ZESZYTY PROBLEMOWE POSTEPOW NAUK ROLNICZYCH 1978 z. 214
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Wirus liSciozwoju ziemniaka jest wirusem przenoszonym przez mszyce
1 wystepuje wszedzie tam, gdzie uprawiane sg ziemniaki. Ro$liny pora-
zone tym wirusem wytwarzajg mate bulwy, co zmniejsza plon [1].

Znane sg powszechnie symptomy zewnetrzne pojawiajace sie na ziem-
niakach porazonych tym wirusem: zwijanie sie lisci, ich zélkniecie, cza-
sami na brzegach lisci starszych wystepujg nekrozy. Ro$liny chore od-
rozniajg sie od zdrowych miotlastym pokrojem krzakéw i skréconymi
miedzywezlami. Nalezy jednak podkresli¢, ze symptomy te nie sg state
1 zalezg od odmiany ziemniaka, szczepu wirusa i warunkéw srodowiska,
a takze od tego czy porazenie jest pierwotne czy tez wtérne [2, 5, 17].

Quanier [15] na podstawie badan anatomicznych, za przyczyne obja-
wow chorobowych uwazal przede wszystkim nekroze tyka, poniewaz
stwierdzil jg tylko w roslinach chorych. Pézniejsze badania histologicz-
ne i cytologiczne roslin porazonych tym wirusem potwierdzily korelacje
miedzy wirozg i nekrozg floemu. Brehmer i Rochlin [4] opisali zmiany
pojawiajace sie w rurkach sitowych ziemniakéw porazonych PLRV
1 pierwsi wskazali na patologiczne wystepowanie kalozy w elementach
sitowych ziemniakéw porazonych wirusem. Botjes [3] wykazal, ze choroba
ta moze byé przeniesiona z ro$liny porazonej na zdrowa przez mszyce
brzoskwiniowa (Myzus persicae). Stegwee i Ponsen [16] stwierdzili, ze
PLRV namnaza si¢ w organizmie mszycy. Peters [14] wyizolowal PLRV
Z zawirusowanych mszyc. Kojima i wsp. [12] przedstawili metode oczysz-
czania tego wirusa z zakazonych ro$lin Physalis floridana. Golinowski [9]
opisal struktury cytopatologiczne pojawiajace sie¢ we floemie ziemniaka
roslin porazonych PLRV.

Badania cytologiczne roslin porazonych PLRV, prowadzono od 1971 r.
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w ramach wspolpracy z Instytutem Ziemniaka, majg na celu poznanie
przebiegu procesu chorobowego z uwzglednieniem zréznicowanej reakcp
odmian ziemniaka na tego patogena.

MATERIAL I METODY

Do badan cytologicznych uzyto rosliny otrzymane ze zZdrowych bulw
nastepujgcych odmian ziemniakéw: Apta, Bolko, Brda, Carla, Epoka, Osa
1 Uran. Badano takze Physalis floridana i Datura stramonium. Ro$liny
zakazono za pomoca mszycy brzoskwiniowej gléwnie w stadium wyksztal-
cenia pierwszych trzech lisci.

Material do badan w mikroskopie §wietlnym pobierano w odstepach
10-dniowych lub 2-tygodniowych w ciggu okresu wegetacyjnego. Ekspe-
rymenty przeprowadzano w latach 1971-1976. Kazdorazowo wybierano
3 rosliny kontrolne i trzy rosliny porazone z wyraznymi objawami cho-
robowymi. Kazde miedzywezle z odpowiednim liSciem traktowano od-
dzielnie, pobierajac wycinki z potowy dlugosci miedzywezla, z dolnej cze-
Sci ogonka lisciowego i z czeSci szczytowej nerwu glownego liscia. Ma-
terial utrwalono w CrAF (0,5-1-20), odwadniano w marastajgcych steze-
niach alkoholu etylowego i w ksylenie, zatapiano w parafinie. Skrawki
grubosci 10 u barwiono wedlug metody podanej przez Cheadle’a i wsp.
[6] 1 zalecanej do badan floemu roslin wyzszych. Metoda ta polega na
barwieniu zlozonym, opartym na kwasie taninowym z chlorkiem zelaza
1 lakmoidzie. Stosowano rowniez hematoksyline zelazista wedlug Heiden-
haina, blekit toluidyny przy pH 3,4 oraz metode PAS wedlug Mac Ma-
nusa.

