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Oz

Farkli boya maddeleri cesitli hiicre tipleri ve bilesenleriyle tepkimeye girerek kendilerine 6zgii renk
ozelliklerini ortaya ¢ikarirlar. Asma Kesitlerinde dogal renk farkliliklari birbirine olduk¢a yakindir. Bundan
dolayr asmalarda koék olusumunun ve dal dokularinda yiizey ve i¢ 6zellikleri gostermek igin konsantrasyonu
arttirmanin en iyi yolu boyamadir. Bu nedenle asma celiklerinden kok tesekkiiliinde hiicre ve doku diizeyleri
lizerine ayirt edici bilgilerin saglanmasi ve dogru tanimlamalarin ortaya konulabilmesi amaciyla, bu caligma
kapsaminda farkli boyama maddeleri ve bunlarin karigimlari incelenmistir. Caligma kapsaminda asma kesitlerine
yapilan boyama uygulamalar1 Toluidine blue O, Aniline blue, Safranin O, Bromophenol blue, Methyl green,
Basic fuchsin, Giemsa stain, Fast green FCF ve Carmin’dir. Bu uygulamalardan Toluidine blue O, Safranin O,
Bromophenol blue, Fast green FCF ve Aniline blue boyamalar1 hiicre ve doku diizeyleri iizerine etkili sonuglar
ortaya koymustur. Ayrica incelenen ¢ift boyama yontemlerinden Safranin O + Bromophenol blue ve
Bromophenol blue + Fast green FCF’den basarili sonuglar elde edilmistir. Her iki ¢ift boyama yonteminin de
asmalarda govde ve kok kesitlerinin mikroskop altinda incelenmesinde kullanilmasinin uygun oldugu ve
gelecekte yapilacak calismalarda kullaniminin tavsiye edilebilecegi kanaatine varilmuistir. Ayrica boyanan
kesitlerin yiizeyindeki renklenmelerin ve keskinligin mikroskop altinda goriintileme ve fotograflamasmnin
iyilestirilmesi i¢in tarafimizdan ‘halka 151k’ yontemi gelistirilmistir. Halka 11k, numunenin tamami {izerine
beyaz 151k, sar1 151k ve her iki 151k yogunlugunu farkli oranlarda kullanarak aydinlatma olanagi sunmaktadir.
Anahtar Kelimeler: Kesit, asma, boyama, doku, gévde, kok

Research on the Use of Different Staining Techniques in Microscopic Examination and
Imaging of Wood Cuttings

Abstract

Different stains react with various cell types and cell constituents and reveal their unique color
properties. Natural color differences in grapevine sections are very close to each other. Therefore, staining is the
best way to increase the contrast of grapevine root formation and cane tissues to show surface and internal
features. For this purpose, different stains and their different mixtures were studied in order to provide a clear
definition by providing distinctive information on cell and tissue levels in grapevine cuttings. Stains applied to
grapevine sections are Toluidine blue O, Aniline blue, Safranin O, Bromophenol blue, Methyl green, Basic
fuchsin, Giemsa stain, Fast green FCF and Carmin. Among these applications, Toluidine blue O, Safranin O,
Bromophenol blue, Fast green FCF and Aniline blue stains showed effective results on cell and tissue levels. In
addition, successful results were obtained from the double staining methods used in Safranin O + Bromophenol
blue and Bromophenol blue + Fast green FCF. Both double staining methods are recommended for examining
grapevine cane and root sections under a microscope. Ring light has been developed by us to improve the
coloration and sharpness on the surface of the stained sections under the microscope and their photography. The
ring light offers the opportunity to illuminate the entire sample by using white light, yellow light and both light
intensities in different proportions.
Keywords: Sections, grapevine, stains, tissue, stem, root
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Giris

Anatomik ve morfolojik c¢alismalar, organizmalarin biyolojilerinin belirlenmesinde ve
bunlarin olusum mekanizmalart hakkinda onemli bilgiler saglamugtir. Giiniimiizde farkli bitki
tiirlerinde govde dokularinin mikroskobik ve anatomik 6zelliklerini incelemek igin gelistirilmis birgok
teknik kullanilmaktadir. Gelistirilen tekniklerin bazilarinin gecmisi ¢cok eski tarihlere dayanmaktadir
(Gartner ve Heinrich, 2010). Bitki kok ve govdelerinin hiicresel ve dokusal sekillenmesine iliskin
bilgilerimizi gelistiren ve hiicresel ve biyokimyasal siireclere yeni bir bakis agisi saglayan teknikler
halen gelistirilmeye devam etmektedir (Engin ve Gokbayrak, 2023). Boyama yontemlerine ait
teknikler oOnceleri ahsap malzemeleri korumak i¢in kullanilmistir. Sonrasinda arastirmacilar bu
teknikleri bitki anatomisi hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in kullanmaya baslamiglardir. Boyama teknigi,
1877 yilinda Ehrlich tarafindan safraninin kullamlmasiyla baglamig ve bitki dokularinin
tanimlanmasinda boyama yontemlerinin kullanilabilecegi ifade edilmistir (Smith, 1915; Bracegirdle,
1986).

