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CEVIZ ASILARINDAN KESIT ALINMASINDA
MIKRO-DALGA TEKNIGINDEN YARARLANMA
IMKANLARI!

Fikri BALTA®

M. Atilla ASKIN®

OZET

Cegsitli anatomik ¢aliymalarda parafin teknigi yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu ¢aliymada, parafin tekniZi modifiiye edilerek gelistirilen Mikro-dalga yontemiyle,
ceviz (Juglans regia L.) agilarmmdan amaca uygun nitelikte ve kisa siirede kesit alma
imkanlart arastiilmigtir. Bu amagla, klasik parafin teknig@i ve Mikro-dalga tekniZine
gore ayri ayri kesitler alinarak, bu iki teknik karsilagtirilmistir. Rotary mikrotomla
omega agilardan 9-12 mikron arasinda degisen enine boyuna ve boyuna kesitler ah-
narak, Mikro-dalga tekniginin klasik yonteme gore daha kisa siirede sonuca ulagtir-
dig1 gozlenmistir. Bu teknifin, benzer ¢alismalara uyarlanabilecegi tavsiye edilmigtir,

GIRIS

Gerek agilamayla gerekse bahge bitkileriyle
ilgili ¢esitli anatomik ¢aligmalarda. kesitlerin
daimi preparat haline getirilmesinde parafin
tckniginden yaygin olarak yararlaniimaktadir
(1,3,5,7). Ne var ki, materyalin parafine doyu-
rulmasi bakimindan, bu teknigin uzun zaman
almasi (1,3), g6z ard1 edilemeyecek bir dezavan-
taj teskil etmektedir. Dolayisiyla, bu gibi aras-
tirmalarda kisa siirede sonuca ulastiracak teknik-
lerden yararlanidmast énem tagimaktadir. Buna
yonelik ilk ¢alismalar ilkemizde Askin ve ark.
(2,6) tarafindan baglatilmis ve bahge bitkileri
preparasyon teknigi uygulamalarinda yeni ve
hizli bir yontem olan Mikro-dalga (Mikro-Wave)
yonteminin, preparat  kalitesini  bozmadan
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preparasyon siiresini onemli 6lgide kisalttigy
saptanmigtir  Bunun yaninda, bu yOntemden
faydalanilarak kestane (Castanea sativa Mill.)
asilarindan amaca uygun nitelikte enine ve bo-
yuna kesitlerin alindii tespit edilmistir (4).

Bu ¢alismada, omcga ceviz asilarindan kesit
alinmasinda, Mikro-dalga tckniginin uygulana-
bilme imkanlarr aragtirilmigtir.

MATERYAL VE METOT
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Materyal

Van ckolojik sartlannda yetigtirilen 1ki yagh
ceviz (Juglans regia L.) ¢ogiirleri ile Adilcevaz
ilcesinde (Bitlis) seleksiyon neticesinde segilen
13 AD 01 nolu ceviz tipinin kalemleri, dencme-
nin ag! materyalini olugturmugtur. Astlar, omega
ag1 teknigivle yapilmigtir. As1 bélgelerinden kesi-
len kiigiikk pargaciklara yapilan muameleler
Imperial marka Mikro-dalga (Mikro-Wave)
finnda gergeklestirilirken,  kesitler Rotary
Mikrotomla alinmig ve preparatlarn incelenmesi
ve fotograf ¢ekimi 1gin Olympus BH-2
fotomikroskop kullanilmistir. Mikro-dalga firin-
da yapilan muameleler igin, ¢esitli alkol ve ksilol
¢ozeltileri ile sert doku parafini kullanitmistir.

Metot

Muameleler icin as1 Orneklerinin hazirlan-
masi

Incelenecek materyalin parafinle doyurulma-
sim kolaylagtirmak amaciyla, Omega ag1 tekni-
givle vapilan asilarin 6nce a1 bolgeleri kesilmisg
ve kesit alimncaya kadar % 70’lik Etil alkol
icerisnde bir sitre bekletilmistir. Daha sonra
kesilen bu pargalar, as1 kaynagma bélgelerini

icine alacak sekilde ve ayrica enine ve boyuna
kesitler almacak bigimde, keskin jilet yardimiyla
kiigiikk pargaciklara bolanmiistiir. Gerek klasik
parafin yontemi gerekse Mikro-dalga yontemi
icin gerekli muameleler, bu pargaciklara uygu-
lanmugtir.

