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Abstract

We have put under cytological observation 2-, 4-, and 8-day fragments
of mesophyll of the leaves Phaseolus ‘Red Kidney' infected with PVS.
In the necrosis caused by PVS can be distinguished a necrolic centre,
a seminecrotic zone, and a belt of terminal cells. The necrotic centre is
the most changed area whose cells are most often decayed. In the
seminecrotic zone, the presence of viruses in the cell causes some pathological
changes. The ER canals assume the shape of swollen cisterns. The chloroplasts
reacts with the softening of granas, the growth of starch granules and
plastoglobules content as well as with the presence of proteinaceous fibrous
structures. The karyolymph and mitochondrium matrix become elucidated.
The continuity of plasmalemma and tonoplast become interrupted. Virus
particles appear in the area of cytoplasm of seminecrotic zone and in the
necrotic centre, they are dispersed or rarely arranged in aggregations which
often are in contact with tonoplast. We have observed virus packs enclosed
with lipoproteid membrane. Viruses were not stated in the iterminal zone.
We have ascertained the intensive development of cell walls in the cells of
terminal and seminecrotic zones. A lobar or punctual way of the develop-
ment appeared in different areas of the cell wall and was found indepen-
dently in various cells. The modified areas included as well plasmodesmata.
The above observations enable us to presume that the cells of necrotic
centre and seminecrotic zone are the place of replication and assembling
of viruses. The zone of terminal cells is most likely characterized by the
increased immunity from multiplying viruses and is responsible for the
- mechanical localization of virus infection.
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WSTEP

Wirus S ziemniaka nalezy do grupy Carlavirus. Jest to wydluzona
pateczka o diugosci od 620 do 690 nm i Srednicy od 12 do 13 nm z ry-
bonukleinowym rdzeniem o skoku spirali réwnym 34° (Gibbs i
Harrison, 1976). Wirus ten wywoluje na zainfekowanych lisciach
Phaseolus ‘Red Kidney’ lokalne objawy w postaci brunatnych, nekro-
tycznych plamek. Male rozmiary nekroz charakterystyczne dla tego go-
spodarza pozwalajy na obserwacje w mikroskopie elektronowym prob
obejmujacych calg nekroze. W poszezegdlnych strefach wyroznionych na
terenie lokalnego uszkodzenia rodzaj zachodzacych zmian, a takze inten-
sywnos$¢ ich wystapienia jest rozna. Obecno$é wirusa w komérce powo-
duje zmiany zaréwno w protoplascie, jak i w Scianie komérkowej. Celem
pracy jest przedstawienie zmian cytologicznych komérek w roznych stre-
fach nekrozy.

MATERIAL I METODY

Eksperyment zostal przeprowadzony w warunkach szklarniowych In-
stytutu Ziemniaka w Mlochowie.

Pierwsze liscie Phaseolus wvulgaris odm. ‘Red Kidney' porazano
inokulum uzyskanym z Solanum tuberosum odm. ‘Wulkan’. Zastosowano
dwukrotng, mechaniczng inokulacje przy pomocy karborundu. Material
pobierano po uplywie 4, 8 i 12 dni od inokulacji. Do badan cytologicz-
nych wykorzystywano fragmenty blaszki lisciowej obejmujace nekroze
oraz tkanki otaczajace. W tych samych terminach pobierano material
kontrolny pochodzacy z roslin zdrowych. Tkanki utrwalano w utrwalaczu
Karnovsky’ego (Karnovsky, 1965), ktéry jest mieszaning 3% glu-
taraldehydu i 4% paraformaldehydu w buforze kakodylowym o pH 7,2
przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Dodatkowo materiat utrwa-
lano w 1% OsQO4 przez 2 godziny w temperaturze 4°C. Nastepnie ma-
terial odwadniano w etanolu o rosnacych stezeniach, acetonie i tlenku
propylenu. Zatapiano w Eponie 812. Krojono na ultramikrotomie LKB.
Barwiono cytrynianem otowiu i octanem uranylu. Oglagdano w mikrosko-
pie $wietlnym i elektronowym JEM 100 C. Makroskrawki ogladane w
mikroskopie $wietlnym barwiono mieszaning blekitu metylenowego i
azuru.

