CESITLI SEDIMANLARDAN SPOR VE POLLEN ELDE EDiLMESi

R. COQUEL, S. LOBOZIAK ve E. NAKOMAN

Lille Fen Fakiiltesi Paleobotanik Ldboratuvar

OZET. — Biz burada, gesitli sedimanlardan spor ve pollen elde etmek icin, Lille Fen Fakiiltesi
Paleobotanik Laboratuvarinda kullanilan maserasyon metodlarinin etraflica tariflerini sunmaktayiz.

Bu yazimizda, Lille Fen Fakiiltesi Paleobotanik Laboratuvarinda kullanilan, komiir ve sterillerden
spor ve pollen elde etme metodlart tariflerini dngérmekteyiz, ilkonce ugucu madde tendrii % 25 in fistiin-
de olan primer taskOmtrleri, sonra komirlesme derecesi nispeten az olan Tersiyer linyitleri ve nihayet
sterilleri (sist ve gre) miitalda edecegiz.

Spor ve pollenler, lagiin sularinda soliisyon halinde bulunan bitkisel maddelerin kimyasal cokel-
mesi neticesinde tesekkiil etmis, higbir striiktiire malik olmiyan bir hamur icinde bulunmaktadirlar. Bu
hamur i¢inde muhafaza edilmis olmalarina, formiili C,, H, O, (OH), e karsilasan ve bazi kimyasal
gruplarin bilesimine tekabiil eden sporopolleninden miitesekkil, gayet dayanikli kabuklari sebep olmustur.

Bu mikrofosilleri elde etme prensibi, maserasyon esnasinda cabuk ve diizgiin bir etki elde edebil-
mek icin daha evvelce Oglitiilmiis numunenin kimyasal maddelerle muamele edilmesine dayanir. Boylece,
gesitli asit ve likorlerle, numunenin mineral ve komiirli kisimlari elimine edilir ve potasyum veya sodyum
hidroksitle hiimik maddeler ayristirilir.

I. PRIMER TASKOMURLERININ MASERASYONU

Primer tagkomirlerinden spor ve pollen elde edilmesinde, genellikle iki metod
kullanilir : boyu 0.2 mm den biyuk sporlarin (megaspor) elde edilmesinde daha c¢ok
Zetzsche ve Kaélin, 0.2 mm den kiigiik sporlarin (mikrospor) elde edilmesinde Schulze
metodu tercih edilmektedir.

1. Zetzsche ve Kilin Metodu (Sek. 1)

Bir litrelik temiz ve kuru bir siseye, caplari 5-2 mm arasinda olan 10 gram tagko-
miuru pargalart konup, 3.2 cc brom ilave edildikten sonra cam bir tikagla derhal kapatilir,
icinde yiiksek bir basin¢g héasil oldugundan, sise ters olarak bir kasa igine yerlestirilir ve
kasanin lizerinde bulunan vidalar vasitasiyle sikistirilir. Fransa Kuzey Baseni taskomiirleri
icin bromurasyon elzemdir. Bromun tesiri sporlarin ayrilmasina yardim edip, oksijene
karst spor kabuklarinin dayanikliligini saglar. Gergekten brom, sporopolleninin serbest
valanslartyla birlesir ve sonra da nitrik asitle muamele esnasinda oksijenin bu serbest
valanslarla birlesmesini onler. Hemen hemen 17 saat siren bu halojenasyondan sonra,
sise acilir ve tesekkiil etmig bromhidrik asitlerin digsar1 cikmasini saglamak igin yan yatiri-
Inr.

Bundan sonra 125 cc derisik nitrik asit ildve edilir. Husule gelen reaksiyon ekso-
termiktir; bu sebeple, siseyi su ve buz ihtiva eden bir kaba yerlestirmek gerekir. Reak-
siyonun siddetli olmamasi1 i¢in asidin ilk damlalarin1 yavas yavas dokmek lazimdir ve
isinmanin siddetli olmast Onlenmelidir. Asidin geri kalant genellikle yavas yavas ilave
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Sek. 1 - Zetzsche ve Kilin mascrasyon metodu,

edilmesine ragmen, Fransa Kuzey Baseni tagskomiirleri icin bu ameliye cabuk yapilabilir.
Nitrik asitle muamele zamani kisa olup, 17 saatlik bir bromiirasyon igin yarim saati
gecmemesi ldzimdir. Daha uzun siireli bir muamele sporlar1 yipratir. Fakat bu zamani
gerekince uzatmak, bilhassa komiirlesme derecesi yiiksek taskomiirlerinde' sporlar1 birbi-
rinden ayirarak ayiklama muamelesini kolaylastirmasi bakimindan faydalidir.
Oksidasyon zamani bitince, siseye reaksiyonu kismen nétralize etmek ve sporlari
komiirden ayirmak icin birkag buz pargasi atilir. Bu reaksiyon da eksotermik olup, bu

' Ugucu maddeleri % 25 ten az olan kdmiirlerin maserasyonu zor olarak vasiflandiriimaktadir.

