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WEADYSEAW GOLINOWSKI, EWA KUPIDLOWSKA

CYKL ZYCIOWY WIRUSOW ROSLIN
W SWIETLE BADAN CYTOLOGICZNYCH

Wirusy roslinne i wywolywane przez nie choroby sa przedmiotem intensywnych
badani od wielu lat. W poczatkowym okresie, o szybkim rozwoju wirusologii roslin
zadecydowaly przede wszystkim wzgledy ekonomiczne. Wirusowe choroby roslin,
rozprzestrzeniajac si¢ bardzo szybko, powodowaly ogromne straty gospodarcze,
zwigzane z obnizeniem plonéw roslin uprawnych.

Patolodzy skoncentrowali wigc swa uwage giéwnie na diagnostyce choréb
i opracowaniu metod ich zwalczania. Cytologia byla tu i pozostaje do dzi$ jedynie
pomocnicza dziedzing wiedzy, dostarczajaca szybkich metod do identyfikacji i cha-
rakterystyki inkluzji wewnatrzkomoérkowych, wywolywanych procesem patolo-
gicznym.

Badania cytoanatomiczne dostarczaja tez, niezbednych dla dokladnego zbadania
przebiegu procesu chorobowego, informacji o stopniu zniszczenia tkanek porazo-
nych wirusami roslin. '

Mozliwo$é otrzymania z materiatu roslinnego wzglednie prostymi metodami
i w krétkim czasie duzej ilosci wirusa zadecydowala réwniez o tym, ze podstawowe
badania z zakresu wirusologii ogdlnej zapoczatkowano na wirusach roslinnych.
Badania te prowadzone in vitro w ukladach bezkomérkowych dostarczyly wielu
danych na temat struktury wiruséw, sekwencji aminokwaséw w biatkach kapsydu,
interakcji migdzy kwasami nukleinowymi a biatkiem. Przyczynity si¢ tez w znacznej
mierze do wyjasnienia pewnych uniwersalnych probleméw z zakresu genetyki,
mechanizméw regulacji biosyntezy bialka itp.

Jednakze badania nad wirusami roslinnymi in vivo pozostaja dzi$ daleko w tyle

Skroty uzywane w tekscie: AMV — wirus mozaiki lucerny, BBMV — wirus plamistej mozaiki bobiku,
BMYV — wirus mozaiki stoklosy, BSMV — wirus pasiastej mozaiki jeczmienia, CCMV — wirus pstrokatej
chlorozy wyki, CLRV — ang.: citrus leaf rugose virus, CpMV — wirus mozaiki wyki, EAMV — wirus
wlasciwej mozaiki bobiku, PEMV — wirus ostrej mozaiki grochu, TMV — wirus mozaiki tytoniu, TRV —
wirus nekrotycznej kedzierzawki tytoniu, TSV — wirus smugowatosci tytoniu, TYMV — wirus zoltej
mozaiki rzepy. :
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za analogicznymi badaniami dotyczacymi wirusoéw zwierzgcych i bakteriofagow.
Dzieje si¢ tak dlatego, ze wirusy replikujace si¢ w tkankach roslinnych sa wyjatkowo
trudnym obiektem badan.

Gléwnym problemem jest brak synchronicznej replikacji, wielokrotna infekcja
zwigzana z migdzykomérkowym transportem wiruséw, a takze trudnosci w poda-
waniu i pomiarze inkorporacji znakowanych prekursoréw. '

Wyda_]e si¢, ze wspolczesna cytologia dysponuje obecnie technikami pozwalaja,-
cymi na osiagnigcie zadowalajacych rezultatéw w badaniach nad replikacja wiruséw
in vivo. Wprowadzenie do badan cytologicznych mikroskopii elektronowej znacznie
zwigkszylo zasigg i precyzj¢ obserwacji, poprzez ujawnienie nowych szczegétow
ultrastruktury komorki, niewidocznych w mikroskopie $wietlnym.

Metoda mikroskopii elektronowej, aczkolwiek jest Zrédlem wielu informacji
na temat patologicznych struktur wystgpujacych w porazonych wirusami komor-
kach, to jednak stosowana wylacznie, nie moze przyblizy¢ szczegdlow zwiazanych
z replikacja wiruséw. Konieczne jest zastosowanie techniki znakowanych przeciwciat
i autoradiografii.