Parafin tekniginin uygulanmasi

Kesilen pargaciklara uygulanan parafin yén-
temi ve bu yontemdeki islem basamaklan Cetvel
1’de verilmistir.

Mikro-dalga (Mikro-Wave) tekniginin uygu-
lanmasi

Bu teknigin uygulanmasinda Imperial marka
Mikro-dalga finndan yararlamimistir. Parafin
yontemindeki islem basamaklart mikro-dalga
firna modifiye cdimis ve amaca uygun yontem
gelistiritmeye caligitimigtir. Bu amagla oncelikle,
materyalin dokusuna ve Mikro-dalga firinda
muamele sirasinda ¢ozeltilerin 1sinma durumla-
rina uygun olarak, ayni uygulamalarin tekran
seklinde ¢esitli muamele sayilan ve siirelert de-
nenmistir. Daha sonra, bu sekilde parafine doyu-
rulan 6rneklerden kesit alimip alinmadigt kont-
rol edilmistir. Pargalanmadan kesit almaya ce-
vap veren muamele sayilan ve siireleri belirlene-
rek, Cetvel 2° dc sunulmugtur. Mikro - dalga

Cetvel 1. Parafin yontemine gore 6meklere sirayla uygulanan muamcleler
Table 1. The treatments to made in order by the paraffin method

Muamele sirasi Muameleler Sire
Treatments in rows | Treatments Time
1 % 80 etil alkol 4 saat
80 % ethyl alcoho! hour
2 % 90 etil alkol | saat
90 % ethyl alcoho! hour
3 Saf etil alkol ! saat
Pure ethyl alcohol hour
4 3 kisim saf alkol + 1 kisim ksilol 2 saat
3 volumes pure ethyl alcohol + 1 volume xylol hour
5 2 kisim saf alkol + 2 kisim ksilol 2 saat
3 volumes pure ethyl alcohol + 1 volume xvlol hour
6 I kisim saf alkol + 3 kisim ksilol 2 saat
3 volumes pure ethyl alcoho!l + I volume xylol hour
7 Ksilol 2 saat
Xylol hour
8 Ksilol hacminin 1/3’1i kadar parafin ilavesi I giin
Paraffin adding as volume as 1/3 of xylo! volume day
9 62°C"deki Etiivde doyurma 1.5-2 ay
Saturation with paraffin in the drving cupboard at month




Cetvel 2. Mikro-dalga (Mikro-wave) tekniginin uygulamsinda takip edilen iglemler.
Table 2. The followed treatments in applying the Micro-wave technigue.

Muamele Muamele Muamele Sogutma
Islem Sirasina Gére Muameleler | Sayisi Ortami® Siiresi Islemi”
Treatments by procedure series | Numbers of Treatment Treatment | Cooling
treatments media duration procedure
1. Alkol Serileri
(1.Series of alcohols)
% 70 Etil alkol 5 Mikro-dalga 1 dak. 1-2 dak.
% 80 Etil alkol 5 Mikro-dalga 1 dak. 1-2 dak.
% 90 Etil alkol 5 Mikro-dalga I dak. 1-2 dak.
Saf etil atko} 5 Mikro-dalga 1 dak. 1-2 dak.
2. Alkol ve ksilol serileri
(2.Series of alcohols and xylols)
Etil alkol (hacim)+Ksilol
(hacim)
Ethyl alcohol (volume)—Xylol
(volume)
3+1 2 Mikro-dalga 1 dak. 1-2 dak.
2+2 12 Mikro-dalga 1 dak. 1-2 dak.
1+3 12 Mikro-dalga 1 dak. 1-2 dak.
Saf ksilol (Pure xylol) 12 Mikro-dalga I dak. 1-2 dak.
3. Ksilol ve parafin serileri
(3. Xylol and paraffin series)
Ksilol (hacim)+Parafin
(hacim)
Xylol (volume) and paraffin
(volume)
5 +1 12 Mikro-dalga 1 dak. 1-2 dak.
5+2 12 Mikro-dalga 1 dak. 1-2 dak.
5+5 12 Mikro-dalga 1 dak. 1-2 dak.
2+5 12 Mikro-dalga 1 dak. 1-2 dak.
1+5 15 Mikro-dalga I dak. 1-2 dak.
Parafin (paraffin) 20 Mikro-dalga 1.5 dak. I-2 dak.
Mikro-dalga (Micro-wave) Dak. (min.)

