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Cok cesitii mikroskoplarla ve degisik inceleme metodlar: yardimi
ile odunun yapisini tetkik etmek genis bir konudur ve bu makalenin
sinirlarinl agar. Boylece makalenin maksadi, konunun genel mahiyeti
hakkinda kisa ve 0zet bilgiler vermektir. Mikroskoplar normal 151k mik-
roskoplar1 (basit, bilesik ve stereoskopik mikroskoplar), elektron mik-
roskop, yuksek voltajli mikroskoplar ve scanning mikroskop olmak tize-
1e cok cesitlidir.

Normai Isitk Mikroskobunda odunun yapist genellikle boyanmis,
odun dokusundan alinan ince Kesitlerin veyahutta bir birinden ayril-
mis (masere edilmig) hiicrelerin kullanilmasi ile tetkik edilmektedir.
Her iki durumda da tetk’k edilecek material 15181 gegirmekte ve alttan
1s1tma yapilmaktadir. Bununla beraber kesit almadan da Ustten 1s1tma
suretiyle seffaf olmayan numuneler Stereoskopik Mikroskop iie incele-
nebilmektedir. Elektron Mikroskobunda ise ¢ok ince kesitlerden yarar-
lanilmakta, ya da odun yiizeyleri gecirgen ve «replica» adi verilen me-
tod vasitasi ile hazirlanan numuneler yardimi ile tetkik edilebilmek-
tedir.

1. Isik Mikroskopisi

Isik mikroskopisinde kullanilan mikroskoplar bilesik mikroskop-
lardir. Bunlar ¢ok degisik tip ve yapidadirlar. Esas itibariyle bilesik
mikroskop iki mercek sistemini tasiyan bir govde tiib’iini ihtiva et-
mektedir. Bu tiibiin iist ucunda okiiler, alt ucunda da objektif vardir.
Gortintii evvela objektif tarafindan teskil edilmekte, sonra okiiler vasi-
tasiyle de buyuttimektedir. Tek okiilerli mikroskoplara monokiiler, iki
okiilerlilere de binokiiler mikroskop adi verilir. Bir mikroskop, tipine
bagli olarak degistirilebilen bes degisik biiyiitmeli objektifle donatil-
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migtir. Bilesik mikroskoplarin diger onemli bir kismi ise tablanin
altindaki kondansérdiir. Kondansor 15180 entansitesini ve gortnti
kontrastini ayarlamaga yardlm eden Uclincii bir mercekler sistemidir.
Stereoskopik mikroskoplarda kondansér kismi bulunmamaktadir (Need-
ham, 1958). Sekil: 1 de normal 1sik mikroskobu ve kisimlari, Sekil: 2
de bir arastirma foto mikroskobu ve Sekil : 3 de ise stereoskopik mik-
roskop gorilmektedir.

Sekil 1. Isk Mikroskopu ve kisimlari. 1) Okiiler, 2) Mikroskop tiib’a, 3) Rovel-
ver (Objektif tasiyici1), 4) Objektif, 5) Obje tablasi, 6) Kondansor, 7)
Diafram, 8) Renkli cam filtre tutucusu, 9) Ince ve kaba ayar vidasi,
10) Isitma tertibat:i ve ayna, 11) Mikroskop ayagl.

Bilesik mikroskoplarla takriben 2000 x (defa) ya kadar biiylitme
yapmak mimkiin olabilmektedir. Esasen okiilerin bliylitme giicl ile
kulanilan objektifin biiylitme giiciniin carpimi mikroskobun biiyiitme

kapasitesini vermekte ve asafidaki sekilde hesaplanmaktadir:
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Sekil 3. Bir Stereoskopik mikroskopun genel goériiniisii

71
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B nikroskop = B okiiler X B objektif

Ornegin; okiileri 10 x (defa), objektifi 40 x blyliten mikroskopla elde
olunacak goriintii bliytikliigii normal biiyiikligin 400 misli olacaktir.

1.1. Numune hazirlama
Kesit alma

Mikroskop altinda inceleme yapmak i¢in odunsu numunelerden
kesitler almak lazimdir. Ancak kesit alinmadan 6nce numunenin ha-
zirlanmas1 gerekmektedir. Odunsu dokular: ihtiva eden orneklerde ge-
nellikle 1 x 1 em?® enine kesit ve 2 cm uzunlugunda numuneler elde et-
mek en uygun bulunmaktadir. Bu numunelerin hazirlanmasinda eni-
ne, teget ve radial ylizeylerin tam bir sekilde kesilmis olmasina ve me-
yiili kesilmemis bulunmasina ozellikle dikkat etmek gerekmektedir.

