
Atatürk 0. Zir.FatDer, 21(1), 112-117,1990. 

BİTKİ DOKULARINDA MİKOPLAZMA BENZERİ ORGANİZMA (MLO)'LAR İÇİN 
ÖZELLEŞTİRİLMİŞ ELEKTRON MİKROSKOP TEKNİĞİ 

Serap AÇIKGÖZ (1) 

ÖZET : Mikoplazmalar  (Mollicutes),  çabuk  dtj  >rma  olmaları  ve  h< lirli  bir 

şekillerinin  olmayışı  nedeniyle  tartimltuunalarmda  fazla  büyütmeli  elektron  mikroskoba 

ihtiyaç  vardjr  En  faydalı  ve  kıılla/uşlı  model  irarısmissio/ı  elektron  mikroskop  (TFM)'dur 

ve  görülmek  islenen  yapıya  bağlı  olarak  örneklerin  hazırlanış  şekli  değişir.  Mikoplaımalur 

bitkilerin  floem  iletim  iemetlerinde  bulunduğu  için  sağlık.'ı  floem  dokularını  incelemek  için 

uygulanan  tkktron  mikroskop  tekniği  ile  mikoplaztm  benzeri  organizma  (MLO)'lar 

tarafından  , nfekıeli  bitkile•  için  kullanılan  TEM  tekniği  benzerdir.  Anlatılan  işlem  farklı 

türlerden  alman  değişik  bitki  parçalarında  MLO  çalışm.aları  için  başarıyla  kullanılan 

örneklerden  birisidir, 

GİRİŞ 
Bilicilerde hastalık yapar M LO'lar 100-1000 rım arasında değişen boyutlara sahin 

olup (Van tkr Wanî, 1972), hayat devreleri süresince şek;;, boy at ve iç yapıları açısından 
değişim gösterirler (Sinh-- ve PaJwal, 1969). Bu küçük mikroorganizmaların ..ıîtrastruktural 
özellikler! k • lektron mikrr,5kop iJe :ncelenebilir. Ancak hücre duvarına sahip o'i'tıayan 
MLO'ia11: ı Ickiran mi kjostopisi için fîksasyon  ve boyama işletrileri sırasında dağılınaları, 
kirizmalan vcj.ı uzayarak bozulmaları mümkündür (Maramorosch ve ark. 1970). Bu gibi 
etkileri er, iza  indirmek için özelleştirilmiş transmission elektron mikroskop tekniği (TEM) 
kullanılmaktadır. 

Pilki Örneklerinin Seçilmesi 
ıVTLO'lar genellikle bitkilerin iletim demetlerinde bulunurlar ve çoğu floemle 

sınırlanmıştır (Hull, 1972). Floem içeren herhangi bir bitki parçasının (gövde, yaprak, kök) 
MLO ihtiva etmesi olasıdır. Bazı bitkilerde MLO'lar baştanbaşa tüm bitkide nisbeten eşit 

(1) Atatürk Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bitki Koruma Bölümü, Erzurum. 
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olarak yayılmış olmasına rağmen bazılarında belirli noktalarda lokalize olmuşlardır. 
MLO'lan inceleyebilmek için öncelikle uygun dokuların seçilmesi gerekir. Örneğin öldücü 
sarılık hastalığı ile enfekteli  palmiyelerde MLO'Iann sadece olgunlaşmamış yaprak sapı 
temelinde yoğun olarak bulunduğu bildirilmiştir (Thomas, 1979). Şayet örnek alınacak 
doku sınırlı değilse odunsu dokulardan dalıa kolay fıkse  edilebilen ve daha iyi gömülebilen 
genç özsulu dokular tercih edilmelidir. 

Belirli bir türde MLO'Iann bulunduğu doku daha önce saptanmamış ise, bu türün 
bitkilerinin farklı  kısımlarından örnekler alınarak incelenmelidir. Herşeyden önce zaman ve 
emek tasarrufu  sağlamak için cadı süpürgesi ve sarılık gibi belirtilerin sadece MLOlar 
tarafından  oluşturulmadığı dikkate alınarak, diğer fungus,  kene ve herbisit zararı 
anormallikleri gibi muhtemel nedenler elemine edilmelidir. 

Tarladan Örneklerin Toplanması. Taşıt iması ve Fiksasyonu 
Hayvan dokuları ile karşılaştırıldığında bitki dokularında ultrastruktural 

değişmelerin çok hızlı olduğu görülür. Bunun başlıca nedeni su kaybıdır. Bu nedenle 
yaprak, gövde ve köklerin parçalan bitkiden kopanldıktan sonra hemen fıkse  edilmelidir. 
Çünkü bitkinin intrasellüler boşlukları hava ile dolabilir. Bu içteki havayı ve basıncı 
azaltmak için doku kısa bir süre fîksatif  solüsyonu içinde yüzdürülür (Glauert, 1975). 

Tarladan örnek toplandıktan hemen sonra işlemlerin yapılacağı laboratuara getirilip 
fıkse  edilecekse, bu arada oluşabilecek ultıastrukturel değişmeleri en aza indirmek için 
bitkiden büyük bir kısım kesilmeli ve mümkün olduğu k,ı,dar soğukta saklanmalıdır. 