Boyama mekanizmalar1 ve yontemleri lizerine bircok arastirma yapilmistir (Berlyn ve
Miksche, 1976; Horobin, 1982; Gahan, 1984; Schweingruber, 1990; Ruzin, 1999; Horobin ve Kiernan,
2002). Bitkilerin kok ve govde dokularmmin ¢ogunlugunda dogal renk farkliliklar1 ¢ok azdir. Bundan
dolay1 bu tip dokularin yiizey ve i¢ 6zelliklerini gostermek i¢in ¢ok az konsantrasyon mevcuttur. Bu
sekilde bir numunenin az konsantrasyonunu arttirmanin en iyi yolu boyamadir. Ayrica bitki tiiriine ve
incelenecek dokulara uygun boyama yontemlerinin se¢imi ile hiicre ve doku diizeyleri iizerine ayirt
edici bilgiler saglayarak net bir tanimlama ortaya konulabilir. Arastirmacilarin ¢alisilan materyale ait
uygun boyama teknigini uygulamadan dnce mekanizmasini net bir sekilde anlamasi gerekir. Ayrica
ornekler hazirlanirken kullanilan alet ve kimyasal maddeler, sert odun dokusunun yumusatilmasi ve
sabitlenmesi i¢in kullanilan yontemler, ince kesitlerde temizleme ve kurutma boyama sonucunu
etkileyebilir (Arik ve Altindisli, 2020).

Giintimiizde mikroskop altinda orneklerin incelenmesini saglayan yontemlere ek olarak yeni
yontemlerin  gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Ciinkii dokular arasindaki dogal renk
farkliliklarinin ¢ok az oldugu sert ve odunsu yapidaki kok ve dal dokularinda daha kolay ve dogru
incelemeler yapilmasina olanak saglayan yeni ve etkili boyama tekniklerinin gelistirilmesi bu dokular
hakkindaki mevcut literatiiriin gelistirilmesine katki sunacaktir. Farkli boya maddeleri degisik hiicre
tipleri ve bilesenleriyle tepkimeye girerek kendilerine 6zgii renkleri ortaya cikarir. Hiicreler icindeki
farkli bilesenleri vurgulamak igin farkli boyama yontemleri kullamilmalidir (Engin ve Gokbayrak,
2023). Ayrica hiicre duvarlarini ve bilesenlerini vurgulamak amaciyla dokular yari saydam hale
getirilebilir ve mikroskobik diizeyde goriintillemeyi bozan pigmentlerin ve fenolik bilesiklerin
hiicrelerden uzaklastirilmasi saglanabilmektedir. Bu amagcla, 6zellikleri birbirlerinden farkli ve ticari
olarak temin edilebilen boyama maddeleri 6rnegin Toluidine blue O (Merck), Safranin O (Sigma-
Aldrich) gibi kimyasallar ve reaktifler kullanilmaktadir.

Bu arastirmada, asma celiklerinde kok olusumunun morfolojik ve anatomik bir yaklagimla
incelenmesine yonelik yapilacak ¢aligmalarda kullanilabilecek boyama ve goriintiileme yontemleri
gelistirilmeye ¢alisilmis ve bu yontemler arasindaki farkliliklar sunulmustur.

Materyal ve Yontem

Boyama islemi Uygulanacak Kesitlerin Hazirlanmas:

Boyama uygulamalarma gegmeden 6nce numune alimi, yikama ve temizleme, sabitleme ve
saklama, yumusatma ve kesit alma iglemleri yapilmistir. Arastirmada kullanilan bitkisel materyal 5SBB
(Vitis berlandieri x Vitis riparia) asma anacidir. Bu anaca ait bir yash dal ornekleri (4-5 cm
uzunlugunda ve yaklasik 1 cm ¢apinda) kis dinlenme déneminde alinarak polietilen posetler icerisinde
+2°C’deki soguk hava deposunda muhafaza edilmistir. Daha sonra dikim igin hazirlanan gelikler
koklendirme ortamina (2:1 torf:perlit) alinmustir. Celiklerde kokler olustuktan sonra (8 hafta) bazal
kisimlar1 3-6 cm uzunlugunda kesilerek numuneler hazirlanmigtir.

Temizleme ve yikama islemi incelenecek materyalin doku tipi ve boyutlar1 g6z oniine alinarak
yapilmistir. Yikama isleminde musluk suyu kullanilmistir. Ornekler yikandiktan sonra igerisinde saf
su bulunan cam kaplar igerisinde temizleme islemi gerceklestirilmistir.

Sabitleme ve saklama isleminde &rneklerin doku yapisimi ve hiicrelerini bozulmadan en iyi
koruyacak kimyasal madde karisimin kullanilmasi: 6nemlidir. Bu amagla genellikle farkli iki sabitleme
ve saklama yontemi kullanilmaktadir (Engin ve Gokbayrak, 2023). Birincisi, FAA (Formaldehit,
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Alkol ve Asetik asit)’dir. Ikincisi, Kopenhag karigimidir (Etanol, Saf su, Gliserol). Asma numuneleri
icerisinde FAA (Formalin %10, etanol %50 ve glasiyel asetik asit %5) bulunan kahverengi siselerde
oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Yumusatma, incelenen numuneler g6z Oniine alindiginda Onem tasimaktadir. Asiri
yumusatilmig veya yeterince yumusatilmamig orneklerden iyi kesitler elde etmek zordur. Asma
orneklerinde ¢ali ve agac tiirlerinde etkinligi kanitlanmis ana yumusatma olarak da bilinen kaynatma
yontemi kullanilmistir (Schubert ve ark., 1999).

