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BADANIA CYTOLOGICZNE KIELKOW ZIEMNIAKA PORAZONYCH
WIRUSEM LISCIOZWOJU
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Problem choréb wirusowych ziemniaka, a zwlaszcza liSciozwoju, na-
lezy do istotnych ze wzgledéw zaréwno poznawczych, jak i gospodar-
czych. Choroba zwana lisciozwojem spowodowana jest przez wirus, ktory
nalezy do matych ikosaheralnych wiruséw roslinnych o S$rednicy 23-
-25 nm. Obecno$¢ wirusa liSciozwoju ziemniaka wywoluje znaczne obni-
zenie plonu. Ponadto dla pewnych odmian ziemniaka zostala stwierdzona
reakcja nietolerancji w stosunku do wirusa liSciozwoju, ktéra polega na
zroznicowanej reakcji kielkowania oczek bulw [1]. Dotychczas brak jest
cytologicznych dowodéw obecnosci czgstek wiruséw w komorkach me-
rystematycznych stozkéw wazrogtu pedu czy korzenia. Nie stwierdzono
rowniez czastek wirus6w w komorce jajowej, chociaz sg prace potwier-
dzajace obecnos$¢ wirusow roslinnych w mikrosporach [2], czy w soku
z komoérek merystematycznych stozkéw wzrosu pedu [8]. Celem podje-
tych badan bylo stwierdzenie, czy czgstki wirusa PLRV sg obecne w ko-
moérkach merysteméw oczek bulw réznych odmian ziemniaka, czy zacho-
dzag w tych komorkach zmiany cytopatologiczne oraz czy zmiany zacho-
dzace w komérkach floemu kietkéw $wietlnych sg analogiczne do opisa-
nych dla pedéw nadziemnych ziemniaka [5].

MATERIAL I METODY

Do badan pobierano material z oczek bulw ziemniakéw odmian Apta,
Bolko i Uran, ro$lin zdrowych i porazonych wirusem PLRV. Do badan
w mikroskopie elektronowym pobierano fragmenty tkanek ze stozkéw
wzrostu oraz wigzek przewodzgcych oczek bulw w stanie spoczynku oraz
kietkow $wietlnych réznej wielkosci. Tkanki utrwalano w utrwalaczu
Karnovsky’ego [7], ktéry sklada sie z mieszaniny 3% glutaraldehydu
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i 4% paraformaldehydu na buforze kakodylanowym o pH 7,2 przez 2 go-
dziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie material dodatkowo utrwa-
lano 1°/0 OsO, przez 2 godziny w temperaturze 4°C, odwadniano w rosna-
cych stezeniach alkoholu, acetonu i tlenku propylenu i zatapiano w Epo-
nie 812. Otrzymany material krajano na ultramikrotomie LKB. Ultra-
cienkie skrawki dodatkowo barwiono cytrynianem olowiu i octanem ura-
nylu. Obserwacje i dokumentacje wykonano w mikroskopie elektronowym
JEM 100 C.

WYNIKI

Prowadzone byly obserwacje komoérek merystematycznych pobranych
z wycinkow stozkéw wzrostu kietkow $wietlnych bulw roslin zdrowych
i porazonych wirusem PLRV oraz komorek réznicujgcych si¢ i zrdéznico-
wanych tkanek przewodzgcych. W komoérkach merystematycznych po-
chodzacych z kielkéw $wietlnych bulw roslin porazonych wirusem PLRV
nie znaleziono czastek wirusa ani nie zaobserwowano zmian struktural-
nych, ktére roznityby te komorki od komérek tkanki tworczej ziemnia-
kow zdrowych (ryc. 1).

Czastki PLRV o érednicy okolo 25 nm zostaly zidentyfikowane we
floemie kielkéw $wietlnych z bulw porazonych lisciozwojem. Czastki te
maja ksztalt kulisty i moga tworzy¢ bardzo regularne uktady zwane kry-
stalicznymi (ryc. 4-6).

