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G İ R İ Ş

Çok çeşitli mikroskoplarla ve değişik inceleme metodları yardımı
ile odunun yapısını tetkik etmek geniş bir konudur ve bu makalenin
sınırlarını aşar. Böylece makalenin maksadı, konunun genel mahiyeti
hakkında kısa ve özet bilgiler vermektir. Mikroskoplar normalışık mik-
roskopları (basit, bileşik ve stereoskopik mikroskoplar), elektron mik-
roskop, yüksek voltajlı mikroskoplar ve scanning mikroskop olmak üze-
ıe çok çeşitlidir.

Normai Işık Mikroskobunda odunun yapısı genellikle boyanmış,
odun dokusundan alınan ince kesitlerin veyahutta bir birinden ayrıl-
mış (masere edilmiş) hücrelerin kullanılması ile tetkik edilmektedir.
Her iki durumda da tetk'k edilecek material ışığı geçirmekte ve alttan
ışıtma yapılmaktadır. Bununla beraber kesit almadan da üstten ışıtma
suretiyle şeffaf olmayan numuneler Stereoskopik Mikroskop ile ineele-
nebilmektedir. Elekirotı Mikroskobunda ise çok ince kesitlerden yarar-
lanılmakta, ya da odun yüzeyleri geçirgen ve «replica» adı verilen me-
tod vasıtası ile hazırlanan numuneler yardımı ile tetkik edilebilmek-
tedir.

1. Işık Mikroskopisi

Işık mikroskopisinde kullanılan mikroskoplar bileşik mikroskop-
lardır. Bunlar çok değişik tip ve yapıdadırlar. Esas itib§.riyle bileşik
mikrosko iki mercek sistemini taşıyarı bir gövde tüb'ünü ihtiva et-
mek.!edir.-BuwbIiil-üst ~cunda olf-üler _ ILucı,ında dg ogjektif vardır.
Görüntü evvela objektif tarafından te kil edilmekte, sonra oküler vası-
tasıyle de bUyütÜimektedir. Tek okülerl~iİ~rosko lam monoküler; Ü<i
oküler ı ere e binokü ermikroskop .adı verilir. Birmikroskop, -tipi~e
bağlı olarak değiştirilebilen beş değişik büyütrneli objektifle donatıl-
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mıştır. Bileşik mikrosko ların diğer önemli bir kısmı ise tablamn
~t!ndaki k~ndansördür. Kon~nsör-lşıgm entillsltesini ve örüntü
_kontrastım ayarlamağa yardım eden üçüncü bir mercekler sistemi ir.
Stereoskopik mikroskoplarda kondansör kısmı bulunmamaktadır (Need-
ham, 1958). Şekil: 1 de normal ışık mikroskobu ve kısımları, Şekil: 2
de bir araştırma foto mikroskobu ve Şekil : 3 de ise stereoskopik mik-
roskop görülmektedir.

Şekil ı. Işık Mikroskopu ve kısımları. 1) Oküler, 2) Mikroskop tüb'a, 3) Rovel-
ver (Objektif taşıyıcı), 4) Objektif, 5) Obje tablası, 6) Kondansör, 7)
Diafram, 8) Renkli cam filtre tutucusu, 9) İnce ve kaba ayar vidası,
10) Işıtma tertibatı ve ayna, ll) Mikroskop ay.ağı.

Bileşik mikroskoplarla takriben 2000 x (defa) ya kadar büyütme
yapmak mümkün olabilmektedir. Esasen ok~lerin bü ütm.Lgücü ile
kulanılan objektıtm püyütme gücünün çarpımı mikr..oskobunbüyütma

kapasitesini vermekte ve a§ağıttı;kL.şe.kildehesaplanmaktadır:
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Şekil 2. Bir araştırma Fotomikroskopunun genel görünüşü

Şekil 3. Bir Stereoskopik mikroskopun genel görünüşü
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B mikroskop = B oküler X B objektif

Örneğin; oküleri 10 x (defa), objektifi 40 x büyüten mikroskopla elde
olunacak görüntü büyüklüğü normal büyüklüğün 400 misli olacaktır.

1.1. Numune hazırlama

Kesit alma

Mikroskop altında inceleme yapmak için odunsu numunelerden
kesitler almak lazımdır. Ancak kesit alınmadan önce numunenin ha-
zırlanması gerekmektedir. Odunsu dokuları ihtiva eden örneklerde ge-
nellikle 1x 1 cm' enine kesit ve 2 cm uzunluğunda numuneler elde et-
mek en uygun bulunmaktadır. Bu numunelerin hazırlanmasında eni-
ne, teğet ve radial yüzeylerin tam bir şekilde kesilmiş olmasına ve me-
ylili kesilmemiş bulunmasına özellikle dikkat etmek gerekmektedir.

