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Przebieg infekcji wirusowej w zakazonej tkance byl od dawna przed-
miotem intensywnych badan cytologicznych. Poczagtkowo badania te prze-
prowadzone byly tylko przy pomocy najprostszych metod barwienia
tkanek i przy pomocy mikromanipulatora. Tego typu prace uznane dzi$ juz
za klasyczne przeprowadzala pani Sheffield (1931, 1933, 1939, 1941).

W miare udoskonalania sie i unowocze$niania metod cytologicznych zo-
staja one stopniowo wprowadzane i do badan nad przebiegiem infekcji
‘wirusowej w chorych ro§linach. W zasadzie jednak nowoczesny kierunek
badan cytologicznych w wirusologii datuje si¢ od czasu rewelacyjnych
prac Zecha i jego wspbélpracownikéw. Wykorzystali oni metode C as-
persona dla oznaczania zawartosci kwasu rybonukleinowego w jadrze
komérkowym w pierwszych godzinach po zakazeniu (Zech 1952, 1954,
Zech i Vogt-Koéhne 1955, 1966). Prace te zapoczatkowaly inten-
sywnie rozwijajacy sie kierunek badan cytologicznych dotyczacy nie Ltylko
lokalizacji syntezy wirusa w zakazonej komorce, ale i mozliwoSci rozprze-
strzeniania sie go w chorej roélinie.

Réwnie ciekawych informacji na ten temat dostarczyly badania chorych
tkanek w mikroskopie fluorescencyjnym. Prowadzone byly one, albo me-
toda immunofluorescencyjna, w ktorej postugiwano sieg przeciwcialami
koniugowanymi z barwikiem fluorescencyjnym (Schramm i Rott-
ger 1959, Worley i Schneider 1963, Cremer i van der
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Veken 1964, Hirai i Hirai 1964, Nagaraj 1965), lub tez przy
pomocy zwyklego barwienia oranzem akrydynowym (Hooker i Sum-
manwar 1964).

Wiele wiadomosci o przebiegu infekcji wirusowej uzyskano réwniez
z obserwacji zywych, zakazonych komoérek w mikroskopie w kontrascie
fazowym (Bald o Solberg 1961, Solbeg i Bald 1962). Wszyst-
kie informacje uzyskane z dotychczasowych badan niezaleznie od uzytej
metody wskazywaly na jadro komérkowe jako na ten element komérki,
w ktorym stosunkowo najwczesniej dajg sie zauwazyé najwieksze zmiany.
W ostatnich latach wraz z rozwojem ogdlnych metod dotyczgcych stoso-
wania izotopéw w badaniach biologicznych rézinego typu, coraz czesciej
wprowadza sie autoradiografie do badan nad synteza kwaséw nukleino-
wych w tkankach zwierzecych jak i roslinnych (Baserga 1961, Clo-
wes 1956, Gifford Jr. 1960, Jensen i wspoélpracownicy 1960,
Taylor 1959, Woodard i wspolpracownicy 1961, Zalokar 1959,
1960). Wprowadzenie bowiem do zywego organizmu zwigzku znakowane-
go pierwiastkiem radioaktywnym (np. H3) umozliwia $ledzenie syntezy
kwaséw nukleinowych w badanych tkankach. Technika autoradiograficz-
na pozwala na badanie czynnosci zyciowych w obrebie samej komérki oraz
umozliwia poznanie zaleznosSci wystepujgcych pomiedzy strukturami cy-
tologicznymi a fizjologig czy patologia komoérki. Technika autoradiogra-
ficzna jest metoda wzglednie prostg, a opiera sie gléwnie na metodach
stosowanych w cytologii, cytochemii czy histologii, oraz na fotograficznym
opracowaniu radiogramu.

Pozytywne wyniki uzyskane z badan nad syntezg kwas6w nukleino-
wych w zdrowej roslinie przy pomocy metody autoradiograficznej zache-
cily wielu badaczy do zastosowania tej metody w badaniach dotyczacych
syntezy kwasu rybonukleinowego wirusowego w zakazonej tkance. W lite-
raturze naukowej w ostatnich latach coraz czeSciej spotkaé mozina prace
majgce na celu poznanie mechanizmu nie tylko samej infekcji wirusowej
w zakazonej tkance, ale réwniez i lokalizacji tej syntezy w obrebie sameij
komorki.

Jak dotad bowiem pomimo intensywnych badan nie uzyskano defini-
tywnej odpowiedzi na pytanie, gdzie w komoérce odbywa sie synteza wiru-
sowego kwasu rybonukleinowego. Wydaje sie, ze technika autoradiogra-
ficzna dostarczy blizszych i bardziej wyczerpujacych informacji na to
pytanie.