Pierwsza z nich pozwala na zlokalizowanie w komorce specyficznych antygenow,
ktérymi moga by¢ wiriony lub puste kapsydy. Przeciwciala znakowane sa zwykle
enzymami (Avrameas 1970), ferrytyna (Morgan 1972), metalami cigzkimi lub
izotopem ], Najbardziej czula i doktadna wydaje si¢ by¢ metoda z zastosowaniem
ferrytyny.

Technika autoradiograficzna oparta jest na inkorporacji in vive znakowanych
izotopami prekursorow kwasow nukleinowych. Promieniowanie emitowane przez
izotopy powoduje zaczernienie emulsji fotograficznej, kt6ra powleka si¢ odpowiednio
spreparowany skrawek tkanki. Metoda ta pozwala na wykrycie minimalnych nawet
iloéci znakowanych zwiazkow, jednakze jej wada w zastosowaniu do badan wirusolo-
gicznych, jest niemoznos$¢ odréznienia przy jej pomocy (+) RNA od (—) RNA.

Coraz wigksze zastosowanie w cytologii roslin, w tym réwniez w dziedzinie
badari wirusologicznych, ma technika izolowanych protoplastéw. Pozwala ona na
przeprowadzenie rownoczesnej infekcji i uzyskanie synchronicznej replikacji wirusa
w protoplastach. Umozliwia to z kolei obliczenie czasu trwania poszczeg6lnych
etapéw cyklu zyciowego wirusa.

Poprzez analogi¢ do znanego cyklu namnazania zwierz¢cych wiruséw z grupy
»picorna”, oraz bakteriofagéw zawierajacych RNA (Sugiyama, Korant i Lon-
berg-Hohn 1972), mozna wykaza¢ kilka etapow, ktére muszg istnie¢ takze w pro-
cesie replikacji wiruséw roslinnych. Kazdy z tych etapéw moze odbywac¢ si¢ w jednym
Iub wielu odrebnych obszarach komérki. Prawdopodobne jest tez, ze kilka réznych
proceséw zwiazanych z namnazaniem wirusa zachodzi réwnoczesnie w réznych
miejscach. Dla wspdlczesnej cytologii aktualnym i niezwykle waznym problemem do
rozwiazania jest ustalenie sekwencji etapéw replikacji wirusa i ich zlokalizowanie
w komoérkach, gdzie jadro, mitochondria, chloroplasty posiadaja polimerazy RNA,
a takze, analogicznie do cytoplazmy system umozliwiajacy biosyntez¢ bialek.

Hipotetyczne modele cyklu Zyciowego wirusa byly wielokrotnie proponowane
przez wirusologéw (La Fleche i in. 1972). W chwili obecnej najlepiej udokumento-
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wanym wydaje si¢ by¢ model przedstawiony przez Zaitlina (1976), a dotyczacy
cyklu zyciowego TMV.

Aczkolwick autor nie uwzglednil w nim kilku istotnych aspektéw, np. interakcji
wirusa z komoérka gospodarza, zaproponowany przez niego schemat namnazania
wirusa wart jest dokladnego omowienia. Cykl zyciowy TMYV sklada si¢ z naste-
pujacych faz:

A. Infekcja: pokonanie barier, jakie stanowia: $ciana komérkowa i plazmalem-
ma, oraz usunigcie biatka kapsydu z jednoczesnym uwolnieniem genomu wirusa.
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Ryc. 1. Schemat ilustrujacy model cyklu Zyciowego wirusa mozaiki tytoniu (wg Zaitlina 1976)

B. Wczesna translacja: na matrycy genomu wirusa odbywa sig translacja cistronu
replikazy: konsekwencja jest wytworzenie systemu RNA — zaleznej polimerazy
RNA.

C. Replikacja genomu TMYV: przy udziale RNA — zaleznej polimerazy RNA
odbywa si¢ transkrypcja (+)RNA wirusa w komplementarna sekwencja (—)RNA,
a nastgpnie na matrycy taricucha (—) synteza potomnych genomow.