Kesitler 10-20 mikron kalınlıkta olup daha önce hazırlanan numu-
neden kızaklı bir mikrotom yardımıyle alınmaktadır. Şekil 4 ve 5 de

Şekil 4. Kızaklı bir mikrotom ve kesitlerin hazırlanmasında kullanılan lüzurnlu
yardımcı alet ve kimyasal maddeler. (F.P.R.L.ı 1956).
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Şekil 5. Kızaklı bir mikrotom ile odun su kesitlerin alınma şekli
(F.P.R.L., 1956).

görüleceği gibi mikrotom elle çalışan bir makine olup esasen şu kısım-
lardan rrıüteşekkildir: (a) Numuneyi tutan kısım, (b) her vuruştan
sonra önceden tesbit edilen kalırıiığı otomatik olarak ayarlayan kısım,
ve (c) bıçağı tutan ve kızaklar üzerinde kaymasını sağlayan kısımlar.
Mikrotom bıçağı esasen bir ustura bıçağını andırmaktadır. Fakat daha
geniş ve daha uzundur (20-25 cm). İyi bir kesiş yapabilmek için bıçak
çok iyi bir şekilde bilenmiş olmalı, dişleri ihtiva etmemeli ve keskin bu-
lunmalıdır. Bıçak ağzının uygun bir şekilde hazırlanıp hazırlanmadı-
ğını tetkik etmek için 50 x veya 100 x büyüten mikroskop altında in-
celemek gerekmektedir. Bıçağın bilenmesi evvela yağ taşında, sonra
da bir kösele üzerinde el yardımı ile ileri geri hareket ettirmek su-
retiyle yapılır. Şayet otomatik bir mikrotom bileme makinesi varsa,
tabiatiyle onunla bilemek daha uygundur (Şekil 6 ve 7) .

.Kesit alınacak meterial, şayet odun v.b. şekilde oldukça sert ise
önced~_y"'um!!§atılmlLsı gerekmektedir. Bazı um~§~_k a~aç türleri.
o unları için taze halde iken yumuşatmadan kesit almak mümkün
olmaktadır. Yumuş_at,!lla yi su içinde ,_~yn~a _}'a_da- içinde su bulu-
nan bir vakgm_çiesikatöründe ~.~:ınelerin su iÇin~ çöktürülmesi yoluy-
.lıLY-a ılmaktadır...: Kaynatmada çöktürme zaman zaman soğuk su ilave
edilmek suretiyle çabuklaştrrılabilir. Veyahutta numunelerin sıcak su
içinden çıkartılıp soğuk suya batırılması ile de çöktürme yapmak
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mümkündür. Vakum tatbik etme daha mutedil bir usuldür ve bundan
dolayı numuneler tabii durumlarını nisbeten daha iyi bir şekilde mu-
hafaza ederler.

Daha sonra, su içine çökmüş bulunan odun numuneleri eşit mik-
tarlarda (hacim bakımından) gliserin (% 50) ve etil alkol (% 50) eri-
yiği (çözeltisi) veya bir kısım gliserin, 2 kısım etil alkol ve 3 kısım su
içinde bekletilir. Yumuşama odunun sertliği ile ilgili olarak değişmek
üzere bir kaç ay sürebilir.

BT
Şekil 6. Yağ taşı ve kayış yardımı ile mikrotom bıçağının bilen me tekniği.

(Aı - A2 yağ taşı ile ve Bı - B2 bilerne kayışı ile)

Bu gibi muameleler genellikle pek çok ağaç türü odunu için kafi-
dir. Ancak çok sert odun lu ağaç türleri için özel metodlar gerekII ola-
bilir. Bu metodlar hidrofluorik asit (%48 lik), hidrojen peroksit H202

ve asetik asit veya buhar vasıtasıyle odunsu numuneleri yumuşatma
metodlarıdır. Sonuncu yani buharla yumuşatmada numuneler su içer-
sine çöktürülmeden mikrotoma takılmakta ve kesilecek yüzeye buhar
püskürtülerek kesitler alınmaktadır. Hidrofluorik asit kullanıldığında
üstü kapalı plastik kaplardan istifade edilmeli, numunelerin asit içer-
sine yerleştirilmesi veya alınmasında ağaçtan yapılmış maşalar ve las-
tik eldiven kullanmalı, gazları teneffüs edilmemelidir. Sertliği değistk
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Şekil 7. Otomatik mikrotom bıçağı bilerne makinesi.

olan ağaç türü odunlarında değişik sürelerde numuneler bu asit içeri-
sinde bekletilmelidir (Jane, 1956).

Meşe 2 gün
Teak ve porsuk 4 gün
Şimşir 6 gün
Pelesenk 9 gün

Yaşayan dokulardan kesit alındığı zaman, örneğin; bir kambiyum
araştırmasında ve kambiyum faaliyet halinde iken nümuneleri bazı fik-
satörlerin içerisine koymak ve o andaki durumda fikse etmek icabet-
mektedir. Fiksatör olarak çok çeşitli eriyik vardır. Bunlar % 95 lik eti!
alkol, Kromasetik asit, Formalim aseto-alkol v.b. dir. En uygun olanı
ise FAA olarak bilinen Formalin Aceto-alcohol olup eriyiğin hazırlamş
şekli aşağıda belirtilmiştir (Bozkurt, 1966).

