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Jedng z drog badania mechanizméw odpornosciowych rosliny, ulega-
jacych aktywizacji pod wplywem zakazenia wirusowego, jest badanie
biochemicznego podloza patogenezy i tworzenia si¢ objawow chorobowych.
Rodzaj reakcji na porazenie wirusem okresla struktura genetyczna za-
réwno samego wirusa, jak i roSliny gospodarza [16, 18, 46, 53] Gene-
tyczna informacja, zawarta w kwasach nukleinowych obu tych kompo-
nentéw reakcji chorobowej objawia sie przede wszystkim tworzeniem
sie w zakazonej komérce specyficznych biatek, ktore sg niejako bioche-
micznym wykladnikiem informacji genetycznej tego uktadu [8, 9, 14, 16,
46]. Wiekszo§¢ badan nad mechanizmami odpornosci idzie wiec obecnie
w kierunku wykrywania roznic w skladzie bialek pomiedzy roslinami
zdrowymi a zawirusowanymi okreSlania czy roznice te sg specyficzne
dla danego wirusa, czy tez dla rofliny gospodarza oraz wykrywania
ewentualnych korelacji miedzy tymi rdéznicami a rodzajem wystepu-
jacych objawéw chorobowych czy tez reakcji odpornosciowych
w zakazonej roSlinie. W tym ostatnim przypadku szczegblnie wazne jest
stwierdzenie czy powstaja jakie§ mowe bialka o charakterze inhibitorow
wirusowych. Pod tym katem zbadane zostaly na przyktad dos¢ dokladnie
rézne odmiany tytoniu Nicotiana tabacum, roznigce sie reakcjg na wirus
mozaiki tytoniu (WMT), a takze rézne rasy tego wirusa, dajace na tej
samej odmianie rézne reakcje. Uwage zwraca sie zwykle na frakcje tzw.
bialek rozpuszczalnych, zawierajacych wiekszo$é bialek enzymatycznych
komérki 9, 12, 13, 30, 45, 51].

Jezeli mamy do czynienia z odmianami blisko spokrewnionymi roz-
nigcymi sie jedynie pojedynczymi genami odpornosci, jak w przypadku
odmian N. tabacum, posiadajacymi gen ,,N”’ z Nicotiana glutinosa, nadajg-
cy im zdolnosé lokalizowania WMT w miejseach zakazenia oraz pdzniej-
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Rys. 1. Wykresy densytometryczne elektroforograméw frakecji bialek rozpuszczal-

nych z tytoniu Samsun NN na 7 dzien po infekcji WMT (b, d) lub inokulacji woda

destylowang (a, ¢) wykonane z zelach poliakrylamidowych konc. 7,5% (a, b) i 10%
(b, ¢) wg Van Loona

/

szej nekrotyzacji zakazonych tkanek, to zazwyczaj dostepnymi obecnie
metodami analizy fizykochemicznej nie mozna wykry¢ zadnych réznic
w skladzie bialek pomiedzy odmiang posiadajaca ten gen a jej forma wyj-
Sciowsg, ktérej tego genu brak i w ktérej wirus mozaiki tytoniu mnozy
sie w zasadzie bez przeszkéd [51]. Jednak roznice takie wystepuja na ogél
po zakazeniu tych odmian wirusem. U wiekszoSci dajgcych sig rozdzieli¢
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frakeji biatkowych stwierdzono w tym przypadku tylko zmiany ilosciowe,
ale procz tego udalo sie wykryé réwniez pewne nowo powstajace biatka
[2, 9, 13, 14, 39, 45, 46, 51, 52]. A priori mozna oczekiwaé, na podstawie
tego co wiemy obecnie 0 mechanizmie syntezy wiruséw, ze winny to byé
glownie biatka wchodzace w sklad okrywy biatkowej czgstki wirusa (czy-
li tzw. kapsydu), rozmaite bialka enzymatyczne, specyficzne dla tej syn-
tezy jak rowniez niektére inne biatka, moggce byé formami posrednimi
w syntezie wirusa, lub tez moggce odgrywaé role substancji odpornoscio-
wych, nadajgc zakazonej ro§linie tzw. odporno$é nabyta lub indukowa-
ng [11, 19, 37]. Skorelowanie wystepowania takich wlasnie bialek w ba-
danym preparacie z ich ewentualng rolg odporno$ciowa w organizmie za-
kazonej ro§liny jest zreszta z punktu widzenia metodycznego stabg stro-
ng wszystkich tego typu badan i wywoluje najwiecej kontrowersji przy
ich interpretaciji. :

