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Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå èçó÷åíèå âëèÿíèÿ õèòîçàíà

Èçó÷åíî âëèÿíèå õèòîçàíà íà íàêîïëåíèå è ñîñòîÿíèå âèðóñà òàáà÷íîé ìîçàèêè (ÂÒÌ) â êëåòêàõ ìå-
çîôèëëà ëèñòüåâ òàáàêà ñîðòà Ñàìñóí â íà÷àëüíûé ïåðèîä ðàçâèòèÿ èíôåêöèè (÷åðåç 3 ñóò ïîñëå çàðàæå-
íèÿ ëèñòüåâ). Â êëåòêàõ ëèñòüåâ, îáðàáîòàííûõ çà 24 ÷ äî çàðàæåíèÿ õèòîçàíîì, âèðóñ íàêàïëèâàëñÿ â
ìåíüøåé ñòåïåíè, ÷åì â êîíòðîëå. Ïðè îáðàáîòêå õèòîçàíîì â çàðàæåííûõ êëåòêàõ ÷àñòî íàáëþäàëè ñïå-
öèôè÷åñêèå äëÿ ÂÒÌ ãðàíóëÿðíûå âêëþ÷åíèÿ, íàëè÷èå êîòîðûõ ñâÿçûâàåòñÿ ñ ðàííèìè ñòàäèÿìè ðåïðî-
äóêöèè âèðóñà, òîãäà êàê êëåòêè êîíòðîëÿ ñîäåðæàëè â îñíîâíîì òðóá÷àòûå âêëþ÷åíèÿ, îáðàçóþùèåñÿ
èç ãðàíóëÿðíûõ íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ èíôåêöèîííîãî ïðîöåññà. Ýòî ïîêàçûâàåò, ÷òî õèòîçàí çàäåðæèâàåò
ðàçâèòèå èíôåêöèè. Â îáðàáîòàííûõ ôîñôîðíî-âîëüôðàìîâîé êèñëîòîé ïðåïàðàòàõ ñîêà èç çàðàæåííûõ
ëèñòüåâ íàðÿäó ñ íîðìàëüíûìè íàáëþäàëè àíîìàëüíûå (íàáóõøèå è «òîíêèå») ÷àñòèöû ÂÒÌ. Àíî-
ìàëüíûå âèðèîíû, âåðîÿòíî, îáðàçóþòñÿ â ðåçóëüòàòå àêòèâàöèè âíóòðèêëåòî÷íûõ ëèòè÷åñêèõ ïðîöåñ-
ñîâ. Ïðè îáðàáîòêå õèòîçàíîì ëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü â çàðàæåííûõ êëåòêàõ áûëà íàèáîëåå âûðàæåíà, à
÷èñëî àíîìàëüíûõ âèðóñíûõ ÷àñòèö óâåëè÷èâàëîñü â ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëåì. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî îáó-
ñëîâëåííàÿ õèòîçàíîì ñòèìóëÿöèÿ ëèòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, âûçûâàþùàÿ äåñòðóêöèþ ÷àñòèö ÂÒÌ, ìîæåò
áûòü îäíèì èç çàùèòíûõ ìåõàíèçìîâ, îãðàíè÷èâàþùèõ íàêîïëåíèå âèðóñà â êëåòêàõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Nicotiana tabacum, õèòîçàí, âèðóñ òàáà÷íîé ìîçàèêè, êëåòêè ìåçîôèëëà, èí-
ôåêöèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÂÒÌ — âèðóñ òàáà÷íîé ìîçàèêè, ÔÂÊ — ôîñôîðíî-âîëüôðàìîâàÿ
êèñëîòà, ÖÂ — öåíòðàëüíàÿ âàêóîëü, ÝÐ — ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì.

Ïðè ðàçðàáîòêå ìåð çàùèòû ðàñòåíèé îò ïàòîãåíîâ, â
òîì ÷èñëå îò âèðóñîâ, âàæíîå çíà÷åíèå ïðèäàåòñÿ èñïîëü-
çîâàíèþ ýêîëîãè÷åñêè áåçîïàñíûõ áèîëîãè÷åñêè àêòèâ-
íûõ ñîåäèíåíèé, îáëàäàþùèõ ñïîñîáíîñòüþ ñòèìóëèðî-
âàòü óñòîé÷èâîñòü ðàñòåíèé (Lyon et al., 1995; Ðåóíîâ,
1999). Ïîêàçàíî, ÷òî òàêèìè ñîåäèíåíèÿìè ÿâëÿþòñÿ ðàç-
ëè÷íûå ïîëèñàõàðèäû: 1.3;1.6-b-D-ãëþêàíû èç ãðèáîâ
(Kopp et al., 1989; Rouhier et al., 1995) è áóðûõ âîäîðîñëåé
(Åëÿêîâà è äð., 1994, 2007; Reunov et al., 1996);
1.3;1.4-b-D-ãëþêàí èç ëèøàéíèêà Cetraria islandica
(Stübler, Buchenauer, 1996); îëèãîñàõàðèäû, ïîëó÷åííûå
èç êñèëîãëþêàíà (Šubikova et al., 1994) è ãàëàêòîãëþêî-
ìàííàíà (Slováková et al., 2000); êàððàãèíàíû èç êðàñíûõ
âîäîðîñëåé (Reunov et al., 2004; Áàðàáàíîâà è äð., 2006);
ôóêîèäàí èç âîäîðîñëè Fucus evanescens (Ëàïøèíà è äð.,
2006, 2009).

Åñòü äàííûå î òîì, ÷òî ðàçâèòèå âèðóñíûõ èíôåêöèé
ó ðàñòåíèé ìîæåò èíãèáèðîâàòüñÿ õèòîçàíîì (Pospieszny
et al., 1991; ×èðêîâ, 2002). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäñòàâ-
ëåíû ðåçóëüòàòû ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîãî èçó÷å-
íèÿ âëèÿíèÿ õèòîçàíà íà âíóòðèêëåòî÷íîå íàêîïëåíèå è
ñîñòîÿíèå ÷àñòèö âèðóñà òàáà÷íîé ìîçàèêè (ÂÒÌ) â ëè-
ñòüÿõ òàáàêà ñîðòà Ñàìñóí.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èññëåäîâàíèÿ âûïîëíåíû íà ëèñòüÿõ 6-íåäåëüíûõ
ðàñòåíèé òàáàêà Nicotiana tabacum L. cîðòà Ñàìñóí, âûðà-
ùåííûõ â òåïëèöå. Ïðåïàðàò õèòîçàíà ïîëó÷åí èç ïàíöè-
ðÿ êðàáà ïîñðåäñòâîì ãèäðîëèçà ïåðåêèñüþ âîäîðîäà ïðè
37 °Ñ ïî îïèñàííîé ðàíåå ìåòîäèêå (Äàâûäîâà è äð.,
2000).