Eti! alkol (% 70)
Glasiyal asetik asit
Formalin

0,'. Fak. Dergisi Seri : B - 6
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Kesit alma esnasında odunun mikrotom bıçağına karşı koyması
enine kesitte, liflere paralel yönler olan radyal ve teğet istikametlerden
çok daha büyüktür. Mikrotom ile kesit alma maharet ister ve odunun
hücre yapısını bozmadan ince kesitler alabilmek için tecrübe kazanıl-
mış olması lazımdır. Mikrotorna nümunenin uygun bir şekilde yerleşti-
rilmesi, bıçağa verilecek dikine ve yatık açıların uygun bulunması ba-
şarılı kesit almanın esasını teşkil etmektedir. Nümunede öz ışınlarının
biçağın hareketine paralelolacak şekilde alete takılmasının en uygun
olduğu araştırmalarla tesbit edilmiştir. Bıçağın nümune yüzeyi ile yap-
tığı dikine açının 10-15 derece olması tavsiye edilmektedir. Genellikle
yapraklı ağaç odunları iğne yapraklı ağaç odunlarından daha iyi, kalın
çeperli hücreler ince çeperlilerden daha iyi kesilir (Richards, 1949).

Kesit almayı kolaylaştırmak için, bıçak ve nümune % 70 lik alkol
(etil alkol = C2Hs OH) ile ıslatılır. Bıçakla alınan kesitler bir fırça (8
Numaralı sulu boya fırçası) ile % 70 alkol ihtiva eden bir petri kabına
konulmaktadır (Bak: Şekil 4) .

Bundan sonra sıra boyama ameliyesine gelmektedir. Kaide olarak_
boyamak suretiyle hücre a ısında daha kontrast b~r:görünüm temin
~. ı me eafr. Çeşitli boyama metodları vardır. ömeğiny_~~fr~nin ve-
Hematoksilin veya Safranin ve FastGreen "(sabit yeşil). Safranin ve
Hematoksılin normal ve basınç odunu nümuneleri kesitlerini boyama-
<ıa,Safranin ve Fast Green ise normal ve çekme odunu nümune kesit-
lerini boyamada kullanılmaktadır. Safranin lignini kırmızıya, hema-
toksilir~_.v~as~green.-ge selülozu sırasiyle mayjmsi mor ve-yeşile boyar-
lar-:-8afranin alkolde veya destile su içinde eritilmekte, yalnız da kulla-
.nılabilmektedir. Ancak çift boyama tekniği daha iyi netice vermekte-
dir. Bu boyalardan 1 gr (toz halde) 100 cm- alkol veya destile su içeri-
sinde çözeltildikten sonra boyama eriyikleri elde olunmaktadır (Tsou-
mis, 1969).

(a) Sairanitı ve hematoksilin ile boyama tekniği .'

ı. Bir pipet yardımı ile kesitlerin içinde bulunduğu alkol emilir.
2. Kesitler üzerine 2 dakika veya daha az bir zaman için safranin

damlatılır.
3. % 50 lik alkol ilave edilir.
4. Kesitlerden çıkan su renksiz kalıncaya kadar kesitler destile

su ile yıkanır.
5. Kesitler üzerine hematoksilin damlatılır ve 2 dakika kadar bek-

lenir.
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6. Su renksiz kalıncaya kadar kesitler yıkanır.
7. % 50, %70, % 95 ve saf alkol C% 99,9) ile kesitler sıra ile te-
mizlenir ve dehidrade edilir __@_.çıkartılırL

8. Kesitler üzerine Ksilen (Xylene) dökülür.

9. Kesit lam üzerine bir fırça veya pens yardımıyla yerleştirilir
Bisturi ile şekil verilir, fazla ksilen alınır, bir miktar, (bir dam-
la) Kanada Balzamı kesit üzerine damlatılır. Üzerine hafif ısı-
tılmış lamel yine pens yardımı ile o şekilde kapatılır ki hava
kabarcığı kalmasın. Hava kabarcığı kalmışsa iğne ile hafifçe
bastırılarak giderilmeğe çalışılır. Daha sonra lamel üzerine
ağırlık konularak kanada balzamının sertleşmesi beklenir
(Tsoumis, 1969).

(b) Sairanitı ve Fast green (sabit yeşil) ile boyama tekniği (F.P.
R.L., 1956).

1. Kesitler 5 dakika % 1 lik su içinde eritilmiş safranin eriyiğine
yerleştirilir.

2. Safranin süzülür ve en az üç defa damıtık su ile yıkanır.
3. İki defa % 96 lık alkolde yıkanır.
4. Kesitler 2 dakika kadar (1/3) oranında alkol ve karanfil yağın-
da çözünmüş % 1 lik Fast green 'içine geçirilir.

5. Fast green temizlenir ve hiç olmazsa üç defa % 96 lık alkolde
yıkanır. (Saf alkol de bir veya iki defa yıkamak yeterlidir).

6. Kesitler 5 dakika karanfil yağında, sonra bir dakika Cedar wood
oil (ardıç odunu yağı) içinde tutulur ve kanada balzamı ile
monte edilir. Beşinci safhada en sonunda saf alkolden geçiri-
lirse cedar wood oil yerine ksilol (xylol) emniyetle kullanıla-
bilir.

