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Cevizlerde Embriyonik Dokulardan Hizh Parafin Yontemiyle Kesit Alinmasi
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Ozet: Bu calismada cevizlerde (Juglans regia L.) cimlenme sonrasi gelisen embriyonik dokular iizerine erken dénemlerde yapilan
asilarin anatomik ve histolojik gézlemlerini yapabilmek i¢in daha kisa siirelerde siiratle kesit alabilme imkani saglayan mikro-dalga firin
ile hizli parafin ydnteminin uygulanabilirligi {izerinde durulmustur. Ozellikle canliliklarini koruyan yongali gbz asilarinin Srnekleri,
kiiglik pargalar haline getirilmis ve mikro-dalga yontemine tabi tutulmustur. Parafine doyurulan pargalarin kesitleri, Rotary mikrotomla
12-15 mikron kalinliginda alinmistir. Bu yontemin uygulanmastyla 1-2 giin gibi ¢ok kisa siirelerde calismalarin sonuglandigi gézlenmis
ve bu tiir arastirmalarda da rahatlikla kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Ceviz, mikro-dalga, agilama, embriyonik doku, preparasyon teknigi

Sectioning of Embrionic Tissues of Walnut by the Method of Fast Paraffin

Abstract: In this study; it was aimed to investigate the applicabilty of paraffin method with microwave, supplying opportunity for
fast sectioning in order to monitor histological and anatomical structure of grafting made in early stages of embryonic tissues growing
after germination, on walnut (Juglans regia L.). Especially the samples of alive bud grafting were sliced into small pieces and treated
with the microwave method. The sections from pieces saturated with paraffin were taken by microtom in dimentions of 12-15 micron.

The results suggested that the microwave hethod is easier to use and more time-saving than the classical one.
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Giris

Cesitli meyve tiirlerinde farkli amaglara yonelik yapilan,
anatomik  ve  histolojik  incelemeler  gerektiren
aragtirmalarda, farkli tiirlerin ¢i¢ek, meyve, tohum siirgiin
gibi degisik bitki dokularindan kesitler alinmasina ve
incelenmesine imkan veren teknikler kullaniimaktadir.
Kullanilan bu tekniklerle degisik bitkiler iizerinde yapilan
astlama caligmalarinda da anatomik ve histolojik olarak
bitkilerin as1 bolgeleri donem donem incelenebilmekte
olumlu veya olumsuz faktorler ortaya konulmaya
calisilmaktadir (Moore ve Walker, 1981).

Parafin yontemi, giliniimiizde bu tir amaglar igin
kullanilan ve kesitlerin daimi preparat haline getirilmesinde
sik¢a bagvurulan tekniklerin basinda gelmektedir (Askin ve
ark., 1995). Ancak kesit alinacak ve incelenecek farkli
tiirlerde, parafin yontemiyle dokularin kesit almaya elverisli
hale getirilmesi ¢ok kisa siireler de miimkiin olmamakta
hatta ozellikle sert dokularda bu klasik yontemde
materyalin  parafine doyurulmasi uzun bir zaman
alabilmektedir (Tekintag, 1988; Balta, 1993; Yarilgag,
1993; Askin ve ark., 1995). Bunun yaninda parafine
doyurma islemlerinin uzunlugu materyalin dokusuna bagl
olarak da degisiklik gdsterebilmektedir. Iste bu bakimdan

degisik bitki dokularindan kesit alma siirelerini kisaltacak
tekniklerin kullanim1 6nem kazanmaktadir.

Askin ve ark. (1995) Bahge Bitkileri preparasyon
teknigi uygulamalarinda mikro-dalga tekniginin, sonuca
ulastrma da yeni ve hizli bir ydntem oldugunu,
preparatlarda bozulmaya neden olmadan preparasyon
siiresini kisalttigini bildirmiglerdir. Bu ¢aligmalara ilaveten
Balta ve Agkin (1995), Balta ve ark. (1996) ceviz, asma ve
kestane gibi sert dokulara sahip tiirlerde yapilan asilama
caligmalarindan  kesitler =~ alinmasinda, = mikro-dalga
yonteminin basarili sonuglar verdigini belirlemislerdir.