Ñîðâàííûå ìîëîäûå ëèñòüÿ äëèíîé îêîëî 5 ñì ðàçðå-
çàëè âäîëü ñðåäíåé æèëêè è íàïûëÿëè êàðáîðóíäîì.
Îïûòíûå ïîëîâèíêè ëèñòüåâ íàòèðàëè õèòîçàíîì
(1 ìã/ìë), êîíòðîëüíûå — âîäîé. Çàòåì èõ ïðîìûâàëè
ïðîòî÷íîé âîäîé è ïîìåùàëè âî âëàæíóþ êàìåðó. Ñïóñòÿ
1 ñóò âñå ïîëîâèíêè ëèñòüåâ èíîêóëèðîâàëè ñîêîì èç çà-
ðàæåííûõ îáû÷íûì øòàììîì ÂÒÌ ëèñòüåâ N. tabacum L.
×åðåç 3 ñóò ïîñëå ýòîãî ìàëåíüêèå êóñî÷êè ëèñòüåâ ôèê-
ñèðîâàëè â 6.5%-íîì ðàñòâîðå ãëóòàðàëüäåãèäà, ïðèãî-
òîâëåííîì íà 0.1 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå, ðÍ 7.4. Äîïîëíè-
òåëüíóþ ôèêñàöèþ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 2 ÷ â 1%-íîì
ðàñòâîðå òåòðàîêñèäà îñìèÿ (Ðåàõèì, Ðîññèÿ). Çàòåì îá-
ðàçöû îáåçâîæèâàëè â ñïèðòàõ âîçðàñòàþùèõ êîíöåíòðà-
öèé è àöåòîíå è çàêëþ÷àëè â Àðàëäèò (Fluka AG, Øâåéöà-
ðèÿ). Ñðåçû, ïîëó÷åííûå íà óëüòðàòîìå LKB-III (LKB,
Øâåöèÿ), ïîìåùàëè íà ñåòî÷êè è îêðàøèâàëè ðàñòâîðàìè
óðàíèë-àöåòàòà è öèòðàòà ñâèíöà, ïîñëå ÷åãî ïðîñìàòðè-
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âàëè â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå LIBRA-120 (Ñarl Zeiss,
Ãåðìàíèÿ). Ìîðôîìåòðè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè,
êàê îïèñàíî ðàíåå (Êèñåëåâà è äð., 1974). Äëÿ êàæäîãî âà-
ðèàíòà èñïîëüçîâàëè ïî 3 áëîêà. Ñðåçû ñíèìàëè íà îäíî-
ùåëåâûå áëåíäû, ïîêðûòûå íàïûëåííîé óãëåì ôîðìâàðî-
âîé ïëåíêîé. Íà ñðåçàõ, ïîëó÷åííûõ ñ êàæäîãî èç ýòèõ
áëîêîâ, èññëåäîâàëè ïî 20 êëåòîê ïàëèñàäíîé ïàðåíõèìû.
Òàêèì îáðàçîì, â êàæäîì âàðèàíòå àíàëèçèðîâàëè 60 êëå-
òîê. Íàêîïëåíèå âèðóñà â êëåòêàõ îöåíèâàëè ïóòåì ïîä-
ñ÷åòà êîëè÷åñòâà ïðîôèëåé âèðóñíûõ ÷àñòèö íà åäèíèöó
ïëîùàäè ñðåçà êëåòêè (Ðåóíîâ, Ëàïøèíà, 1983). Ñòàòè-
ñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè èñïîëüçóÿ
t-êðèòåðèé Ñòüþäåíòà.

Äëÿ ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîãî èçó÷åíèÿ ÷àñòèö
ÂÒÌ â ñóñïåíçèÿõ èç îáðàáîòàííûõ è íå îáðàáîòàííûõ
õèòîçàíîì çàðàæåííûõ ëèñòüåâ êóñî÷êè ëèñòüåâ íàðåçàëè
ëåçâèåì â êàïëþ äèñòèëëèðîâàííîé âîäû. Ïîëó÷åííóþ
ñóñïåíçèþ ïîìåùàëè íà ïîêðûòûå ôîðìâàðîâîé ïëåí-

êîé-ïîäëîæêîé ñåòî÷êè, âûñóøèâàëè êóñî÷êîì ôèëüòðî-
âàëüíîé áóìàãè è îáðàáàòûâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí 2%-íîé
ôîñôîðíî-âîëüôðàìîâîé êèñëîòîé (ÔÂÊ), ðÍ 7.0. Â îò-
äåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ ñóñïåíçèè áûëè ïîëó÷åíû èç êó-
ñî÷êîâ çàðàæåííûõ ëèñòüåâ, ïðåäâàðèòåëüíî ôèêñèðîâàí-
íûõ â òå÷åíèå 3 ÷ â 6.5%-íîì ðàñòâîðå ãëóòàðàëüäåãèäà,
ïðèãîòîâëåííîì íà 0.1 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå, ðÍ 7.4. Èç-
ìåðåíèå äèàìåòðà êîíòðàñòèðîâàííûõ ÔÂÊ ÷àñòèö ÂÒÌ
â îïûòíûõ è êîíòðîëüíûõ îáðàçöàõ ïðîâîäèëè íà 20 ïðî-
èçâîëüíî âûáðàííûõ ïîëÿõ ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà ïðè
îáùåì óâåëè÷åíèè 150 000. Áûë èçìåðåí äèàìåòð 400 âè-
ðóñíûõ ÷àñòèö èç îïûòíûõ è 400 ÷àñòèö èç êîíòðîëüíûõ
ïðåïàðàòîâ.

