ACTA SOCIETATIS
BOTANICORUM POLONIAE
Vol. XXXIII — Nr 4
1964

Inhibitor wirusa mozaiki tytoniowej ze sporyszu
(Claviceps purpurea)

A tobacco mosaic virus inhibitor from ergot (Claviceps purpurea T.)

M, GUBANSKI

Inhibitory wiruséw roslinnych sg interesujace zaréwno ze wzgledow
praktycznych, jak i teoretycznych (Bawden, 1954; Horsfall, 1959).

Badania, z zastosowaniem tego typu zwigzkéw, dostarczyly wielu
cennych informacji o mechanizmie powielania zakaznych nukleoprotei-
déw: wiele $§wiatla na to zagadnienie rzucaja doSwiadczenia z antyme-
tabolitami puryn i pirymidyn (Bawden 1954; Horsfall 1959).

Inhibitory sa potencjalnymi $rodkami antywirusowymi. Doswiadcze-
nia lat ostatnich wskazuja na mozliwos¢ praktycznego ich wykorzysta-
nia w walce z chorobami wirusowymi. Tak np. mleko oraz produkty
mleczne mozna z powodzeniem stosowaé w walce z mozaika tytoniowa
oraz innymi chorobami wirusowymi ma plantacjach roslin uprawnych
(Hageborg and Chelack 1960).

Nalezy jednak podkresli¢, ze dotychczas niewiele przebadano orga-
nizméw pod katem wystepowania w nich inhibitoréw wirusowych,
a tylko nieliczne doczekaly sie szczegbélowego opracowania (Baw den;
Freeman, 1952).

Spoéréd kilkudziesieciu gatunkéw zwierzat i roslin, przebadanych
przez autora niniejszej pracy, kilka zawiera bardzo silne inhibitory wi-
rusa mozaiki tytoniowej (Gubanski, 1963a; 1963b; Moycho
i wsp., 1960). Do tych ,kilku” nalezy takze sporysz. Chociaz materiat
ten jest znany od dawna jako zrodlo zwigzkéw leczniczych, to jednak
w literaturze nie ma danych o jego wlasnosciach antywirusowych.

MATERIAE I METODY

Wirus mozaiki tytoniowej (WMT), uzyty do doswiadczen, otrzymano
z tytoniu na drodze wysalania siarczanem amonu. Wigksze ilosci wirusa
przechowywano w roztworze polnasyconego siarczanu amonu; przed
doswiadczeniami pobierano cze$é osadu, odwirowywano, plyn wylewa-
no, a osad rozpuszczano w buforze fosforanowym o pH = 7,3 i podda-
wano trzydniowe] dializie. Tak przygotowanego wirusa uzywano w do-
§wiadczeniach ma infekcyjnosé.



646 M. Gubaniski

Wszystkie do$wiadczenia wykonywano na roslinach Nicotiana glu-
tinosa. Rodline te hodowano w szklarni, w skrzynkach z gleba (po 6 ro-
$lin w jednej skrzynce). Wirusa szczepiono wtedy, gdy rosliny mialy
6 dobrze rozwinietych lisci, poszezegdlne probki na lisciach rozmieszcza-
no wg kwadratu lacinskiego.

Roztwér wirusa weierano tamponikiem gazy w powierzchnie lisci
posypanych karborundem. Po uplywie 3—4 dni, w zaleznosci od pory
roku, pojawiaja sie nekrozy, ktorych ilos¢ jest miarg infekey jnosci probki.

Metody hydrolizy ilosciowego oznaczania oraz metody identyfikacji
cukréw podano w innej pracy (Gubanski, 1964), dlatego tutaj zre-
zygnowano z ich opisu.

Sporysz (Claviceps purpurea), stosowany w niniejszej pracy, czescio-
wo zebrano na plantacjach zyta (ckolice Eodzi), cze$ciowo zas otrzymano
z Zakladow Zielarskich , Herbapol”.

