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Wspoélczesne badania nad wirusami roélinnymi posiadaja dwa aspekty
praktyczno-gospodarczy i teoretyczno-naukowy.

Wirusy w hodowli roélinnej wyrzadzaja olbrzymie straty gospodarcze
i fakt ten jest jednym z gléwnych czynnikéw wzmozenia badan na szersza
skale. Poza tym wirusy okazaly si¢ wdzigcznym materialem do opracowy-
wania zagadnien o charakterze ogélnobiologicznym. Nie przesadzg, jezeli
stwierdzg, Zze wspélczesna biologia, a w szczegblnosci biochemia ksztaltuje
swoje poglady i pojecia w znacznej mierze w-oparciu 0 odkrycia dokonane
nad wirusami. Wystarczy przypomnie¢ rewelacyjne odkrycia Faenkel-Con-
rata (1956) oraz Gierera i Schramma (1956) wykazujace, iz za infekcyj-
no$¢ wirusa odpowiedzialne sa kwasy nukleinowe. Ogélnobiologiczny sens
tych doswiadczen jest oczywisty.

Inny, nie mniej wazny kierunek badan o charakterze fizjologicznym
zmierza do uéciSlenia warunkéw biosyntezy wiruséw, Dzigki tym wysitkom
zarysowuja si¢ obecnie, przynajmniej teoretycznie, mozliwosci chemoterapii
choréb wirusowych roélin (Bawden 1950, Mathews i Smith 1955).

We wszystkich tych badaniach bardzo istotna rolg odgrywaja metody
hodowli wiruséw oraz metody ich ilo$ciowych oznaczen.

Aczkolwiek w literaturze polskiej nie brak piSmiennictwa dotyczacego
wirusOw o charakterze ogélnym, to jednak wiadomosci metodyczne sa po-
traktowane wyjatkowo zwiezle.

Okolicznosci te sklonily mnie do opublikowania niniejszej pracy, stano-
wigcej referat wygloszony na posiedzeniu Eodzkiego Oddziatu P. T. B.

Na wstgpie musze si¢ zastrzec, Ze nie mam ani zamiaru, ani podstaw do
sporzadzania uniwersalnych recept. Zreszta taka préba bylaby nierealna
w zwigzku z szybko rozwijajaca si¢ ta galezia wiedzy. Kazde do$wiadczenie
wymaga indywidualnego ustawienia, wigc i doboru roslin. Relacjonowany
za$ nizej material stanowi probg syntezy obecnie stosowanych metod ba—
dawczych w aspekcie, jak juz zaznaczono, fizjologicznym.

W badaniach wirusologicznych bardzo istotna rol¢ odgrywaja dwa zasad-
nicze typy roélinne: reagujace na wtargnigcie intruza zmiang lokalna, za-
zwyczaj nekroza, badz tez skrajnie réznie — zakazeniem ogélnym. Pierwszy
typ roélin w terminologii fitopatologicznej okreéla si¢ jako nadwrazliwosé.
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Na infekcje WMT nekroza reaguje Nicotiana glutinosa, niektére odmiany
fasoli np. Pinto na wirusa x ziemniaka Gomphrena globosa. Dla znacznej
czg$ci wirusOw opisano tego typu rosliny (Bawden 1950, Ryzkow 1946,
Suchow 1959, Yarwood 1957). Istota tych reakcji jest w zasadzie podobna.
W tym wypadku po kilku dniach od zakazenia w miejscu reprodukcji wirusa
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Fot. 1. Lis¢ Nicotianu glutinosa zakazony wirusem mozaiki tytoniowej (widoczne liczne plamki
nekrotyczne)

nastepuje obumieranie tkanek, ktore z kolei lokalizuja infekcje na malej
przestrzeni. Efekt tej reakcji objawia si¢ w postaci nekrotycznych plamek.

Drugi typ stanowia rosliny, w ktérych wirus stopniowo opanowuje wszystkie
komérki i tkanki, jego obecno$¢ za§ moze objawiaé si¢ w postaci zmian
w pokroju roéliny jako calosci, badz tez niektérych organéw. W tym wypadku
symptomy chorobowe obejmuja caly wachlarz zmian, poczawszy od pro-
liferacji tkanek, nowotworéw (Black 1957, Nickell 1954), poprzez réznego
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typu mozaiki do nekrozy wlacznie (Suchow 1959). Rofliny te znalazly za-
stosowanie w badaniu fizjologii wiruséw.

