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Inhibitor wirusa mozaiki tytoniowej z kosarzy
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Tobacco mosaic virus inhibitor in Phalangium opilio L.
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Znane sa obecnie liczne zwigzki wplywajace hamujgco na reprodukcje
i infekcje wiruséw. Niektore z nich posiadaja budowe zblizong do nor-
malnych skladnikow wirusowych i dzialaja na zasadzie antymetabolizmu;
do zwigzkow tych naleza rézne pochodne puryn i pirymidyn oraz amino-
kwasow (Mathews, Smith 1955). Antymetabolity te hamujg za-
rowno reprodukcje wiruséw roslinnych, jak i zwierzecych.

Obecno$é¢ zwigzkéw antywirusowych wykazano w wielu roslinach,
grzybach i porostach (Moycho, Gubanski, Rennert 1958), cho-
ciaz w wiekszosci przypadkéw nie zostaly one zidentyfikowane. Do cie-
kawszych zwiazkéw otrzymanych z tych zrédet naleza: noformicyna —
antybiotyk otrzymany z grzyba Nocardia formica, trichotecina — pro-
dukt zyciowej dzialalnosci pasozyta roslin Trichotecium roseum, zwigzki
wysokoczgsteczkowe z roslin wyzszych i drozdzy (Bawden 1954).
Wszystkie te zwigzki hamuja infekcje lub reprodukcje wirusé6w po-
przez rosline, najprawdobodobniej w wyniku blokady receptorow wiru-
sowych (Van Kamen, Noordena. Thung 1961).

Inhibitory wiruséw wystepuja rowniez w ciele zwierzat oraz w pro-
duktach ich zyciowej dzialalnosci (Hein 1961; Limmasset 1961).
Szczegélnie silne wlasciwosei antywirusowe wykazuje mleko, dzigki
czemu wykorzystywane jest w walce z mozaikg tytoniowg na planta-
cjach pomidorowych (Hein 1961). Interesujgce — ze wzgledu na me-
chanizm dzialania — zwigzki anty-WMT stwierdzono ostatnio w zwie-
rzetach wodnych (Limmasset 1961). Nalezy jednak stwierdzi¢, ze
o ile rosliny byly z tego punktu widzenia przedmiotem systematycz-
nych badan, o tyle zwierzeta — sporadycznych.

Jak wskazuja wstepne badania wlasne, czestotliwos¢é wystepowania
inhibitoréw w zwierzetach nizszych jest podobna do czestotliwosci wy-
stepowania w grzybach.

W pracy niniejszej przedstawione s3 wyniki badan wskazujace na
obecno$é oraz na pewne wilasnosci i mechanizm dzialania inhibitoréow
wirusa mozaiki tytoniowej z kosarzy; tego typu wlasnosci kosarzy —
o ile wiadomo autorowi — nie byly dotad notowane w literaturze.
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MATERIAL I METODY BADAN

Wirus mozaiki tytoniowej. Do doswiadczen uzywano wy-
fgcznie odpowiednio rozcienczonego preparatu czystego wirusa, otrzy-
mywanego z tytoniu mozaikowatego metoda opisang przez Schneide-
r a; zamiast jednak ultrawirowania wytrgcanie przeprowadzano za po-
mocg siarczanu amonu wg Bawdena (Gubanski 1961).

Ros$liny doswiadczalne. Rosling doswiadczalng bylo Nico-
tiana glutinosa, ktéra byta hodowana w szklarni w skrzynkach, po 6 ro-
Slin w kazdej. Zakazane rosliny mialy po 6 dobrze rozwinietych lisci.

Zakazanie. Liscie posypywano karborundem, a nastepnie ino-
kulowano roztworem wirusa (kontrola) lub mieszaning wirusa z eks-
traktem kosarzy. Zabieg ten wykonywano tamponikiem gazy. Po upty-
wie 3—>5 dni na lisciach pojawialy sie nekrotyczne plamki, ktérych ilosé
byla proporcjonalna do stezenia wirusa.

Preparaty na lisciach rozmieszczano wg kwadratu tacinskiego.

Kosarze. Schwytane kosarze konserwowano w 96° alkoholu; po
wysuszeniu w temperaturze pokojowej rozcierano je na proszek. Tak
przygotowany material zalewano na okres 18 godz. buforem fosforano-
wym 1/15 M lub wodg destylowang, w stosunku 1 kosarz — 1 ml plynu.
Po uplywie tego czasu wyciag saczono i klarowny plyn brano do dal-
szych badan.

Ekstrakeje przeprowadzano w lodowce.

