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BADANIA ULTRASTRUKTURALNE ZIEMNIAKA ZAKAZONEGO
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Wirus liSciozwoju ziemniaka (PLRYV) nalezy do grupy malych, polihedrycznych
wiruséw roslinnych o $rednicy 23-25 nm [1, 5].

Wektorem wirusa li§ciozwoju jest mszyca brzoskwiniowa (Myzus persicae Sulz),
ktéra wkluwajgc si¢ do elementu sitowego liScia, wprowadza czasteczki wirusa
bezposrednio do lyka. Choroba powodowana tym wirusem polega na zaburzeniach
funkcji przewodzacych lyka, czego nastgpstwem sa mniej lub bardziej licznie wyste-
pujace w tej tkance nekrozy, co prowadzi w konsekwencji do znacznych strat w plonie
ziemniakow.

W latach 1971-1975 przeprowadzono obszerne, anatomiczno-cytologiczne ba-
dania rozwojowe roslin zakazonych wirusem lisciozwoju stosujac metody mikroskopii
$wietlnej oraz mikroskopii elektronowe;j.

Badania z zastosowaniem metod mikroskopii elektronowej umozliwity identy-
fikowanie czastki wirusa w komoérkach roflin zakazonych oraz dostarczyly infor-
macji ktére umozliwiaja bardziej szczegélowe poznanie przebiegu procesu choro-
bowego.

MATERIAL I METODY

Do badan uiyt/o roéliny wyhodowane ze zdrowych, ‘bezwirusowych bulw naste-
pujacych odmian: Apta, Carla, Epoka i Osa. Rosliny zakazano za pomocg mszycy
brzoskwiniowej w stadium kiedy mialy wyksztalcone pierwsze 3 liscie. Prowadzono
jednocze$nie testy kontrolne na Physalis floridana, ktére wykazaly wyrazne symptomy
liSciozwoju po 3 tygodniach od inokulacji. Do bada mikroskopowo-elektronowych
pobierano fragmenty tkanki przewodzacej liscia uwzgledniajac nerwy I, II, III i IV
rzedu fragmenty lyka z nasady ogonka liSciowego oraz z lodygi, rozgraniczajac
lyko zewnetrzne i wewngtrzne. Material pobierano w nastepujacych odstepach
czasowych po zakaZeniu: 5, 13, 20, 27, 50 i 64 dni. Poczawszy od drugiego ter-
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minu rozpatrywano oddzielnie 3 pigtra rosliny: nasada, srodek i wierzcholek. Ekspe-
ryment szklarniowy przeprowadzono dwukrotnie stosujac zblizone teiminy zbiordow
materiatu. Ponadto przeprowadzono analogiczne badania na materiatach z do$wiad-
czen polowych. Material utrwalano w utrwalaczu Karnovsky’ego [2], ktéry zawiera
49, paraformaldehyd 1 3%, glutaraldehyd na buforze kakodylowym przy pH 7,2
przez 4 godziny w temperaturze pokojowej. Material dotrwalano w 1%, czterotlenku
osmu przygotowanym na buforze kakodylowym przez 2 godziny w temperaturze 4°C.
Odwadniano w narastajacych stezeniach alkoholu etylowego oraz w tlenku pro-
pylenu. Zatapiano w Eponie 812. Material krajano na ultramikrotomie LKB i kontra-
stowano w cytrynianie olowiu i octanie uranylu. Obserwacje i dokumentacje wyko-
nano w mikroskopie elektronowym JEM 100 B.

WYNIKI I DYSKUSJA

Czasteczki wirusa lisciozwoju (PLRYV) sa nieco wigksze od rybosoméw i posiadaja
ostrzejsze zarysy. W wyroznicowanych elementach sitowych nie wystepuja rybo-
somy, dzigki czemu latwo jest stwierdzi¢ obecno$é wirusa. W elementach tych
czasteczki wirusa wystgpuja najczgsciej w przysciennej warstwie cytoplazmy, roz-
mieszczone pojedynczo lub w malych skupiskach i s3 zwigzane z blonami endoplaz-
matycznego retikulum. W réznicujacych si¢ elementach sitowych, szczegdélnie w ma-
teriale z pdzniejszych termindw, czasteczki wirusa sa rozmieszczone pojedynczo
lub w malych grupach pomiedzy widkienkami proteiny floemowej (P-protein)
(rys. 1 1 5). W komoérkach migkiszowych czasteczki wirusa wystepuja na terenie
matriks cytoplazmatycznej (pojedynczo lub w skupiskach, niekiedy tworzg uklady
parakrystaliczne) oraz w powiazaniu z blonami lipoproteinowymi (rys. 1, 2, 6, 7).

