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Wyniki przedstawionych badan sg wycinkiem pracy podjetej nad usta-
leniem zmian w ultrastrukturze komoérek buraka cukrowego porazonego
przez wirus mozaiki buraka. Czynnikiem chorobotworczym mozaiki bura-
ka jest nitkowaty wirus (rys. 1) o wymiarach 730X15 nm, [12, 13]. Wy-
wolane przez wirus zmiany anatomiczne i cytologiczne byly badane w

Rys. 1. Oczyszczony wirus mozaiki buraka. Metoda cieniowania

12 — ZPPNR, z. 174
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komérkach buraka cukrowego w mikroskopie $wietlnym przez Esau [4].
7 badan w mikroskopie elektronowym ukazala sig ostatnio jedynie jedna
praca Hoeferta [5]. Nasze badania sg wiec kontynuacja prac podjetych
w ostatnich kilku latach przez wielu autorow w zakresie zmian w ultra-
strukturze komorek wywolanych przez rdézne wirusy z grupy wirusa
smugowatosci ziemniaka (PVY). Edwardson [1] proponuje uznaé obecnos¢
inkluzji cytoplazmatycznych jako charakterystyczny symptom porazenia
wirusami nitkowatymi z grupy smugowatosci ziemniaka.

MATERIAL I METODY

Wirus mozaiki buraka uzywany do badan utrzymywany byt w rosli-
nach doniczkowych buraka cukrowego odmiany AJ Poly 1. Rosliny do
testow wyprowadzane byly z nasion tej samej odmiany. Po osiggnieciu
stadium 6-8 listkéw polowe roslin zakazano mechanicznie inokulum przy-
rzgdzonym z lisci roslin chorych. Druga polowa roslin z tej samej serii
stuzyla jako kontrola. Do badan mikroskopowych pobierano liscie z Wy-
raznymi objawami porazenia systemicznego, 40 dni po inokulacji. Mate-
rial pobierano osobno z cze$ci liSci zielonych oraz zottawych. Tkanki
utrwalano w 3% aldehydzie glutarowym w 0,025 M buforze fosforano-
wym o pH 7,3 oraz w 1°/0 kwasie osmowym w tym samym buforze, od-
wadniano przez serie alkoholowo-acetonowe i tlenku propylenu. Materiat
zatapiano w Eponie. Bloczki eponowe bylty krojone nozami szklanymi
na ultramikrotomie, barwione octanem uranylu i cytrynianem ofowiu
oraz przegladane w mikroskopie elektronowym firmy Siemens Elmiskop I

WYNIKI

Na podstawie otrzymanych elektronogramow ‘uzyskano wiadomosSci na
temat lokalizacji i réznorodnoéci inkluzji w badanym materiale. Zajmo-
wano sie zaréwno obserwacja komoérek lyka, jak i komorek miekiszo-
wych liscia. Material kontrolny nie zawieral ani inkluzji cytoplazma-
tycznych, ani skupisk lub pojedynczych czastek wirusowych. W materiale
zainfekowanym stwierdzono bardzo liczne skupiska wirusow, widocznych
na przekrojach podtuznych i skoénych jako lekko faliste czastki (rys. 2),
a na przekrojach poprzecznych jako okraglte struktury, ktore wielkoScig
odpowiadaly wirusowi mozaiki buraka i roznily sie wielkoscig od leza-
cych w cytoplazmie rybosoméw (rys. 3 i 4). Komorki lyka byly czesto
calkowicie wypelnione zbitymi agregatami wirusowymi. :

Wszystkie inkluzje w materiale porazonym byty umiejscowioné w cy-
toplazmie. Nie znaleziono inkluzji w jadrze komérkowym, chloroplastach
i mitochondriach. Inkluzje nie byly otoczone membranami plazmatycz-
nymi i zbudowane byly z materialu optycznie elektronowo gestego. In-
kluzje cytoplazmatyczne przewaznie wystepowaty w komérkach miekiszu
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Rys. 2. Komoérka miekiszowa liScia z czastkami wirusa w cytoplazmie przekrojo-
nymi podiuznie;
V — wirus, Vac — wakuola

