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Summary

Infestation of aphid Acyrthosiphon pelargonii (Kalt.) caused increased depo-
sition of phenolic compounds in the leaves of Pelargonium sp. Most deposits were
located in the vacuole and in the area between the plasma membrane and cell wall, as
well as some in the intercellular spaces. In cytoplasm damages were observed invo-
Iving tonoplast and numerous vesicle deposits in the vicinity of the plasma membra-
ne. Endoplasmic reticulum and myelin structures increased in number, as well as
mitochondria whose cristae were longer and larger. Thus, we observed both the incre-
ase of organelle activity in such cells and the segregation of damaged areas in the form
of membrane degradation.
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WSTEP

Mszyce stanowig grupe owadéw o szczegdlnym znaczeniu w rolnictwie ze
wzgledu na ich duzg szkodliwos¢ bezposrednia i posrednig. Szkodliwos¢ bezposred-
nia zwigzana jest z zerowaniem na roslinie zywicielskiej i uszkadzaniem tkanek ro-
Slinnych poprzez pobieranie z nich substancji odzywczych. Skutkiem ich zerowania
sg roznego rodzaju deformacje roslin, ktére zostaty doktadnie opisane w wielu pra-
cach (Sienicka, 1959; Krzywiec, 1968; Cichocka, 1984; Cichocka
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i Goszczynski, 1986). Szkodliwos¢ posrednia wynika z przenoszenia wirus6w
roslin uprawnych oraz wydzielania rosy miodowej, na ktérej mogg rozwijac sie¢ liczne
gatunki grzybéw powodujace choroby i w konsekwencji obnizenie plonéw oraz po-
gorszenie ich jakosci.

Mszyce zerujg na réznych czesciach roslin, gléwnie nadziemnych, choé ata-
kujg réwniez czgsci podziemne i zdrewniale. Zasiedlaja one rosling w okreslonym
stadium jej rozwoju i mogg preferowaé r6zne miejsca na roslinie w zaleznosci od
wieku, gatunku i biotypu mszycy. Na wybdr miejsca zerowania wplywa zawartosé
zwigzkéw azotowych, cisnienie osmotyczne i zawartos¢ wody (Cichocka i Gosz-
czynski, 1986). Schnorbach (cyt. za Goszczynskim i Cichocka,
1990) podzielit penetracj¢ na trzy zachodzace na siebie fazy. Faza poczatkowa wyka-
zuje staly wzrost glebokosci penetracji i symetryczne rozmieszczenie populacji.
W drugiej fazie, tzw. zmiennej coraz wigcej mszyc naktuwa floem i moze rozpoczynaé
odzywianie. W tym samym czasie inne osobniki, ktére jeszcze nie osiagnely floemu
wyjmujg sztylety i szukaja lepszej drogi do niego. W fazie trzeciej, zwanej stala,
wiekszos¢ osobnikéw odzywia sig.

Penetracja sztyletéw mszyc poprzez tkanki jest uzalezniona od jakosci i ilosci
enzyméw trawiennych, ktore dostaja si¢ do rosliny wraz z jej sling. Enzymy te hydro-
lizujg blaszki srodkowe, sciany komdrkowe, a takze cale protoplasty, dzigki czemu
sztylety przenikajg w glab rosliny. Za hydroliz¢ blaszek srodkowych odpowiedzialna
jest poligalakturonaza warunkujaca droge penetracji w roslinie. Mszyce wydzielajg
ponadto celulazg, o-amylazg, o-glukozydaze, a takze oksydazg polifenolowg i perok-
sydaze, uczestniczace w unieszkodliwianiu roslinnych allomonéw, stanowigcych
naturalny mechanizm zabezpieczajacy przed atakiem szkodnikéw (Urbariska
i Niraz, 1990). Allomony (fitoaleksyny), to niskoczasteczkowe zwigzki chemicz-
ne, najczgsciej z grupy fenoli lub terpenoidéw, a rzadziej poliacetylenéw i alkalo-
idéw. Sa one syntetyzowane w odpowiedzi na atak czynnika patogenicznego i groma-
dzone w miejscu infekcji w stezeniach hamujacych jego rozwdj. W licznych pracach
7 tego zakresu (Grzelinska, 1973; Niraz i in. 1982; Leszczynski, 1987;
Skrzypczak i Thiem, 1987; Szakiel, 1991) opisano szczegétowo bioche-
miczne aspekty powstawania mechanizméw odpornosci.