Daimi preparatlar (slaytlar) hazırlanacak ise 6O°C de kurutma fırının-
da 12 saat bekletilir.

Özel haller bahis konusu olduğu taktirde, örneğin çürümüş odun-
dan kesit almada donma mikrotomu ile kesit alınır. Nümuneler kam-
bium tabakası, apikal meristerni, ibre, yaprak vb. dokuları ihtiva edi-
yorsa kesit almada hücre yapısını bozmamak ve mikrotorna sıkı bir şe-
kilde tesbit edebilmek üzere parafin, selloidin (Celloidin), metakrilat
veya diğer sentetik maddelerden faydalanılır. Ancak bu metodların iza-
hı fazla yer alacağı için bu makalede zikredilmekten sarfınazar edil-
miştir.
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Bununla beraber elde olunacak kesitlerin kalitesini yükseltmek
için odun nümuneleri '% 2 lik selloidin eriyiği (eşit ölçülerde susuz eter
ve metil alkol) her kesit almadan sonra odun yüzeyi üzerine fırça ile
sürülmek suretiyle hücrelerin parçalanması önlenebilir. Daha sonra
ince selloidin tabakası, kesitlerin aseton içine gömülmesi suretiyle ko-
layca temizlenebilir. İğne yapraklı ağaç odunlarında ilk teşekkül eden
ince ilkbahar odunu traheid çeperlerinin parçalanmaması bu suretle
mümkün olmaktadır.

Mantarlar tarafından saldırıya uğramış oduna ait kesitleri boya-
ma, tercihan boyuna kesitlerde suda çôzeltilmiş safranin ile prico-ani-
line mavisi, kullanılarak yapılmaktadır. Bu suretle Iigninleşmiş hücre
çeperleri kırmızıya ve mantar lifleri ise açık maviye boyanmaktadır.

Çekme odunu suda çözeltilmiş safranin ve fast green ile boyan-
malıdır. Çinko-klor-iyod çözeltisi jelatın tabakasını daha belirli bir şe-
kilde boyadığı halde, bu boya ile daimi preparatlar yapmak mümkün
olmamaktadır.

Daimi preparatların hazırlanmasında Gliserin - Jelatın metodu da
uygulanır. Bir kısım jelatin, yedi kısım gliserin ve altı kısım destile su
bu maksat için kullanılmaktadır. Erlenmayer içine konulan su ve jela-
tin bir saat bekletildikten sonra su banyosunda kaynatılır. Müteakiben
üzerine 7 kısım saf gliserin ilave edilerek karıştırrlır. Bozulmaması
için içine bir kaç damla asit karbalik (fenol) damlatılır. Daha sonra do-
nar, fakat kullanılacağı zaman ısıtılarak eriyik haline getirmek lazım-
dır. Preparat hazırlanacağı zaman boyanmış olan kesitler lam üzerine
yerleştirilir. Sıvı haldeki gliserin-jelatin eriyiğinden bir kaç damla
damlatıldıktan sonra ısıtılmış lamel kesit üzerine kapatılır. Eriyik so-
ğuyup sertleşinceye kadar bir mandal ile sıkıştırılır ve hava almama-
sı, uzun süre bozulmaması için lamel etrafına kanada baizamı fırça ile
sürülerek hava ile "ilişkisikesilmelidir.

1.2. Maserasyon (dokuyu çözme).

Odunu masere etmek için evvela liflere paralel yönde 1-2 cm uzun-
lukta ve takriben yarım milimetre kalınlıkta parçacıklar hazırlanmak-
tadır. Bunlar bir tüp içerisine yerleştirilir veya küçük cam bir kaba
konur, sonra dokuyu çözücü kimyasal maddeler ilave edilir. Maseras-
yon için bir kaç önemli metod burada zikredilecektir.

Metodlardan ilkinde-...e.şitmiktarlarda glasial asetik asit ve hıdro-
jen peroksit H?O., =_20 hacim) karı ımı kuffiınıimaktad~r. Odun par-
çacıkları ve kimyasal madde (hidrojen peroksit) birarada 48 saat 60T
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de bir kurutma dolabında bekletilir. Derecenin 70°C e çıkartılması ve
daha kesif hidrojen peroksit kullanmak suretiyle daha kısa zamanda
memnuniyet verici neticeler alınabilir. Tabiatiyle bu süre ağaç türleri
ile ilgili olarak 4 - 8 saat arasında değişmektedir. Bu usul FrankliF me-
todu olarak bilinmektedir (Tsoumis, 1969).

Diğer metodlar olarak nitrik asit ve potasyum klorat, nitrik asit
ve kromik asit, glasial asetik asit ve sodyum klorit veya perasetik asit
ve sodyum asetol ile muamele etme metodları bilinmektedir. Bunlardan
en önemlileri şunlardır:

Schultze metodu

Bu en çok kullanılan metodlardan biridir. Odun parçacıkları bir
tüp içine konulduktan sonra üzerine bir miktar derişik nitrik asit_ile
bir kaç otasy~Il! ldorat kristali ilave edilir. Tüp alttan yavaş yavaş
ısıtılır. Odun parçacıklarında meydana gelen kırmızımsı renk kaybo-
luncaya kadar beklenir ve sonra su dolu bir kaba aktarılır (Jane, 1956).