Rys. 3. Komoérka miekiszowa liScia z czastkami wirusa w cytoplazmie rprzekrojo-
nymi poprzecznie i sko$nie; ‘
Ch — chloroplast M — mitochondrium, V — wirus, Vac — wakuola

palisadowego i gabczastego licia. W komoérkach lyka spotykano jedynie
pojedyncze inkluzje. Rowniez ciekawa jest obserwacja, ze chlorotyczne
czesci liscia byly znacznie bogatsze w inkluzje niz zywo zielone. Cyto-
plazmatyczne inkluzje wystepowaty w postaci inkluzji wiazkoquh, piyt-
kowatych i rozetowych. ,

12+
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Rys. 4. Czastki wirusa w przekroju poprzecznym (V)

Inkluzje wigzkowe wystepowaly w wigzkach po kilka. W ba-
danym materiale byly one nieliczne i mialy posta¢ cienkich, prostych bla-
szek o dlugo$ci okoly 300-650 nm. Ich cechg charakterystyczng jest usy-
tuowanie w cytoplazmie. Wszystkie znalezione inkluzje wigzkowe utozo-
ne byly prostopadle do $ciany komoérkowej. Zawsze jednym ze swych
koncow dotvkaly plazmolemmy. Drugi koniec inkluzji bardzo czesto

Rys. 5. Inkluzje wigzkowe. Jedna z inkluzji (Strzalka) styka sie z plazmodesma;
W — Sciana komoérkowa
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uwypuklal tonoplast w kierunku wakuoli. Jednak prawdopodobnie nigdy
nie przebijal tonoplastu, bo nie stwierdzono wystepowania go w waku-
olach. Czesto inkluzje wigzkowe lezaly naprzeciw plazmodesm, co na-
suwa przypuszczenie, ze inkluzje mogg przedostawaé sie przez nie do
sgsiednich komorek. Jeden wycinek elektronogramu pokazuje lekko sko-
$nie $ciety skrawek z trzema inkluzjami wigzkowymi, z ktérych jedna
Scisle potgczona jest z plazmodesma (rys. 5). Nie stwierdzono catkowitego
przebicia sie inkluzji wigzkowych poprzez plazmodesmy.

Inkluzje ptytkowate byly bardziej zlozone w budowie i roz-
nily sie od inkluzji wigzkowych umiejscowieniem i wielkoScig. Inkluzje
plytkowate rozlozone byly luzno, nieregularnie na terenie cytoplazmy

Rys. €. Inkluzje plytkowate lezace w cytoplazmie miedzy jadrem i chloroplastem;
Ch — chloroplast, In — inkluzja, N — jadro, Nu — jaderko

(rys. 6-10). Nigdy nie byly zwiagzane z plazmolemmg. Diugos¢ tych in-
kluzji byla rézna. Prawdopodobnie zalezalo to od kierunku przekroju
ultraskrawkéw. Spotykano inkluzje od okoto 300 nm az do 2200 nm dtu-
gosci. Ich $rednica wahata sie w granicach od 30 nm do 120 nm. Zakon-
czenia inkluzji ptytkowatych czesto rozdzielaly sie na cienkie pasemka
z czego mozna wnioskowaé, ze skiadajg sig one z szeregu plaskich ptytek
ulozonych réwnolegle [8, 9]. Inkluzje plytkowate wystepowaly bardzo
licznie w komérkach miekiszowych lisci. Byly one najliczniejsze sposrod
omawianych. Na przekrojach podiuznych mialy posta¢ lekko falista, co
utatwialo im prawdopodobnie ukladanie sig pomiedzy wszystkimi sklad-
nikami protoplastu. Srotykano je bowiem utozone pomiedzy chloropla-

A
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Rys. 7. Inkluzja plytkowata lezgca wzdluz §ciany komoérkowej;
W — Sciana komoérkowa, V — wirus

stami, mitochondriami, peroksysomami i woko6t jagdra komoérkowego. Nie-
raz obserwowano wpuklanie sie membran poszczegélnych skladnikow
protoplastu do ich wnetrza pod naciskiem grubych inkluzji plytkowatych,
ale analizy seryjnych skrawkéw udowodnily, ze membrany te nie zo-
staly przebite. Inkluzje plytkowate lezaly miedzy kanalami retikulum
endoplazmatycznego i wielokrotnie $ci$le przylegaly do membran retiku-
lum wzdluz catej swej dlugosci, wzglednie stykaly sie z nimi jednym
koncem (rys. 10).

