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(ARASTJRMA MAKAL,ESi). .
OZET: 'Bu 'arasurmada asma’ agilanndan” esit“almada klasnk para,ﬁn_;
teknigiyle, ilkemizde bahge bitkilerinde yapilacak anatomik cahsmalar i¢in
oldukga yeni olan Mikro-dalga yontemi karsilagtinimistir. Mikro-dalga, firinda
muamele goren asi pargaciklarindan, daha kisa siirede ve amaca uygun
kesntler almm1$t|r :

UTILIZING.POSSIBILITIES THE MIkRO-WAVE METHOD IN
SE(‘TIONING THE GRAPE GRAFTS i

'
suitable sections for purpose from the grafl pomons ‘treated with the Mikro--
wave method were taken in shorter time than the classic technique. . .

GIRIS
Bahge bltkllenvle |lg11| olarak yurutulen ana,tomlk c;ahsmalarda,
kesmerm daimi’ preparat halme geunlmesmde en. on kullamlan .ye kab_u ,

goren yonté
materyalm ]

doy;_mha é § xhatervalm yaplsma bagh olarak deglseblhr , :
“Ulkemizde, bahge bitkileri preparasyon teknigi uygulamalarmda yem

ve izl bir yontem olan Mikro-dalga (Mikro-Wave ) v0ntemmm preparat )

M Yizinc Yl Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boltmi. 65080 VAN

© Ege Universitesi. Odemiy Meslek. Yiksekokulu, Odemis / lzmir. . . - :
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g B o i iy e it [O7 fonpinY
Kilitésini * bozmadan preparasyon “stiresini” ()nemlh7 o(lguide kisalttig
bildirilmektedir (1, 4). Bununla birlikte, bu yontemden faydalamlarak kestane
(Castanea sativa Mill.) asl, orneklerind amaca,uygun; enine e boyuna
kesitlerin almdig1 kaydedllmektedlr (5). e v A

B caligmada; asma agilarindan ilmada Mikro-dalga yontemini
uygulayabilme imkanlar1 aragtirilmstir.

MATERYAL VE YONTEM
Arastirma, Yiiziinci Y1l Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri

Bolumine ait kontrollu asllama odalan |l_3qw bolim laboratuvarinda.
Vurutulmustur e R - )

MATERYAL

Rupestris du Lot Amerikan asma anact ve bunun uzerine ailanan”
Iskenderiye Misketi tizim cesidi. galxsmada materyal olarak kullamlmugtir.
Agilar yaplldlktan sonra, agl bolgelennden kesilen kiigiik. parc;amklara yapilan
muameleler Imperial marka Mikro-dalga (Mikro-Wave) firinda yapilmus,
kesitler Rotary Mikrotomla alinmyg ve preparatlar;m mcelenmesn ve fotograf ,
gekimi* 1gm de Olympus BH22 fotomlkroskop kullamim yrica, "Mlkro-‘f;:.

dalgd firinda yapllan muamelelef lg:m ccslth alkol ve ksnlol cozeltllen 1le serlf'f‘_’
doku paiaﬁm kui : '

YONTEM
a) Asilarin vapilmasi ve 6rneklerin hazirlanmasi

Agilar, omega as teknigiyle yapilms ve kontrollu agilama sartlarina
mafuz blrakllmlsur Amiaca gb'ré,; agilamadan Sonra cesxth arahklarla agl_
bolgeiermden omckler almm1§ ve Mlkro—dalga uygulamasma kadar %. 70°lik

_er|smde' ﬁkse edllmlstlr Mlkro—dalga uygulamasma‘:_:‘

gecm en ‘once asl ,
ayrica enine Ve boyllna kesnler almacak sekllde keskin ]1Iet vardlmlyla kug:uk
pargaciklara bolumnustur Bu parcacxklara b, ¢ ve d° alt bashklarmda"" "
acxklanan metodlar uygulanmlstlr N .

b) KJa51k paraﬁn vomemmm uygulanmasn - e £ S

= b

Kesﬂen parcac1klara uygulanan islemler Cizélge 1°dc verilmistir’ Fad
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*Qizelge 1; Patafin' metodiiyla dtnekleré sirayld uygulanan muameleler -