Tarladan örnekler toplanır toplanmaz fıksasyon  yapılıp daha sonra işlemlerin 
yapılacağı farklı  bir laboratuara götürülebilir. Bunun için örnekler 5 mm x 5 mm x 1 cm 
boyutlarında kesilir ve ilk fıksasyon  için aldehit buffera  atılır. Fiksasyon +4oC de 12-18 
saat, oda sıcaklığında (20oC) 3-4 saat sürer. Örnekler postalanacaksa veya uzakta bir 
laboratuara götürülecekse +4oC de 0.1 M buffer  içinde tutulmalıdır. Örnekler laboratuara 
ulaştığı zaman taze aldehit fiksatifinde  tüm gece refıkse  edilir. 

1 mm3 doku bloğu için 1-3 ml fiksasyon  solusyonu yeterlidir. İlk fiksasyon 
solusyonu genellikle 0.02-0.1 M bufferda  (pH:7) % 2-6 gluteraldehit ihtiva etmelidir. 
Fiksasyonlara oda sıcaklığında başlanır ve 1-3 saat sürer. Odunsu dokular için bu süre 24 
saatten fazla  olmalıdır. Fikse edildikten sonra bloklar +4oC'ye alınır. îlk fıksasyondan 
sonra bloklar her obje başına 2-3 ml buffer  solüsyonunda 4 kez yıkanır (Robbinson ve ark 
1987). 
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Bazı örneklerle yapılan çalışmalarda fiksatifleıde  ve uygulama yöntemlerinde baza 
farklılıklar  vardır. Robinson ve ark:., (198?) sitoplazmik detayları koruyabilmek için aldehit 
fiksaüflerinde  değişiklik yapmışlar ve ilk fiksasyonda  potas veya cacodylate buffende  % 2-6 
gluteraldehit tavsiye etmişlerdir. Norris ve McCoy (1983) MLO'lan incelerken maksimum 
penetrasyon için collidine buffer  önermişlerdir. Ayrıca cacodylate buffer  kullanıldığı 
taktirde fiksatife  1-3 M CaC12 ilave edilmesi ve osmotik basıncı ayarlamak için ise taz veya 

sakkaıoz ilave edilmesi gerektiğini büdirmişlerdir. 
Son fiksasyonda  osmıum tetroksit kullanılır ve ilk fiksasyonda  kullanılan buffer  ile 

devam edilir. Aldehit ve osmium tetroksit fıksasyonlannm  her ikisininde süreleri oda 
sıcaklığı ve soğukta yapılmasına göre değişir, örneğin oda sıcaklığında gluteraldehit ile 
1,5-4 saat, osmium tetroksit ile 1-2 saat fiksasyon  yapılır. Her araştırmacı fıksasyon  süresi 
ve sıcaklığım kendi yöntemine göre farklı  önermektedir. 

İşlemler 
1. MLO enfekteli  bitki metaryali temin edilir. Bu bitkiden büyük bir parça veya 

bitki küçük ise tamamı alınır. 
2. Küçük, cam bir kapta biraz parafin  eritilir ve cam kabın dibinde ince bir tabaka 

oluşması için soğutulur. Bu parafın  yüzey bitki dokusunu kesmeyi kolaylaştıracak ve 
bıçağın keskinliğini devam ettirecektir. 

3. Doku 1 cmSlük kısımlar halinde kesilir ve hemen cam kap içindeki aldehit 
fiksatifine  daldırılır. 

4. Kesmek için keskin bıçak kullanılır ve herbir kesitin dış yüzeyinin tahminen 1 
mm'si kesip atılır. Örnekler müteakip diğer tüm kesitler tamamlanıncaya kadar tamamiyle 
fıksatife  daldırılıp bekletilir. Tüm örneklerin son boyutları aşağı yukan 1x1x0.5 mm 
olmalıdır. Örnekler gömüldükten sonra doku istikametleri fark  edilebilsin diye floem 
yönüne dik olan kısım uzun hazırlanır. 

5.ömekleri 1-2 ml aldehit fıksatifi  içeren cam test tüplerine aktarırken odundan 
yapılmış çubuk kullanılır. Son fîksatifin  hacmi örneklerin hacminden en az beş kez fazla 
olmalıdır. Bütün birbirini izleyen solüsyon değişmeleri aynı tüp içinde, pipet ile eski 
solüsyon alınıp, yenisi ilave edilerek yapılır. Tüplerin üzeri, solüsyon değişimi yapıldığı 
zaman hariç mantar ile kapalı tutulur. 

6. Aldehit fiksatifi  içindeki örnekler buzdolabında dondurulmadan, bütün gece (20 
saatten fazla)  bırakılır. 
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7. Şayet örnekler fiksaüfe  batmamışlarsa, tüplerden tüp mantarları çıkarılarak hafif 
bir vakum uygulanmalıdır. Yüksek basınç (vakum) uygulanmamalıdır. 

8. İlk aldehit fîksasyonundan  sonra aşağıdaki proğram takip edilmelidir (Norris ve 
McCoy, 1983). 

