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S u m m a r y

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-

lving 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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WSTÊP

Mszyce stanowi¹ grupê owadów o szczególnym znaczeniu w rolnictwie ze

wzglêdu na ich du¿¹ szkodliwoœæ bezpoœredni¹ i poœredni¹. Szkodliwoœæ bezpoœred-

nia zwi¹zana jest z ¿erowaniem na roœlinie ¿ywicielskiej i uszkadzaniem tkanek ro-

œlinnych poprzez pobieranie z nich substancji od¿ywczych. Skutkiem ich ¿erowania

s¹ ró¿nego rodzaju deformacje roœlin, które zosta³y dok³adnie opisane w wielu pra-

cach (S i e n i c k a , 1959; K r z y w i e c , 1968; C i c h o c k a , 1984; C i c h o c k a
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i G o s z c z y ñ s k i , 1986). Szkodliwoœæ poœrednia wynika z przenoszenia wirusów

roœlin uprawnych oraz wydzielania rosy miodowej, na której mog¹ rozwijaæ siê liczne

gatunki grzybów powoduj¹ce choroby i w konsekwencji obni¿enie plonów oraz po-

gorszenie ich jakoœci.

Mszyce ¿eruj¹ na ró¿nych czêœciach roœlin, g³ównie nadziemnych, choæ ata-

kuj¹ równie¿ czêœci podziemne i zdrewnia³e. Zasiedlaj¹ one roœlinê w okreœlonym

stadium jej rozwoju i mog¹ preferowaæ ró¿ne miejsca na roœlinie w zale¿noœci od

wieku, gatunku i biotypu mszycy. Na wybór miejsca ¿erowania wp³ywa zawartoœæ

zwi¹zków azotowych, ciœnienie osmotyczne i zawartoœæ wody (C i c h o c k a  i  G o s z -

c z y ñ s k i , 1986). S c h n o r b a c h  (cyt. za G o s z c z y ñ s k i m  i C i c h o c k ¹ ,

1990) podzieli³ penetracjê na trzy zachodz¹ce na siebie fazy. Faza pocz¹tkowa wyka-

zuje sta³y wzrost g³êbokoœci penetracji i symetryczne rozmieszczenie populacji.

W drugiej fazie, tzw. zmiennej coraz wiêcej mszyc nak³uwa floem i mo¿e rozpoczynaæ

od¿ywianie. W tym samym czasie inne osobniki, które jeszcze nie osi¹gnê³y floemu

wyjmuj¹ sztylety i szukaj¹ lepszej drogi do niego. W fazie trzeciej, zwanej sta³¹,

wiêkszoœæ osobników od¿ywia siê.

Penetracja sztyletów mszyc poprzez tkanki jest uzale¿niona od jakoœci i iloœci

enzymów trawiennych, które dostaj¹ siê do roœliny wraz z jej œlin¹. Enzymy te hydro-

lizuj¹ blaszki œrodkowe, œciany komórkowe, a tak¿e ca³e protoplasty, dziêki czemu

sztylety przenikaj¹ w g³¹b roœliny. Za hydrolizê blaszek œrodkowych odpowiedzialna

jest poligalakturonaza warunkuj¹ca drogê penetracji w roœlinie. Mszyce wydzielaj¹

ponadto celulazê, �-amylazê, �-glukozydazê, a tak¿e oksydazê polifenolow¹ i perok-

sydazê, uczestnicz¹ce w unieszkodliwianiu roœlinnych allomonów, stanowi¹cych

naturalny mechanizm zabezpieczaj¹cy przed atakiem szkodników (U r b a ñ s k a

i  N i r a z , 1990). Allomony (fitoaleksyny), to niskocz¹steczkowe zwi¹zki chemicz-

ne, najczêœciej z grupy fenoli lub terpenoidów, a rzadziej poliacetylenów i alkalo-

idów. S¹ one syntetyzowane w odpowiedzi na atak czynnika patogenicznego i groma-

dzone w miejscu infekcji w stê¿eniach hamuj¹cych jego rozwój. W licznych pracach

z tego zakresu (G r z e l i ñ s k a , 1973; N i r a z  i in. 1982; L e s z c z y ñ s k i , 1987;

S k r z y p c z a k  i  T h i e m , 1987; S z a k i e l , 1991) opisano szczegó³owo bioche-

miczne aspekty powstawania mechanizmów odpornoœci.