Metodg elektroforezy na zelach poliakrylamidowych o réznej koncen-
tracji mozna np. wykry¢ w roslinach tytoniu Nicotiana tabacum odmiany
Samsun okolo 50 rozmaitych bialek rozpuszczalnych, przy czym elektro-
fotogramy odnos$nych preparatéw otrzymanych z odmian Samsun i Sam-
sun NN (posiadajgcej gen ,,N” z N. glutinosa) sg identyczne chociaz ich
reakcja na zakazenie WMT jest rézna. Po porazeniu tym wirusem w od-
mianie Samsun pojawia sie jedna nowa frakcja biatka o duzej koncentra-
cji, ktorg zidentyfikowano jako biatko kapsydu WMT i ktére w normal-
nych warunkach elektroforezy wedruje jako czgsteczka zlozona z 3 pod-
jednostek strukturalnych, czyli tzw. trymer. W odmianie Samsun NN
mozna natomiast wykazaé¢ juz w tydzien po zakazeniu obecno$¢ az 4 no-
wych bialek o stosunkowo niskim ciezarze molekularnym (4000-10 000
daltonow). Bialka te, wykrywalne pierwotnie w liSciu inokulowanym, po
pewnym czasie (okoto 3 tygodni) mozna wykryé¢ tez w innych liSciach
(rys. 1) nie porazonych wirusem {[13, 14, 51].

Analogiczne analizy, przeprowadzone przez Van Loona [52] na ga-
tunku Nicotiana glutinosa wykazaly, ze zakazenie WMT silnie stymuluje
tutaj synteze jednej nowej frakeji biatka oraz zanik dwéch innych. Zad-
na z nich jednakze nie jest identyczna z nowymi biatkami, ktére pow-
stajg w odmianie Samsun NN i dlatego nie mozna ich uwaza¢ za produkt
genu ,,N”, pochodzgcego z N. glutinosa. Teze te potwierdzity pézniej dos-
wiadczenia, w ktérych odmiana Samsun zakazona zostala szczepem HR
wirusa mozaiki tytoniu (szczep Holmes rib-grass), ktory daje na liSciach
tej odmiany objawy typu potukladowego w postaci zoéttych pierScieni.
W tej kombinacji mozna bylo wykryé¢ w ekstraktach zaréwno biatko kap-
sydu jak i 4 nowe bialka, pojawiajace sig w odmianie Samsun NN po za-
kazeniu zwyklym szczepem mozaiki.

Porazenie odmiany Sumsun NN w.w szczepem WMT charakteryzuje
sie ponadto znacznymi zmianami iloSciowymi wielu biatek, szczegélnie
wysokomolekularnych, ktére w maltym tylko stopniu wystepuja w przy-
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padku infekcji systemicznej. Intensywnos¢ tych zmian idzie zwykle w pa-
rze ze stopniem nekrotyzacji zakazonej tkanki (2, 8, 9, 12, 43, 44, 52].

Dalszym dowodem na zalezno$¢ zmian w skladzie bialek rozpuszczal-
nych od rodzaju reakcji rosliny na porazenie wirusem byly analizy ros-
lin odmiany Samsun NN, pozostajgcych po zakazeniu WMT w tempera-
turze 32°C. W tej temperaturze, rosliny te wykazuja objawy porazenia
ukladowego lecz réwnoczeSnie nie wystepuje synteza owych 4 bialek,
charakterystycznych dla reakcji nekrotycznej. Zwicksza sie natomiast
wyraznie synteza bialka kapsydu, ktére nagromadza sie w komoérce nie
wigzac sie w czgsteczki wirusowe [14, 52, 54]. Niektoére inne wirusy, jak
wirus nekrozy tytoniu, wirus kedzierzawki nekrotycznej ziemniaka i ostry
szczep wirusa Y ziemniaka, wywolujg réwniez zmiany nekrotyczne na
zakazonych lisciach tytoniu Samsun, stymulujgc réwnoczesSnie synteze
charakterystycznych frakcji bialek. Obecnos¢ tych frakecji udalo sig row-
niez stwierdzi¢ w przypadku zakazenia wirusem mozaiki ogérka, aczkol-
wiek w bardzo malym stezeniu, nie wystepowaly one natomiast w eks-
traktach z ros$lin, porazonych wirusem X ziemniaka, ktéry opanowuje
wymienione odmiany tytoniu ukladowo i nie daje zmian nekrotycznych
[62].

Mozna stgd wnioskowaé, ze w reakcji WMT - tyton zmiany wystepu-
jace w skladzie biatek rozpuszczalnych zwigzane sg z rodzajem objawow
oraz okreS§lane w zasadzie przez genotyp rosliny-gospodarza.