W materiale zebranym po 4 i 5 dniach od inokulacji szczegélowe obserwacje
przeprowadzono we wszystkich tkankach liSci na ktérych zerowaly mszyce. Stwier-
dzono polihedryczne czasteczki wirusa, o $rednicy 23 nm w elementach sitowych,
w komorkach towarzyszacych, migkiszu tykowym, mlodych elementach trachealnych
oraz w komorkach migkiszowych tworzacych pochwe wokét matych i najmniej-
szych nerwéw lidcia. Nie stwierdzono czasteczek wirusa w komoérkach mezofilu.
W elementach sitowych i w komérkach towarzyszacych pojawia si¢ w poblizu
czasteczek wirusa, prawie homogenna, osmofilna wiroplazma utworzona z fibrylli
o srednicy 3-4 nm. Podobna wiroplazme opisali Wolanski i Chamber [6] w rozwoju
innego wirusa (Lettuce Necrotic Yellows Virus). W materiale kontrolnym nie stwier-
dzono struktur podobnych do wiroplazmy. W nerwach drugiego i trzeciego rzedu
lisci roslin zakazanych wszystkie elementy sitowe posiadaja zwickszong ilo$¢ kalozy.
Elementy funkcjonujace wysciela cienka warstwa kalozy, ktérej grubos$¢ zwigksza
si¢ w miejscach potaczeni z komdrkami towarzyszacymi. Licznie wystepuja widkienka
proteiny floemowej (P-protein), ktérych koncentracja zwigksza si¢ w poblizu ptytki
sitowej. Retikulum endoplazmatyczne zlokalizowane jest w strefie przySciennej
komorki i najczesciej oblozone jest homogenng, osmofilna wiroplazma w obrebie
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ktorej wyrdzniaja si¢ czasteczki wirusopodobne. W plazmodesmach taczacych
elementy sitowe z komérkami towarzyszacymi sporadycznie obserwowano czasteczki
wirusa na tle drobnoziarnistej, osmofilnej substancji wypelniajacej przewdd jak
réwniez tworzacej ,,czopy’ W miejscu wejscia plazmodesmy w Sciang komorki.
Substancja ta jest podobna do wiroplazmy. Niefunkcjonujace elementy sitowe
zawieraja duzo kalozy, ktora nieregularnie zwigksza grubos¢ Scian, znacznie redu-
kujac objetos¢ $wiatla komorki. Plazmalemma najczgsciej jest porozrywana, jej
fragmenty zwijaja si¢ i widoczne sa w postaci pecherzykéw nieregularnie rozmiesz-
czonych na powierzchni sciany komoérki. Swiatlo elementu sitowego wypelniaja
czasteczki wirusa i wiroplazma. Badania floemu todygi migdzywezli potozonych
nad inokulowanym lisciem wykazaly obecno$¢ wirusa w elementach sitowych,
komoérkach towarzyszacych i widknach tykowych. Duze nagromadzenie czgsteczek
wirusa obserwowano w komorkach towarzyszacych i widknach tykowych floemu
wewnetrznego. Na rysunku 5 przedstawione sa fragmenty komdrki towarzyszace;
oraz dwodch elementéw sitowych lyka wewnetrznego. W komdrce towarzyszacej (cc)
widoczne jest skupienie czasteczek wirusa (vi) w poblizu plazmodesm stanowiacych
polaczenie z elementem sitowym. W wyréznicowanym elemencie sitowym (se,)
czasteczki wirusa sa zwigzane z blonami retikulum endoplazmatycznego (er). W réz-
nicujacym sie elemencie sitowym (se,) czasteczki wirusa wystgpuja zaréwno poje-
dynczo jak i w matych skupieniach na terenie calej komorki.

