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OZ: In vivo katlanmis haploid teknigi misir islah ¢alismalarinda homozigot hatlarin geligtirilmesinde kullanilan yontemlerden
biridir. In vivo katlanmis haploid teknigi kullamlarak olusturulan haploid ve diploid bitkileri simflandiwmak icin cesitli analiz
tekniklerinden yararlamilmaktadir. Bu ¢alismada in vivo katlanmis haploid teknigi ile elde edilen drneklerin plodi seviyesini belirlemek
amacwyla farkli kromozom boyama ydntemlerinin karsilastirilmas: amaglanmigtir. Calismada, iki farkli donér (B73, HyaxB73) ile bir
indirgeyicinin (CIM2GTAIL-P2) melezilenmesinden elde edilen haploid ve diploid musir tohumlar: kullamimustir. Cimlendirilmis
tohumlarin kok meristemlerindeki ploidi seviyelerini belirlemek i¢in farkli on islemler (Soguk su, Carnoy, Colchicine, ve Kontrol) ile iki
boyama yonteminin (Acetocarmin, Feulgen) alti kombinasyonu karsilastirilmigtir. Uygulanan muameleler; On islem yok + Acetocarmin
(T1), On islem yok + Feulgen (T2), Soguk su + Carnoy + IN HCI + Acetocarmin (T3), Soguk su + Carnoy + IN HCI + Feulgen (T4),
Colchicine + Carnoy + 1IN HCI + Acetocarmin (T5), Colchicine + Carnoy + 1N HCI +Feulgen (T6) seklinde diizenlenmistir. Iki donér
materyalden elde edilen toplam 120 adet tohum ornegi ¢imlendirilerek kok ucu érnekleri elde edilmigtir. Bu numunelere Acetocarmin ve
Feulgen boyama yontemleri uygulanarak toplam 6 farkl islem uygulanmistir. Hazirlanan slaytlarmm dijital goriintiileri kaydedilmis ve
ImageJ yazilimi kullanilarak karyotip analizleri yapilmistir. Calisma sonu¢larina gore 1N HCl uygulamasinin Feulgen boyamast i¢in kritik
bir adim oldugu belirlenmistir. Calismada test edilen kombinasyonlar arasinda en basarili sonuglar T3 ve T4'ten elde edilmistir. Bu
uygulamanin gériintii analizlerine dayali karyotip analizi sonrasinda haploid numunelerde uzun kol/kisa kol oranlarimin 1,86 ile 2,57
kromozomlarimin farkli morfometrik ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir. Haploid orneklerin tiim kromozomlar: metasentrik iken diploid
orneklerde metasentrik, sub-metasentrik ve sub-telosentrik kromozomlar tespit edilmistiv. Arastirmada farkl on islemlerin karyotip
analizlerinde kullanilan dijital gériintiilerin kalitesi iizerinde onemli bir etkisi oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Ploidi, on islem, feulgen, acetocarmin, Zea mays.

Comparison of Chromosome Staining Methods for Karyotyping in Haploid and Diploid Maize Plants

ABSTRACT: In vivo doubled haploid technique is one of the methods employed in maize breeding studies for the development
of homozygous lines. Various analysis techniques are utilized to distinguish between the haploid and diploid plants obtained using the in
vivo haploid technique.The aim of this study was to compare different chromosome staining methods to determine the ploidy level of
samples obtained by this technique. Haploid and diploid maize seeds obtained from the hybridization of two different donors (B73,
HyaxB73) and an inducer (CIM2GTAIL-P2) were used in the study. Different pretreatments (Cold water, Carnoy, Colchicine and Control)
and two staining methods (Acetocarmine, Feulgen) were compared in six combinations to determine ploidy levels in root meristems of
germinated seeds. The treatments were: no pretreatment + Acetocarmine (T1), no pretreatment + Feulgen (T2), Cold water + Carnoy +
1IN HCI + Acetocarmine (T3), Cold water + Carnoy + 1N HCI + Feulgen (T4), Colchicine + Carnoy + 1N HCI + Acetocarmine (T5),
Colchicine + Carnoy + 1N HCI +Feulgen (T6). A total of 120 seed samples obtained from two donor materials were germinated, and
root tip samples were collected. In these samples, the Acetocarmine and Feulgen staining methods were applied, resulting in a total of 6
different treatments. Digital images of the prepared slides were recorded, and karyotype analyses were conducted using ImageJ software.
According to the study results, the application of IN HCI was identified as a critical step for Feulgen staining. Among the tested
combinations in the study, the most successful results were obtained from T3 and T4. After karyotype analysis of these treatments, it was
found that the long arm to short arm ratios in haploid samples ranged from 1,86 to 2,57, while in diploid samples, they ranged from 1,5 to
3,42. 1t was detected that the chromosomes of haploid and diploid samples have different morphometric characteristics. All chromosomes
of haploid samples were metacentric, while diploids had metacentric, sub-metacentric and sub-telocentric chromosomes. It was concluded
that the pretreatment method has a significant effect on the quality of digital images used in karyotype analyses.