Muamelc

R e ﬁsaat
2 % 80 etil alkol o |SsaatT |
A3 Y 90etilalkol: .o . o | ) saat .
4 Safetil alkol . i : e f 2 saat,. .
ol ey 2-kisim saf alkol +J kisim ksnlol | 2.saat; .-
6 2 kisim saf alkol + 2 kisim ksilol
7 7 777 Tkisim saf alkol + 3 kisim ksnlol
8 Ksilol
9 Ksilol hacminin 1/37ii kadar sert doku
. parafini ilavesi
10 Omeklerm 6’7-6'% °C dckl Etuvde
dovurulmasn e

c) Etuvde ] ay bekletllen omcklerm Mlkro-dalga ﬁrmda muamelem

Yukarida, b alt baghginda behmlcn nslemler 9 asamaya kadar
yiriitiilmiig ve 10. asamada ise ornekler Etuvde sadece |1 ay dovurulmustur
Daha sonra, parafinle doyurulan bu dmeklere % 40 gig'de (4. kademe)
qallstmlan Mikro-dalga firinda ‘1"er dakikalik araliklarla olmak itizere toplam
45 dakikahk muamele \apllmlsur A\ rica, muamele siiresi kadar da sogutma
uvgulanmnstxr » = H a0

d) Mlkro-dalga (Mlkro-Wave) vomemlmn uygulanmasi . .;

Arastlrmada klasnk paraﬁn y()ntemmdc uygulanan islem basamaklan

' Mikro-dalga firina./modifive. edilerck;-amaca uygun-yontem. geligtirilmeye

caligiimigtir. Bu amagla oncelikle, hem: materyalin -dokusuna. uygun olarak

“hemi” “de™ Mlkro-dalga firnda muamele * sirasinda ~ ¢ozeltilerin - istnma
durumlanna uygun | olarak, cesitli muamele sayilari ve sireleri denenmistir.
" 'Daha sonra, bu sekllde parafine doyurulan omeklerden kesit. almlp alinmadig

kontrol edilmisgtir. Mlkro-dalga firm gahstirirken, alkol serileri igin % 30 giig

(3. kademe),:diger seriler icin ise. % 40 gii¢ (4. kademe) kullamlmugtir. Sonug
.olarak, pargalanmadan kesit almaya cevap veren muamele sayilar ve surelen
tesplt edllm1$ ve anelge 2'de sunulmustur : -
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Clzelge 2. Asma asllarmdan kesit almada M1kro~wave vontcmmm uygulamsx

' Mua- R
Islem Sirasina mele  Muamele " Muamcle  Sogutma
Gore Muameleler Sayis1 Ortami .. Siiresi Siiresi
1. Alkol Serileri
% 80’lik Etil Alkol 5 Mikro-dalgd* -, 15 dak 1-2 dak.**
% 96’11k Etil Alkol .5. - Mikro-dalga :- 1.5 dak. 1-2 dak.
Saf Etil Alkol +6-.: .. Mikro-dalga. .- :1 ‘dak 1-2 dalg.
2. Alkol ve Ksilol Serileri
Etil alkol tas !
(hacim)+Ksilol | Ji s g
(hacim) . 2!
3+1 ; 10 Mikro-dalga 1 -dak 1-2 dak.
2+2° 12 Mikro-dalga 1 dak 1-2 dak.
1+3 15 Mikro-dalga ~ 1 'dak " 1-2 dak.
.-Saf Ksilol - ~ o+ .13 ¢ Mikro-dalga 1 dak: 1-2 dak.
3. Ksilol ve Parafin Serileri
|- Ksilol (hacim)+Parafin
(hacim) St :
Bodey S5 v | 10 Mikro-dalga = 1 dak. = 1-2 dak.
5+2° 7 | 10 Mikro-dalga 1 dak l_‘-'_._2 dak
5+5 15 Mikro-dalga 1 dak  1-2 dak.
245 15  Mikro-dalga 1 dak  1-2 dak.
1+5 ' 00+ Mikro—dalga 1 dak 1-2 dak.
Paraﬁn : 25 Mikro-dalga. 15 dak ' 1-2 dak.