WYNIKI DOSWIADCZEN

W doswiadczeniach wstepnych, w slad za innymi eksperymentatora-
mi, wycigg mieszano z wirusem, a nastepnie wcierano w gorng po-
wierzchnie blaszki lisciowej N. glutinosa. Kontrolg byl wirus o takim
samym rozcienczeniu.,

Z danych umieszczonych w tabeli 1 wida¢, ze wyciggi z kosarzy i to
zaréwno buforowe, jak i wodne posiadajg silne wlasnosci antywirusowe.
Ekstrakty te zmniejszajg liczbe nekroz co najmniej 20-krotnie, a po
10-krotnym rozcienczeniu jeszcze 6—7 razy w pordéwnaniu z kontrola.

Skojarzenie powyzszych danych ze sposobem przyrzadzania wycig-
gow (10 kosarzy, ktérych powietrznie sucha masa wynosi 80 mg, w 10 ml
plynu) pozwala wnosi¢, ze stezenie czynnych substancji jest tu male.

Stwierdzenie inhibitoréw wyzej opisanym sposobem nie pozwala wno-
si¢ nic 0 mechanizmie ich dziatania, bowiem efekt zmniejszania sie licz-
by nekroz moze by¢ wynikiem inaktywacji wirusa in vitro, jak i skut-
kiem dziatlania na rosline. W ostatnim przypadku hamowanie moze byé¢
rezultatem blokowania receptoréow wirusowych, badz tez skutkiem dzia-
lania na procesy prowadzace do syntezy wirusa. Dla odrézniania inakty-
watorow od inhibitoréw opisano wiele sposobow, z ktérych kilka wy-
korzystano w niniejszej pracy.
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Tabela 1 -= Table 1
"Wpzyw wodnych i buforowych ekstraktdéw z kosarza na reakcje nekrotyczna
A wirusa mozaiki tytoniowej na lidciach N.glutinosa
Effect of aqueus and buffer extracts of Phalangium opilio L. on lesion

production by tobacco mosaic virus

Liczba nekroz na 6 ligdciach

Number of lesions on 6 leaves
Wyciag
P Kontrola | Wyciag +WIT Wyeilag rozeierczony 10X +WT

Control Extract +TMV Extract diluted 1:10 +TIIV

Buforowy 1 2 et
Buffer T 7
Wodny
Agqueous 620 29 110

Inhibitory, w przeciwienstwie do inaktywatoréw, dzialajag natych-
miastowo (czas preinkubacji nie ma wptywu na koncowy efekt), hamuja
reakcje nekrotyczng na lisciach zakazonych od strony gérnej — po-
traktowanych od strony dolnej lub po tej samej stronie liscia, lecz po
uplywie pewnego czasu.

Z tabeli 2 widaé, Ze liscie potraktowane wyciagiem z kosarzy od
strony dolnej — lub po 30 min. od zakazenia wirusem — maja mniejsza
o polowe liczbe nekroz niz kontrola. Mozna stad wnosié, ze wystepujace
tu anty-WMT zwigzki dzialaja raczej poprzez rosline, a nie bezposrednio
na wirusa. Jak wiadomo, proces infekcji dokonuje sie w pierwszych
pieciu minutach po inokulacji, dlatego traktowanie po 30 min. od tego
zabiegu wyklucza dziatanie na czgsteczke wirusa. To samo dotyczy lisci
potraktowanych wyciggiem od strony dolnej. To ostatnie do$wiadczenie
wskazuje rowniez na zdolno$¢ migrowania inhibitora poprzez komoérki
lisciowe do miejsc reprodukeji wirusa.

Jak juz zaznaczono wyzej, do inaktywacji wirusa niezbedny jest
diuzszy okres preinkubacji, dlatego inokulujgc rosline mieszanina wi-
rusa z odpowiednim czynnikiem, sporzgdzong tuz przed samym zabiegiem
oraz weczesniej, mozna odrézni¢ inaktywatory od inhibitorow.

W tabeli 3 podane sg wyniki doswiadczen, w ktérych poréwnywano
dzialanie wyciggu zmieszanego z WMT 2 godz. przed inkulacja na
N. glutinosa oraz zmieszanego tuz przed samym zabiegiem. Liczba nekroz
w obu przypadkach jest podobna, tzn. kilkana$cie razy mniejsza niz
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Tabela 2 - Table 2
Hamowanie powstawania nekroz przez wyciggi z kosarza na lideiach potrakto-
wanych od strony dolnej oraz po upiywie 30 min. od zakazenia
Inhibition of lesions production of TMV by extracts from Phalangium
opilio L. when applied to under surface of leaves and after infection

Liczba nekroz na 6 lisciach N.glutinosa
Number of local lesions on 6 leaves of N.glutinosa

) Liscie spryskane
i . Dolga‘strona liscia 30 min. po zakaZeniu
Kontrola | Ekstrakt +WIT spryskana ekstraktem Leaves sprayed
Control Extract +TMV | Lower surffce of leaves with extract
sprayed with extract after infeetion
613 9 - . 279

w kontroli. Doswiadczenie to potwierdza wyzej sformulowany wniosek
dotyczacy mechanizmu dzialania wyciggu kosarzy na WMT.