Jest rzeczg interesujgca, ze mekrozy liScia spowodowane mechanicz-
nymi uszkodzeniami lub oparzeniem powodowaly jedynie pewne iloScio-
we zmiany w skladzie bialek, nigdy jednakze nie zauwazono w takich
przypadkach wystepowania jakich§ nowych frakcji. W Samsun NN frak-
cje te pojawialy sie po zakazeniu najpierw w liSciach inokulowanych, ale
nie réwnocze$nie. Najwczesniej, bo juz po okolo 4 dniach po inokulacji
wirusem, mozna bylo wykry¢é obecnos¢ frakeji o stosunkowo najwyzszym
ciezarze czgsteczek (nr I na rys. 1), a dopiero pdzniej pojawialy sie po-
zostale.

Traktowanie roélin aktynomycyng D w dwa dni po inokulacji WMT
zmniejszalo wybitnie intensywno$é nowych pasm bialek na elektroforo-
gramach [32, 52].

Jak wykazaly dodatkowe badania, te 4 nowe komponenty spektrum
bialek nie s izoenzymami ponad 30 réznych enzymoéw, ktoérych obecnosé
stwierdzono w badanych preparatach. Pomimo iz znaleziono korelacje
miedzy stezeniem tych bialek a stopniem odpornosci indukowane]j przez
wirus w zakazonej tkance nie udalo sie stwierdzi¢ ich bezpoSredniego
dzialania inhibicyjnego na wirus po wymyciu odno$nych frakcji z zelu
po elektroforezie, ani tez wywolaé w rolinie stanu indukowanej odpor-
noéci przez ich aplikacje do liScia na 24 godzin przed zakazeniem WMT
[52]. . |
Frakcjonowanie mna sephadexie esktraktow z zawirusowanych ro$lin
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Samsun NN ujawnito dodatkowo 8 nowych bialek, ktére w preparatach
nieoczyszczonych wystepowaty jako zmiany iloSciowe [52]. Migrowaly one
w elektroforezie wolniej anizeli tamte 4 frakcje, ale ich masy czastecz-
kowe nie przekraczaly 20000 daltonéw. Jedyne nowe izoenzymy, ktoére
udalo si¢ wyodrebni¢ i zidentyfikowaé w lisciach z objawami plamek
nekrotycznych (liScie inokulowane wirusem) byly to rybonukleazy i pe-
roxydazy [8, 46, 52].

Wg danych Gianinazzi [13] nowe komponenty bialek mozna tez wy-
kry¢ w lisciach odmian Samsun lub Xanthi reagujgcych porazeniem ukla-
dowym na zakazenie WMT, ale dopiero wéwczas, gdy mnozenie wirusa
w nich sie¢ zakonczy lub ulegnie zwolnieniu, zwlaszeza za$§ w stadium
kwitnienia tych roslin. Wydaje sie wiec, ze zaré6wno w roflinach nad-
wrazliwych na wirus jak i tych, ktére ulegaja porazeniu ukladowemu,
pojawienie sie tych nowych bialek moze byé zwigzane z zahamowaniem
syntezy wirusa, co przypomina dzialanie interferonu w komoérkach zwie-
rzecych [38].

Czy zatem omoéwione powyzej nowo powstajgce w zawirusowanej ros-
linie biatka sg rzeczywiScie interferonem sensu stricto? Pytanie to od
wielu lat interesuje badaczy, zajmujacych sie mechanizmem odpornosci
roSlin na choroby wirusowe i wlasciwie do tej pory nie mamy na nie
jaSnej odpowiedzi. Poczynajgc od pierwszych prac Rossa i wspolpracow-
nik6w w latach szesédziesigtych nad zjawiskiem odpornosci indukowanej
[3, 34-36, 50], opisano juz wiele przypadkéw izolowania z roslin zawiruso-
wanych substancji antywirusowych, ktére przewaznie charakteryzowano
jako biatka [1, 4, 22-24, 26, 29, 40-42]. Nie we wszystkich jednakze przy-
padkach indukcji odpornosci substancje takie dalo sie wyizolowaé, byé
moze wskutek niedoskonatosSci stosowanych technik, gdyz zwigzki te na
0go6l sg bardzo labilne i tatwo ulegajg denaturacji. Substancje te wyodreb-
niane byly z réznych gatunkéw roslin, zaré6wno z tych, ktére na zakaze-
nie WMT reagujg lokalnymi nekrozami, jak i z takich, ktére ulegajg
porazeniu ukladowemu (datura, tyton, pomidory). Ich ciezary czgsteczko-
we we wszystkich znanych przypadkach miescily sie w przedziale
20 000-60 000 dalton6w. Oznacza to, ze roznig sie one do$¢ znacznie wiel-
koscig czgsteczek od uprzednio omawianych bialek, specyficznych dla
reakeji nadwrazliwo$ciowej. | ,