D. Translacja TMV-RNA: synteza biatka poprzez translacj¢ krotkich m-RNA,
zawierajacych cistron biatka kapsydu.

E. Montaz wirusa: polaczenie potomnych genomoéw z bialkowymi podjednost-
kami kapsydu.

Dowody na istnienie wymienionych etapéw w namnazaniu wiruséw roslin
uzyskano juz dla ok. 15-tu wiruséw. W dalszej czesci pracy zostanie przedstawiony
ich krotki przeglad.
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Infekcja

Proces infekcji trwa od momentu zaadsorbowania wirusa na powierzchni $cian
komorkowych lub plazmalemmy, jesli inokulowane sa izolowane protoplasty, do
rozpoczgcia syntezy polimerazy RNA. Z etapem tym zwigzane sa dwa procesy:
oddzielenie biatka kapsydu od RNA i wniknigcie RNA na teren protoplastu ko-
morki. Faza infekcji, aczkolwiek intensywnie badana, budzi nadal wiele kontrowersji.
Wigza si¢ one z nastgpujacymi zagadnieniami:

1. Ustalenia czy ,,odbialczanie” poprzedza proces wnikania, tzn. czy do cyto-
plazmy przedostaje si¢ kompletny, lub czgsciowo ,,odbialczony” wirion czy tylko
RNA. '

2. Wskazania ewentualnych miejsc i warunkéw odlgczania kapsydu od RNA.

3. Sposobu wnikania wirionu lub RNA do cytoplazmy.

Dotychczas dwa fakty dotyczace infekcji wydaja si¢ bezsporne:

1. Na powierzchni komérek roslin nie stwierdzono specyficznych obszaréw,
o szczegblnym powinowactwie do czastek wirusa, mogacych pelni¢ funkcj¢ akcep-
torow.

2. Wirusy roslin, w przeciwienistwie do bakteriofagéw nie posiadaja mechaniz-
moéw umozliwiajgeych aktywna penetracj¢ przez sciang komérkowa i plazmalemme.

Inokulacja musi zatem }aczy¢ si¢ z mechanicznym uszkodzeniem tych 2 struktur,
aby zapewni¢ bezposredni kontakt wirusa z cytoplazma komorki gospodarza.

Istnieja dane wskazujace na to, ze struktury zawierajace lipidy ostabiaja oddziaty-
wania pomigdzy RNA a biatkiem kapsydu, utatwiajac ich oddzielenie (Casper 1963).
Na tej podstawie wielokrotnie wskazywano na kutikulg jako miejsce ,,odbialczania”
wirusow (Merkens, de Zoeten, Gaard 1972; Gerola 1969). Sugestie te wydaja
si¢ potwierdza¢ ostatnie badania nad infekcja TMV i TRV przeprowadzone z zastoso-
waniem autoradiografii i obserwacji w mikroskopie elektronowym.

Stwierdzono, ze zaadsorbowane na powierzchni $cian komoérkowych czastki
wirusa ulegaja, ,,odbialczaniu” a nastgpnie inaktywacji (Kassanis, Kenten 1978;
Gaard, de Zoeten 1978). Z danych tych mozna wnioskowaé, ze proces ,,odbialcza-
nia” takich wirusow jak TMV, TRV odbywa si¢ na powierzchni sciany komérkowej
i na teren cytoplazmy wnika tylko RNA.

Jednakze dla niektorych wiruséw o wielodzielnym genomie, m. in. AMV, TSV,
CLRYV stwierdzono, ze obecnosé bialka plaszcza konieczna jest dla zapoczatkowania
replikacji wirusow. Inokulacja komoérek mieszaning RNA z trzech najwigkszych
czastek wirusa nie daje pozytywnego wyniku w postaci replikacji, natomiast dodanie
bialkowych podjednostek plaszcza do inokulum aktywuje genom. Stwierdzono,
ze funkcja plaszcza bialkowego nie polega na ochronie RNA przed nukleazami
komorki gospodarza, gdyz jego zdolnoéé do zwigkszania infekcyjnosci wystepuje
juz nawet w obecnosci 4—8 podjednostek biatkowych na 1 czasteczkg RNA. Przy-
puszcza sig, ze biatko plaszcza konieczne jest do zapoczatkowania translacji polime-
razy RNA (Boliin. 1971; Mohier i in. 1974; Van Vloten-Doting 1975; Gon-
salves, Garnsey 1975a i b; Alblas, Bol 1978). Dane te sugeruja, ze podczas
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infekcji, obok RNA réwniez biatko plaszcza wnika na teren cytoplazmy inokulowa-
nych komorek.