W zwi¹zku ze stale utrzymuj¹cym siê zagro¿eniem roœlin uprawnych

i ozdobnych przez mszyce, wydaje siê, ¿e stosowana powszechnie chemiczna

metoda ich zwalczania nie mo¿e pozostaæ jedynym sposobem ochrony roœlin

przed tymi szkodnikami. W tym wzglêdzie du¿e nadzieje wi¹¿e siê z hodowl¹

odmian odpornych. Aby roœliny odporne by³y bezpieczne dla cz³owieka istotne

jest dok³adne poznanie skutków ¿erowania tych owadów dla samej roœliny, oraz

poznanie cytologiczno-biochemicznych aspektów zwi¹zanych z odpornoœci¹

roœlin na szkodniki.

Celem niniejszej pracy by³o przeanalizowanie zmian, jakie zachodz¹ w ko-

mórkach roœlinnych w miejscu ¿erowania mszyc na poziomie ultrastrukturalnym oraz

ukazanie zmian cytochemicznych powstaj¹cych w roœlinie jako mechanizm obronny

pod wp³ywem ¿erowania mszyc.
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MATERIA£ I METODY

Badaniami objêto 20 roœlin pelargonii bluszczolistnej (Pelargonium hederi-

folium hort.), rosn¹cej w warunkach laboratoryjnych. 10 roœlin zasiedlono mszyc¹

pelargoniow¹ (Acyrthosiphon pelargonii (Kalt.), a pozosta³e nie zasiedlone przez

mszyce stanowi³y materia³ kontrolny. Po dwóch tygodniach ¿erowania i rozwoju ko-

lonii mszyc, pobrano do badañ mikroskopowych fragmenty liœci najsilniej pora¿o-

nych przez mszyce (drugi i trzeci liœæ od wierzcho³ka pêdu) i odpowiednie z roœlin

kontrolnych. Pozosta³e czêœci tych liœci pos³u¿y³y do ustalenia poziomu zwi¹zków

fenolowych.

Materia³ kontrolny i z roœlin zasiedlonych przez mszyce utrwalano w aldehy-

dzie glutarowym z dodatkiem 1% kofeiny (wg M u e l l e r a  i  G r e e n w o o d a ,

1978) przez 2 godziny. Dziêki zastosowanej metodzie utrwalania mo¿liwa by³a lep-

sza kondensacja zwi¹zków fenolowych w komórkach. Nastêpnie materia³ p³ukano

w buforze kakodylanowym, odwodniono w szeregu alkoholi i poprzez tlenek propy-

lenu zatopiono w mieszance ¿ywic 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 o³owiu (30 min.) wg Reynoldsa (1963). Prepa-

raty ogl¹dano w transmisyjnym mikroskopie elektronowym JEOL JEM  1200 EX

przy napiêciu 90 kV. Elektronogramy wykonano wed³ug klasycznej metody fotogra-

ficznej u¿ywaj¹c b³on negatywowych firmy Kodak.

Zawartoœæ zwi¹zków fenolowych w liœciach kontrolnych i pora¿onych ozna-

czono metod¹ S w a i n a - H i l l i s a  (1959) za pomoc¹ odczynnika Folina-Ciocalte-

au. Dla ka¿dej próby wykonywano trzy pomiary. Poziom zwi¹zków fenolowych od-

czytano z krzywej wzorcowej wykonanej dla kwasu p-hydroksycynamonowego

w zakresie stê¿eñ 50-500 �g zwi¹zku w próbie.

WYNIKI

Przeprowadzone obserwacje pozwoli³y stwierdziæ, ¿e mszyca pelargoniowa

(Acyrthosiphon pelargonii (Kalt.) wk³uwa siê do tkanek liœcia poprzez epidermê dol-

n¹. Penetracja przez epidermê polega na hydrolizowaniu od jednej do kilku komórek.