Podobne natomiast wielko$ci znaleziono dla biatek interferonu z ko-
morek zwierzecych [7, 24]. Takze i pewne inne cechy fizykochemiczne
tych  substancji wykazujg analogie z interferonem jednakze z drugiej
strony istniejg tez zasadnicze réznice. Dotychczas przebadane antywiru-
sowe substancje roslinne o charakterze interferonu réznig si¢ od tego
ostatniego przede wszystkim niespecyficznoscig dziatlania w stosunku do
tkanek (gatunkéw roélin), z ktérych zostaly otrzymane, gdyz hamuja in-
fekcje wirusowg réwniez na innych gatunkach, a ponadto majg zdolnosé
przemieszczania sie daleko poza miejsce pierwotnego zakazenia w ros-
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linie [27, 37]. Zarazem jednakze okazalo sie, ze podobnie jak w przypadku
interferonu w komoérkach zwierzecych, tak i tutaj, analogiczne substancje
moga by¢ indukowane w roSlinie przez czynniki niewirusowe, a wiec réz-
nego rodzaju polianiony, jak np. RNA, fityna, polinukleotydy i inne orga-
niczne polimery [15, 21, 27, 47, 48]. Stwierdzono np., ze podobnie jak to
sie dzieje w przypadku zakazenia WMT, injekcja specyficznych polianio-
now do liSci Xanthi Ne. (odmiana nadwrazliwa na WMT) uodpornia je na
zakazenie tym wirusem, indukujgc jednocze$nie synteze charakterystycz-
nych frakcji bialkowych [55]. Obie te reakcje nie wystepujg w tempera-
turze 32°C. Jednakze gdy tak potraktowans rosline przeniesiemy z po-
wrotem do temperatury 20°C, odporno$é¢ jej na zakazenie TMV jak réw-
niez synteza odnosnych bialek ulegajg reaktywacji. Polianiony wywiera-
ja z kolei tylko nieznaczny wplyw na odporno$¢ tej odmiany tytoniu na
wirus mozaiki utajonej X ziemniaka, ktory jak wiadomo poraza jg syste-
micznie, natomiast indukujg odporno$¢ niemal zupelng na wirusy dajace
reakcje nadwrazliwosci jak TMV i TNV (wirus nekrozy tytoniu). Praw-
dopodobnie injekcja polianionu aktywuje ten sam mechanizm odpornos$-
ciowy ros$liny, ktory ogranicza rozprzestrzenianie sie wirusa z miejsca
zakazenia w przypadku reakcji nadwrazliwosciowej.

Synteze zaréwno interferonu w komoérkach zwierzecych, jak i odpor-
nos¢ przeciwwirusowg u ro$lin, zdolne sg indukowa¢ jedynie polimery
o silnych ladunkach negatywnych, nie ma natomiast zgodno$ci pogladow
co do efektu wielkosci czgsteczek danego polimeru w tych dwoch réznych
typach komorek. Wydaje sie, ze w komoérkach roslinnych silniejszym
dzialaniem wodznaczajg sie polianiony o stosunkowo niskim ciezarze mo-
lekularnym, podczas .gdy w komoérkach zwierzecych sytuacja jest odwrot-
na [6, 10, 55].

Jezeli zdolnosé do indukowania odpornosci jest cechg czasteczek, zawie-
rajgcych w swej strukturze sekwencje ujemnych tadunkéw, wowczas za-
kazenie kazdym wirusem, posiadajgcym takie czasteczki winno indukowac
odporno$¢ na wtérne zakazenie. Gianinazzi i Kassanis wykazali w zwigzku
z tym [20], ze 5 réznych serologicznie wiruséw, ktére porazaja odmiane
tytoniu Xanthi Nc. systemicznie, a to: wirus Y ziemniaka, wirus X zie-
mniaka, wirus mozaiki ogérka, wirus mozaiki lucerny oraz aukuby ziem-
niaka, zwiekszaly jednoczeénie jego odporno$é na wtérne porazenie WMT.
Odpornos$é ta wystepowala jednak dopiero po okolo 3 tygodniach po za-
kazeniu i wéwczas pojawialy sie rowniez 3 specyficzne, niskomolekularne
biatka, analogiczne do tych, ktére zaobserwowano w przypadku zakaze-
nia WMT. Stezenie ich mie bylo jednakze skorelowane ze stopniem od-
pornosci nabytej.

