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ALTERAZIONI CITOLOGICHE IN PIANTE DI Nicotiana tabacum L.

INFETTE DA "TOBACCO MOTTLE VIRUS",

La maculatura del tabacco, meglio conosciuta come "tobacco
mottle", & ura malattia considerata ad ezioclogia virale sia per la sua
sintomatologia che per le modalitd di trasmissione ed altre caratteri-
stiche del patogeno, il "tobacco mottle virus" (1,2). Tale virus tutta-
via, nonostante vari tentativi, non si & mai potute osservare al micro
scopio elettronico in tessuti infetti, n& si & potuto da questi purificare
con le normali tecniche impiegate in virologia (3). L‘infezione da '"to-
bacco mottle virus" si presenta come una lieve maculatura della lami-
na fogliare in forma di chiazze di un verde leggermente pill scuro ri-
spetto al normale colore della foglia., Poichg le piante sopravvivone
molto bene all'infezione, l'importanza dgl "tobacco mottle" & dovuta
principalmente al fatto che in natura l'agente pat:ogeno-é di solito asso
ciato ad un altro virus, il ';tohacco vein-distorting", insieme a cui pro
duce una severa sintomatologia detta "rosetta del tabacco" per la tipi—'
ca conformazione assunta dalle piante infette (1,2). Anche il "tobacco
‘vein-distorting virus", al pari del "mottle", non é stato tuftavia mai
osservato al microscopio elettronico né si & potuto isolarlo da tessu-

ti infetti (3) ed & considerato un virus perch& trasmesso in modo per-

sistente dall'afide Myzus persicae e perchg la sintormatologia prodotta

.

nell'ospite & simile a quella di altre infezioni da virus (4).
Nel tentativo di chiarire guesto complesso guadro eziologico,' an-
'che alla luce ds_alle pill recenti acquisizioni sulla citbpatologia de.l_ie. in—

~

fezioni da virus, & stato da noi intrapreso uno studio ultrastrutturale
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su tessuti di tabacco sia infetti separatamente dal "mottle virus” e dal
"vein-distorting virus", sia infetti congiuntamente con i due e presen-
tanti quindi sintomi di F‘oéetta. Mentre le osservazioni effettuate in que
st'uitimo caso soro gid state rese note (8), riporteremo qui di seguito
i risultati dell'indagine ultrastrutturale effettuata su tessuti di tabacco

infetti dal sola "tobacco mottle virus".

MATERIALI E METODI

L'isolato di "tobacco mottle virus" usato in questi studi & quello
originariamente descritto da SMITH (1) & che & mantenuto in coltura
presso il John Innes Institute di Norwich ~ England dove il lavaro di
infezione delle piante e di inclusione dei preparati & stato svolto, in
accordo con "Ministry of Agriculture and Fisheries, Licence 4410912/
169, issued under the Destructive Pests and Diseases of Plants ordar,
1965, U.K.™,

Giovani piante di Nicotiana tabacum L., cv. White Burley, sono

state inoculate meccanicamente con omogenate di foglie provenienti da
piante infette dal complesso della rosetta. In tal modo veniva trasmes-—
so soto il componente "mottie” e non il "vein-distorting" che & invece
trasmissibile esclusivamente per mezzo del M,persicae (2). Campioni
dei vari tegsuti fogliari sono stati prelevati dalle piante a 10 giorni dal
l'inoculazione, guando comparivano i primi sintomi di maculatura, e a’
1 e 2 mesi quando la sintomatologia rimaneva stazionaria. Tali campio
ni erano fissati, inclusi, sezionati. e contrastati per l'gsame al micro-
scopio elettromico seguendo la metodologia standard precedentemente de-
scritta (5). In parallelo erano inclusi ed esaminati come controllo anche
campioni di Foglie da piante sane della stessa etd ed allevate alle mede

sime condizioni di luce, temperatura ed umiditd,



— 387 —

RISULTATI

L'esame al microscopio elettronico delle sezioni ultrasettili non
ha evidenziato la presenza di particelle virali né nel sistema vasco-
lare, n& nel parenchima clorofilliano o nell'epidermide delle foglie
di tabacco infettate dal "tobaceco mottle virtﬁs", gqualsiasi fosse il tem
po intercerso tra llinoculazione ed il prelievo dei campioni. Tuttavia,
mentre nel floerma e nello xilema erano apparentemente, assenti anche
alterazioni ultrastrutturali di qualsiasi tipo, nel parenchima clorofil-
liano & stata notata la presenza di vacuoli alla periferia dei cloro-
plasti e si sono osservate alcune anomalie a carico del plasmalemma.