Jettrey metodu

Masere etmek için eşit miktarlarda % 10 nitrik asit ve % 10 kro-
mik asit karışımı kullanılır. İçinde odun parçcicıklaribul~' eriyik
özellikle bir kurutma dolabında hafifçe ısıtılır ve sonra su içerisine ge-
çirilerek liflerine ayrılır (Jane, 1956).

Bütün metodlarda kimyasal maddelerden arıtma ve su ile yıkama
kimyasal muameleyi takip etmektedir. Muamele edilmiş odunsu nu-
muneler daha sonra su içerisine alınır. Takriben bir dakikalık sallama
hücrelerin bir birinden ayrılmasına kafi gelmektedir. Sudan ayırma
çok ince tel bir elekten geçirilerek yapılır ve saf alkol içinde saklanır.

Masere edilmiş hücrelerin geçici olarak tetkiki için hazırlanan
preparatıar masere edilmiş materyal su içersinde dağıtıldıktan sonra
bir kaç damla su ile birlikte lam üzerine yerleştirilir. Üzerine lamel
kapatmağa bazen lüzum dahi yoktur.

Daimi preparatların (Slayt) hazırlanmasında ise aşağıdaki yol ta-
kip edilir. Bir huninin dip kısmı keten filtre kağıdı ile örtülür ve hu-
ni üstten bir cm kalıncaya kadar su ile doldurulur. Sonra bir miktar
masere edilmiş madde su içine atılır. Hücreler suyun yavaşça emilmesi
ile tedrici olarak dibe çöker. Üzerine diaphone adı verilen sentetik
monte maddesi tatbik edildikten sonra lam filtre kağıdı yüzeyine bas-
tınlır ve hücrelerin bir çoğu lam üzerine yapışır. Bir iki dakika kadar
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açık havada kurutulur ve böylece lam üzerine sıkı bir şekilde hücreler
bağlanmış olur. Diafhone yavaş kuruyan bir maddedir, fakat hafif bir
şekilde ısıtılmış kurutma dolabında kurutma çabuklaştırılabilir.

Masere edilmiş hücrelerin boyanması her zaman arzu edilmez. Ar-
zu edildiği zaman masere edilmiş madde üzerine bir kaç damla herna-
toksilin, safranin veya diğer boyalar damlatılır. Daha sonra hücrelerin
dehidre edilmesi (suyunun alınması) ve saf alkol içerisinde muhafaza-
sı gerekmektedir.

1.3. Mikroskopik ölçmeler

Mikroskop; yıllık halka genişlikleri, yaz odunu hücre büyüklükle-
ri ve çeper kalınlığı, lümen çapı, geçit büyüklüğü vb. gibi çok çeşitli
ölçme maksatlarında kullanılabilmektedir. Bu gibi ölçmeleri yapmak
için mikroskoptaki oküler içerisine bir mikrometre yerleştirilir. Her
hangi bir büyütmede oküler mikrometresindeki bir taksimatın, objekti-
fin altına ve tetkik edilecek objenin yerine yerleştirilen, aralarındaki
taksimatın en küçüğü 0,1 mm ve 0,01 mm olan bir başka mikrometrede
kaç milimetreye tekabül ettiği hesaplanarak ölçmeler yapılmaktadır
(Tsoumis, 1969).

Yıllık halka veya yaz odunu genişliğini tespit etmek için yapılan
ölçmelerde ise mikrotom ile ince kesitler almağa lüzum bulunmamakta-
dır. Bu gibi ölçmeler artım kalemleri veya diğ'er odun numuneleri üze-
rinde özelolarak hazırlanmış mikroskoplar kullanmak suretiyle yapıl-
maktadır. Bazı ağaç türlerinde ilkbahar ve yaz odunu arasında kont-
rast yaratmak veya yıllık halkaları daha belirgin hale getirmek numu-
neleri boyamak lazımdır. ilk bahar ve yaz odununun genişliğini tefrik
etmek ekseriyetle mikroskop ile tetkik edilecek kesitler alındığı zaman
dahi güçtür. iğne yapraklı ağaçlar için özellikle çam ve ladinlerde Mark
tarafından teklif edilen metod uygulanmaktadır (Wiksten, 1945). Bura-
daki esasa göre trakeidlerde, enine kesitte radyal yönde hücre çeperi
genişliğinin iki misli (2 W), teğet yöndeki hücre lümen genişliğine (2)
bölündüğünde çıkan değer 2,0 ve daha fazla ise (yani L/2W =2,0 ve da-
ha fazla) o hücre yaz odunu hücresidir.