Krystaliczne uklady czgstek PLRV obserwowano w komorkach towa-
rzyszacych. Sg one zlokalizowane na terenie wyodrebnionym w cytoplaz-
mie przez blone biatkowo-lipidowa. Obserwowano rowniez inkluzje
PLRV zlozone z roéwmnoleglych szeregow kulistych czgstek otoczone
dodatkowymi blonami (ryc. 4). Obok ukladow krystalicznych wystepuja
pojedyncze czastki, struktury pecherzykowate z wléknistg zawartoscig
oraz ciala wielopecherzykowate (ryc. 3). W rurkach sitowych i komoérkach
towarzyszacych ro§lin porazonych PLRV obserwowano struktury cyto-
patologiczne: osmofilny material ztozony z fibryli 3-4 nm w cytoplazmie,
plazmodesmach i porach plytek sitowych (ryc. 11) struktury tubularne
podobne do mikrotubul o srednicy 20 nm (ryc. 9), ciala pecherzykowate
i wielopecherzykowate z zawartoscig materialu wioknistego oraz zwiek-
szone ilosci kalozy na plytkach sitowych (ryc. 11).

W niefunkcjonujgcych, znekrotyzowanych elementach sitowych
obserwowane byly czastki PLRV tworzace nieregularne uklady (ryc. 7).
W komérkach miekiszu lykowego nie obserwowano czastek PLRV. W ko-
mérkach tych oraz w komoérkach towarzyszacych wystepowaly agregacje
bardzo diugich pateczkowatych struktur o $rednicy okoto 15 nm (ryc. 11,
12). W komoérkach tych obserwowane byty rowniez uktady réwnolegle






Ryc. 1. Fragment komoérki merystematycznej z kietka Swietlnego porazonego PLRV.
Widoczne duze jgdro komoérkowe, cienka $§ciana komérkowa, cytoplazma z licznymi
rybosomami oraz mitochondria (10 000 X)

Ryc. 2. Przekréj poprzeczny przez 3 rurki sitowe i otaczajgce komérki towarzyszace.
W komoérce towarzyszacej widoczny réwnolegly uktad retikulum endoplazmatycznego
(10 000 X)

Ryc. 3. Wyodrebnione miejsca zawierajgce pojedyncze czastki PLRYV, struktury wiék-
niste i pecherzykowate oraz zwinigete uklady blon. Przekr6j przez komérke towa-
rzyszaca (50 000 X)

Ryc. 4. Uklad krystaliczny czastek PLRV odizolowany szeregiem blon od cytoplaz-
my podstawowej. Komoérka towarzyszgca (30 000 X)

Ryc. 5. Czastki PLRV w ukladzie krystalicznym tworzgce réwnolegle szeregi. Czastki
majg Srednice 23 nm (150 000 X)
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Ryc. 6. Uklady krystaliczne czgstek PLRV otoczone blong bialkowo-lipidowg. Wi-
doczne réwniez pojedyncze czgstki wirusa oraz szereg zwinietych blon biatkowo-
-lipidowych. Komérka towarzyszgca (30 000 X)









Ryc. 7. Czgstki PLRV w ukladzie nieregularnym w elemencie sitowym, ktéry ulegi
nekrozie. W poblizu grup czgstek PLRV widoczne fragmenty blon (66 000 X)

Ryc. 8. Fragment jadra komoérkowego z jaderkiem. W czeSci peryferycznej jaderka
rozluznienie struktury: widoczne pecherzyki o $rednicy okolo 50 nm (40 000 X)

Ryc. 9. Fragment komoérki miekiszowej, w ktérej widoczny jest przekrdj przez
uklad szorstkiego reticulum endoplazmatycznego oraz zgrupowanie mikrotubul o
Srednicy okolo 20 nm. Wewnatrz kanaléw ER widoczne mikrotubule (40000 X)

Ryc. 10. Fragment komoérki miekiszowej. Widoczne ER oraz struktury paleczkowate

réznej dlugosci o Srednicy okoto 15 nm. Cze§¢ z nich to krétkie formy rozrzucone

w cytoplazmie w bliskim sgsiedztwie rybosomé6w, inne tworzg inkluzje rownolegtych,
dlugich form (40 000 X)



Ryc. 11. Przekr6j podluzny przez plyte sitowg pokrytg duzg ilo$cig kalozy. Na po-
wierzchni plytki oraz w jej porze widoczna osmofilna substancja zlozona z drobnych
(3-4 nm) fibrylli (60 000 X)

Ryc. 12. Fragment komorki miekiszowej. Widoczne inkluzje zlozone z dilugich paltecz-
kowatych struktur o $rednicy okolo 15 nm (20 000 X)
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i koncentryczne endoplazmatycznego retikulum (ryc. 2). System endo-
plazmatycznego retikulum jest bardzo rozbudowany. W jego cysternach
jest czesto widoczny osmofilny material (ryc. 9).

