ¢i-
cege sahiptir. Birinci ¢igek en ileri gelis-
me durumundadir. Sirasiyle 2., 3. ve 4.
gicekler bunu takip eder. En iyi prepa-
ratlar 1. ve 2. gigegin erkek organlarin-
dan elde edilir. Fakat, efer bunlar ¢ok
ileri devrelerde iseler 3. ¢igekte kulia-
nilabilir.

2. Cigeklerde bulunan ii¢ anteri
ayirmak igin paslanmaz celikten yapl-
mis olan ok uglu igne ve ince pargala-

ma ignesi kullamihir. Sonuncu igne
yardim ile bir miktar demir temin edi-
lir. Bu galigmaya yeni baglayanlar pre-
paratlar: hazirlarken tek bir anter kul-

- lanmalidir. Bylece ¢ger uygun bir devre

bulunursa herhangi bir teknik hata orta-
ya ¢ikmas) halinde diger ikisi kullanima
hazirdir. Ehil olanlar preparat hazr-
lanmasinda bir gicegin ii¢ anterini de
kullanabilirler. :

3. {gne ile bir anter aluir ve te-
miz bir lam iizerine damlatilan aseto
karmine tasinir. Anteri kesmek icin
ok uglu ignenin kenan kullanilir. Eger
lam {izerine ¢ok fazla boya damlatilir-
sa hiicreleri didip disani ¢ikarmak gok

‘zor olur- ve gézlem esnasinda gok fazla

hareket vardir.

4. Uygun bir meiosis devresinin bu-
lunup bulunmadifini saptamak igin la-
mel kapatilmadan solusyondaki hiicre-
ler mikroskobun en kiigik objektifi
{10x) (Solusyonla temas edeceginden
biiyiik objektif kullanilmaz) ile incelenir.
Eger uygun bir devre degilse lam iize-
rindeki boya yumusak bir bez yardum
ile temizlenir ve bagka bir ¢icek dene-
nir. Efer uygun bir devre bulunursa
kesilen anterlerin igindeki hiicreler ifne
yardimu ile disart ¢ikarildiktan sonra
anter duvarmnin disimi olusturan kisim-
lar pens yardum ile uzaklagtirilir. E-
ger boya ilave etmek gerekiyorsa bu
iglem hiicreleri zedelemeyecek sekilde
dikkatli olarak yapiimalidir. Once la-
melin bir kenan boya damlasi ile temas
edecek sekilde baslanarak yavas¢a bil-
tiin damlay: kapatacak gekilde yerlestiri-
lir.

5. Preparat alkol veya havagaz
alevinde dikkatli olarak wsitibr (kay-
nama hiicreleri zedeler). Preparat ku-
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ruima kagidi arasma. yerlestirilir, la-
melin - bulundugn kisma parmakla
yavagca bastilir. Lamelin veya hiie-

-relerin kayip zedelenmemesinden emin- -

olmak gerekir. Daha sonra mikroskop

altinda incelenir. Preparat genellikle -

. bir kag defa isitithr. Kromozom wve
sitoplazma arasmda goriilen kontrastin
daha fazla olugmadifn devreye kadar
1sitmaya ara ara devam edilir, bu isit-
ma sonunda mikroskopta preparatin
durumu incelenir.

6. Preparatlar hazirlandi@ gibi in-
celenebilir. Ciinkil bir bitkinin tamm-
lanmasi i¢in gegen zamanda hemen
kurumazlar. Ayni sekilde, preparatlari
devaml hale getirmeden 6nce, fotograf-
lar1 gekilecekleri cekmek en iyisidir.

Taze hazirlanmis preparatlarda
immersion yag kullanilirsa, yagm la-

mel altina ge¢cmemesine Gzen gosteril-'

meli. ve Sel Pak temizieme kagitlan
ile hafif hafif degip kaldirarak témiz-
lenmelidir.

7. Bir numuneyi bitirdikten sonra
farkli bir bitki ile galigmak istenirse
petri kabi calkalanarak Snce galigilan
bitki artiklari uzaklastinhr ve taze %
70°tik  alkolden. dokiiliir. Ornekler
degistirilirken %, 70°lik alkol ile nem-
lendirilmis yumusak bir bez yardimu ite
igneler temizlemr.

Devamli Preparatlarin Yapilmasi:

Cok sayida oOrnek ile ¢ahgsirken.

kullanilmas: kolay oldugundan devaml
preparatlarin yapilmas: igin  Venetion
turpentine mounding medium (Wilson
1945) kullanitir. Bu yéntemin tek nok-
san tarafi solusyonun sertlesmesi igin
birkag haftaya ihtiyag duyulmasidir,
‘Bu nedenle kuruyuncaya kadar her haf-
ta bir kere kontrol edilmeleri gerekir.
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Devamli preparat yapiminda kul-
lanttan bu yontem kromozom boya-
masmi bozdugundan asetorcein ile kul-
lanilamaz.

Devamli preparat yapiminda kul-
lanilan yapistirici ortam asagidaki ge-
kilde hazirlanur:

Propionic acid 235 ce
Venica turpentine : 25 cc
Phenol crystals : 50 cc
Acetic acid 110 cc
Su 120 cc

Venica turpentin, propionic aside
itave edilir ve karigtirtdir. Buna phenol
kristalleri, asetik asid ve su ilave edi-
lir. Eger gerekirse daha konsantre du-
ruma getirmek igin 1sitilabilir.

Taze hazirlanmig preparatlarda la-
melin bir kenarina hazirlanan ortamdan
bir damla ve karsi kenarina bir damla
asetokarmin uygulanir. Boyanin kon-
dugu tarafa 2,0-2,5 cm2 bilyiikHigiinde
kurutma kagdi pargalanindan 2-3 tane
yerlestirilir ve Uzerine afirhk olarak
biiyiik bir lastik tipa konur.

Kullamlan sabitlestirme ortaminm
boyamn yerini ahp almadifim gGr-
mek igin preparatlar birkag kez komntol
edilir, Preparatlar sertlesmeden Once
gok dikkatli olarak kullamlabilir. Im-
mersion kullanilirsa Sel Pak kafid: ile

- temizlenir.

Preparatiarin Saklanmas:;

Kalin ve sert mukavva ve flaster
band yardimi ile hazirlanan koruyucu-
lar iginde preparatlar saklanabilir. Bu
preparat tagiyicilar istenilen &lgiilerde
yapilabilir. En uygun &lgii 6x2 cm. bii-
viikliigiinde 10 preparat tagiyabilenler-
dir.
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