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KAWANO METODUNA GORE PEKTINAZ VE SELLULAZ
ENZIMLERI TATBIK EDEREK ORSEIN ILE EZME
PREPARATLAR HAZIRLANMASI#

Doc¢. Dr. Necmettin ZEYBEK Sener BALTEPE

Ege Universitesi Fge Universitesi

Fen Fakiiltest Fen Fakiiltesi
Sistematik Botanik Kiirsiisii Genel Botanik Kiirsiisii

Sitogenetik ve Sitotaksonomik caliymalarda ezme preparatlarin ha-
zitlanmasinda  kromosomlarin boyanmasi, az ¢ok ayni diizlemde dagil-
mas1 ve sitoplazmanmn seffaflasmasi cok onemlidir, Boyle preparatlarda
kromosomlarin morfolojik yapilarmm incelenmes; ve sayilarmin tesbiti
hem daha kolay, hem daha dogru olur.

Her nekadar ezme metodlarinda kallanilan farkly tiksatifler ve asid-
ler ile orta (Pektin) lamelin erimesi ve dokularmn maserasyonu saglani-
yorsa da, bazi bitkilerde sonuca basarili olarak ulagilamamaktadir. Di-
ger taraftan kiiciik ve ¢ok sayida kromosomlar bulunan bitkilerde kla-
sik ezme metodunu uygulamak glictiir,

Ik olarak STUART ve EMSWELLER (1943), Lilium longiflorum’da
meiosis incelemesinde hiicre ceperlerinin maserasyonunu kolaylagtirmak,
sitoplazmanm  seffaflagmasini ve kromosomlarin dagilmasini  saglamak
amact ile Malt diyastaz, Polizim «P» ve Klaraz enzimlerini kullanmig-
lardir. FABERGE (1945), Helix pomatia'nm karin sivisindan elde ettigi
sitaz’; McKay ve CLARKE (1946), Allium kék ucundan ezme prepa-
rat hazirlanmasinda pektinol’ii tatbik etmiglerdir. Daha sonra SETTER-
FIELD ve arkadaglari (1954) ile WOLFF ve LUIPPOLD (1956), pekti-
naz enzimlerini kullanmiglardr.

* Saymm meslektagimiz Dr. KAWANO’ya bu metodun uygulanmasimnda yardimlarin-
dan dolay: tekrar tesekkiirii bir sdev sayanz.
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OSTERGEN ve HENEEN (1962), degistirilmis FEULGEN recete-
sinde Pektinaz kullanarak Gramineae tiirlerinin ezme preparatlarmin ha-
slanmasinda ¢ok iyi sonuclar almiglardir.

Bazi Scrophulariaceae, Primulaceae ve Solanaceae iiyelerinin soma-
tik kromosomlar {izerinde yapilan aragtirmalarda, FEULGEN ve Ase-
tik orsein metodlary aynen ve degigtirilerek aygulansa bile, iyi preparal-
Jar elde edilmesinde biiyiik giicliiklerle kargilagiimaktadir.

KAWANO (1965) nun bu yeni metodu ile kiiciik, boya kabul etme
yetenegi zayi ve dagilmaya kargt dayanikli kromosomlara sahip bitki-
lerden iyi preparatlar hazirlamak miimkiindiir
Fikasyon :

Kromosom preparatlarmin hazidanmasinda her seyden Once ma-
teryal’e uygun fiksatif ve boya secilmesi en snemli hususlardir. Bu yeni
metodun tesbitinde, cesitli fiksatifler ayr familyalara ait bitkilerde de-
nenmigtir.

Malvaceae, Compositae, Ranunculaceae ve Liliaceae iiyeleri icin
etil alkol-asetik asid (3:1 orannda) veya DYER kangmu (etil atkol, ase-
tik asid, kloroform ve formalin, 10:2:1:1 oraminda) 5 dakika miiddetle
en uygun fiksatiklerdir.

Sert meristematik dokular olan Gramineae tyeleri ile kiicitk kromo-

somlu Primulaceae, Scrophulariceae ve Solanaceae iiyelerinin ise en uy-
gun fiksatifi OSTERGREN ve HENEEN fiksatifi’dir.

Takibedilen Yollar :

1 — Kesilmis kok uglarmi 94 saat miiddetle 0,002M 8-hidroksikuinolin
(17—20 derecede) veya 70,2 kolgisin eriyigine koyunuz.

9 —a) Ftanol-asetik asid (3:1) veya Dyer kangminda 510 dakika fik-
se ediniz.
b) Veya OSTERGREN ve HENEEN fiksatiflerinde 30 dak.-—6 saat
fikse ediniz.

3 Tercihan 25—30 derecede, 5 sulu pektinaz soliisyonunda 2 saat
muamele ediniz. Cyperaceae gibi meristematik dokulart cok sert olan
materyal icin b pektinaz ve 95 sulu sellilaz’in 1:1 oranmda ka-
yigtirilmig solusyonu tavsiye edilir. Pektinaz jcin optimum tempera-
tiir, Ohio Nutritional Biochemical Corp.’un talimatma gore 37 dere-
cedir.

4 — a) Yol lik aseto-orsein icinde 6—24 saat birakiniz.

b) Veya, lakto-propiyonik orsein (Dyef) icinde 6—924 saat birakiniz.
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5—a) Kok uclarmi 1:1 aseto-orsein (%1) ve IN HCI karigimma gegirip
1—5 dakika muamele ediniz.

b) Veya, kok uglarmi 1:1 lakto-propiyonik orsein ve 1IN HCI1 kari-
simina gecirip bunun icinde 15 dakika birakinz.

6—a) Her kok ucunu bir lam iizerine koyunuz, bir damla asetik asid
(Te45) ve gliserol karigmmu (9:1) damlatiniz., .
b) Veya, her kék ucunu bir lam iizerine koyunuz, %45 lik propiyo-
nik asid ve gliserol karigimt (9:1) damlatmiz (eger laktopropiyo-
nik orsein ile boyanmigsa) Sonra hafif alevli bekte 1sitimz.

7 — Materyalin, iizerine lamel kapayarak eziniz.

8 — Lamelin kenarmni parafin ve Kanada balzamnm 1:1 karigimi ile cer-
ceveleyip kapatn. Iyi kapatilmus preparatlar, buz dolabinda 8—6
ay miiddetle bozulmadan kalabilir.

Yukarida aciklanan iki yoldan biri secilir. Bunlar soyle Gzetleye-
biliriz :

1—1, 2a, (3), 4a, ba, 6a, 7, 8 (3) : Ihtiyari kademe

Compositae, Ranunculaceae, Malvaceae ve Liliaceae familyalar
iiyeleri icin uygundur.

I1-—1,2b, 8, 4b, 5b, 6b, 7, 8

Primulaceae, Scrophulariaceae, Solanaceae, Cyperaceae vs. fyeleri
icin uygundur.
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