Nastêpnie mszyca hydrolizuje œciany i protoplasty komórek miêkiszu, kieruj¹c ko-

niec aparatu gêbowego w okolicê wi¹zki przewodz¹cej. W komórkach liœci roœlin

zaatakowanych przez mszyce obserwowano podwy¿szone iloœci zwi¹zków fenolo-

wych, których lokalizacja by³a mo¿liwa dziêki zastosowaniu kofeiny w procedurze

utrwalania (ryc. 1 A, B). Wiele depozytów fenolowych w postaci czarnych z³ogów

by³o ulokowanych w przestrzeniach miêdzy membran¹ plazmatyczn¹ i œcian¹ komór-

kow¹, a tak¿e w przestrzeniach miêdzykomórkowych (ryc. 2 D i 3 E, F). Licznie

wystêpowa³y one tak¿e w wakuolach. Blisko dwukrotny wzrost poziomu zwi¹zków

fenolowych w komórkach roœlin uszkodzonych przez mszyce w stosunku do roœlin

kontrolnych potwierdzi³a tak¿e analiza biochemiczna (ryc. 4).
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Ryc. 1. Przekrój poprzeczny przez liœæ pelargonii (Pelargonium sp.).

A. Roœlina kontrolna. Pow. 100x. (eg  epiderma górna, mp  miêkisz palisadowy, mg
miêkisz g¹bczasty, ed  epiderma dolna).

B. Roœlina pora¿ona przez mszycê pelargoniow¹ (Acyrthosiphon pelargonii (Kalt.). Pow.
125x. Widoczny wzrost iloœci zwi¹zków fenolowych w roœlinie pora¿onej w postaci czar
nych kulistych struktur w komórkach (oznaczenia jak wy¿ej).

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.



63Zmiany ultrastrukturalne i cytochemiczne w liœciach pelargonii (Pelargonium sp.)...

Ryc. 2. Miêkisz g¹bczasty liœcia roœliny kontrolnej i pora¿onej.

C. Brak depozytów fenolowych w przestrzeniach miêdzykomórkowych w miêkiszu g¹b
czastym liœcia roœliny kontrolnej. Pow. 4000x (ch  chloroplast, sk  œciana komórkowa).

D. Liczne depozyty fenolowe w przestrzeni miêdzykomórkowej miêkiszu g¹bczastego
liœcia roœliny pora¿onej. Pow. 5000x (ch  chloroplast, f  depozyt fenolowy, sk  œciana
komórkowa).

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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Ryc. 3. Miêkisz palisadowy i g¹bczasty roœliny pora¿onej przez mszyce.

E. Fragment komórki miêkiszu palisadowego roœliny pora¿onej z du¿ym z³ogiem fenolo
wym. Pow. 5000 x. (ch  chloroplast, f  depozyt fenolowy, m  mitochondrium, n  j¹dro
komórkowe, sk  œciana komórkowa).

F. Zdegradowane chloroplasty w komórce miêkiszu g¹bczastego oraz ró¿nych rozmiarów
z³ogi zwi¹zków fenolowych. Pow. 4000 x. (ch  chloroplast, f  depozyt fenolowy, sk 
œciana komórkowa).

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  phenolic deposit, m  mitochondria, n  nucleus, sk  cell wall)
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DYSKUSJA

W wyniku ¿erowania mszyc powstaj¹ jakoœciowe i iloœciowe straty w plonach.

St¹d zagadnienia te od dawna zwraca³y uwagê badaczy.

