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Wirus M ziemniaka (potato virus M — PVM) jest wirusem nitkowa-
tym o ditugosci 651 nm, srednicy 12-13 nm, zaliczanym do grupy utajonej
wirozy gozdzika [3, 9]. Badania Brandesa i wsp. [3] wykazaly obecnos¢
w soku ro$lin zakazonych PVM czgstek wirusa o podwojnej diugosci,
ktére w badanym materiale stanowily tylko 6% mierzonych wirionéow.
Wystepowanie PVM w komoérkach ziemniaka po raz pierwszy opisali Tu
i Hiruki [8] w 1970 r., ktorzy obserwowali inkluzje wirusa zlokalizowa-
nego przy blonach biatkowo-lipidowych oraz czgstki wirusa beztadnie
rozmieszczone w cytoplazmie. W przeprowadzonych obserwacjach cyto-
logicznych tkanek miekiszu asymilacyjnego lisci ziemniakoéw porazonych
PVM zwrécono uwage na sposob rozmieszczenia czgstek wirusa w cyto-
plazmie komoérek porazonych roslin.

MATERIAL I METODY

Do badan ultrastrukturalnych pobrano fragmenty liSci ziemniakow
(Solanum tuberosum L.) odmiany Uran porazonych PVM szczep 55 oraz
roslin kontrolnych. Badano komoérki mezofilu roslin wyhodowanych
z bulw ziemniakéw porazonych PVM55 w ubiegtym roku oraz roslin ino-
kulowanych w stadium trzech rozwinietych lisci, z ktérych materiatl
pobierano po 1, 5 i 7 tygodniach od inokulacji. Rosliny wyhodo-
wano, inokulowano i serologicznie sprawdzono na obecno$¢ wirusow ziem-
niaka X, S i M w Instytucie Ziemniaka w Mlochowie. Skrawki lisci
utrwalano w mieszaninie 3% glutaraldehydu i 4% paraformaldehydu na
0,1 M buforze kakodylanowym o pH 7,2 (wg Karnovsky’ego, 9) przez
4 godz. w temperaturze pokojowej. Stosowano dotrwalanie w 1% OsQy
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przez 2 godz. w temperaturze 4°C. Material odwadniano we wzrastaja-
cych stezeniach alkoholu etylowego (10-70%0), acetonu (70-100%0) i tlen-
ku propylenu, zatapiano w Eponie 812 (wg Lufta, 7). Material krajano
na mikrotomie LKB. Barwiono octanem uranylu i cytrynianem otowiu.
Obserwacje wykonano w mikroskopie elektronowym JEM 100 C.

OBSERWACJE

W komorkach roslin porazonych PVM55 obserwowano czgstki wirusa
o srednicy 12-13 nm, ktérych dlugosé jest trudna do zmierzenia ze wzgle-
du na fakt, ze obserwacje prowadzono jedynie na skrawkach ultracien-
kich. Wykonano orientacyjnie pomiary dlugosci czastek w tych inkluz-
jach, ktére wydaja sie byé przekrojone réwnolegle. Dtugos¢ ich jest zbli-
zona do podawanej przez Brandesa i wsp. [3]. W inkluzjach obserwowano
rowniez czastki krotsze i dluzsze mawet dwa razy od $redniej diugosci
czastki podawanej przez tych autoré6w (651 nm). Czastki te wystepowaly
wylacznie w cytoplazmie. Nie zaobserwowano wirionéw w jgdrze, mito-
chondriach i chloroplastach. Jest to zgodne z tym, co opisywali Tu i Hi-
ruki [8]. W komoérkach mezofilu ziemniaka wiekszo$¢ inkluzji wirusa
grupuje sie przy blonach biatkowo-lipidowych, najczesciej przy tono-
plascie. Sporadycznie obserwowano inkluzje przy btonach retikulum
endoplazmatycznego i zewnetrznych blonach mitochondriéw oraz chloro-
plastow. Skupienia te zwykle sg mniejsze od 1nk1u231 wystepujgcych przy
tonoplascie. Na przekrojach poprzecznych przez inkluzje wirusowe wirio-
ny czesto ulozone sg regularnie. Kazda czastka otoczona jest przez szeS¢
rowno od niej odleglych czastek i ma $rodek silniej pochlaniajacy elek-
trony niz jej cze$é zewnetrzna (ryc. 1). Srodek zajmuje potowe Srednicy
czastki. Nie wystepuje pusty, jasny na elektronogramach punkt, jak w
wypadku czastek TMV [4]. Niekiedy od ciemnego $rodka odchodza przez
cze$é zewnetrzng ciemne pasma, ktére w inkluzjach o regularnym uloze-
niu PMYV 13czg sgsiednie wiriony. Pasma te dmelq cze$é korowg na szeS¢
rownych czesci (ryc. 1).