Sposréd wielu roélin reagujacych w ten sposéb na wirusa mozaiki szer-
sze zastosowanie w praktyce laboratoryjnej znalazt tyton réznych odmian,
rzadziej pomidory. Wyboér ten zdaje si¢ by¢ nieprzypadkowy. Przede wszyst-
kim fizjologia i biochemia tej roéliny jest stosunkowo najlepiej poznana
(Steinberg i Tso 1958). Z ro§liny tej wyjatkowo latwo jest wyizolowaé
wirusa mozaiki tytoniowej, a zatem i oznaczy¢ stezenie. Sposrod wielu roslin
WMT osigga w tytoniu najwigksze stgzenie (Bawden 1950). Najczesciej
stosuje si¢ tu odmiany White Burley, Samsun, Havana i inne. Zreszta te same
odmiany stosuje si¢ i w przypadku niektérych innych wiruséw, w tej liczbie
i ziemniaka (Yarwood 1957).

Wiele skomplikowanych zaleznosci roélina — wirus mozliwe jest do roz-
wiazania tylko przy zastosowaniu $ciSle zdeterminowanych warunkéw ho-
dowli roslin jak: pozywka, temperatura, §wiatlo itd. Nieocenione pod tym
wzgledem ushugi -oddaja kultury wazonowe i wodne, Stosujagc te metody
poznano stosunkowo dokladnie przynajmiej niektore wspéizaleznosci migdzy
wzrostem ro$liny, symptomami chorobowymi a synteza wirusa (Weathers
i Pound 1954, Welkie i Pound 1958). Z badan tych wynika, Ze na ogét
istnieje prosta zalezno$¢ migdzy zapotrzebowaniem rosliny na takie skladniki
mineralne jak N, P, K a synteza wirusa. W dalszych badaniach okazalo
si¢, ze usunigcie z podloza takiego mikroelementu jak Mn, ktérego brak po-
woduje ostre symptomy chorobowe, wzmaga syntez¢ WMT. Tak wigc w nie-
ktérych wypadkach nie ma korelacji migdzy synteza obcego nukleoproteidu
a zapotrzebowaniem na skladniki mineralne gospodarza (Welkie i Pound).
Interesujace dane uzyskano réwniez z innymi wirusami (Bawden 1950).

Sadze, Ze te skromne przykiady przynajmniej w pewnym stopniu wskazuja
na duze mozliwosci metod wazonowych w badaniach wirusologicznych.

Byloby jednak przesada twierdzi¢, ze jest to jedyna droga do poznania
drég syntezy wirusa w rolinie. Mimo swej doskonalo$ci metoda ta nie
zawsze jest zadowalajaca.

Duzym postegpem, a zarazem uproszczeniem bylo wprowadzenie do ho-
dowli wiruséw roélinnych metod analogicznych do tych, ktdére si¢ stosuje
w przypadku wiruséw zwierzgcych, mianowicie kultur tkankowych. Aczkol-
wiek miedzy nimi nie mozna przeprowadza¢ znaku réwnoéci, to jednak
pewne podobienistwo istnieje.

Nalezy tu wymieni¢ metod¢ izolowanych liSci, metod¢ trwalych kultur
tkankowych oraz hodowle WMT w korzeniach pomidorowych. Wszystkie
te metody pozwalaja na analiz¢ roznych wspélzaleznosci tkanka — wirus,
niekiedy nawet z wigksza precyzja niz w calych roflinach. Na tej drodze
wyjatkowo latwo stworzy¢ $cisle wyréwnane warunki, a przynajmniej powta-
rzalne. Metody te, w gldwnej mierze izolowanych lisci, s szybsze i wyjatkowo
oszczedne zaréwno co do nakladu pracy, jak i czasu trwania dos$wiadczenia.
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Hodowla WMT w izolowanych li§ciach. Szczegblnie szerokie za-
stosowanie znalazta metoda izolowanych liSci modyfikowana na rdzne spo-
soby. Ta modyfikacja okazata si¢ przydatna w poszukiwaniach inhibitorow
(Takahashi 1948) oraz stymulatoréw Schlegel 1957). Na tej drodze oka-
zalo si¢ mozliwe roéwniez badanie udziatlu poszczegélnych metabolitéw w syn-
tezie WMT jak i ich antagonistéw (Ryzkow i -Marczenko 1957, Nour-
Eldin 1955, Schlegel 1957). Wreszcie w izolowanych liSciach udalo si¢
zarejestrowac takie zmiany, ktérych brak w roslinach catych (Schlegel 1958).