Keywords: Ploidy, pretreatment, feulgen, acetocarmine, Zea mays.
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Misirda in vivo katlanmig haploid teknigi homozigot
hatlarin gelistirilmesi amaciyla kullanilan yaygin bir
yontem haline gelmistir. Bu teknigin en Onemli
asamalarindan biri haploid ve diploid tohumlarin
siiflandirilmasidir (Prasanna ve ark., 2012). Haploid
ve diploid tohum ayrimi tohumdaki antosiyanin
renklenmesine gore yapilmaktadir. Tohumun sadece
tag bolgesinde renklenme var ise haploid, hem tag
bolgesi hem embriyo kisminda renklenme var ise
diploid olarak siniflandirilmaktadir (Prasanna ve ark.,
2012). In vivo katlanmis haploid teknigi ebeveyn
hatlarin  gelistirilmesinde kullanilmaktadir ve bu
teknikte haploid kabul edilen baslangi¢c tohumlarinin
kromozom katlama oncesi veya sonrasinda ploidi
seviyelerinin belirlenmesi gerekmektedir.

Kromozomlarin yapisal ve sayisal analizlerinin
yapilmasi ozellikle in vivo katlanmig haploid
tekniginde Onemli islemlerdendir. Bu amagla,
kromozomlar1 goriiniir hale getiren veya 6zel boyalar
ve cihazlar yardimiyla ayirabilen farkli teknikler
gelistirilmigtir (Maluszynska, 2003). Bu teknikler
icerisinde  sitogenetik  yontemlerle kromozom
analizleri bilimsel calismalarda halen aktif olarak
kullanilan eski yontemler arasindadir (Shabir ve ark.,
2017). Bu analizler ile ayn1 zamanda kromozomlarin
yapisal ozellikleri de incelenmekte olup, bu isleme
karyotip analizi adi verilmektedir. Karyotipleme
kromozom sayis1 ve yapisini géormek, farkli bireylerde
veya  organizmalarda  karsilagtirma  yaparak
varyasyonu  gdzlemlemek i¢in kullanilan  bir
yontemdir. Karyotip analizi bitkilerde fenotipik ve
genotipik diizeyde meydana gelen varyasyonun
kromozomal diizeyde anlasilmasini saglamaktadir.
Bitkilerde zaman zaman go6zlenebilen kromozom

sayisindaki ~ varyasyonlar  (anOploidi  ve/veya
poliploidi) karyotipleme ile kolaylikla incelenebilir
(Guerra, 2008). Ozellikle homozigot hatlarin

gelistirilmesini konu edinen 1slah programlarinda
orneklerin ploidi seviyelerinin belirlenmesi ve
kromozomal diizeyde herhangi bir anormallik olup
olmadigmin belirlenmesi kritik oneme sahiptir. Bu
nedenle klasik veya modern 1slah tekniklerinde
karyotip analizi yaygin olarak kullanilmaktadir.