Mikro dalga firininin temelinde ise; trioid vakum tiipiine
alternatif olarak gelistirilen magnetronun yaydigi isinlarin
isitilmak istenen maddelerdeki atom ve molekiillerin var
olan dogal titresimlerini ¢ok biiyiik degerlere yiikselterek
bir i¢ 1sinmasi saglamasi yatmaktadir (Foster and Pickard
1987, Umar ve ark., 1990).

Bu ¢aligmada, literatiirde, cevizlerde kotiledon asilarinin
basarili sonuglar verdigine dair bilgiler dikkate alinarak
(Sen, 1986), cevizler de ¢imlenme sonrasi gelisen geng
dokulardan (embryonik dokular) kisa siirede kesit
almabilme imkanlar1 arastirilmistir.
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Materyal ve Yontem

Bu calisma Yiiziincii Y1l Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge  Bitkileri  Boliimiinde  kontrollii  sartlarda
yiriitiilmiistiir. Ceviz tohumlart ¢imlendirilip siirglin
geligsmeleri 15-40 cm olunca ve ¢aplar1 3-4 mm kalinligina
ulaginca tzerlerine as1 yapilmistir. Arastirma, ¢imlenme
sonras1 belirli donemlerde kesitlerin alinarak doku
farkliliklarinin ~ belirlenmesi ~ seklinde, as1  yapilan
materyallerden 25. ve 43. giinlerde alinan drnekler {izerinde
siirdliriilmiigtiir. Kesitler, Rotary mikrotomla alinmadan
once FAA (%70 Etil Alkol, 90 cc+Form Aldehit 5
cct+Cliacial Asetik Asit 5cc) ortaminda bekletilmisler,
hemen sonra mikrodalga da muameleye tabi tutulmuslardir.
Iyice kiigiiltiilen parcalar parafinle doyurulmak amaciyla
mikrodalga firinda, Cizelge 1’de goriilecegi iizere, belirli
araliklarla uygulama altinda tutulmuslardir.

Cizelge 1. Mikro-Wave yonteminin kullanilarak parafin metoduna gore
bitki 6rneklerine sirayla muamelelerin uygulanmasi

Muameleler Muamele Mikrodalga Muamele Sogutma
sayist  firnisitma  siiresi stiresi
kademesi  (dakika) (dakika)
%70 Alkol 1 1 5 3
%70 Alkol 1 1 5 5
%80 Alkol 5 1 2 2
%90 Alkol 5 1 2 2
%96 Alkol 9 1 1.5 2
Alkol+Ksilol
5+1 5 1 2 2
4+2 5 1 2 2
3+3 5 1 2 2
2+4 5 1 2 2
1+5 5 1 2 2
Ksilol 5 1 2 2
Ksilol 5 1 2 2
Ksilol+Parafin
5+1 5 1 2 2
4+2 5 1 2 2
3+3 5 1 2 2
2+4 5 1 2 2
1+5 5 1 2 2
Saf Parafin 5 1 2 2
Saf Parafin 5 1 2 2

Cizelge 1°de goriildiigii gibi kesitlerin tam olarak
parafine doyurulmasi igin pargalar alkol, alkoltksilol ve
ksilol+parafin serilerinden gecirilerek mikro dalga firmin
birinci ¢alistirma kademesinde 1.5 dakika ile 5 dakika
arasinda muameleye tabi tutulmuslardir. Mikrodalga
firmlarin 1sitma  yontemi geregince su molekiillerinin
birbirine siirtlinmesi neticesinde olusan yiiksek 1s1, 6zellikle
orneklerin 1sisinin da yiikselmesine ve dokulara zarar
vermesine sebep olacagi icin (Askin ve ark., 1999)
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mikrodalgada tutulan 1sitma siireleri kadar digarida sogutma
islemi (5-8 °C)’ de yapilmugtir.