Kesitler 10-20 mikron kalinlikta olup daha once hazirlanan numu-
neden kizakli bir mikrotom yardimiyle alinmaktadir. Sekil 4 ve 5 de

Sekil 4. Kizakli bir mikrotom ve kesitlerin hazirlanmasinda kullanmilan liizumly
yvardimer alet ve kimyasal maddeler. (F.P.R.L., 1956).
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Sekil 5. Kizakli bir mikrotom ile odunsu kesitlerin alinma sekli
(F.P.R.L., 1956).

goriilecegi gibi mikrotom elle ¢calisan bir makine olup esasen su kisim-
lardan mitegekkildir: (a) Numuneyi tutan kisim, (b) her vurustan
sonra onceden tesbit edilen kaliniig1 otomatik olarak ayarlayan kisim,
ve (c) bigagl tutan ve kizaklar lizerinde kaymasini saglayan kisimlar.
Mikrotom hicag: esasen bir ustura bicagini andirmaktadir. Fakat daha
genis ve daha uzundur (20-25 cm). Iyi bir kesis yapabilmek icin bicak
cok iyi bir sekilde bilenmis olmali, disleri ihtiva etmemeli ve keskin bu-
lunmalidir. Bigak agzinin uygun bir gekilde hazirlanip hazirlanmadi-
g1 tetkik etmek i¢in 50 x veya 100 x bkliytiten mikroskop altinda in-
celemek gerekmektedir. Bicagin bilenmesi evveld yag tasinda, sonra
da bir kosele tizerinde el yvardimi ile ileri geri hareket ettirmek su-
retiyle yapilir. Sayet otomatik bir mikrotom bileme makinesi varsa,
tabiatiyle onunla bilemek daha uygundur (Sekil 6 ve 7).

Kesit alinacak meterial, sayet odun v.b. sekilde oldukca sert ise
onceden yumusatilmasi gerekmektedir. Bazl yumusak agac turleri
odunlar1 icin taze haide iken yumusatmadan Kkesit almak miimkiin
olmaktadir. Yumusatma ya su icinde kaynatma, ya da icinde su bulu-
nan bir vakum desikatoriinde numunelerin su i¢ine ¢oktiiriilmesi yoluy-
la_yapilmaktadir. Kaynatmada coktiirme zaman zaman soguk su ilave
edilmek suretiyle cabuklastirilabilir. Veyahutta numunelerin sicak su
icinden c¢ikartilip soguk suya batirilmasi ile de ¢oktlirme yapmak
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miimkiindiir. Vakum tatbik etme daha mutedii bir usuldiir ve bundan
dolayl numuneler tabii durumlarini nisbeten daha iyi bir sekilde mu-
hafaza ederler.

Daha sonra, su icine ¢Okmiis bulunan odun numuneleri esgit mik-
tarlarda (hacim bakimindan) gliserin (9% 50) ve etil alkol (% 50) eri-
yigi (cozeltisi) veya bir kisim gliserin, 2 kisim etil alkol ve 3 kisim su
icinde bekletilir. Yumusama odunun sertligi ile ilgili olarak degismek
lizere bir kag¢ ay stirebilir.

B

Sekil 6. Yag tasi ve kayls yardimi ile mikrotom bigaginin bilenme teknigi.
(A, — A, yag tasi ile ve B, — B, bileme kayis: ile)

Bu gibi muameleler genellikle pek cok agac tiirii odunu icin kafi-
dir. Ancak cok sert odunlu agac turleri icin 6zel metodlar gerekli ola-
bilir. Bu metodlar hidrofluorik asit (%48 lik), hidrojen peroksit H,O,
ve asetik asit veya buhar vasitasiyle odunsu numuneleri yumusatma
metodlaridir. Sonuncu yani buharia yumusatmada numuneler su icer-
sine c¢okturilmeden mikrotoma takilmakta ve Kkesilecek yiizeye buhar
puskirtiilerek Kkesitler alinmaktadir. Hidrofluorik asit kullanildiginda
ustli kapali plastik kaplardan istifade edilmeli, numunelerin asit icer-
sine yerlestirilmesi veya alinmasinda agactan yapilmis masalar ve las-
tik eldiven kullanmali, gazlar1 teneffiis edilmemelidir. Sertligi degisik
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Sekil 7. Otomatik mikrotom bigcag1r bileme makinesi.

olan agac turi odunlarinda degisik siirelerde numuneler bu asit iceri-
sinde bekletilmelidir (Jane, 1956).

Mesge 2 giin
Teak ve porsuk 4 giin
Simsir 6 glin
Pelesenk 9 giin

Yasayan dokulardan Kesit alindigl zaman, ornegin; bir kambiyum
arastirmasinda ve kambiyum faaliyet halinde iken niimuneleri baz1 fik-
satorlerin icerisine koymak ve o andaki durumda fikse etmek icabet-
mektedir. Fiksator olarak cok cesitli eriyik vardir. Bunlar 9% 95 lik etil
alkol, Kromasetik asit, Formalim aseto-alkol v.b. dir. En uygun olani
ise FAA olarak bilinen Formalin Aceto-alcohol olup eriyigin hazirlanig
sekli asagida belirtilmistir (Bozkurt, 1966).

Etil alkol (% T70) 90 cm?®
Glasiyal asetik asit 3 cm?®
Formalin 7 cm?

