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BITKI DOKULARINDA MIKOPLAZMA BENZER! ORGANIZMA (MLOYLAR ICIN
OZELLESTIRILMIS ELEKTRON MIKROSKOP TEKNIGH

Serap ACIKGOZ (1)

OZET : Mikoplazmalar (Mollicutes), cabuk deforma olmalar ve belirli bir
Jekilterinin olmayisi nedeniyle ranimianmalarinda fazla biylameli elektron mikraskoba
thiiyag vardir. En faydal ve kutlaniglt model transmission elektron mikroskop (TEM)'dur
ve périiimek istepen vaprya bagll olarak drneklerin haznrlaniy yekii degiir. Mikoplazmalar
bitkilerin floern iletim demetlerinde bulundugu icin saglikli floem dokularin incelemelk igin
uygulanan elekiron mikroskop reknigi ile mikoplazma benzeri organizma (MLO) lar
tarafindan enfekieli bitkiler icin kulicnilan TEM teknigi benzerdir. Anlatilan iylem farkh
tiirlerden alinan degigik bitki pargalarinda MLO ¢aligmalar: i¢in bagarryla kullamion
drnekierden birisidir.

GIRIS

Hitkilerde hastalik yapan MLO'lar 100- 1000 nm arasinda degiyen boyutlara sahip
olup (Van der Want, 1972), hayai devreleri siiresince jekil, boyut ve i¢ yapilan agisindan
degisim gosterirler (Sinha ve Palwal, 1969). Bu kiigiik mikroorganizmalann ultrastruktural
Szellikler ancak elektron mikroskop ile incelenebilir. Ancak hiicre duvanna sahip olmayan
MLO'Tann elektron mikroskopisi igin fiksasyon ve boyama iglemleri sirasinda dagdmalar,
karigmalan veya uzayarak bozulmalan miimkiindiir (Maramorosch ve ark. 1970). Bu gibi
etkileri en aza indirmek i¢in 6zellestirilmig transmission elektron mikroskop teknigi (TEM)
kullanitmaktadir.

Bitki Orneklerinin Segilmesi

MLO'lar genellikle bitkilerin iletim demetlerinde bulunurlar ve ¢ofu floemle
sinarlanrugtr (Hull, 1972). Floem igeren herhangi bir bitki parcasimin (gévde, yaprak, kok)
MLO ihiiva etmesi olasidir. Bazi bitkilerde MI.O'lar bagtanbaga tim bitkide nisbeten esit

(1) Atatiirk Gniversitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii, Erzurum.
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olarak yayilmig olmasina ragmen bazilarinda belirli noktalarda lokalize olmuglardar.
MLO'lan inceleyebilmek igin dncelikle uygun dokularin segilmesi gerekir. Omegin sldiicii
sarilik hastalifi ile enfekteli palmiyelerde MLO'lann sadece olgunlagmamug yaprak sapi
temelinde yogun olarak bulundugu bildirilmistir (Thomas, 1979). $ayet érnek alinacak
doku sumrh defilse odunsu dokulardan daha kolay fikse edilebilen ve daha iyi gomiilebilen
geng 6zsulu dokular tercih edilmelidir,

Belirli bir tiirde MLO'larin bulundugu doku dzha 6nce saptanmanuyg ise, bu tiiriin
bitkilerinin farkli kisimlanndan drnekler ahmarak incelenmelidir. Hergeyden tnce zaman ve
emek tasarrufu saglamak igin cad: siipiirgesi ve sanlik gibi belirtilerin sadece MLOlar
tarafindan olugturulmad:§1 dikkate alinarak, difer fungus, kene ve herbisit zaran
anormallikleni gibi muhteme! nedenler elemine edilmelidir.

Tariadan Omeklerin Toplanmass, Tagimmas: ve Fiksasyonu

HMayvan dokulan ile karsilagtinildipinda bitki dokularinda ultrastruktural
degigmelerin gok hizhi oldufu goriilir. Bunun baghica nedeni su kaybidir. Bu nedenle
yaprak, govde ve koéklerin pargalan bitkiden kopanldiktan sonra hemen fikse edilmelidir.
Ciinkii bitkinin intraselliiler bogluklan hava ile dolabilir. Bu icteki havayr ve basinci
azaltroak i¢in doku kisa bir siire fiksatf solusyonu iginde yiizdiirilir (Glauert, 1975).

Tarladan &mek toplandikian hemen sonra iglemlerin yapilacaf laboratuara getirilip
fikse edilecekse, bu arada olusabilecek ulmastrukture] degigmeleri en aza indirmek igin
bitkiden biiyiik bir k1sim kesilmeli ve miimkiin oldugu kadar sogukta saklanmalidir.

