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ORJINAL MAKALE

Bitki Anatomisi Caligmalarinda El Kesitleri icin Yeni Boyama Yontemi

Bahattin BOZDAG, Okan KOCABAS, Yurdanur AKYOL, Canan OZDEMIR

0oz

Bu ¢aligmada alkol ile fikse edilmis bitki 6rneklerinin el kesiti ile
preparat yapiminda, dokularin net bir sekilde ayirt edilebilmesini
saglayan yeni bir ikili boyama yontemi gelistirildi. Bu yeni
yontem, el kesitlerinde kullanilabilmesi ve renk farkiyla dokular1
net bir sekilde ayirt etmesi bakimindan pratiklik ve kesinlik
saglamaktadir. Bu yontemde, safranin ve fast-green boyalarinin
belirli oranlarda karisimindan olusan ikili boya, hem monokotil
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hem de dikotil bitki 6rneklerinde kullanilabilmekte ve uzun stire
oda sicakliginda bozulmadan saklanabilmektedir. Bu makalede,
bu yontemin uygulandig: cesitli bitki 6rneklerine ait anatomik

kesitlerin fotograflari gekilerek, ¢esitli dokular gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Bitki anatomisi, Boyama, El kesitleri, Fast-

green, Safranin.

1. Giris

Bitki anatomisi laboratuvarinda preparat hazirlamada
kullanilan ¢esitli inceleme ortamlar1 ve bu ortamlar i¢in
kullanilan farkli boyalar bulunmaktadir. Toluidin mavisi O
(1), laktofenol pamuk mavisi (2), laktofenol pamuk mavisi ve
anilin mavisi (3), tripan mavisi ve rose bengal boyasi (4), asit
fuksin (5), safranin (6) ve kalkoflor (7) boyalar1 bunlardan
sadece birkagini olusturmaktadir. Bu boyalar bazen tek
basina bazen de iki boyanin belli oranlarda karistirilmasiyla
kullanilmaktadir. ikili boyama tekniklerinde bitkisel
dokular i¢in ¢ogunlukla safranin ve fast-green boyalar1
kullanilmaktadir (8). Safranin bazik yapili bir boya olup basta
ligninlesmis dokular olmak {izere; kitinlesmis, kiitinlesmis
ve suberinlesmis dokular1 ve bunun yani sira ¢ekirdekgik
ve kromozom yapilarini boyamaktadir (9). Bunun yaninda
9/1 oraninda hazirlanan anilin ve astra mavisi boyalari,
bazi aragtiricilar tarafindan bitki dokularini boyamak
icin kullanilmasimna ragmen, bu boyalarin kullaniminin
bakteri ve fungal organizmalar i¢in daha uygun oldugu
distiniilmektedir (10).

Bitkisel
yontemlerinde daimi ve gegici preparat yapma yontemleri
siklikla kullanilmaktadir.  Daimi preparat hazirlamada
oldukga yaygin bir ydontem olan Algan (8)'in parafin yontemi
kullanilmaktadir. Bu yontem sirastyla fiksasyon, dehidrasyon,
parafin bloklara gomme, mikrotomda kesit alma, parafinden
kurtarma ve boyama gibi islem basamaklarindan
olusmaktadir. Parafin yonteminde en ¢ok safranin / fast-
green ikili boyama y6ntemi tercih edilmektedir. Bu yonteme

organizmalar i¢cin  kullanilan  preparasyon

gore boyanan kesitlerin iizerine uygun bir yapistirict
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yardimiyla lamel kapatilarak preparatlar hazirlanir. Olduk¢a
maliyetli ve zaman alan bir islem olan parafin yonteminde
belirtilen basamaklarin birinde gerceklesebilecek bir
aksaklik c¢aligmanin tekrarlanmasma yol agabilmektedir.
Daimi preparasyonlarda bitki materyalleri olduk¢a fazla
kimyasal ortamindan gectiginden bitki materyalinin
kimyasal igeriginin bir kismi ve pigmentler kaybedilerek
yapay bir goriinim elde edilmekte ve salgi tiiyleri gibi
kirilgan yapilar zarar gorebilmektedir. Daimi preparatlar
uzun siire saklanabilir olmasi bakimindan avantajliydi. Fakat
giiniimiizde gecici preparatlarin mikrofotograflarinin dijital
ortamda uzun siire saklanabilir olmas1 daimi preparatlara
olan ihtiyaglar1 da ortadan kaldirmstir.

Gegici preparat yapimi parafin yontemine goére ¢ok daha
kolay bir yontemdir. Bu yonteme gore bir jilet yardimiyla
alinan el kesitleri, uygun boyalarla boyanarak mikroskopta
incelenebilir. Gegici preparatlarin boyanmasinda ¢ogunlukla
kullanilan boyalardan biri de sartur reaktifidir (11). Bu
boyama yonteminde dokular tek bir rengin tonlar: seklinde
boyanmaktadir. Bu durum parafin yontemi ile hazirlanan
preparatlardaki dokusal kayiplarin veya degisimlerin, ayni
orneklerden el kesiti alinarak kargilastirilmasina olumsuz
yonde etki etmektedir.