Karyotip  analizlerinin  gerceklestirilmesi  igin
kromozomlarin goriiniir hale getirilmesi ve hiicre
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icerisindeki  diger  kisimlardan  ayristirilmasi
gerekmektedir. Bu amagla farkli  yontemler
kullanilmakta olup, kromozomlarin boyanmasi, DNA
miktariin akig sitometrisi ile 6l¢iimii yaygin olarak
kullanilan tekniklerdendir. Akis sitometrisi hizli ve
giivenilir sonu¢ vermesine karsin cihaz maliyetinin
yiiksek olmasi, teknik deneyime ihtiya¢ duymasi,
kullanilan kimyasallarin tehlikeli sinifta yer almasi ve
incelenen  Orneklerde  anodploidlerin  ayriminin
gerceklestirilememesi gibi dezavantajlara sahiptir. Bu
nedenle ploidi tespiti gerektiren ¢alismalarda maliyeti
diistirmek icin eski yontemlerden olan kromozom
boyama teknikleri 1slah programlarinda halen aktif
olarak kullanilmaktadir (Ribeiro ve ark., 2018).
Kromozomlarin boyanmasinda kullanilan yaygin
metotlar, kullanilan boya veya boyamanin sekline
gore isimlendirilmekte olup Acetocarmin,
Acetoorcein, Feulgen, Giemsa bantlama, FISH
(Flourecence In situ Hybridization) ve GISH
(Genomic In situ Hybridization) gibi farkli adlar
almaktadir. Bu metotlar igerisinde Acetocarmin ve
Feulgen pratikte en fazla kullanilan yontemlerdendir.
Acetocarmin boyama yontemi alglerden baslayarak
(Godward, 1948) tiim hayvan ve insan dokular1 da
dahil olmak iizere diger tiim gelismis gruplara
uygulanabilen bir yontemdir. Kromozom boyamada
kullanilan Acetocarmin boyasi asetik asit ve karminik
asidin  kansimindan elde edilen bir maddedir.
Karminik asit kaktiis bitkilerinin lizerinde yasayan disi
Dactylopius coccus cinsi boceklerinden elde edilir
(Hiremath ve Chinnappa, 2015). Karminik asit,
kokinealin kaynar su ile ekstrakte edilmesinin
ardindan kursun asetat ile muamele edilmesi ve
kursun karminatin siilfiirik asit ile ayristirilmasiyla
elde edilmektedir (Gatenby ve Beams, 1950). Bu
boya, antrakinon grubuna aittir ve CzH2013
formiiliine sahiptir. Acetocarmin boyasi ise genel
olarak %45’lik asetik asit icerisinde bu maddenin
coziindiiriilmesi ile elde edilmektedir (Gurr, 1960).
Feulgen boyasi ilk kez Robert Feulgen tarafindan
bulunmus ve DNA veya kromozomal materyallerin
boyanmast igin kullamlmustir. Feulgen niikleer
reaksiyonu DNA’nin in situ lokalizasyonu ig¢in
spesifik bir boyama yontemi olarak yaygm kabul
gérmesine ragmen bazi arastirmacilar yOntemin
spesifik olarak DNA’y1 boyamadigini ileri stirmiistiir
(Stowel, 1946; Gomori, 1952; Lessler, 1953; Kurnick,
1955; Kasten 1956, 1960).
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Feulgen boyama yonteminde yaygin olarak kullanilan
reaktif Shiff reaktifi (Shiff’s Reagent) olarak da
bilinmektedir. Bu reaktifin asil boyar maddesi Fuchsin
veya rosaniline hydrochloride olarak bilinen morumsu
kirmiz1 renkte bir madde olup, kimyasal formiili
Ca0H19N3-HCI’dir.  Schiff  reaktifinin  renginin
kromozom yiizeyinde adsorpsiyon yoluyla yeniden
olustugu ilk olarak Carr (1945) tarafindan
belirtilmistir. Ayrica kromozomlarda renklenmenin
olabilmesi i¢in sitoplazmik bilesenlerin asit hidrolizi
ile yok edilmesi gerektigini one siirmiistiir. Yaygin
olarak kullanilan her iki kromozom boyama
yonteminin de  avantaj ve  dezavantajlarn
bulunmaktadir. Nihai olarak boyama temelde bir
adsorpsiyon siirecidir (Baker, 1958).

Kromozom boyamada bir diger nemli husus, boyama
oncesi Orneklere yapilan 6n uygulamalardir. Bunlarin
baslicalari, soguk su, Colchicine, 8-hyroxyquinoline
gibi uygulamalardir. Bu uygulamalarin ardindan
Feulgen gibi baz1 boyama yontemlerinde 6rneklerin
asit icerisinde bekletilmesi gibi ilave uygulamalar da
mevcuttur. On iglemlerin farkli kombinasyonlar
halinde kromozom boyama ve karyotip analizlerinde
kullanimini konu edinen gesitli aragtirmalar mevcuttur
(Warmke, 1935; Swaminathan, 1954; Snow, 1963).
Bu arastirmalarda farkli bitki tiirlerinde 6n islem ve
kromozom boyama yontemlerinin uyumu ele alinmig
ve bitki tlirline gore basari oraninin degisebilecegi
ortaya konulmustur. Misir bitkisinde de farkli boyama
yontemleri ile karyotip analizlerinin ger¢eklestirildigi
farkli aragtirmalar yapilmistir (Sadder ve Weber,
2001; Silva ve ark., 2018). Ancak yapilan literatiir
taramasinda haploid ve diploid olarak ayrilmig misir
bitkilerinin kok ucu Orneklerinde farkli kromozom

boyalari ile 6n islem kombinasyonlarinin denendigi
bir aragtirmaya rastlanmamustir.

