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Po potarciu liScia tytoniu, posypanego karborundem, sokiem z porazo-
nych wirusem lisci, wywolujemy zakazenie. Adsorpcja wirusa przez zra-
niong zywg komoérke nastepuje momentalnie, a sptukanie liScia strumie-
niem wody bezposrednio po potarciu w niczym nie zmniejsza intensyw-
nosci zakazenia. Po tym pierwszym etapie nastepuje faza druga, zwana
okresem inkubacji, w czasie ktérej wirus zdaje sie znika¢ z komoérki, do
ktérej na drodze fizycznej adsorpcji sie przedostat.

W ciggu 30 minut od momentu zakazenia wyci$niety z liscia sok nie
wykazuje zadnych wlasnosci zakaznych. Dzieki licznym obserwacjom i ba-
daniom okazalo sie, ze pozorne jakby znikniecie wirusa z zarazonej tkanki
to czas, gdy ulega on rozpadowi na dwa komponenty: kwas rybonukleinowy
(RNA) i bialtko.

Trzecim z kolei etapem rozwoju wirusa w komorce jest mnozenie sie
uwolnionego od okrywy bialkowej czystego wirusowego RNA. Mnozenie
sie wirusowego kwasu nukleinowego w komoérce jako pierwszy etap wiru-
sowej syntezy jest pewnikiem wykazanym zaréwno dla wiruséw zwie-
rzecych, jak i roslinnych. Fakt ten zostal stwierdzony przy pomocy sze-
regu odrebnych, niezaleznych metod.

W 1955 r. Zech i wspélautorzy, w pracowni Casperssona
w Sztokholmie, metodg mikrospektrofotometryczng, w obrazie mikrosko-
powym wykazal w pojedynczej komoérce wloska liscia tytoniu, w ciggu
pierwszych dwoéch godzin po zakazeniu, ekstynkcje swiatla o dlugosci fali
265 mp wystepujgcg silnie w jadrze komoérkowym. Byl to niewatpliwy
dowdd na wzmozong synteze RNA w poréwnaniu z niezakazong kontrola.
W ciagu nastepnej godziny stwierdzil on dos¢ nagle wystgpienie wzmozo-
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nej tego samego typu ekstynkcji w cytoplazmie, tuz woké! jadra. Zjawisko
to trwalo do siedmiu godzin. Jadro zatrzymywalo te samg intensywnosc¢
ekstynkceji nieco krocej do pieciu godzin. Po siedmiu godzinach ekstynkcja
przesuwala sie wyraznie do dalej od jadra polozonych warstw cytoplazmy,
gdzie réwnoczes$nie intensywniej zaczynalo by¢ pobierane swiatlo o diugo-
sci fali 280 mp wskazujgce na rozpoczynajgca sie wzmozong synteze bial-
kowg, z gromadzeniem sie jednostek wirusowych w plazmie komoérkowej.

Liczne po6zniej wykonane prace cytologiczne przy uzyciu wybiérczego
barwienia i kontrastu fazowego potwierdzily obserwacje Zecha. Barwione
pyroning i zielenig metylowg zakazone TMV komorki skérki lisci pomido-
row mialy w pierwszym okresie zakazenia silnie purpurowo zabarwione
jadra, wskazujgce na gromadzacy sie tam RNA, gdy jadra w komoérkach
liSci zdrowych barwily sie zielono na skutek przewagi kwasu dezoksyrybo-
nukleinowego (DNA). (Hirai i Wildman 1963). Rowniez metoda
barwienia wykazano role jagderka w syntezie RNA w zakazonych komoér-
kach. W czasie pierwszego okresu infekcji pierwsze pyroning barwi sig
jaderko.