Dla WMT wypracowano nastgpujacy schemat dos$wiadczalny. Miode
lidcie tytoniu zakaza si¢ przez wcieranie w gorna powierzchni¢ zawiesiny
wirusowej z korundem. Po uplywie kilku godzin powierzchni¢ zmywa si¢
w celu usunigcia resztek wirusa i korundu.

Jako zrodto wirusa stosuje si¢ zazwyczaj homogenizat tkankowy tytoniu
mozaikowatego, badZ tez czysty preparat. Z uwagi na to, ze istnieje ciagla
mozliwo$¢ zanieczyszczenia stosowanego preparatu innymi wirusami, wskazane
jest czeste reizolowanie wirusa z pojedynczej nekrozy (Bawden 1950). Nie-
ktérzy za$§ badacze proponuja dotych celéw pobieraé tylko fragmenty ne-
krozy (Goldin 1956).

Po uplywie 24 godzin liScie Scinamy i umieszczamy w warunkach okre-
Slonych zalozeniami do$wiadczenia. Niektorzy badacze umieszczaja liscie
bezposrednio na wodzie, inni na okreslonych pozywkach. Wedlug Bawdena
i Kassanisa (1954) najwigcej wirusa powstaje w liSciach umieszczonych
na roztworze fosforanu wapnia i sacharozy (20 g sacharozy i 0,2 g fosforanu
wapnia w 11 wody). -
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Wykres I. Przyrost WMT w izolowanych liSciach tytoniu (v. White Burley) w zaleznosci od tempe-
ratury i Swiatla

1 — licie umieszczone na swietle,

1I — lifcie umieszczone w ciemnosci.

Iloé¢ wirusa oznaczano metoda serologiczna.
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Do warunkow sprzyjajacych syntezie wirusa nalezy temperatura i $wiatlo.
Synteza wirusa nie przebiega ponizej 13° oraz powyzej 37° (rys. 1). Opty-
malng jest natomiast temperatura 26° (Dmitruk 1960). Poza tym wska-
zane jest umieszcza¢ probki pod $wiatlem luminoscencyjnym (Schlegel
1957). 71
Niektorzy badacze stosuja cale liscie, inni poldwki, badZ tez krazki wy-
cinane korkoborem. Spos$réd tych modyfikacji najprostsza jest ostatnia,
gdyz wymaga ona najmniejszej ilo$ci materiatu. Krazki pozwalaja jednocze$nie
na znaczne wyréwnanie probki, przez to za$§ na zwigkszenie doktadnosci
wyniku. Miedzy indywidualnymi liSémi nawet z tej samej rosliny moga istnie¢
znaczne roznice, ktére mozna wykluczy¢ ta droga. Kazda proba sklada sie
zazwyczaj z 10—15 krazkow o $rednicy okolo 15 mm umieszczonych w po-
‘zycji odwrdconej na roztworach w szalkach Petriego.

Ze wzgledu na trudnosci utrzymania lisci w stanie sterylnym niektorzy
badacze proponuja dodawa¢ do probek sulfonilamidu w ilosci 300 mg/1.
W wyzszych stezeniach, jak wykazaly doswiadczenia Ryzkowa (1957),
zwiazek ten hamuje reprodukcje WMT. Stosowanie tego antyseptyku spraw-
dziliSmy wielokrotnie praktycznie i uzyskaliSmy wyniki zadowalajace.