W odréznieniu od odpornosci indukowanej wirusem, odporno$¢ indu-
kowana polianionami zlokalizowana jest wylacznie w tkance, kidra bez-
posrednio poddana zostala ich dziataniu [47]. Prawdopodobnie odpornos¢
ta powstaje jako rezultat migracji jakiej§ niskomolekularnej substancji,
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ktéra rozprzestrzenia sie¢ z miejsca inokulacji wirusa do innych czesci
rosliny, indukujac tam produkcje bialek o charakterze interferonu, a kté-
ra w przypadku aplikacji polianionéw nie jest w ogéle produkowana, lub
tez powstaje jedynie w bardzo matych ilo$ciach {37, 55].

Ciekawe s3 w zwigzku z tym doswiadczenia nad dzialaniem kwasu
fitynowego (inosyto-heksafosforowego), jako czynnika indukujacego od-
pornos¢ antywirusowsg u ros§lin [56]. W roslinach odmiany Xanthi Ne.,
traktowanych tym kwasem stwierdzono powstawanie specyficznego biatka
o masie czasteczkowej okolo 30 000 daltonéw, ktérego dzialanie mozna
juz bylo wykry¢ po *3 dniach od momentu podania fityny, ale tylko
wowcezas jezeli ro§liny hodowane byly w warunkach dltugiego dnia. Bial-
ko podane roSlinie przed zakazeniem TMV wywolywalo u niej pewna
odporno$¢ na infekcje. Jego dzialanie nie wywieralo tez zadnego efektu
hamujgcego na wirus zétej mozaiki rzepy (TYMV) inokulowany na ka-
puste chinskg i odwrotnie extrahowane z tej ro$liny, poddanej uprzednio
dzialaniu fityny, nie wywieralo zadnego efektu inhibicyjnego na TMV
przy teScie na tytoniu Xanthi Nec. Byé moze spowodowane to jest odreb-
ng strukturg czgstek obu tych wirusow.

Na podstawie przytoczonych powyzej danych mozna stwierdzié¢, ze
infekcja wirusowa, jak rowniez aplikacja pewnych polianionéw, stymu-
lujag w roslinie synteze specyficznych bialek, ktérych obecno$¢ w wiek-
szym lub mniejszym stopniu wigze si¢ ze stanem odporno$ci nabytej ros-
liny. Sg to bialka zaréwmo o stosunkowo niskim ciezarze molekularnym
(ponizej 10 000 daltonéw), jak i wyzszym (do okolo 60 000). Po wyodreb-
nieniu z tkanki ro$linnej, jednakze tylko te o wyzszej masie czgsteczko-
wej, wykazywaly jaki§ efekt inhibicyjny w stosunku do badanych wiru-
sow. Warto jednakze tu nadmienié¢, ze ostatnio Ragetli wyodrebnil z goz-
dziké6w biatko o ciezarze molekularnym okolo 10 000 daltonéw, ktoére
okazalo sie bardzo silnym inhibitorem w stosunku do réznych wirusow
[33]. Z drugiej strony wykryto tez bialka o jeszcze mniejszych czastecz-
kach (3000-6000), bedace inhibitorami niektérych enzymow [28].

Jak juz wspomniano uprzednio stabg strong interpretacji badan nad
dziataniem inhibitorow wirusowych jest metodyka. Na najwieksze trud-
nosSci napotykamy woéwczas, gdy chcemy ustali¢ jakg§ przyczynowg za-
leznos¢é miedzy substancjami syntetyzowanymi przez rosline po zakazeniu
wirusem, a ich ewentualng role jako czynnikéw ograniczajgcych mnoze-
nie sie tego wirusa w zakazonej roflinie. NajczeSciej uzywang technikg
jest badanie hamowania zakaznoSci wirusa przez odnosne preparaty, co
daje oczywiscie tylko bardzo powierzchowny wglad w istote rzeczy.
Przebadanie tych substancji jako inhibitoré6w namnazania si¢ wirusa w -
ro§linach in vivo jest czesto bardzo trudne z uwagi na to, ze nie wiemy
w jakim stopniu przenikajg one do komoérek. Pewne nowe perspektywy
dla tych badan otwiera tu zastosowanie protoplastéw roslinnych.