Cizelge 1°de izlenen siireler dogrultusunda parafine cok
kisa siirede doyurulan kesitler enine ve boyuna
kesilebilecek sekilde parafin bloklara yerlestirilmistir.
Bloklar  bir gliin siiresince buzdolabinda 4°C’de
bekletildikten sonra Rotary mikrotom yardimiyla 12-15
mikron kalinliginda olacak sekilde kesitler alinmistir.
Kesitler hemen sicak su havuzuna (45-50 °C) aktarilarak
diizgiin hale gelmeleri saglanmistir. Buradan lamlarin
yiizeylerine yumurta aki ve glicin karigimi siiriilmiis, hemen
sonra {istlerine birakilan kesitlerin daha da gerginlesmesi
icin 2 saat kadar lamlar 60 °C’ lik etiivde bekletilmistir.

Etiivden alinan kesitlerin boyanmasinda hemotoksilen
kullanilmugtir. Cizelge 2’de hemotoksilen ile boyama
safhalar1 ve siireleri verilmistir.

Cizelge 2. Kesitlerin hemotoksilen ile boyanmasinda uygulanan islemler
ve siireleri

Muamele Muamele siiresi (dakika)
Ksilol 15
Saf su 15
%96 lik alkol 15
%90 lik alkol 15
%80 lik alkol 15
%70 lik alkol 15
%350 lik alkol 15
%30 luk alkol 15
Cesme suyu 15
Hemotoksilen 20
Cesme suyu 3
Mordon 0.2
Cesme suyu 2
%350 lik alkol 10
%70 lik alkol 10
%90 lik alkol 10
%96 lik alkol 10
Saf alkol 10
Saf Ksilol 15

Hemotoksileni hazirlamak icin; 250 cc safsu + 2.5 cc
asetikasit + 0.3 cc siilfiirik asit + 7.5 g ferric amonyum
stilfat karigtirilmis, daha sonra 1.5 g hemotoksuna 285 cc
safsu ilave edilmistir (Brooks ve Anderson, 1966). Rengin
daha koyu hale getirilmesi igin hemotoksilen birer dakika
araliklarla 2 defa mikro-dalga firinda 1sitilip sogutulmustur.

Hemotoksilenle boyama iglemi tamamlaninca kesitlerin
iizerine az miktarda kanada balzami dokiiliip lamelle
kapatilarak daimi preparat haline gelmeleri saglanmistir.

Kesitlerin incelenmesi ve fotograflarin cekilmesi ise
Olympus BH-2 marka mikroskopla yapilmistir.



Bulgular ve Tartisma

Bu arastirma neticesinde, anatomik caligmalarin kesit
alinma sathasinda en yaygin olarak bilinen ve kullanilan
parafin yonteminin uzun zaman almasini 6nlemek amaciyla
gelistirilen mikro-dalga yontemi, Cizelge 1’de tarif edilen
sekliyle uygulandiginda, cevizlerde ¢imlenme sonrasi geng
dokular iizerine yapilan agilardan ve gen¢ dokulardan ¢ok
kisa siirelerde, anatomik ve histolojik incelemelere elverisli
nitelikte kesitlerin aliabilecegi tespit edilmistir. Bu yontem
uyarinca parafine ¢ok kisa siirede doyurulan ve bloklanan
bitki pargalarindan, Rotary mikrotom kullanilarak enine ve
boyuna seri kesitler kolaylikla alinabilmistir. Bilindigi gibi
klasik parafin yontemine gore dokularmn parafine
doyurulmasi 2-3 ay alabilmektedir (ince, 1989). Bu ¢alisma
cevizlerde erken donemlerde yapilmis olan asilarin
yumusak dokularinda bile mikro-dalga firin kullanarak hizli
parafin yontemiyle kesit alinabilmesine imkan saglamistir.
Parafin teknigi, kesit alma yoOntemlerinden en ¢ok
kullanilant olmakla birlikte (Askin, 1989; Vardar, 1987),
uygulama alani igerisinde olan mikro-dalga kullanilarak
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hizli parafin yontemi ile sert dokularda bile bir ¢ok basarili
sonuclarin alindigi ¢alismalar mevcuttur (Balta ve Askin,
1995; Balta ve ark., 1996). Ustelik mikrodalga firinda
muamele goren materyallerin kesitlerindeki dokularin ¢ok
daha belirgin oldugu isaret edilmektedir (Balta ve Askin,
1995).