Mechanizm wnikania wirusdéw jest szczegdlnie intensywnie badany przy zastoso-
waniu izolowanych protoplastow. Istnieja dane wskazujace, ze jest to proces analo-
giczny do pinocytozy. Swiadczy o tym zaobserwowane przy pomocy mikroskopu
elektronowego wpuklanie plazmalemmy w miejscach adsorbcji wirusa, prowadzace
do wytworzenia na terenie cytoplazmy pecherzykéw zawierajacych czastki wirusa
(Cocking, Pojnar 1969; Otsuki i in. 1972; Honda i in. 1974, 1975).

Prace Burgessa, Motoyoshi, Fleming (1973) dowodza innego mechanizmu
wnikania wiruséw do wnetrza protoplastow. Fakt, ze infekcja zachodzi z wysoka
wydajnosécia w temp. 0°C, a takze stymulowana jest przez szok osmotyczny, czy
mechaniczne uszkodzenia plazmalemmy, $wiadczy, Ze wnikanie nie jest procesem
fizjologicznym, i wymaga bezposredniego kontaktu wirusa z cytoplazma komdrki
(Motoyoshi, Hull 1974; Kubo i in. 1976).

Synteza polimerazy RNA

Zgodnie z przedstawionym we wstgpie schematem cyklu Zyciowego TMV, po
odstonigciu genomu wirusa, na terenie protoplastu odbywa si¢ synteza RNA-zaleznej
polimerazy RNA.

Aczkolwiek cala czasteczka wirusowego RNA stuzy jako messenger w tym
procesie, stwierdzono, ze translacji podlega jedynie cistron polimerazy (Zaitlin
1976).

Brak jest obecnie danych wskazujacych jednoznacznie, czy w genomie wirusa
zawarta jest informacja dla calego bialka polimerazy, czy tez, analogicznie jak
w przypadku bakteriofaga Q 8 (Kamen 1970; Kondo i in. 1970), komérki gospo-
darza dostarczaja bialkowe podjednostki wchodzace w sklad enzymu.

Miejscem translacji jest prawdopodobnie cytoplazma; potwierdzaja to wyniki
Zaitlinaiin. (1968), ktorzy stwierdzili wrazliwos¢ replikacji TMV na cykloheximid,
blokujacy biosyntez¢ bialka na cytoplazmatycznych rybosomach.

Bradley i Zaitlin (1971), oraz inni badacze opisali istnienie w komorkach
porazonych TMV dwéch systeméw RNA — zaleznej polimerazy RNA: zwiazanej
z frakcja blonowa i niezwiazanej. Enzym zwiazany z blonami nie wymaga egzogen-
nego RNA jako wzorca, produkt jego dzialania jest niewrazliwy na RN-azg, a swa
ruchliwoscia elektroforetyczna przypomina dwuniciowe RNA. Enzym niezwiagzany
z blonami, a takze enzym oddysocjowany od frakcji blonowej wymaga dodatku
egzogennego RNA jako wzorca do transkrypcji. (Bradley, Zaitlin 1971; Brishams-
mar, Juntti 1974; Zaitlin i wsp. 1973). .

Podobne wyniki otrzymat Le Roy i wsp. Wyizolowat z komérek tytoniu porazo-
nych AMV dwie polimerazy RNA: zwiazana z frakcja blonowa i niezwiazana.
Obydwa te enzymy réznily si¢ wlasnosciami: polimeraza niezwiazana byla niespecy-
ficzna wzgledem RNA wirusa oraz zdolna do syntezy tylko krotkich fragmentow
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RNA, komplementarnych do wzorca. Polimeraza z frakcji blonowej syntetyzowata
RNA o dlugosci analogicznej do wzorca (Le Roy i in. 1977).

Stwierdzenie istnienia w komodrkach zdrowych roslin aktywnosci RNA zaleznej
polimerazy RNA (Astier-Manifacier, Cornuet 1971, 1973), a takze doniesienia
moéwiace o syntezie dwuniciowego RNA w obecnosci aktynomycyny D w ekstrakcie
komoérkowym z roélin zdrowych i porazonych TMV (Zaitlin i in. 1973), wskazuja
na obecno$é rowniez w zdrowych komorkach systemu RNA zaleznej polimerazy
RNA. Dane te sugeruja inny od dotychczas przyjetego mechanizm dzialania wirusa
w porazonej komoérce. Mogliby on polega¢ na modyfikacji istniejacego w komodrkach
systemu RNA zaleznej polimerazy RNA przez produkty translacji genomu wirusa
i uczynienie tego systemu specyficznym i zaleznym od RNA wirusa jako wzorca
(Hamilton 1974).

