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Evaluation of cells ultrastructure of the mesophyll and endothecium of tomato plants infec-
ted with tomato aspermy virus, tobacco mosaic virus, potato virus X, revealed the peculiarities
of intracellular accumulation of particles and viral inclusions (Pinwheels structures, crystallo-
ids), representing specific reactions (associated with virion replication and localization) which
may serve as a criterion for pathogen detection. Also, are described the nonspecific reactions of
organelles based on the typical restructuring principles, reflecting the pathogenicity of the viral
agent. The cytopathic changes induced at the cellular level show heterogeneity in the degree of
expression within a cell, as well as of the cells of the same tissue.
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INTRODUCERE

Pe parcursul co-evolutiei, virusurile au dezvoltat diferite strategii alternative pentru
a asigura ciclul vital propriu care se afla in concurenta cu procesele celulare ale gazdei.
Pentru explicarea procesului de patogeneza sunt propuse douad modele generale potrivit
carora se analizeaza formarea simptomelor si dezvoltarea bolii. Modelul autogenezei
competitive sugereaza ca replicarea virusurilor se produce cu o asemenea intensitate,
incat sa utilizeze la maximum resursele metabolice ale plantei, afectdnd astfel in mod
negativ cresterea si dezvoltarea acesteia. Alternativ, conform celui de-al doilea model,
simptomele de boald pot aparea prin perturbari ale proceselor cauzate de interactiunea
dintre componentele specifice ale virusului si cele ale gazdei.

Ciclul vital viral este un proces dinamic care contribuie la reorganizarea celu-
lard a gazdei. Reproducerea virusurilor si dezvoltarea simptomelor sunt in relatii de
concurentd cu elementele celulare ce asigura procesele de transcriere si translatie. Ca-
racterizarea compartimentarii subcelulare constituie un element cheie pentru intelegerea
reorganizari spatio-temporale si a mecanismului molecular al infectiei virale. Locali-
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zarea subcelulard a componentelor virale si a virionilor reflectd strategia de replicare
si asamblare a particulelor virale necesare pentru stabilirea unui proces infectios [11].
Organitele celulare precum mitocondriile, reticulul endoplasmatic, peroxizomii joaca
un rol important in asigurarea procesului infectios si de aparare al gazdei [6]. Pentru
mai multe virusuri este descrisd dependenta de structurile nucleare [14]. De asemenea,
incluziunile citoplasmatice, inclusiv viroplasmele, concentreaza proteinele virale si
cele ale gazdei necesare pentru replicarea genomului viral, dar si protejeaza genomul
viral de nucleazele celulare [2]. Pentru formarea acestor formatiuni virusurile modi-
ficd metabolismul in primul rand al acizilor grasi, induc rearanjarea componentelor
membranelor si, de asemenea, invoca constituentii celulari pentru sinteza enzimelor
esentiale necesare pentru replicarea lor [13].

Cu toate progresele obtinute in aplicarea tehnicilor microscopice si a studiilor de
biologie celularda si moleculard, intelegerea reorganizarii organitelor celulare in cazul
infectiilor virale nu este pe deplin cunoscuta. Lucrarea de fatd are drept scop analiza
sumativa pentru diferite sisteme citopatice a rezultatelor studiilor ultrastucturale privind
celulele plantelor de tomate infectate cu virusuri.

MATERIALE SI METODE

Cercetarile au fost realizate pe plante de tomate infectate mecanic cu extract vegetal
proaspat obtinut din plante infectate cu agenti virali, identificati prin metode de diagnos-
tic (metoda contrastarii negative, metoda imunosorbenta).

Pentru studierea aspectelor citopatice au fost utilizate genotipuri de tomate (So-
lanum lycopersicum L.) reprezentate prin soiurile susceptibile Fakel, Nistru, Prizior,
Elvira, soiurile detinatoare de gene de rezistenta la VMT: Craigella (Tm-2%/Tm-2?) si
Craigella (Tm-1/Tml), specia S. pimpinellifolium L. si varietatea S. pimpinellifolium var.
racemigerum. Plantele au fost infectate in faza de 3-4 frunzulite cu virusurile aspermiei
tomatelor (VAT), mozaicului tutunului (VMT) sau X al cartofului (VXC). Identificarea
plantelor bolnave a fost realizatd prin metoda contrastarii negative la 10-15 zile dupa
infectarea mecanica. in studiile ulterioare au fost utilizate numai plantele depistate pur-
tatoare de germeni virali.