Badania rozwijajacych si¢ i juz rozwinigtych liSci potozonych nad miejscem
inokulacji wskazuja obecno$¢ wirusa w elementach sitowych, komorkach towarzy-
szacych i komérkach migkiszowych. Czasteczki wirusa obserwowano najpierw
w elementach sitowych, p6zniej za$§ w komdrkach towarzyszacych i migkiszu tyko-
wym. Oznacza to, Ze rozprzestrzenianie wirusa odbywa si¢ poprzez rurki sitowe,
z ktérych lokalnie wirus wnika do komérek migkiszowych.

W ro§linach zebranych po 2 tygodniach od zakazenia najwigksze nagromadzenie
wirusa stwierdzono we floemie nasady ogonka lisciowego. W cytoplazmie komodrek
towarzyszacych obserwowano regularny uklad czasteczek wirusa, ktorych Srednica
przecigtnie wynosi 25 nm. Przy wigkszych powigkszeniach w kapsydzie wyr6znic
mozna kapsomery o $rednicy 3-4 nm., ktérych uklad jest luZniejszy w poréwnaniu
z kapsydami czasteczek wystepujacych w elementach sitowych. W wielu czasteczkach
cze$é centralna jest elektronoprzezierna (rys. 2). By¢ moze czgsteczki te sa pustymi
kapsydami o do$¢ luznym ulozeniu podjednostek, co mogtoby by¢ zwigzane z uwal-
nianiem kwasu rybonukleinowego. Wydaje si¢, iz podjednostki te tworza homogenna
wiroplazme, ktéra obficie wystgpuje na obrzezach terytorium zZajetego przez czasteczki
wirusa w miejscach tworzenia lub rozpadu kapsydéw. Substancje podobna do
wiroplazmy stwierdzono réwniez w miejscach wejscia plazmodesm w $ciang komorki,
gdzie tworzy ona charakterystyczne czopy (rys. 2).

W okresie pierwszych 2 tygodni procesu chorobowego obserwowano zmiany
w jadrach niektérych komorek migkiszu tykowego. Obszary chromatyny zwartej,
bedace obszarami elektronogestymi, grupujace sic w jadrach komorek roslin kon-
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trolnych przy blonie jadrowej, wyraznie si¢ zmniejszaja. Jadra stajg sie jasniejsze.
Zmienia si¢ struktura chromatyny luznej (euchromatyny). Na terytorium jadra
pojawia si¢ material widknisty. W czesci peryferycznej jadra stwierdza sie liczne
skupienia czastek rybosomopodobnych. W wielu miejscach powigksza si¢ prze-
strzen pomigdzy dwiema btonami jadrowymi. Zewngtrzna blona wygina sie do cy-
toplazmy, a nastgpnie wgina si¢ do przestrzeni perynuklearnej. W wielu prepara-
tach widoczne sg sferyczne pecherzyki pokryte czasteczkami rybosomopodobnymi
lub wirusopodobnymi, ktére wystepuja zar6wno w przestrzeni perynuklearnej jak
1 na zewnatrz jadra (rys. 3 i 4). Podobne zmiany dotyczace blony zewnetrznej ob-
serwowano rowniez w chloroplastach i mitochondriach.

W komorkach migkiszowych floemu, szczegdlnie w poczatkowym etapie rozwoju
infekcji, obserwowano zwigkszona liczbe diktiosoméw, a zwlaszcza wytwarzanych
przez nie pecherzykéw, struktur wielopecherzykowatych i mikrotubul. Zwracaja
rowniez uwage inne struktury pecherzykowate, ktére byé moze oddzielaja sie bez-
posrednio z endoplazmatycznego retikulum. W komérkach miekiszowych tyka li-
icznie wystepuja ciala paramuralne zawierajace roznego rodzaju struktury wlokm-
ste wbudowywane do $ciany komoérkowe;.