Na przekrojach podluznych inkluzje wiruséw wygladajg jak peczki
dtugich nitek ustawione wzgledem siebie rownolegle. Przylegaja one jed-
nym koncem do tonoplastu i najczeSciej ustawione sg pod katem prostym,
badz skoénie do powierzchni tej blony. Najdiuzsze czgstki w inkluzji
z ryciny 2 maja wymiary odpowiadajace Sredniej diugosci czgstki PVM,
natomiast czastki wirusa z inkluzji z ryciny 3 sa znacznie dluzsze. Nie-
ktore z mich majg dlugoéé okolo 2X651 nm. We wezesnych stadiach po-
razenia inkluzje wystepujace przy blonach bialkowo-lipidowych sg jedy-
nymi inkluzjami obserwowanymi w komoérkach. Nalezy przypuszczaé, 7€
sg one pierwotne w stosunku do skupisk wirionéw nie zwigzanych z bto-
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nami. Wydaje sie, ze czgstki wirusa sg dos¢ $cisle polgczone z blong bial-
kowo-lipidowg. Obserwowano degenerujgcg komorke, w ktorej tonoplast
na skutek proceséw destrukcyjnych, ulegl wpukleniu do wakuoli i rozer-
waniu (ryc. 6). Mimo znacznego przesuniecia i zmiany polozenia tonopla-
stu (prawie o 360°), czgstki wirusa przemieszczajg sie razem z nim i na-
dal obserwuje sie ich bliski kontakt.

W komoérkach mezofilu roslin porazonych PVM w roku poprzednim
obserwowano takze inkluzje wirusa nie zwigzane z btonami biatkowo-li-
pidowymi. Mozna wyrézni¢ dwa rodzaje takich inkluzji. Pierwsze z nich
sg to skupiska réwnolegle ulozonych czgstek PVM. Diugos¢ takich in-
kluzji odpowiada $redniej dlugosci czgstki PVM. Obserwowano szeregi
inkluzji ustawionych w niewielkiej odlegltosci od siebie (ryc. 4 i 5). Dru-
gim typem inkluzji obserwowanych w cytoplazmie podstawowej sg bez-
fadne skupiska czgstek PVM (ryc. 7 i 8). Inkluzje takie nie wykazujg
zadnej orientacji czgstek wirusa wzgledem siebie i towarzyszg im zwykle
zmiany w organizacji bton biatkowo-lipidowych. W komorkach obserwuje
sie rozpad tonoplastu. Cytoplazma jest rozjasniona z nielicznymi ryboso-
mami (ryc. 7). Retikulum endoplazmatyczne posiada rozdete cysterny
wypelnione niekiedy ciemng trescig.