Â èììóíîýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì èññëåäî-
âàíèè ÷àñòèö ÂÒÌ â ñîêå èç çàðàæåííûõ ëèñòüåâ èñïîëü-
çîâàëè êîììåð÷åñêèå ïðåïàðàòû àíòèñûâîðîòîê, ïîëó-
÷åííûå âî ÂÍÈÈ êàðòîôåëüíîãî õîçÿéñòâà Ìîñêîâ-
ñêîé îáë. Ïðèìåíÿëè ñïîñîá, ïîëó÷èâøèé íàçâàíèå
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Ðèñ. 1. Ó÷àñòêè èíôèöèðîâàííûõ ÂÒÌ êëåòîê ïàëèñàäíîé ïàðåíõèìû â ëèñòüÿõ òàáàêà ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ.

à — ó÷àñòêè äâóõ ñîñåäíèõ êëåòîê, îäèí èç êîòîðûõ (ñëåâà) ñîäåðæèò ðàññåÿííûå â ÖÂ, à òàêæå ñôîðìèðîâàâøèå öèòîïëàçìàòè÷åñêîå ñêîïëåíèå ÷àñ-
òèöû ÂÒÌ, äðóãîé (ñïðàâà) — ñïåöèôè÷íûå äëÿ ÂÒÌ òðóá÷àòûå âêëþ÷åíèÿ è ðàññåÿííûå â öèòîïëàçìå è ÖÂ âèðèîíû; á — óâåëè÷åííîå èçîáðàæåíèå
ó÷àñòêà, îãðàíè÷åííîãî ðàìêîé (à): òîíêèìè ñòðåëêàìè ïîêàçàíû ñëàáîêîíòðàñòíûå ÷àñòèöû ÂÒÌ, äèàìåòð êîòîðûõ çíà÷èòåëüíî ìåíüøå 18 íì,
æèðíûìè — áîëåå ïëîòíûå ÷àñòèöû ñðàâíèòåëüíî áîëüøåãî äèàìåòðà; â — ó÷àñòîê öèòîïëàçìû, ñîäåðæàùèé íåáîëüøîå ñêîïëåíèå âèðóñíûõ ÷àñòèö
è ñïåöèôè÷íîå äëÿ ÂÒÌ ãðàíóëÿðíîå âêëþ÷åíèå. â÷ — âèðóñíûå ÷àñòèöû, ãâ — ãðàíóëÿðíîå âêëþ÷åíèå, ãýð — ãðàíóëÿðíûé ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðå-

òèêóëóì, êî — êëåòî÷íàÿ îáîëî÷êà, ì — ìèòîõîíäðèÿ, òâ — òðóá÷àòûå âêëþ÷åíèÿ, õë — õëîðîïëàñò, öâ — öåíòðàëüíàÿ âàêóîëü, ÿ — ÿäðî.



òåõíèêè äåêîðèðîâàíèÿ (Êîðîëåâ, 1980). Íà êàïëþ ñóñ-
ïåíçèè, ïîëó÷åííîé èç êóñî÷êîâ îáðàáîòàííûõ è íå îáðà-
áîòàííûõ õèòîçàíîì èíôèöèðîâàííûõ ëèñòüåâ, ïîìåùà-
ëè ñåòî÷êó, ïîêðûòóþ íàïûëåííîé óãëåì ôîðìâàðîâîé
ïëåíêîé-ïîäëîæêîé. ×åðåç 1 ìèí ñåòî÷êó ïðîñóøèâàëè
êóñî÷êîì ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãè, ïîìåùàëè íà êàïëþ
ÂÒÌ-ñïåöèôè÷åñêîé àíòèñûâîðîòêè è èíêóáèðîâàëè âî
âëàæíîé êàìåðå â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 37 °Ñ. Â íåêîòîðûõ
ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè àíòèñûâîðîòêó ê Õ-âèðóñó
êàðòîôåëÿ èëè êîíòðîëüíóþ ñûâîðîòêó. Ïðèãîòîâëåííûå
îáðàçöû òùàòåëüíî ïðîìûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé,
ïðîñóøèâàëè ñ ïîìîùüþ ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãè, êîíò-
ðàñòèðîâàëè 3—5 ìèí 2%-íîé ÔÂÊ (ðÍ 7.0) è èññëåäîâà-
ëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà.

Ðåçóëüòàòû

Óëüòðàñòðóêòóðíûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ÷åðåç
3 ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ ëèñòüåâ òàáàêà ÂÒÌ ìíîãèå êëåò-
êè ìåçîôèëëà ñîäåðæàëè çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî âè-
ðóñíûõ ÷àñòèö, êîòîðûå áûëè ïðåäñòàâëåíû ñðàâíèòåëü-
íî áîëüøèìè ñêîïëåíèÿìè â öèòîïëàçìå, à òàêæå ðàññåÿ-
íû â öåíòðàëüíîé âàêóîëè (ÖÂ) (ðèñ. 1, à). Íà ñðåçàõ
êëåòîê âèðóñíûå ÷àñòèöû çàìåòíî âàðüèðîâàëè â äèàìåò-
ðå. Áîëüøèíñòâî èç íèõ èìåëî íà ïðîäîëüíûõ ñðåçàõ ñó-
ùåñòâåííî ìåíüøèé äèàìåòð â ñðàâíåíèè ñ íîðìàëüíûì
äèàìåòðîì ÂÒÌ (18 íì) è âûãëÿäåëî ñëàáîêîíòðàñòíûìè
(ðèñ. 1, á). Íåêîòîðûå ÷àñòèöû îòëè÷àëèñü áîëåå âûñîêîé
ïëîòíîñòüþ è èìåëè ñðàâíèòåëüíî áîëüøèé äèàìåòð
(ðèñ. 1, á).

Âìåñòå ñ âèðóñíûìè ÷àñòèöàìè çàðàæåííûå êëåòêè
ìîãëè ñîäåðæàòü ÂÒÌ-ñïåöèôè÷åñêèå ãðàíóëÿðíûå
(ðèñ. 1, â) è òðóá÷àòûå (ðèñ. 1, à) âêëþ÷åíèÿ, îïèñàííûå
ðàíåå (Esau, 1968). Ãðàíóëÿðíûå âêëþ÷åíèÿ íàáëþäàëèñü
ñðàâíèòåëüíî ðåäêî, òîãäà êàê òðóá÷àòûå âêëþ÷åíèÿ îá-
íàðóæèâàëèñü âî ìíîãèõ êëåòêàõ. Ðåçóëüòàòû ìîðôîìåò-
ðè÷åñêîé îöåíêè êîëè÷åñòâà ÂÒÌ-ñïåöèôè÷åñêèõ âêëþ-
÷åíèé, âûÿâëåííûõ â çàðàæåííûõ êëåòêàõ, ïðåäñòàâëåíû
â òàáëèöå.