WYNIKI

W procesie chorobowym na inokulowanych lisciach Phaseolus ‘Red
Kidney’ powstawaly nekrozy. Pierwsze nekrozy obserwowano juz w 4
dniu po inokulacji. W wyniku namnazania i rozprzestrzeniania si¢ wiru=
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sa z komoérki do komoérki nastepowalto odsrodkowe powiekszanie sie ne-
kroz. W centrum znajdowalty sie komoérki najbardziej zmienione. Stopien
zmian lagodnie malal poprzez strefe otaczajaca az do zupelnego zaniku
w komoérkach peryferycznych. Tak wiec na terenie nekrozy mozna wy-
réznic:

1. centrum nekrotyczne,

2. strefe seminekrotyczna,

3. strefe komoérek granicznych.

Czterodniowe fragmenty zainfekowanych tkanek zawieraly komorki
charakterystyczne dla strefy seminekrotycznej. Na lisciach zebranych w
6smym dniu od inokulacji wystepowaly w pelni uformowane nekrozy,
podobnie jak i na fragmentach pobieranych po 12 dniach od inokulacji..

Ad 1. Ksztalty komoérek znajdujacych sie w centrum nekrotycznym
stawaly sie nieregularne przyjmujac najczeSciej zakle$niete zarysy. W
konsekwencji komorki wystepujace w tej strefie tracily ze sobg lgcznosc.
Caly protoplast stanowit ciemng homogenng masg. Na tym tle dawaly
sie zaobserwowa¢ trudne do zidentyfikowania uklady blon najprawdopo-
dobniej pochodzacych ze zniszczonych tylakoidéw gran. Wystepowaly
liczne, ciemne kule lipidowe. W komérkach tej strefy na skutek zmian
patologicznych bardzo trudna jest identyfikacja czastek wirusowych
(Tablica I A, B, D).

Ad 2. W strefie seminekrotycznej komoérki zachowywaly naturalne
ksztalty. Widoczna byla takze lgczno$¢ miedzykomoérkowa. Protoplasty
tych komérek ulegaly daleko idagcym zmianom (zwlaszcza protoplasty
komorek bezposrednio przylegajacych do centrum nekrotycznego) (Ta-
blical A, Bi C).

Na terenie tych komoérek zaobserwowano czastki PVS. Wirusy wy-
stepowaly zawsze na terenie cytoplazmy luino rozrzucone badz (rzadko)
w zwartych agregacjach. Skupienia nukleoproteidowych czgstek wiruso-
wych lokowaly sie zwykle w poblizu tonoplastu badZ blon otaczajacych
chloroplast. Powinowactwo wirusa do tonoplastu bhylo tak silne, ze po-
wstawaly uklady, gdzie paleczki wirusa obydwoma koncami lgczyly sie
z tonoplastem dwéch sgsiednich wakuol. Kontakt wiruséw z plazmalem-
mg czy innymi organellami byl raczej sporadyczny (Tablica I C; III A).

Cytoplazma komorek strefy seminekrotycznej ulegala kompartymen-
tacji. Obserwowano terytoria o gestej cytoplazmie z duza zawartoscig
wolnych rybosoméw, oraz elektronoprzezierne obszary, gdzie jedynym
widocznym materialem byly delikatne widkienka i nieliczne rybosomy.
Granularne retikulum endoplazmatyczne przybieralo wyglad rozdetych
cystern (Tablica II C; III D). Mimo iz w komoérkach nie zauwazono bez-
posredniego kontaktu czastek wirusa z mitochondrium, to obserwowano
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Tablica I

A, D — Fragment mickiszu asymilacyjnego liScia Phaseolus ‘Red Kidney’ obejmu-
jacy nekroze wywolang przez PVS. Ciemno wybarwione komérki stanowig centrum
nekrotyczne. (Makroskrawki barwiono mieszaning blekitu metylenowego i azuru);
B — Fragmenty komoérek nalezacych do réznych stref nekrotycznych. Widoczne
w réinym stopniu zdegenerowane protoplasty komédrek centrum nekrotycznego
i strefy seminekrotycznej; C — Fragment komérki pochodzgcej ze strefy semine-
krotycznej. Na terenie chloroplastu widoczne lekko rozdete tylakoidy gran i kule
lipidowe. W cytoplazmie wystepuja wirusy (V) i struktury mielinowe (gwiazdka)