Kesit alma, basarili mikroskobik incelemeler i¢in biiyiilk dnem tagimaktadir. Bu amagla, klasik
stirgiilii yar1 otomatik mikrotom Reichert Jung (Almanya) kullanilmistir. Alinan kesitlerin kalinlig
ortalama 80-190 um'dir. Bu sekilde ince kesitler elde edebilmek igin ¢ok keskin bigaklar kullanilmis
ve bu bicaklar sik sik degistirilmistir. Mikrotom bigagi ayarlandiktan sonra drneklerin yiizeyine %98
Etanol damlatilmis ve 1slak sulu boya fir¢as1 yardimiyla 6rnek iizerindeki fazlaliklar alinarak bigak
kaydirilmistir. Bu iglem, bigagin temas noktasinin islanmasini ve kesilen kismin biikiilmesini
engellemek maksadiyla her numunede uygulanmustir.

Boyama iglemine gegilmeden kesitler %98 etanol i¢eren petri kaplarina alinmistir. Alinan
kesitler mikroskop altinda incelenerek mikrotom bigaginin kesici ucundan gelebilecek iz ve gatlaklara
kars1 kontrol edilmis ve bu tip drnekler boyama testine alinmamustir.

Boyama

Kesitlerin boyanmasinda genellikle ii¢ farkli uygulama sekli kullanilmaktadir. Birincisi,
boyama soliisyonlarmin dogrudan kesit iizerine damlatilmasidir. Hazirlanan boya soliisyonlariyla
doldurulmus pipetler kullanilir. Ikincisi, petri kabinda hazirlanan ¢ézeltiye batirilir. Ugiinciisii, kesitler
bir ¢ozeltiden digerine aktarilir (Engin ve Gokbayrak, 2023).

Boyama Maddeleri

Arastirmada kullanilan bazi malzeme ve ticari olarak temin edilebilen boyama maddelerinin
listesi Cizelge 1°de verilmistir. Incelenecek numunenin yapisina gére boyama soliisyonlar1 (Sekil 1),
ihtiya¢ duyulan miktar ve sise boyutlar1 gibi faktorler degiskenlik gostermektedir. Tum ¢o6zeltiler
etiketlendikten sonra bozulma gostermeyecekleri ortamlarda saklanmuigtir.

Cizelge 1. Ticari olarak temin edilebilen boyama maddeleri ve hazirlanmasinda kullanilan bazi kimyasal ve
malzemeler.
Table 1. Commercially available stains and some chemicals and materials used in their preparation.

Boyama Maddeleri

Kullanilan Boyalar I"J_retici Haflrlama Malzemeler
Firma Soliisyonu

Toluidine blue O Merck Saf su Kronometre (boyama siiresi i¢in)

Aniline blue Sigma- Saf su Filtre kagid1 (fazla boya i¢in)
Aldrich

Safranin O Sigma- Etil alkol Lam ve lameller (farkli boyutlarda)
Aldrich

Bromophenol blue Carlo-Erba Saf su Eldivenler

Methyl green Sigma- Saf su Farkli boyutlarda devetiiyii firgalar
Aldrich

Basic fuchsin Sigma- Etil alkol Siseler ve petri kaplar1
Aldrich

Giemsa stain Sigma Etil alkol Hassas terazi

Fast green FCF Sigma- Saf su Erlen ve beherler
Aldrich

Carmin Merck Saf su Kilitli kaplar

Boyama Islemi

Kesit boyamalarinda farkl arastirmacilarm uyguladiklar cesitli yontemler vardir (Lancelle ve
ark., 1986; Fields ve ark., 1997; Anderson ve Bancroft, 2002; Bond ve ark., 2008; Hackle, 2015;
Hackle ve ark., 2015). Caligmamizda kesitlerinin boyanmasinda asma Orneklerinin yapilarina goére
tarafimizdan gelistirilen yontemler kullanilmigtir.

Toluidine blue O (TOB) Boyama
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TBO, hiicrelerin farkli kimyasal bilesenlerine farkli tepki veren ve ¢ok renkli bir drnekle
sonuglanan katyonik, polikromatik bir boyadir. TBO, pektik asit gibi karboksilatli polisakkaritlerle
reaksiyona girerek morumsu, lignin ve tanenler gibi polifenolik maddelerle yesilimsi mavi veya parlak
mavi ve niikleik asitlerle morumsu veya yesilimsi mavi renk verir (Fields ve ark., 1997). Bu ¢alismada
Toluidine blue O dogrudan kesitlere 3 dakika boyunca uygulanmustir. Sonrasinda filtre kagidi
kullanarak fazla boya uzaklastirilmis ve ardindan kesitlerin yiizeyi saf suyla yikanmistir. Bu iglem
kesitlerin kenarlarinda fazla boya kalmayincaya kadar (2-3 kez) tekrarlanmistir. Son olarak kesitlerin
tizerine bir damla saf su eklenmesiyle kesitler mikroskop altinda incelemeye hazir hale getirilmistir.