Do badan w mikroskopie elektronowym pobierano fragmenty tkanki
przewodzacej liscia (uwzgledniajagc nerwy I, II, III, IV rzedu), fragmenty
lyka z nasady ogonka liSciowego oraz lodygi, rozgraniczajgc lyko zew-
netrzne i wewnetrzne. Materiat pobi-e}ano w odstepach jedno- i kilkudnio-
wych po zakazeniu. Poczgwszy od drugiego tygodnia przebiegu procesu
chorobowego rozpatrywano oddzielnie 3 pietra rosliny: nasade, $rodek
i wierzcholek. Badania wykonano na ro$linach pochodzacych zaréwno
z eksperymentdéw szklarniowych, jak réwniez z doswiadczen polowych.
Materiat utrwalono w utrwalaczu Karnovskiego [11], ktéry zawiera 4%
paraformaldehyd i 3% glutaraldehyd na 0,8 M buforze kakodylanowym,
przy pH 7,2, przez 4 goedziny, w temperaturze pokojowej. Nastepnie ma-
terial ptukano przez noc w 0,1 M buforze kakodylanowym o pH 7,2. Ma-
terial dodatkowo utrwalano w 1% czterotlenku osmu, przygotowanym
na buforze kakodylanowym, przez 2 godz., w temperaturze 4°C. Czes¢
materialu poddana zostala dodatkowemu kontrastowaniu w 0,50 wodnym
roztwerze octanu uranylu wedlug metody Watsona. Material odwadniano
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Ryc. 1. Czgstki PLRV w komérce towarzyszgcej liscia ziemniaka odmiany Osa
(100 000 X)
Ryc. 2. Czastki PLRV i mikrofilamenty (oznaczone strzatkg) w komoérce towarzy-
szacej liScia ziemniaka odmiany Epoka (100000 X)
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Ryc. 5. Czgstki wirusopodobne w przestrzeni perynuklearnej jadra miekiszu floe-
mowego nasady ogonka liSciowego ziemniaka odmiany Osa (50 000 X)
Ryc. 6. Fragment komoérki towarzyszacej liScia ziemniaka odmiany Osa (12000 X



7. Fragmenty komorek miekiszowych floemu nerwu IV rzedu w liSciu ziem-
niaka odmiany Apta (35000 X)
8. Mikrotubule, czgstki PLRV i wiroplazma w komoérkach towarzyszgcych
floemu liScia odmiany Epoka (35000 X)




Ryc. 9. Fragment rurki sitowej -licia ziemniaka odmiany Epoka (20000 X)
Ryc. 10. Fragmenty komoérek miekiszowych zawierajgcych czgstki PLRV w liSciu
ziemniaka odmiany Epoka. Czopy wiroplazmy w miejscu wejécia plasmodesm do
Sciany komérkowej oznaczono strzatkami (20 000 X)
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stosujgc wzrastajace stezenia alkoholu etylowego oraz tlenek propylenu.
Zatapiano w Eponie 812 wedlug metody Lufta [13]. Material krojono na
ultramikrotomie LKB. Skrawki monitorowe grubosci 1-2 u barwiono 1%o
blekitem metylowym lub blekitem metylenowym i azurem. Ultracienkie
skrawki dobarwiano cytrynianem olowiu wedlug metody Venable’a i in,,
a nastepnie 5% octanem urynalu wedlug metody Watsona. Obserwacje
i dokumentacje wykonano w mikroskopie elektronowym JEM 100 B.

WYNIKI

Rosliny badanych odmian ziemniaka, jak rowniez Physalis floridana
i Datura stramonium porazone PLRV wykazywaly charakterystyczne dla
tej choroby symptomy zewnetrzne juz w trzecim tygodniu po inkulacji.
W chloroplastach mezofilu liSci obserwowano bardzo duzo ziaren skrobi.
W komorkach skérki stwierdzono zaleganie gestej, osmofilnej substancji,
czesto wypelniajacej cale komoérki. We floemie, w obrebie catej rosliny,
wystepuja liczne nekrozy, obejmujace najczesciej elementy sitowe i ko-
morki towarzyszace. Wydaje sie, iz duze nagromadzenie skrobi w blaszce
liSciowej, zmiany w jej skoérce oraz nekrozy we floemie powodujg wy-
twarzanie charakterystycznych dla tej choroby objawow zewnetrznych,
jak zwijanie sie lisci oraz ich kruchos¢.