Tarladan Srnekler toplamir toplanmaz fiksasyon yapilip daha sonra islemlerin
yapilacag: farkl bir laboratuara gotiiriilebilir. Bunun igin émekler Smm x S mm x 1 ¢cm
boyutlarinda kesilir ve ilk fiksasyon igin aldehit buffera anlir, Fiksasyon +40C de 12-18
saat, oda sicakliginda (200C) 3-4 saat siirer. Omekler postalanacaksa veya uzakta bir
laboratuara gtiiriilecekse +40C de 0.1 M buffer iginde tutulmalidir. Ornekler laboratuara
ulastify zaman taze aldehit fiksatifinde tiim gece refikse edilir,

1 mm3 doku blogu i¢in 1-3 ml fiksasyon solusyonu yeterlidir. ilk fiksasyon
solusyonu genellikle 0.02-0.1 M bufterda (pH:7) % 2-6 gluteraldehit ihtiva etmelidir.
Fiksasyonlara oda sicaklifinda baglanir ve 1-3 saat siirer. Odunsu dokular igin bu siire 24
saatien fazla olmahdir. Fikse edildikten sonra bloklar +40C'ye ahinir. {lk fiksasyondan
sonra bloklar her obje bagina 2-3 ml buffer solusyonunda 4 kez yikanir (Robbinson ve ark.
1687).

113




Baz Grneklerle yapilan ¢aligmalarda fiksatiflerde ve uygulama yontemlerinde baz
farklihklar vardir. Robinson ve ark., (1987) sitoplazmik detaylan koruyabilmek igin aldehit
fiksatiflerinde degisiklik yapmuglar ve ilk fiksasyonda potas veya cacodylate bufferde % 2-6
gluteraldehit tavsiye etmiglerdir. Norris ve McCoy (1983) MLO'lan incelerken maksimum
penetrasyon igin collidine buffer 6nermislerdir. Ayrica cacodylate buffer kullanildigi
taktirde fiksatife 1-3 M CaCl2 ilave edilmesi ve osmotik basiuici ayarlamak igin ise tz veya
sakkaroz ilave edilmesi gerektiBini bildirmiglerdir.

Son fiksasyonda osmium tetroksit kullanilir ve i1k fiksasyonda kullanilan buffer ile
devam edilir, Aldehit ve osmium tetroksit fiksasyonlarinin her ikisininde siireleri oda
sicaklif1 ve sogukta yapilmasina gore degisir. Ornegin oda sicaklifinda gluteraldehit ile
1,5-4 saat, osmium tetroksit ile 1-2 saat fiksasyon yapilu. Her aragtirmacs fiksasyon siiresi
ve sicaklifam kendi yontemine gore farkli dnermektedir.

Iglemier

1. MLO enfekteli bitki metaryali temin edilir. Bu bitkiden biiyiik bir parga veya
bitki kiigiik ise tamamu alunr.

2. Kiigiik cam bir kapta biraz parafin eritilir ve cam kabin dibinde ince bir tabaka
oluymasi i¢in sogutulur. Bu parafin yiizey bitki dokusunu kesmeyi kolaylagtiracak ve
bigagin keskinligini devam ettirecektir.

3. Doku 1 cm3'lik kisimlar halinde kesilir ve hemen cam kap igindeki aldehit
fiksatifine daldinisr.

4. Kesmek igin keskin bigak kullanilir ve herbir kesitin dig yiizeyinin tahminen 1
mm'si kesip atilir. Omekler miiteakip difer tiim kesitler tamamiamncaya kadar tamarniyle
fiksatife daldirtlip bekletilir. Tiim Srmeklerin son boyutlan asag: yukan 1x1x0.5 mm
olmalidir. Ornekler gomiildiikkten sonra doku istikametleri fark edilebilsin diye floem
yoniine dik olan kisim uzun hazriamr.

5.0mnekleri 1-2 ml aldehit fiksatifi igeren cam test tiiplerine aktarirken odundan
yapilmag gubuk kullanthr. Son fiksatifin hacmi dmeklerin hacminden en az bes kez fazla
olmalidwr. Biitlin birbirini izleyen solusyon depismeleri ayni tiip iginde, pipet ile eski
solusyon alinip, yenisi ilave edilerek yapilir. Tiiplerin iizeri, solusyon degigimi yapildig:
zaman hari¢ mantar ile kapal tutulur.

6. Aldehit fiksatifi igindeki Smekler buzdolabinda dondurulmadan, biitiin gece (20
saatten fazla) brrakalir.
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7. Sayet drnekler fiksatife batmanuglarsa, tiiplerden tiip mantarlan ¢ikanlarak hafif
bir vakum uygulanmalidir, Yiiksek basinc (vakum) uygulanmamalidir,
8. 11k aldehit fiksasyonundan sonra agafdaki program takip edilmelidir (Norris ve

McCoy, 1983).