Aniline blue (AB) Boyama

Aniline blue (AB), diphenylamine blue, China blue ya da soluble blue olarak da isimlendirilir.
Su mavisi bir renk olusturur. Uygulandiktan sonra sari-yesil bir renk goriinen, suda ¢6ziiniir bir
boyadir (Anderson ve Bancroft, 2002). Jewell (1958) tarafindan ¢amlardaki pas mantarlarin1 ayirt
etmek i¢in kullanilmigtir. AB boyasinin uygulanmasi igin petri kabinda % 0.5’lik c¢ozelti
hazirlanmustir. Hazirlanan ¢ozeltiye kesitler 5-10 dakika batirilmigtir. Filtre kagidi kullanarak fazla
boyasi ¢ikarilan kesitlerin yilizeyi saf suyla yikanarak mikroskop altinda incelenmistir.

Safranin O (SO) Boyama

Safranin O anatomik incelemelerde kullanilan klasik bir boya olup suda veya alkolde
¢oziinerek kirmizi renk olusturur. Bu boya odunlasmus hiicreleri ve yapilar1 boyamak i¢in rutin olarak
kullamlmaktadir (Bond ve ark., 2008). Calismamizda SO boya sulu ¢6zeltisi kullanilmadan 6nce
kalintilar1 gidermek igin 2 kez filtrelenmistir. SO etkili bir boya oldugu i¢in kesitlerdeki fazla boya etil
alkol kullanilarak uzaklastirilmigtir. Uygulamalarimizda %1'lik SO kullanilmistir (%]1'lik SO ¢ozeltisi,
100 mL saf su i¢inde 0.7 g SO ve 100 mL %90°lik etilalkol i¢inde 1 g SO).

Bromophenol blue (BB) Boyama

Bromophenol blue farkli ortamlarda saridan mora degisen bir boyama maddesi olmakla
birlikte, ayn1 zamanda endiistriyel boya olarak da kullanilmaktadir. Seliiloza baglanma egilimi olan
regresif bir boyadir ve suda veya alkolde ¢oziiniir (Camarero ve ark., 2010). Calismamizda BB boyasi
dogrudan kesitlere 5 dakika boyunca uygulanmis ve daha sonrasinda filtre kdgid1 kullanilarak fazla
boya uzaklastirilmistir. Bu asamadan sonra kesitlerin yiizeyi saf suyla 2 kez yikanmis ve kesitlerin
iizerine bir damla saf su eklenerek mikroskop altinda incelemeye hazir hale getirilmistir.

Methyl green (MG) Boyama

Methyl green (MG), niikleik asitlere baglanan bazik bir boyadir. MG, DNA'y1 boyar ancak
ozel bir DNA boyasi1 degildir. Tiim hiicrelerde tek basina kullanildiginda hemen hemen her seyi,
ozellikle de pektoseliilozik duvari boyamaktadir (Anderson ve Bancroft, 2002). Calismada MG boya
uygulamasi igin petri kabinda % 0.2°lik ¢ozelti hazirlanmis ve kesitler hazirlanan bu ¢ézeltiye 10
dakika batirilmustir. Filtre kagidi kullanarak fazla boyasi uzaklastirilan kesitlerin yiizeyi saf suyla
yikanarak mikroskop altinda incelenmistir.

Basic fuchsin (BF) Boyama

Basic fuchsin (BF), rosaniline, magenta Il, pararosaniline ve fuschsine den olusan floresan bir
boyadir (Selvakumar ve ark., 2002). BF boyamanin aside direngli basillerin tespiti i¢in kullanilmasi
onaylanmis oldugu ve Ziehl Neelsen boyama yonteminde yaygin olarak kullanildigini ifade
etmiglerdir. Calismamizda BF soliisyonu, 50 ml etil alkol (%95) i¢inde 0.5 g BF olarak hazirlanmustir.
Hazirlanan bu ¢o6zeltiye kesitler 10 dakika batirildiktan sonra fazla boyasi uzaklastirilan kesitlerin
yiizeyi saf suyla yikanarak mikroskop altinda incelenmistir.
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Sekil 1. Aragtirmada kullanilan boyama maddeleri a) Toluidine blue O, b) Aniline blue, c¢) Safranin O, d)
Bromophenol blue, e)Methyl green, f) Basic fuchsin, g) Giemsa stain, h) Fast green FCF, 1) Carmin.
Figure 1. Staining substances used in the research a) Toluidine blue O, b) Aniline blue, ¢) Safranin O, d)
Bromophenol blue, e)Methyl green, f) Basic fuchsin, g) Giemsa stain, h) Fast green FCF, i ) Carmin.

Giemsa stain (GS) Boyama

Giemsa stain (GS) methylene blue, eosin ve azure karigimidir. GS genellikle ticari olarak
temin edilebilen Giemsa tozundan hazirlanir ve alkolde ¢oziiniir (Osipov ve Andreyan, 2014).
Calismamizda GS soliisyonu, 100 ml etil alkol (%90) icinde 0.8 g GS olarak hazirlanmistir.