Po uplywie kilku dni (3—35) probki homogenizuje si¢ i oznacza zawarto$¢
wirusa. ' ST

Intensywno$¢ syntezy wirusa w zaleznosci od czasu zakazenia podana jest
na wykresie. Jak wida¢ z tych danych, najintensywniej reprodukcja prze-
biega 2—4 dnia od zakazenia (Gubanski, Dmitruk), dlatego okres 4-dnio-
wej inkubacji jest wystarczajacy dla zarejestrowania ewentualnego wplywu
roznych czynnikéw na reprodukcje WMT.

Hodowla WMT w kulturach tkankowych. Metoda trwalych kul-
tur tkankowych oddaje juz od dhuzszego czasu nieocenione ushugi w fizjo-
logii roslinnej (Czosnowski 1954, Black 1957, Nickell 1954). Od nie-
dawna znalazla réwniez zastosowanie przy badaniu fizjologii wirus6w. Szcze-
gblnie dogodnym $rodowiskiem dla WMT okazaly si¢ tumory bakteryjne
tytoniu. Same tumory roélinne stanowia problem oddzielny, a ich istota jest
od dhuzszego czasu przedmiotem intensywnych badan, ktérych tu omawiaé
nie bedziemy; zainteresowanych odsylamy do literatury (Czosnowski 1954,
Nickell 1954, Black 1957). Trwala modyfikacje tej tkanki zakazonej WMT
otrzymano jeszcze w r. 1948 (Morel 1948, Segretain 1953). Wedlug nie-
ktorych danych (Tieriechowa 1956) stezenie wirusa w tumorach jest po-
dobne do st¢zenia w tkankach roéliny macierzystej, inni natomiast badacze
wykazali, ze koncentracja jego ksztaltuje si¢ znacznie nizej (Segretain 1953,
Kassanis 1957). Z cickawszych danych uzyskanych na tej drodze mozna
przytoczy¢ wyniki badan wspomnianego juz Segretaina i Hirsta. Ba-
dacze ci wykazali, ze z wielu przebadanych aminokwaséw jedynie kwas
glutaminowy i asparaginowy dzialaja stymulujaco na reprodukcje WMT.
Aminokwasy aromatycze nie wykazuja zadnego efektu. Stymulatorami oka-
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zaly si¢ rowniez niektére pochodne piramidyn, jak uracyl, w przeciwieristwie
do kwaséw nukleinowych hamujacych reprodukcje (Kassanis 1957).

Interesujace wyniki uzyskano roéwniez w dos$wiadczeniach nad tumorami
‘przyrannymi. Nickell (1954) wykazal, ze tkanki takie dla optymalnego
wzrostu wymagaja zwigkszonej dawki fosforu. Niestety w tym wypadku nie
wiemy nic o stezeniu odpowiedniego wirusa, gdyz nie dysponujemy metodami
dla jego ilo$ciowych oznaczen.

Stosunkowo prosta modyfikacj¢ kultur tkankowych z WMT opisali
Kutsky i Rowlins (Kutsky 1952, Kutsky i Rowlins 1950). Z miodych
ro§lin N. tabacum uprzednio zakazonych WMT (co najmniej 4 tygodnie
przed do$wiadczeniem) wycinali gérne migdzywezla lodygi, sterylizowali
powierzchniowo H,0,, a nastgpnie cigli na skrawki poprzeczne i umieszczali
w probowkach z pozywka. Po kilku tygodniach obserwuje si¢ przyrost
kalusa, a wraz z nim i WMT. Stosujac t¢ metod¢ Kutsky i Rowlins wykazali
hamujace dzialanie niektorych substancji wzrostowych na reprodukcje WMT.

Hodowla WMT w korzeniach pomidorowych. Ostatnio coraz
czeéciej w doswiadczeniach wirusologicznych stosuje si¢ sterylne kultury
korzeniowe. Juz w roku 1934 White wyizolowal korzenie pomidora zaka-
zonego WMT i stwierdzil, ze w trakcie dalszego rozwoju nie traca infekcyj-
noéci oraz nie réznia si¢ co do wzrostu od korzeni zdrowych (White 1943,
Black 1957). A .