Â çàðàæåííûõ êëåòêàõ îáðàáîòàííûõ õèòîçàíîì ëè-
ñòüåâ ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ íàáëþäàëîñü ñóùåñò-
âåííî ìåíüøå âèðóñà, ÷åì â êîíòðîëå; ïðè ýòîì âèðóñíûå
÷àñòèöû òàêæå áûëè ðàññåÿíû â ÖÂ (ðèñ. 2, à) è îáíàðó-
æèâàëèñü â öèòîïëàçìå (ðèñ. 2, à—ã), ãäå áûëè ïðåäñòàâ-
ëåíû åäèíè÷íûìè âèðèîíàìè (ðèñ. 2, à, á, ã) è ñðàâíè-
òåëüíî íåáîëüøèìè ñêîïëåíèÿìè (ðèñ. 2, á, â). È â ýòîì
ñëó÷àå âèðóñíûå ÷àñòèöû âàðüèðîâàëè â äèàìåòðå: ïðå-
èìóùåñòâåííî íàáëþäàëèñü â ðàçíîé ñòåïåíè «èñòîí÷åí-
íûå», ñëàáîêîíòðàñòíûå ÷àñòèöû, ðåæå — îñìèîôèëü-
íûå, ñðàâíèòåëüíî áîëüøåãî äèàìåòðà (ðèñ. 2, â). Íåðåäêî
ïðè îáðàáîòêå õèòîçàíîì âèðóñíûå ÷àñòèöû áûëè ëîêà-
ëèçîâàíû â ýëåêòðîííî-ïðîçðà÷íûõ ó÷àñòêàõ öèòîïëàç-
ìû, â êîòîðûõ îáíàðóæèâàëèñü ïðèçíàêè àâòîëèçà (ðèñ. 2,
à). Â òàêèõ ó÷àñòêàõ ìíîãèå âèðóñíûå ÷àñòèöû áûëè
êðàéíå èñòîí÷åíû è òðóäíî ðàçëè÷èìû, âåðîÿòíî ïîäâåð-
ãàÿñü ëèçèñó (ðèñ. 2, à).

Ïî äàííûì ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà, â èíôèöèðî-
âàííûõ êëåòêàõ îáðàáîòàííûõ õèòîçàíîì ëèñòüåâ êîëè÷å-
ñòâî ïðîôèëåé âèðóñíûõ ÷àñòèö íà åäèíèöó ïëîùàäè ñðåçà
óìåíüøàëîñü â ñðàâíåíèè ñ íåîáðàáîòàííûìè çàðàæåííû-
ìè ëèñòüÿìè â 1.6 ðàçà (ñì. òàáëèöó). Ãðàíóëÿðíûå âêëþ-
÷åíèÿ â ñîäåðæàùèõ âèðóñ êëåòêàõ ïðè îáðàáîòêå õèòîçà-
íîì îáíàðóæèâàëèñü áîëåå ÷àñòî, à òðóá÷àòûå âêëþ÷å-
íèÿ — çíà÷èòåëüíî ðåæå, ÷åì â êîíòðîëå (ñì. òàáëèöó).

Àíàëèç óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ ïîêàçàë, ÷òî ïîä äåéñò-
âèåì õèòîçàíà ïðîèñõîäèò àêòèâàöèÿ íåêîòîðûõ êëåòî÷-
íûõ îðãàíåëë: àãðàíóëÿðíîãî ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòè-
êóëóìà (ÝÐ) (ðèñ. 2, á, ã), äèêòèîñîì (ðèñ. 2, á), öèòîïëàç-
ìàòè÷åñêèõ âàêóîëåé (ðèñ. 2, ä), ÷òî âûðàæàåòñÿ â
óâåëè÷åíèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ìîðôîìåòðè÷åñêèõ ïàðà-
ìåòðîâ (ñì. òàáëèöó). Àãðàíóëÿðíûå ýëåìåíòû ÝÐ îáû÷íî
âûãëÿäåëè íà ñðåçàõ íàáóõøèìè (ðèñ. 2, á, ã). Õàðàêòåð-
íûì ïðèçíàêîì çàðàæåííûõ êëåòîê, îáóñëîâëåííûì îáðà-
áîòêîé ëèñòüåâ õèòîçàíîì, áûëî ôîðìèðîâàíèå öèòîñåã-
ðåñîì, îáðàçóþùèõñÿ â ðåçóëüòàòå êîëüöåâîãî ñìûêàíèÿ
öèñòåðí àãðàíóëÿðíîãî ÝÐ (ðèñ. 2, á, ä, å). Èíîãäà âíóòðè
ïîäîáíûõ îáðàçîâàíèé âûÿâëÿëèñü åäâà ðàçëè÷èìûå «èñ-
òîí÷åííûå» âèðóñíûå ÷àñòèöû (ðèñ. 2, å). Â çàðàæåííûõ
êëåòêàõ ëèñòüåâ, îáðàáîòàííûõ õèòîçàíîì, ÖÂ ïðîÿâëÿëà
ïîâûøåííóþ àâòîôàãîâóþ àêòèâíîñòü, ÷òî âûðàæàëîñü â
èíâàãèíàöèÿõ òîíîïëàñòà â ýòó âàêóîëü (ðèñ. 2, æ—è).
Íåðåäêî â ïîäîáíûõ èíâàãèíàöèÿõ íàáëþäàëèñü ëèçèðóå-
ìûå ìåìáðàííûå ñòðóêòóðû (ðèñ. 2, æ). Âî ìíîãèõ èíâà-
ãèíàöèÿõ íàðÿäó ñ öèòîïëàçìàòè÷åñêèì ìàòåðèàëîì ìîã-
ëè âûÿâëÿòüñÿ è âèðóñíûå ÷àñòèöû (ðèñ. 2, æ, è). ×àñòî
òîíîïëàñò, îãðàíè÷èâàþùèé èíâàãèíàöèè, à òàêæå ñîäåð-
æàùèåñÿ â íèõ âèðóñíûå ÷àñòèöû áûëè ñëàáîðàçëè÷èìû
è, ïî-âèäèìîìó, ïîäâåðãàëèñü ëèçèñó (ðèñ. 2, è). Òðóäíî
èäåíòèôèöèðóåìûå âèðóñíûå ÷àñòèöû îáíàðóæèâàëèñü â
íåïîñðåäñòâåííî ãðàíè÷àùèõ ñ ÖÂ ó÷àñòêàõ öèòîïëàçìû,
â êîòîðûõ òîíîïëàñò ïîäâåðãàëñÿ äåñòðóêöèè è íå âûÿâ-
ëÿëñÿ (ðèñ. 2, æ, è).