Fast green FCF (FG) Boyama

Fast green FCF, yaygin olarak kullanilan karsit bir boyadir. Su ve alkolde ¢oziiniir. Progresif
bir boya olan FG boyamada, kesit istenen yogunluga ulasana kadar boyanana boyama soliisyonuna
batiriir. FG ile boyama yaparken, kesitler fazla soliisyona maruz birakildiginda esit olmayan
boyamaya neden olabilir (Rauter ve Zufa, 1972). Bu calismada kesitler FG soliisyonuna batirilarak
hazirlanmistir. 1ki kez filtrelenmis FG soliisyonu (100 ml %90 alkol hacminde 0.5 g toz FG)
kullanilmastir.

Carmin (C) Boyama

Carmin, cochineal boceginden elde edildiginde ‘cochineal’ olarak da adlandirilir. Kirmmz 6zli
aliminyum bilegenlerinden elde edilen parlak kirmizi renkte bir boyadir (Dapson, 2007).
Arastirmamizda dogal kirmiz1 ve 6zel kod adi C.1. 75470 olan seri %1'lik ¢ozeltisi kullanilmistir.

Safranin O (SO) ve Bromophenol blue (BB) Boyama

Saf su ile li¢ kez yikanan kesitler %96 etanolde 1/1 oraninda 10 dakika bekletildikten sonra
1g/L SO soliisyonunda 20 dakika bekletilmis ve ardindan fazlaliklari uzaklastirmak i¢in 3 kez saf suda
durulama iglemi yapilmistir. %0.75'lik BB ¢ozeltisine (%10 gliserol ve %10 asetik asit igeren) 25
dakika daldirilmistir. Filtre kagidi kullanarak fazla boyasi ¢ikarilan kesitler tekrar saf suda ii¢ kez
durulanmstir. Kesitlerin iizerine bir damla saf su eklenerek mikroskop altinda incelemeye hazir hale
getirilmistir.
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Bromophenol blue (BB) ve Fast green FCF (FG) Boyama

Iki kez saf su ile yikanan kesitler %50 etanolde 5 dakika bekletildikten sonra %0.75'lik BB
(%10 gliserol ve %10 asetik asit iceren) soliisyonunda 10 dakika bekletilmis ve sonrasinda fazla
boyay1 uzaklastirmak icin saf suda ii¢ kez durulanmustir. ikinci boyama icin ise bu kesitler 10 dakika
FG soliisyona (%100 alkol igeren 50 ml'de 0.5 g FG) daldirilmistir. Oda sicakliginda kurutulan
numuneler {izerine bir damla saf su eklenerek mikroskop altinda incele yapilmustir.

Goriintiileme ve Fotograflama

Boyanan kesitlerin goriintiilenmesinde ve fotograflanmasinda LC20-Bundle LCmicro yazilim
programi (Olympus Corp., Japonya) kullanilmigtir. Boyama uygulamasi yapilan kesitlerin incelenmesi
Olympus SZX7 (Olympus Corp., Japan) stereomikroskop ve Olympus CX-41 (Olympus Corp., Japan)
151k mikroskobu altinda yapilmistir. Her iki mikroskoba da baglanabilir 6zellige sahip dijital
mikroskop kamerasit (Olympus LC20) ile kesitlerin goriintiillenmesi ve fotograflarmin bilgisayara
aktarilmas1 saglanmistir. Kesitlerin fotograflar1 bilgisayara aktarildiktan sonra, goriintiilerin istenen
ozellikleri keskin bir sekilde gosterdiginden emin olmak i¢in dijital dosyalar anlik kontrol edilmistir.
Istenilen 6zellikte olmayanlarm yeniden fotograflar1 gekilmistir. Stereomikroskop altinda gériintiileme
ve fotograflama dogrudan petri kaplari igerisinde yapilmistir. Incelenen drneklerin yiizey dzelliklerinin
daha belirgin bir sekilde fotograflanmasini saglamak i¢in bazi kesitler kismen saf suya batirilmstir.
Daha ince ve kiigiik kesitler stereomikroskoptan daha iyi bir ¢6ziimleme giiciine sahip oldugundan 151k
mikroskobu altinda incelenmistir. Kesitlerin incelenmesinde uygun 1siklandirma saglanmasinin yant
sira golgeleme yaratarak istenilen yapilar 6n plana ¢ikarilabilmektedir. Bundan dolay1 kesitlerin
goriintiilenmesinde ve fotograflamasinda numunenin tamamu tizerinde esit bir aydinlatma saglanmasi
onemlidir. Bu amagla tarafimizdan stereomikroskoba monte edilebilen ‘halka 151k’ gelistirilmistir
(Sekil 2).

" o

Sekil 2. Tarafimizdan gelistirilen,‘miokop altinda s1 ve beyaz s’ik aydinlatma saglayan halka 11tk modeli.
Figure 2. The ring light model developed by us, providing yellow and white light illumination under the
microscope.

Halka 151k, boyanan kesitlerin stereomikroskop kullanarak goriintiileme ve fotograflamasinda
numunenin tamamu {izerinde esit bir aydinlatma olanagi sunmaktadir. Bunun yani sira, beyaz 151k, sar1
15tk ve her iki 151k yogunlugunmu farkli oranlarda kullanarak numunelerin aydinlatilmasi
saglanmaktadir.