Do frakcjonowania wyciggéw stosowano wylacznie alkohol skazony
benzenem albo metanolem.

Pozostate odezynniki: butanol, fenol, kwas octowy, chlorek sodu i in-
ne pochodzilty z Hurtowni Odezynnikéw Chemicznych w Lodzi i posia-
daly znak czystosci: ch. cz.

WYNIKI DOSWIADCZEN

Inhibitorowe wlasnoéci wciagéw ze Sporyszu

We wstepnych doswiadczeniach wycigg sporzadzano nastepujaco: do
5 rozkéw sporyszu, roztartych na proszek, dodawano 10 ml wody, albo
buforu fosforanowego o pH 7,3, lub 50% etanolu. Mieszaning wstawiano

Tabela 1 - Table 1

Wpiyw wodnych, etanolowych i buforowych wyciggéw ze sporyszu na:powstawanie nekroz WMT
na lidciach Nicotiana glutinosa

Effects of agueous, buffer and etanol extracts of ergot onm lesion production by TMV cn N.glutinosa

Lidele zakazano WMT Liczba nekrez na jednym lidciu
z dodatkiem: Number of lesions per one leaf
leaves was infected by B
TMV with additiom: konircla ekstrakt
control extract

Wyciggu wodnego

T8 0
Agqueous extract
Wyeiagu buforowego 48
Buffer extract -
Wyciggu etanolowego
21 1

-Etanol extract
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Tabela 2 - Table 2

Hamowanie powstawania nekroz WMT na liéciach N.glutinoea w zaleznodci od czasu
preinkubacji WMT z wycisgiem oraz sposobu potraktowania 1ided

Effect of ergot extract on lesion production by TMV on leaves of N.glutinosa
in relation to preincubation time and method of application

Liczba nekroz na sgedciu liéciach
Number of local leeions on six leaves
Lidcle zakazano
Leaves was inoculated kontrola ekstrakt
control extract
-
3 godz po zmieszaniu 236 2
3 hrs after mixing
10 min po zmieszaniu 280 s
10 min after mixing
Dolna strona liécia spryskana inhibitorem 285 20
*

Lower surfaces of leaves sprayed with extract 278 300

*lyciqg ze sporyszu otrzymancgo z Zakladéw Zielarskich "Herbapol®.
Extract from "Herbapol™ ergot.

do lodéwki na 24 godziny i nastepnie saczono, a przesgcz badano na
obecnosé inhibitorow. Ekstrakty alkoholowe odparowywano do suchosci,
a pozostalo§é eluowano woda. 2 ml tak sporzadzonych ekstraktéw mie-
szano z WMT w stosunku 1:1 i weierano w powierzchnie blaszki liscio-
wej N. glutinosa. Z danych umieszczonych w tabeli 1 widaé, ze bez
wzgledu na sposéb przyrzadzania ekstraktéw, zawieraja one zwigzki
hamujgce powstawanie nekroz WMT.

Liczby podane w tabeli 2 pozwalajg wnosié, ze obecne w ekstraktach
sporyszu zwigzki nie inaktywuja WMT, lecz wptywaja na proces infek-
cji, poniewaz hamujg nekrozy zaréwno wtedy, gdy sg dodane do roz-
tworu wirusa 3 godziny przed inokulacjg roéliny, jak i tuz przed samym
zabiegiem (Crowley, 1953) .

IZOLOWANIE INHIBITORA

Izolowanie inhibitora WMT ze sporyszu przeprowadzano dwiema me-
todami: 1) chromatograficzng oraz 2) wytracania alkcholem etylowym.
Preparaty uzyskiwane tak ré6znymi metodami sg podobne, tak pod wzgle-
dem pewnych wlasnosci chemicznych, jak i aktywnosci antywirusowej.