DYSKUSJA

W zwigzku z zaobserwowanymi w komoérkach ziemniakéw inkluzjami
nasuwa sie szereg probleméw. Pierwszy z nich to kolejno$¢ wystepowania
opisanych typéw inkluzji w trakcie gromadzenia si¢ wirusé6w podczas
przebiegu procesu chorobowego. Wydaje sie, ze inkluzje zwigzane z blo-
nami bialkowo-lipidowymi komoérki pojawiaja sie przed wystapieniem
pozostalych typéw inkluzji. Po oderwaniu si¢ inkluzji od blony wystepuje
powolna jej degradacja do skupiska bezladnie rozrzuconych w cytoplaz-
mie czastek PVM. Tak wiec regularne inkluzje wystepujace w cytoplaz-
mie podstawowej, a nie zwigzane z btonami biatkowo-lipidowymi stanowi-
lyby stadium posrednie miedzy inkluzjami wystepujgcymi przy blonach,
a inkluzjami w cytoplazmie posiadajgcymi nieregularny uklad czastek.
Nastepnym problemem do dyskusji jest domniemana rola blon biatkowo-
-lipidowych w procesie montazu czgstek wirusa oraz tworzenia inkluzji.
Jezeli rzeczywiscie inkluzje powigzane z blonami biatkowo-lipidowymi
komorki sg pierwotne w stosunku do tych w cytoplazmie, to jaka rolg
graja czynniki znajdujgce si¢ w blonie, a aczgce sig z ktoryms z kom-
ponentéw nukleoproteidu? Czynniki te nazywa¢ tu bedziemy receptorami
blony. Prawdopodobnie formujg one inkluzje, na co wskazuja nie tylko
obserwacje inkluzji przylgczonych do receptoréw blony, ale réwniez in-
kluzji znajdujacych sie w cytoplazmie. Nie jest mozliwe przypuszczenie,
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aby inkluzje takie powstaly z wirionéw rozproszonych bezladnie w cyto-
plazmie. Sg one diugosci jednej czastki, a wiec wiriony musiatyby sie
ustawi¢ dokladnie bok przy boku, co jako proces czysto fizyczny jest
trudne do wyobrazenia, gdyz istniejgce powinowactwo miedzy biatkami
kapsydow tych wirionow jest jednakowe na calej dtugosci czastki. Blona
bylaby tu starterem umozliwiajgcym ustawienie czastek zanim polaczy
sie miedzy sobg w procesie tworzenia sie inkluzji. Z drugiej strony mozna
by sugerowa¢, ze powstanie agregatéw $cisle powiazanych z receptorami
blony ma jeszcze inne, wazniejsze znaczenie. W obrebie inkluzji polgczo-
nych z blonami biatkowo-lipidowymi spotyka sie czgstki o réznej diu-
gosci. Do interpretacji tego faktu nalezy podchodzié bardzo ostroznie,
gdyz moze to by¢ wynikiem sko$nego przekroju przez inkluzje. Moze to
jednak sugerowa¢, ze jest to zjawisko zwigzane ze skladaniem komplet-
nych czgstek z bialek i kwasu nukleinowego. Jest to proces czysto fizycz-
ny, zgodnie z tym, co podaje Bancroft [3]. Proces skladania czgstki za-
czyna sie od jednego konca nici kwasu nukleinowego. By¢é moze receptory
blony grupuja wokol siebie biatka kapsydu wirusa, tworzac w ten sposéb
rodzaj tulei, w ktérg wchodzi ni¢ RNA. Zostaje ona nastepnie obudowana
przez biatka. Agregacja bialek trwa dalej, mimo, ze skonczyla sie nié
RNA obudowywana biatkiem i w ten sposéb tworzy sie nastepna tuleja,
jako miejsce uchwytu dla nastepnej czgsteczki kwasu nukleinowego.
W ten sposéb mozna tlumaczy¢ wystepowanie czgstek PVM dluzszych
dwukrotnie niz czgstka wirusa. Przedstawiona sugestia powstawania re-
ceptorow potwierdzataby hipoteze podawang w literaturze, dotyczacg
blizej niesprecyzowanych receptoréw komorki, czy centrow infekcji [1,
6]. Wystepowanie w blonach elementarnych komorki bialek majgcych
zdolnos¢ 1gczenia sie z biatkami kapsydu wirusa, warunkowataby w tym
wypadku mozliwos¢ infekowania komoérek przez wirus M ziemniaka.
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Ryc. 1-4. Fragmenty komoérek miegkiszu liSci ziemniaka odmiany Uran zawierajace
inkluzje o regularnym ustawieniu czgstek PVM. Ro$liny wyhodowane z bulw po-
razonych PVM
1 — Przekr0j poprzeczny przez inkluzje. Widcezna struktura pojedynczej czgstki —
ciemny Srodek i otaczajaca go jasniejsza cze$¢ korowa. Pomiedzy sgsiednimi czgst-
kami w inkluzji widoczne ciemne pasma lgczace je (200 000 X)

2 — Przekr6j podluzny przez inkluzje wirusa PVM przylegajacg do tonoplastu pod
katem prostym (40 000 X)

3 — Przekrdj podluzny przez inkluzje wirusa ustawiong sko$nie do tonoplastu.
Widoczny kontakt czastki wirusa z blong — strzatkg (40 000 X)
4 — Inkluzje czastek PVM ustawione szeregowo, nie zwigzane z blonami bialkowo-
-lipidowymi komorki (40 000 X) wa — wakuola, s — $ciana komoérkowa