Stosunkowo prosta metod¢ otrzymywania kultur korzeniowych pomi-
doréw zakazonych WMT opracowali Graafland i wspotpr. (1958). Z po-
wierzchniowo sterylizowanych pomidoréw (H,0,) wydobywano nasiona-
a nastepnie ‘umieszczano na pozywce Whita z agarem. LiScienie zakaza si¢
przez uklucie igla uprzednio zanurzona w roztworze wirusa. Po 6 dniach
wirus przenika do wszystkich komérek i tkanek. Z kolei odcina si¢ korzenie
i przenosi si¢ do tej samej pozywki. Inni badacze propaguja metod¢ zakaza-
nia kultur korzeniowych na drodze wytrzasania korzeni z zawiesina wiru-
sowa (Bergmann 1959). W przeciwieristwie do kultury tkankowej, w ktorej
wirus rozmieszczony jest w miarg réwnomiernie, w korzeniach st¢zenie zalezy
od strefy. Stosunkowo najwiecej WMT wystepuje w strefie komoérek zrézni-
cowanych, a najmniej w strefie podzialow. Kultury korzeniowe znajduja
- podobne  zastosowanie jak tkankowe. Niektorzy badacze wyrazaja poglad
iz metoda ta moze odegraé istotna role w poznaniu niektérych zaleznosci
miedzy komoérka a wirusem (Bergmann 1959).

Metody iloSciowych oznaczei wirusow roslinnych

Podjecie wielu badan nad wirusami rolinnymi, jak zreszta nad wirusami
w ogdle stalo si¢ mozliwe dopiero po opracowaniu metod iloSciowych ozna-
czen. Niestety do dzisiejszego dnia w wielu wypadkach nie dysponujemy
takimi metodami. Do wiruséw tych w pierwszej kolejnosci zaliczy¢ nalezy
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te sposréd roslinnych, ktore wymagaja do zakazenia biologicznego prze-
nosnika. W takim wypadku pewnym wskaznikiem reprodukcji moga by¢
symptomy chorobowe. Te ostatnie jednak nie musza wcale pozostawaé w pro-
stej zaleznoSci od syntezy wirusa. Istnieje bowiem szereg wiruséw, ktore nie
daja wizualnie dostrzegalnych symptomoéw, badz przejawiaja je w $cisle
okreslonych warunkach (Bawden 1950).

Uniwersalniejsze zastosowanie moga mie¢ 2 metody: wagowa oraz przy
uzyciu mikroskopu elektronowego (Yarwood 1957). Z wielu jednak przy-
czyn metody te stosowane s3 rzadziej do takich celow. Metoda wagowa
bywa niekiedy stosowana do pomiaréw WMT.

Praktyczne zastosowanie za$§ znalazly trzy metody, ktére z wigkszymi
lub mniejszymi modyfikacjami stosowane sa przez wigkszo$¢ badaczy. Na-
leza tu:

a) biologiczna metoda nekroz miejscowych,

b) metoda serologiczna,

c) metoda spektrofotometryczna i kolorymetryczna.

Metody te nie sa rGwnoznaczne, mierzone wielkosci we wszystkich wypad-
kach s3 inne, kazda z nich za$§ obarczona jest pewnym blgdem ; dlatego taczne
stosowanie co najmniej dwéch z nich jest czesto praktykowane przez wiru-
sologow. Przy przestrzeganiu jednak pewnych $rodkéw ostroznoéci kazda
z nich stosowana indywidualnie moze da¢ wynik zadowalajacy.

Metoda nekroz miejscowych. Znacznego przelomu w badaniach
wirusow roélinnych dokonal Holms. Badacz ten dowidédl. ze ilo§¢ nekroz
powstajaca na liSciach Nicotiana glutinosa pozostaje na ogét w stosunku pro-
stym do steZenia wcieranego preparatu wirusa mozaiki tytoniowej (Bawden
1950). Im wigksze st¢zenie wirusa tym wigcej nekroz powstaje na blaszce lis-
ciowe;.