Hücre uzunluğu ölçmeleri için de, genellikle hücreler mikroskop
ve bir ayna yardımı ile özel bir yere aksettirilmekte ve burada boylar
ölçülmektedir. Kısa boylu hücreleri doğ-rudan doğruya mikroskop al-
tında ölçmek mümkün olduğu gibi, bu maksat için vizopan (Reichert)
gibi çeşitli yardımcı aletler kullanılmaktadır. Kaideten hücre boyu ma-
sere edilmiş hücrelerde ölçülmektedir. Ancak boyuna kesitler üzerinde
de ölçmeler yapmak mümkündür. (Ladell, 1959).
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Normal ışık mikroskoplarında mikrofibrillerin özellikle sekonder
çeperin orta tabakasında (Sı) hangi açı ile seyrettiğini bulabilmek için
ince mikrotomik kesitleri iyot - potasyum iyodür çözeltisi ile boyamak
lazımdır. Koyu kahve renkli boyuna yönde yerleşmiş iyot kristallerinin
eğimi mikrofibrillere paralelolmaktadır. Fluoresans mikroskoplar yar-
dımı ile ince mikrotomik kesitler almaya luzum kalmadan, örneğin ar-
tım kalemlerini uygun fluoresans maddelerle boyayarak radyal yönler-
de, yarılmış yüzeylerde tetkik ve ölçmeler yapmak mümkündür. Bil-
hassa yumuşak çürüklüğe maruz kalmış yapraklı ağaç odunlarda ve
basınç odunu hücrelerinde hücre çeperinin çeşitli tabakalarının duru-
mu da polarizasyon mikroskobu ile tetkik edilmektedir.

1.4. Mikroskoptan Fotoğraf çekme (Fotomikrografi)

Mikroskopik görünümleri daimi olarak sakla ya bilmek için çizim ve-
ya fotomikrografi metodlarını uygulamak lazımdır. Çizimde mikrosko-
pik görünüm bir kağıt üzerine aksettirildikten sonra şekil çizilmekte ..
dir (Michel, 1967).

Fotomikrografi, modern mikroskoplar ve otomatik fotoğ-raf çekme
aletlerinin bir arada kullanılması ile basitleştirilmiş bulunmaktadır.
Ancak iyi bir fotograf çekebilmek için şu esaslara dikkat ve riayet et-
mek gerekmektedir. Mikroskobun ayarı, ışığın seçimi, verilecek zaman,
film seçimi, baskı kağıdı, kimyasal maddeler ve her şeyden evvel fotoğ-
rafı çekilecek objenin maksadı tam manasıyle karşılaması lazımdır.

Fotograflar 35 mm lik siyah beyaz veya renkli film, diğ'er 6 x 9 cm
roll filmler, film pak ve camlar kullanılmak veya doğrudan doğ-ruya
polaroid bir fotoğraf çekme makinesi kullanmak suretiyle kağıt üzeri-
ne çekilebilir.

Çok küçük büyütmeli (örneğin 2 ila 10 defa) fotoğ-raflar mikro to-
mik kesitler alınmadan ve mikroskop kullanılmadan da elde edilebil-
mektedir, Bunun için iki usul vardır:

1, Mikrotom ile odun yüzeyi düzgünleştirilir veya zımpara kağıdı
ile düzgün bir hale getirilir. Böylece hazırlanmış yüzeylerin düşük
büyütmeli fotoğrafları doğrudan doğruya çekilir. Bu maksatla mikro-
foto tertibatlı stereoskopik mikroskoplar da kullanılmaktadır (Şekil :
8) .

2. Mikrotom ile odun yüzeyi düzgünleştirilir ve numune kurutu-
lur. Sonra bu odun yüzeyi, üzerinde ince Al2 03 tozu bulunan bir cam
levhaya sürtülmek suretiyle hazırlanır. A1203 un fazlası yumuşak bir
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bez parçası ile temizlenir. Toz haldeki A12 03 hücre boşluklarını, reçine
kanallarını doldurur ve hücre çeperi çok iyi bir şekilde belirir. Bazı
ağaç türlerinde, meşe, karaağaç gibi, bu muamele ile hücre yapısı daha
belirgin hale gelmektedir.

Şekil 8. Mikrofoto tertibatlı bir Stereoskopik mikroskop.

Mikrotom ile alınan kesitler lam üzerine monte edildikten sonra
görüntü doğrudan doğ-ruya fotoğraf kağıdı üzerine aksettirilir. Ancak
bu taktirde elde edilen resimler negatiftir. Ancak yapraklı ağaç odun-
larında bu durum memnuniyet verici fotoğrafların elde edilmesine se-
bebiyet vermektedir. İğne yapraklı ağaçlarda yaz odunu tabakasının
açık renkte belirmesi hakikatle bağdaşmadığı için tavsiye edilmemek-
tedir.
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Şekil : 9 da otomatik mikrofoto tertibatlı bir araştırma mikrosko-
bu görülmektedir.

Şekil 9. Otomatik mikrofoto tertibatlı bir araştırma mikroskobu.