Trzecia metoda, ktéra potwierdzila opisane wyniki to metoda serolo-
giczna. W 1959 roku Schramm i Rotger badajgc zakazone TMV
komérki lisci tytoniu przy pomocy surowicy zkoniugowanej z barwikami
fluoryzujacymi wykazali, ze w preparatach mikroskopowych biatko wiru-
sowe tworzy sie najpierw woko6t jadra i w nastepnym dopiero stadium
przenika dalej do cytoplazmy. Hirai (1964) zastosowal te samg metode
w sposOb doskonaly: wprowadzil on surowice fluoryzujgcg mikrostrzy-
kawka do wnetrza zakazonej TMV pojedynczej komoérki wloska. Bialy
strat precypitacyjny zjawil sie najpierw tuz kolo jadra.

Zupelnie nowe metody badawcze staly sie mozliwe z chwila odkrycia
antybiotyku — Aktynomycyny D. Antybiotyk ten ma szczegélng wlasci-
wos$¢ blokowania kwasu dezoksyrybonukleinowego, znajdujgcego sie
w chromozomach komoérkowego jadra. Na skutek tego DNA traci swoja
aktywno$é, przestaje spelniaé podstawows swojg role, jakg jest wspo6l-
dzialanie w syntezie kwasu rybonukleinowego, ktorego lancuchy, bedac
w swej strukturze lustrzanym odbiciem nieruchomo w chromozomach
umieszczonego DNA, wydostaja sie z jagdra do plazmy, by tam z kolei
w rybozomach kierowaé syntezg zwigzkéw bialkowych. Gdy Aktynomycy-
na D zostaje wprowadzona do zywej komorki, synteza rybonukleinowego
kwasu zostaje calkowicie zahamowana. W kénsekwencji przestaja by¢
syntetyzowane w rybozomach enzymy bedace zwigzkami bialkowymi
(Reich i Goldberg 1964).

Zakazona wirusem komoérka w sposdéb odmienny reaguje na Aktynomy-
cyne D. Wewnatrz jadra, przede wszystkim w jaderku zachodzi synteza
wirusowego RNA, uniezalezniona od zablokowanego Aktynomycyng D
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DNA. Zjawisko to najlepiej mozna stwierdzi¢ przy uzyciu autoradiografii.
Polega ona na réwnoczesnym dzialaniu na zakazong wirusem tkanke
Aktynomycyna D i znakowang trytem (H?) urydyns. Urydyna jako jeden
z komponentéw RNA zostaje wbudowana do RNA w czasie dokonywajacej
sie- jego syntezy w komoérce. W komorce zdrowej synteza ta w obecnosci
Aktynomycyny D nie zachodzi, natomiast w przypadku komérki zakazonej
przy uzyciu znakowanej urydyny jest wykrywalna. Do§wiadczenie prze-
biega w nastepujgcy sposob.

- Zakazong wirusem tkanke rosliny i kontrolnq zdrowg (wierzchotki ko-
rzeni lub krazki z liSci) umieszczamy w roztworze Aktynomycyny (okolo
100.mp na ml) na przeciag kilku godzin, po czym przekladamy do wody ze
znakowang urydyna. Po kilku godzinach tkanki wyjmujemy i utrwalamy.
Po zatopieniu w parafinie wykonane preparaty mikroskopowe pokrywa-
my czulg na promieniowanie emulsjag. Po okolo 3-tygodniowym okresie
naswietlania, wywolane preparaty ogladamy pod mikroskopem. Miejsca,
w :ktérych znakowana urydyna zostala wbudowana do RNA, zaznaczone
Sq: W preparacie czarnymi ziarnkami srebra. Brak ziaren w preparacie jest
dowodem, ze synteza RNA w tkance nie nastgpila. Doswiadczenie to do-
wiodlo, ze dokonywajgca sie w komérkowym jadrze synteza wirusowego
RNA nie jest zwigzana z kwasem dezoksyrybonukleinowym, znaJdu]acym
si¢ w chromozomach (Smith i Schlegel 1965).