W cytoplazmie wystepujg krotkie, paleczkowate struktury rozrzucone
nieregularnie oraz kilkakrotnie lub kilkanascie razy dtuzsze od nich
utozone réwnolegle wzgledem siebie struktury o tej samej srednicy, tzn.
15 nm (ryc. 10). Struktury te nie majg bezposredniego kontaktu z bio-
nami endoplazmatycznego retikulum. W powiazaniu z granularnym ER
obserwowano mikrotubule o $rednicy 20 nm (ryc. 9). Tablica ta przedsta-
wia przekroj przez ukiad ER i mikrotubul. We wnetrzu kanalikow endo-
plazmatycznego retikulum obecne sg mikrotubule.

W badanym materiale nie stwierdzono czastek PLRV w jadrze, nato-
miast obserwowano zmiany struktury jaderka. W jego czesSci peryferycz-
nej czesto tworzyly sie uwypuklenia w rozluznionej, granularnej struk-
turze (ryc. 8). W tej rozbudowanej strefie jaderka byly pecherzyki
o $rednicy 50 nm.

DYSKUSJA

Problem obecnosci czgstek wirusow w komoérkach merystematycznych
jest szeroko dyskutowany w literaturze [6]. Brak jest cytologicznych do-
wodéw obecnoséci wiruséw w stozkach wzrostu pedu. W badanym ma-
teriale kielkéw $wietlnych odmian ziemniaka réznie reagujacych ma
obecnosé PLRV réwniez nie zostala potwierdzona obecno$¢ czastek wirusa
w komorkach merystematycznych. We floemie kietkow Swietlnych roslin
porazonych PLRV zidentyfikowa¢ mozna czastki wirusa oraz analogiczne
struktury cytopatologiczne, jakie opisano dla floemu odygi i lisci [9].
Niemniej jednak zmiany wywolane przez PLRV w krotkim czasie po ino-
kulacji w komorkach towarzyszgcych i w miekiszu itykowym dotyczg
struktury jadra komoérkowego, w ktéorym obserwowano czgstki PLRV
oraz zmiany w organizacji chromatyny [5]. W badanym materiale struk-
tura jaderka wskazywala na wzmozong aktywnos$¢ zwigzang z wytwarza-
niem pecherzykowatych struktur, ktére by¢ moze zawieraja kwasy nukle-
inowe wirusa i polimeraze. W jadrze nie obserwowano czgstek PLRV.

Uklady krystaliczne wirusa zlokalizowane sg w ograniczonym przez
blone biatkowo-lipidowa miejscu. Murayama i Kojima [10] przedstawiaja
analogiczne uklady PLRV i interpretuja je jako uklady czastek wystepu-
jace w soku komoérkowym. Mozna jednak przypuszcza¢ na podstawie
przeprowadzonych obserwacji, ze poczatkowo w cytoplazmie tworza sie
niewielkie obszary oddzielajgce sie ukladem blon, ktére sa miejscem gro-
madzenia sie komponentéw wirusa, laczenia biatek i kwasow nukleino-
wych w wiriony, a wreszcie tworzenia charakterystycznych inkluzji
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PLRV. Komoérki towarzyszgce i migkisz tykowy kielkow Swietlnych majg
silnie rozbudowany system ER, ktory czesto tworzy specyficzne uklady.
Podobng organizacje bton ER opisuja w literaturze autorzy prowadzacy
badania nad organami spoczynkowymi [13] oraz nad tkankami, w ktérych
za pomocy inhibitor6w oddychania wywolywano deficyt tlenowy [12].
W komoérkach towarzyszacych i komoérkach miekiszu floemowego roslin
porazonych PLRV obserwuje sie wyraznie zwiekszona liczbe mikrotubul
w cytoplazmy, a nie tylko w polgczeniu z rozbudowa $ciany komoérkowej.
Mikrotubule widoczne sg obok blon szorstkiego ER, a nawet wewngatrz
kanalow ER, ktére wypelnione sg osmofilng substancja. Wskazuje to na
udzial granularnego ER w transporcie i agregowaniu podjednostek bial-
kowych mikrotubul. Taki tubularny material opisany byl przez Esau [3]
dla infekcji TMV i nazwany X tubulami. Podobnie w komoérkach towa-
rzyszgcych i komérkach miekiszu floemowego stwierdzono wystepowanie
struktur pateczkowatych o $rednicy 15 nm, o réznej diugosci. Przypusz-
cza¢ mozna, ze powstajgce inkluzje sg wynikiem wytwarzania biatek
w komoérce roslinnej, ktére agregujg w réznego typu struktury.
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I'paxcuna I'apbauescka