Bu tip komiirler Gizerinde yaptigimiz bazi denemelerde, halojenasyonu 27-41 saat, oksidasyonu da yarim
saatten fazla bir zaman devam ettirerek memnuniyet verici neticeler elde ettig§imizi belirtmek isteriz.
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ameliyeyi gayet yavas icra etmek ladzimdir. Aksi halde, siddetle artan i1s1 neticesi bol
miktarda kopiiklenme hasil olur, Bundan sonra siseye su ildve edilerek asidin yiizdesi
digirilir.

Sise muhtevast 0.2 rmm lik tabii ipekten elege dokilerek, bir kiivet i¢inde bulu-
nan suya birgok defa daldirlip cikarilmak suretiyle yikanir. Ipek elekte kalan parcalar,
0.2 mm lik pirin¢ elek Ttzerine aktartlip ,% 10 luk sodyum hidroksit i¢ine daldirilir.
10-15 saniye siiren bu banyo hiimik maddeleri dagitmaya yarar. Bu islemden sonra
elekteki maddeler ikinci defa yikamaya tabi tutulur.

Boylece elek lizerinde bitkisel kalintilarla, megasporlar kalmistir ve bunlar oda
sicakliginda kurutularak analize hazir bir vaziyette kutu iginde saklanir.

Bu brom ve nitrik asitli maserasyon teknigi, genellikle megasporlarin elde edilme-
sinde kullanilir; fakat, mikrosporlar1 da elde etmeye yarar. Taskomiirlerimiz i¢in simdiye
kadar bu amacla kullanilmis degildir. Elde edilen megasporlar genellikle bozulmamis ve
birbirinden iyice ayrilmis vaziyettedirler’. Bu metodla iyi neticeler elde etmek icin, tas-
komiirti cinslerine gore, halojenasyon ve oksidasyon zamanlarini ayarlamak gerekir.

2. Schulze Metodu (Sek. 2)

Eskiden komiirlerin ayristirilmasinda kullanilan Schulze metodu siddetli bir oksi-
dasyon hasil eder; bu sebeple, kuvvetli kimyevi maddelere tahammiil edebilen mikrospor-
larin elde edilmesine miinhasir kalmistir.

Maserasyona baslamadan evvel, numuneyi mineral kismindan ayirmak igin, ben-
zen-karbon tetrakloriir karigtmini bir agir likdrle muamele etmek faydalidir. Boylece
numunenin organik kismi elde edildikten sonra kurutulur. 2 gr taskOmiri (caplar
2-0.2 mm) tartilarak bir erlenmayere konur. Cok ince ezilmis 4 gr potasyum klora
ilave edilerek iyice karistirilir ve erlenmayer, icinde su ve buz bulunan bir kiivete yer-
lestirilir. Uzerine 28-30 cc derisik nitrik asit (d=1.52), reaksiyonun cok eksotermik ol-
masi sebebiyle, 4zami dikkatle dokiliir. TagkOmiiriiniin ugucu madde tenoriine gore 3-5
saat birakilir. Oksidasyon, soliisyon siyahimsi kahverengi bir renk aldigi ve biliylk taneli
komiir parcalart kalmadigi zaman son bulmustur.

Bu maserasyondan sonra, soliisyona, notralize etmek igin 28 cc % 15 lik potas-
yum hidroksit ve seyreltmek icin de su katilir. Erlenmayerin muhtevast 0.2 mm lik ipek
elekten gecirilerek bir kaba aktarilir; birka¢ saat ¢Okmesi beklenir.

Cokelti santrifiij godelerinde toplanir ve santrifiijle yikanir. Bu yikama ameliyesi
godelerdeki su berraklagincaya kadar devam eder. Godelere, hiimik maddeleri dissosiye
etmek icin potasyum hidroksit ilave edilir ve yikama tekrarlanir. Geri kalan maserasyon
neticesi muhafaza edilmesi i¢in, icinde gliserinli alkol (% 80 alkol ve % 20 gliserin)
bulunan siselere aktarilir.