1. Izolowanie inhibitora ma drodze chromatograficznej

50 g sproszkowanego sporyszu zalewano 20 ml wody destylowanej,
mieszano i podgrzewano do 50°. Po jednogodzinnym wytrzgsaniu, mie-
szanine sgczono najpierw z pomocg pompy proézniowej, nastepnie na
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zwyklym lejku. Otrzymany ekstrakt podgeszczano do malej objetosci
przez odparowywanie na promienniku podczerwieni. Odparowywanie
przyspieszano wiatraczkiem; zabieg ten chronil dodatkowo plyn przed
przegrzewaniem. Jezeli w czasie podgeszczania wytracal sie osad, to
usuwano go na drodze wirowania. Tak sporzadzony ekstrakt, majgcy
konsystencje syropu, wykazywat silne dzialanie antywirusowe, byl uzy-
wany do chromatografii.

Wzdluz dolnego marginesu rozpotowionego arkusza bibuty Whatmann
3MM nakladano podgeszczony wyciag w postaci linii cigglej. Po nalo-
zeniu, bez suszenia, chromatogram wstawiano do kamery i rozwijano
(technika wstepujaca) w 3% NaCl. Czas rozwijania wynosil okolo 1 go-
dziny; w okresie tym czolo rozwijacza przebywa droge 20 cm.

Na wysuszonej bibule (temp. pokojowa) w ultrafiolecie dostrzega sie
kilka smug, odpowiadajacych réznym grupom zwigzkéow, fluoryzujgcych
réznymi odcieniami barwy, badz tez absorbujacych swiatlo UV. Kieru-
jac sie tymi danymi, bez wnikania w nature uwidacznianych zwigzkow,
chromatogram cieto na 5 poprzecznych paskéw, ktére eluowano woda.
Eluaty, po doprowadzeniu do jednakowej objetosci, badano na obecnosé
inhibitoréw WMT.

Jako zasade przyjeto nastepujaca numeracje paskéw bibuty: odcinek
przylegajacy do czola rozwijacza (4 cm) odpowiada numerowi 5, nizej

Tabela 3 - Table 3
Polozenie inhibitora WMT na chromatogramach w zaleznosécl od stosowanego rozwijacza

Position of TMV inhibitor on chromatograms in relation to the developer used

Liczba nekroz na jednym lidoiu N.g!ut:noau*
Number of lesions per 1 leaf of N.glutinosa

Rozwijacz 80% 1
Frakcja enol
Fraction Developer | 3% NaCl |80% etanol | 80% fenol 80% etanol
Bantrola 63 a0 31 112
Control
o
5 1 26 16 26
4 21 23 18 110
3 56 38 20 83
2 48 28 21 75
1 63 i 0,3 9

*
2 ml eluatu z odpowiedniej oczgéci chromatogramu mieszano z 2 ml WMT 1 woierano w lidcle N.glu-
tinosa.

2 oo of extraot from an appropriate part of chromatogram were added to 2 cc of TMV and solu-
tion thus obtained rubbed into N.glutinosa leaves.

*
i Cyfry od 5-1 ozpaczajg kolejne poprzeczne odeinki chromatogramu: 1 - odpowiada strefie przy-
legijgce] oraz obejmujacej linig startows, 5 - oz¢éé chromatogramu przylegajaos do czola rozwija-

ozZa . )

Figures from 5 to 1 denote succesive cross sections from paper chromatograms: 1 - close and

including the starting line, 5 - part of chromatogram close to the head of developer. -
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lezgcy czterocentymetrowy odcinek — numerowi 4 itd., zas fragment
bibuly lezgcy przy linii startowej wraz z nig — 1.