Yasuda i Hirai (1964) postugiwali sie t3 metodg w badaniach nad
syntezg wirusa mozaiki tytoniu w epidermie lisci Nicotiana tabacum od-
miany ,,Bright Yellow”, ktérg po zakazeniu hodowano w wodzie z dodat-
kiem uracylu znakowanego trytem. Po opracowaniu autoradiograméw
liczono na preparatach ziarna srebra. Z uzyskanych liczb wynika, ze in-



Metoda autoradiograficzna w badaniach cytologicznych nad syntezq wirusa 39

tensywnos¢ wbudowywania uracylu do jader komérek zakazonych byla
- znacznie wyzsza, niz dalo si¢ to stwierdzi¢ w jadrach komoérek zdrowych.
Nie stwierdzono natomiast istotnych réznic we wbudowywaniu uracylu do
cytoplazmy komoérek zdrowych i chorych. Smith i Schlegel (1964,
1965) opublikowali wyniki swoich prac dotyczacych syntezy kwasu rybo-
nukleinowego wirusowego. Badania te przeprowadzane byly zaréwno na
liSciach tytoniu zakazonych wirusem mozaiki tytoniu, jak tez i na korze-
niach bobu zakazonego wirusem zéltej mozaiki rzepy. Tkanki te jedno-
czeSnie traktowane byly aktynomycyng D. Jak wynika z do$wiadczen
Sangera i Knighta (1963) antybiotyk ten hamuje w roslinach syn-
teze informacyjnego kwasu rybonukleinowego, podczas gdy nie dziala
prawie zupelnie na synteze kwasu rybonukleinowego wirusowego. Pod-
kresli¢ nalezy, ze dzialanie to zalezy od stopnia dojrzalo$ci, czy tez zréz-
nicowania tkanek poddanych jej dzialaniu. Antybiotyk ten daje do rgk
badaczy niezmiernie pozyteczng mozliwosé badania w obrebie jednej i tej
same]j komdrki syntezy kwasu rybonukleinowego wirusowego w warun-
kach, kiedy w tejze komoérce nie tworzy sie zaden normalny kwas rybo-
nukleinowy. Jako prekursora Smith i Schlegel uzyli urydyny znakowanej
trytem. Z doswiadczen tych wynika, ze urydyna ta byla selektywnie
wbudowywana do jadra, a szczegélnie do jaderka komoérek zakazonych,
czy to wirusem mozaiki tytoniu, czy tez wirusem zéltej mozaiki rzepy,
traktowanych aktynomycyng D.

Wyniki tych prac jak réwniez wyniki wlasnej pracy dotyczacej mnoze-
nia sie wirusa mozaiki tytoniu w tkankach merystematycznych korzeni
pomidoréw (W ajda 1966), sklonily mnie do dalszego badania syntezy
kwasu rybonukleinowego wirusowego w tych tkankach przy pomocy me-
tody autoradiograficznej. W tym celu korzenie pomidoréw zdrowych i za-
kazonych poddano dzialaniu aktynomycyny D, a nastepnie karmione ury-
dyng znakowang trytem. Korzenie te po utrwaleniu, odwodnieniu i zato-
Pleniu w parafinie cieto na skrawki grubosci 5 p, a po usunieciu parafiny
nakrywano emulsjg Kodak AR-10. Po osiemnastodniowej ekspozycji auto-
radiogramy wywolywano w wywolywaczu Kodak D-19, utrwalano, barwio-
no przez emulsje zielenig metylowg i pyroming wg Unna-Pappenhaim
1 zamykano w balsamie.

Z doswiadczen tych wynika, ze aktynomycyna D w znacznym stopniu
hamowala wbudowywanie znakowanej urydyny do jader komérek zdro-
wych, podczas gdy w komérkach korzeni zakazonych znakowana urydyna
dawala sie stwierdzi¢ gléwnie w jaderku. W korzeniach zdrowych nie
traktowanych aktynomycyng D urydyna byla wbudowywana do catego
jadra komoérkowego i nie mozna bylo stwierdzi¢ jakiej§ zasadniczej réznicy
W poréwnaniu z komérkami korzeni zakazonych, réwniez nie hamowa-
nych aktynomycyng D.
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Wyniki te potwierdzajg wczesniejsze informacje na ten temat podane
przez Smitha i Schlegela (1965) uzyskane w. doswiadczeniach nad mnoze-
niem sig¢ wirusa zo6itej mozaiki rzepy w korzeniach bobu. Jak dotad wszyst-
kie te badania zdajg sie $wiadczyé¢ o tym, ze jadro komoérkowe, a wlasciwie
jaderko jest miejscem, gdzie kwas rybonukleinowy wirusowy daje sie
wykry¢ w zakazonych komérkach. Dalsze badania z pewnoscig dadza od-
powiedz na pytanie, czy jest ono odpowiedzialne za synteze tego kwasu,
czy tez bierze udzial tylko w jakims$ jej stopniu, czy tez jest tam groma-
dzone przed wydaleniem go do cytoplazmy.
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PE3IOME

B norJaze obCcy:KAaeHO BOMPOChI MEXaHM3Ma BUPYCHO MHMPEKIMM B PACTUTEILHON
TKaHu. IIpeacraBiieHO IJIaBHEIUME CTaAMM Pa3BUTUS aBTOpaaMorpadpmyeckmux uccie-
JOBaHMI1 AJIA IMO3HAHMA npoljecca cHMHTe3a PUMOOHYKJIEMHOBOI KucJyoThl. Ilpenacrasiedo
TOXKe 0030p JuTepaTyphl 110 AAHHOMY BOTIPOCY.

SUMMARY

In the present paper the development of studies concerning the virus synthesis
in plant cells and the application of autoradiography to the examination of wviral
RNA synthesis in plants, are reviewed.

STRESZCZENIE

W powyzszej pracy omoéwiono rozwdj badan zwigzanych z przebiegiem infekcji
wirusowej w komorce ro§linnej. Przedstawiono najwazniejsze etapy rozwoju badan
autoradiograficznych w poznaniu procesé6w syntezy kwasu rybonukleinowego wiru-
sowego oraz podano przeglad literatury dotyczacy tego zagadnienia.