Solüsyon Zaman Sıcaklık 

0.1 M s-collidine buffer 
ile 4 kez yıkanır 
Bufferda  % 2'lik osmium 
tetroksit ile boyanır 
0.1 m buffer  ile yıkanır 
Saf  su ile 2 kez yıkanır 
% 0.5'lik Urany asetat 
ile boyanır 
Saf  su ile 4 kez yıkamr 
% 25, 50,75,95,100 etha-
nolde dehidre edilir. 
% 100 acetonda dehidre 
edilir 
% 100 acetonda dehidre 
edilir. 

Herbiri 15'erdk. 

5-6 saat 

30 dakika 
Herbiri 30'ar dk, 
Tümgece 

Herbiri 15'er dk. 
Herbiri 10'ar dk. 

15 dakika 

30 dakika 

+4oC (Buzdolabı 
sıcak.) 
+4oC 

+4oC 
+4oC 
+4oC 

+4oC 
+4oC 

20oC (Oda 
sıcaklığı) 
20oC 

înfiltrasyon  işlemi: Atılabilir plastik kapta Spurr' resin hazırlanır. Diğer bir kapta 
resin-aceten kanşımı hazırlanır ve cam tüplere örnekler ilave edilmeden önce karıştırılır. 

% 25 resin/% 75 aseton karışımı 2-3 saat 20oC 
% 50 resin/% 50 aseton karışımı 2-3 saat 20oC 
% 75 resin/% 25 aseton kanşımı Bütün gece 20oC 
% 100 resin (2-4 ken) aseton kanşımı Herbiri 12 saat 20oC 
Kuru gömme fırında  % 100 resine örnekle taşınır. 70oC'de 18-24 saat polimerize 

edilir. Gerekliyse bir basınç fınnı  kullanılır (10-15 Lb/in2). Bloklar 3 günden fazla  fınnda 
bırakılır. 
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Kesitlerin Al aynası 
1. Ultramikratom için örnekler uygun tutucular üzerine konur. Daha fazla  floem 

hücresini inceleyebilmek için dokular enine kesilmelidir. 
2. Örnekler 1 ile 4 gm kalınlığında ultramikratomda kesilir ve kesitler cam 

mikroskop lamında, faz  kontrastta direk olarak veya iletim demetlerini ayırt edebilmek İçin 
% 1 'lik toluidine mavi ile boyadıktan sonra incelenir. 

3. Maksimum floem  elde edecek şekilde Örnekler ayarlanır ve kesilir. 
4. İncelenecek örnekte MLO'Iann var olup olmadığı araştınlacaksa materyalden 

0.5 xl mm kesit alınır. MLO'Iann membran yapısı incelenecekse ultrathm kesitler 
gereklidir. 

5. 100 mesh'lik formvar  kaplı gridlerde örnekler toplanır. 
6. % 0.5'lik urany asetat ile 15 dakika ve kurşun sitrat île 5 dakike boyanır. Her 

boyamadan sonra yıkanır. 
7. Kesitler elektron mikroskopta incelenir. 

Tartışma 
örnek alınan kısımlarda floem  hücreler toplam alanın sadece çok küçük bir kısmım 

oluşturur. Özellikle MLO'Iann populasyonu düşük ise alınacak kesitlerde floem 
demetlerinin çok sayıda olması için uygun blok yüzleri incelenmelidir. 1000 mesh'lik 
gridler her iletim demetinin görülme şansını artınr. Formvar bu gridlerde kesitleri 
desteklemek için gereklidir, 

MLO'lar tipik boyudan, ipliksi, elips, küresel gibi düzensiz yapılan ve hücre 
duvarlannm yokluğu gibi Özellikleriyle, düşük büyütmede kolayca İletim demetleri 
boşluklarından ayrılabilir (Borges, 1972). Memran, ribozom ve DNA sarmallamu 
incelemek için ise daha yüksek büyütmeler kullanılmalıdır. İletim demetleri İçerisinde 
MLO'Iann ipliksi yapılannm 3 boyutlu formlannı  ayırt etmek için ince seri kesitlerin 
alınması gerekmektedir (Waters ve Hunt, 1980). 

MLO'lar genellikle yeni olgunlaşmaya başlamış ve olgunlaşmamış floemde 
bulunur. Bu floemler  görünüş olarak MLO'lara benzeyen dejenere olmuş mitakondria ve 
boşluklar ihtiva eder. Böyle iletim demetleri parankimatik hücre olarak yanlış 
yorumlanabilir. Genç iletim demetlerinde veya parankimadaki boşluklar da ribozom veya 
ipliksi materyal ihtiva edebilir. Fakat onlar boyudan, DNA sarmallannuı olmayışı ve 
ribozomlann lokalize oluşu ile MLO'lardan ayrılabilir. Konukçu bitki orijinli ribozomlar 
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MLO tibozomlarından daha geniş ve pürüzlü, endoplazmik retikulum etrafındaki 
boşlukların iç yüzeyinde sıralanmıştır. MLOlar üç membranlı yapılan ile dejenere 
mitokondrilerden ve keselerden ayırt edilebilirler, 
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