Pentru evaluarea ultrastructurii celulelor plantelor sanatoase si ale celor infectate
cu virusuri a fost aplicatd tehnica microscopiei electronice prin transmisie. In acest scop,
fragmente de tesuturi vegetale (limb foliar, antere) au fost fixate in aldehida glutarica de
2 % timp de 4 ore si postfixate In solutie de tetraoxid de osmiu de 2 % pe durata a 2 ore;
dupa deshidratare 1n solutii de etanol in concentratie crescanda piesele au fost plasate in
solutie de oxid de propilena. Deshidratarea a fost urmata de impregnarea in amestecul de
oxid de propilena si ragini epoxidice 1n raportul 3:1, 1:1 si 1:3. Incluzionarea a fost rea-
lizata Tn amestecul de ragini epoxidice (DDSA, MNA si Epon 812). Sectiunile ultrafine,
obtinute la ultramicrotomul UMTP-4 (Sumi, Ucraina) si LKB UM III (Suedia), au fost
contrastate Tn solutie de acetat de uranil si citrat de plumb, ulterior examinate Tn micro-
scopul electronic prin transmisie EM 125K si JEM 100SX.
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REZULTATE SI DISCUTII

La infectarea plantelor de tomate genotipurile ce au prezentat susceptibilitate la
virusurile analizate (soiurile Fakel, Nistru, Prizior, Elvira) au expus simptome exteri-
oare de boald cu un grad variat de deformare a limbului frunzelor si a componentelor
organelor reproductive in functie de agresivitatea virusului si reactia genotipului. Prin
analiza ultrastructurald, au fost detectati virioni in citoplasma celulelor mezofilului,
sepalelor, peretelui anterelor, ultimele prezentand un nivel mai intens de concentrare
a particulelor virale (Figura 1). Incidenta particulelor virale in interiorul celulelor in-
fectate a fost diferita. In cazul infectirii cu VAT, virionii erau vizualizati in apropierea
sau chiar in matricea plastidelor. Localizarea virusurilor in interiorul organitelor este
o dovada a supozitiei, potrivit careia agentii din genul Cucumovirus utilizeazd mem-
branele tilacoidale in replicarea genomului viral si matricea plastidiana Tn asamblarea
particulelor [8; 10].

Figura 1. Structuri specifice induse de infectiile virale in sistemele virus-gazda la tomate.

Este important de precizat ca conglomerdri ale particulelor virale in plastide au
fost vizualizate la genotipurile susceptibile, dar si cu toleranta, precum formele spon-
tane, ultimele pastrand integritatea morfostructurala. Complementar particulelor vi-
rale in celulele infectate, cu o frecventd mai mare 1n tesutul tapetal si in endoteciu
comparativ cu celulele mezofilului, erau atestate structuri precum agregatele cristaloi-
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de specifice VAT, incluziuni concentrice membranare, Pinwheels, caracteristice VXC,
structuri considerate drept suport pentru fixarea complexului reproductiv viral [7].

Analiza comparativa a celulelor plantelor infectate a scos in evidentd acumulari
ale structurilor de tip mielind (formatiuni concentrice membranare) stabilite in cantitati
sporite in cazul VAT fatd de VXC si VMT. Conform unor date din literatura, unitatile
membranare nu sunt considerate structuri specifice infectiei virale in contextul in care
sunt atestate si in celulele sanatoase, precum si in conditii de stres cauzate de alti factori
[4]. Se considera ca aceste formatiuni provin din membranele reticulului endoplasmatic
si detin un rol major 1n detoxifierea celulelor. Este important de mentionat ca elementele
mielinice formate in cazul infectiilor virale sunt mult mai abundente si au o structu-
rd multipartitd comparativ cu celulele sanatoase [9]. Structurile membranare induse de
virusuri sunt labile, insusire necesara pentru a asigura transportul ARN-ului viral de la
site-urile de sinteza la plasmodesme pentru realizarea transportului de la celuld la ce-
lula. Potrivit autorilor, asocierea complexelor de replicare a virusurilor cu membranele
intracelulare si cu traficul intercelular al particulelor explica inducerea rapida si intensa
a formarii structurilor membranare in cazul infectiilor virale.