Or. Fak. Dergisi Seri : B— 6
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Kesit alma esnasinda odunun mikrotom bigagmna karsi koymasi
enine kesitte, liflere paralel yonler olan radyal ve teget istikametlerden
cok daha blyliktiir. Mikrotom ile kesit alma maharet ister ve odunun
hiicre yapisini bozmadan ince kesitler alabilmek i¢in tecriibe kazanil-
mis olmasi lazimdir. Mikrotoma niimunenin uygun bir sekilde yerlesti-
rilmesi, bicaga verilecek dikine ve yatik agilarin uygun bulunmasi ba-
sarill kesit almanin esasini teskil etmektedir. Nimunede 6z 1gmlarinin
bicagin hareketine paralel olacak sekilde alete takilmasinin en uygun
oldugu arastirmalarla tesbit edilmistir. Bicagm nlimune yiizeyi ile yap-
t1g1 dikine acimin 10-15 derece olmasi tavsiye edilmektedir. Genellikle
yaprakli agac odunlar igne yaprakli aga¢ odunlarindan daha iyi, kalin
ceperli hiicreler ince ceperlilerden daha iyi kesilir (Richards, 1949).

Kesit almay1 kolaylastirmak icin, bicak ve niimune % 70 lik alkol
(etil alkol = C,H; OH) ile 1slatilir. Bigakla alinan kesitler bir firca (8
Numarali sulu boya fircasi) ile % 70 alkol ihtiva eden bir petri kabina
konulmaktadir (Bak: Sekil 4).

Bundan sonra sira boyama ameliyesine gelmektedir. Kaide olarak
boyamak suretiyle hiicre yapisinda daha kontrast bir gériinim temin
edilmektedir, Cesitli boyama metodlar1 vardir. Ornegin, Safranin ve
Hematoksilin veya Safranin ve Fast Green (sabit yesil). Safranin ve
Hematoksilin normal ve basing odunu niimuneleri kesitlerini boyama-
da, Safranin ve Fast Green ise normal ve ¢ekme odunu niimune kesit-
lerini boyamada kullamlmaktadir. Safranin lignini kirmiziya, hema-
toksilin ve fast green de seliilozu sirasiyle mavimsi mor ve yesile boyar-
lar. Safranin alkolde veya destile su icinde eritilmekte, yalniz da kulla-
nilabilmektedir. Ancak cift boyama teknigi daha iyi netice vermekte-
dir. Bu boyalardan 1 gr (toz halde) 100 cm® alkol veya destile su iceri-
sinde cozeltildikten sonra boyama eriyikleri elde olunmaktadir (Tsou-
mis, 1969).

(a) Safranin ve hematoksilin ile boyama teknigi :

1. Bir pipet yardimi ile kesitlerin icinde bulundugu alkol emilir.

2. Kesitler tizerine 2 dakika veya daha az bir zaman icin safranin
damlatilir.

% 50 lik alkol ilave edilir.

4. Kesitlerden cikan su renksiz kalincaya kadar kesitler destile
su ile yikanir.

5. Kesitler lizerine hematoksilin damlatilir ve 2 dakika kadar bek-
lenir.
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6. Su renksiz kalincaya kadar kesitler yikanir.

7. % 50, %70, % 95 ve saf alkol (% 99,9) ile kesitler sira ile te-
mizlenir ve dehidrade edilir (su cikartilir).

8. Kesitler ilizerine Ksilen (Xylene) dokiliir.

9. Kesit lam tlizerine bir firca veya pens yardimiyla yerlestirilir
Bisturi ile sekil verilir, fazla ksilen alinir, bir miktar, (bir dam-
la) Kanada Balzami kesit iizerine damlatilir. Uzerine hafif 1s1-
tilmig lamel yine pens yardimu ile o sekilde kapatilir ki hava
kabarcigl kalmasm. Hava kabarcigl kalmigsa igne ile hafifce
bastirilarak giderilmege calisilir. Daha sonra lamel iizerine
agirhk konularak kanada balzaminin sertlesmesi beklenir
(Tsoumis, 1969).

(b) Safranin ve Fast green (sabit yegil) ile boyama teknigi (F.P.
R.L., 1956).

1. Kesitler 5 dakika % 11lik su i¢inde eritilmis safranin eriyigine
yerlestirilir.

Safranin stiziiliir ve en az ii¢ defa damitik su ile yikanir.
3. 1ki defa % 96 lik alkolde yikanir.

4. Kesitler 2 dakika kadar (1/3) oraninda alkol ve karanfil yagin-
da cozinmus % 1 lik Fast green icine gecirilir,

5. Fast green temizlenir ve hi¢ olmazsa ili¢ defa % 96 lik alkolde
yikanir. (Saf alkolde bir veya iki defa yikamak yeterlidir).

6. Kesitler 5 dakika karanfil yaginda, sonra bir dakika Cedar wood
oil (ardi¢c odunu yagi) icinde tutulur ve kanada balzami ile
monte edilir. Besinci safhada en sonunda saf alkolden geciri-
lirse cedar wood oil yerine ksilol (xylol) emniyetle kullanila-
bilir.

Daimi preparatlar (slaytlar) hazirlanacak ise 60°C de kurutma firinin-
da 12 saat bekletilir.