2. Elektron Mikroskopisi

Elektron mikroskop odun~ l!ltr_astrüktüreL~apısıUln_tetkiki ıçın
yegane-aIettir-:-Elektron 'IT1IlITOskoplar,ışık mikroskoplarının ortaya çı-
!:aramad!ğı özellikleri, objeyi, 200,00_0 defaya kadar büyütmek suretiyle
incelemek fırsatını vermektedir. Işık mikroskoplarında en yüksek bü-
yütme 2000 defadır. Mikroskoplara:risında mukayese yapabilmek için
ayıf~d Jlücil (resolving power) denilen ve bir birine çok yakın iki nok-
tayı birbirinden ayırabilme kabiliyeti hakkında bilgi sahibi olmak ge-
rekmektedir. Işık mikros~,:!!!d§t ayınna güç_ü,_takriben 0,275 mikron
(2750 Angstrom) ı en nektron_ mikrosko ta 5 Angst~ollJ.a kadar
yükselmektedir. İnsan gözp:Q..\!n...aJ!ırm.a gücü ise, 25 ila 100 mikron
(250000 - 1000000 Angstrom) arasında bulunmaktadır.
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Elektron mikroskobunun ışık ka nağı bir elektron ışığıd~r. B!:t işın
((V»şe ınde bükülmüs ve elektrikle ısıtılarak akkor haline gelmiş saf
bir tungstenjelden n~§redilmektedTr~ Bir çok mikroskopta 50 ve '100
bin Volt gibi yüksek elektrik enerjisi ile elde edilen elektronlar kondan-
sör, objektif, ara mercek ve projektör merceği olmak üzere çeşitli man-
yetik mercek sistemleri arasından geçirilmektedir. Kondansör merceği •
!§~ mikroskobu:g.da olduğu gibi ışığı obje üzerinde toplamağa yardım,
~def.Öb·ekifin v . si ilk bü ütme i temin et ~ olup görüntü ara
ve projeksiyon mercekleri yardımı ile daha da büyütülmektedir.

Genellikle bakırdan yapılmış 75 mikro n açıklığı havi ve takriben
3 mm çapındaki yuvarlak ince tel bir levha üzerine konulan obje, ob-
jektIfin altındaki yerine bir tutucu yardımı ile yerleştirllir. Görüntü
fluorasans bir cam üzerinde teşekkül eder. Bunun fotoğ-rafı da alınabi-
lir. Elektron fotomikrograflarla elde edilen kontrast fluoresans cam
üzerinde teşekkül edenden çok daha büyüktür. Bundan dolayı ultrastü-
rüktürel özelliklere ait araştırmalar tercihan fotomikrograflar üzerinde
yapılmaktadır.

Elektron mikroskoplarını çalıştırmak için vakum (hava boşluğu) na
ihtiyaç vardır. Mikroskop tübü adı verilen ve elektron neşredilen yer-
den fotoğraf camına kadar olan kısımda takriben 10-4 mm (0,1 mik-
ron) ye kadar basınç düşürülür. Çalışmanın devamlı olarak vakum al-
tında yapılması gereklidir. Hava molekülleri ile çarpışmanın olmaması,
elektronların neşredildiği yerden bütün alet boyunca hava molekülleri
ile çarpışmadan ilerlemesi lazımdır. Başkaca hava ve su buharı tungs-
ten telinin tahrip edilmesine yol açarlar. Bu itibarla vakum pompası
elektron mikroskobun ana kısımlarından birini teşkil eder (Tsoumis,
1969) .

Şekil: 10 bir elektron mikroskop ile ışık mikroskobunu şematik
olarak, Şekil: 11 ise bir elektron mikroskobunun resmini göstermekte-
dir.

2.1. Numune hazırlama

Elektron mikroskopta numunelerin uygun bir şekilde hazırlanması
esas problemi teşkil etmektedir. Işık mikroskobunda olduğu gibi, gö-
rüntü ve fotoğrafların kalitesi numunelerin kalitesi ile doğrudan doğ-
ruya ilgilidir. Elektron mikroskop incelemelerinde numune hazırlama-
da, kesit alma ve yüzey replika (surface replica) lar olmak üzere iki
esas metod kullanılmaktadır. Hücre çeperi tabakaları kalınlığı, geçit
boşluklarının büyüklüğü, siğiHi tabakanın tetkiki ve ölçülmeleri, hücre
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çeper tabakası lamelleri, geçit zarlarının yapısı, kimyasal muamelelerin
etkisi, hücre çeperini mantarların ne şekilde tahrip ettiği, çekme odu-
nunda jelatın tabakasının yapısı v.b, hususları incelemek için kesit al-
mak gerekmeketdir. Diğer taraftan replika ise mikrofibriller, geçit za-
rının yapısı, siğilli tabaka, kağıt yapımında lif bağlanması v.b. husus-
ların tetkiki için en iyi metoddur. Mamafih bir çok hallerde her iki me-
tod da kullanılmakta ve bunlardan birbirini tamamlayıcı olarak fay-
dalanılmaktadır.

IŞIK MIKROSKOP U

ELEKTRON MIKROSKOP

Şekil 10. Elektron ve Işık mikroskoplarının şematik görünüşü.