W zwigzku ze stale utrzymujacym si¢ zagrozeniem roslin uprawnych
i ozdobnych przez mszyce, wydaje si¢, ze stosowana powszechnie chemiczna
metoda ich zwalczania nie moze pozosta¢ jedynym sposobem ochrony roslin
przed tymi szkodnikami. W tym wzgledzie duze nadzieje wigze si¢ z hodowla
odmian odpornych. Aby rosliny odporne byty bezpieczne dla czlowieka istotne
jest doktadne poznanie skutkdw zerowania tych owadéw dla samej rosliny, oraz
poznanie cytologiczno-biochemicznych aspektéw zwigzanych z odpornoscia
roslin na szkodniki.

Celem niniejszej pracy byto przeanalizowanie zmian, jakie zachodza w ko-
morkach roslinnych w miejscu zerowania mszyc na poziomie ultrastrukturalnym oraz
ukazanie zmian cytochemicznych powstajacych w roslinie jako mechanizm obronny
pod wpltywem zerowania mszyc.
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MATERIAL I METODY

Badaniami objeto 20 roslin pelargonii bluszczolistnej (Pelargonium hederi-
folium hort.), rosngcej w warunkach laboratoryjnych. 10 roslin zasiedlono mszyca
pelargoniowg (Acyrthosiphon pelargonii (Kalt.), a pozostale nie zasiedlone przez
mszyce stanowity materiat kontrolny. Po dwéch tygodniach zerowania i rozwoju ko-
lonii mszyc, pobrano do badan mikroskopowych fragmenty liSci najsilniej porazo-
nych przez mszyce (drugi i trzeci 1is¢ od wierzcholka pedu) i odpowiednie z roslin
kontrolnych. Pozostate czesci tych lisci postuzyty do ustalenia poziomu zwigzkéw
fenolowych.

Material kontrolny i z roslin zasiedlonych przez mszyce utrwalano w aldehy-
dzie glutarowym z dodatkiem 1% kofeiny (wg Muellera i Greenwooda,
1978) przez 2 godziny. Dzigki zastosowanej metodzie utrwalania mozliwa byta lep-
sza kondensacja zwigzkéw fenolowych w komoérkach. Nastgpnie material ptukano
w buforze kakodylanowym, odwodniono w szeregu alkoholi i poprzez tlenek propy-
lenu zatopiono w mieszance zywic epoksydowych (Epon/Spurr) i pozostawiono do
spolimeryzowania w temp. 60°C. Poprzeczne skrawki ultracienkie (+ 80 nm) krojono
na ultramikrotomie LKB (Szwecja), kontrastowano w nasyconym wodnym roztworze
octanu uranylu (30 min.) i cytrynianie otowiu (30 min.) wg Reynoldsa (1963). Prepa-
raty oglagdano w transmisyjnym mikroskopie elektronowym JEOL JEM 1200 EX
przy napigciu 90 kV. Elektronogramy wykonano wedtug klasycznej metody fotogra-
ficznej uzywajac bton negatywowych firmy Kodak.

Zawartos$¢ zwigzkow fenolowych w lisciach kontrolnych i porazonych ozna-
czono metodg Swaina- Hillisa (1959) za pomocg odczynnika Folina-Ciocalte-
au. Dla kazdej préby wykonywano trzy pomiary. Poziom zwigzkéw fenolowych od-
czytano z krzywej wzorcowej wykonanej dla kwasu p-hydroksycynamonowego
w zakresie stezen 50-500 wg zwigzku w probie.

WYNIKI

Przeprowadzone obserwacje pozwolily stwierdzi¢, ze mszyca pelargoniowa
(Acyrthosiphon pelargonii (Kalt.) wkluwa si¢ do tkanek liscia poprzez epidermg dol-
na. Penetracja przez epiderm¢ polega na hydrolizowaniu od jednej do kilku komérek.
Nastepnie mszyca hydrolizuje $ciany i protoplasty komoérek miekiszu, kierujgc ko-
niec aparatu ggbowego w okolice wigzki przewodzacej. W komoérkach lisci roslin
zaatakowanych przez mszyce obserwowano podwyzszone ilosci zwigzkéw fenolo-
wych, ktérych lokalizacja byla mozliwa dzigki zastosowaniu kofeiny w procedurze
utrwalania (ryc. 1 A, B). Wiele depozytéw fenolowych w postaci czarnych ztogéw
bylo ulokowanych w przestrzeniach mi¢dzy membrang plazmatyczng i Sciang komér-
kowa, a takze w przestrzeniach migdzykomérkowych (ryc. 2 D i 3 E, F). Licznie
wystepowaly one takze w wakuolach. Blisko dwukrotny wzrost poziomu zwigzkéw
fenolowych w komoérkach roslin uszkodzonych przez mszyce w stosunku do roslin
kontrolnych potwierdzita takze analiza biochemiczna (ryc. 4).
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Ryc. 1. Przekrdj poprzeczny przez lis¢ pelargonii (Pelargonium sp.).