Najciekawszymi pod wzgledem struktury byly inkluzjerozeto-
we (rys. 11 i 12). Lezaly one luzno rozmieszczone w cytoplazmie, poje-
dynczo wzglednie w wiekszych skupieniach. Czasem byly widoczne bardzo
blisko Sciany komoérkowej. Nie stwierdzono przechodzenia ich poprzez
plazmodesmy. Pojedyncza inkluzja przedstawiala sie jako grupa zakrzy-
wionych promieni$cie membran wokét centrum w postaci krazka. Liczba
ramion badanych inkluzji byla rézna (od 3 do 7). NajczeSciej wystgpo-
waly jednak inkluzje 5-cio ramienne. Dlugo$¢ ramion byla takze zrdzni-
cowana i wahala sie od 300 do 730 nm. Srednica centrum inkluzji rozeto-
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4

Rys. 8. Inkluzje plytkowate rozdzielajace sie na ciensze plytki;
Ch — chloroplast

Rys. 9. Zakonczenia inkluzji plytkowatej rozdzielone na cienkie plytki (strzatki)

wych wynosila okolo 24 nm. W przestrzeniach miedzy ramionami inklu-
zji rozetowych znajdowano licznie wystepujgce wirusy mozaiki buraka.
Nieraz wirusy $ci$le przylegaly do rozchodzgcych si¢ ramion. Niektore
sgsiadujgce inkluzje rozetowe stykaly sie ze soba jednym lub kilkoma
ramionami (rys. 12). Cienkie ramiona inkluzji rozetowych byly czesto
polgczone z inkluzjami plytkowatymi. Byl to jedyny dostrzegalny zwig-
zek pomiedzy wszystkimi badanymi inkluzjami.
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Rys. 19. Inkluzje plytkowate stykajg sie z kanalem retikulum
endoplazmatycznego (Er)

Rys. 11. 5-cio ramienna inkluzja rozetowa; pomiedzy ramionami inkluzji widoczne
wirusy (V) w przekroju poprzecznym ‘
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Rys. 12. Grupa inkluzji rozetowych. Ramiona poszczegdlnych inkluzji lgczg sie ze
sobg (strzatki)

DYSKUSJA

Wyniki naszych badan zgodne sg z wynikami uzyskanymi przez
Hoeferta [5], ktéry w krotkim doniesieniu podaje opis zmian w ultrastruk-
turze komorek lisci buraka badanych po 6-ciu dniach od inokulacji wiru-
sem mozaiki buraka. Znajdowal on wszystkie opisane przez nas formy in-
kluzji, chociaz nie podaje nasilenia ich wystepowania. Nieliczne czastki
wirusa znajdowal w komorkach wiazek przewodzgcych. Dokiadniejsze
obserwacje przeprowadzili Russo i Martelli [10] na roslinach Gomphrena
globosa L. zainfekowanych wirusem mozaiki buraka. Ich badania obej-
mowaly pie¢ terminéw pobierania prob, od 5 do 43 dnia po inokulacji.
Ostatni termin pobrania materialu zgadzal sie z naszym terminem po-
brania préb. Wedlug opublikowanych przez tych badaczy danych, in-
kluzje wigzkowe i rozetowate wystepowaly bardzo licznie w pierwszym
okresie po inokulacji, a inkluzje ptytkowate najliczniej w ostatnim ter-
minie pobierania materialu. Poréwnujgc miejsce, budowe i liczebnosé
spotykanych inkluzji, stwierdzamy, ze otrzymaliSmy podobne wyniki jak
Russo i Martelli, ktérzy nie zaobserwowali tylko pojawiania sie juz in-
kluzji rozetowych w 43 dniu po inokulacji. Réwniez na naszych elektro-
nogramach zaobserwowano liczniejsze agregaty czastek wirusowych.

Znaleziono wiele informacji dotyczgcych inkluzji cytoplazmatycznych
tworzacych sie pod wplywem innych wiruséw z grupy smugowatoéci
ziemniaka. Najobszerniejsze badania przeprowadzil Edwardson [1], ktory
opisal inkluzje cytoplazmatyczne wywolane wirusem smugowatosci ziem-
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niaka, zwyklej mozaiki fasoli, mozaiki kawonu, cetkowanej plamistosci ty-
' toniu, mozaiki sataty i mozaiki trzciny cukrowej. Poroéwnujgc te inkluzje
podal hipoteze [2], Ze inkluzje rozetowe na przekroju podluznym powinny
wyglagda¢ jak cylinder skladajgcy sie z kilku zakrzywionych, zawijajg-
cych sie wokél osi ramion. Poglad ten wydaje sie by¢ przekonywujgcy.
Rownoczesnie badacz ten uwaza, ze wigzkowe inkluzje sg przekrojem
podluznym tych struktur cylindrycznych. Jego obserwacje dotyczace
inkluzji plytkowatych calkowicie pokrywajg sie z naszymi.