Niewatpliwie, przytoczone doswiadczenia daja tylko ogélne wyobra-
Zenie o sposobie dzialania wystepujacych tu zwigzkéw, nie wnikaja na-
tomiast w istote mechanizmu. Tego typu badania bedzie jednak mozna
podja¢ dopiero z czystym zwigzkiem, po wyodrebnieniu i zidentyfiko-
waniu inhibitora kosarza.

Tabela 3 - Table 3

Wpiyw d*ugodcl okresu preinkubacji wyciagu z kosarza z VIT na powstawanie
nekroz na liéciach N.glutinosa’

Instantaneous effect of Phalangium opilio L.extract in inhibiting lesion

production by TMV on N.glutinosa

Liczba nekroz na 6 lisgciach
Number of local lesions on 6 leaves

Lidcie zakazano natychmiast |Lifcie zakazano 3 godz.

Kontrola po zmieszaniu po zmieszaniu
Control Leaves inoculated immediately Leaves inoculated 3 hrs
after mixing after mixing

+68 22 - 28
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Tabela 4 - Table 4
Wpiyw dializy, alkoholu etylowego oraz temperatury 100 °C na aktywnodé
inhibitora WIT 2z kosarza
The effect of dialise, ethyl alcohol and temperature 100 % on the acti-
vity of Phalangium opilio L. inhibitor

Liczba nekroz na 6 liéciach N.glutinosa
Number of lesions on 6 leaves of N.glutinosa

Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt podgrzany [Ekstrakt wytracony
Kontrola | +Wi? Hializowany +THV| w 100° 4upm™** alkoholem +WLT
Control | Extract Dialised Heated extract |Extract precipitated
+TMV extract +TULV Ty ¥ in alecohol +TMV™
513 5 - 10 -
190 17 35 - 40

o oml wyeiggu wytrgcano 2 objgtosciami alkcholu etylowego, odwirowy-
wano i ogad bez suszenia resuspendowano w wodzie,

2 cc of extract were precipitated in 2 volumes of alcohol, centrifuged
and the fresh precipitate was resuspended in water.

o Wyciag podgrzewano przez 15 min. na wrzgcej Xaini wodnej, po ozie-

bieniu sgezono. >
The extract wes heated for 15 minutes in boiling water and filtered
after cooling.

Z dalszych doswiadczen, ktore ilustruje tabela 4, wynika, Ze inhibitor
kosarza jest termostabilny — nie ulega inaktywacji w czasie 15-min.
podgrzewania w lazni wodnej w 100°, nie przechodzi przez worek dia-
lizacyjny (dializowano 3 dni w temp 4°, w tym 2 dni wobec wody de-
tylowanej i 1 dziehn wobec wody z kranu) oraz wytraca sie 3 objetosciami
alkoholu etylowego. Doswiadczenia te nasuwaja mys$l, ze czynny zwiagzek
ma nature wielkoczgsteczkows.

DYSKUSJA

Przy poszukiwaniu inhibitoréw stosuje si¢ rézne fitowirusy oraz
rozne rosliny testowe, chociaz najczesciej uzywany jest WMT i roslina
N. glutinosa reagujaca na infekcje nekrozami miejscowymi. Wartosé
uzyskiwanych na tej drodze wynikéw jest wzgledna, bowiem zwigzki
wstrzymujace reakcje mekrotyczng czesto nie wplywaja na reprodukcje
wirusa w roslinie dajacej zakazenie ogélne. Jak juz wspomniano w in-
nym rozdziale, hamowanie zmian miejscowych moze byé wynikiem
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inaktywacji wirusa, blokowania receptoréw badz tez zmian w procesach
fizjologicznych komorki. Z tych wzgledéw wysuwa sie rézne zastrzeze-
nia pod adresem tej metody. Mimo to jednak, przy masowych poszuki-
waniach $rodkéw antywirusowych, jest ona wyjatkowo cenna, gléwnie
z powodu szybko$ci uzyskiwania wynikow i prostoty zabiegow.