Modificarile structurale descrise in patosistemele create dintre tomate si VMT, VXC
sau VAT au prezentat trasaturi similare, fiind remarcate deosebiri in gradul de expresie a
reorganizarilor. Organitele sistemului energetic, mitocondriile si plastidele, au expus re-
liefari mai puternice la soiul susceptibil Elvira, comparativ cu specia S. pimpinellifolium
sau varietatea S. racemigerum. In celulele mezofilului, endoteciului si tapetumului ale
plantelor infectate cu VMT, VXC, VAT nucleele au prezentat redistribuiri si modificari
in gradul de compactizare a cromatinei, cu prevalarea heterocromatinei perimembra-
nare, zond in care sunt distribuite secventele telomerice si centromerice, iar sporirea
gradului de condensare denoti o diminuare a activitatii nucleului. in special la soiurile
Fakel si Elvira nucleolii detineau o structurd compacta, ce reprezinta, de asemenea, un
indice al reprimarii proceselor de sinteza a precursorilor ARN ribozomali. La specia S.
pimpinellifolium se atestau nucleoli de tip nucleolar, precum si o compactizare mai re-
dusi a cromatinei, ceea ce demonstreaza o activitate transcriptionala ridicata. In celulele
acestui sistem citopatic a fost remarcat si un numar de mitocondrii cu structura normala
comparativ mai mare fatd celulele soiurilor infectate cu acelasi virus. Conform concep-
telor clasice ale biologiei celulare, este acceptat ca gradul de condensare a cromatinei
indicad nivelul activitatii transcriptionale, cunoscand cd cromatina condensard nu este
accesibila pentru factorii transcriptionali [3]. Toate procesele celulare depind de expresia
sau reprimarea diferitelor gene la anumite etape ontogenetice si stari functionale. Chiar
si o divergentd mica in procesul de transcriptie poate duce la defecte sau inducerea mortii
programate celulare [5]. S-a ipotetizat ca genele din proximitatea regiunilor condensate
ale heterocromatinei influenteaza expresia lor, astfel cromatina condensata reprezentand
compartimente de silentiere.

Organitele sistemului vacuolar (aparatul Golgi, reticulul endoplasmatic, lizozomii,
precum si vacuomul) au expus un grad diferit de reorganizare, cu aprofundarea restruc-
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turdrilor la soiurile susceptibile (Fachel, Elvira) si un nivel mai redus la genotipurile
spontane (S. pimpinellifolium si S. racemigerum) (Figura 2). in cadrul aceleiasi celule
erau atestate organite cu diferit grad de expresie a modificarilor structurale: fragmenta-
rea cisternelor reticulului endoplasmatic, pierderea ribozomilor, precum si canalicule
morfologic normale cu ribozomi atasati.

Figura 2. Expresii ultrastructurale ale organitelor celulelor mezofilului la infectarea cu virusuri
a genotipurilor de tomate cu diferita reactivitate: s. Craigella (Tm-1/Tm-1) (A-D); s. Craigella
(Tm-2%/Tm-22) (E-H), s. Elvira (I-L), S. pimpinellifolium (M-P) in conformitate cu variantele
martor (A, E, I, M), plante infectate cu VMT (B, F, J, N) si VAT (C, D, G, H, K, L, O, P)
(scara barei 0,8 pm).

In cazul soiurilor cu gene de rezistentd, la infectarea cu VMT, structura interni
si organizarea ultrastructurald a suportat modificari mai putin apreciabile: plastidele si
mitocondriile au prezentat aspecte tipice martorului, normal dezvoltate, precum si un
numadr sporit de peroxizomi (Figura 2 B, F). Tendinte similare au fost puse in evidenta in
mezofilul soiurilor Craigella (Tm-1/Tm-1) si Craigella (Tm-2%/Tm-2?) infectate cu VAT.
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Aceste sisteme s-au evidentiat la nivel intracelular prin prezenta unui numar major al
mitocondriilor si peroxizomilor, fapt ce atesta o reactie de aparare la factori de diferita
naturd, cuplati cu intensificarea proceselor de detoxifiere. Mentinerea integritatii struc-
turale a fost descrisa in celulele mezofilului varietatilor S. pimpinellifolium, infectate cu
VMT sau VAT (Figura 2 N, O). Aparatul nuclear a prezentat un aspect eutrofic si invagi-
nari nesemnificative ale membranei nucleare, care denota activarea traficului nucleo-ci-
toplasmatic. In celulele s. Elvira, caracterizate prin susceptibilitate fata de VMT si VAT,
s-a atestat un grad accentuat de reorganizate a structurii interne: vacuolizarea reticulului
endoplasmatic, reducerea cristelor si destructia matricei mitocondriale (Figura 2 J-L). In
sistemele gazda-patogen analizate s-a stabilit ca reorganizarile intracelulare coreleaza cu
gradul de manifestare a simptomelor bolii.