LIUTOJOIMYECKUE VICCJIEIOBAHMA POCTKOB KAPTO®EJ,
TIOPASKEHHBIX BUPYCOM CKPYYUMBAHUSA JUCTBEB KAPTO®EJI (PLRV)

Pe3wowMme

B 00pa30BaTelbHBIX KJIETKAaX CBETOBBIX DPOCTKOB KJyOHEN, IIOpayKeHHbIX BUPY-
COM CKpPy4YMBAHMA JUCTbEB Kaprodensd, He MASHTU(PMUUMPOBAHO HYaCTMIEK BUpyca
CKPYuYMBaHMA JMCTbEB. B uacTAx aosma 3TUX pPacTeHMI HAXOAMINUCH YacCTUYKM BH-
pyca, a TakKe HaOJNIOAaJuCh LMTOIIATOJIOTUYECKME ¢TPYKTYPhI, TakKyue KakK: OCMO-
GUIBHBI MaTepual, cocTosaumil n3 tudbpuaios 3-4 HM B UMTOIJIa3Me, IJIa3MOAeCMax
Y TIOpax IUIACTMHOK CUTOBMIHBIX TPYOOK; TadyJApHbIE CTPYKTYDBI, IOROOHBIE M-
KpoTyouaam auaMmerpoM 20 HM, ITy3bIpbyaTble ¥ TIOJMIIy3bIpYaThI€ TeJabL2 C COAECD-
¥KaHMeM MaTepualia, IOCTPOeHHOTo u3 (uUOPMIIIOB, a TakKe IIOBBIIIEHHBbIE KO-
YyeeTBa KaJjIé3a Ha CUTOBBIX IIJIACTUMHKAX. ¥ CTAHOBJIEHBI KPUCTAJNIMIECKME .CUCTEMBI
yacTuuyek PLRV B kinerke-cnyTHMKe. OHM Ob1IM JOKalM30BaHbl HA TEPPUTOPUM, BbI=
NeJIeHHOolt GeJKOBO-JIMIIMAHOM O00JIOUKOi B ImTonnasme. Habmronanuch M3MEHEHN

B CTPYKTYpPE AOPBINIKA.

Grazyna Garbaczewska

CYTOLOGICAL STUDIES OF POTATO SPROUTS INFECTED WITH POTATO
LEAF ROLL VIRUS

Summary

PLRV particles were not identified in the meristem sprouts of light bulbs in-
fected with this virus. Virus particles and cytopathological structures were found
in the phloem elements of these plants. The following cytopathological structures
were observed in this tissue osmophilic material composed of fibrils (3-4 nm in
diam.) which was located in the cytoplasm, as well as plasmodesmata and sieve
plate pores; furthermore, there were microtubule-like structures (20 nm in diam.),
vesicles and multivesicular bodies which contained fibrillar structures, and an
increased amount of callose on the sieve plates. The presence of crystalline confi-
gurations of PLRV particles in an accompanying cell was demonstrated. They were
situated within the cytoplasm, in an area encircled by protein-and-lipid membrane.
Moreover, some changes in the nucleolus structure were observed.
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