Solusyon Zaman Sicaklik
0.1 M s-collidine buffer Herbini 15'er dk. +40C (Buzdolabt
ile 4 kez yikanr sicak.)
Bufferda % 2'lik osutium 5-6 saat +40C
tetroksit ile boyanir

.1 m buffer ile yikanir 30 dakika +40C

Saf su ile 2 kez yrikamr Herbin 30'ar dk. +4oC

% 0.5'lik Urany asetat Tiimgece +40C

ile boyanur

Saf suile 4 kez yrikanr Herbiri 15%r dk. +40C

% 25, 50,75,95,100 etha- Herbiri 10%ar dk. +4oC
nolde dehidre edilir.

% 100 acetonda dehidre 15 dakika 200C (Oda
edilir sicaklig)
% 100 acetonda dehidre 30 dakika 200C

Infiltrasyon iglemi: Anlabilir plastik kapta Spurr' resin hazirlanir. Diger bir kapta

resin-aceten kangimy hazirlanur ve cam tiiplere omekler ilave edilmeden dnce kanguriir.,

% 25 resin/% 75 aseton kangimm 2-3 saat 200C
% 50 resin/% 50 aseton kangimu 2-3 saat 200C

% 75 resin/% 25 aseton kangimu Biitiin gece 200C

% 100 resin (2-4 ken) aseton kangixu Herbid 12 saat 200C
Kuru gomme firinda % 100 resine drmekle taginir. 70 oC'de 18-24 saat polimerize
edilir. Gerekliyse bir basing finnt kullanilir (10-15 Lb/in2). Bloklar 3 giinden fazla fininda

birakalir,
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Kesiflerin Almynas:

1. Ulramikratom igin 6mekler uygun tutucular tizerine konur. Daha fazla floem
hiicresini inceleyebilmek igin dokular enine kesilmelidir.

2. Omnekler 1 ile 4 gm kalinliginda ultramikratomda kesilir ve kesitler cam
mikroskop larminda, faz kontrastta direk olarak veya iletim demetlerini ayirt edebilmek igin
% 1'lik toluidine mavi ile boyadiktan sonra incelenir.

3. Maksimum floem elde edecek sekilde ornekler ayarlanir ve kesilir.

4. Incelenecek Smekte MLO'lann var olup olmadif: aragtirilacaksa materyalden
0.5 x1 mm kesit alinir. MLO'larin membran yapis1 incelenecekse ultrathin kesitler
gereklidir,

5. 100 mesh'lik formvar kapl gridlerde Smekler toplanr.

6. % 0.5'lik urany asetat ile 15 dakika ve kurgun sitrat ile 5 dakike boyamr. Her
boyarnadan sonra yikanir.

7. Kesitler elektron mikroskopta incelenir.

Tartisma

Ornek alinan kasimlarda floem hiicreler toplam alanin sadece gok kiigiik bir kismin
olugturur. Ozellikle MLO'larin populasyonu diisiik ise alinacak kesitlerde floem
demetlerinin gok sayida olmasi i¢in uygun blok yiizleri incelenmelidir. 1000 mesh'lik
gridler her iletim demetinin goriilme gansini artirir. Formvar bu gridlerde kesitleri
desteklemek igin gereklidir;

MLO'lar tipik boyutlar, ipliksi, elips, kiiresel gibi diizensiz yapilan ve hiicre
duvarlarinin yoklugu gibi dzellikleriyle, disiik biiyiitmede kolayca iletim demetleri
bosluklarindan aynlabilir (Borges, 1972). Memran, ribozom ve DNA sarmallarin
incelemek igin ise daha yiiksek bilyiitmeler kullanilmahdir. fletim demetleri igerisinde
MLO'anin ipliksi yapilaninin 3 boyutlu formlarin: ayirt etmek igin ince seri kesitlerin
almmast gerekmektedir (Waters ve Hunt, 1980).

MLO'lar genellikle yeni olgunlagmaya baglamis ve olgunlagmamug floemde
bulunur. Bu floemler goriinii§ olarak MILO'lara benzeyen dejenere olmug mitakondria ve
bosluklar ihtiva eder. Boyle iletim demetleri parankimatik hiicre olarak yanlhs
yorumlanabilir. Geng iletim demetlerinde veya parankimadaki boglukiar da ribozom veya
ipliksi materyal ihtiva edebilir. Fakat onlar boyutlant, DNA sarmallannmin olmayig1 ve
ribozomlarin lokalize olugu ile ML.O'lardan ayrilabilir. Konukgu bitki orijinli ribozomiar
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MIL.O ribozomlarindan daha genig ve piiriiztii, endoplazmik retikulum etrafindaki
bogluklann ig yiizeyinde swralanrmgur. MLO'lar ii¢ membranli yapilan ile dejenere
mitokondrilerden ve kesclerden ayrt edilebilirler,
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