Ozel haller bahis konusu oldugu taktirde, drnegin ¢liriimiis odun-
dan kesit almada donma mikrotomu ile kesit alinir. Niimuneler kam-
bium tabakas), apikal meristemi, ibre, yaprak vb. dokular ihtiva edi-
yorsa kesit almada hiicre yapisini bozmamak ve mikrotoma siki bir ge-
kilde tesbit edebilmek tizere parafin, selloidin (Celloidin), metakrilat
veya diger sentetik maddelerden faydalanilir. Ancak bu metodlarin iza-
h1 fazla yer alacag: icin bu makalede zikredilmekten sarfinazar edil-
mistir.




84 ! A. Y. BOZKURT

Bununla beraber elde olunacak Kkesitlerin kalitesini yiikseltmek
icin odun nimuneleri % 2 lik selloidin eriyigi (esit Olciilerde susuz eter
ve metil alkol) her kesit almadan sonra odun yiizeyi lizerine firca ile
sirilmek suretiyle hiicrelerin parcalanmasi onlenebilir. Daha sonra
ince selloidin tabakasi, kesitlerin aseton igine gomiilmesi suretiyle ko-
layca temizlenebilir. Igne yaprakli agac odunlarinda ilk tesekkiil eden
ince ilkbahar odunu traheid ceperlerinin parcalanmamasi bu suretle
mimkin olmaktadir.

Mantarlar tarafindan saldiriya ugramis oduna ait kesitleri boya-
ma, tercihan boyuna kesitlerde suda c¢ozeltilmis safranin ile prico-ani-
line mavisi, kullanilarak yapilmaktadir. Bu suretle ligninlesmis hiicre
ceperleri kirmiziya ve mantar lifleri ise acik maviye boyanmaktadir.

Cekme odunu suda cozeltilmis safranin ve fast green ile boyan-
malidir. Cinko-klor-iyod cozeltisi jelatin tabakasini daha belirli bir se-
kilde boyadigi halde, bu boya ile daimi preparatlar yapmak mimkiin
olmamaktadir.

Daimi preparatlarin hazirlanmasinda Gliserin - Jelatin metodu da
uygulanir. Bir kisim jelatin, yedi kisim gliserin ve alti kisim destile su
bu maksat icin kullanilmaktadir. Erlenmayer icine konulan su ve jela-
tin bir saat bekletildikten sonra su banyosunda kaynatilir. Miiteakiben
lizerine 7 kKisim saf gliserin ilave edilerek karigtirihr. Bozulmamasi
icin icine bir ka¢ damla asit karbolik (fenol) damlatilir. Daha sonra do-
nar, fakat kullanilacagi zaman i1sitilarak eriyik haline getirmek lazim-
dir. Preparat hazirlanacagi zaman boyanmis olan kesitler 1am iizerine
yerlestirilir. Sivi haldeki gliserin-jelatin eriyiginden bir ka¢ damia
damlatildiktan sonra isitilmis lamel kesit lizerine kapatilir. Eriyik so-
guyup sertlesinceye kadar bir mandal ile sikistirilir ve hava almama-
s1, uzun siire bozulmamas! i¢in lamel etrafina kanada baizam firca ile
sliriilerek hava ile iliskisi kesilmelidir.

1.2. Maserasyon (dokuyu cozme).

Odunu masere etmek icin evvela liflere paralel yonde 1-2 cm uzun-
lukta ve takriben yarim milimetre kalinlikta parcaciklar hazirlanmak-
tadir. Buniar bir tlp icerisine yerlestirilir veya kiciik cam bir kaba
konur, sonra dokuyu c¢oziicii kimyasal maddeler ilave edilir. Maseras-
yon icin bir ka¢c énemli metod burada zikredilecektir.

Metodlardan ilkinde esit miktarlarda glasial asetik asit ve hidro-
jen peroksit (H.0. = 20 hacim) karigimi kullamilmaktadir. Odun par-
caciklar1 ve kimyasal madde (hidrojen peroksit) birarada 48 saat 60°C
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de bir kurutma dolabinda bekletilir. Derecenin 70°C e cikartiimas1 ve
daha kesif hidrojen peroksit kullanmak suretiyle daha kisa zamanda
memnuniyet verici neticeler alinabilir. Tabiatiyle bu siire agac tirleri
ile ilgili olarak 4 - 8 saat arasinda degismektedir. Bu usul Franklin me-
todu olarak bilinmektedir (Tsoumis, 1969). -

Diger metodiar olarak nitrik asit ve potasyum klorat, nitrik asit
ve kromik asit, glasial asetik asit ve sodyum Kklorit veya perasetik asit
ve sodyum asetol ile muamele etme metodlar: bilinmektedir. Bunlardan
en Onemlileri sunlardir :

Schultze metodu

Bu en cok kullanilan metedlardan biridir. Odun parcaciklar: bir
tlp icine konulduktan sonra Uzerine bir miktar derisik nitrik asit ile
bir ka¢ potasyum klorat Kkristali ilave edilir. Tip alttan yavas yavas
1isitalir. Odun pargamklarmda meydana gelen kirmizimsi renk Kkaybo-
luncaya kadar beklenir ve sonra su dolu bir kaba aktarilir (Jane, 1956).