Poréwnujac rozw6j tkanek u roslin kontrolnych i porazonych PLRV
obserwowano znaczne zahamowanie procesu réznicowania tkanek prze-
wodzacych. Zakazajgc rosliny ziemniaka w roznych stadiach ich rozwoju,
stwierdzono zréznicowane dzialanie patogena na tkanki uprzednio wy-
réznicowane oraz na proces réznicowania sie tkanek. Elementy przewo-
dzace zaréwno floemu, jak i ksylemu ro$lin zakazonych PLRV we wcze-
snym stadium ich rozwoju sg krotsze oraz posiadajg mniejszg Srednice,
w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi.

W elementach floemu ro$lin zainfekowanych stwierdzono obecnosc
polihedrycznych czastek o $rednicy 23-25 nm (ryc. 1-4), ktére pod wzgle-
dem ksztaltu i wielkosci odpowiadajg czgstkom PLRV opisanym przez
Peters’a [14] oraz Kojime i wsp. [12]. Czastki PLRV s3 nieco wieksze od
rTybosomoéw i maja ostrzejsze zarysy. Najczeéciej spotykane s w nie-
funkcjonujacych elementach sitowych. Ich ukfad jest nieregularny, zwy-
kle tworza duze agregacje, wypelniajgce centralng cze$¢ elementu sito-
wego. W ro$linach zebranych po dwoéch tygodniach od inokulacji, naj-
wieksze nagromadzenie wirusa stwierdzono we floemie nasady ogonka
lisciowego. W materiale z po6zniejszych terminow czgstki PLRV wyste-
pujg najliczniej w komérkach towarzyszacych i niefunkcjonujacych ele-
mentach sitowych. Duze nagromadzenie wirusa obserwowano rowniez
we wloknach lykowych, zwlaszcza w okresie pierwszych czterech tygodni
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procesu chorobowego. Nie stwierdzono czgstek PLRV w komérkach me-
zofilu.

Na rycinach 1-4 wida¢ czgstki wirusa w komoérkach towarzyszgcych.
Na rycinach 1 i 6 widoczne sg sferyczne, regularne uktady czgstek zwig-
zanych z blonami lipoproteidowymi. Poszczegdélne warstwy czgstek wi-
rusa sg oddzielone od siebie blong elementarng. Ryciny 3 i 4 przedsta-
wiajg fragmenty komorek towarzyszacych ziemniaka odmiany Carla, w
ktérych widoczne sg czgstki wirusa oraz posrednie stadia tworzenia lub
rozpadu ich ostonek biatkowych. Komoérki wypelnione sg prawie homo-
genng, osmofilng wiroplazmg utworzong z fibrylli o $rednicy 3-4 nm. Na
terenie wiroplazmy wyroézniajg sie mikrofilamenty, ktérych $rednica wa-
ha sie¢ w granicach 6-8 nm. Rycina 2 przedstawia fragment komoérki to-
warzyszacej ziemniaka odmiany Epoka; w cytoplazmie widoczne sg, po-
dobnie jak w komérkach odmiany Carla, mikrofilamenty biatkowe, kto-
rych $rednica waha sie w granicach 6-8 nm, natomiast diugos¢ nie prze-
kracza 100 nm. Roéznicg jednak jest wystepowanie mikrofilamentéw pa-
rami w cytoplazmie, nie za§ pojedynczo w wiroplazmie, jak w komoérkach
odmiany Carla.