Bulgular ve Tartisma

Asma dal dokularinda ve dal iizerinde sekillenen koklerde dogal renk farkliliklar1 ¢ok azdir
(Sekil 3a). Bundan dolayr asmalarda kok olusumunun ve dal dokularimin ylizey ve i¢ oOzellikleri
gostermek icin konsantrasyonunu arttirmanin en iyi yolu boyamadir. Bu amacla asma celiklerinden
kok olusumunda hiicre ve doku diizeyleri {lizerine ayirt edici bilgiler saglayarak net bir tanimlama
ortaya koyabilmek icin farkli boyama maddeleri ve bunlarin kullamildigi farkli karisimlar {izerinde
calisilmistir. Bu calismada Toluidine blue O (TOB), Safranin O (SO), Bromophenol blue (BB), Fast
green FCF (FG) ve Aniline blue (AB) boyamalar1 kesitlerde hiicre ve doku diizeyleri iizerine etkili
sonuclar ortaya koymustur (Sekil 3 b,c,d e,f).
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Sekil 3. Asma celiklerinden alinan kesitlerde kok olusumunun hiicre ve doku diizeyleri dogal ve boyanmamis (a)
ve boyama uygulamasi yapilan Toluidine blue O (b), Safranin O (c), Bromophenol blue (d), Fast green FCF (e)
ve Aniline blue (f) Olgek cubugu=300um.

Figure 3. Cell and tissue levels of root formation in sections taken from grapevine cuttings, natural and unstained
(a) and stained Toluidine blue O (b), Safranin O (c), Bromophenol blue (d), Fast green FCF (e) and Aniline blue
(f) Scale bar=300pum.

TOB incelenen numunelerde (¢ap1 Smm kiigiik) en iyi sonucu veren boyama yontemlerinden
biri olarak belirlenmistir (Sekil 4 a,b). Dokularin farkli bilesenlerine tepki vermekte ve kesitlerde renk
farkliliklar1 olusturmaktadir (Foglia ve ark., 2022). TOB’un lignin ve tanenler gibi polifenolik
maddelerle yesilimsi parlak mavi, niikleik asitlerle morumsu yesilimsi mavi ve pektik asit gibi
karboksilath polisakkaritlerle reaksiyona girerek morumsu bir renk olusturdugu bilinmektedir (Fields
ve ark., 1997). Dolayisiyla asma kesitlerinde TOB boyamada ortaya ¢ikan renkler hiicrelerin yapis1 ve
duvarlar1 hakkinda da bilgi verebilmektedir. Odunlagmis dal kesitlerinde ikincil duvarlara sahip
hiicreler genellikle mavi goriiniim almistir. Oz bolgesindeki hiicreler, yesilimsi mora boyanmustir.
Daha ince kesitlerde kirmizimsi mor daha belirgindir.
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SO su ve alkolde kolaylikla ¢oziilebilme ve olusturdugu kirmizi renk ile dal anatomilerinin
incelenmesinde odunlasmug yapilar1 boyamada kullanilmaktadir (Galigher ve Kozloff, 1971; Ruzin,
1999; Fabien ve ark., 2020). SO incelenen kesitler iizerinde etkili bir kirmizi renk olusturmustur. SO
soliisyonunda bekleme siiresi uzadiginda bu etki daha da artmustir. SO boyamada kesitlerden fazla
boyanin ¢ikarilmas:t gereklidir. Aksi durumda c¢ok yogun kirmizi renk dokulari ayirt etmeyi
zorlastirmaktadir. Bu amagla SO boyama yapilan kesitler mikroskop altinda incelenmeden Gnce
alkolle durulanmalidir. Asirt SO boyamasini engellemek igin kesitlerin ¢ozeltide bekleme siireleri
azaltilabilir. Kesitlere uygulanan SO ( %1'lik SO ¢6zeltisi, 100 ml saf su iginde 0.7 g SO ve 100 ml
%90’lik etilalkol iginde 1 g SO) igerisinde %1'lik SO ¢ozeltisi etkili ve ¢ift boyamalarda da kolaylikla
kullamlabilir 6zelliktedir. Fakat tekrarlanan uygulamalarda mutlaka filtrelenmelidir. Aksi durumda
cokelti olusturmaktadir. Incelenen asma kesitlerinde SO tek basina kullanilmasi durumunda etkili
sonuglar vermemistir (Sekil 3c). SO ile karsit bir boya (BB) kullanilmasinin, asma Kesitlerinin
dokular1 arasinda ayrim yapmayi sagladigi saptanmistir (Sekil 5). Calismamizin bu sonucu, BB
boyamanin kullanilmasi gereken karsit boyalar arasinda bulunabilecegini gdstermistir.
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Bromophenol blue Olgek cubugu=300um.
Figure 4. Cell and tissue levels of root formation in grapevine sections. a,b) Toluidine blue, ¢,d) Safranin O and
Bromophenol blue Scale bar=300pm.