“ Mikro-dalga finmn, alkol serileri igin % 30 gii¢’de (3.

(4. kademe) ¢aligtirlmustir.

Micro-wave oven was plied at 30 % power (third step) for alcohol series, and at 40% power for

other series.

¥ Mikro-dalga firinda 6ngéritlen siireyle muamele sirasinda, alkol ve ksilol ¢6zeltileri gok ¢abuk
isindiklart igin, baglangigtaki uygulamalar disinda, her bir mikro-dalga muamelesinden sonra, her-

kademe), diger seriler igin % 40 gii¢’de

hangi bir tchlikeye neden olmamak igin en az muamele siiresi kadar sogutma iglemi yapilmigtir.

During the treatments for recommended times in the Micro-wave oven, because of quick
warming of alcohol and xylol solutions, cooling procedure as time as treatment duration al leas!
afier each treatment was made so that any danger is not given opportunity, expcept for treatments

at the beginnng.
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firin galigtirilirken, alkol serileri igin % 30 gii¢
(3. kademe), diger seriler i¢in iise % 40 giic (4.
kademe) kullanmilmigtir.

Cetvel 2°de goriildiigi gibi materyal, Mikro-
dalga firmda sirasiyla gesitli alkol, alkol-ksilol
ve ksilol-parafin serilerine tabi tutulmustur.
Muameleler esnasinda, 6rnek kaplan ve gozelti-
ler ¢ok ¢abuk isindiklan igin, muamelelerden
sonra cn az muamele siiresi kadar, herhangi bir
tehlikeli duruma neden olmamak igin sofutma
islemi uygulanmistir.

Kesitlerin alinmasi, boyanmasi ve incelen -

mesi

Iki farkh yonteme gére muamele goren asi
ornekleri, enine ve boyuna kesitler alinacak bi-
¢imde parafin bloklara yerlestirilmistir. Bu

bloklardan rotary mikrotomla enine ve boyuna
ahnan kesitler, yaklagik 45 °C’lik sicak su ban-

yosunda agilmglardir.
Kesitler tzerindeki dokularin boyanmasi
amaciyla, Safranin  (tekli boyama) ve

Safranin/Fast Green (ikili boyama) olmak iizere,
iki farkli boyama yapimustir. Klasik parafin
yontemine gore alinan kesitlerde Safranin/Fast
Green ikili boyama, Mikro-dalga teknigine gore
aliman kesitlerde isc Safranin tekli boyama ger-
ceklestirilmigtir. Boyamalarda, Cetvel 3’de gés-
terilen iglem basamaklart takip edilmistir.
Safraninle yapilan tekli boyamada, 13. muamele
yapimamugtir.

Kesitlerin incelenmesi ve fotograf g¢ekimi
icin, Olympus BH-2 marka fotomikroskop kul-
lanlmistir.

Cetvel 3. Safranin/Fast Green ikili boyamada takip edilen islem basamaklar
Table 3. The followed treatment steps for double staining with Safranin/fast green.