Plate I

A, D — Fragments of the mesophyll of a Phaseolus ‘Red Kidney’ leaf in which
necrosis caused by PVS is visible. Dark coloured cells are the necrotic center.
(Macrosections were stained by a mixture of methylene-blue and azure); B —
Fragments of cells from different regions of necrosis. Visible are different degrees
of protoplast degeneration in the necrotic center and seminecrotic region; C—
Fragment of cell from the seminecrotic region. Lipid globuls and slightly expanded
thylacoid grana are visible in the chloroplast. Viruses (V) and myelin structures
(asterisk) are seen in the cytoplasm

Tablica II

A-D — Fragmenty komérek strefy seminekrotycznej: A — Wilbdkienkowe struktury

bialkowe towarzyszgce chloroplastom (gwiazdka); B-— Zmienione mitochondria

o bardzo jasnej matrix i nielicznych grzebieniach; C — Rozdete kanaly ER. (Strzal-

ka wskazuje czgstki wirusa); D — Struktury bloniaste wystepujace na terenie zain-
fekowanej komorki

Plate II

A-D —Fragments of cells from the seminecrotic regions: A —TFibrous protein

structures accompaning chloroplasts; B -—Changed mitochondria with very light

matrix and few cristae; C — Bloated endoplasmic reticulum channels. (Arrow
points to a virus particle); D-— Membranous structures in the infected cell

Tablica III

A-D — Fragmenty komérek strefy seminekrotycznej: A — Agregacje wirusowe po-

laczone z blonami plazmatycznymi; B, C-—Fragmenty jader komérkowych wy-

stepujacych w zainfekowanych komoérkach. Widoczne rozjasnienie karioplazmy,

a takze obecno$é pecherzyké6w w poblizu blony jadrowej (strzalka); D — Rozdety
kanatl ER wypeiniony wlékienkowym materialem

Plate III

A-D —Fragments of cells from the semineerotic region: A — Aggregates of virus

particles attached to plasmic membrans; B, C —Fragments of nuclei from infected

cells. Lightening of the nucleoplasm and presence of granules near the nuclear

membrane (arrow) are seen; D — Bloated endoplasmic reticulum channels filled
with fibrous material
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Tablica IV

A - Struktury tubularne gromadzone przy S$cianie komoérkowej w komérce pocho-
dzacej ze strefy seminekrotycznej; B — Wldkienkowy material wbudowany w $ciane
komoérkowa komorki ze strefy seminekrotycznej. (Strzatka wskazuje czgstki wirusa);
C, D — Aparaty Golgiego w komérkach strefy granicznej; E, F-— Skupienie pgche-
rzykow uczestniczagcych w rozbudowie $ciany komoérkowej w strefie granicznej

Plate IV

A — Tubular structures gathered near the cell wall of a cell from the seminecrotic

region; B — Fibrous material built into the cell wall of a cell from the semi-

necrotic region (Arrow points to virus particles); C, D— Golgi apparatus in cells

from the boarder region; E, F— Granule clusters taking part in cell wall expansion
in the boarder region

Tablica V

A-D — Kombérki pochodzgce ze strefy seminekrotycznej: A, B — Ztogi ciemnego ma-

terialu wypelniajgce plazmodesme i zalegajace w poblizu $cian komoérkowych poza

plazmolemma; C, D— Pakiety wirusowe otoczone membrang umieszczone pomiedzy
$ciang komoérkowg a plazmolemma

Plate V

A-D — Show cells from the seminecrotic region: A, B — Deposits of dark material

filling a plasmodesma and between the cell wall and cytoplasmic membrane;

C, D—Groups of virus particles surrounded by a membrane, located between
the cell wall and cytoplasmic membrane
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fie seminekrotycznej gromadzone byly réwniez agregacje wirusow oto-
czone blong (Tablica V B, C, D). Takie pakiety wiruséw zajmowaly nie-
kiedy identyczne polozenie z dwu stron plazmodesmy w przylegajacych
do siebie komoérkach. By¢ moze zlogi osmofilnego materialu stanowig
kolejny etap degeneracji czastek wirusowych wyrzuconych poza proto-
plast i wypelniajacy takie plazmodesmy.