Ryc. 5§ 1 6: Komorki miekiszu liSci ziemniaka odmiany Uran pochodzgce z ro$lin po-
razonych PVM
5 — Przekr6j podluiny przez dwie inkluzje ustawione szeregowo, nie zwigzane
z blonami (40 000 X)
6 — Regenerujgca komoérka, w ktoéorej tonoplast ulegt wpukleniu do wakuoli i rozer-
waniu (wa). Widoczne potgczenie tej blony z czastkg wirusa (strzalka). Fragment
tonoplastu polgczony z czgstkg zostal odwrécony o 360° na skutek procesé6w de-
strukcji. Na terenie cytoplazmy widoczne inkluzje wirusa przylegajgce do blon
reticulum endoplazmatycznego — er (40 000 X)
s — $ciana komérkowa, m — mitochondrium

Ryc. 7 i 8. Kemérki mezofilu lisci roélin ziemniaka wyhodowanych z porazonych
bulw, zawierajace skupiska bezladnie rozrzuconych w cytoplazmie czgstek PVM
7 — Komoérka zawierajgca czastki rozproszone w cytoplazmie. Niektoére z nich zgru-
powane w peczki po kilka czastek — strzalki (40 000 X)

8 — Inkluzja wirusa PVM, w ktérej nie ma zadnej orientacji czastek wzgledem
siebie. Pojedyncza czgstka wirusa oznaczona strzatka (40 000 X)
m — mitochoadrium, ch — chloroplast, ag — aparat Golgi’ego, s — $§ciana komor-

kowa, wa — wakuola
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OUTOJNOTUYECKUE UCCIEIJOBAHUSA JIMCTBEB KAPTODEJIA,
IIOPAZKEHHBIX M BUPYCOM KAPTO®EJIA

Pe3zwmMme

B kierkax Meszoduina Kaprodens (Solanum tuberosum L.), mopamenHoro M
Bupycom mramm Ne 55, gabmrogamnch BKJIOYEHMA YacTUYEK BUpyca PEryJsapHOi CU-
CTEeMBbI, ITOABJAIOLIMECA NPy OeJKOBO-JIMIIOMAHBIX 000J0YKaX, TaKMX KaK:. TOHOILIACT,
3HAOMJIA3MOTUYECKasA CEeTOYKa, & TaKiKe HapyzKHble 000JI04KM MMUMTOXOHAPUEB M XJIO-
poracToB. BUMPMOHBI BKJIIOYEHMII OLHMM KOHIIOM KacCarloTcs ITIOBEPXHOCTH 000JIOUKYH,
YTO IPUBOAMT K MBICIAM O CYIIECTBOBAHMM PELIEHTOPOB B OEJIKOBO-JMIIOUAHON 0060-
JIOYKe, MMEIIUMX CPOACTBO C OejnkamMy HyKJiaeoporemza M Bupyca xaprodens. Ha-
6aromaeMble BRJIO4YeHMsa M Bupyca KapTodesns He CBA3aHbI ¢ OEJIKOBO-JIUITOMAHBIMU
000JI0YKaMM U MMEIOT GoJiee MM MEeHee HeperyJspHOoe pacrojoxkeHuc vacrtudek. He
HabOJMIOgaMMCh 4YacTMYKM BUPYyCa B AApe, XJOPOoruacTaxX M MUTOXOHAPUAX.

Anna Rudzinska-Langwald

CYTOLOGICAL STUDIES OF PVM-INFECTED POTATO LEAVES

Summary

In the mesophyll cells of potato (Solanum tuberosum L.) infected with PV,
family No. 55, inclusions of virus particles of regular shape were observed.

These inclusions occur in the vicinity of protein-and-lipid membranes, e.g. the
tonoplast, endoplasmatic reticulum, as well as the outer membranes of the mito-
chondria and chloroplasts. Inclusion virions touch the surface of the membrane
with one end; this suggests that in the protein-and-lipid membrane there may be
receptors with an affinity to protein of the PVM nucleoprotein. PVM inclusions
unconnected with the protein-and-lipid membranes exhibit a more or less irregular

particle pattern.
No virus particles were seen in the nucleus, chloroplasts and mitochondria.
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