Nekrozy elementéw sitowych powstajg juz w pierwszych dniach przebiegu in-
fekcji, jednak liczba komorek nekrotycznych w tyku zwieksza sie 2-3 razy po 2 ty-
godniach od inokulacji. Badajac system przewodzacy liscia poczawszy od nerwow
najmniejszych, poprzez kolejno zwigkszajace si¢ typy nerwéw, az do rozbudowa-
nego ukladu przewodzacego nasady ogonka lisciowego, stwierdzono, ze w okresie
pierwszych 2 tygodni procesu chorobowego liczba komérek nekrotycznych zwicksza
si¢. proporcjonalnie do wielkosci nerwu: im wigkszy nerw tym wiecej komérek
nekrotycznych. W nasadzie ogonka liSciowego nekrozy wystepuja najczesciej.

W materiale z pdézniejszych terminéw czasteczki wirusa najliczniej wystepuja
w komorkach towarzyszacych (rys. 6 i 7) i niefunkcjonujacych elementach sito-
wych. Duze nagromadzenie wirusa obserwowano réwniez we wiéknach tykowych
zwiaszcza w okresie pierwszych czterech tygodni procesu chorobowego.

Rysunek 5 przedstawia przekrdj poprzeczny dwéch sasiadujacych ze soba ele-
mentow sitowych, bgdacych w réznych stadiach rozwojowych. Element sitowy se,
jest w pelni wyréznicowany. Blony retikulum endoplazmatycznego sa oblozone
wiroplazma w ktérej wyrézniaja sie czasteczki wirusa. W komérce widoczne sq
pecherzyki oraz nieliczne widkna proteiny floemowej (P-protein). Element sitowy
se, wydaje si¢ by¢ ontogenetycznie mlodsza komérka. Zawiera znaczne iloéci cza-
steczek wirusa. W strefie przysciennej widoczne jest powiazanie czasteczek wirusa
z blonami elementarnymi. W dwdch miejscach czasteczki wirusa posiadaja uklad
krystaliczny. W strefie $rodkowej komérki czasteczki wirusa rozrzucone sa poje-
dynczo lub w matych grupach wsréd widkien proteiny floemowej.

Rysunki 6 i 7 przedstaWiajq czasteczki PLRV w komérkach towarzyszacych
ogonka liSciowego, ktére tworza agregacje zaréwno w matriks cytoplazmatycznej
jak réwniez na powierzchni blon lipoproteinowych. W cytoplazmie widoczne sa



Rys. 1. Czasteczki wirusa liSciozwoju w elementach tyka wewnetrznego todygi. Materiat zebrano
po 5 dniach od zakazenia. Preparaty wykonano ze srodkowej czesci czwartego migdzywezla, po-
lozonego nad inokulowanym lisciem. Pow. 20000 x

Fig. 1. PLRYV particles in the elements of inner phloem of a stem collected five days after the ino-
culation. The samples were taken from the middle part of the fourth internode, located above
the inoculated leaf. Magn. 20 000 x
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Rys. 2. Czasteczki wirusa w komorce towarzyszacej nasady ogonka liSciowego. Material zebrano
po 2 tygodniach od inokulacji. Pow. 100000 x

Fig. 2. Virus perticles in a companion cell of a petiole. The samples were collected two weeks after
the inoculation. Magn. 100 000 x



Rys. 3 i 4. Fragmenty jadra komoérki towarzyszacej. Widoczne sg pecherzyki pokryte czasteczkami
wirusopodobnymi w rozszerzonej przestrzeni perynuklearnej. Materiat zebrano po 2 tygodniach
od inokulacji. Pow. 50 000 x

Fig. 3 i 4. Fragments of a nucleus of the companion cell. The vesicles covered with virus-like parti-
cles in the expanded perinuclear space are visible. The samples were collected two weeks after the
inoculation. Magn. 50000 x



Rys. 5. Czasteczki wirusa w elementach sitowych liscia. Fotografia przedstawia przekroj poprzeczny
nerwu drugiego rzedu z liscia $rodkowe; strefy todygi. Materiat zebrano po 4 tyg. od zakazenia.
Pow. 16 000 x

Fig. 5. Virus particles in sieve elements. The photograph presents a cross section of a principle-
-lateral vein in a leaf of the middle part of a stem. The samples were collected four weeks after the
inoculation. Magn. 16 000 x