DYSKUSJA

W zaleznosci od rodzaju gospodarza PVS moze wywolywaé rozne
typy reakcji: lokalna, systemiczng czy tez lokalno-systemiczng. Zespét
objawéw towarzyszagcy poszczegélnym zaleznoSciom jest generalnie po-
dobny zaréwno dla wiruséw nalezgcych do grupy Carlavirus, jak tez dla
wirusow z innych grup (Allison i Shalla, 1974; Bos i Ru-
bio-Huertos, 1971, 1972; DeBox i Waterreus, 1971;
Esau, 1968; Goth i Webb, 1975; Hiruki 1 Tu, 1971;
Hiruki i Shukla, 1973; Spencer i Kimmins, 1971; Tu
i Hiruki, 1970). Przedstawiony schemat nekrozy wywotany przez PVS
na Phaseolus ‘Red Kidney’ jest najbardziej zblizony do nekroz opisanych
przez Tu i Hiruki (1970) dla PVM. Allison i Shalla (1974),
Faulkner i Kimmins (1975, 1978), Hiruki (1975) uznali cen-
trum nekrotyczne za obszar najbardziej zniszczony na terenie nekrozy
z silnie zmienionymi komérkami i o zupelnie obumartych protoplastach.
Strefa seminekrotyczna Phaseolus ‘Red Kidney’ objemowalta komorki
z daleko posunietg dezorganizacja protoplastu. Cytoplazma tych komoérek
byla miejscem wystepowania czastek wirusowych. Zaobserwowano czesty
kontakt czastek wirusowych z blonami otaczajgcymi chloroplast i z to-
noplastem. Sposréd licznych organelli komérkowych, reakcja chloropla-
stow jest najwyrazniejsza. Pecznienie chloroplastéw, wzrost na terenie
ich stromy liczby ziaren skrobiowych i plastoglobul jest uwazane za ty-
powy objaw infekcji wirusowej. Gunning i Steer (1975) tlumacza
pojawienie sie spiralnie zwinietych wilékienkowych struktur bialkowych
zawierajacych rybulozo-dwufosfo-karboksylaze w stromie chloroplastéow
jako reakcje komorki na warunki stresowe. W tym przypadku obecnos¢
tych struktur moze pozostawaé w Scistym zwiagzku z wirusows infekcja
i rozpadaniem sie tylakoidéw. Wystepowanie cystern i rozdetych ka-
natéw ER jest typowym obrazem zainfekowanej komoérki. Nie stwier-
dzono istotnego wplywu wirusa na wyglad jadra komorkowego i mito-
chondrium. Towarzyszace zwykle infekeji wirusowej struktury mielino-
we byly takze obserwowane przez licznych autorow (Hiruki i Tu,
1971; Esau, 1968; Gibbs i Harrison, 1976; Mathews, 1970).
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Jak dotychczas, funkeja tych struktur nie zostala wyjasniona. Niezwykle
istotnym dla zatrzymania infekcji wirusowej w miejscu wnikniecia pa-
togena do rosliny jest uruchomienie przez gospodarza odpowiednich me-
chanizméw odpornosciowych. Oprécz czynnikéw fizjologicznych i bio-
chemicznych hamujgcych proces namnazania wirusowego, by¢ moze
istnieje na terenie porazonych komoérek mechaniczna blokada zabezpie-
czajaca przed rozprzestrzenieniem sie wirusa w obrebie calej rosliny.
Barierag jakg musi pokona¢ wirus badz jego infekcyjne ss-RNA jest
Sciana komoérkowa. Jak dotychczas nie stwierdzono swobodnego przeni-
kania czynnikéw infekcyjnych z komorki do komorki poprzez Sciane ko-
moérkows. Jedyng droga, ktora odbywa sie miedzykomérkowy transport
wirusa sg plazmodesmy (Schneider, 1965). Niemniej, istniejg liczne
dowody wskazujace na intensywng rozbudowe Sciany komorkowej oraz
modyfikacje naturalnych polaczen miedzykomorkowych jakimi sa pla-
zmodesmy w obrebie komorek strefy granicznej i seminekrotycznej
(Faulkner i Kimmins, 1978; Gill, 1973; Kim i Fulton,
1973; McMullen et al, 1977; Spencer i Kimmins, 1971; Tu
i Hiruki, 1971; Wu i Dimitman, 1970). Modyfikowane powierz-
chnie Scian komoérkowych u Phaseolus ‘Red Kidney’ obejmowaly takze
plazmodesmy. Zaobserwowany platowy badZz punktowy sposéb rozbu-
dowy $ciany komorkowej jest prawdopodobnie zwigzany z wielkosScig
pola jamkowego danego fragmentu Sciany komodrkowej i wystepuje w
komérkach roéznych stref nekrotycznych, ale nigdy réwnoczesnie w tej
samej komorce. Depozyty wlaczane w $Sciane komoérkows posiadaly zréz-
nicowany charakter i obejmowatly struktury tubularne, witdkienkowe
i pecherzykowe. Reakcje barwne wykonane przez Faulknera i Kim-
minsa (1975) wskazuja na wzrost zawartosci ligniny i kallozy w Scia-
nie komoérkowej komorek strefy seminekrotycznej i granicznej. Miejscem
szczegdlnie intensywnego gromadzenia sie kallozy byly wyjscia plazmo-~
desm ze Sciany komoérkowej. Allison i Shalla (1974) stwierdzili
i opisali stopniowe, obustronne zatykanie takich plazmodesm kallozg.
Wylaczenie z normalnej dzialalnosci plazmodesm niewgtpliwie zmniej-
sza prawdopodobienistwo wyjscia wirusa poza nekroze i rozprzestrzenia-
nie si¢ infekcji. Podobng eliminujgca role moga odgrywaé wirusowe pa-
kiety wyrzucane poza protoplast do przestrzeni pomiedzy plazmalemmag
a Sciang komoérkowa zaobserwowane u ‘Red Kidney'. Pozbawione w ten
sposéb naturalnego s$rodowiska czastki wirusowe nie znajdujg sprzyja-
jacych warunkéw do dalszego namnazania. Byé moze jest to réwniez
jeden ze sposobow samoobronnych komarki.