Z odpowiedniej rubryki w tabeli 3 wida¢, ze zwiazki hamujgce ne-
krozy WMT zlokalizowane sa (przy zastosowaniu 3% NaCl jako rozwi-
jacza) na odcinku — 5. Znajdujace sie tu zwigzki silnie fluoryzujg w UF;
od nizej lezgcych oddzielone sa linig falistg; z ninhydryng oraz ftalanem
aniliny dajg reakcje dodatnie. Mozna stad wnosi¢, ze frakcja ta zawiera,
miedzy innymi, aminokwasy i cukry. Z tego wzgledu dalsze frakcjono-
wanie przeprowadzano z zastosowaniem rozpuszczalnikéw uzywanych
do rozdzielania aminokwasow i cukrow.

Eluat z odcinka 5 podgeszczano, nakladano na chromatogram i roz-
wijano w 80% etanolu, fenolu. Podobnie jak poprzednio, rozwijanie
trwalo tak dlugo, az rozwijacz przebyl droge 20 cm. Po rozwinieciu
chromatogramy cieto na paski i badano na aktywnos¢ antywirusows.
Z liczb w tabeli 3 mozna wnosi¢, ze w przeciwienstwie do rozwijacza
pcprzedniego, w rozwijaczach organicznych inhibitory zlokalizowane sg
mna odcinku bibuly przylegajacej oraz obejmujgce]j linie startows. Pozo-
stale odcinki nie wplywaja na nekrozy, dlatego nie zwracano na nie
dalej uwagi.

Odcinek 1, podobnie jak 2—4, daje dodatnig reakecje z minhydryna,
lecz ujemng z ftalanem aniliny; odpowiednie smugi barwne przylegaja
$cisle do siebie, chociaz réznig sie znacznie odcieniem barwy.

Celem lepszego rozdzielania zwigzkow, ekstrakt z odcinka 1 chroma-
togramu rozwinietego w etanolu 80°%, rozwijano w fenolu, etanolu oraz

Tabela 4 - Table 4
Lokalizacja inhibitora WMT na linii startowej oraz strefie do niej przylegajgcej
Localization of TMV inhibitor on the starting line of chromatograms and the near zonme

Liczba nekroz na jednym lideiu
Number of lesions on 1 leaf

Rozwi jacz

Nr Strefa Devel 80% fenol
B s eloper B0% etanol 80% fenol 80% etanol
kontrola
0 ° 24 22 79
control
linia startowa
1 0,8 ] 1,5
starting line
i
2 cm wye j 8 4 T
1 em above 1
1 cm wyzej 2
3 T
1 cm above No 2 8 =
1 om powyiej 3
4 13
1 c¢m above No 3 18 =

Sposdb robienia dodwiadezed - patrz tabl.3.
For the method description see table 3,
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fenolu (pierwsze rozwijanie) i etanolu (drugie rozwijanie) réwnoczes$nie,
przediuzajgc czas do kilkunastu godzin. Kilkucentymetrowy odcinek
chromatogramu przylegajacy 'do linii startowe]j cieto na paski 1 em i ana-
lizowano na obecno$é inhibitoréw. Za podstawe do podzialu na strefy
przyjeto reakcje z ninhydryng; wystepujace tu zwigzki tworzyly dobrze
odgraniczone od siebie smugi.

Z tabeli 3 wida¢, ze nawet przy dwukrotnym rozwijaniu chromato-
gramu, inhibitory pozostaja na odcinku przylegajacym do linii startowej;
dokladniejsza analiza tej strefy wskazuje, ze najsilniej nekrozy WMT
hamuja zwigzki znajdujgce sie na samej linii startowej, stabiej, chociaz
bezspornie, na odcinkach lezgcych wyzej (tabela 4).

Stosujac rozwijanie wyciagu ze sporyszu kolejno w nastepujacych
rozwijaczach:

a) 3% wodny roztwér chlorku sodu,

b) etanol 80% (frakcja 55 z poprzedniego chromatogramuy),

¢) fenol 80% oraz etanol 80% — dwukrotne rozwijanie (odcinek
1 z b).
z 50 g sporyszu uzyskano ca 15 mg preparatu silnie hamujgcego powsta-
wanie nekroz WMT na lisciach N. glutinosa; inhibitor nie tracil aktyw-
nos$ci przez szereg tygodni.