Bu c¢aligmada el kesitlerinin incelenmesinde kolaylik
saglamak i¢in yeni bir boyama yontemi kullanilmistir. Bu
yontemde kullanilan safranin ve fast-green boyalar1 parafin
yonteminde de kullanilmaktadir. Fakat, boyalarin bilesimleri
ve uygulama yontemi farklidir. Bu yontemi kullanmadaki
amag, parafin yontemindeki zaman, maliyet ve olusabilecek
aksakliklar1 en aza indirmek ve parafin yontemine gore
hazirlanan daimi preparatlarin, gegici preparatlar ile en iyi

sekilde kargilastirilmasini saglamaktir. Ayrica, preparasyon
¢aligmalarina hiz kazandirmak da amaclanmigtir.

2. Materyal ve Yontem

Bu ¢alismada hazirlanan boyanin dokular {izerindeki
etkisini gostermek amaciyla farkli bitki gruplarina
ait; Triticum aestivum L., Cichorium pumilum Jacq.,
Hyparrhenia hirta (L.) Stapf, Moenchia coerulea Boiss.,
Scabiosa hispidula Boiss., Echium italicum L., Symphytum
anatolicum Boiss. taksonlar1 kullanilmistir.  Gegici
preparatlar icin gelistirilen boyanin hazirlanmasinda ilk
olarak kristal halde bulunan safranin O (C, H,CIN,)
boyasi, her 100 ml %50’lik etanol ¢ozeltisi icin 1 gr
(%1’lik) olacak sekilde ve kristal halde bulunan fast-green
FCF (C,,H,,N,Na O, §.) boyasi, her 100 ml %96’lik etanol
¢ozeltisi i¢in 0,2 gr (%0,2°lik) olacak sekilde tartildi.
Daha sonra bir manyetik karigtiric1 yardimiyla safranin
ve fast-green boyalari, safranin i¢in %50’lik etanolde ve
fast-green icin %96’lik etanolde homojen olacak sekilde
¢ozdirildi. Sonraki agamada safranin 1 oraninda fast-
green ise 9 oraninda kullanilarak her iki boya birbirleriyle
karistirildi. Bu sayede karigim el kesitleri i¢in kullanilabilir
hale geldi. Bu karisim laboratuvarda oda sicakliginda 15-
20 giin siireyle o6zelligini yitirmeden kullanilabilmektedir
(Sekil 1A, B).

Gegici preparatlar i¢in gelistirilen yonteme gore hazirlanacak

el kesitleri ve sonrasinda boyama iglemleri icin asagida
belirtilen basamaklar sirasiyla uygulandi:

«  Oncelikle kesit alinacak bitki materyali, materyale zarar
vermeyecek sekilde bas ve isaret parmaklari arasina
yerlestirilerek, ¢ift yonlii bir jilet yardimiyla materyale
gore dik acili olacak sekilde kesildi. Sagak kokler ve
uzun siire fiksatifte bekletilen bitki materyalleri gibi
hassas yapilardan kesit almak i¢in, materyalden bir
parca kesilerek strafor kopiik icerisine yerlestirilip, jilet
yardimiyla ince bir kesit alind1 (Sekil 1C, D).

g = fgemmm
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Sekil 1. Gegici preparatlar i¢in kullanilan boyalar (A, B) ve kesit alma islemleri (C, D)
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e Alinan kesitler temiz bir lam tizerine damlatilmis birkag
damla saf suyun igerisine konuldu. Daha sonra tizerine
onceden hazirlanan safranin ve fast-green boya karigimi
damlalik yardimiyla 1-2 damla damlatildi. Birkag dakika
icerisinde kesitler boya karigimini hiicre igine alarak
boyandi. Daha sonra fazla su ve fazla boya kurutma
kagidu ile kesitlere zarar vermeden dikkatli bir bigimde
emdirildi. Son olarak kesitlerin tizerine uygun bir lamel
kapatildi. Bu sayede gecici preparatlar inceleme igin
hazir hale gelmis oldu.

o  Hazirlanan preparatlar mikroskopta incelenerek

mikrofotograflar: gekildi.

Bu boyama yontemi ile boyanmis bazi taksonlara ait
olan kok, govde, yaprak kisimlariyla iletim demetlerinin
mikrofotograflar1 bulgular bélimiinde verilmistir.