Co do inhibitora WMT, stwierdzonego w kosarzu, nalezy przypusz-
cza¢, ze jest on aktywny jeszcze przy duzych rozcienczeniach, na co
wskazuje nastepujgce rozumowanie. Ekstrakty sporzgdzano z 10 kosa-
rzy o powietrznie suchej masie 80 mg w 10 ml plynu; w czasie sgczenia
zasadnicza masa pozostawala na sgczku. Tak przyrzadzony wyciag po
10-krotnym rozcienczeniu zmieszany z wirusem mozaiki tytoniowe]
w stosunku 1:1 zmniejsza liczbe nekroz (w poréwnaniu z kontrolg)
jeszcze 6 razy; na lisciach kontrolnych powstalo nekroz 620, a w obec-
nosci wyeciggu 110.

Nalezy jednak podkresli¢, ze w zadnym z doswiadczen, bez wzgledu
na stezenie wyciggu (najwieksze stezenie: 1 kosarz na 1 ml), nie uzyska-
no zupeinego zahamowania reakcji nekrotycznej; jezeli nawet zdarzylo
sie to na jednym lisciu, to na drugim bylo juz kilka nekroz. Najwidocz-
niej pozostaje to w zwiazku z fizjologicznym stanem lisci (czy tez roslin),
bowiem kazdy z nich reprezentuje inng rosline oraz inny lisé ze wzgledu
na wiek. Brak zupelnego hamowania reakcji nekrotycznej przez inhibi-
tory odnotowali réwniez inni badacze. Bawden i Freeman tlu-
maczg to zjawisko brakiem stechiometrycznych zaleznosci miedzy ste-
zeniem wirusa oraz inhibitora.

Ze wzgledu na mechanizm dzialania, zwigzki kosarza mozna zakwa-
lifikowa¢ do inhibitoréw dzialajgcych poprzez rosline.

Natura tych inhibitoré6w nie zostala na razie zidentyfikowana, cho-
ciaz wstepne préoby wskazujg, ze nalezg one do zwigzkéw wielkoczg-
steczkowych, albowiem nie przechodza przez blony celofanowe oraz wy-
tracaja sie alkoholem.

Na marginesie niniejszej pracy pragne wyrazi¢ refleksje o charak-
terze ogdlniejszym, ktére mogg mieé pewne znaczenie taktyczne przy
poszukiwaniu Srodkéow antywirusowych w ogole. Mianowicie, przy po-
szukiwaniu tego typu zwiazkow za malo uwagi zwraca sie na zwierzeta,
szezegblnie nizsze (owady, pajgki, mieczaki itd.), ktére, jak sygnalizuja
sporadyczne doniesienia — sg z tego punktu widzenia materialem bar-
dzo obiecujgcym. Metabolizm ich jest nie mniej urozmaicony niz grzy-
bow — glownych dostarczycieli antybiotykéw — dlatego mozna tu spo-
dziewaé sie réznorodnych zwigzkéw, a w ich liczbie réwniez zwiazkéw
o wlasnosciach antywirusowych.

Na zakonczenie skladam serdeczne podziekowanie drowi F. Wojtasowi za bez-
interesowng pomoc w oznaczaniu pajakéw.

Zaktad Fizjologii RoSlin (Wplyneto dn. 10.11.1962)
Uniwersytetu Eédzkiego
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STRESZCZENIE

Stosujgc rosline testowa Nicotiana glutinosa w wyciggach kosarzy stwierdzono
silny inhibitor wirusa mozaiki tytoniowej. Zwigzek ten eluuje sie woda i buforem
fosforanowym. Zdolno§¢ hamowania reakcji nekrotycznej zachowuje sie w eks-
traktach podgrzewanych na wrzacej lazni wodnej przez 15 min. oraz dializowa-
nych przez 4 dni w temp. 4°.

Hamowanie reakcji nekrotycznej jest wynikiem dzialania na roéline, a nie na
czastke wirusa — bowiem: a) stopien hamowania mekroz nie zalezy od czasu
preinkubacji wyciggu z wirusem, b) hamowanie mekroz ma miejsce na lisciach
potraktowanych inhibitorem od strony dolnej oraz po 30 min. od zakazenia
rosliny.

SUMMARY

Strong inhibitor of TMV was found in Phalangium opilio L.

The test plant in the experiments was Nicotiana glutinosa.

Respective antivirus properties show buffer, agueous extracts; the power to
inhibit necrotic reactions remains in heated extracts at 100°C for 15 minutes and
in dialised for 3 days at 4°C.

The inhibition of necrotic reaction results from action on the plant and mnot
on the virus particle because, a) the degree of necrotic inhibition does not depend
on the time of preincubation of the extract containing wvirus, b) the necrotic inhi-
bition takes place on leaves treated on bottom side and 30 minutes after infection.
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