Mikrosporlart  Schulze likorii kullanarak elde etme teknigi, genel hatlarn ile cesit-
li Palinoloji laboratuvarlarinda tatbik edilmektedir. Hakikatte degisen, Fransa Kuzey
Baseni tagkomiirleri i¢in 3-5 saat olan oksidasyon zamanidir. Bu zaman, masere edilebi-
lir olarak vasiflandirilan biitiin tagkomiirii kategorileri icin kafi addedilmektedir. Sporlar
ve pollenler bozulmamig olup, sayilart 6nemli miktarda fazladir.

* Sporlar bazan birbirine yapismis vaziyettedirler. Bu takdirde, kalintilar ikinci bir muameleye
tabi tutulur. Piridin i¢inde 24 saat birakildiktan sonra alkolle yikanip, 2-4 dakika miiddetle potasyum hid-
roksit icine atilirlar. Sporlar bdylece birbirinden ayrilirlar.
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Sek. 2 - Schulze likird ile primer tagkdmiirleri maserasyon metodu.

II. TERSIYER LINYITLERIN MASERASYONU (Sek. 3)

Primer tagkomiirlerinde oldugu gibi, Tersiyer linyitlerinden spor pollen elde etme
metodu, bir oksidasyonu miitaakip hiimik maddelerin ayristirlmasindan ibarettir.
1. Oksidasyon

Linyitlerin komirlii kisimlarinin oksidasyonu, c¢esitli oksitleyici maddelerle yapi-
labilir.
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Sek. 3 - Tersiyer linyitleri maserasyonu,

a) Schulze likorii, yukarda gordiiglimiiz gibi nitrik asit ve potasyum klorattan
miitesekkildir. Bu maddelerin oranlari, muamele edilecek numuneye gore degisebilir. Lin-
yitler, daha gen¢ olmalar1 ve tagkomiirlerine nazaran daha fazla ugucu madde ihtiva
etmeleri sebebiyle, primer komirler icin kullanilan likérden daha az enerjik bir likorle
muamele edilmelidirler. En iyi neticelerin 1 gr KCIO, ve 10-15 cc HNO, ten miite-
sekkil bir likorle elde edildikleri goriilmektedir.

b) Dumanh nitrik asit ve sodyum kloriir bilesiminden miitesekkil Luber karigimi.
Bu elemanlarin oranlar1 da maserasyonu yapilacak maddeye gore degisebilir. Luber ka-
risgimi, Schulze likoriine nazaran daha yavas ve daha az enerjik bir tesire maliktir.

¢) Derisik nitrik asit, d=1.49. Bu oksidan daha az siddetlidir ve daha yavas
tesir eder. Elverisli bir oksidasyon, 2-24 saat zarfinda elde edilebilir. Nitrik asit kullan-
manin avantaji, oksidasyon reaksiyonu esnasinda kontrol numuneleri alip inceliyerek, ok-
sidasyonun bitme anini tesbit etmektir.

Bu ii¢ oksitleyici maddeden biz umumiyetle, Luber karisimi daha uzun bir za-

mana ihtiyag gostermesi ve daha az tesirli olmasi sebebiyle, Schulze likoriinii veya nit-
rik asidi kullandik.
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Linyitlerin oksidasyon siiresi sunlara baghdir:

— Karbonlagma derecesi: Bu derece ne kadar yiiksekse numunenin oksitlenmesi
de o kadar zorlasir.

— Kullanilan oksidan: Schulze likoéri ile yapilan oksidasyon, oda sicakliginda
10-20 dakikaya ihtiya¢ gosterir. Luber karisimi ise, 30-60 dakika arasinda
degisen bir zaman sonunda oksidasyon hasil eder.

— Reaksiyonun meydana geldigi sicaklik: KoOmiirlii maddelerin oksidasyonu ek-
sotermik bir olay oldugundan, cok kimseler erlenmayerleri sogutmak igin, ici
su ve buz dolu kaplara daldirmaktadirlar. Biz, cikan sicakliktan oksidasyon
hizim artirmak igin istifadeyi tercih ediyoruz; boylece, enerjik karigimlar kul-
landigimiz hallerde dahi erlenmayerleri sogutmaktan kacginiyoruz. Bundan do-
lay1 Schulze likori ile oksidasyon 4-6 dakikaya diigmektedir.