Obecnos¢ dwodch rodzajow RNA-zaleznej polimerazy RNA stwierdzono tez
w komorkach Vigna sinensis porazonego CCMV (White, Dawson 1978). Polime-
raza wyizolowana z supernatantu homogenatu komorkowego, z roslin zdrowych
i porazonych nie wykazywala specyficznosci dla wzorca i syntetyzowala krotkie
odcinki dwuniciowego RNA. RNA o podobnym cig¢zarze czasteczkowym syntety-
zowane byly przez polimeraz¢ wyizolowana z frakcji blonowej homogenatu ze
zdrowych roélin.

Jedynie polimeraza zwigzana z blonami, pochodzaca z komorek porazonych
CCMV wykazywala specyficznos¢ wzglgdem CCMV-RNA. Postulowana jest
mozliwoé¢ funkcjonowania polimerazy niezwiazanej jako skladnika polimerazy
wirusowe;.

Replikacja

Trzeci etap cyklu zyciowego TMYV, faza replikacji prowadzi do syntezy dwoch
charakterystycznych rodzajow RNA:

formy replikatywnej, ztozonej z genomu wirusa i komplementarnego do niego
laficucha (—) RNA,

formy poéredniej, ztozonej z (—) RNA i syntetyzowanych komplementarnych
do niego potomnych (+) RNA (Jacksoniin. 1971; Nilson-Tillgren i in. 1970).

Obydwie te formy zostaly wielokrotnie wyizolowane z homogenatoéw komarek
porazonych TMV i wirusami o podobnej strukturze, a takze wirusami o wielodziel-
nym genomie np. AMV, BMV (Hamilton 1974).

Dla badaczy zajmujacych si¢ replikacja wirusow w aspekcie cytologicznym,
dwuniciowe RNA, stosunkowo latwe do identyfikacji, odgrywa rolg¢ swoistego
markera umozliwiajacego zlokalizowanie replikacji RNA wirusa na terenie komorki.

Weczesniejsze prace, prowadzone na homogenatach komoérkowych (Ralph i in.
1971), pozwolily na wykazanie zwiazku dwuniciowego RNA z blonami plazmatycz-
nymi. Jednakze badania te nie dostarczyly odpowiedzi na pytanie, z jakich struktur
komérkowych pochodzily obserwowane w badanej frakcji blony.

Na terenie porazonych wirusami komorek, wielokrotnie obserwowano tworzenie
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sie cytopatologicznych struktur. Po strawieniu RN-aza jednoniciowych odcinkéw
RNA, w obszarach tych stwierdzono autoradiograficznie obecnos¢ dwuniciowego
RNA i aktywnej polimerazy RNA.

CpMYV powoduje tworzenie si¢ na terenie cytoplazmy pecherzykéw. Na podsta-
wie analizy inkorporacji *H-urydyny, wykazano w nich aktywnos¢ polimerazy RNA
i obecno$¢ dwuniciowego RNA (De Zoeten i in. 1974).

Wystgpowanie na terenie cytoplazmy ztogéw amorficznej, biatkopodobnej
substancji i rozproszonych w niej pecherzykoéw zawierajacych dwuniciowe RNA,
stwierdzono w komorkach bobu, porazonych EAMV (Hatta, Francki 1978).

W przypadku TYMYV, z pecherzykami powstajacymi w peryferycznej strefie chlo-
roplastow zwigzane jestdwuniciowe RNAipolimeraza RNA (La Fleche i in. 1972).

PEMV réwniez powoduje powstawanie pecherzykéw, ktore najwyrazniej
powstaja z blony jadrowej. Metodami serologicznymi i autoradiograficznymi stwier-
dzono na terenie kariolimfy obecno$¢ dwuniciowego RNA, a takze niewrazliwg
na aktynomycyn¢ D, RNA zalezng syntez¢ RNA. Dane te sugeruja, ze kariolimfa
jest miejscem replikacji PEMV-RNA (De Zoeten i in. 1976).

Obserwacje cytologiczne przebiegu procesu chorobowego w przypadku infekcji
wirusem lisciozwoju ziemniaka, wykazaly zmiany strukturalne w jadrach komorek
miekiszowych. Obserwowano réwniez proliferacj¢ blon na terenie cytoplazmy
komérek miekiszowych floemu ziemniaka. Zastosowanie autoradiografii na pozio-
mie mikroskopu swietlnego i elektronowego pozwolito wykazaé, ze replikacja
genomu wirusa odbywa si¢ na terenie jadra komorkowego (Golinowski, De Zoe-
ten 1976; Golinowski 1976).