Jeffrey metodu

Masere etmek icin esit miktarlarda % 10 nitrik asit ve % 10 kro-
mik asit karisimi kullanlir. Icinde odun parcac1klar1 bulunan eriyik
ozellikle bir kurutma dolabinda hafifce 1sitilir ve sonra su icerisine ge-
cirilerek liflerine ayrilir (Jane, 1956).

Biitiin metodlarda kimyasal maddelerden aritma ve su ile yikama
kimyasal muameleyi takip etmektedir. Muamele edilmis odunsu nu-
muneler daha sonra su icerisine alinir. Takriben bir dakikalik sallama
hiicrelerin bir birinden ayrilmasina kafi gelmektedir. Sudan ayirma
¢ok ince tel bir elekten gecirilerek yapilir ve saf alkol icinde saklanir.

Masere edilmis hiicrelerin  gegici olarak tetkiki ig¢in hazirlanan
preparatlar masere edilmis materyal su icersinde dagitildiktan sonra
bir ka¢c damla su ile birlikte lam iizerine yerlestirilir. Uzerine lamel
kapatmaga bazen lGzum dahi yoktur.

Daimi preparatlarin (Slayt) hazirlanmasinda ise asagidaki yol ta-
kip edilir. Bir huninin dip kismi keten filtre kagid1 ile ortiiliir ve hu-
ni Ustten bir em kalincaya kadar su ile doldurulur. Sonra bir miktar
masere edilmis madde su i¢ine atilir. Hiicreler suyun yavagc¢a emilmesi
ile tedrici olarak dibe coker. Uzerine diaphone adi verilen sentetik
monte maddesi tatbik edildikten sonra lam filtre kagidi ylizeyine bas-
tirilir ve hiicrelerin bir ¢ogu lam lzerine yapisir. Bir iki dakika kadar
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acik havada kurutulur ve boylece lam tlizerine siki bir sekilde hiicreler
baglanmig olur. Diafhone yavas kuruyan bir maddedir, fakat hafif bir
sekilde 1sitilmis kurutma dolabinda kurutma cabuklastirilabilir.

Masere edilmig hiicrelerin boyanmasi her zaman arzu edilmez. Ar-
zu edildigi zaman masere edilmis madde lizerine bir kac damla hema-
toksilin, safranin veya diger boyalar damlatilir. Daha sonra hiicrelerin
dehidre edilmesi (suyunun alinmasi) ve saf alkol icerisinde muhafaza-
s1 gerekmektedir.

1.3. Mikroskopik olcmeler

Mikroskop; yillik halka genislikleri, yaz odunu hiicre biiytiklikle-
ri ve ¢eper kalinligi, liimen capi, gecit bliyUkligu vb. gibi cok cesitli
olcme maksatlarinda kullanilabilmektedir. Bu gibi 6lcmeleri yapmak
icin mikroskoptaki okiiler icerisine bir mikrometre yerlestirilir. Her
hangi bir biiyiitmede okiiler mikrometresindeki bir taksimatin, objekti-
fin altina ve tetkik edilecek objenin yerine yerlestirilen, aralarindaki
taksimatin en kiiciigli 0,1 mm ve 0,01 mm olan bir baska mikrometrede
ka¢ milimetreye tekabiil ettigi hesaplanarak olcmeler yapilmaktadir
(Tsoumis, 1969).

Yillik halka veya yaz odunu genisligini tespit etmek icin yapilan
olcmelerde ise mikrotom ile ince kesitler almaga liizum bulunmamakta-
dir. Bu gibi élgmeler artim kalemleri veya diger odun numuneleri {ize-
rinde Ozel olarak hazirlanmis mikroskoplar kullanmak suretiyle yapil-
maktadir. Bazi agac¢ tirlerinde ilkbahar ve yaz odunu arasinda kont-
rast yaratmak veya yillik halkalar1 daha belirgin hale getirmek numu-
neleri boyamak lazimdir, Ilk bahar ve yaz odununun genigligini tefrik
etmek ekseriyetle mikroskop ile tetkik edilecek kesitler alindig1 zaman
dahi giictiir. igne yaprakl agaclar icin &zellikle cam ve ladinlerde Mork
tarafindan teklif edilen metod uygulanmaktadir (Wiksten, 1945). Bura-
daki esasa gore trakeidlerde, enine kesitte radyal yonde hiicre ceperi
genigliginin iki misli (2 W), teget yondeki hiicre liimen genisligine (2)
boliindigiinde ¢cikan deger 2,0 ve daha fazla ise (yani L/2W=2,0 ve da-
ha fazla) o hiicre yaz odunu hiicresidir.