— Numunenin havada oksitlenme derecesi: Numunelerin hava tesiri ile alterasyonu
¢ok raslanan bir olaydir. Bu alterasyonun ¢ok ilerlemis bir stadda olmamasi
lazimdir; bu sebeple, bu alterasyonun oOntine gegilmesi elzem oldugundan,
numune, iyice kapanmis kagit veya plastik paketler i¢cinde saklanmalidir. Da-

mar aflérmanlarindan numune alinmasi, damarin en az altere olmus noktalari
secilerek icra edilmelidir.

Oksidasyon, oksitleyici maddenin elimine edilmesi ile durdurulabilir. Bu iki se-
kilde miumkiindir:

a) Dekantasyon. — Soliisyonun asiditesini azaltmak icin ¢ok miktarda (1-2 litre)
soguk su (ar1 su olmiyabilir) ildve edilir ve ince tanecikler dipte toplanmaya kadar
beklenir. Bu ameliye hemen hemen ¢ saat siirer ve potasyum hidroksit veya sodyum
hidroksitle muameleye ge¢meden evvel 2-3 defa tekrarlanir.

b) Santrifiigasyon. — Sollisyonun yikanmasi i¢in biz santrifiigasyon kullanmay1
tercih ediyoruz. Bu metod daha cabuk ve tesirli olmasi sebebiyle avantajlidir. Su sekilde
icra edilir: Soliisyon santrifiij aletinin godelerine konur ve dakikada 1500-2000 turluk
bir donme 2 dakika miuddetle temin edilir. Neticede ¢ok ince parcalar godelerin diplerin-
de birikir; godelerdeki su dokiiliir. Asidin hepsini elimine etmek icin, ameliye birkag
defa tekrar edilir.

2. Hiimik maddelerin ayristirilmasi

Santrifiigasyon veya dekantasyondan kalan maddelere % 5 lik potasyum hidrok-
sit ilave edilir. Sollisyon kahverengimsi bir renk alinca, ayristirma tamamlanmis demek-
tir. Bunun i¢in 15 dakika kéfidir. Bununla beraber, bu zaman, soliisyonu 70°C de 1sit-
mak suretiyle daha da kisaltilabilir. Bu takdirde, reaksiyonu yakindan takibedip kay-
namaya meydan vermemek ladzimdir. Fasilali olarak isitmak tercihe sayandir.

Sunu da soylemek lazimdir ki, ayristirmanin muvaffakiyeti, komirlii maddelerin
oksitlenmis olmasina sikica baghidir. Hiimik asitlerin nétralizasyonunu belirten kahveren-
gimsi renk, ancak iyi neticelenmis bir oksidasyon sonunda miusahade edilebilir. Maseras-
yon esnasinda az oksitlenmig veya hiimik asitlerce zengin numunelerin, alkali madde ile
daha uzun bir zaman muamele edilmesi gerekmektedir. Boylece az veya hi¢ oksitlenme-
mig linyitlerin aynistirtlmast i¢in, bazan, 2-5 saata ihtiya¢ vardir.

Nihayet, birbirini tdkibeden santrifiigasyonlarla, hiimik asitleri elimine etmek
icin numune yikanir. Geri kalan maddeler gliserinli alkol i¢inde saklanir.
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I1I. STERILLERIN MASERASYONU

Zamanimizin palinolojistleri, yalniz koémiirlerin ihtiva ettikleri spor ve pollenleri
incelemekle yetinmemektedirler. Taskomiirii basenlerinin biiylik bir kismini teskil eden ste-
rillerin palinolojik etiidlerinden, komiirler az miktarda ugcucu madde ihtiva ettikleri, yani
maserasyona imkan vermedikleri zaman, gayet ilgin¢ neticeler elde edilmektedir. Fransa
Kuzey Baseni sterillerinin palinolojik etlidii, arastirmalarimizi, komiirlerin etiidiinden
hicbir pozitif netice alamadigimiz zonlara dogru genisletmistir.

Maserasyonun 0zii, Schulze likorii ile numuneyi oksitleme prensibine dayanir. Bu
islemden evvel, kayacin ihtiva ettigi mineral elemanlar1 (karbonatlar, silis ve silikatlar)
elimine etmek gerekmektedir.