Â îáðàáîòàííûõ ÔÂÊ îïûòíûõ è êîíòðîëüíûõ ñóñ-
ïåíçèÿõ, ïðèãîòîâëåííûõ èç çàðàæåííûõ ÂÒÌ ëèñòüåâ,
íàðÿäó ñ ÷àñòèöàìè íîðìàëüíîãî äèàìåòðà íàáëþäàëèñü
àíîìàëüíûå (íàáóõøèå è «òîíêèå») âèðèîíû (ðèñ. 3, à).
Èçó÷åíèå âèðóñíûõ ÷àñòèö â îêðàøåííûõ ÔÂÊ ïðåïàðà-
òàõ, ïîëó÷åííûõ èç çàðàæåííûõ ëèñòüåâ, ïðåäâàðèòåëüíî
ôèêñèðîâàííûõ ãëóòàðàëüäåãèäîì, ïîêàçàëî, ÷òî è â ýòîì
ñëó÷àå íàðÿäó ñ íîðìàëüíûìè âèðèîíàìè íàáëþäàëèñü
íàáóõøèå è «òîíêèå» âèðèîíû ïðèáëèçèòåëüíî â òåõ æå
ïðîïîðöèÿõ, êàê è â ïðåïàðàòàõ èç çàðàæåííûõ ëèñòüåâ,
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Âëèÿíèå õèòîçàíà íà íåêîòîðûå ìîðôîìåòðè÷åñêèå
ïàðàìåòðû çàðàæåííûõ ÂÒÌ êëåòîê ëèñòüåâ Nicotiana
tabacum L. ñîðòà Ñàìñóí ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ

Ïàðàìåòð Êîíòðîëü Õèòîçàí

Îáúåìíàÿ ïëîòíîñòü ãðàíóëÿð-
íûõ âêëþ÷åíèé, % îò îáúåìà
êëåòêè

0.22 ± 0.03 0.51 ± 0.05à

Îáúåìíàÿ ïëîòíîñòü òðóá÷àòûõ
âêëþ÷åíèé, % îò îáúåìà êëåò-
êè

0.91 ± 0.10 0.25 ± 0.03à

×èñëî ïðîôèëåé âèðóñíûõ ÷àñ-
òèö íà 1 ìêì2 ñðåçà êëåòêè

61.5 ± 6.00 38.4 ± 4.00á

Ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè ìåìáðàí
àãðàíóëÿðíîãî ÝÐ â 1 ìêì3,
ìêì2

0.21 ± 0.02 0.29 ± 0.03â

Ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè ìåìáðàí
äèêòèîñîì â 1 ìêì3, ìêì2

0.12 ± 0.01 0.18 ± 0.02á

Îáúåìíàÿ ïëîòíîñòü âàêóîëåé, %
îò îáúåìà êëåòêè

2.6 ± 0.30 3.9 ± 0.40â

×èñëî âàêóîëåé â 100 ìêì3 5.5 ± 0.50 7.4 ± 0.70â

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Êàæäàÿ âåëè÷èíà — ñðåäíåå äëÿ 60 êëåòîê.
à—â Çíà÷èìîñòü ðàçëè÷èé ìåæäó îïûòîì è êîíòðîëåì ïðè P < 0.001(à),
P < 0.01 (á) è P < 0.05 (â).



íå ôèêñèðîâàííûõ ãëóòàðàëüäåãèäîì. Â èììóíîýëåêòðîí-
íî-ìèêðîñêîïè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ ïîêàçàíî, ÷òî ÷àñ-
òèöû ÂÒÌ íîðìàëüíîãî äèàìåòðà äåêîðèðóþòñÿ ñïåöè-
ôè÷åñêîé àíòèñûâîðîòêîé, òîãäà êàê «òîíêèå» âèðèîíû
óòðà÷èâàþò ñïîñîáíîñòü ñâÿçûâàòüñÿ ñ íåé (ðèñ. 3, á).
Êîíòðîëüíàÿ ñûâîðîòêà è àíòèñûâîðîòêà ê Õ-âèðóñó êàð-
òîôåëÿ íå äåêîðèðîâàëè ÷àñòèöû ÂÒÌ.

Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ ÷àñòèö ÂÒÌ ïî äèàìåòðàì ïî-
êàçàë, ÷òî ñóñïåíçèè èç îáðàáîòàííûõ õèòîçàíîì çàðà-
æåííûõ ëèñòüåâ ñîäåðæàëè ñóùåñòâåííî áîëüøå àíî-
ìàëüíûõ âèðèîíîâ, ÷åì ñóñïåíçèè èç íåîáðàáîòàííûõ
ëèñòüåâ. Òàê, â ïðåïàðàòàõ èç îáðàáîòàííûõ õèòîçàíîì
èíôèöèðîâàííûõ ëèñòüåâ íàáëþäàëè 27 % ÷àñòèö íîð-
ìàëüíîãî äèàìåòðà, 23 % íàáóõøèõ è 50 % «òîíêèõ» ÷àñ-

188 Â. Ï. Íàãîðñêàÿ, À. Â. Ðåóíîâ è äð.

Ðèñ. 2. Óëüòðàñòðóêòóðà èíôèöèðîâàííûõ ÂÒÌ êëåòîê ïàëèñàäíîé ïàðåíõèìû â îáðàáîòàííûõ õèòîçàíîì ëèñòüÿõ òàáàêà ÷åðåç
3 ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ.