Bardzo ciekawe obrazy otrzymali Lawson i Hearon [9] na brazylij-
skim powoju Ipomoea setose Ker. zainfekowanym wirusem z grupy Y
oznaczonym przez nich jako wirus batatu. Zaobserwowali oni Sciste po-
lgczenie inkluzji rozetowych z plazmodesmami i dlatego wysuneli wnio-
sek, ze plazmodesmy sa miejscem tworzenia sie tych inkluzji. Wielu
autorow [1-3, 5-8, 10], podobnie jak w naszych badaniach, zaobserwo-
walo Scisty zwigzek inkluzji cytoplazmatycznych z kanalami retikulum
endoplazmatycznego a wiec z centrum aktywnosci metabolicznej komor-
ki oraz plazmolemmg. Trudno jednak dotychczas wyjasni¢, czy te cyto-
membrany przyczyniajg sie wprost do tworzenia sie inkluzji, czy racze]
stanowig tylko wsparcie dla nich. Wobec powyzszego proces powstawa-
nia inkluzji jest jeszcze kwestig niezbadang.

Shepard [11] sugeruje, ze sg one pochodzenia bkialkowego, a Kamei
i inni [6] zakladaja, ze inkluzje cytoplazmatyczne powstaja w wyniku
akumulacji nadmiaru biatka wirusowego. Ci ostatni autorzy prébujg takze
wyjasni¢ zwigzek pomiedzy inkluzjami plytkowatymi a wirusami zottej
mozaiki fasoli, pokazujgc zdjecie lekko sko$nie Scietego skrawka, na kto-
rym wida¢ inkluzje plytkowate, z ktorych wystajg czgstki wirusa. Trud-
no jest jednak zadecydowa¢, czy obrazy te sa wynikiem sko$nie Scietego
skrawka, czy tez rzeczywiscie wirusy pochodzg z tej inkluzji, tym bar-
dziej, ze kilku autoréw podaje bliskg wspoéizalezno$¢é miedzy inkluzjami
i czgstkami wiruséw [3, 10].

Poréownujgc wyniki prac Russo i Martelli [10] oraz Lawson i Hearon
[9] z naszymi badaniami, wysuwamy wniosek, ze czastki wirusowe rza-
dziej wystepujg pomiedzy membranami inkluzji rozetowych we wcze-
snych stadiach po inokulacji, anizeli w pézniejszych.
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Tadeyw TI'peas, Juous Hyuaucka

BUPYCHBIE BKJIOYEHUA B JUCTBAX CAXAPHOM CBEKJIHI,
IIOPASKEHHBIX BMPYCOM MO3AMKM CBEKJBL (BETA VIRUS 2, SMITH).
DJIEKTPOHHO-MUKPOCKOIIMYECKHUE JCCJIEIOBAHNMA

Pe3smwowmMme

Hacrosmme McCilefoBaHMA HABJIAIOTCA parMeHToM paboThl, Ha4YaToi II0 ycra-
HOBJICHMIO M3MEHEHMII B YJIbTPACTPYKType KJETOK CaXapHOM CBEKJbl, 3apa*Xe€HHOV
MO3aMKol CBeKJbl. JIJIAd MMKPOCKONMYECKMX yuceJaenoBaHuii ObLIM B3ATHI JUCTbA Ca-
XapHOJI CBEKJbI COPTa AV TIoam 1 ¢ OTYENMBBIMM CHCTEMAaTHMYECKMMM IIPMU3HaKaMMH,
1o meredenuyu 40 cyTok oT BpeMeHy MHOKynAuym. Marepuas GblI 3aTOIIEH B OnoHe.
IIpoBoagunuck HabaroneHMsa HajJ KJIeTKaMU ¢109MbI M KJIeTKaMM ITapeHXMMbI JIUCTHEB.
KOHTpONBLHLIA MaTepyaja He COAepsKa HUTOIIasMaTHYeCKuX BKJIIOYEHUI M CKOILJIe-
HUIT BMpYcOB. B 3apajkeHHOM MaTepuajie YCTaHOBJICHO IIOABJIEH)E MHOTOYMCICHHBIX
CKOILIeHV ¥ BRJIOYeHMIt. BKIIoYeHus IJIaBHBIM 00pa3zoM HaXOAMIM B KJETKaX majn-
cagHOM M rydo4yaTon MMapeHXMMbI JycTa., XJIOPOTHMYecKye ydacTKM JIVICTa Ol Ooraue
BKJIIOUYEHUAMY, YeM APKO 3eJIeHble OTPe3KM JIVICTHEB. BrroyeHus ObLIM JIOKAJIM30-
BaHLI TOJLKO Ha Iuromasme. HaigeHo 3 GOpPMBI BKJIHOUEHMII: NMYy4YKOBBbIE, ILIACTUH-
yaTble, ¥ PO3ETOYHEIE.