Bu calismada farkli kromozom boyama ydntemleri
kullanilarak haploid ve diploid olarak ayrilmig misir
bitkilerinin kék wucu dokularinda kromozom
analizlerinin yapilmasi1 ve en iyi sonug veren 6n islem-
boyama yontemi kombinasyonunun belirlenmesi
amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT
Calisma materyali

Calismada bitkisel materyal olarak iki donor [Hya-
Elit Hat (G1), HyaxB73-Deneysel Hibrit (G2)] ve
bir indirgeyici hattin (CIMG2TAILP2) indiiksiyon
melezlemesinden elde edilen haploid ve diploid
olmak tizere toplamda 120 tohum incelenmistir.
Caligmada kullanilan haploid ve diploid materyaller
ilk olarak siras1 karismayacak sekilde ¢imlendirme
kagitlarina dizilmistir. Cimlendirmenin 7. giiniinde
¢imlenen tohumlarin birincil ve ikincil koklerinin
tamami 2-3 cm uzunlugunda kesilerek boyama
islemine alinmustir. Bu asamada 2 farkli kromozom
boyama metodu kullanilarak toplamda 240 adet
ornek {lizerinde ¢aligilmugtir.

Uygulanan metotlar

Kok ornekleri 3 6n uygulama ve carnoy soliisyonu
ile fikse edilerek toplamda 4 06n isleme tabi
tutulmustur. Ardindan sitogenetik caligmalarinda
yaygin olarak kullanilan 2 boyama metodu
(Feulgen ve Acetocarmin) uygulanmigtir. Bu
asamada uygun laboratuvar sartlarinda preparat
oncesi yumusatma i¢in 1 N HCI bulunduran tiiplere
kok ornekleri konulmugtur daha sonra kromozom
goriintiileri alinmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Aragtirmada 6rneklerin hazirlanmasi ve ploidi diizeylerinin tespitinde kullanilan boyama uygulamalarinin agamalari
Table 1. Preparation of the samples and the stages of the staining applications used in the determination of ploidy levels.

Kod 1. Adim/1™" Stage 2. Adim/ 2™ Stage 3. Adim/3" Stage 4. Adim/4™Stage

(On Islem/Pretreatment) (Fiksasyon/ (Boyama oncesi yumusatma/ (Boyama/Staining)
Fixation) Softening before staining)

T1 Yok Carnoy Soliisyonu Yok Acetocarmin

T2 Yok Carnoy Soliisyonu Yok Feulgen

T3 Soguk Su Carnoy Soliisyonu 1N HCI Acetocarmin

T4 Soguk Su Carnoy Soliisyonu 1N HCI Feulgen

T5 Colchicine Carnoy Soliisyonu 1N HCI Acetocarmin

T6 Colchicine Carnoy Soliisyonu 1N HCI Feulgen
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Uygulanan on islemler
Calismada 6n islem olarak ii¢ farkli uygulama (On

islemsiz, Soguk su uygulamasi, %0,1’1lik
Colchicine) ve tiim o6rneklerde fiksasyon islemi
gerceklestirilerek  toplamda 4  o6n  islem

uygulanmistir. On islemsiz uygulamada kokler
boyama oOncesinde dogrudan Carnoy soliisyonu
icerisine alinmig ve her iki boyama yontemi igin de
bu uygulama (T1 ve T2) kontrol olarak kabul
edilmistir. Soguk su uygulamasinda ise kesilen kok
ornekleri en az 16 saat buzlu su icerisinde +4 °C’de
bekletilmistir. ~ Colchicine  uygulamasi1  kok
orneklerinin %0,1°lik Colchicine soliisyonunda 24
saat bekletilmesi ile uygulanmustir. Colchicine
soliisyonunun hazirlanmasi i¢in 0,1 gr Colchicine
100 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Kesilen
ornekler ayr1 ve isaretlenmis tliplerde bulunan
Colchicine soliisyonu igerisine alinarak 6n islem
gerceklestirilmistir.