à — ó÷àñòîê êëåòêè, ñîäåðæàùèé ðàññåÿííûå â ÖÂ è öèòîïëàçìå âèðóñíûå ÷àñòèöû, à òàêæå ñêîïëåíèå ëèçèðóåìûõ ìåìáðàííûõ ñòðóêòóð; á — ó÷àñ-
òîê êëåòêè, ñîäåðæàùèé ðàññåÿííûå, à òàêæå àãðåãèðîâàííûå â öèòîïëàçìå âèðóñíûå ÷àñòèöû, äèêòèîñîìû è öèòîñåãðåñîìó, îáðàçîâàííóþ â ðåçóëü-
òàòå êîëüöåâîãî ñìûêàíèÿ öèñòåðíû àãðàíóëÿðíîãî ÝÐ; â, å, è — óâåëè÷åííûå ôðàãìåíòû ðèñóíêîâ á, ä, ç ñîîòâåòñòâåííî; ã — ó÷àñòîê öèòîïëàçìû, ñî-
äåðæàùèé åäèíè÷íûå âèðóñíûå ÷àñòèöû è íàáóõøèå ýëåìåíòû àãðàíóëÿðíîãî ÝÐ; ä — öèòîïëàçìàòè÷åñêèå âàêóîëè è öèòîñåãðåñîìà, îáðàçîâàííàÿ â
ðåçóëüòàòå êîëüöåâîãî ñìûêàíèÿ öèñòåðíû àãðàíóëÿðíîãî ÝÐ; æ — èíâàãèíàöèÿ òîíîïëàñòà â ÖÂ, ñîäåðæàùàÿ âèðóñíûå ÷àñòèöû è ëèçèðóåìûé ìàòå-
ðèàë; ç — èíâàãèíàöèè òîíîïëàñòà â ÖÂ. Òîíêèìè ñòðåëêàìè (à, â) ïîêàçàíû «èñòîí÷åííûå», ñëàáîêîíòðàñòíûå ÷àñòèöû ÂÒÌ, æèðíûìè (â) — îñìèî-
ôèëüíûå ÷àñòèöû ñðàâíèòåëüíî áîëüøåãî äèàìåòðà, ãîëîâêàìè ñòðåëîê (æ, è) — óòðàòèâøèå öåëîñòíîñòü ó÷àñòêè òîíîïëàñòà. àýð — àãðàíóëÿðíûé
ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì, âà — âàêóîëü, â÷ — âèðóñíûå ÷àñòèöû, äñ — äèêòèîñîìà, ëì — ëèçèðóåìûé ìàòåðèàë, ì — ìèòîõîíäðèÿ, ò — òîíî-

ïëàñò, õë — õëîðîïëàñò, öâ — öåíòðàëüíàÿ âàêóîëü.



òèö; â ïðåïàðàòàõ èç íåîáðàáîòàííûõ ëèñòüåâ áûëî 62 %
íîðìàëüíûõ, 13 % íàáóõøèõ è 25 % «òîíêèõ» âèðèîíîâ
(ðèñ. 4).

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî îáðàáîòêà
ëèñòüåâ N. tabacum L. ñîðòà Ñàìñóí õèòîçàíîì è ïîñëåäó-
þùåå (÷åðåç 24 ÷) çàðàæåíèå èõ ÂÒÌ ñîïðîâîæäàþòñÿ
èíãèáèðîâàíèåì âíóòðèêëåòî÷íîãî íàêîïëåíèÿ âèðóñíûõ
÷àñòèö â ñðàâíåíèè ñ çàðàæåííûìè ëèñòüÿìè, íå îáðàáî-
òàííûìè õèòîçàíîì.

Îïðåäåëåííûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò âëèÿíèå õèòîçà-
íà íà îáðàçîâàíèå â çàðàæåííûõ êëåòêàõ ÂÒÌ-ñïåöèôè-
÷åñêèõ ãðàíóëÿðíûõ è òðóá÷àòûõ âêëþ÷åíèé. Ãðàíóëÿð-
íûå âêëþ÷åíèÿ, êàê áûëî ïîêàçàíî (Esau, 1968), ôîðìè-
ðóþòñÿ íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ðåïëèêàöèè ÂÒÌ. Ñ ïîìîùüþ
ìå÷åííûõ êîëëîèäíûì çîëîòîì àíòèòåë áûëî óñòàíîâëå-
íî, ÷òî òàêèå âêëþ÷åíèÿ ñîñòîÿò èç êîäèðóåìûõ ÂÒÌ
áåëêîâ ñ ìîë. ìàññàìè 130 è 180 êÄà — êîìïîíåíòîâ ðåï-
ëèêàçû ÂÒÌ (Saito et al., 1987). Ïîëàãàþò (Saito et al.,
1987), ÷òî ýòè âêëþ÷åíèÿ ÿâëÿþòñÿ ìåñòîì ðåïëèêàöèè
ÐÍÊ ÂÒÌ. Ïî äàííûì Ýñàó (Esau, 1968), òðóá÷àòûå
âêëþ÷åíèÿ ïðîèñõîäÿò èç ãðàíóëÿðíûõ âêëþ÷åíèé è ôîð-
ìèðóþòñÿ íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ èíôåêöèè. Â íàøèõ ýêñïå-
ðèìåíòàõ ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ ëèñòüåâ, ïðåäâàðè-
òåëüíî (çà 1 ñóò äî èíîêóëÿöèè ÂÒÌ) îáðàáîòàííûõ õèòî-
çàíîì, ãðàíóëÿðíûå âêëþ÷åíèÿ íàáëþäàëèñü âî ìíîãèõ
êëåòêàõ, à òðóá÷àòûå îáíàðóæèâàëèñü äîâîëüíî ðåäêî.
Â òî æå âðåìÿ â çàðàæåííûõ êëåòêàõ íå îáðàáîòàííûõ õè-
òîçàíîì ëèñòüåâ ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå èíîêóëÿöèè ÂÒÌ ìû
íàáëþäàëè ïðåèìóùåñòâåííî òðóá÷àòûå âêëþ÷åíèÿ, òîã-
äà êàê ãðàíóëÿðíûå âêëþ÷åíèÿ âûÿâëÿëèñü çíà÷èòåëüíî
ðåæå. Îñíîâûâàÿñü íà äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ðàíåå (Esau,
1968; Saito et al., 1987), ìû ïîëàãàåì, ÷òî îáðàáîòêà ëèñòü-
åâ õèòîçàíîì çàäåðæèâàåò ðàçâèòèå èíôåêöèè.