3. Bulgular

Bu c¢aligmada kullanilan boyalardan safranin primer
yapilart ve c¢ogunlukla sekonder yapilari boyarken, fast-
green genellikle primer yapilari boyamaktadir. Koklerden
alinan kesitlerde, safraninin en ¢ok merkezi silindirdeki
ksilem dokusunu belirgin bir bicimde boyadig1 gortlmiistiir.
Fast-green ise merkezi silindirdeki 6z ve merkezi silindirin
etrafindaki parankimatik yapili korteks dokularini boyamistir

(Sekil 2 A-D). Govde enine kesitlerinde safranin boyasinin
genel olarak ksilem hiicrelerini boyadig1 gérilmistir. H.
hirta tiiriinde, iletim demetlerinin etrafindaki sklerenkimatik
yapinin ve korteksteki sklerenkimatik dokularin safranin ile
boyandig: gorillmektedir. Ayrica, M. coerulea ve C. pumilum
tirlerinde bulunan kalin kutikula tabakalar1 da safranin
sayesinde kolaylikla ayirt edilebilmektedir. Fast-green
boyasinin ise parankimatik yapida olan korteks tabakas: ve
floem dokularinda etkili oldugu gozlenmistir (Sekil 3A-F).
Yaprak enine kesitlerinde sekonder yap1 ¢ok fazla olmadig:
icin genellikle mezofil tabakasi tek renk boyanmaktadir.
Fakat, Hyparrhenia hirta tiriinde oldugu gibi iletim
demetlerinin etrafinda gozlenen sklerenkima hiicrelerinin
bulundugu vyapraklarda, bu kisim safranin tarafindan
belirgin bir sekilde kirmizi renkte boyanmustir (Sekil 4 A-D).
Bu boyama yonteminin iletim demetlerindeki dokularin
ayirt edilmesinde de olduke¢a etkili oldugu gorilmistiir.
Ozellikle ksilem hiicrelerinin ve sklerenkimatik dokularin
belirginlestigi goriilmektedir (Sekil 5 A-C). Bazi durumlarda
dokularin mor renkte boyandig1 gézlenmistir. Bu durum
%70’lik etanol icerisinde fikse halde uzun siireli bekletilmig
ve hiicre igerigini kaybetmis bitki materyallerinde daha
fazla gozlenmektedir. Daimi preparat yapiminda kullanilan
parafin yonteminde de da alkol serilerinde hiicresel igerigini

kaybeden 6rneklerde bu durum gézlenmektedir.

- ey i .

Sekil 2. Belirtilen yonteme gore boyanan T. aestivum (A), C. pumilum (B) ve H. hirta (C, D) kok enine kesitleri (Olgek: 50 um).

[y - - W

ep: epidermis, ko: korteks, en: endodermis, fl: floem, ks: ksilem, mt: metaksilem.
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Sekil 3. Belirtilen yonteme gore boyanan M. coerulea (A), H. hirta (B), C. pumilum (C), S. hispidula (D), E. italicum (E), S.
anatolicum (F) govde enine kesitleri (Olgek: 50 um).

ep: epidermis, ko: korteks, id: iletim demeti, fl: floem, ks: ksilem, 6z: 6z bolgesi.
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Sekil 4. Belirtilen yonteme gore boyanan S. hispidula (A), E. italicum (B), H. hirta (C) yaprak enine kesitleri ve H. hirta (D)
yaprak ana damari enine kesiti (Olgek: 50 um).

ku: kutikula, iie: iist epidermis, me: mezofil tabakasi, id: iletim demeti, dr: druz kristali, sk: sklerankima, ae: alt epidermis.

Sekil 5. Belirtilen yonteme gore boyanan C. pumilum (A), H.hirta (B), govde iletim demetleri ve E. italicum (C) yaprak ana
damari iletim demeti (Olgek: 50 pum).

ku: kutikula, ep: epidermis, ko: korteks, me: mezofil tabakas, fl: floem, ks: ksilem, 6z: 6z bolgesi.
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4. Tartisma ve Sonug

Bitki anatomisi ¢aligmalarinda dogru sonuglar elde etmek
i¢in preparasyondaki tiim agamalar titizlikle ele alinmalidir.
Kesit alindiktan sonra kullanilacak olan boya, incelenecek
hiicre ya da doku kisimlarina gore se¢ilmelidir. Bu ¢alismada
genel anlamda bitki dokularini ayirt etmek icin safranin ve
fast-green boyalar1 onceki yontemlerden farkli bir sekilde

hazirlanarak uygulanmaistir.