"‘) Mlkro-dalga lmn -alkol senlermdc % 30 giig’ de (? l\ad&.mt. ), dxger senler igin
_ % 40 gii¢’de (4. kademe) caligtmhmstir. .
( ”) Alkol ve ksilol g,ézelulcn nukro—dalga fininda Ongdrmen stireyle muamele sirasinda
: ‘cok gabuk 1sindrklan- igin, ba§langn,tak1 uygulamalar diginda her ‘bir mikro-dalga
: .muainelesinden sohra en az miuaniele siresi kadar sogutrna vqnlmasl herhangi bir
tehhkeye neden olmamak i¢in éneml ve zorunludur. - .

_ Cizelge Z'de Agérﬁldugﬁ gibi ag1 bolgelerinden elde edilen pargaciklar,
Mikro-dalga fininda sirasiyla gesitli .alkol. alkol-ksilol ve: ksilol-parafin
serilerinden gegirilmistir. Muameleler csnasinda, 6rnek kaplar ve sivilari gok
cabuk 1sindiklart igin. muamelelerden sonra en az muamcle siiresi kadar
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sogutma vapilmas, herhangi bir tehlikeli duruma fieden olmamak i¢in onemli
ve zorunlu gbrulmustur

e a i

c) Omeklcrm paraf’m bloklara verlestmlmesn vé keslllerm' alinmasi o

Ug farkh yontemle muamele goren ve sonugta paraime doyurulan asl
ornekleri, enine ve boyuna kesitler alinacak bigimde ‘parafin” bloklara

gémiilmigtir. Daha sonra bu bloklar, rotary mikrotoma ycrlegtlrllerek enine
C lik smak S

ve, boyun& kesgtler almmugtir.: Ardmdan kesuler yaklaslk 45

‘‘‘‘‘

; f) Ke51tler1n bovanma51

»-w:r--:;f-;.(w,'gf; {7

taklp eél]ml$‘lll‘

Ci%fe:l:ge},‘ Kesiﬂerin safraninie -bo_'va"nmasmda ‘tak'ip edi'lénr-ifglem basaiﬁaklétlf

Islem
Basa-

‘Muameleler .=+ .
mag] | - .

“ Siire

| 3kasm ksilol+1 kusim Safetitalkol! 8 dak. .

(e 1
2 e |- 2kisimiksilol +2 kisim saf cul alkol o f _f__i.dak__'_.’.- .
3 i cf b ks ksnlol+ 3 lelm safeul alkol dak .
4 .7 | Saf etil alkol © Clgmedaki b
5 1% 90 etil alkol cogitodakz s
6 % 80 enl alkol o dak.
7 U % 70 etil alkol dak? | SR
g | %1k safranin s
9 _Cesme suyunda vikama:-
10 .| %0.5’lik pikrik asit::: i
Tt ;erkac damia amonyak damlaulmls
% 96’1k etil alkol :;
12 ... %96 lik etil alkol =
13 |1 ks ksitol + 1 kisim saf etil’ alkol ool
14 - | Birkag:damla'ksilol damlauln‘ns saf cﬁl alkol 2-3.
15 Ksilol'e alma ve Kanada balzim ilé I_cf,lpama, !




" “g) Kesitlerin incelenmesi

Kesitlerin incelenmesinde ve fotograf ceklmmde Olympus BH 2
marka fotomlkroskop kullamlmugtir. < ©

(RSN e - [T SO )

“Klasik paraf'm‘ vohitemi modxﬁve edilmesi ‘sonucu; " ‘asima’ agikar “igif
geligtirilen ve Cizelge 2 deki islem basamaklar aqulanan Mikro-dalga .
yontemmm uygulanmasiyla, rotary mikrotomla 10-14 mikron arasinda
degisen enine ve boyuna kesitlerin alinmasi miimkiin ‘olmugtur.’ ‘Ancak; klasik
parafin vontemlyle ctivde 2 ay bekletilen omeklerden alinan kesitler
pargalanmis Ve incélenmeye uygin buluniamiglardir. “Biinun ‘yaninda; ‘klasik

parafin yontemiyle etiivde | ay bekletilen ve ardindan Mikro-dalga firinda 45 st

dakika mlkrodalga iginlara maruz birakilan 6meklerden isc. amaca uygun
boyuna ‘kesitler™ (12218 mikror) z{lmabllmls fakat cnine’ " Kesitlerde -
pargalanmalar gOzlenm1§tnr B