Badania tkanek przewodzgcych lisci, na ktoérych zerowaly zawiruso-
wane mszyce, wykazaly obecno$¢ czastek wirusa w rurkach sitowych
bezposrednio po inokulacji. Elementy sitowe, w ktérych obserwowano
czastki wirusa, wyrézniajg sie zwiekszong ilo$cig kalozy, natomiast plaz-
modesmy laczace rurke sitowg z komorkg towarzyszgca wypelnione sa
wiroplazmg (ryc. 9 i 10). Wydaje sie, ze wiroplazma i kaloza mogg stano-
wi¢ przyczyne wylgczajgcg porazong rurke sitowg z funkcjonujgcego w
roslinie systemu przewodzacego. W dalszym rozwoju procesu chorobo-
wego obserwowano zmiany strukturalne protoplastow w komérkach mig-
kiszowych lyka, zwlaszcza w komérkach towarzyszacych, co wskazuje na
udzial tych elementéw w namnazaniu sie wirusa w roslinie. Rycina 5 po-
kazuje zmiany w jagdrze komérki towarzyszacej, w materiale zebranym
5 dni po inokulacji. Obszary zwartej chromatyny zmniejszajg sie, jgdro
staje sie jasniejsze, zmienia sie struktura chromatyny luznej. W wielu
miejscach powieksza sie przestrzen miedzy blonami jadrowymi. Czesto
obserwuje sie wygiecia zewnetrznej blony jagdrowej na teren cytoplazmy,
a takze wnikanie jej do przestrzeni perynuklearnej. Wydaje sig, iz zmia-
ny te powoduja, ze powierzchnia jadra pokrywa sie licznymi pecherzy-
kami, ktére w trakcie dalszych zmian mogg oddzielaé¢ sie i przechodzi¢
na teren cytoplazmy. Na niektoérych preparatach opisane pecherzyki, wy-
stepujace zaréwno w przestrzeni perynuklearnej, jak i na zewnatrz jadra,
sg pokryte czgstkami PLRV badz tez zawierajg te czastki.

W okresie pierwszych dwoéch tygodni po inokulacji, w komadrkach to-
warzyszacych systemu waskularnego lisci potozonych nad miejscem ino-
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kulacji obserwowano duze ilosci mikrotubul, wystepujacych zaré6wno w
srodkowej cze$ci komoérki, jak 1 przy. Scianie komoérkowej graniczgcej
z rurkg sitowg. W komoérkach tych réwniez licznie wystepuja pojedyn-
cze pecherzyki zawierajgce struktury wilokniste oraz ciata wielopecherzy-
kowate (ryc. 7 i 8). Obecno$¢ mikrotubul stwierdzono takze w zréznicowa-
nych, funkcjonujgcych elementach sitowych, co wyraznie odréznia je od
elementow sitowych roslin zdrowych. Obserwowano réwniez wystepo-
wanie czastek PLRV oraz mikrotubul, zawierajgcych substancje osmofil-
ng, przypominajaca wiroplazme, w peryferycznej czesci rozbudowanej
Sciany miedzy komorkg towarzyszgcg 1 elementem sitowym.

Rycina 6 przedstawia fragment komoérki towarzyszacej przylegajace]j
do funkcjonujgcej rurki sitowej nerwu drugiego rzedu liScia potozonego
nad miejscem inokulacji, po 2 miesigcach od inokulacji. Obraz tej ko-
morki znacznie odbiega od obrazu normalnej komoérki towarzyszgcej.
Wewnetrzna powierzchnia $ciany wylozona jest grubymi ztogami kalozy.
W komorce licznie wystepujg osmofilne globule. W cytoplazmie znajdujag
sie skupienia ER oraz regularne uklady krystalicznych form pateczkowa-
tych o $rednicy 15-20 nm (widoczne takze na ryc. 11 i 12). Jadro ma
strukture rozluzniong i zawiera czgstki PLRV. Na szczeg6lng uwage za-
stuguje sferyczny wuklad czgstek PLRV zwigzanych z blonami bialkowo-
-lipidowymi na terenie wakuoli, gdzie widoczne sa Téwniez mniejsze
agregacje wirusa oraz biatkowy material wiéknisty.

Transport czynnika infekcyjnego w obrebie rosliny odbywa sie w rur-
kach sitowych, w ktérych stwierdzono wystepowanie czgstek wirusa, wi-
roplazmy, mikrofilamentéw i pecherzykéw zawierajacych struktury
wlokniste. Rurki te, w poréwnaniu z'funkcjonujgcymi elementami sito-
wymi roslin zdrowych, posiadajg mniej proteiny floemowej.