Orneklerin fiksasyonu

On islemden gegirilen 6rnekler Carnoy soliisyonu
(3 Etanol:1 Asetik asit) bulunduran santrifiij
tiiplerine almmustir. Ornekler bu tiiplerde 12 saat
bekletilmisgtir.

Carnoy soliisyonu: 1 litre Carnoy soliisyonu
hazirlamak i¢in 750 ml Etanol ile 250 ml Asetik asit
(3 Etanol:1 Asetik asit) 1 litrelik cam sise igerisinde
dikkatli bir sekilde karigtirllmistir. Carnoy
soliisyonu taze olarak hazirlanmstir. On islemden
gecirilen Ornekler Carnoy soliisyonu bulunduran
santrifiij tiiplerine alinmistir. Ornekler bu tiiplerde
12 saat bekletilerek bir sonraki adima gecilmistir.

Yumusatma islemi

T1 ve T2 uygulamalarinda Orneklere 6n islem
uygulanmadan yumusatma islemi
gergeklestirilmistir. Bu adim i¢in ikinci uygulama
orneklerinde 6-8 dakika 60 °C’de 1 N HCI
bulunduran tiiplerde tutulmasi ile uygulanmstir. 1
N HCI hazirlanmasi i¢in 82,81 ml %37’lik HCI 918
ml distile su ile karistirilmisgtir.

Kromozom boyama yontemleri

Calismada boyama yoOntemi olarak sitogenetik
calismalarda en yaygin olarak kullanilan
boyalardan Feulgen ve Acetocarmin metodu
uygulanmustir.

Feulgen boyama metodu: 1 g bazik fuksin, 200 ml
kaynayan saf suda yavas yavag eritilip

116

calkalanmistir. Hazirlanan bu soliisyon 50 °C kadar
sogutulup filtrelenmistir. Siiziintiiye 30 ml 1 N HCI
ve ardindan 1 gr sodyum metabisiilfit (K2S;0s)
eklenmistir. Kabin agz1 tipa ile kapatilmis ve
ardindan parafilm ile sarilmistir. Kap aliiminyum
folyo ile sarilip, karanlik bir odada oda sicakliginda
24 saat bekletilmistir. Cozelti soluk saman rengi
verdiginde 0,5 g aktiflestirilmis odun kdmiirii ilave
edilerek iyice calkalanmig ve 4 °C’de buzdolabinda
bir gece bekletilmistir. Ardindan tekrardan
filtreleme islemi yapilmig ve renkli bir sisede
buzdolabinda kullanima hazir bir gekilde
saklanmistir. Bu yontemde boyama igin fiksasyon
isleminden gecirilen kok o6rneklerinden birer adedi
Feulgen boyasinin igerisinde alinmistir. Boyama
esnasinda tiim kok ucunun boyandigina dikkat
edilmis ve 1-2 saat boya icerisinde bekletilmistir.

Acetocarmin boyama  metodu: %1°1ik
Acetocarmin boyasi hazirlamak i¢in 1 gr Karmin
boyast kaynamakta olan 100 ml asetik asit
(%45°1ik) igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Coziilen boya
oda sicakligina geldiginde siiziilerek koyu renkli bir
sisede +4 °C’de muhafaza edilmistir. On islemden
gecirilen kok ornekleri bu boya igerisinde 12 saat
bekletilmistir. Ardindan karyotipleme asamasina
gecilmistir.

Boyama sonrast kok uglarindan Singh (2016)
tarafindan Onerilen ezme metodu ile preparatlar
hazirlanmigtir. Hazirlanan preperatlar trinokiiler
mikroskopta (Olympus, ABD) 10x ila 100x
bliylitme araliginda incelenerek metafaz safthasinda
olan hiicrelerin goriintiileri mikroskoba baglanan
dijital goriintii aktarim cihaz1 ile kayit altina
almmistir.  Ayn1  biiylitme  kapasitelerinde
kalibrasyon slaytt goriintiileri (Motic Europe,
Spain) alinarak goriintii analizlerinde kullanilmak
lizere jpeg uzantili olarak kaydedilmistir.