. Diger yandan,, sadecc Mlkro-dalga yomemlvlc doyurulan tim

parcac1klardan ayni serlhkte kesitler alinamamig ve zaman zaman kesitlerd

pargalanmalar gorulmustur Bagka birdeyisle; bahsedilen yontemi uygulamak =~

suretiyle, mikrofomda seri seritler halinde'kesitler ‘@linmasirii, pargacnklann
biiyiiklitkleri ilé' bloklara enine ve boyuha yerlestirilme sekli: etkilemistir.
Nxteklm boyuna: kesitler, enine kesitlere' gére ‘daha: kolay ve:daha seri bir
sekilde | alinabilmigtir. Ancak genel olarak. nadiren doku pargalanmalari
gbzlenn‘wkle birlikte. as1 6rneklerinden bozulma ve pargalanma olmadan
amaca uygun kalitede ve yeterli sayida homojen kesitler almabilmistir. .,

‘Mlkro-dalga firnda ast pargaciklarina uygulanan. muameleler
sirasinda, dikkat edilmesi gereken ve ¢alismada da iizerinde, utlzhkle durulan
en onemli husus. hem oreklerin asin derecede |smmalarma parg:alamp
bozulmalarina scbebnel vermemck hem de herhangi' bir tchllkell ‘duruma
me\dan vermethek i igin, uv;,un muamele siirelerinin tespiti olmustur Ozellikle
alkol ve ksilof" cozelillcrmm kisa siiré“igerisinde ‘gabucak! ’lsmabxldtklcn
g,ozlenmlsllr Sonug olarak. uygun muamele sirreleri saptanmlstlr e G

' Sekil 1°de hazirlanan daimi asi preparatlarmdakl Kesit buyukluklcrl
gosterilmigtir. lGoruldugu gibi, boyu 10“mm’vi asan vc gerek kesit- alma
gerekse. boyama asamasinda herhangi:-bir sekilde par¢alanma - gostermeden
boyuna kesitler, bu vomemle kolaylikla:eldc: edilebilmistir Alinan kesitlerini%
I"lik safraninle boyanmasiyla, agi kaynasmasinin anatomik vapisi ve geligimi_
kolaylikla mikroskop altinda incelenmigtir. Hatta incc kesitlerde, gerek agi
kaynagma bolgesinde olusan yeni dokular ($ekil 2 ve 3) gerekse kesitler
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uizerindeki diger bazi dokulann detaylan (Sekil” 4) ¢ok belirgin sekilde
segilebilmektedir. ;: . - P A s

R e ———
O YR 2 3 & 5

NFp AN AP B -

Sekil 1. Mikro -}'dg 2;1):Q:ft)ntemi)'*l_e’aéma‘aé’ilarlndaﬁ;,a',!'man"'ve‘ daimi preparat
haline getirilmis Kesitlerin makro goriinGmii: |«

bolgesinde 22 giin sonra veni dokularn durumu (Safranin. 4310)
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kesitte agi bolgesinde -2
(Safranin.

- Sekil 2 ve'37de,
iskenderiye Misketi as1 Kemibi
bolgelerinden astlamadan
mevcut olan kallus . d
gorilmektedir.