System protoplastow jest specjalnie korzystny dla studiow syntezy

—
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wirusowej, bo mozna otrzymac¢ stosunkowo latwo homogenng populacje
protoplastéw, ktéra nastepnie moze by¢ zakazona wirusem w sposéb syn-
chroniczny i to z duzg wydajnoscia — do okolo 70% [32, 49]. Szybkie
jest tu pobieranie rozmaitych prekursoréw syntezy i mozna Scisle kon-
trolowa¢ jej przebieg. W protoplastach otrzymanych z tytoniu Xanthi
maksymalng koncentracje wirusa WMT osigga sie po okolo 24 godz. inku-
bacji w temperaturze 28°C, a po 72 godz. w temperaturze pokojowej.
W odpowiednio optymalnych warunkach hodowli poziom ten utrzymuje
sie przez dluzszy czas bez jakich§ widocznych objawéw degeneracji pro-
toplastow.

Stosujgc technike prekursoréw radioaktywnych syntezy biatek, przy
stosunkowo krotkim czasie ich znakowania, w polgczeniu z elektroforezag
i autoradiografig uzyskanych elektroforograméw udalo sie w ostatnich
latach uzyskaé¢ pewien wglad w synteze specyficznych dla wirusa bialek,
powstajgcych w pierwszych stadiach po zakazeniu. Wyniki uzyskane na
ten temat (niezaleznie od siebie) w kilku laboratoriach pracujacych badz
to na calych roslinach, bagdz na wyizolowanych z nich komérkach mezo-
fylu lub protoplastach, jak réwniez w systemach bezkomoérkowych in
vitro, na ogoét pokrywajg sie ze sobg i postuzyly ostatnio do sformulowa-
nia bardzo ciekawej hipotezy syntezy WMT [32, 39, 45]. Stwierdzono
mianowicie, ze w pierwszych chwilach po zakazeniu w tytoniu Xanthi
wzrasta synteza niemal wszystkich rodzajow bialek a ponadto pojawiaja
sie 4 nowe biatka o ciezarach molekularnych kolejno: 17,5X103, 135X103,
165X10% i 245X103. Oprocz tego pierwszego, zidentyfikowanego jako
biatko kapsydu wirusa i wystepujacego w majwiekszej ilosci, bo okoto
12%/0, pozostale biatka reprezentujg prawdopodobnie rézne formy repli-
kazy WMT. Wystepuja one w niejednakowych iloSciach w granicach
0,25-1%/0, wszystkich bialek rozpuszczalnych. Aktywnos¢ replikazy zo-
stala stwierdzona dla frakcji 135X103.

Czasteczka o najwiekszej masie wykryta zostala tylko w bardzo wcze-
snym stadium po zakazeniu. Reprezentuje ona przypuszczalnie produkt
translacji calej molekuly wirusowego RNA, ktorego ciezar molekularny
= 2X 106 zawiera dostateczng ilo$¢ informacji dla kodowania biatka tej
wielko$ci. Jest to replikaza nr 1, ktéra syntetyzuje ujemng ni¢ (minus
strand) wirusowego RNA w procesie jego mamnazania w komorce. Na-
stepna z kolei czgsteczka o cigzarze 165X103, to replikaza nr II, ktéra jest
wlasciwg polimerazg RNA. Bialko to posiada dolgczong ma jednym
koncu lancucha peptydowego czastke bialka okrywy wirusa, co okresla
jego specyficznoéé do syntezy dwuniciowych struktur RNA wirusowego,
bedacego, jak wiemy przejSciowg formg w syntezie TMV-RNA. Trzecia
z kolei frakcja o masie = 135X103 jest wlasciwie identyczna z poprzed-
nig z tg roznica, ze brak jej czasteczki deczepionego biatka kapsydu. Jest
to replikaza nr III, ktéra najprawdopodobniej syntetyzuje RNA informar
cyjny (mRNA) do syntezy bialek kapsydu. Obecno$¢ takiego RNA wy-
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kryto w rzeczywistosci w zakazonych WMT tytoniach, okreslajac jego
ciezar czasteczkowy na 350 000 daltonow.

Do sformutowania wspommnianej hipotezy postuzyly dane o wystepowa-
niu powyzszych bialek w polgczeniu z zebranymi réwnocze$nie danymi
o wystgpowaniu w zawirusowanym tytoniu czgsteczek RNA o réinej
wielkoSci. Jezeli przyjmiemy, ze czasteczki te powstaja przez rozpad
WMT-RNA (RNA wirusa) w okreSlony sposéb, woéwczas mozna sobie
wyobrazi¢, ze wirusowe RNA po spelnieniu roli informatora (mRNA) dla
syntezy polimerazy I rozpada si¢ ma dwie cze$ci o wielkos$ciach kolejno:
1,65X60¢ i 0,35X10% daltonéw. Wieksza czasteczka, powstala z tego roz-
padu rozklada sie nastepnie na dwie czastki o masach: 1,35X610 i znéw
0,35X10¢ daltonéw, przy czym rozpady te zachodzilyby bez udzialu enzy-
moéw specyficznych, a jedynie pod wplywem zawartej w ukladzie rybo-
nukleazy.