Rys. 6. Czasteczki wirusa w komorce towarzyszacej nerwu drugiego rz¢du liscia $rodkowej strefy
todygi. Material zebrano po 4 tyg. od zakazenia. Pow. 50 000 x

Fig. 6. Virus particles in a companion cell of a principle-lateral vein in a leaf of the middle part
of a stem, The samples were collected four weeks after the inoculation. Magn. 50 000 x



Rys. 7. Czasteczki wirusa w komérce towarzyszacej nerwu drugiego rzedu liscia wierzcholkowego

Material zebrano 2 miesiace od zakazenia. Pow. 50 000 x

Fig. 7. Virus particles in a companion cell of a principlelateral vein in an apical leaf. The samples
were collected 2 month after the inoculation. Magn. 50 000 x



OBJASNIENIA SKROTOW (ABBREVIATIONS)

ca — kaloza (callose) cc — komoérka towarzyszaca (companion cell) ch — chloroplast (chloroplast)

“er — retikulum endoplazmatyczne (endoplasmic reticulum) m — mitochondrium (mitochondrion)

ne — biona jadrowa (nuclear envelope) nu — jadro (nucleus) o — substancja osmofilna (osmophilic

material) pd — plazmodesma (plasmodesma) pl — plazmalemma (plasmalemma) pp — proteina

tykowa (P-protein) se — element sitowy (sieve element) vi — agregacja czasteczek wirusa (aggre-

gate of virus particles) vt — wiroplazma (viroplasm) w — $ciana komérkowa (cell wall) Glowki
strzalek wskazuja czasteczki wiruséw (Arrowheads, virus particles)
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mikrofilamenty bialkowe ulozone parzyscie, ktérych $rednica waha si¢ w granicach
4-6 nm natomiast dlugo$é nie przekracza 100 nm (rys. 6). Obserwuje si¢ degene-
racje wewngtrznej struktury bloniastej mitochondriéw i plastydéw.

W materiale z pdzniejszych terminéw, w komoérkach mezofilu nie stwierdzono
czasteczek wirusa. Chloroplasty tych komorek wypelnione sa duzymi ziarnami
skrobi zapasowej. System tylakoidéw ulega redukcji, w preparatach najczesciej
obserwowano liczne skupienia blon lipoproteinowych w strefie peryferyczne;.
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B. TI'oaunoecku

CBEPXCTPYKTVYPHBIE UCCIIEJOBAHISA KAPTO®EJIA
3APAXXKEHHOI'O BUPYCOM CKPYUYMBAHNA JIMCTHEB

Pe3roMe

CBepXCTPYKTYPHbIC HCCIENOBaRUA XKapTOdens 3apa€HHOTO BUDYCOM CKDYYHMBaHMs JMCTHEB
PacCKpBUIH TOJIATeAPHICCKAE MONEKYJIbl HMEIOIHE B AAMeTpe 23-25 am. HaxogaTcs OHU B CATO-
BBIX 2JIEMEHTaX, CODYTCTBYIOIMX KJIETKaX, JyOsHOM fepeHxuMe, a TakKe B Pa3MYarOMxCs Jiy-
GSHBIX BOJIOKHAX B IpejieNie BCEro pacTeHMs. B MaibIX | CaMblX MaJIeHbKHX XXHJIKAaX NHCTOBOH
[JIaCTMHKA MOJEKYJIbl BAPYCa OOHADYXMIA TakXe B MOJIOABIX TPaXCUIHBIX JjIeMEATax ¥ B Ia-
PEHXAMHBIX KJIeTKaX TIOKOBOI'O BJlaraJmviIa.

B CHTOBHAHBIX 37€MEHTaX MOJIEKYJbl BHpYCa BBICTYNAIOT 4ame BCErO0 B HAaCTEHHOM Cioe
HMTOMTA3MBL. Pa3MeleHbl OHM IO OAOH WM B HEGOJLIINX cbopHmax u coemmHeHbl ¢ 0605104~
KaMW SHIOMJIA3MATHYECKOTO PETHKYIIOM. B NepeHXMMHBIX KIIETKaX MOJICKYJbl BApYCa BBICTY-
HAIOT B IATOmIA3MATAYECKOM MaTpAKO (IO ONHOM Amd B cGOpAINAX, HHOTJA CO3AAIOT Napakpuc-
TaJUIAYeCKHE CHCTEMBl), a TaKXKe B COEQUHEHMH C JIANONMPOTEAHOBLIMM oGosoukamd.