Proporcjonalno$¢ ta jednak wystepuje w pewnych granicach st¢zen wi-
rusa. Przy zbyt malych ilo§¢ nekroz zmniejsza si¢ nieproporcjonalnie do ilosci
wirusa, przy zbyt duzych natomiast réznice sa nieznaczne. Przy stosowaniu
wigc tej metody konieczne jest wlasciwe dobranie st¢zenia. Orientacyjnie
mozna poda¢, ze stosunkowo najwlasciwsze jest stezenie rzedu 1—2 mg WMT
na 1 litr wody (Kassanis, Bawden 1954). Przyjmujac stgzenie WMT 200 mg
na 100 g lifci tytoniu, st¢zenie takie uzyskamy rozcierajac 1 g-tkankiw 1 litrze
wody. Oczywiscie, przeliczenie to nalezy traktowaé tylko orientacyjnie, gdyz
w probce zawarto$¢ wirusa moze by¢ zupelnie inna. Przy takim stezeniu
Kassanis i Bawden uzyskiwali okoto 20 nekroz na powierzchni blaszki
liSciowej.

Obecnie zamiast calych lisci stosuje sie poldwki lisciowe. Modyfikacja
ta nie tylko ze jest ekonomiczniejsza, lecz pozwala takze na znaczne zwigksze-
nie dokladnos$ci. W tym wypadku np. dwa poréwnywane preparaty ino-
kuluje si¢ na takiej samej liczbie potéwek naprzeciwleglych, eliminujac w ten
sposob blad powodowany indywidualnymi cechami licia. !
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Liczba nekroz przy tym samym stezeniu wirusa nie jest wielkoscia stala,
lecz podlega wahaniom w zaleznosci od kondycji rosliny, warunkéw ho-
dowli, wieku liSci. Szczegdlny za§ wplyw na ten proces wywieraja temperatura
i $wiatlo.

Do ilosciowych oznaczen poleca si¢ stosowaé rosliny mlode, w stadium
6 lisci. Obserwacje nasze wskazuja, ze dobre wyniki uzyskuje sie réwniez
z ro$linami w stadium do 12 lidci.

Bardzo istotny jest rOwniez sposob inokulacji. Na ogoél zabieg ten prze-
prowadza si¢ pizy uzyciu tamponikéw waty, gazy, badZ palcami. Obserwacje
wlasne ucza, Ze ten ostatni spos6b jest najpewniejszy.

Poza tym liczba nekroz jest wigksza, a sam test staje si¢ czulszy, gdy do
zawiesiny inokulowanej doda si¢ odrobing korundu. Uczulajace dziatanie
tego zwiazku uwarunkowane jest uszkadzaniem komoérek ro$linnych
(Yarwood 1957, Bawden 1950). Wirus nie dysponuje wiasnym mechanizmem
umozliwiajacym wniknigcie do komérki. Warunkiem zatem niezbednym do
wystapienia infekcji jest uprzednie otworzenie wroét.

Dla uzyskania w miare wiarygodnych wynikéw przy poréwnywaniu pre-
paratow nalezy w kazdym wypadku stosowa¢ co najmniej 10—20 poléwek
lisSciowych. W tym wypadku dokladno$é nie przekracza 109,. Same liScie
nalezy dobiera¢ przypadkowo, wzglednie wedtug jakiej§ metody, ktéra pro-
‘wadzi do tego samego wyniku (Bawden 1950).

W okresie letnim nekrozy na li§ciach N. glutinosa pojawiaja si¢ po uplywie
3—4 dni. Przy tej okazji jako ciekawostke warto nadmienié, ze sam kwas
nukleinowy daje nekrozy o 12 godzin wcze$niej niz pelny wirus.

Coraz czgsciej do oznaczen ilo§ciowych WMT stosuje si¢ niektore odmiany
fasoli (np. Pinto) (Yarwood 1957, Bawden 1950). Przewaga. fasoli nad
N. glutinosa polega na jej szybkim wzroscie. RoSliny przydatne do tych ce-
16w mozna uzyska¢ w ciagu 10 dni od wysadzenia nasion, podczas gdy N. glu-
tinosa dopiero po uplywie kilku tygodni.