Safranin ve fast-green Johansen (9), Sass (12) ve Algan (8)
gibi aragtirmacilar tarafindan gelistirilen yontemlerle ikili
kombinasyon seklinde kullanilmistir. Popham ve arkadaslar1.
(13) odunsu dokular1 boyamak i¢in safranin ve anilin
mavisi boyalarini tercih etmislerdir. Arastirmacilar safranin
ile fast-green kombinasyonunun ligninlesmis dokular:
belirlemede hizli sonug verdiginden daha ¢ok bu ikisini
birlikte kullanmiglardir (14). Safraninin anilin mavisi ile de
kullanilabildigini, ancak bu kombinasyonun Gymnospermler
(9, 15). Bu

caligmada daimi preparat yapiminda siklikla kullanilan

icin daha uygun oldugunu belirtmislerdir

safranin ve fast-green boyalarinin tercih edilmesinin diger
bir sebebi de hem el kesitleri hem de Alganin (8) yontemine
gore hazirlanmig kesitleri birlikte degerlendirebilmektir.

A New Staining Method for Hand-Cut in Plant Anatomy
Studies

ABSTRACT

In this study, a new double staining method that provide clearly
to identify tissues in making preparations by hand-cut of plant
samples were fixed with alcohol has been developed. This new
method can be provides practicality and certainty in terms of
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Boyalarin  hazirlanmasinda  Alganm  (8)

uygulanmistir. Boyalarin kullanim oranlarmnin 9/1 olarak

yontemi

belirlenmesinde safranin boyasinin fast-green boyasina gore
dokulara daha iyi niifuz etmesi etkili olmustur. Johansen
(9) ve Algan (8) gibi aragtirmacilarin uyguladiklar ikili
boyamalarda, her iki boya ¢ogunlukla sirali olarak yani
ayr1 zaman dilimlerinde farkli siirelerde kullanilmaktadir.
Fakat, yeni yontemde belirli oranlarda safranin ile fast-green
karigimi kullanilmaktadir.

Parafin yontemi gibi alkol serilerinin kullanildig1 ortamlarda
bitkinin kimyasal iceriginin kaybolmasi ile birlikte tity gibi
olusumlar zarar gorebilmektedir. Bu eksiklikleri gidermek
igin el kesiti yontemi ile alinip boyanan preparatlar
kullanilabilir. El kesitlerinde siklikla kullanilan sartur reaktifi
ise kesitlerde tek renk verdiginden, dokularin net olarak ayirt
edilmesi zorlagmaktadir.

Sonugolarak 6zellikle Angiosperm yapidaki bitki 6rneklerinin
dokularini gozlemlemek icin kullanilan diger yontemlere
gore bu yeni yontem, zaman ve maliyet acisindan daha
elveriglidir. Ayn1 zamanda bitki anatomisi laboratuvarlarinda
bitki dokularini net bir sekilde ayirt etmeyi saglar. Bu
¢aligmada hazirlanan boya kombinasyonunun pratik ve daha
az maliyetli olmasi tercih sebeplerindendir.

distinguishing the tissues and can be used for hand-cut. In this
method, double staining consist of safranin and fast green can
be used in both monocotyledons and dicotyledons and can be
stored at room temperature for a long time without spoiling.
Photographs of the anatomical sections is used this method was
taken and tissues was demonstrated.

Keywords: Plant anatomy, Staining, Hand-cut, Fast-green,
Safranin.

5.  McBride MC. A method of demonstrating rust hyphae and
haustoria in unsectioned leaf tissue. Am J Bot 1936; 23: 686-8.

6. Bandoni RJ. Safranin O as a rapid nuclear stain for fungi.
Mycologia 1979; 11: 873-4.

7. Trese AT, Loschke DC. High contrast resolution of mycelia of
pathogenic fungi in corn tissue after staining with calcofluor
and destaining with cellulose. Phytopatology 1990; 80: 196—
200.

8.  Algan G. Bitkisel Dokular I¢in Mikroteknik. Firat Uni Fen Ed
Fak Yay Bot No:1. Istanbul. 1981.

9.  Johansen DA. Plant microtechnique. McGraw-Hill Book Co.,
Inc., New York and London. 1940, pp.553.

10. Yeung ECT, Stasolla C, Sumner MJ, Huang BQ. Plant

Microtechniques and Protocols, Springer International



190 Bozdag ve ark.

Bitki Anatomisi Galigmalarinda El Kesitleri I¢in Yeni Boyama Yontemi Marmara Pharm J 20: 184-190, 2016
Publishing (EBook). Switzerland. 2015. with Delafield’s hematoxylin for staining cell walls in shoot
11. Baytop A. Bitkisel Droglarin Anatomik Yapisi. Istanbul Uni apexes. Stain Tech 1948; 23:185-90.
Yay 6. Baski No: 32. Istanbul. 1981. 14. Balatinecz JJ, Kennedy RW. Maturation of ray parenchyma
12. Sass J. Botanical Microtechnique. Third Edition. Iowa State cells in pine. Forest Prod ] 1967; 17: 57-64.
University Press, lowa. 1958. 15.  Jensen WA. Botanical Histochemistry: Principles and Practice.

13.  Popham RA, Johnson TJ, Chan AP. Safranin and anilin blue Freeman, San Francisco. 1962.