Muamele

Sirast Muameleler Sure

Treatments Treatments Time

inrows
1 3 kisim ksilol + 1 kisim saf etil alkol 3 vol. xylol + 1 vol. pure ethyl alcohol - 8 dak.
2 2 kasim ksilol + 2 kisum saf ctil alkol 2 vol. xylo! + 2 vol, pure ethyl alcohol " 8 dak.
3 1 kisim ksilol + 3 kisim saf etil alkol 8 dak.
4 Saf etil atkol Pure ethyl alcohol 1dak.
5 % 90 etil alkol  Ethy! alcohol 5 dak.
6 % 80 etil alkol  Fthy! alcohol 5 dak.
7 % 70 etil alkol  Ethy! alcohol 5 dak.
8 % 1’lik safranin  Safranin 45 dak.
9 Cesme suyunda yikama  Washing in tap water 1.5 dak
10 % 0.5’lik pikrik asit  Picric acid 1.5 dak.
11 Birkag damla amonyak damlatilmig Added few drops amo 1.5 dak.

% 96’11k ctil alkol Ethyl alcohol
12 % 96’11k ctil alkol Ethyl alcohol 10 sn.
137 % 1’lik Fast Green 10 sn.
14 i kisim ksilol + 1 kisum saf etil alkol / voi. xplo! + 1 vol. pure ethyl alcohol I5 sn.
15 Birkag¢ damla ksilo! damlatilmig saf etil alkol 2-3 sn.
Pure ethyl alcohol with few drops of xylol

16 Ksilol’e alma ve Entellan ile kapama Transfer to xylol and cover with Entellan

* Safraninle tekli boyamada, bu muamele yapilmamistir.
This treatment was not used for single staining with safranin.
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SONUCLAR VE TARTISMA

Anatomik ¢alismalarda yaygmn olarak kul-
lanilmakta olan parafin yonteminin modifiye
edilmesi sonucu gelistirilen ve ceviz agilarinda
tatbik edilen Mikro-dalga teknigiyle, amaca
uygun enine ve boyuna kesitler seri halde kolay-
likla alinmigtir. Gerek rotary mikrotomla 9-12
mikron arasinda degisen enine ve boyuna kesit-
lerin alinmasi, gerekse alinan kesitlerin boyan-
mas1 basarivla gerceklestirilmigtir. Diger taraf-
tan, klasik parafin yontemiyle etiivde 1.5-2 ay
parafine doyurulan 6reklerden de 12-18 mikron
arasinda degisen kesitler alinmigtir. Ancak bu
yontemle, scri kesitler alinamamis ve 6zellikle
alinan enine kesitlerlerde parcalanmalar gozle-
nirken, kesitlerin sicak su banyosunda agilma-
sinda zorluklarla karstlagilmigtir. Oysa, Mikro-
dalga firinda ¢esitli alkol, ksilol ve parafin seri-
lerine tabi tutulan as1 pargaciklarindan, klasik
yonteme gore doyurulan materyallere gore, hem
daha seri hem de daha ince enine ve boyuna
kesitierin alinmasi miimkiin olmustur. Her iki
teknikle de alnan kesitler incelenmeye uygun
bulunmakla beraber, mikro-dalga firinda mua-
mele goren materyalden alinan kesitler iizerinde
dokular daha belirgin sekilde goriilmektedir
(Sekil 1, 2, 3, 4).

Ote yandan, Mikro-dalga firnda muamele
goren tim ast parcaciklardan, ayni scrilikte ke-
sitler alinamamug ve 6zelilkle biiyik olan par¢a-
ciklardan kesitlerin alinmasinda zaman zaman
kesitlerde pargalanmalar goriilmisgtir. Dolay:-
styla, mikrotomda seri seritler halinde kesitler
alinmasim, pargaciklarin biyiiklikleri ile blokla-
ra enine ve boyuna yerlestirilme sckli etkilemis-
tir. Genel olarak boyuna kesitler, enine kesitlere
gore daha kolay ve daha seri bir sekilde alinmig-
tir. Klasik parafin yontemine gére islem goren
pargaciklarda isc, amaca uygun kesitler almmak-
la birlikte. zaman zaman doku par¢alanmalari
gbzlenmistir.