Nekrozy elementéw sitowych powstajg juz w pierwszych dniach prze-
b1egu infekcji, jednak liczba komérek nekrotycznych w tyku zwieksza
sig 2-3 razy po dwoch tygodniach od inokulacji. Badajac system wasku-
larny liscia, poczawszy od najmniejszych nerwéw poprzez kolejno zwig-
kszajace sie typy nerwdéw az do rozbudowanego ukladu przewodzgcego
nasady ogonka lisciowego, stwierdzono, ze w okresie pierwszych 2 ty-
godni procesu chorobowego liczba komoérek nekrotycznych zwigksza sig
proporcjonalnie do wielkosci nerwu — im wigkszy nerw, tym wiece]
komérek nekrotycznych. W nasadzie ogonka liSciowego nekrozy wyste-
Puja najliczniej. \

W lodydze nekrozy obejmujg najczesciej elementy sitowe i komorki
towarzyszgce zaréwno we floemie zewnetrznym, jak i wewngtrznym.
Zréznicowane elementy sitowe funkcjonuja znacznie krocej w poréwna-
niu z lodyga roslin kontrolnych. W rurkach sitowych, zawierajgcych czg-
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stki PLRV, jak réwniez inne struktury cytopatologiczne, odklada sie ka-
loza.

Grube pokiady kalozy obserwowano zar6wno na plytkach sitowych,
jak i na $ciankach podiuznych. Elementy te, jak rowniez przylegajace
do nich komorki towarzyszgce, ulegajg zgniataniu, tworzgc charaktery-
styczne dla tej choroby nekrozy w peryferycznych strefach floemu zew-
netrznego 1 wewnetrznego. Liczba nekroz zwieksza sie w miare postepo-
wania procesu chorobowego. Ro$liny zakazone PLRV w poczgtkowym sta-
dium ich rozwoju wykazujg najwiekszg liczbe nekroz w dolnej strefie
todygi w okresie 6-8 tygodni po inokulacji. W czasie dalszego rozwoju
tych roslin obserwowano znaczng stymulacje przyrostu wtérnego i roz-
nicowania si¢ floemu zewnetrznego. W roslinach tych nekrozy zajmujg
tylko peryferyczng strefe floemu, natomiast w warstwie floemu funkcjo-
nujgcego wystepuja tylko sporadycznie. W zewnetrznych czes$ciach flo-
emu zwieksza sie liczba wlékien tykowych.

- DYSKUSJA I WNIOSKI

Choroba powodowana przez wirus lisSciozwoju ziemniaka polega na
zaburzeniach funkcji przewodzgcych floemu. W elementach floemu roslin
porazonych PLRV stwierdzono wystepowanie nastepujgcych struktur
cytopatologicznych: polihedyrycznych czgstek wirusa o $rednicy 25 nm,
wiroplazmy zbudowanej z fibrylli o $rednicy 3-4 nm, mikrofilamentow
o $rednicy 6-8 nm, pecherzykéw zawierajgcych struktury widkniste,
struktur pateczkowatych o grubosci 15-20 nm tworzgcych regularne
uklady [9].

Garbaczewska [7, 8] badajac ultrastrukture kietkow. bulw porazonych
PLRV obserwowata krystaliczny uklad czgstek wirusa, jak réwniez nie-
ktore z wyzej opisanych struktur cytopatologicznych.

W poczgtkowym okresie rozwoju procesu chorobowego obserwowano
zmiany strukturalne protoplastéw w komoérkach miekiszowych tyka,
zwlaszcza w komoérkach towarzyszacych, co wskazuje na udzial tych ele-
menté6w W namnazaniu sie wirusa w roslinie. Ostatnio przeprowadzone
badania autoradiograficzne [10] wykazaly udzial RNA w procesie na-
mnazania PLRV, ktéry gtownie odbywa sie w jagdrze komérkowym.