Karyotip analizleri

Kromozom sayisi ve yapisi ile ilgili dlglimler ise
dijital goriintiilerin Image] programinda (Abramoff
ve ark., 2004) islenmesi ile gergeklestirilmigtir.
Kalibrasyon slayt1 ile kalibre edilen goriintii analiz
programinda metafaz safthasindaki hiicrelerde
kromozom sayilari, kol uzunluklari, sentromer
bolgelerine gore kromozom tiirii ve telomerik bolge
bulundurup bulundurmama gibi Green ve Sessions
(1991) tarafindan Onerilen simiflama kriterleri
dikkate alinmustir (Cizelge 2).
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Cizelge 2. Karyotip analizinde kullanilan morfolojik ayrim
kriterleri.

Table 2. Morphological discrimination criteria used in
karyotype analysis

Kol Oram Kromozom morfolojisi

Arm ratio Chromosome morphology

10<17 Metasentrik

1,7<3,0 Submetasentrik

3,0<7,0 Subtelosentrik

70<co Telosentrik
BULGULAR VE TARTISMA

Calismada hem diploid hem de haploid 6rneklerde
T2 uygulamasinda (Carnoy-Feulgen) kok ucunun
boyanmadigi goriilmiistiir. Bu uygulamada 1N HCI
olmadan Feulgen boyasimnin sonug¢ vermedigi
anlagilmistir. Calismada Acetocarmin ve Feulgen ile
boyanmis kok wuclarimin  goriintiisiit Sekil 1.’de
sunulmustur. Her iki boyama yonteminde de kdk ucu
meristemi yogun sekilde boyanmustir. Buna karsin
Feulgen boyama yonteminde yalnizca meristem
bolgesinin  yogun sekilde boyandigi izlenmistir.
Acetocarmin yonteminde ise meristem disindaki
kisimlar daha agik renktedir (Sekil 1).

¢ - ,

Sekil 1. Acetocarmin (solda) ve Feulgen (sagda) boyama
yontemleri ile muamele edilen kok uglarinin
gOrliiniimii.

Figure 1. Appearance of root tips treated with Acetocarmin
(left) and Feulgen (right) staining methods.

Haploid orneklerin kok ucu Orneklerinin boyama
sonras1 goriintiileri Sekil 2’de sunulmustur. Bu
Sekillerde de goriilecegi iizere T2 uygulamasimdan
Feulgen boyama yontemi ile sonu¢ aliamamustir.
Bu durumun boyama oOncesinde kok ucu
meristeminde daha dnce renklenme olmamasindan
dolay1 oldugu anlasilmistir. Diger on islem ve
boyama yontemlerinden ise farkli kalitede goriintii
elde edilmistir (Sekil 2). Bu uygulamalar igerisinde
ozellikle T3 ve T4  uygulamalarindaki
kombinasyonlardan hem Acetocarmin hem de
Feulgen boyama yontemleri ile daha yiiksek kalitede
goriintii elde edildigi dikkat ¢ekmistir. Ozellikle T3
uygulamasinda Acetocarmin ile boyanan kok
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uclarindan alinan dokulardaki kromozomlarin
oldukga belirgin oldugu goriilmiistiir (Sekil 2).

Diploid orneklerin kok ucglarindan alman dijital
goriintiiler Sekil 3’te  gosterilmistir. Haploid
orneklerde oldugu gibi diploid 6rneklerin de T2
(Carnoy+Feulgen) uygulamasinda kok érneklerinde
kromozom ya da diger dokularm boyanmadigi
goriilmiistiir. Diploid 6rneklerde boyama sonrasi en
iyi goriintiiler T3, T4 ve T6 uygulamalarindan elde
edilmistir. Diger uygulamalardan dijital goriintiilerle
yapilan analizlere uygun kalitede kayit alinamamistir
(Sekil 3).

Boyamada kullanilan 6n islemlerden elde edilen
sonuglar dikkate alindiginda musir kok wucu
dokularidan kromozom goriintiilemede soguk su 6n
isleminin ardindan fiksasyon ve 1 N HCI
uygulamasiin diger 6n islemlerden daha basarili

sonug verdigi belirlenmistir. Boyama
yontemlerinden Feulgen yontemi Acetocarmin
yontemine kiyasla daha belirgin kromozom

gortintiileri saglamistir. . Hem haploid hem diploid
orneklerde 1 N HCI uygulamasi yapilmadan Feulgen
boyama yapildiginda boyanin dokulara niifuz
etmedigi belirlenmistir.