Íåîáõîäèìî çàìåòèòü, ÷òî êàê íà óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ
êëåòîê, òàê è â îáðàáîòàííûõ ÔÂÊ ñóñïåíçèÿõ, ïðèãîòîâ-
ëåííûõ èç çàðàæåííûõ ëèñòüåâ, ìû íàáëþäàëè âàðüèðóþ-
ùèå ïî äèàìåòðó âèðóñíûå ÷àñòèöû, ìíîãèå èç êîòîðûõ
èìåëè ìåíüøèé äèàìåòð, ÷åì ó íîðìàëüíûõ ÷àñòèö ÂÒÌ.
Ðàíåå «òîíêèå» ÷àñòèöû ÂÒÌ íà ïðîäîëüíûõ ñðåçàõ íà-
áëþäàëè è äðóãèå àâòîðû (Kolehmainen et al., 1965; Esau,
1968), êîòîðûå ïðåäïîëàãàëè, ÷òî íàáëþäàåìûé äèàìåòð
âèðèîíîâ â îñíîâíîì îïðåäåëÿåòñÿ ýôôåêòèâíî îêðàøè-
âàåìîé êðàñèòåëÿìè ÐÍÊ, òîãäà êàê êàïñèäíûé áåëîê
îêðàøèâàëñÿ ìåíåå ýôôåêòèâíî. Ïîäîáíîå ïðåäñòàâëåíèå

ìîæåò îáúÿñíÿòü «èñòîí÷åíèå» âèðóñíûõ ÷àñòèö íà ïðî-
äîëüíûõ ñðåçàõ è â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ, íî ëèøü ÷àñòè÷-
íî. Òîò ôàêò, ÷òî àíîìàëüíûå (íàáóõøèå è «òîíêèå») ÷àñ-
òèöû ÂÒÌ íàðÿäó ñ ÷àñòèöàìè íîðìàëüíîãî äèàìåòðà íà-
áëþäàëèñü íàìè â îáðàáîòàííûõ ÔÂÊ ñóñïåíçèÿõ, ïðèãî-
òîâëåííûõ èç çàðàæåííûõ ëèñòüåâ, ñâèäåòåëüñòâóåò î
ðåàëüíîì ñóùåñòâîâàíèè òàêèõ ÷àñòèö â íàøèõ îáúåêòàõ.
Âàæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ïðèãîòîâëåíèå ñóñïåíçèé èç çàðà-
æåííûõ ëèñòüåâ, ôèêñèðîâàííûõ ãëóòàðàëüäåãèäîì, íå
âëèÿëî íà ñîäåðæàíèå â íèõ íîðìàëüíûõ è àíîìàëüíûõ âè-
ðèîíîâ. Ïîýòîìó íàëè÷èå àíîìàëüíûõ âèðóñíûõ ÷àñòèö â
èññëåäîâàííûõ ïðåïàðàòàõ íå ìîæåò áûòü àðòåôàêòîì.

Ïîÿâëåíèå â çàðàæåííûõ ÂÒÌ êëåòêàõ àíîìàëü-
íûõ âèðóñíûõ ÷àñòèö áûëî îïèñàíî íàìè ðàíåå (Ðåóíîâ,
1999) è ñâÿçûâàëîñü ñ ðàçâèòèåì ëèòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ,
ïðèâîäÿùèõ ê äåñòðóêòèâíûì èçìåíåíèÿì âèðèîíîâ
in vivo. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî ãåíåðàöèÿ «òîíêèõ» âèðèîíîâ
ÿâëÿåòcÿ äâóõôàçíûì ïðîöåññîì. Âñëåäñòâèå èíäóöèðî-
âàííûõ âèðóñîì èçìåíåíèé îêðóæàþùèõ óñëîâèé
(íàïðèìåð, ðÍ) áåëêîâûå ñóáúåäèíèöû, âåðîÿòíî, ïîäâåð-
ãàþòñÿ êîíôîðìàöèîííûì èçìåíåíèÿì, ïðèâîäÿùèì ê èõ
÷àñòè÷íîìó ðàçðûõëåíèþ è ðàñïëåòàíèþ. Â ðåçóëüòàòå
ðàçðûõëåíèÿ áåëêîâûõ ñóáúåäèíèö âèðèîíû ñòàíîâÿòñÿ
íàáóõøèìè. Òàêèå âèðèîíû, âèäèìî, ñïîñîáíû îêðàøè-
âàòüñÿ êîíòðàñòèðóþùèìè âåùåñòâàìè áîëåå èíòåíñèâ-
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Ðèñ. 3. ×àñòèöû ÂÒÌ èç îáðàáîòàííûõ õèòîçàíîì ëèñòüåâ òàáàêà ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ.

à — êîíòðàñòèðîâàíèå ÔÂÊ, á — îáðàáîòêà ÂÒÌ-ñïåöèôè÷åñêîé àíòèñûâîðîòêîé ñ ïîñëåäóþùèì êîíòðàñòèðîâàíèåì ÔÂÊ. Ñðåäíèìè, òîíêèìè è
æèðíûìè ñòðåëêàìè ïîêàçàíû ñîîòâåòñòâåííî íîðìàëüíûå, «òîíêèå» è íàáóõøèå âèðèîíû.

Ðèñ. 4. Ðàñïðåäåëåíèå ÷àñòèö ÂÒÌ ïî âåëè÷èíå äèàìåòðà â
ïðåïàðàòàõ ñîêà, ïîëó÷åííûõ èç íåîáðàáîòàííûõ (ðåäêàÿ
øòðèõîâêà) è îáðàáîòàííûõ õèòîçàíîì (ãóñòàÿ øòðèõîâêà)

ëèñòüåâ òàáàêà ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ.



íî, ÷åì íîðìàëüíûå âèðèîíû, è ïîýòîìó ïðèîáðåòàþò íà
ñðåçàõ ïîâûøåííóþ ýëåêòðîííóþ ïëîòíîñòü. Â ïðîöåññå
ðàñïëåòàíèÿ ïîëèïåïòèäîâ ñóáúåäèíèö ïåïòèäíûå ñâÿçè
ìîãóò «îòðåçàòüñÿ» ïðîòåàçàìè. Ýòî âåäåò ê ïîÿâëåíèþ
«òîíêèõ» âèðèîíîâ, êîòîðûå âûãëÿäÿò íà ñðåçàõ ñëàáî-
êîíòðàñòíûìè. Ïîäîáíûì îáðàçîì ðàíåå áûë îïèñàí ÷àñ-
òè÷íûé ïðîòåîëèç ãåêñîíîâ àäåíîâèðóñà 2 (Everitt et al.,
1988).