Metoda serologiczna. Metoda ta z jednakowym powodzeniem sto-
sowana jest przy diagnostyce chordb wirusowych, jak i iloSciowych ozna-
czeniach. Jej olbrzymia zaleta jest duza specyficzno$¢ oraz szybko$¢. Sama
technika serologiczna oraz sposoby otrzymywania surowic opisane sg w dosko-
nalym podreczniku prof. Zabtockiego (1959), rozne szczegdly za$ dotyczace
wirusOw czytelnik znajdzie w pracy Mathewsa (1957). Dlatego tutaj ogra-
niczono si¢ do podania pewnych uwag ogdlnych oraz dotyczacych WMT.
Do otrzymywania surowicy stosuje si¢ wirusy w miare oczyszczone. Od stopnia
oczyszczenia zalezy réwniez specyficzno$é surowicy. W wypadkach wielu
wirusOw stosowanie czystych preparatéw jest nierealne, poniewaz nie dyspo-
nujemy metodami ich oczyszczania, dlatego stosuje si¢ surowe soki, badz tez
czg$ciowo oczyszczone przez podgrzanie (Bawden 1950, Mathews 1957).
Przy uzywaniu sokéw roélinnych okolicznoécia tagodzaca jest fakt, ze biatka
roSlinne sa w przeciwienstwie do wirusoOw stabymi antygenami, ewentualne
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za$ stezenie odpowiednich przeciwcial jest nieduze i interferuje przy ozna-
czeniach jedynie z surowicg bardziej stezona.

Sposérod réznych sposoboéw najczgéciej do oznaczen WMT stosuje sig
metode precypitacji.

Wedhug Bawdena znacznie lepsze wyniki uzyskuje si¢ stosujac do badan
soki uprzednio podgrzane. Pod wplywem wyzszej temperatury nastepuje
agregacja paleczek WMT, dzigki czemu sam osad jest wyrazny, klaczkowaty.
Procedura w tym wypadku przedstawia si¢ nastgpujaco: odpowiednio roz-
cieniczony homogenat tkankowy podgrzewa si¢ w temperaturze 60° przez
10 min. Po odwirowaniu i zmieszaniu z surowica probowki wstawia si¢ do
fazni o temperaturze 55° na 2 godziny. Stosuje si¢ tu rozcienczanie antygenu
w stosunku 2 i ustala si¢ najmniejsze rozcienczenie, przy ktérym z surowica
powstaje jeszcze wyrazny osad (koricowy punkt precypitacji). Do roku 1955
otrzymano odpowiednie surowice z 25 wirusami (Slogteren 1955); do chwili
obecnej lista ta znacznie si¢ rozszerzyla (Mathews 1957).

Wyniki uzyskane na tej drodze nie sa rOwnoznaczne z otrzymanymi me-
toda biologiczna, bowiem ilo$¢ wirusa infekcyjnego nie zawsze odpowiada
iloéci antygenu wirusowego. Obok infekcyjnych czastek wirusa, jak wykazano
wielokrotnie, w materiale ros§linnym moze wystgpowaé wirus niekompletny,
tzw. biatko X. W praktyce jednak fakt ten nie posiada wigkszego znaczenia.

Metoda spektrofotomeryczna i kolorymetryczna. Przy iloScio-
wych oznaczeniach WMT w ostatnich latach coraz powszechniejsze zasto-
sowanie znajduje metoda spektrofotometryczna. Wykorzystano tu zjawisko
intensywnej absorpcji §wiatla ultrafiotkowego (U. F.) przez kwasy nukleinowe
przy dlugodci fali 260 mu.. Metoda ta jest wyjatkowo wybidrcza i szybka.
Podobnie jak w poprzednich wypadkach istnieje tu szereg modyfikacji, ktérych
istota sprowadza si¢ raczej do sposobu przygotowywania preparatu do spek-
trofotometrii. Dla zwigkszenia czuloéci i dokladnodci istnieje konieczno$c
oczyszczania preparatu wirusowego z roznych zwiazkow interferujacych
z kwasem nukleinowym. Do celdéw tych stosuje si¢ w zasadzie dwie procedury.

a) Homogenizat tkankowy, podobnie jak w przypadku metody serolo-
gicznej, poddaje si¢ podgrzewaniu w temperaturze 60°C przez 10 min., a na-
stepnie wiruje przy matych obrotach. Wirusa z kolei wytraca si¢ wirowaniem
(ultra), badz tez siarczanem amonu (Bawden 1950). Zwykle po kilkukrotnym
powtoérzeniu tej procedury oznacza si¢ ekstynkcje przy 260 mpu; ekstynkcja
jest miara stezenia wirusa.