Stwierdzenie ré6znymi metodami, ze wirusowa synteza rozpoczyna sie
od mnozenia si¢ kwasu rybonukleinowego w jadrze komoérkowym, bez
udzialu chromozomoéw, narzucalo konieczno$é zrozumienia mechanizmu
tej autosyntezy. Trudnosé lezy w tym, ze wirusy ro§linne zawierajg poje-
dynczg nié RNA, gdy wirusy zwierzece i bakteriofagi maja dwa skrecone
lancuchy DNA. Kazde mnozenie zarowno organelli, jak chloroplastow,
mitochondrii czy wreszcie chromozoméw, jak i na poziomie molekularnym
znajdujacych sie lancuché6w DNA polega na podziale. Podwéjnie skrecony
tancuch DNA rozszczepia sie na dwa pojedyncze lancuchy, z ktoérych kazdy
dobudowuje swoéj odpowiednik. Po wniknieciu do zranionej komérki
uwolniona od okrywy bialkowej, pojedyncza ni¢c RNA daje poczatek no-
wym, analogicznym niciom. Przypuszczalne wytlumaczenie tego zagadko-
wego zjawiska mnozenia sie w komédrce pojedynczych nici RNA, zostalo
dokonane w ostatnich latach przy zastosowaniu trzech uzupelniajgcych sie
metod. :

--Pierwszg z nich bylo zastosowanie enzymu rybonukleazy, powodujacej
rozpad pojedynczego lanicucha RNA na jego komponenty. Przy zastosowa-
niu metody autoradiograficznej, utrwalone preparaty ze zdrowej i pora-
zonej wirusami tkanki, po uprzednim traktowaniu ich in vivo znakowang
urydyng, zostaly poddane dzialaniu rybonukleazy, a nastepnie pokryte
wrazliwg na promieniowanie emulsjg. Ogladane po wywotaniu pod mikro-

2 — Choroby wirusowe ro$lin
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skopem, ujawnily obecnos¢ ziarn srebra jedynie w jadrach komoérek,
w ktérych odbywala si¢ wirusowa synteza. Byl to dowdd, ze mno-
zacy si¢ w jadrze RNA wirusowy nie jest wrazliwy na dzialanie rybonu-
kleazy, r6zni¢ sie tym samym musi od normalnego RNA, tworzacego sie
pod postacig pojedynczych nici na wzorcu DNA w chromozomach jadra
(Schlegel i Smith 1966).

Te specyficzno$¢ RNA, gromadzacego si¢ w komodrce w pierwszym sta-
dium wirusowej syntezy, stwierdzono nastepnie przy uzyciu metod bio-
chemicznych: rozdzialu poszczegélnych frakecji RNA na kolumnach roz-
dzielczych. Kolumny byly wypelnione badz czesto uzywanym sephadexem
G — 200, badz metylowang albuming z ziemig okrzemkows, zwang w skro-
cie MAK (Langridge 1964). ,

Wyizolowany metoda fenolowg z soku liSci roslin zdrowych i zakazonych
wirusem RNA, przepuszczony przez kolumne MAK daje szereg frakcji
w zaleznosci od charakteru i dhugosci nukleinowego lancucha. Okazalo sie,
ze RNA otrzymane z tkanki zawirusowanej zawiera frakcje splywajace
z kolumny tuz za DNA, a przed frakcjami, charakteryzujgcymi RNA rybo-
zomalne roslin zdrowych. Ten wysoko molekularny RNA, ogladany w mi-
kroskopie elektronowym, ujawnit dwie skrecone nici, réznil sie tym samym
w spos6b zasadniczy od normalnego, jednolancuchowego RNA (Klein-
schmidt 1966) Wydzielona frakcja nie podlegala dzialaniu rybonu-
kleazy. :

Jak w d21S1e3szym stanie wiedzy przedstawia sie w schemacle mecha—
nizm zakazenia wirusem zdrowej komorki roslinnej? . . \