Tabloul ultrastructural identificat in sistemele citopatice analizate este o reflectie a
reactiilor concurentionale dintre metabolismul propriu al celulei si cel de reprogramare
in sustinerea reproducerii componentilor virali. Aspectele morfologice vizualizate sunt o
dovada a capacitatii majore de mentinere a integritatii structurale la formele spontane (.
pimpinellifolium si S. racemigerum). Soiurile susceptibile (Fakel, Elvira) au prezentat
vulnerabilitate la viroze cu mentinerea capacitétii de asigurare a proceselor productive
ale infectiilor virale.

Similar celulelor mezofilului, in endoteciu in conditiile patogenezei virale se atesta
cumularea excesiva a peroxizomilor. Prezenta intr-un numar mai mare a acestor organite
in tesuturile lipsite de fotosinteza este legata de sporirea functiilor de oxidare si detoxi-
fiere.

Generalizand rezultatele analizei ultrastructurale a celulelor mezofilului si endote-
ciului, tesutului tapetal al plantelor infectate cu virusuri, putem scoate in evidenta carac-
terul specific al modificérilor cauzate, gradul carora este influentat de reactia gazdei la
patogen. Reorganizarile structurale ale celulelor tesuturilor ce asigura proliferarea virio-
nilor (celulele mezofilului, tapetumului si endoteciului) au prezentat la nivelul organite-
lor celulare modificéri cu grad eterogen de reliefare.

In toate sistemele citopatice analizate a fost stabilitd o eterogenitate a gradului de
expresie a modificarilor in cadrul aceluiasi tesut, precum si in celula. Gradul de reorga-
nizare a fost mai accentuat la genotipurile cu susceptibilitate comparativ cu varietatile
spontane, avand un spectru similar al restructurarilor. Genotipurile tolerante s-au distins
prin sporirea numarului de peroxiziomi, mentinerea integritatii organitelor sistemului
energetic (mitocondriilor si plastidelor) si detinerea unui numar mai mare de acumulari
ale compusilor fenolici.

CONCLUZII
Raspunsul plantelor la infectiile virale la nivel ultrastructural se exprima prin re-
organizari cu caracter specific (asociat replicarii si localizarii virionilor virali), care pot
servi drept criteriu pentru detectarea patogenului, si nespecific, manifestat in baza prin-
cipiilor restructurarilor tipice descrise pentru conditii de senescentd, factori abiotici.

10



STIINTE ALE NATURII SI EXACTE
Biologie si ecologie

Evaluarea ultrastructurii celulelor mezofilului, endoteciului plantelor de tomate in-
fectate cu VAT, VXC, VMT a pus in evidentd in citoplasma celulelor infectate prezenta
particulelor virale, precum si a incluziunilor intracelulare specifice (structurilor membra-
nare concentrice Pinwheels, formatiunilor cristaloide), ceea ce reprezinta reactii specifi-
ce. La soiurile sensibile de tomate s-a stabilit o acumulare sporitd a germenilor virali in
tesuturile sterile ale anterei comparativ cu celulele mezofilului.

Studiile ultrastructurale ofera date importante privitor la reorganizarile structurale
ale celulelor tesuturilor ce asigurd proliferarea virionilor (celulelor mezofilului, stratu-
lui tapetal si endoteciului). Modificarile citopatice induse la nivelul organitelor celulare
poartd un character stereotipic, manifestand eterogenitate a gradului de expresie in ca-
drul unei celule, precum si a celulelor aceluiasi tesut.
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