Roœliny wykszta³ci³y jednak mechanizmy obrony przed szkodnikami, które

maj¹ inny charakter ni¿ analogiczne reakcje u zwierz¹t i nie zapobiegaj¹ samej infek-

cji, mog¹ jednak skutecznie zahamowaæ proces jej rozwoju. Polega on m.in. na nagro-

madzeniu w miejscu ¿erowania owadów niskocz¹steczkowych zwi¹zków chemicz-

nych o szerokim spektrum dzia³ania i znacznej toksycznoœci wobec patogenów (G r z e -

l i ñ s k a , 1973; N i r a z  i in.1982; L e s z c z y ñ s k i , 1987; S k r z y p c z a k ,

T h i e m ,  1987; S z a k i e l , 1991; U r b a ñ s k a  i in. 2002). W przypadku pelargonii

zwi¹zki te nale¿¹ g³ównie do grupy fenoli. Jak intensywna jest synteza tych zwi¹z-

ków wykaza³y obserwacje mikroskopowe i analiza biochemiczna. Obserwowany

wzrost ER i liczby mitochondriów w komórkach s¹siaduj¹cych z miejscem ¿erowania

mszyc zwi¹zany jest niew¹tpliwie z intensywn¹ syntez¹ zwi¹zków fenolowych. Wy-

sokie stê¿enie tych substancji w roœlinie powoduje wzrost jej w³aœciwoœci antybio-

tycznych i obni¿enie jej wartoœci pokarmowej dla mszyc (N i r a z  i in.1982; L e s z -

c z y ñ s k i , 1987). Zniechêca to owady do ¿erowania na roœlinie.

U wielu roœlin odpowiedzi¹ obronn¹ jest tzw. reakcja nadwra¿liwoœci, czyli

szybkie obumieranie komórek roœlinnych w miejscu infekcji patogena. Zjawisko to

zapobiega rozprzestrzenianiu siê infekcji w czasie potrzebnym roœlinie do urucho-

mienia innych mechanizmów obronnych (np. syntezy allomonów) (B u j a r s k i ,1980;

S z a k i e l , 1991). Byæ mo¿e obserwowane w miejscu ¿erowania mszyc zmiany de-

gradacyjne chloroplastów, a zw³aszcza membrany plazmatycznej s¹ oznak¹ takiej

reakcji. Zadzia³anie czynnika patogenicznego mo¿e prowadziæ do wytworzenia

w roœlinie d³ugotrwa³ej podwy¿szonej odpornoœci na kolejne infekcje spowodowane

przez ten sam lub inne czynniki chorobotwórcze (S k r z y p c z a k  i T h i e m , 1987;

S z a k i e l , 1991). Czas konieczny do powstania takiej odpornoœci oraz okres,

w którym siê ona utrzymuje jest specyficzny dla danego uk³adu patogen  roœlina

(G r z e l i ñ s k a , 1973; S z a k i e l , 1991). Mechanizm powstawania takiej odporno-

œci nie zosta³ jednak w pe³ni wyjaœniony. Poniewa¿ roœlinne allomony s¹ zwi¹zkami

toksycznymi (L e s z c z y ñ s k i , 1987; S z a k i e l , 1991; U r b a ñ s k a  i in. 2002),

zapewne nie bêd¹ one równie¿ obojêtne dla cz³owieka, st¹d konieczne wydaj¹ siê

dalsze badania w tym zakresie na roœlinach uprawnych.
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S t r e s z c z e n i e

Pora¿enie przez mszycê pelargoniow¹ Acyrthosiphon pelargonii (Kalt) by³o

przyczyn¹ podwy¿szenia iloœci zwi¹zków fenolowych w liœciach pelargonii blusz-

czolistnej (Pelargoniom hederifolium hort.).Wiele depozytów fenolowych by³o ulo-

kowane w wakuolach, w przestrzeniach miêdzy membran¹ plazmatyczn¹ a œcian¹

komórkow¹, a tak¿e w przestrzeniach miêdzykomórkowych. Na terenie cytoplazmy

obserwowano uszkodzenia w obrêbie tonoplastu i liczne pêcherzykowate depozyty

w pobli¿u membrany plazmatycznej. Wzrasta³a iloœæ endoplazmatycznego retikulum

i struktur myelinowych, a tak¿e mitochondriów, których kristy by³y wyd³u¿one

i powiêkszone. Tak, wiêc, w roœlinach zasiedlonych przez mszyce obserwowano za-

równo wzrost aktywnoœci organelli komórkowych oraz oddzielanie siê uszkodzo-

nych przestrzeni w postaci degradacji membrany plazmatycznej.
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