Hicre uzunlugu ol¢meleri icin de, genellikle hiicreler mikroskop
ve bir ayna yardimi ile 6zel bir yere aksettirilmekte ve burada boylar
Ol¢lilmektedir. Kisa boylu hiicreleri dogrudan dogruya mikroskop al-
tinda 6l¢gmek mumkin oldugu gibi, bu maksat i¢in vizopan (Reichert)
gibi cesitli yardime aletler kullanilmaktadir. Kaideten hiicre boyu ma-
sere edilmis hiicrelerde ol¢ililmektedir. Ancak boyuna Kkesitler {izerinde
de olcmeler yapmak miumkiindir. (Ladell, 1959).
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Normal 151k mikroskoplarinda mikrofibrillerin o6zellikle sekonder
ceperin orta tabakasinda (S,) hangi ac1 ile seyrettigini bulabilmek i¢in
ince mikrotomik kesitleri iyot - potasyum iyodiir cozeltisi ile boyamak
lazimdir. Koyu kahve renkli boyuna yonde yerlesmis iyot kristallerinin
egimi mikrofibrillere paralel olmaktadir. Fluoresans mikroskoplar yar-
dimu ile ince mikrotomik kesitler almaya luzum kalmadan, érnegin ar-
tim kalemlerini uygun fluoresans maddelerle boyayarak radyal yonler-
de, yarilmig yiizeylerde tetkik ve olcmeler yapmak miimkiindir. Bil-
hassa yumusak ciriklige maruz kalmis yaprakli aga¢c odunlarda ve
basmc¢ odunu hiicrelerinde hiicre ¢eperinin cesitli tabakalarinin duru-
mu da polarizasyon mikroskobu ile tetkik edilmektedir.

1.4. Mikroskoptan Fotograf cekme (Fotomikrografi)

Mikroskopik gorinimleri daimi olarak saklayabilmek icin ¢izim ve-
ya fotomikrografi metodlarini uygulamak lazimdir. Cizimde mikrosko-
pik goriiniim bir kagit lzerine aksettirildikten sonra sekil cizilmekte-
dir (Michel, 1967).

Fotomikrografi, modern mikroskoplar ve ctomatik fotograf cekme
aletlerinin bir arada kullanilmasi ile basitlegtirilmis bulunmaktadir.
Ancak iyi bir fotograf cekebilmek icin su esaslara dikkat ve riayet et-
mek gerekmektedir. Mikroskobun ayari, 15181n secimi, verilecek zaman,
film secimi, bask1 kagidi, kimyasal maddeler ve her seyden evvel fotog-
rafl cekilecek objenin maksadi tam manéisiyle karsilamasi lazimdir.

Fotograflar 35 mm lik siyah beyaz veya renkli film, diger 6 x 9 cm
roll filmler, film pak ve camlar kullamilmak veya dogrudan dojruya
polaroid bir fotograf ¢ekme makinesi kullanmak suretiyle kagit lizeri-
ne cekilebilir.

Cok kiiclik buiylitmeli (6rnegin 2 ila 10 defa) fotograflar mikroto-
mik Kkesitler alinmadan ve mikroskop kullanilmadan da elde edilebil-
mektedir. Bunun icin iki usul vardir :

1. Mikrotom ile odun yiizeyi dizglinlestirilir veya zimpara kagidi
ile diizgliin bir hale getirilir. Boylece hazirlanmig ylzeylerin diisiik
bluyiutmeli fotograflari dogrudan dogruya cekilir. Bu maksatla mikro-
foto tertibatli stereoskopik mikroskoplar da kullanilmaktadir (Sekil :
8).

2. Mikrotom ile odun yilizeyi diizgiinlestirilir ve numune kurutu-
lur. Sonra bu odun yiizeyi, tizerinde ince Al, 0, tozu bulunan bir cam
levhaya strtiilmek suretiyle hazirlanir. Al 0;un fazlasi yumusak bir
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bez parcasi ile temizlenir. Toz haldeki Al. 0, hiicre boslukiarini, recine
kanallarin1  doldurur ve hiicre ceperi cok iyi bir sekilde belirir. Bazi
agac tlrlerinde, mese, karaagac gibi, bu muamele ile hiicre yapis1 daha
belirgin hale gelmektedir.

Sekil 8. Mikrofoto tertibatli bir Stereoskopik mikroskop.

Mikrotom ile alinan kesitler lam {izerine monte edildikten sonra
gériintii dogrudan dogruya fotograf kagidi lizerine aksettirilir. Ancak
bu taktirde elde edilen resimler negatiftir. Ancak yaprakl agac odun-
larinda bu durum memnuniyet verici fotograflarin elde edilmesine se-
bebiyet vermektedir. igne yaprakli agaclarda yaz odunu tabakasinin
acik renkte belirmesi hakikatle bagdasmadigl icin tavsiye edilmemek-
tedir.



ODUNSU MATERYALIN MIKROSKOP YARDIMI iLE INCELENME TEKNIGI 89

Sekil : 9 da otomatik mikrofoto tertibathh bir arastirma mikrosko-
bu goriilmektedir.

Sekil 9. Otomatik mikrofoto tertibatli bir arastirma mikroskobu.