Karsit boyalar ilizerine yapilan calismalar incelendiginde, Astra Blue ve Fast green FCF
(FG)’nin en sik kullanilan karsit boyalar oldugu goriilmektedir (Micco ve Aronne, 2007). Karsit
boyalar ile ilgili olarak (Schwarze, 2007), SO ile boyamanin seliilozun mevcut olup olmadigina
bakilmaksizin lignini boyarken, AB ile boyamanin yalnizca lignin yoklugunda seliilozu boyadigim
ifade etmistir. BB, seliiloza afinitesi olan etkili bir boya olarak dikkat ¢ekmistir. Calismamizda SO ile
karsit bir boya olarak asma geliklerindeki kok olusumunun erken asamalarmi tanimlamada basari ile
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kullanilabilecegi belirlenmigtir. SO, lignini boyarken, BB, yalnizca seliilozu boyamis ve bdylelikle
dokular arasindaki ayrim ortaya konulabilmistir (Sekil 5).

. e d -
Sekil 5. Asma kesitlerinde kok olusumunun hiicre ve doku diizeylerine ait gorseller. Safranin O ve Bromophenol
blue ¢ift boyama Olgek cubugu=300um.
Figure 5. Images of cell and tissue levels of root formation in grapevine sections. Safranin O and Bromophenol
blue double staining Scale bar=300um.

Cift boyama teknigi kavak (Populus tremuloides Michx.) agaglarimin damarlarindaki hiicre
duvar1 odunlagmasini ortaya koymak icin kullanilmistir (Sutton ve Tardif, 2005). Odunsu yapiya sahip
numunelerle yapilan ¢aligmalar ¢ozeltide su (Srebotnik ve Messner, 1994) kullanilmasinin dokular
yumusattigini, alkol (Vazquez ve Meyer, 2002; Cali ve Candan, 2011) kullanilmasinin ise dokular1
sertlestirdigini gostermektedir. Calismamizda yer alan boyamalarda dokulardaki farkliliklar:
gorsellestirmek i¢in sulu ve alkollii ¢ozeltilerde kullanilmistir. Cift boyama teknigi uygulamalarmda
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kullanilan boya maddelerinden biri alkol, digeri suda ¢oziilmesi durumunda dokularin sertlik veya
yumusaklik durumlart degiskenlik gostereceginden kesit yiizeyindeki boyamalar etkilenebilir. Asma
kesitlerinde uyguladigimiz Safranin O ve Bromophenol blue ¢ift boyama tekniginde, odunlagmis
duvarlarin kirmizi renkte olmasi ve seliiloz agisindan zengin katmanin mavi renkte olmasiyla dokular
net bir sekilde gézlemlenebilmistir (Sekil 4 c,d).

FG karsit bir boya olarak kullanildiginda iyi sonuglarin alindigi diger bir boyadir (Sekil 6).
Calismamiz FG’nin tek basina kullanilmasinin aksine ¢ift boyamalarda kullanilmasi durumunda daha
etkili oldugunu gostermektedir (Sekil 6).
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Sekil 6. Asma kesitlerinde kok olusumunun hiicre ve doku diizeylerine ait gorseller. Bro
green FCF ¢ift boyama Olgek gubugu=300um.

Figure 6. Images of cell and tissue levels of root formation in grapevine sections. Bromophenol blue and Fast
green FCF double staining Scale bar=300pm.

mophenol blue ve Fast

FG boyamada kesitlerin istenen yogunluga kadar boyama soliisyonuna daldirilmasi
damlatmaya gore daha etkili olmustur. Bu nedenle genellikle seyreltik bir soliisyona batirilarak zayif
bir FG ¢ozeltisi (%1) tavsiye edilmektedir (Wegner ve ark., 2014).

Cift boyama uygulamalarimizda %0.75'lik BB (%10 gliserol ve %10 asetik asit) soliisyonu
kullanilmistir. BB ¢dzeltisi gibi karsi boya hazirlanmasinda veya uygulanmasinda kiiciik farkliliklar
bulunmaktadir (Schweingruber ve ark., 2006). Ayrica kesitler ilizerine AB ¢ozeltisinin
damlatilmasindan sonra 60°C'de 10 saniye 1sitilmasi1 onerilmektedir (Chaffey, 2002). Cift boyama
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islemleri zor ve uzun zaman almaktadir. Bu islemleri kolaylastirmak i¢in, hem SO ve BB hem de BB
ve FG ¢ozeltilerinin esit oranda birlestirilerek 3-5 dakikalik bir boyama siiresi ile kesitlerin es zamanl
boyanmas1 onerilmektedir. Bazi arastirmacilar bu yaklasim benimseyerek 6rnegin, %1 SO ile %1 AB
¢ozeltilerini esit oranda karistirilarak 10 dakikalik boyama siiresine sahip bir SO ve AB karigimi (40
mg SO ve 150 mg AB, 100 ml saf su ile 2 ml asetik asit) dnermislerdir (Werf ve ark., 2007). AB ile es
zamanli boyama da kullanilan SO'nun yerine Basacryl Brillant Rot BG (10 mg Basacryl-Brillant-Rot
BG (C.I.16), kullanilabilecegi ve bunun SO’nun aksine ¢okelti olusturmadigi da bildirilmektedir
(Rapp ve Behrmann, 1998).