RNA o cigzarze 1,65X10¢ spelnia role mRNA (RNA informacyjnego)
dla syntezy replikazy nr II, RNA o czgsteczkach: 1,35X106 — podobng
role dla syntezy replikazy II, a RNA o czgsteczkach wielkosci 0,35X1086
daltonéw jest RNA informacyjnym dla syntezy wirusowego kapsydu.
Schemat ten wyjasnia dos¢ precyzyjnie dlaczego wymienione biatka wy-
stepuja w zakazonych tkankach w rozmaitych ilosciach i dlaczego poja-
wiajg sie nie roOwnoczeS$nie. Jest rzeczg znamienna, ze analizy te nie wy-
kazaly obecno$ci zadnych mowych bialek niskomolekularnych, charakte-
rystycznych dla omawianych poprzednio reakcji odpornos$ciowych. Jedng
z przyczyn jest niewatpliwie fakt, ktory ostatnio mieco zaskoczyl bada-
czy, a mianowicie, ze izolowane komorki i protoplasty z odmian tytoniu,
reagujacych na zakazenie TMV objawami nadwrazliwosci zachowuja sie
po infekecji tym wirusem zupelnie tak samo jak pokrewne odmiany wraz-
liwe. Nie obserwuje sie w nich charakterystycznego zahamowania nam-
nazania wirusa, nie wystepujg zadne zmiany mekrotyczne ani tez towa-
rzyszgce im zwykle stymulacje aktywnosci wielu enzymoéw [17, 31]. Nie-
watpliwie dzialanie genu ,,N” uwarunkowane jest tu konieczno$cig za-
chowania struktury tkankowej i wzajemnego oddzialywania wielu komo-
rek. Pod-obna,'zresth sytuacje wykryto ostatnio w tytoniach reagujgcych
na WMT porazeniem systemicznym. Jak wiadomo, liscie takich roslin
z objawami wyraznej mozaiki, charakteryzuja si¢ m.in. nieréwnomier-
nym opanowaniem przez wirus, ktory nagromadza sie niemal wylgcznie
w partiach mesofylu, wykazujacych chlorotyczne zmiany. Te czgsSci na-
tomiast, ktére sa intensywnie zielone, praktycznie wirusa nie zawieraja.
Ot6z okazalo sie, ze gdy z takich intensywnie zielonych liSci wyizolowa¢
protoplasty mnastepuje w nich wkrétce silne namnaZzanie sie wirusa, ktory
osigga koncentracje analogiczng do komérek z zéltych czesci lisci. Nie-
watpliwie i tutaj odpornoéé pierwotna komérek ,,zielonych” uwarunkowa-
na jest strukturg tkankows liscia i zanika z chwilg zniszczenia tej struk-

tury.
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Kazunmedxne A. MUMUHDCKU