™. Sekil 4°de ise
dokusu ‘belirgin”sekild




Sekll 4. Rupestris du- Lot / Iskenderiye Misketi a§1]kombmasyonunda ';Sekﬂ 2
ye ait boyuna kesitten fotograﬂapan orpnal ksilem doku éleimanlan
B (Saframn 10x10) 4 e i 3

o

TARTISMA VE SONUC

i Bagcmkta ve meyvecﬂﬂ(te asllama Qahsmalarmda, kaynagmanin
anatomik ve histolojik yonden kolayhkla incelenebilmesi ve.dokularm bghrgm
bir bigimde ayirdedilebilmesi, ancak amaca uygun asi kesitlerinin alinmastyla
miimkiin olmaktadir. Bununla birlikte, baz tiirlerde as1 yapilacak dokularin
sert olmalari, bazan ince kesit alinabilmesini oldukga guglestlrebllmektedlr
Ancak bu tip caligmalarda, gesitli dezavantajlart olmakla birlikte, en gok

eiragbet goren teknik parafin teknigidir (2, 6) Nitekim bu teknik, bahge

bitkileriyle ilgili gerek asilama: caitsmalannda kesit almada ( 7, gerekse cesitli
~i-¢aligmalarda-(8;9)-giinumizde yaygin ~olarak kullamlmaktad Bilhassa ince
kesitlerin alinabilmesine imkan taniyan bu teknikle (6), ke itler uizerindeki
dokularin ayirdedebilmesi ve kesitlerin yorumlanabilmesi kolayhkla miimkiin
-.olmakiadir= Ne var- ki; bu - teknikle. .ozellikle: sert . dokularin .parafinle
doyurulab11mes1 uzun zaman-alab edir (2, 3) Nitekim fmdlk astlarinda,
parafin igerisindeki--ast pal:qacxklarmm etuvde -‘% bekletnlmesxyle ancak
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amaca uygun olan 12-20 mikron kahnhginda kesitlerin  alinabildigi
bildirilmektedir (3).

Aragtirmada, Mikro-dalga yonteminin tek bagmna uyguland1g1
“6rneklerde, boyuna kesitler tim Orneklerde kolay ve ince aliirken, enine
kesitlerin alinmasinda bazi oreklerde dagilma ve parcalanmalar gozlenmigtir.
‘Bu, asmanin biraz puriizlii ve lifli yap1smdan ileri gelebilir. Ancak, muamele
“sayilarmm _artirilmasi, belki bu durumu onleyebilir. Oysa, klasik parafin
~.yonteminin. uygulanmasxyla incelemeye uygun kesitler almamamugtir. Parafin
f‘-;yontemme ilaveten uygulanan 45 dakikahk mikrodalga 151 muamelesinde ise,
" ancak boyuna kesitler. alinabilmis (12-18 mikron), enine, kesitlerde dagilmalar
“goriilmiigtiir: Dolaysiyla tek ‘bagina - Mikro-dalga uygulama51 diger iki
~uygulamadan daha kisa siirede ve'daha basaril sonug vermistir.

] Ote yandan, caligmada asma asllarl icin uygulanan Mikro-dalga
* yontemi, meyve tiirleriyle ilgili gerek ‘agilama gallsmalarma gerekse degisik
‘amagh ve dokularda detayl: incelemeler gerektlren anatomik ¢alismalara
~:uyarlanab1hr Nitekim, kestane (Castanea satlva Mill.) asllanndan kesit
almada esas olarak bu yontemin uygulandlg Ve, agilardan rotary mikrotomla
1220 mikron kalinhginda alman kesitler uzermde anatomik incelemelerin
“yapildig1 bildirilmektedir (5). Bununla beraber, bu yontemin bahge bitkileri
preparasyon teknigi uygulamalarinda hizhh bir teknik oldugu (1) ve kayisi,
kiraz, elma, ‘armut gibi tiirlerin tomurcuk ve dal eksplantlarindan kisa siirede
ince kesitlerifi alinmasinida basarili sonuglar verdigi kaydedilmektedir (1, 4).
Sonug olarak, Mikro-dalga (Mikro-Wave) yontemi, agilama ile ilgili
cesitli anatomik galigmalarda, klasik parafin yéntemine bir alternatif olabilir.
‘Ciinkii, bu yontemde mikrodalga iginlar, 6meklere uygulanan fiksasyon,
dehidrasyon ve infiltrasyon safhalarmi.kisaltmakta ve:parafinin daha kisa
siirede dokulara niifuz etmesine imkan tammaktadir (1). Boylece, asilama
'“~-‘§:ahsma1ar1nda klamk parafm tekmgme gore dahai:cabuk sonuca
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