1 vacuoli avevano uné doppia membrana e contenevano materiale
citoplasmatico e ribosomi e, talvolta, un mitocondric (Figg. 1,2,8,85).
Dallo studio delle sezioni seriali si & constatato che in realtd questi
vacuoli non sono altro che invaginazioni citoplasmatiche e che tali in—
vaginazioni sono localizzate esclusivamente alla periferia dei cloropla
sti, preferibilmente ai due pbli dell'organulo ed in numero massimo
di due (Figg. 1-8). A dieci giorni dalllinoculazione il numero dei clg
roplasti presentanti invaginazioni variava dal 30 al 50%, di cui circa
il 10% econteneva un mitocondrio. Ad un mese e a due mesi dall'ino
culazione la percentuate di clor*oplé.sti can invaginazioni rimaneva
pill o meno costants ma solo raramente in queste invaginazioni erano
visibili dei mitocondri. La struitura dei cloroplasti non aveva subi-
to altre variazioni degne di nota, a parte il contenuto di amido. Gros
si granuii di amido erano visibili infatti in tutti i cloroplasti con in-
vaginﬁzioni e mai in quelli in cui nelle invaginazioni c'eranc i mitocon
dri.. La guantitd di amido nei cloroplasti con invaginazioni senza mito-
condri era in genere decisamente superiore a quella contenuta rei cle-
roplasti dei controlli sani.

Riguardo le alterazioni a carico del plasmalemma, queste consiste
vano pr‘incipalr‘riente neila formaziore di stratificazioni multiple di mem
brane a ridosso del plasmalemma stesso (Fig.5) e nella presanza di

plasmalemmasomi (Fig.4). Ambedue i fenomeni erano tuttavia osserva—
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Figg.1-5. Sezioni ultrasottili di cellule del parenchima clorofitliancdi fo
glie di tabaceco infette da "tobaceco mottle virus"; M=mitocondric, P=pe-
rossisoma, PS=plasmalemmasoma, S=amido, W=parete cellulare.

Fig.1. Cloroplasto presentante ai ‘due po!i invaginazioni citoplasmatiche,
una delle guali contiene un mitocondrio; x8,000. ‘ '

Fig.2, Particolare di un Mmitocondrio invaginato nel cloroplasto: notare
lo stretto contattp tra le membrane dei due organelli; 20,000,

Fig.3. Cloroplasto dopo che il mitocondrio & stato rilasciato, Il piano del
la_sezione & tangenziale all'invaginazione (1) che nelle‘Figg. 1,2,5 compa
re invece tagliata trasversalmente e si presenta come un vacuolo. Nota=
re anche il grosso granulo di amido nel cloroplasto; x16.000, ]

Fig.4. Plasmalemmasoma Formatosi dal tonoplasto nel vacuolo; x30, 000,

Fig.5. Strati multipli di membrane plasmalemma-simili associate alla
membrana plasmatica (frecce). Nell'adiacente cloroplasto sono presentt
dus invaginazioni contenenti citoplasma e ribosomi (RY; x30.000
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ti con una maggior frequenza in cellule con cloroplasti presentanti

invaginazioni.

DISCUSSIONE

La presenza di invaginazioni citoplasmatiche contenenti mitocandri
nei cloroplasti & gia stata segnalata in diversi casi di infezioni da virus
(6,7,8,9) ma si & sempre trattato, ‘a detta degli stessi Autori, di um -
fenomeno occasionale e comungue non guantizzabile come nel caso della
maculatura del tabacco. Secondo studi effettuati da MONTES e BRAD-
BEER su Zea mays e Hyptis suaveolens {10) e da WILDMAN e collabo~

ratori su Nicotiana excelsior (11) la formazione nei cloroplasti di inva-

ginazioni conténenti mitocondri & la conseguenza della necessitd di un
pill strette contatto tra i due organelli in condizioni di stress guali ad
esempio la scarsa luminositd o il buie. Quando infatti si r‘ipristinan_o
le condizioni normali di luce i mitocondri vengono rilasciati e nel clo-
roplasto rimane lfinvaginazione,

E! probabile che anche nel nostro caso, pur essendo diversa la
causa della str"ess, il Fenomeno si verifichi per per‘me—tter‘e un maggtor
contatto tra i due organelh e guindi un maggior scambio di enzimi e/o
metaboliti. D'al.tr'a parte, il fatto che trow_amo mitocondri nei cloro-—
biasti esclusivamente alla compar‘sé dei sintomi, cio2 quando presumi-