2. Elektron Mikroskopisi

Elektron mikroskop odunun ultrastriiktirel yapisinin tetkiki icin
yegane alettir. Elektron mikroskoplar, 151k mikroskoplarmnin ortaya ci-
karamadig1 oOzellikleri, objevi 200,000 defaya kadar biiylitmek suretiyle
incelemek firsatinl vermektedir. Isik mikroskoplarinda en yiiksek bu-
yiitme 2000 defadir. Mikroskoplar arasinda mukayese yapabilmek icin

ayirma gici (resolving power) denilen ve bir birine ¢ok yakin iki nok-
“tay1 birbirinden ayirabilme kabiliyeti hakkinda bilgi sahibi olmak ge-
rekmektedir. Isik mikroskobunda ayirma gucu, takriben 0,275 mikron
(2750 Angstrafn) iken elektron mikroskopta 5 Angstroma kadar
yiikkselmektedir. Insan géziiniin ayirma glicii ise 25 ila 100 mikron
(250000 - 1000000 Angstrom) arasinda bulunmaktadir.
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Elektron mikroskobunun 1sik kaynagi bir elektron 1gigidir. Bu 15in
«V» seklinde biikiilmis ve elektrikle 1sitilarak akkor haline gelmis saf
bir tungsten telden nesredilmektedir. Bir cok mikroskopta 50 ve 100
bin Volt gibi yiiksek elektrik enerjisi ile elde edilen elektronlar kondan-
sor, objektif, ara mercek ve projektdr mercegi olmak uzere ¢esitli man-
vetik mercek sistemleri arasindan gecirilmektedir. Kondansér mercegi
151k mikroskobunda oldugu gibi 15181 obje lizerinde toplamaga yardim
eder. Objektifin vazifesi ilk biliylitmeyi temin etmek olup goriintii ara
ve projeksiyon mercekleri yardimi ile daha da bliylitiilmektedir.

Genellikle bakirdan yapilmis 75 mikron acikligl havi ve takriben
3 mm capmdaki yuvarlak ince tel bir levha iizerine konulan obje, ob-
jektifin altindaki yerine bir tutucu yardimi ile yerlestirilir. Gorunti
fluorasans bir cam tlizerinde tesekkiil eder. Bunun fotografi da alinabi-
lir. Elektron fotomikrograflarla elde edilen kontrast fluoresans cam
uzerinde tesekkil edenden ¢ok daha bliyliktiur. Bundan dolay1 ultrasti-
ritktiirel ozelliklere ait arastirmalar tercihan fotomikrograflar lizerinde
yapilmaktadir.

Elektron mikroskoplarini ¢alistirmak icin vakum (hava boslugu)na
ihtiya¢ vardir. Mikroskop tiibli adi verilen ve elektron nesredilen yer-
den fotograf camina kadar olan kisimda takriben 10~ mm (0,1 mik-
ron)ye kadar basinc¢ dusiriliir. Calismanin devamli olarak vakum al-
tinda yapilmasi gereklidir. Hava molekiilleri ile carpismanin olmamasi,
elektronlarin nesredildigi yerden biitiin alet boyunca hava molekiilleri
ile carpigmadan ilerlemesi lazimdir. Bagkaca hava ve su buhari tungs-
ten telinin tahrip edilmesine yol acarlar. Bu itibarla vakum pompasi
elektron mikroskobun ana kisimlarindan birini teskil eder (Tsoumis,
1969).

Sekil : 10 bir elektron mikroskop ile 151k mikroskobunu sematik
olarak, Sekil: 11 ise bir elektron mikroskobunun resmini giostermekte-
dir.

2.1. Numune hazirlama

Elektron mikroskopta numunelerin uygun bir sekilde hazirlanmasi
esas problemi tegkil etmektedir. Isik mikroskobunda oldugu gibi, go-
rinti ve fotograflarin kalitesi numunelerin kalitesi ile dogrudan dog-
ruya ilgilidir. Elektron mikroskop incelemelerinde numune hazirlama-
da, kesit alma ve yilizey replika (surface replica)lar olmak iizere iki
esas metod kullanilmaktadir. Hiicre ceperi tabakalar kalinlhigi, gecit
bosluklarinin biyikligi, sigilli tabakanin tetkiki ve 6l¢lilmeleri, hiicre
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ceper tabakas: lamelleri, gecit zarlarinin yapisi, kimyasal muamelelerin
etkisi, hiicre ¢eperini mantarlarin ne sekilde tahrip ettigi, cekme odu-
nunda jelatin tabakasimin yapis1 v.b, hususlar incelemek i¢in kesit al-
mak gerekmeketdir. Diger taraftan replika ise mikrofibriller, gecit za-
rinin yapisi, sigilli tabaka, kagit yapiminda lif baglanmasi v.b. husus-
larin tetkiki i¢in en iyi metoddur. Mamafih bir ¢ok hallerde her iki me-
tod da kullanilmakta ve bunlardan birbirini tamamlayici olarak fay-
dalanmilmaktadir.

ojektor .
TS “ﬁf;regce‘den

ISik MIKROSKOPU

Fosforesan
gorintii yer:

ELEKTRON MIKROSKOP

Sekil 10. Elektron ve Istk mikroskoplarinin sematik goriiniisii.