Obecnos$¢ czgstek wirusowych na terenie centrum nekrotycznego i w
strefie seminekrotycznej wskazuje iz ma tam miejsce caly cykl zyciowy
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wirusa obejmujgcy replikacje i montaz. Brak wirusow w strefie gra-
nicznej pozwala przypuszczaé, ze jest to obszar o podwyzszonej odpor-
nosci na procesy zwigzane z namnazaniem wirusa. Intensywna rozbu-
dowa Sciany komorkowej komoérek tej stirefy ostatecznie moze prowa-
dzi¢ do wytworzenia bariery mechanicznej dla rozprzestrzenienia si¢ wi-
rusa i zlokalizowania infekcji. :

STRESZCZENIE

Przeprowadzono obserwacje 2-, 4~ i 8-dniowych fragmentdéw miekiszu asymi-
lacyjnego lisci Phaseolus ‘Red Kidney’ zainfekowanego PVS. W nekrozach wywo-
lanych przez PVS mozna wyréini¢ centrum nekrotyczne, strefe seminekrotyczng
oraz pas komérek granicznych. Centrum nekrotyczne jest obszarem najbardziej
zmienionym o komoérkach najcze$ciej obumarlych. W strefie seminekrotycznej obec-
no$é wirusa w komeérce pocigga za soba okreslone zmiany patologiczne. ER przyj-
muje wyglad rozdetych cystern. Chloroplasty reagujg rozpulchnieniem gran, zwiek-
szeniem liczby ziaren skrobiowych i plastoglobul, a takZe pojawieniem sie bial-
kowych struktur wi6knistych. Wyjasnieniu ulega kariolimfa i matrix mitochon-
driéw. Cigglo$é plazmalemmy i fonoplastu zostaje przerwana. Czgstki wirusa wy-
stepujg na terenie cytoplazmy komoérek strefy seminekrotycznej i w centrum ne-
krotycznym luzno rozrzucone badZ (rzadziej) uloione w agregacje czesto kontak-
tujace sie z tonoplastem. Obserwowano w przestrzeniach pomiedzy plazmalemma
a $ciang komérkowa wirusowe pakiety otoczone blong lipoproteidows. W strefie
granicznej nie stwierdzono wiruséw. W komorkach tej strefy, a takie w strefie
seminekrotycznej zaobserwowano wzmozong rozbudowe $cian komérkowych. Pla-
towy badZz punktowy sposéb rozbudowy obejmowal réine powierzchnie §ciany ko-
moérkowej i wystepowal niezaleznie w réznych komoérkach. Obszary modyfikowane
obejmowaly takie plazmodesmy.

Powyisze obserwacje pozwalaja przypuszcza€, iz komorki centrum nekrotyez-
nego i strefy seminekrotycznej sa miejscem replikacji i montazu wiruséw. Strefa
komérek granicznych najprawdopodobniej charakteryzuje sie podwyzszong odpor-
noscig na namnazanie wirusébw i jest odpowiedzialna za mechaniczng lokalizacje
wirysowej infekcji. :
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