B CATOBHIHBIX 3JE€MEHT3X M B CONYTCTBYIOIMHAX KAETKaX 0ABNACTCA B6N1A3A BADYCHBIX MOJIEKYJI
DOYTE raMoOTedHas, ocMOo(QWIbHAS BHpOIIa3Ma, KOoTopas obpa3opanach u3 ¢rGpmiubl THaMe-
TpoM B 3-4 HM. PacnpocTpaHeHWe BMpYCa B PacTEHUM IPOHMCXOIUT He€pe3 peméryaTble TPYOKH,
A3 KOTOpPHIX BAPYC BHMKAET B MEPCHXMMHbIC KJICTKH. B mepuon 2 NepBhIX HefAenb Gonesnn Habnro-



174 W. GOLINOWSKI

Aanv M3IMCHEHUsS B sApaX HEKOTOPBIX KIETOK Jy6sHOM nepeHxuMel. SIapa cTaHOBATCS Gonee cBe-
TJIbIMHY, NOSIBJISAIETCA Ha HAX BOJNOKHACTOE BEMECTBO, a BOIU3Y HErO obpa3syrorcs MHOrEE cHopuma
pu6OCOMOBUNHBIX MONEKy. Bo MHOIEX MecTax yBemmumBaercs DACCTOSHME MEXNY IBYMS siep-
HBIMHA 06o0s0uramu. Hapyxras 06071049Kka HakJIOHSETCS K IUTOINIa3Me i BrubaeTcs B OpPOCTPaHCTBO
BOKPYT Anpa. Bo MHOIEX mpenapatax MOXHO 3aMETUTh My3BIPbKH IOKPBITEIE pAOOCOMOBAIHBEIMU
U7 BUPYCOBHIHBIMA MOJIEKYNlaMHA. BEICTYnatoT oHM Kak B DpOCTPaACTBE BOKPYT SApa, TaK M CHa-
PyXda Anpa. Bolueyka3anable M3MEHEHMsl NO3BO/SAIOT HONATaTh, YTO SOpO TPUHAMAET y4dacTde
B OpOLIECCE YMHOXEHHS BHpPYCa.

W. Golinowski

ULTRASTRUCTURE OF POTATO INFECTED WITH POTATO LEAF ROLL VIRUS

Summary

An electron microscope study of potato (Solanum tuberosuin L.) plants infected with potato
leaf roll virus (PLRV) revealed the presence of isometric particles 23-25 nm in diameter, in sieve
elements, in companion cells, in phloem parenchyma, as well as in young phloem fibres throughout
the whole plant. In minor leaf veins the particles of PLRV were also reported in young tracheary
elements as well as in parenchyma sheath cells. In sieve elements PLRV particles occur most often
in a periplieral layer of cytoplasm singly or in small aggregates and closely associated with endopla-
smic reticulum. In parenchyma cells the PLRV particles are seen in cytoplasmic matrix (singly,
in aggregates, sometimes they assume paracrystalline arrays) as well as in connection with lipopro-
tein membranes. In sieve elements and in companion cells, close to the virus particles, the osmophilic
viroplasm made up of fibrilles 3-4 nm in diam, and almost homogeneous occurs.

The spread of the virus in the plant takes place through the sieve tubes from which the virus
moves into parenchyma cells.

During the first two weeks of the infection, the changes in the nuclei of some of the paren-
chyma cells of phloem were observed. The nuclei become lighter, a fine fibre-like structure occurs,
on the periphery of the nucleus numerous aggregates of ribosome-like particles can be seen. In
many places the space between two nuclear membranes expands. The outer membrane bends
into the cytoplasm and infolds into the perinuclear space. In 2 number of samples spherical vesicles
covered with ribosome-like or virus-like particles, that occur both in the perinuclear space and
outside of the nucleus, are visible. The above-mentioned changes in the nucleus suggest that the
nucleus may be involved in viral multiplication.