Charakterystyczna cecha replikacji malych bakteriofagéw zawierajagcych RNA .
jest fakt, ze transkrypcja ich RNA sprzgzona jest z translacja potomnych genomow
i oba te procesy zachodza w jednostce zwanej kompleksem replikacyjnym (Hotham-
Iglewski i in. 1968). Kompleks taki sklada si¢ z formy posredniej, gdzie tworzace
sie (+) RNA potlaczone sa z rybosomami. Translacja na matrycy (+) RNA rozpo-
czyna si¢ przed zakonczeniem transkrypcji.

W odniesieniu do wiruséw roslin, dyskutowane jest obecnie istnienie w ich cyklu
zyciowym kompleksu replikacyjnego. Dane, ktore moglyby potwierdzi¢ t¢ hipotezg,
ograniczone s3 jedynie do stwierdzenia, ze niewielka czgé¢ formy posrednicj w tkan-
kach porazonych TMV zwiazana jest z polirybosomami i nie moga stanowi¢ przeko-
nywajacego dowodu (Beachy, Zaitlin 1975).

Translacja

Do niedawna panowat poglad, ze synteza biatka plaszcza odbywa si¢ w oparciu
0 nowo zsyntetyzowane nici (+) RNA wirusa (Babos 1971; Weissmanniin. 1973).
Poglad ten jednakze nie znalaz} potwierdzenia w $wietle ostatnich badan nad transla-
¢ja genomu wirusa. W badaniach nad translacja TMV-RNA in vitro stwierdzono,
ze syntetyzowane biatko ma niski cigzar czasteczkowy. Oznacza to, ze podczas
translacji wigksza czgs¢ m-RNA nie jest odczytywana (Zaitlin i in. 1976).
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Z komoérek porazonych TMV wyizolowano kroétkie fragmenty TMV-RNA,
o niewielkim cig¢Zarze czasteczkowym, ktére nazwano L. M. C. (ang. low mole-
cular weight components (Jackson i in. 1972; Siegel i in. 1973).

Stwierdzono, ze L. M. C. nie hybrydyzuja z TMV-RNA (-), natomiast pozy-
tywny wynik daje hybrydyzacja z (—) RNA (Siegel i in. 1973). Dane te wskazuja,
ze L. M. C. zawieraja sekwencj¢ nukleotydéw jednakowa z fragmentem genomu
wirusa.

Dalsze badania wykazaly, ze L. M. C. sa wysoce aktywnymi messengerami,
a produktem ich translacji jest bialko plaszcza. Stad wniosek, ze L. M. C. zawieraja
gen bialka plaszcza i powtérzona jest w nich sekwencja nukleotydéw polozona
przy 3’ koiicu TMV-RNA (Hunter i in. 1976; Siegel i in. 1976).

Podobne RNA o niskim ci¢zarze czasteczkowym, zawierajace gen biatka struktu-
ralnego wyizolowano z komorek porazonych BBMV (Romero 1973) i TYMV
(Klein i in. 1976).

Synteza bialkowych podjednostek plaszcza odbywala si¢ poprzez translacje
tych krétkich RNA.

Zagadnieniem nie wyjasnionym pozostaje pochodzenie L. M. C. Nie wiadomo,
czy sa one syntetyzowane w takiej postaci podczas replikacji RNA, czy powstaja
w wyniku posttranskrypcyjnej restrykcji potomnych genomoéw. Za ta pierwsza
mozliwoscia przemawia fakt, ze forma posrednia czgsto zwigzana jest z obecnoscia
krotkich m-RNA, na ktorych stwierdzono obecnos$¢ polirybosoméw (Beachy,
Zaitlin 1975). '

W przypadku infekcji komoérek wirusami roslinnymi nalezacymi do grupy

- rhabdoviruses”, istnieja dowody zar6wno cytologiczne jak i biochemiczne wskazu-
“jace na synteze biatka strukturalnego wiruséw i ich RNA na terenie jadra komérko-
wego (Chambers i in. 1965; Francki, Randles 1972).