Arastirmada, Mikro-dalga firinda asi parga-
ciklarma uygulanan muameleler sirasinda, 6rnek
kaplarinda ve ¢ozeltilerinde i1sinmalar gozlen-
migtir. Bu nedenle, hem 6rneklerin agin derccede
isinmalarina, parcalanip bozulmalanna sebebi-
yet vermemek hem de herhangi bir tehlikeli du-
ruma meydan vermemek i¢in, sofutma iglemleri
yapilmigtir. Bu husus, ihmat edilmemesi ve titiz-
liklc uyulmas: gereken 6nemli bir nokta olarak

degerlendirilmigtir. Mikro-dalga firinda muame-
le siireleri ayarlanirken, bu 6nemli noktaya dik-
kat edilerek, uygun muamele siireleri saptanmig-
tir.

Sekil 1, 2 ve 3 ’de Mikro-dalga tekniSine
gore islem gormis ast materyallerinden rotary
mikrotomla alinmis enine ve boyuna kesitlerden
omekler sunulmustur. Sekil 1°de, agilamadan 25
giin sonrasina ait olan ve as1 bolgesinden almmig
enine kesitte; kallus hiicreleri, hiicreler arasin-
daki nekrotik tabakalar, as1 bolgesinin anag ta-
rafinda farklilagmakta olan yeni ksilem eleman-
lari gorilmektedir. Sekil 2°de, aym1 doneme ait
bir boyuna kesitte, ast clemanlar arasinda tesis
edilmis kallus kopriisii iizerinde yeni farkhlag-
makta olan dokular kolaylikla ayirdedile-
bilmektedir. Ayni sekilde, Sekil 3’de asi eleman-
larmin boyuna birlesme bolgesinden alinmug bir
boyuna kesitte, kavisli olarak saglanmig
kambiyal devamlilik ile farklilagmakta olan yeni
dokular gorilebilmektedir. Sekil 4’de ise klasik
yonteme gore alnmis bir enine kesit iizerinde, agi
bolgesindeki dokular goriilmektedir. Sckillerde
goriildiigii gibi, Mikro-dalga tekni8i, amaca
uygun nitelikte kesitlerin alinabilmesine ve hatta
gerek a1 kaynasma bolgesinde olusan yeni doku-
larin gerekse kesitler tizerindeki diger bazi doku-
larin daha detayli olarak incelenebilmesine im-
kan vermektedir.

Meyvecilikte gerek asilamayla gerekse ¢esitli
konularla ilgili anatomik arastirmalarda, baz
dezavantajlan olmakla birlikte, yaygin olarak
kullanilan yontemlerden birisi kuskusuz parafin
teknigidir (1, 2, 4, 7, 8, 9). Nitekim, bu teknik
sayesinde amaca uygun ince kesitlerin alinmasi
ve kesitler iizerinde dokularin belirgin ve detayli
bir sekilde incelenebilinesi, daha saglikli yorum
yapma imkani tanimaktadir, Fakat, baz tiirlerde
as1 yapilacak dokularin serl olmalari, dokularn
parafinle doyurulmasmi ve ince kesitlerin ali-
nabilmesini zorlagtirabilmektedir. Bu durumda,
materyalin doyurulmas: ve amaca uygun kesit-
lerin almabilmesi igin, uzun zamana ihtiyag du-
yulmaktadir (1, 7). Findik asilarinda, parafin
igerisindeki ag1 pargaciklarmin etiivde 2-3 bek-
letilmesiyle ancak amaca uygun olan 12-20 mik-
ron kalinliginda kesitlerin alinabildigi bildiril-
mektedir (7).

Arastirmada, parafin tekniginin dezavantaj-
lanm ortadan kaldirmak ve daha kisa siirede
sonuca ulagmak amaciyla, ulkemizde, bahge
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Sekil 1. Mikro - dalga yontemtyle ceviz agilarindan, agilamadan 25 giin sonra alinmig bir enine
kesitte, anag tarafinda farklilagmakta olan yeni ksilem elemanlari, nekrotik tabakalar
ve diger dokular (Safranin, 10x20) (YKS: Yeni ksilem, KA: Kallus, K:Kambiyum)

Figure 2. New differentating xylem components in the rootstock side, necrotics and other
tissues on a cross section 25 days after grafiing by micro-wave technique (Safranin,

10x10; KS: Xylem, YKS: New xylem, KA: Callus)

B X AN
s/ MY I
f“‘ ..‘ b..; 25 N

Sekil 2. Mikro - dalga yontemiyle, asilamadan 25 giin sonra alinmig bir boyuna kesitte, as1 e-
lemanlan tarafindan kurulmus kallus kopriisi izerinde, farklilasmakta olan yeni doku-
lar (Safranin, 10x10) (KS: Ksilem, YKS:Yeni Ksilem, KA:Kallus).