2. Otrzymywanie inhibitora metoda frakcjonowanego wytracania eta-
nolem

Do 100 g sproszkowanego sporyszu wlewano 0,5 kg acetonu i pod-
grzewano na promienniku podeczerwieni. Po 30 min. aceton odsgczano,
sporysz suszono i ponownie eluowano 80°% etanolem na ciepto. Frakcje
alkoholows odrzucano, a sporysz ekstrahowano na cieplo 2X400 ml wo-
dy. Polgczone ekstrakty sgczono i frakcjonowano etanolem. 1 objetosé
przesgczu mieszano z objetoscig 960 etanolu, wytracajacy sie osad od-
wirowywano i odrzucano. Do 1 objetosci klarownego plynu wlewano
1 objetos¢é 96% etanolu, zakwaszano 1 ml lodowatego kwasu octowego
1 wstawiano na noc do lodéowki. Osad oddzielano na drodze wirowania,
plyn wylewano.

Dalsze oczyszczanie preparatu polegalo na rozpuszczaniu osadu
w wodzie, odwirowywaniu nierozpuszczalnych czesci i frakejonowanym
wytracaniu alkoholem etylowym jak wyzej. Po trzykrotnym powtérze-
niu powyzszych operacji, osad przenoszono do naczynka wagowego, za-
lewano alkoholem i suszonc w temperaturze pokojowej. Po pewnym
czasie preparat rozpuszczano poncwnie w wodzie, nierozpuszczalne czesci
cdwirowywano, poddawano wytracaniu alkoholem i suszono ponownie.
Tak otrzymany preparat przechowywano w pokoju i uzywano do badan.
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Schemat izolowania inhibitora ze sporyszu

100 g sporyszu | + 0,5 kg acetonu
dodaé 1
— ckstrakt acetonowy
i odrzucié
0,51 80% etanolu | 2 ~ ckstrakt odrzuci¢
i;
dodé |
2 razy 400 ml wody |
! 2 sporysz odrzucié
dodac :
g [
1 objetosé 969%, | 4
etanolu |
wirowanie
' ~ osad odrzuci¢
|
doda¢ 5
1 objgtosc 969, |
etanolu |
wirowanie
! plyn odrzucié
dodac 6
woda dest. |
wirowanie

|

klarowny roztwoér

Ze 100 g sporyszu ofrzymano ca 150 mg preparatu, ktérego zdolnosé
hamowania nekroz jest podobna do tej, jaka wykazuje preparat otrzy-
many na drodze chromatograficzne;j.

Czynnosci wyszczeg6lnione w punktach 4—6 powtarzamy 3 razy,
nastepnie preparat suszymy w temp. pokojowej i powtarzamy oczysz-
czanie jeszcze raz.

Natura chemiczna inhibitora

Zaréwno preparaty otrzymane na drodze wytracania alkoholem ety-
lowym, jak i chromatograficznie po wyschnieciu daja mase barwy cze-
koladowe]j. Preparaty te dobrze rozpuszczajg sie w wodzie, w stabym
kwasie octowym oraz w buforach fosforanowych o réznych pH. Nalo-
zone na bibule i rozwijane w rozpuszczalnikach organicznych (etanol
80%, fenol 80°) pozostaja na starcie.

Miejsce na chromatogramach, zajmowane przez zwigzki hamujgce
powstawanie nekroz WMT, daje dodatnig reakcje z ninhydryng. Podob-
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nie zachowujg sie preparaty uzyskane na drodze wytrgcania etanolem.
Reakcja z ninhydryna zachodzi jednak wolniej niz z aminokwasami.
Preparaty rozpuszczone w wodzie daja dodatnig reakcje biuretows, lecz
ujemng ksantoproteinowg i Millona; dane te wskazujg, ze mamy tu do
czynienia z polimerami aminokwasow, najprawdopodobniej bialek. Z ilos-
ci azotu mozna wnioskowaé, ze ilo$¢ bialek wynosi jednak nie wiecej
niz 30%s masy preparatéw.