W komoérkach zainfekowanych TMYV, stosujac technikg¢ znakowanych ferrytyna
przeciwcial, stwierdzono kumulowanie si¢ ferrytyny w cytoplazmie w 2—4 dni po
infekcji. Przeciwciala zwigzane byly z kompletnymi czastkami TMV (Shalla,
Amici 1967). Jednoczesnie wykazano, ze chloroplasty nie sa miejscem syntezy
biatka plaszcza TMV.

Replikacja, synteza bialek strukturalnych i montaz TYMYV, zwigzane sa §cidle
z chloroplastami. W izolowanych protoplastach zainfekowanych tym wirusem
i hodowanych w warunkach niesprzyjajacych fotosyntezie nie stwierdzono namnaza-
nia si¢ wirusa. Dane te wskazuja, Ze energia niezbedna w procesie replikacji TYMV
dostarczana jest przez reakcje fosforylacji fotosyntetycznej (Renaudin i wsp. 1976).

Montaz wirion6w

Proces laczenia si¢ biatkowych podjednostek plaszcza z potomnymi RNA
wirusa najdokladniej zostat poznany dla TMV i TRV. Wigkszo$¢ badan dotyczacych
warunkéw montazu i degradacji czasteczek tych wiruséw przeprowadzono in vitro.

Stwierdzono, Ze montaz nukleoproteidu wirusa jest procesem biofizycznym,
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zaleznym od koncentracji RNA i podjednostek biatka strukturalnego, od pH,
sity jonowej, temperatury, obecnosci jondw metali i niekiedy zwiazk6w redukujacych
(Bancroft 1970). Sugestic Bancrofta wydaje si¢ potwierdza¢ fakt, Ze montaz
nie jest procesem wysoce specyficznym, i wielokrotnie stwierdzano zjawisko miesza-
nego montazu wiruséOw strukturalnie podobnych. Matthews (1966) opisal tworze-
nie si¢ czastek wirusa zlozonych z RNA-TYMYV i biatlka TMV. W komérkach
jeczmienia przy jednoczesnej infekcji BSMV i BMV, stwierdzono iaczenie si¢ RNA
BSMV z biatkiem BMV (Peterson, Brakke 1973).

Niewiele jest danych wskazujacych na to, ktory obszar w komorce jest miejscem
montazu wirionow.

De Zoeten (1966) stwierdzit, ze montaz TMV odbywa si¢ na terenie cytoplazmy.
Inne wyniki otrzymal Siegel (1971), badajac tworzenie si¢ pseudowiriondéw
w komorkach zainfekowanych TMYV. Pseudowiriony skladaly si¢ z biatka TMV
i z RNA komplementarnego do DNA chloroplastow. Dane te sugeruja, Zze montaz
pseudowirionéw, a prawdopodobnie i czastek wirusa moze odbywa¢ si¢ w chloro-
plastach.

Sugesti¢ t¢ potwierdzaja wyniki Singera (1972), ktéry stosujac *C-leucyng,
stwierdzil akumulacje izotopu zwiazanego z TMV w chloroplastowe;j frakcji homo-
genatu komorkowego.

Hattai Matthews (1976) zaproponowali model syntezy skladnikéw struktural-
nych i montazu TYMYV. Podkreslili $cisty zwigzek chloroplastéow z procesem mon-
tazu wirusa sugerujac, ze laczenie si¢ biatkowych podjednostek ptaszcza, zgromadzo-
nych w cytoplazmie i RNA dostarczanego z chloroplastow odbywa si¢ na terenie
zewnetrznej blony chloroplastu.

Z przytoczonych w tym krotkim pyzegladzie danych na temat udzialu badan
cytologicznych we wspolczesnej wirusologii roslin wynika, Ze cytologia i cytochemia
petnia réwnorzedna rolg z badaniami biochemicznymi, przede wszystkim w poznaniu
interakcji pomigdzy komoérka gospodarza a patogenem.

Problemem nadal aktualnym pozostaje zagadnienie: jak dalece infekcja wirusa
moze zmieniaé metabolizm komorek gospodarza i w jaki sposdb srodowisko tych
komérek wplywa modyfikujaco na struktur¢ i genom wirusa.

Istnieja dane wskazujace, ze oddzialywania patogen-zywiciel sa wzajemne.
Swiadcza o tym choéby cytowane wczesniej prace, w ktorych postuluje si¢ udziat
bialek pochodzenia wirusowego w modyfikacji istniejacego w komorkach gospodarza
systemu enzymatycznego i podporzadkowanie go informacji zakodowanej w geno-
mie wirusa.