Figure 2. New differentating tissues on callus bridge on a longitudinal section 25 days after
grafting by micro-wave technique (Safranin, 10x10; KS: Xylem, YKS: New xylem,

KA: Callus)
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Sekil 3. Mikro - dalga yontemiyle agtlamadan 35 giin sonra almmug bir boyuna kesitte, anag
ile kalem arasinda boyuna birlesme bélgesinde, kavisli olarak tesis edilmis kambiyal
ve vaskuler iliski (Safranin, 10x10; YK: Yeni Kambiyum, KA: Kallus)

Figure 3. Cambial and vascular connection on a longitudinal section 35 days after grafting
by micro-wave technique (Safranin, 10x10; YK: New cambium, KA: Callus)

Sekil 4. Klasik parafin yéntemiyle alinmis enine kesitte, a1 bolgesindeki dokular (Safranin,
4x10)

Figure 4. The tissues at the graft area on a cross section by classic paraffin technique
(Safranin, 4x10)
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bitkileriyle ilgili olarak ilk defa Mikro-dalga firin
kullamilmistsr (3, 6). Mikro-dalga yOnteminin,
bahge bitkileri preparasyon teknigi uygulamalarin-
da yeni ve hizh bir teknik oldugu ve kayisi, kiraz,
elma, armut gibi tirlerin tomurcuk ve dal
eksplantlarindan kisa sirede ince kesitlerin alin-
masinda ¢ok basanh sonuglar verdigi saptanmigtir
(1. 2). Bu yontemde mikrodalga 1§inlarin, materya-
le uygulanan fiksasyon, dehid-rasyon ve infiltras-
yon safhalarim kisalttift ve parafinin Kisa siire
icerisinde dokulara niifuz ctmesine imkan tamdigs
ifade edilmigtir (1). Bu ¢aliymada bu ydntemden
faydalanilarak, ceviz agilan i¢in metod gelistiril-
migtir. Bilinen parafin teknigi i¢in gerekli muame-
leler modifiye edilerek mikro-dalga firmnda gercek-
lestirilmis ve boylece materyallerin kisa siire ige-
risinde doyurulmasi saglanmigtir. Cevizin doku
yapisina uygun olarak, muamele sayilari ve siire-

leri belirlenmigtir. Tirler arasinda dokusal farkli-,

liklar gozetilerek bu teknik, ozellikle muamele sayi
ve siirelerini ayarlamak suretiyle, gesitli anatomik
calismalara kolaylikla uyarlanabilir.  Nitekim,
kestane (Castanea sativa Mill) asilarindan bu
teknikle, rotary mikrotomla 12-20 mikron kahnlh-
ginda alman kesitler iizerinde anatomik inceleme-
lerin yapuldig bildirilmektedir (5).

Sonug olarak, klasik yonteme gore 1.5-2 ay gibi
bir siire gerektiren islemler, Mikro-dalga teknigiyle
birkac giine indirilmistir. Boylece, ceviz as1 érnek-
lerinde, klasik parafin teknigine gorc daha ¢abuk
sonuga ulagilmistir.

SUMMARY

UTILIZING POSSIBILITIES THE
MIKRO-WAVE TECHNIQUE
IN SECTIONING THE WALNUT GRAFTS

In scveral anatomical and histological
investigations, paraffin technique is commonly
used. In this work, sectionable possibilities suitable
for purpose in shorter time in omega walnut grafts
by the Mikro-wave method which is a new
technique in  sectioning for  anatomical
investigations in the horticulture plants, modifying
paraffin method were studied. The classic
technique was compared with the Mikro-wave
method. It was observed that the Mikro-wave
method resuited in shorter time by the classic
technique. This new technigeu was recommended
for similar anatomical studies regarding
horticulture,
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