FG boyamalar kesit yiizeylerinden sizarak esit olmayan boyamalara neden olmustur. Hem
alkol ile hazirlanan hem de su ile hazirlanan FG boyama soliisyonlar1 asma kesitlerin ¢ift boyama
islemlerinde kullamlabilir bulunmustur. Ozellikle daha kalin ve odunlasmis asma celiklerden alinan
kesitlere uygulanan FG soliisyonlarinda dokular net sekilde ayirt edilebilmektedir (Sekil 6).
Aragtirmamizda MG, BF, GS ve C boyama soliisyonlarin kullanilmasi durumunda Kesitlerin
yiizeylerinde ¢ok yogun renk olusumlarimin meydana geldigi goriilmiistir. Fazla boyamadan
kaynaklandigimi diigiindiigiimiiz bu durum, incelenen kesitlerde dokularin ayirt edilememesine yol
acmistir. Bundan dolay1 ¢alismamizda yer alan boya maddelerinin daha diistik oranlarda veya karsit
boya olarak kullanilmasi gerektigi sonucuna varimistir. AB asma kesitlerinde kullanilabilecek
boyamalardan bir digeridir. Ozellikle keskin tonlardaki boyamalarla éne ¢ikmaktadir. Ik kullamiminin
agac mantarlariin belirlenmesinde oldugu ifade edilmektedir (Jewell, 1958). Kutscha ve Gray (1972)
Koknar ( Abies balsamea (L.) Mill.) kesitlerindeki dokularimin sekillenmesiyle ilgili bir ¢aligmada
ondan fazla boyama soliisyonunun test edildigini ve AB kullanilarak ¢ok iyi sonuglar alindigini ifade
etmislerdir.

Farkli boyama maddelerini kullanarak yapilan arastirmalarda hiicre duvarlarmi ve lifleri
basarili bir sekilde boyamak i¢in %1 SO ve AB igeren ¢ift boyamalarin kullanilmasi tavsiye
edilmektedir (Schweingruber, 1990; Ruzin, 1999; Horobin ve Kiernan, 2002). Arastirmamizda
kullanilan her iki ¢ift boyama yonteminden de basarili sonuglar alinmistir. Her iki ¢ift boyama
yonteminin de asma govde ve kok kesitlerinin mikroskop altinda incelenmesinde kullanilmasi tavsiye
edilir. Gartner ve Schweingruber (2013) SO ve FG'in dal yapisinin tamimlanmasinda oldukg¢a tatmin
edici oldugunu ve hiicre yapilarinin gorsellestirilmesinde AB kullanimini 6nermistir. Ayrica hiicre
yapilarmi, yogunlagmalarini ve hiicre duvarlarini keskin bir sekilde boyamak icin AB, SO ve BP’nin
birlikte kullanimlar1 bagka bir ifade ile iiclii boyamalar iizerine yeni calismalar yapilmalidir. Farkli
boyalar kullanarak farkli renklerde boyanan kesitlerin yiizeyindeki renklenmelerin ve keskinligin
mikroskop altinda daha iyi goriintilemek ve fotograflamak igin tarafimizdan ‘halka 151k
gelistirilmistir. Halka 151k, numunenin tamami tizerine beyaz 151k, sar1 151k ve her iki 151k yogunlugunu
farkli oranlarda kullanarak kesit yiizeylerinde istenilen aydinlatma olanagi sunmaktadir.

Sonuc ve Oneriler

Sonug¢ olarak boyama uygulamalarindan Toluidine blue O, Safranin O, Bromophenol blue,
Fast green FCF ve Aniline blue hiicre ve doku diizeyleri iizerine etkili sonuclar vermistir.
Arastirmamizda kullanilan ¢ift boyama yontemlerinden de Safranin O + Bromophenol blue ve
Bromophenol blue + Fast green FCF dokularin belirgin bir sekilde boyanmasinda oldukga etkili
olmustur. Bundan dolayr her iki ¢ift boyama yontemi de asma dal ¢eliklerinden adventif kok
olusumunun mikroskop altinda incelenmesinde kullanilmas1 6nerilmektedir.

Bu calismanin bir diger onemli o6zelligi ise, ilk defa ‘halka 1g1k’ ydnteminin uygulanmis
olmasidir. Tarafimizdan gelistirilen ‘halka 151k’ teknigi boyanan kesitlerin yiizeyindeki renklenmeleri
ve keskinligi artirarak numunelerin mikroskop altinda goriintilleme ve fotograflamasinda basariyi
artirmisgtir. Halka 151k teknigi, numunenin tamamu iizerine beyaz 1s1k, sart 151k ve her iki 151k
yogunlugunu farkli oranlarda kullanarak aydinlatma olanagi sunmaktadir. Dolayisiyla gelecekteki
caligmalarda sadece asmada degil diger bitki tiirlerinin kesitlerinde doku ve hiicrelerin daha iyi bir
sekilde goriintiilenmesinde oldukca faydali olacagr diisiiniilmektedir.

Arastirmacilarin Katki Oram Beyan Ozeti
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini beyan eder.

Cikar Catismas1 Beyam
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Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir ¢ikar ¢atigmasi olmadigini beyan ederler.
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