Bu bakimdan 1 N HCI uygulamasinin Feulgen
boyamada kritik bir adim oldugu goriilmiistiir. Bu
islem olmaksizin Feulgen boyasinin kromozomlarin
boyanmasinda etkili olmadigi saptanmistir. Karyotip
analizlerinde kullanilan bazi boyalar kromozomlara
baglanmak i¢in kimyasal reaksiyon gerektirirken
bazilari gerektirmez. Feulgen boyamada
kromozomlarin boyanmasi igin Schiff reaksiyonuna
bagh bir dizi kimyasal adima dayali olarak
gerceklesmektedir (Eng ve ark., 2020). Feulgen ile
boyamada HCI ile yumusatma islemi kritik bir
adimdir. Bu islem DNA’daki piirini sekerden
ayirmakta ve aldehit grubunu acgiga ¢ikarmaktadir.
Daha sonra Feulgen’den gelen Fucshin siilfiir asidi
aldehit ile reaksiyona girerek kromozomlarda
macenta rengini olusturmaktadir (Sharma ve
Sharma, 2019).

Feulgen boyasimin kromozomlar1 boyamada oldukga
etkili oldugu ve kromozomlarin etrafindaki
sitoplazmay1 boyamadigi bildirilmistir (Eng ve ark.,
2020).
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Sekil 2. Haploid olarak ayrilan 6rneklerin farkli 6n islem ve boyama yontemleri ile muamelesi sonrasinda aliman goriintiileri.
Figure 2. Images of haploid samples after application with different pretreatment and staining methods.

T1 T2 T3 T4 T5 T6

Gl

G2

Sekil 3. Diploid olarak ayrilan 6rneklerin farkli 6n islem ve boyama yontemleri ile muamelesi sonrasinda alinan goriintiileri.
Figure 3. Images of diploid samples after application with different pretreatment and staining methods.

Cizelge 3. Diploid 6rnekte dijital gériintiilere dayali karyotip

Calismada boyama sonrasinda alnan djjital analizi somuglart,

goriintiilerden  analiz  edilebilecek  kalitede Table 3. Karyotype analysis results based on digital images in
olanlardan elde edilen karyotip analizi sonuglari diploid sample.
asagida sunulmustur. Diploid orneklere ait kol Kromozom Kol Orant  Kromozom Morfolojisi
. o. . Chromosome Arm ratio Chromosome
oranlart 1,50 ile 3,42 arasinda degiskenlik morphology
gostermistir. Bu oranlara gére kromozom 1-4 320342 Subtelosentrik
morfolojileri bakimindan ii¢ farkli simif oldugu 2-20 3,00-3,01 Subtelosentrik
gozlenmistir.  Goriintiide  tespit  edilebilen 3-16 3,05-3,04 Subtelosentrik
kromozom  ¢iftleri igerisinde 3  adedinin 5-17 2,69-2,65 Submetasentrik
subtelosentrik, 6 adedinin submetasentrik ve 1 8-11 2,62-2,61 Submetasentrik
adedinin ise metasentrik oldugu belirlenmistir 79 2,56-2,59 Submetasentrik
(Cizelge 3). Haploid 6rneklere ait kol oranlari 1,86 14-19 2,30-2,24 Submetasentrik
ile 2,57 arasinda degismistir. Kromozom 10-15 2,11-2,10 Submetasentrik
6-13 1,73-1,79 Submetasentrik

morfolojilerinin tamam submetasentrik olarak
siiflanmstir (Cizelge 4).

12-18 1,53-1,50 Metasentrik
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Cizelge 4. Haploid 6mekte dijital goriintiilere dayali karyotip

analizi sonuglari.

Table 4. Karyotype analysis results based on digital images in

haploid sample
Kromozom

Kromozom Morfolojisi

Chromoso Kol Ora?n Chromosome
Arm ratio
me morphology
1 2,43 Submetasentrik
2 2,44 Submetasentrik
3 2,27 Submetasentrik
4 1,89 Submetasentrik
5 1,86 Submetasentrik
6 2,36 Submetasentrik
7 2,19 Submetasentrik
8 2,37 Submetasentrik
9 2,09 Submetasentrik
10 2,57 Submetasentrik