Kesit alma

Kesit alma 151k mikroskobisinde numunelerin hazirlanmasi icgin
kullanilan standard metodun bir benzeridir. Fark sadece elektron
mikroskopta incelenecek kesitlerin 0,1 mikrondan da ince olmalarinda-
dir. Bir ¢ok maksat icin bu kalinhik 600 - 900 Angstrom (0,06-0,09 mik-
ron)dur. 1500 Angstrom (0,15 mikron)dan kalin Kkesitler, elektronlarin
daha az niifuz edebilmeleri dolayisiyle elektron mikroskop icin cok
kalindir.
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Sekil 10. Bir Elektron mikroskopunun genel goriiniisti.

Kesit almada kullanilan odunsu o¢rnekler, genellikle hava kurusu
halde ve 1,0 cm uzunluk ile 0,5 mm x 0,5 mm enine kesitinde kisa kibrit
¢opu seklinde bulunmaktadir. Bu numunelerin enine kesiti yillik hal-
kalara dik, radyal ve teget yonde olabilir. Ilk bahar ve yaz odunu ara-
sinda Ozgul agirlikta belirli bir fark bulunan numunelerde kesit alma-
y1 kolaylastirmak icin bu dokularin ayrilmasi uygun olmaktadir. Kesit
almak i¢in odunsu niimune esas itibariyle metakrilat veya epoksi re-
cinelerden Araldit, Epon gibi maddeler icerisine gomilir. Kesitler bir
ultramikrotom yardimi ile elmas veya cam bicakla alinir. Cam bicak-
lar hem ucuz, hem de bazen daha memnuniyet verici neticeler vermek-
tedir. Ancak uzun zaman kullanilmazlar ve bunlarin hazirlanmasi ¢zel
bir maharet istemektedir. Kesitler gerit halinde olup bir biyiite¢ ile
tetkik edilebilir. Kesitler daha sonra ¢nceden lizerine selloidin, Polivi-
nil formal (formvar) veya karbon sliriilmiis bakirdan delikli bir levha
ustline yerlestirilir. Delikli bakir levhalarin en iyilerinin secimini faz
kontrast mikroskopta yapmak cok faydaldir.
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Replikalarin hazirlanmast

Replikalar, numunenin yiizeyinin topografik yapisini tam bir sekil-
de Uzerine alarak elektron geciren materyale ait cok ince levhalardan
miitesekkildir. Odunsu niimuneler i¢in asagida izah edilen metod uy-
gulanmaktadir. Replikanin esas anlami kopya olup replika yapmak,
her hangi materyalin ylizeyinin kopyasini ¢ikarmak demektir.

Replika yapilacak ylizey ya yarilmak ya da radyal veya teget yon-
lerde odunsu materyali mikrotomla kesmek suretiyle hazirlanir. Tak-
riben 1 em®lik replika alani verecek olan ve 1 mm kadar kalinhiktaki
nimune tam kuru hale gelinceye kadar kurutulur. Ancak nliimunenin
herhangi bir yabanci madde ile kirletilmemesi gerekmektedir. Sonra
nimune bir buharlastirma tUnitesi icerisine yerlestirilir. Burada once
10 Angstrom kalinlikta platin tabakasi niimune lizerine cokertilir. Mii-
teakiben de 200 Angstrom kalinlikta karbon tabakas: puskurtilir, Bun-
dan sonra en uygun olarak su metod kullanilabilir :

Nimune buharlastirma tinitesi icinde iken ince polistiren yuvarlak
bir levha hazirlanir. Platin ve karbon ile ¢rtiilmiis odun ylizeyi bu po-
listiren levhaya bastirilirken, bir taraftan da sicak bir plaka lizerinde
polistiren levhanin yumusakliginli muhafaza etmesi saglanir. Polistiren
sogutulup sertlestikten sonra 9 72 lik silfirik asit icine yerlestirilir,
miiteakiben odun ihtiva eden kismin % 10 luk nitrik asit ve % 10 luk
kromik asitte veya % 2 lik sodyum klorit icinde bekletilmesi hiucrelere
ayrilmasini saglar ve geriye plastik maddeye bagli replika (odunsu yi-
zeyin kopyasi) kalir. Replika 3 mm?® 1ik kisimlara ayrilir ve etilen diklo-
rur icine yerlestirilir. Replikalar dikkatli bir sekilde tekrar yeni etilen
dikloriir eriyigine gecirilmek suretiyle yikanir ve delikli bakir levhalar
lizerine alinarak tetkik icin hazir bir duruma gelmis olur.

Mikroskop teknigine ait diger metodlar

Normal 151k ve elektron mikroskopisinden baska odunun mikros-
kopik ve ultura mikroskopik yapisini tetkik etmek iizere daha baska
metodlar vardir. érneg-in; polarizasyon, fluoresans, faz kontrast, kizil
otesi spektrofotometresi, X - 151mn1, scanning mikrofotometri v.b. gibi
diger metodlar modern bilimsel arastirmalarda kullanilmaktadir. An-
cak daha once de belirtildigi tizere burada maksat bu hususta genel bir
anlam kazandirmaktadir. Bu itibarla bu metodlar ayr1 makalelerde in-
celenecektir.
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