Íàøè äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî êîëè÷åñòâî «òîíêèõ»
âèðóñíûõ ÷àñòèö áûëî ñóùåñòâåííî áîëüøå â ëèñòüÿõ,
îáðàáîòàííûõ õèòîçàíîì, â ñðàâíåíèè ñ íåîáðàáîòàííû-
ìè ëèñòüÿìè. Ýòè äàííûå êîððåëèðóþò ñ îïîñðåäîâàííîé
õèòîçàíîì àêòèâàöèåé ëèòè÷åñêîãî êîìïàðòìåíòà, íà-
áëþäàåìîé íàìè â äàííîé ðàáîòå. Äåéñòâèòåëüíî, ïðè îá-
ðàáîòêå õèòîçàíîì â çàðàæåííûõ êëåòêàõ èìååò ìåñòî
ñòèìóëÿöèÿ (â ñðàâíåíèè ñ êëåòêàìè çàðàæåííûõ ëèñòüåâ,
íå îáðàáîòàííûõ õèòîçàíîì) îáðàçîâàíèÿ öèòîïëàçìàòè-
÷åñêèõ âàêóîëåé, ýëåìåíòîâ àãðàíóëÿðíîãî ÝÐ è äèêòèî-
ñîì, ÿâëÿþùèõñÿ (Matile, 1975; Áåëèöåð, 1978; Ðåóíîâ,
1999) êîìïîíåíòàìè ëèòè÷åñêîãî àïïàðàòà. Öåíòðàëüíàÿ
âàêóîëü, êîòîðàÿ òàêæå ÿâëÿåòñÿ êîìïîíåíòîì ëèòè÷åñêî-
ãî êîìïàðòìåíòà (Matile, 1975), ïðîÿâëÿåò â çàðàæåííûõ
êëåòêàõ îáðàáîòàííûõ õèòîçàíîì ëèñòüåâ ïîâûøåííóþ
(â ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëåì) àâòîôàãîâóþ àêòèâíîñòü, âû-
ðàæàþùóþñÿ â ñòèìóëÿöèè îáðàçîâàíèÿ èíâàãèíàöèé òî-
íîïëàñòà â ýòó âàêóîëü. Ñîäåðæàùèåñÿ â ïîäîáíûõ èíâà-
ãèíàöèÿõ âèðóñíûå ÷àñòèöû íåðåäêî áûëè òðóäíî ðàçëè-
÷èìû è, âèäèìî, ïîäâåðãàëèñü äåñòðóêöèè. Íàáëþäàåìîå
íàáóõàíèå öèñòåðí àãðàíóëÿðíîãî ÝÐ ìîãëî áûòü îáó-
ñëîâëåíî àíîìàëüíûìè èçìåíåíèÿìè ðåòèêóëÿðíûõ ìåì-
áðàí è êàê ñëåäñòâèå íàðóøåíèåì èõ áàðüåðíûõ ñâîéñòâ.
Òàêèå èçìåíåíèÿ â ÝÐ ìîãóò âåñòè ê âûõîäó ãèäðîëàç èç
ðåòèêóëÿðíîé ïîëîñòè â öèòîïëàçìó (Áåëèöåð, 1978; Ðåó-
íîâ, 1999). Ãèäðîëàçû, âûñâîáîæäàåìûå èç öèñòåðí ÝÐ,
âèäèìî, ìîãëè âûçûâàòü ðàçâèòèå ëèòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ,
ïðèâîäÿ ê äåñòðóêöèè òîíîïëàñòà, äðóãèõ ñòðóêòóð êëåò-
êè, à òàêæå âèðóñíûõ ÷àñòèö.

Ìû ïîëàãàåì, ÷òî îïîñðåäîâàííàÿ õèòîçàíîì àêòèâà-
öèÿ ëèòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, ñòèìóëèðóÿ ðàçðóøåíèå ÷àñ-
òèö ÂÒÌ, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç çàùèòíûõ ìåõàíèçìîâ, ïðå-
ïÿòñòâóþùèõ âíóòðèêëåòî÷íîìó íàêîïëåíèþ âèðóñà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàìì ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé ïðåçèäèóìà ÐÀÍ
«Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è «Ôóíäàìåí-
òàëüíûå íàóêè ìåäèöèíå».
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ELECTRON MICROSCOPIC STUDY OF THE CHITOSAN EFFECT

ON THE INTRACELLULAR ACCUMULATION AND THE STATE OF TOBACCO

MOSAIC VIRUS PARTICLES IN TOBACCO LEAVES

V. P. Nagorskaya,1 A. V. Reunov, L. A. Lapshina, V. N. Davydova, I. M. Yermak

Pacific Institute of Bioorganic Chemistry, Far East Branch of RAS, Vladivostok;
1 e-mail: nagorskaya_vera@hotmail.com

Influence of chitosan on the accumulation and state of tobacco mosaic virus (TMV) in the mesophyll cells
of Nicotiana tabacum L. var Samsun leaves in early period of infection development (3 days after infection of
leaves) has been studied. The virus accumulated in the cells of the leaves treated for 24 h before infection with
chitosan to a leser degree than in the control cells. The chitosan affected the formation of TMV-specific granular
and tubular inclusions which are known to consist of the viral replicase components. Three days after infection
of the leaves treated with the chitosan, a typical sign of the infection development was the predominant formati-
on of granular inclusions which are known to appear at the early stages of TMV replication. The infected cells of
the leaves untreated with chitosan contained mainly tubular inclusions which had been shown previously to be
formed from granular ones at the last stages of the infection process. This indicates that chitosan treatment of the
leaves leads to a delay of the development of infection. In phosphotungstic acid-stained suspensions obtained
from the infected leaves, abnormal (swollen and «thin») TMV particles were observed along with normal ones.
The appearance of abnormal virus particles seems to be caused by virus-induced activation of intracellular lytic
processes. The most lytic activity in the infected cells as well as the highest number of abnormal viral particles
was observed under the chitosan action. Therefore, it appears that chitosan-mediated stimulation of lytic proces-
ses causing destruction of TMV particles may be one of the protective mechanisms limiting virus accumulation
in cells.

K e y w o r d s: Nicotiana tabacum, chitosan, tobacco mosaic virus, mesophyll cells, infection.
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