A. Roslina kontrolna. Pow. 100x. (eg epiderma gérna, mp miekisz palisadowy, mg
miekisz gabczasty, ed epiderma dolna).

B. Roslina porazona przez mszyce pelargoniowg (Acyrthosiphon pelargonii (Kalt.). Pow.
125x. Widoczny wzrost ilosci zwigzkéw fenolowych w roslinie porazonej w postaci czar
nych kulistych struktur w komérkach (oznaczenia jak wyzej).

Fig. 1. Cross section of the geranium leaf (Pelargonium sp.).

A) from control plant. Magnification, 100x.

(eg upper epiderma, mp palisade mesophyll, mg spongy mesophyll, ed lower
epiderma).

B) Plant damaged by aphids (Acyrthosiphon pelargonii (Kalt.). Magnification, 125x.
There is apparent increase of phenolic compounds abundance in form of dark structures in
cells.
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Ryec. 2. Migkisz gabczasty liscia rosliny kontrolnej i porazone;.

C. Brak depozytéw fenolowych w przestrzeniach mi¢dzykomérkowych w migkiszu gab
czastym liscia rosliny kontrolnej. Pow. 4000x (ch chloroplast, sk sciana komérkowa).

D. Liczne depozyty fenolowe w przestrzeni migdzykomérkowej migkiszu gabczastego
liscia rosliny porazonej. Pow. 5000x (ch chloroplast, f depozyt fenolowy, sk sciana
komoérkowa).

Fig. 2. Spongy mesophyll in the leaf of control plant and plant damaged by aphids.
C) Absence of phenolic deposits in intercellular spaces of spongy mesophyll in the leaf of
control plant. Magn. 4000x. (ch chloroplast, sk cell wall).

D) Numerous phenolic deposits in intercellular space of spongy mesophyll in the leaf
damaged by aphids. Magn. 5000x. (ch chloroplast, f phenolic deposit, sk cell wall).
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Ryec. 3. Migkisz palisadowy i gabczasty rosliny porazonej przez mszyce.

E. Fragment komérki migkiszu palisadowego rosliny porazonej z duzym zlogiem fenolo
wym. Pow. 5000 x. (ch chloroplast,f depozyt fenolowy, m mitochondrium,n jadro
komérkowe, sk Sciana komérkowa).

F. Zdegradowane chloroplasty w komorce migkiszu gagbczastego oraz réznych rozmiar6w

ztogi zwigzkéw fenolowych. Pow. 4000 x. (ch  chloroplast, f depozyt fenolowy, sk
$ciana komoérkowa).

Fig. 3. Palisade and spongy mesophyll in plant damaged by aphids.

E) A part of palisade mesophyll cell in plant damaged by aphids. Note large phenolic
aggregation in the cytoplasm.

F) Degraded chloroplasts and phenolic aggregations of various size in spongy mesophyll cell.
Magn. 5000 x. (ch chloroplast,f phenolicdeposit,m mitochondria,n nucleus,sk cell wall)
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Ryc. 4. Zawartos¢ zwigzkow fenolowych w roslinie kontrolnej 1 porazone;.
K poziom zwigzkoéw fenolowych roslinie kontrolnej, P poziom zwigzkow fenolowych
w roslinie porazonej przez mszyce.
Fig. 4. Content of phenolic compounds in control and damagcol plant.
K control plant.
P plant damaged by aphids.

Obserwacja preparatow w mikroskopie elektronowym ujawnila liczne zmiany
degradacyjne w komorkach roslin zasiedlonych przez mszyce w stosunku do roslin
kontrolnych (nie zasiedlonych) (ryc. 2 C). W cytoplazmie komérek migkiszowych
rosliny zasiedlonej przez mszyce, obserwowano uszkodzenia w obrebie tonoplastu
1 liczne pgcherzykowate depozyty w poblizu membrany plazmatycznej. W sgsiednich
komdrkach wzrastala ilosé endoplazmatycznego retikulum i struktur myelinowych.
Obserwowano tez zwigkszong liczbe mitochondridw, ktdrych kristy byly wydluzone
1 powigkszone (ryc. 3 E). W bezposrednim miejscu zerowania mszyc, w komdérkach
powszechnie wystepowaly chloroplasty z wyraznymi oznakami degradacji (ryc. 3).
Destrukcji ulegt uktad tylakoidéw oraz otoczka plastydéw. W komérkach roslin za-
siedlonych przez mszyce stwierdzono zardwno wzrost aktywnosci organelli komor-
kowych jak tez oddzielanie si¢ uszkodzonych przestrzeni w formie degradacji mem-
brany cytoplazmatycznej.
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DYSKUSJA

W wyniku zerowania mszyc powstaja jakosciowe i ilosciowe straty w plonach.
Stad zagadnienia te od dawna zwracaly uwagg badaczy.