Wplyw komoérek gospodarza na fizykochemiczne wlasnosci czastek wirusa
zauwazony zostal juz dos¢ dawno. Wielu informacji na ten temat dostarczyly zwlasz-
cza badania nad replikacja réznych szczepow TMV w roslinach dla tych szczepoéw
specyficznych i nie specyficznych, (Bawden 1958).

Poczatkowo réznice w intensywnoéci i namnaZania si¢ wirusa interpretowano
jako wynik réznej wrazliwosci na karboksypeptydazy gospodarzy (Rees, Short
1972). '

W éwietle ostatnich badan zagadnienie to okazalo si¢ bardziej zlozone. Na
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podstawie obserwacji w mikroskopie elektronowym, wielokrotnie wykazano, ze
szczep ,,cowpea” TMYV, ktorego gospodarzem sa rosliny z rodziny Papilionaceae,
zawiera obok czastek o typowej dlugosci, analogicznej do ,,dzikiego” szczepu TMV
takze liczna populacje czastek krotkich (Morris 1974). Obserwacje te zostaly
potwierdzone przez wyizolowanie z roélin porazonych szczepem ,,cowpea” TMV
2 rodzajow czastek o diugosei 300 i 30—40 nm. Oczyszczone RNA z tych czastek
miato ciezar czasteczkowy odpowiednio 2 X 10°10,3 x 10¢(Whitefeld, Higgins 1976).

Stwierdzono, Ze krotsze czastki RNA zawieraja gen biatka strukturalnego
(Higgins i in. 1976), a wigc odpowiadaja L. M. C. wyst¢pujacym w czasie repli-
kacji ,,dzikiego” szczepu TMYV. Roéznica pomigdzy obydwoma szczepami polega
na tym, ze L. M. C. ,,dzikiego” szczepu TMV syntetyzowane sa ,,de novo” podczas
kazdego cyklu namnazania, podczas gdy L. M. C. szczepu ,,cowpea” TMV, wnika-
jace podczas infekcji jako odrgbne wiriony, sa w komorkach gospodarza jedynie
replikowane. Pod tym wzgledem szczep ,,cowpea” TMV przypomina wirusy o wielo-
dzielnym genomie, u ktorych krotkie RNA, zawierajace gen bialka strukturalnego,
otoczone jest wspOlnym plaszczem bialkowym z dluzsza czasteczka RNA, lub
egzystuje jako odrgbny wirion.

Ze zmiana gospodarza, w przypadku TMYV 1acza si¢ wigc daleko idace zmiany
w strukturze wirusa. Jak dalece i w jaki sposdb zmiany te determinowane s3 przez
§rodowisko komorek gospodarza pozostaje zagadnieniem niewyjasnionym. Za-
gadnieniem, ktore skupia na sobie uwage wirusologéw od bardzo dawna sg mecha-
nizmy decydujace o odpornosci roélin na choroby wirusowe.

Oczywistym jest, ze w badaniach nad odpornoscia pierwszoplanowa role odgry-
waja badania cytologiczne i cytofizjologiczne. Stosowana powszechnie w tego rodzaju
badaniach technika izolowanych protoplastéw okazuje si¢ zawodna. Poréwnawcze
badania replikacji wirusa w komorkach inokulowanych lisci i w izolowanych
protoplastach sugeruja istnienie mechanizméw odpornosciowych funkcjonujacych
na poziomie tkanek.

Motoyoshi i Oshima (1977) w trakcie badan nad genetycznym uwarunkowa-
niem odpornoéci pomidora na TMV stwierdzili, Ze protoplasty otrzymane z odpor-
nych roslin tatwo ulegaja infekcji TMV, a replikacja wirusa zachodzi w nich z wy-
soka wydajnoscia. Podobne wyniki otrzymano w przypadku roslin posiadajacych
gen N, warunkujacy powstawanie lokalnych nekroz w miejscu inokulacji wirusem.
Inokulacja TMV protoplastéw, pochodzacych z komérek tych roslin, nie powoduje
ich nekrotyzacji (Otsuki i in. 1972). Dla ostatecznego wyjasnienia mechanizméw
odpowiedzialnych za odporno$¢ roslin, konieczne jest wigc opracowanie nowej
metody, pozwalajacej na prowadzenie badar na nieuszkodzonych tkankach.
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