Haploid ve diploid 6rneklerden alinan goriintiilere
dayali karyotip analizinde kromozom sayilar1 net
sekilde tespit edilmesine ragmen, bu oOrnek
gruplarinin kromozom morfolojilerinde farkliliklar
oldugu gozlenmistir. Aymi tiir icerisinde ploidi
seviyesine bagli olarak kromozom yapisinda
farklilik  olmayacagi  beklenmesine  ragmen
kullanilan boyama y6ntemi, morfolojik tanilama ve
siniflama kriterlerinde kullanilan sinir degerlerin
farkli olmasi gibi hususlara bagli olarak bilimsel
caligmalarda farkli sonuglar elde edilebilmektedir.
Nitekim Silva ve ark. (2018) tarafindan yiiriitiilen
arastirmada iki adet metasentrik, ve sekiz ¢ift
submetasentrik kromozom ¢ifti tespit edilirken,
misir  bitkisi {izerinde yiriitilen bir diger
arastirmada li¢ metasentrik, 6 submetasentrik, ve bir
akrosentrik kromozom c¢ifti oldugu raporlanmistir
(Sadder ve Weber, 2001). Her iki c¢aligmada da

boyama yontemi olarak farkli tekniklerden
yararlanilmigtir.  Ayrica  kullamlan  genetik
materyaller de farklilik gostermektedir. Diger
taraftan  Silva ve ark  (2018)  musir
kromozomlarindan 5 kromozom  ¢iftinin
caligmalara gore farkli smifta yer aldigim

vurgulamistir. Bu sonuglar kullanilan boyama
teknigi ve genotipe gore farkli bulgular elde
edilmesinin miimkiin oldugunu gostermektedir.
Bizim caligmamizda da kol uzunluklarina gore
kromozom morfometrilerine yonelik siniflarinda
farkliliklar oldugu goriilmiistir. Bu durumun
kullanilan dijital goriintii kalitesi ile yiiksek oranda
iligkili oldugu degerlendirilmistir. Ayrica karyotip
analizinde kullanilan ImageJ yazilimina ait
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eklentinin hassasiyetinin de sonuglar iizerine etkili
oldugu diistintilmektedir.

SONUC

Kromozom sayimi ve karyotipleme caligsmalar
genetik ve 1slah c¢alismalar1 agisindan temel
uygulamalardandir. Bu ¢alismada in vivo katlanmig
haploid tekniginin 6nemli basamaklarindan olan
haploid tespiti ve ayriminda sitolojik metot olarak
farkli boyama yontemlerinin etkinligi
kargilagtirilmigtir.  Ayica iyi  sonu¢ alinan
uygulamalara ait dijital goriintiiler {izerinden
kartoyip analizi gergeklestirilmistir. Acetocarmin
ve Feulgen yoOntemleri genetik ve 1slah
calismalarinda kromozom sayis1 ve yapist ile ilgili
analizlerde  halen  kullanilan en  hesaph
yontemlerdendir. Bu c¢alismada denenen yontemler
icerisinde haploid ve diploid Orneklerde her iki
boyama yontemi i¢in de soguksu+Carnoy+1N HCI
6n islem kombinasyonunun dnerebilecegi sonucuna
ulastlmistir. Diger taraftan ileriki ¢aligmalarda
farkli kimyasallar ile 6n islemlerin uygulanmasinin
yant sira daha yiiksek ¢oziiniirliiklii dijital
kameralar kullanilarak karyotip analizi ve
kromozom sayiminda daha basarili sonuglarin elde
edilmesi de miimkiin olabilir.

Bu aragtirmada, misirin kok ucu dokularinda soguk
su (+4 °C) uygulamasinin ardindan fiksasyon ve 1
N HCI ile yumusatma isleminden sonra boyama
yapilmasi halinde hem haploid hem diploid
orneklerde gorintii isleme yazilimlari ile analiz

edilebilecek  c¢iktilar  elde  edilebilecegini
gosterilmistir. Diger uygulamalardan elde edilen
sonuglar icerisinde T6 disindaki

(Colchicine+Carnoy Soliisyonu+l N HCI ve
Feulgen boyama) uygulamalardan Kkaliteli goriintii
elde edilememigtir. Bu durumun yalnizca
uygulanan yontemle iliskili olmadig1, ayn1 zamanda
goriintiilemede kullanilan dijital kameranin da ¢ok
onemli etkiye sahip oldugu anlasilmistir.
Arastirmada kullanilan dijital kamera g6z ile tespit
edilen gorintillerden daha disiik ¢Oziintrliikte
dijital goriintii saglamistir. Dijital ¢Oziiniirligia 5
MP olan bu kameranin da boyama yéntemlerinden
elde edilen goriintiilerin bilgisayar destekli olarak
analiz edilmesini gii¢lestirdigi goriilmiistiir.
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