1. Mineral kisimlarin elimine edilmesi (Sek. 4)

a) Karbonatlarin eliminasyonu. — 20 gr ezilmis kaya¢ (capt 2 mm den kii-
¢lik), polietilenden yapilmis bir beher icine yerlestirilir ve lizerine 150 cc derisik klor-
hidrik asit dokiiliir. Reaksiyon, oda sicakliginda 24 saat siirer. Burada gaye karbonat-
larin eliminasyonudur; elimine edilmedikleri takdirde, ileride kullanilacak fliiorhidrik
asitle, suda erimiyen fliiorturler tegkil ederler.

Bundan sonraki iglemlere gecmeden evvel, suyla yikamak suretiyle asidi elimine
etmek lazimdir. Bunun igin santrifiigasyon kullanilabilir; fakat, taneciklerin boyu heniiz
kiiciilmedigi ve ayni anda 10-12 numune tlzerinde c¢alistigimiz icin, dekantasyonla yika-
mak vakit kazandirir.

b) Silikatlarin eliminasyonu.— Bundan sonra, fliiorhidrik asitle (150 cc),
silis ve cesitli silikatlarin imhasina gecilir. Bu asit, silikatlara, 1sitmamak sartiyle, yavas
yavas tesir eder ve boylece, 4-5 giin beklenir. Bununla beraber, 1sitmak suretiyle, bu
zaman 2 saate kadar indirilebilir. Boylece, polietilen beherde, tizeri beyaz renkli, elimi-
ne edilmesi gereken flliorosilikatlarla oOrtiili  bir c¢amur kalir. Eliminasyon ameliyesini
dekantasyon usuliiyle yapmak imkansizdir. Yikama, su ile ve birbirini tdkibeden santri-
fligasyonlarla icra edilir.

Yikamayi1 takiben, Sekonder fluorosilikatlarin eliminasyonuna gecilir. Bunun igin,
elde edilen camur, yeniden polietilen beher i¢ine konur ve iizerine, 150 cc derisik klor-
hidrik asit dokiiliir. Benmari usuliiyle 30 dakika 1sitilir. Burada gaye, fliiorosilikatlari
suda eriyebilir hale getirmektir. Sonra, sicak suda santrifiigasyonla yikamaya gecilir.
Elirninasyonun miikemmel olabilmesi i¢in, cok kere, 4-5 defa santrifiigasyondan (1 dakika
sireyle, dakikada 2 000 tur) gecirmek lazimdir.
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MINERAL KISIMLARIN ELIMINE EDILMESI
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Sek. 4 - Sterillerden spor ve pollen ¢lde edilmesi,

Soliisyon 0.2 rnm lik ipek elekten gecirildikten sonra, % 10 luk potasyum hid-
roksitle, hiimik maddelerin dissosiyasyonu icra edilir. Icra edis tarzi, taskémiirii ve lin-
yitlerinkinin aynidir.

Ihtar. Az kémiirlii bazi sistler, karbonat ve silikatlarin eliminasyonundan,
yani sicak klorhidrik asitle muameleden sonra, cok ince tanelenmis hale gelirler. Camur
mikroskopta incelenince, spor ve pollenler goriliir. Bundan boyle, Schulze likoérii ve hii-
mik maddelerin dissosiyasyonu i¢in potasyum hidroksitle muameleye liizum kalmaz.

IV. NETICE

Esasta birbirinin ayni olan, spor ve pollenleri elde etme metodlari, primer tas-
komiiri, Tersiyer linyitleri veya steriller olmak tlizere, maserasyonu yapilacak maddelere
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gore, cok az farklar arzederler. Steriller, gre, sist veya komirlii kayaclar bahis konusu
olmak Ttizere, nispeten kOomiirli madde ihtiva etmekte olup, degisik muamele siirelerine
ihtiyac¢ gosterirler. Asagidaki tablo, Schulze likoriiniin kullanilis tarzini, yaptigimiz etiidlerle
elde ettigimiz neticelere gore Ozetlemektedir.

Sedimaniar HNO, ‘ KClo, Stire
|
Primer kémirler 28-30 cc {derisik) , 4 gr | 3-5 saat
'| .l
Tersiyer linyitler | 10-15 cc (derisik) .I 1 gr II 4-6 dakika
Jgrc genellikle sterildirler
Steriller { sist 40 cc (20° B) | 24 gr | 16 dakika
lki’)mﬁrlﬁ kayag ! » i 4 gr iI10-15 dakika

Nesre venldigi tarih 3 Aralik, 1964
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