IIy4yKOBble BKJIOUEHMS IOABJIAINCL B MCCJIENOBYEMOM MaTrepuaje HESMHOT 04N~
CJIEHHO ¥ OBbIIM PaCIIOJOXKEeHbl IEPHNeHAMKYJISAPHO K KJIeTOYHOJ cTeHKe. VI3 Habiro-
JaeMbIX BKJIIOYEHMI! IMJIaCTMHYATBIE BKJIOWEHNA 6bIIy HamboJee MHOT'OYWCIIEHHBIMM.
OHM ObIIM pacnpefeieHbl B LMTOILIa3Me HePEryiIApHO cBOOOZHO. YCTaAaHOBJIEHaA TecC-
Hasg CBA3b ILJIACTMHYATHIX BKJIOYEHMII C KaHAJaMM SHAONJIA3MATIIECKOro DETUKY-
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ayMa. PoserouyHble BKJIIOYEHMS OBLIM PACIOJIOXKEHBl OAMHOYHO MIM XKe B 0oablmx
CKOIIeHMAaX. Yallle BCEro MNOSBJIAMMCHL 5S-INIEYHbIe BXJI:04YeHMA. Mexay Imedamn
BRJIIOYEHMIT HAXOAMJIM MHOTOYMCJIEHHO [OABJAIOIMECH BMUPYChl B IIOIIEPEYHOM pa3-
pe3ze. B panpHeimmx McCCIeZOBaHMAX OyaeM cTapaTbCA BBIACHUTH CBA3b MEXKAY
BKJIIOYEHUAMM 1 BUPYCaMU.

Tadeusz Grela, Lidia Dunajska

ELECTRON MICROSCOPIC OBSERVATIONS ON VIRAL INCLUSIONS
IN LEAVES OF SUGAR BEET PLANTS INFECTED WITH BEET
MOSAIC VIRUS (BETA VIRUS 2, SMITH)

Summary

Changes caused in the ultrastructure of the cells of sugar beet plants by
infection with beet mosaic virus were investigated. For electron microscopic studies
leaves with distinct systemic symptoms, taken from infected sugar beet plants
(var. AJ Poly 1) on the 40th day after inoculation, as well as control leaves from
a healthy plant of the same age, were used. The material was embedded in Epon
after previous fixation in glutaraldehyde and osmic acid. Ultrathin sections were
stained with uranyl acetate and lead citrate, where upon they were examined in
a Siemens electron microscope. Phloem and parenchymal cells of the leaves were
observed.

Control plant material was found to contain neither cytoplasmatic inclusions
nor virus aggregates. In the infected material numerous aggregates and inclusions
were observed. Inclusions occurred only in the cytoplasm; they. were mainly found
in the cells of the palisade and spongy parenchyma. Sections from the chlorotic
parts of leaf showed more inclusions than those from the intensely green parts.
There were three forms of inclusions: 1. bundled inclusions, 2. laminated inclusions,
3. pinwheel inclusions. Bundled inclusions were scarce; they were always oriented
perpendicularly to the cell wall. Laminated inclusions loosely and unevenly distri-
buted in the cytoplasm were most numerous. They were closely connected with
the canals of the endoplasmatic reticulum. Pinwheel inclusions were arranged
singly or in greater agglomerations. Five-pointed inclusions were most frequent.
Between the points of the inclusions numerous viruses occurring in cross-section
were observed. In subsequent studies it will be attempted to elucidate the re-
lationship between the inclusions and viruses.