Kesit alma

Kesit alma ışık mikroskobisinde numunelerin hazırlanması için
kullanılan standard metodun bir benzeridir. Fark sadece elektron
mikroskopta incelenecek kesitlerin 0,1 mikrondan da ince olmalarında-
dır. Bir çok maksat için bu kalınlık 600 - 900 Angstrom (0,06-0,09mik-
ron) dur. 1500 Angstrom (0,15 mikron) dan kalın kesitler, elektronların
daha az nüfuz edebilmeleri dolayısıyle elektron mikroskop için çok
kalındır.
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ŞekillO. Bir Elektron mikroskopunun genel görünüşü.

Kesit almada kullanılan odunsu örnekler, genellikle hava kurusu
halde ve 1,0 cm uzunluk ile 0,5 mm x 0,5 mm enine kesitinde kısa kibrit
çöpü şeklinde bulunmaktadır. Bu numunelerin enine kesiti yıllık hal-
kalara dik, radyal ve teğet yönde olabilir. İlk bahar ve yaz odunu ara-
sında özgül ağırlıkta belirli bir fark bulunan numunelerde kesit alma-
yı kolaylaştırmak için bu dokuların ayrılması uygun olmaktadır. Kesit
almak için odunsu nümune esas itibariyle metakrilat veya epoksi re-
çinelerden Araldit, Epon gibi maddeler içerisine gömülür. Kesitler bir
ultramikrotom yardımı ile elmas veya cam bıçakla alınır. Cam bıçak-
lar hem ucuz, hem de bazen daha memnuniyet verici neticeler vermek-
tedir. Ancak uzun zaman kullanılmazlar ve bunların hazırlanması özel
bir maharet istemektedir. Kesitler şerit halinde olup bir büyüteç ile
tetkik edilebilir. Kesitler daha sonra önceden üzerine selloidin, Polivi-
nil formal (formvar) veya karbon sürülmüş bakırdan delikli bir levha
üstüne yerleştirilir. Delikli bakır levhaların en iyilerinin seçimini faz
kontrast mikroskopta yapmak çok faydalıdır.
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Replikaların hazırlanması

Replikalar, numunenin yüzeyinin topoğrafik yapısını tam bir şekil-
de üzerine alarak elektron geçiren materyale ait çok ince levhalardan
müteşekkildir. Odunsu nümuneler için aşağıda izah edilen metod uy-
gulanmaktadır. Replikanın esas anlamı kopya olup replika yapmak,
her hangi materyalin yüzeyinin kopyasını çıkarmak demektir.

RepIika yapılacak yüzey ya yarılmak ya da radyal veya teğet yön-
lerde odunsu materyali mikrotomla kesrnek suretiyle hazırlanır. Tak-
riben 1 cm" lik replika alanı verecek olan ve 1 mm kadar kalınlıktaki
nümune tam kuru hale gelinceye kadar kurutulur. Ancak nümunenin
herhangi bir yabancı madde ile kirletilmemesi gerekmektedir. Sonra
nümune bir buharlaştıtma ünitesi içerisine yerleştirilir. Burada önce
10 Angstrom kalınlıkta platin tabakası nümune üzerine çökertilir. Mü-
teakiben de 200 Angstrom kalınlıkta karbon tabakası püskürtülür Bun-
dan sonra en uygun olarak şu metod kullanılabilir:

Nümune buharlaştırma ünitesi içinde iken ince polistiren yuvarlak
bir levha hazırlanır. Platin ve karbon ile örtülmüş odun yüzeyi bu po-
listiren levhaya bastırılırken, bir taraftan da sıcak bir plaka üzerinde
polistiren levhanın yumuşaklığını muhafaza etmesi sağlanır. Polistiren
soğutulup sertleştikten sonra % 72 lik sülfirik asit içine yerleştirilir,
müteakiben odun ihtiva eden kısmın % 10 luk nitrik asit ve % 10 luk
kromik asitte veya % 2 lik sodyum klorit içinde bekletilmesi hücrelere
ayrılmasını sağlar ve geriye plastik maddeye bağlı replika (odunsu yü-
zeyin kopyası) kalır. Replika 3 mm-Ilk kısırnlara ayrılır ve etilen diklo-
rür içine yerleştirilir. Replikalar dikkatli bir şekilde tekrar yeni etilen
diklörür eriyiğine geçirilrnek suretiyle yıkanır ve delikli bakır levhalar
üzerine alınarak tetkik için hazır bir duruma gelmiş olur.

Mikroskop tekniğine ait diğer metodlar

Normal ışık ve elektron mikroskopisinden başka odunun mikres-
kopik ve ultura mikroskopik yapısını tetkik etmek üzere daha başka
metodlar vardır. Örneğin; polarizasyon, fluoresans, faz kontrast, kızıl
ötesi spektrofotometresi, X - ışını, scanning mikrofotometri v.b. gibi
diğer metodlar modern bilimsel araştırmalarda kullanılmaktadır. An-
cak daha önce de bellrtildiğt üzere burada maksat bu hususta genel bir
anlam kazandırmaktadır. Bu itibarla bu metodlar ayrı makalelerde in-
celenecektir.
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