POJIb BEJIKOB B BMPYCHOM IIATOTEHE3E
I MMMYHOPEAKIIUAX PACTEHUM

PesmomMme

B pabore mpexcraBiieHbI HOBble AOCTUMIKEHMS M TIMIOTES3bI, Kacalollyecss pPoJau
cendrdeckux GeNKoB, 06pa3yoLMXCS B PACTUTEILHOM OpPraHm3Me BCJEACTBue BU-
pycHO/ MHQEKIIM — B IpOLlecce IIaTOreHe3a M CBA3AHHLIX C STUM SABJEHM MH-
AYLIMPOBAHHOM YCTOMHUMBOCTY. PacTeHMsa IIOpa’keHHbIe BUPYCOM OOHAPYKMEBAIOT 3a-
METHBbIE M3MEHEHUs B COCTaBEe DPACTBOPUMBIX OEJIKOB KJIETKM — KaK KOJWYECTBEHHO,
TaK ¥ Ka4eCTBEHHO, II0 CPaBHEHMIO CO 3NO0POBBIMM PACTEHMAMM, OTU U3MEHEHMA 0CO-
0eHHO CMJILHO IIPOSABJAIOTCH B CJIydae CBEPXUYYBCTBUTEIbLHOM pPearkLMy Ha IIOPazKeHue
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BUDPYCOM, B TO BPE€MfA KOTJAa Pa3sMHOXKEHME BUMPyca B 3apalkeHHO} TKaHM IojgBepra-
€TCsA TOPMOXKEHMIO ¥ IIOABJSAIOTCA HEKpPOo3bl. OOpa3yrolmecs Ipy 3TOM HOBbIe OesKi
OTHOCHTEJIbHO HM3KOI MOJIEKYJAPHOI MacChl XapaKTEPHbI AJA AAHHOTO BMIA pacTe-
HMA. AHAJIOTM4YHble OeTKM TaKzKe OGHApPYXKEHbI B CIy4yae MHAYLMPOBAHMSA B pacTeHud
YCTOMYMBOCTM IIyTEM NPUMEHEHMA Pal3JIMIHOrO TMIA IOAMAaHMOHOB. ONHAKO Kak OXNHI,
TaK ¥ JPyTHe He NECTBYIOT TOPMO3fAllle Ha 3apPas’uUTEeNbHOCTb BMPYCHBIX IIPelapaTob
B TeCTax in vitro. Takoe peiicTBMe (HecnieumduUeckoe II0 OTHOINEHMIO K JAHHOMY
BMpYCY) HabJIOfaercdA, KakK IOPeBUJO, B ciay4dae OenkoB OGoablmMx MoJieKyaax (OK.
20 000-60 000 nanbTOHOB), KOTOPbIE B HECKOJBKMX CIy4YadAX YHAAJOCh TaKiKe W30JIMPO-
BaTb M3 PaCTEeHMi1 3apaxXeHHbIX Bupycamy, Jo cero BpeMEHM He M3IBECTHO BbIMOJ-
HAIOT JI1 M B KaKOM CTEIIEHM BCe BbILIEIIepeYNCIeHHbIe OeJKM KaKyloaubo aKTUBHYIO
POJb B MHAYLUMPOBAHUM IIPOTMBOBUPYCHOM YCTOMYMBOCTM B PACTUTEJLHOM OPraHyM3Me
in vitro. OHx mmpaBAa 00JafaOT PAXOM NPU3HAKOB CBOMCTBEHHBLIX OenKaM MHTepde-
POHa M3 XKWVBOTHBIX KJIETOK, HO B ADYI'MX OTHOLUEHMAX IOBOJILHO 3HAYUTEJILHO CTJV-
YaloTCcA TaK¥Ke OT STUX IIOCJIeTHMX.

B nepBoi1 cragum mocie 3apaikeHMs B KJETKax JMCThbeB Tabaka, 3apaxKeHHbIX
BMT, MoxHO elle 00HApPYXKMUTbL HECKOJBLKO APYIMUX OEJKOB, OTHOCUTEIBLHO BBICOKOI
MOJNEKyJIApHoO Macchl (cBblne 100 000 gannToHOB). HeKOTOphle JoKa3aTeJLCTBa yKa-
3bIBalOT Ha TO, YTO 3TO pa3Hble hopMbl noamumepasa BMT.

Kazimierz A. Miczynski

THE ROLE OF PROTEINS IN PATHOGENESIS AND RESISTANCE PHENO-
MENA IN VIRUS DISEASED PLANTS

Summary

The paper deals with new scientific achievements and hypotheses concerning
the role of specific, virus-induced proteins in the process of pathogenesis and
acquaired resistance in virus diseased plants.

Virus infection induces in the infected plant considerable quantitative and qua-
litative changes in the composition of its soluble proteins. Such changes are espe-
cially evident in the case of a hypersensitive reaction, when the process of virus
multiplication is inhibited and followed by necrotisation of the invaded tissue.
New, low molecular proteins, which are synthesised in such conditions in infected
plants are characteristic for the genome of the host plant. Synthesis of similar
proteins can be also induced by treatment with different polyanions. However both
types of those proteins have no inhibitory effect on the virus in infectivity tests
in vitro. On the other hand there are several cases, described in literature, in
which proteins of higher molecular weight (20 000-60 000 daltons) were isolated out
of virus diseased plants. Those proteins usually exerted an unspecific inhibition
effect on different viruses, There is no unequivocal evidence to what extent all
those new proteins actively participate in the induction of antiviral resistance in
the plant in vivo. They are similar in many respects to interferon proteins from
animal tissues but also bear some essential differences.

Recently still other, specific proteins of high molecular weight (above 100000
daltons) were detected in tobacco cells infected by TMV during first stages of
viral multiplication. There is some evidence indicating that those might represent
different forms of viral replicases.
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