Rosliny wyksztalcily jednak mechanizmy obrony przed szkodnikami, ktdre
majg inny charakter niz analogiczne reakcje u zwierzat i nie zapobiegajg samej infek-
cji, moga jednak skutecznie zahamowac proces jej rozwoju. Polega on m.in. na nagro-
madzeniu w miejscu zerowania owadéw niskoczasteczkowych zwigzkéw chemicz-
nych o szerokim spektrum dzialania i znacznej toksycznosci wobec patogenéw (Grze -
linska, 1973; Niraz 1in.1982; Leszczynski, 1987; Skrzypczak,
Thiem, 1987;Szakiel, 1991; Urbarniska iin. 2002). W przypadku pelargonii
zwiazki te naleza gléwnie do grupy fenoli. Jak intensywna jest synteza tych zwigz-
kéw wykazaly obserwacje mikroskopowe i analiza biochemiczna. Obserwowany
wzrost ER i liczby mitochondriéw w komérkach sasiadujacych z miejscem zerowania
mszyc zwigzany jest niewatpliwie z intensywna synteza zwiazkéw fenolowych. Wy-
sokie stezenie tych substancji w roslinie powoduje wzrost jej wlasciwosci antybio-
tycznych i obnizenie jej wartosci pokarmowej dla mszyc (Niraz i in.1982; Lesz-
czynski, 1987). Zniechgca to owady do zerowania na roslinie.

U wielu roslin odpowiedzia obronng jest tzw. reakcja nadwrazliwosci, czyli
szybkie obumieranie komérek roslinnych w miejscu infekcji patogena. Zjawisko to
zapobiega rozprzestrzenianiu si¢ infekcji w czasie potrzebnym roslinie do urucho-
mienia innych mechanizméw obronnych (np. syntezy allomonéw) (Bujarski,1980;
Szakiel, 1991). By¢ moze obserwowane w miejscu zerowania mszyc zmiany de-
gradacyjne chloroplastéw, a zwlaszcza membrany plazmatycznej sa oznakg takiej
reakcji. Zadzialanie czynnika patogenicznego moze prowadzi¢ do wytworzenia
w roslinie dlugotrwalej podwyzszonej odpornosci na kolejne infekcje spowodowane
przez ten sam lub inne czynniki chorobotwércze (Skrzypczak i Thiem, 1987;
Szakiel, 1991). Czas konieczny do powstania takiej odpornosci oraz okres,
w ktérym si¢ ona utrzymuje jest specyficzny dla danego ukladu patogen roslina
(Grzelinnska, 1973; Szakiel, 1991). Mechanizm powstawania takiej odporno-
$ci nie zostal jednak w pelni wyjasniony. Poniewaz roslinne allomony sg zwigzkami
toksycznymi (Leszczynski, 1987; Szakiel, 1991; Urbarska i in. 2002),
zapewne nie beda one réwniez oboj¢tne dla czlowieka, stad konieczne wydajg si¢
dalsze badania w tym zakresie na roslinach uprawnych.
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Streszczenie

Porazenie przez mszyce pelargoniowa Acyrthosiphon pelargonii (Kalt) byto
przyczyng podwyzszenia ilosci zwigzkéw fenolowych w lisciach pelargonii blusz-
czolistnej (Pelargoniom hederifolium hort.).Wiele depozytow fenolowych byto ulo-
kowane w wakuolach, w przestrzeniach mi¢dzy membrang plazmatyczng a sciang
komoérkowa, a takze w przestrzeniach miedzykomérkowych. Na terenie cytoplazmy
obserwowano uszkodzenia w obregbie tonoplastu i liczne pgcherzykowate depozyty
w poblizu membrany plazmatycznej. Wzrastata ilos¢ endoplazmatycznego retikulum
i struktur myelinowych, a takze mitochondriéw, ktérych kristy byly wydluzone
1 powigkszone. Tak, wigc, w roslinach zasiedlonych przez mszyce obserwowano za-
réwno wzrost aktywnosci organelli komérkowych oraz oddzielanie si¢ uszkodzo-
nych przestrzeni w postaci degradacji membrany plazmatycznej.
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