-Na skutek zranienia, wprowadzone do wnetrza komorki jednostki wiru-
sowe ulegaja, w pierwszym okresie inkubacji rozpadowi, powodujacemu
uwalnianie pojedynczych tancuchéw wirusowego RNA. Na wzorcu tej. nici,
oznaczonej znakiem -+ zachodzi synteza enzymu, ktéry wspoéldziala w po-
wstaniu podwoéjnego lancucha; zbudowanego z-nici, oznaczonej-znakiem -+
i nici oznaczonej znakiem — 20% wirusowego RNA, wprowadzonego do
komoérki 4 do 5 minut po infekcji, zostaje wewnatrz jagdra komoérkowego
przeksztalcone w lancuch podwéjny (Weissman 1966).

Istniejg metody pozwalajgce zahamowaé synteze zwigzkéw biatkowych,
tworzacych sie na wzorcu RNA. Sg nimi: dzialanie na zywe komoérki spec-
jalnymi zwigzkami, do ktérych nalezy Chloramphenicol, badz wysokimi
temperaturami. W obu przypadkach podwéjny lancuch RNA, po zakazeniu
wirusem komorki, nie powstaje na skutek zablokowama enzymu, odpo-
wiedzialnego za te synteze. :

Podwéjny wirusowy lancuch RNA jest wzorcem, dzieki ktéremu uwal-
niajg sie, odtwarzane nici pojedyncze, przechodzace z jadra do rybozomow
plazmy. Tam dokonuje sie synteza okrywy bialkowej i powstajgq jednostki
wirusowe o okreslonej krystalicznej strukturze.
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PE3IIOME

B poknaze mpejcTaBJeH JMUTEPATYPHBIA 0030p NpPOBEAEHHBIX B TIOCJEAHEe BpPeMA
ycCJeOBaHMiI IT0 M3YYEHMIO MpoLecca 3apajXKeHWA PacTUTENbHON KJETKM B I1€PBbIA
repyuon nocie uMH(peKuun. DTO IepUOA KOrAa IIPOUCXOAUT ,,pasMHOKEHME” OCBOGOK-
néHHon u3 6enkoBoit o0onoukyu BupycHoOit PHK.

Joka3aHO, YTO 3TOT TIPOLlECC NMPOMCXOAUT B AAPBIIKe Axpa. M3y4yanucr MeETOAbI,
6aarofapa NpUMEHEHMIO KOTOPhIX OGHapyXeHOo BABOMHe ckpydeHHble Hmtu PHK, na-
OlMe BO3MOXKHOCTD MX PENIMKaLMM, KOTOpasaA NpeXLIecTByeT (bopMMPOBaHMIO XapaK-
TEPHBIX €AMHMI] B pubocoMax IMTOIINIA3MBI.

SUMMARY

The paper presents the contemporary state of knowledge on the course of the
process of virus infection in plant cell during the first period after started infection.
This period concerns the propagation of virus RNA released from protein cover. It
was found that this propagation occurs in the nucleole of nucleus. Methods, owing
to which the presence Qf double twisted strands of RNA enabling their replication
were discovered, have been studied. This replication is preceded by the formation
of proper virus units in ribosoms of cytoplasm.

STRESZCZENIE

W referacie przedstawiony jest dzisiejszy stan wiedzy o przebiegu procesu zaka-
zania wirusem komorki ros§linnej w pierwszym okresie po dokonanej infekeji. Okres
ten dotyczy mnozenia sie uwolnionego z okrywy bialkowej wirusowego RNA.
Stwierdzono, ze mmnozenie to dokonuje sie w jaderku jadra. Badano metody,
dzieki ktérym wykryto obecno$§é podwoéjnie skreconych nici RNA, umozliwiajacych
ich replikacje, ktéra poprzedza formowanie sie wiasciwych jednostek wirusowych
w rybozomach cytoplazmy.