b) Stosunkowo doskonata metode oczyszczania WMT opracowali Schnei-
der (1953), Kutsky i Rowlins (1950). Badacze ci zauwazyli, ze chloroform
zmieszany z sokiem roslinnym wylacznie denaturuje bialko ro$linne, nie
dziala natomiast na wirusa. Ostatnio w réznych modyfikacjach metoda ta
jest powszechnie stosowana.

Tok postegpowania jest nastgpujacy. Zamrozona tkank¢ homogenizuje
sie z buforem pH = 6 (fosforanowy) w stosunku 1 : 10, a nast¢pnie dodaje
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chloroform i alkohol n-amylowy (1 : 10 : 0,5) i emulguje przez 15 min. Po
15-minutowym odstaniu w temperaturze 1° wiruje si¢ z szybkoscia ok. 4000
obrotéw. W probéwce wirowniczej powstaja 3 warstwy: 1) wodna, zawie-
rajaca wylacznie wirusa, 2) interfaza: zdenaturowane biatko roslinne i 3) chlo-
roform oraz rozpuszczalne w nim barwniki. Ptyn znad osadu odpipetowuje
si¢ i z kolei wytragca podobnie - jak poprzednio, a wigc siarczanem amonu
i ultrawirowaniem. Bacroft i Curtis (1957), po rozfrakcjonowaniu na dro-

7/2560 |-
/1280 |- x

/610 | B ami

7/320 - x7 x

1160 /

7/80 | X

740 |

Rozc. antygenu

17/20 -

110 -

b4 - 1 1 1 1 1 1 1 1
7 2 3 - 5. & 7
JloSE dni po zakazeniu

Wykres II. Koncentracja WMT w lisciach tytoniu (N. tabacum v. White Burley) WMT oznaczano
serologicznie

dze chloroformowej do frakcji wirusowej, dodawali 2M kwas trojchloro-
octowy (4 ml plynu i 2 ml kwasu). Wirus wytraca si¢ w postaci ktaczkowatego
osadu, ktory z kolei odwirowuje si¢ przy szybkosci 4000 obrotow. W tym
wypadku plyn znad osadu odrzuca sig, a po wysuszeniu osad rozpuszcza i hy-
drolizuje w 0,3 M kwasie trojchlorooctowym w temperaturze 90° przez 15 min.
Po odfiltrowaniu przez bibule spektrofotometruje si¢ podobnie. jak w po-
przednich modyfikacjach.

Mikroiloéci biatka WMT mozna oznaczy¢ stosujac odczyn barwny Folina
(Tokuzo Hiraii wspdlpr. 1957). Spoéréd réznych metod kolorymetrycznych
odczyn Folina wydaje si¢ by¢ najczulszy, dlatego znalazl zastosowanie migdzy
innymi przy kontroli stopnia czysto$ci zakaznych kwaséw nukleinowych
WMT.

Na ogét wéréd badaczy istnieje przekonanie, ze wirusy stanowia wyjat-
kowo trudng dziedzing¢ eksperymentalna i w zwiazku z tym sceptycznie od-
nosza si¢ do podejmowanych w tej dziedzinie badan. Niewatpliwie fizyko-
chemiczne analizy wiruséw -uwarunkowane sa posiadanym sprzetem typu
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ultrawirdwek, mikroskopoéw elektronowych, spektrofotometréw, ktére to
aparaty s3 czgsto trudno dostgpne.

Z drugiej za$ strony z przytoczonych danych mozna si¢ zorientowac,
7e metodyka badan prowadzona pod katem fizjologicznym jest wyjatkowo
prosta i nie wymaga powazniejszego wyposazenia pracowni. Wyniki za$
uzyskane na tej drodze chociaz atrakcyjnoscia swoja ustgpuja wynikom ba-
dafi Schramma i Fraenkela-Conrata, to jednak sa nie mniej wazne
w ogdlnych rozwazaniach nad wirusami.
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