-

bilmente & in corso la fase acuta del processo irfettivo, e non pil tar

LY

di gquando & stato raggiunto un equilibrio tra patogenc e cellule deil'om
splte, potrebbe dar credito a questa ipotesi. | 7 |
It fenomeno delllinvaginazione di mitocendri nei c:lor'nplastl & sta
to evidenziato anche in condizioni ﬁmologlche normali in diverse spe-
cie della fam‘tglia delle lAr'aceae (12) tanto da essere considef‘atd un a-
spetto ultrastrutturale tipico per quelle specie. E' tuttavia iﬁtEPESSén—'
te notare che anche in questi casi il fenomeno diventa _ﬁotevolﬁente_pi&_
frequente quando le cellule sono senescenti e guindi con metabolismio

in qualche modo alterato,

Per guanto riguarda invece la presenza di grossi granuli di ami-
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do da noi rilevata nei cloroplasti che hanno avuto interazioni con i mi—
tocondri, gquesto potrebbe essere dovuto a difficolta di solubilizzazione
o di utilizzazione delle stesso amido a seguito delltinfezione, ma potreb
be essere anche la conseguenza di scambi enzimatici o metabolici avve
nuti tra i due organelli (11).

l'aspetto comungue pild intér‘essante delle nostre osseryazioni & sta
to il ritrovamento di plasmalemmasomi e stratificazioni multiple di mem.
brane a ridesso del plasmalemma. Questo tipo di alterazioni & stato se
gralato in casi di infezione da vircidi e sembra essere un effetto sito-
patico caratteristico di guesto tipo di patogeni (13,14,15). Gid fa pen-
sare che l'agente eziologico della maculatura del tabacco possa essere
in realtd un viroide e l'ipotesi sarebbe avvalorata -dal fatto che non si &
riusciti ad evidenziare nessun virus nei tessuti infetti, nd atterazioni ti
piche da virus, dato che le sopradescritte invagirazioni nei cloroplasti
sembrano essere una aspecifica risposta a stress. .

Va infine ricordato che gli studi ultrastrutturali su tabacco infetto
con il complesso della r*osetfa, ciog con il "mottle" ed il "vein-distor-
ting" insieme, hanno rivelato la presenza di un wnico virus - molto pro
babilmente il "vein-distorting” - e di alterazioni nel parenchima cloro-
filliano simili a guelle gui riportate (5). Questo ci sembra una ulterio-
re indicazione in favore deli'eziologia da viroide per la maculatura del
tabaceco, In tal caso, il fatto che M. persicae sia in grado di trasmette
re in modor\persist'ente anche l'agente del "mottle” quando & associato
nella planta al "vein-distorting” (2) potrebbe significare che la trasmis
sione dei due avviene per "phenotypic mixing", ossia per incorporazio-

ne del genoma del"mottle" nel rucleocapside del M"wein-distorting virus™.

RIASSUNTO

L'esame ultrastrutturale di tessuti fogliari di tabacco infetti con
il "tobacco mottle virus" non he evidenziato la presenza di particel

le virali nd di alterazioni citologiche tipiche da virus. Sono state inve

ce riscontrate invaginazioni citoplasmatiche, talvolta conterenti un mi-
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tocondrio, nei cloroplasti del parenchima clorofilliano ed anomalie a
carico della membrana citoplasmatica, Tali anomalie consistevano so-~
prattutto nella formazione di stratificazioni muitiple di membrane pla
smalemma-simili e nella presenza di plasmalemmasomi.

Mentrea le invagihazioni nel cloroplasti sono probabilmente una ri
sposta aspecifica allo .st'}‘ess causato dall'infezione, le alterazioni a ca
rico della membrana citoplasmatica sono le stesse gia osservate in di
verse infezioni da viroidl e considerate tipiche di gquesto gruppe di pa
togeni. Per tale motivo ed in considerazione del fatto che non si & po
tuto evidenziare particelle Qir‘aii o virus—simili nelle foglie di tabacco
infettate da "tobacco rﬁottle. virus" si avanza lYipotesi che l'agente di

questa malattia sia in realtd un viroide.

SUMMARY

CYTOLOGICAL AL TERATIONS IN Nicotiana tabacum L. FLANTS

INFECTEb WITH TOBACCO MOTTLE VIRUS. - An extensive search
of all types of tissue from tobacco leaves infected with tdbac_c:o mot-
tle virus did not reveal the presence of either virus-like particles or
ultrastructural alterations characteristic for some virus groups., How-
aver: containing-—rnitho_condr'i_a invaginations into chloroplasts and some
abnormalities associated with the plasma membrane were cbszerved in
chlorénchyma cells. These abnorma{it_ies consisted in the presence of
plasmalemmasomes and multiple layers of plasma-like ,membr*ane.'
While invaginations into chloroplasts could be interpreted as a nor-spe
cific response to the ini"ection,r abnormalities of plasma membrane
had already been cbserved in several viroid rinFections and are consi-
dered a typical ultrastructural alieration caused by these pathogenes,
For this reason and because of the impossibility of observing virus-
like particles in the tobacco mottle-infected tissues, it has been sug

gested that the causal agent of this disease could be a viroid,
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