Badania cytologiczne floemu roélin porazonych PLRV wykazuja ze:
transport czynnika infekujacego odbywa sie¢ w rurce sitowej, rurki si-
towe zawierajgce struktury cytopatologiczne posiadajg mniejszg ilo$¢ pro-
teiny floemowej w poréwnaniu z elementami sitowymi rosliny zdrowej,
protoplasty komoérek towarzyszacych ulegajg zmianom strukturalnym,
ktére prowadzag do powstawania nekroz obejmujacych komoérke towarzy-
szgca i rurke sitowa. Obserwacje te pozwalaja przypuszczaé, ze zaburze-
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nia funkgji przewodzgcych floemu zwigzane sg, miedzy innymi, ze
zmniejszeniem udzialu proteiny floemowej w rurce sitowej oraz zmiang
metabolizmu komoérki towarzyszgcej.
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Baaodvicaas I'oaunoscku

IIMTOJIOTUMYECKUE VMCCJIELJOBAHUS ®JOSMEIL KAPTbCDEJIH,
IIOPAKEHHOT'O BUMPYCOM CKPYYUMBAHUSA JUCTBHEB

Pes3zwmMme

B yactax daosma pacTeHMi, IIOPaXKeHHbIX BUPYCOM CKPY4YMBaHUA JMUCTHEB Kap-
Todpena (PLRV), ycraHOBJIEHO NOABIEHME CIEAYIOLIMX LMTONATOJOTUYECKMX CTPYK-
TYyp:
1) mosmreHZPMYECKMX YACTHUI] BUPyCa AMaMETPOM 25 HM,

2) BUMPOIJIa3Mbl, IOCTPOEHHON M3 MPUOPUIT AMaMeTpoM 3-4 HM,

3) MuKpoduMIIaMEeHTOB JuaMeTpoM 6-8 HM,

4) Ny3bIPBKOB, COAEPIKallMX BOJIOKHIMCThIE CTPYKTYPHI,

5) NaJO4YKOBMUAHBIE CTPYKTYpPBI nuamerpoMm 15-20 HM, permepHo pPacroJIoxXeH-
HbIe. ‘

Hactary Bupyca HaOJIOZaNNCh B CUTOBUIAHBIX TPyOKaxX JMCTbEB, Ha KOTOPBIX
IUTANAMCh 3apazkeHHble BUPyCcaMM TJM, HEIIOCPeACTBEHHO IIocje MHOKyJaauuu. Ilaa-
3MOTECMbI, COEAMHAIIIME CUTOBUAHYI TPYOKY C KJIETKOM-CITyTHMKOM, HaIOJIHEHbI
BUPOILTIa3MOl1, B palioHe KOTOPOJ CIOpaAMYecKM MNOSABJIAIOTCA 4YaCTUYKM BUpyca. OTHU
9JIEMEHTBbI OTJMYAIOTCHA IIOBBLIILICHHBLIM KOJMYECTBOM KOJjJe3a. B napeHXMMHBLIX KJET-
Kax (prosMa IopazkeHHbIX pacTeHMii HaGJIIAAalIMCh M3MEHEHUs B CTPYKType AAep,
YTO YEKAa3bIBAa€T Ha yY4YacTue O9STHUX OpPraHeJdJIOB B IIpollecce pa3MHOXEHUA BuUpyca
CKPY4YMBaHMA JMUCTbLEB Kaprodenas B OpraHmu3Me pacTeHMs-XO03AuHa. IlepeMmeHeHue
MHQEKIMOHHOTO BO3GYyAMTENA B nepenegax pacTeHMA IIPOVCXOAUT B CUTOBUIAHBIX
TpyORax. )

Wtadystaw Golinowski

CYTOLOGICAL STUDIES OF LEAF PHLOEM OF POTATO PLANTS INFECTED
WITH POTATO LEAF ROLL VIRUS

'Summary

In the phloem elements of plants infected with potato leaf roll virus (PLRV)
the following cytopathological structures were demonstrated:

1) polyhedric virus particles, 2.5 nm in diameter,

2) viroplasm made up of fibrils, 3-4 nm in diameter, \

3) microfilaments, 6-8 nm in diameter,

4) vesica with fibrous structures,

5) rod-like structures, 15-20 nm in diameter, shaped into regular patterns.

Virus particles were seen in the cribriform ducts of the leaves on which wirus-
-infected aphids fed, immediately after inoculation. Plasmodesms connecting a cri-
briform duct with an accompanying cell were filled with viroplasm, within which
virus particles occurred occasionally. These elements were characterized by an in-
creased amount of callose. In the mesophyll cells of phloem of the infected plants
some changes in the nucleus structure were recorded. This suggests the participa-
tion of these organelles in the multiplication of PLRV in the host plant. Translo-
cation of the infective agent proceeds in the phloem.
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