Kullanilan bu yontemle, geng ceviz dokularindan 1-2
giin igerisinde kesitlerin alinmast miimkiin olmustur. Sekil
1’de, ¢imlenme sonrasi gen¢ dokular iizerine asilarin asi
bolgesinden alinmig bir enine kesit, Sekil 2’de ise
¢imlenmeden 8 giin sonra embriyonik kdk kisminda
farklilasmakta olan primer vaskiiler dokular goriilmektedir.
Bu kesit iizerinde kallus, ksilem yeni kambiyum dokulari
ile nekrotik alanlar kolaylikla ayirt edilebilmektedir. Ote
yandan findik, ceviz, kestane, elma, kayisi, kiraz, armut
tirlerinin sert odun dokularindan, tomurcuk ve dal
explantlarindan bu yontemle kisa donemlerde ince
kesitlerin alinmasinda basarilt sonuglar verdigi bildirilmistir
(Balta ve ark., 1993; Balta ve Askin, 1995; Balta ve
ark.,1996; Dolgun, 1995; McClelland ve ark., 1990).
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Sekil 1. Geng bitkicikler lizerine yapilmis yongali gz asisindan asilamadan 43. giin sonra alinan enine kesitteki dokularin durumu (Hemotoksilen 4x10).
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Sekil 2. Cimlenmeden 8 giin sonra Embriyonik kok kisminda farklilagmakta olan vaskiiler dokular (Hemotoksilen 10x10).

Mikrotomla seri ve diizgiin sekilde kesitler alinmasina
parcalarin biiyiikliikleri ile parafin bloklara yerlestirme
bi¢imlerinin etkili oldugu, asma gibi pirizli ve lifli
dokularda bu durumun kesit almay1 zorlagtirdig: (Balta ve
ark., 1996) bilgisinden hareketle; kesit alacagimiz
parcalarin bloklanmasindan 6nce, doku pargalanmalarimni
onlemek amaciyla, explantlarin 1-1.5 cm’yi ge¢cmeyecek
ebatlarda olmasina 6zen gosterilmistir.

Arastirmada tizerinde durulmasi ve ihmal edilmemesi
gereken bir diger husus da, Cizelge 1°de de goriildiigi gibi,
sogutma muameleleri teskil etmistir. Bu muamelelerde,
orneklerin asir1 derecede 1sinmalarinin ve pargalanmalarinin
ve alkollerin fazla ismnmalarmin Oniine geg¢mek igin,
zorunlu oldugu belirlenmistir. Hizl1 parafin (mikro-dalga)
yonteminde O6zellikle parafinin kaynama noktasi ile yanma
noktas1 birbirine ¢ok yakin olmasi sebebiyle mikro-
dalgalardaki 1sitma iglemine miiteakip sogutma iglemini de
¢ok dikkat etmek ve 1sitma siirelerini ¢ok kisa araliklarla
fazlaca yapmak patlama tehlikesini Onlemek acisindan
oldukc¢a 6nemlidir.

Klasik parafin yonteminde uzun siire alan fiksasyon,
dehidrasyon ve infiltrasyon sathalarinin modifiye edilerek,
cevizlerde Ozellikle geng bitki doneminde dokulara zarar
vermeyecek sekilde, kisaltilmasmna imkan veren mikro-
dalga firmi yardimiyla hizli parafin yonteminin kesit
almada basar1 ile uygulanabilecegi ortaya konmustur.
Arastirma sonuglari, bu yontemin tohum c¢imlenmesi ve
miiteakip gelismeler ile ilgili ¢aligmalarda da kolaylikla
uygulanabilecegini gostermistir.
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