W hydrolizatach preparatu stwierdzono, w przeliczeniu na glikoze,
ca 50% cukréw redukujgcych. Na drodze chromatograficznej i elektro-
foretycznej cukry te zidentyfikowano jako galaktoze i mannoze. Tak
wiec drugim skladnikiem preparatu jest mannogalaktan.

WSTEPNE BADANIA NAD MECHANIZMEM DZIALANIA INHIBITORA ZE SPORYSZU
NA WIRUSA MOZAIKI TYTONIOWEJ

Doswiadczenia zmierzajace do wyjasnienia mechanizmu dziatania
inhibitora ze sporyszu na wirusa mozaiki tytoniowej przeprowadzano
wylacznie z preparatem uzyskanym na drodze frakcjonowanego wytra-
cania etanolem. Ilo§é preparatu uzyskiwanego chromatograficznie, nie-
stety, byla stanowczo za mala do przeprowadzenia badan bardziej wy-
czerpujacych. Nalezy jednak podkresli¢, ze w doswiadczeniach, w kto-
rych uzywano obu preparatéw réwnoczesnie, wyniki byly podobne.

Hamowanie nekroz WMT
w zaleznosci od pH i stezenia preparatu

Zalezno$¢ miedzy stezeniem preparatu i iloscig nekroz WMT ma lis-
ciach N. glutinosa obrazuja wykresy 1A i 1B oraz tabela 5. Z danych
tych widaé, ze przy stezeniu preparatu wigkszym od 0,1 mg/ml roz-

Tabela 5 - Table 5
Hamowania nekroz WMT w zaleznogci od stgienia preparatu

Inhibition of TMV lesions in relation to concentration of the preparaticn

Stezenie preparatu
ﬁe:zanim oncentration 1 mg/ml 0,2 mg/ml 0,1 mg/ml | 0,01 mg/ml
xture

W wodzie destylowane}]

95 30 95 95
In distilled water 1 1 15 k(]
W buforze fosforanowym 74 80 74 74
In phosphate buffer T i 13 52

Cyfry w rubrykach oznaczajs iloéé nekroz przypadajgcg na jedng poldwke lidciows N.glutinosa;
liczba w liczniku - 1loéé nekroz w prébie kontrolnej, mianowniku - w préble 2z preparatem.

Figures in the table denote number of lesions on one half-leaf of N.glutinosa; in numerator
the number of lesions in control, in denominator - with the preparation.
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Tabela 6 - Table 6
Hamowanie nekroz WMT przez preparat w zaleinodci od pH

Effect of the extract on lesion production by TMV according to pH

Inokulat zawierat bufor o pH
pH of the buffer in the inoculum

H,0 KH,PO, 5,6 6,0 6,8 Na,HPO,
63 40 46 51 41 57
i3 i1 16 it 0 0

Inokulat sporzgdzano nastgpujfco: do 1 ml wirusa dodawano i ml buforu o okreédlonym pH 1 1 ml
wody, lub preparatu o stgzeniu 0,3 mg/ml,

Cyfry w liczniku oznaczajs liczbg nekroz w kontroli, w mianowniku - w prébie z preparatem o tym
samym pH.

The incculum was being prepard in the following way: 1 cc of the virus solution, 1 cc of buf-.
fer pH of which was determined and 1 cc of water or a 0,3 mg/cc preparation were mixid together.

9F:I.m.u-u in the numerator denote the number of lesions in the comtrol, figures in the dennomina-
tor denote the number of lesions in the test with preparation with the same pH.

tworu wirusa liczba nekroz jest znikoma w poréwnaniu z iloscig nekroz
w kontroli. Przy stezeniach mniejszych inhibicja nekroz jest slabsza,
lecz jeszcze uchwytna.

Hamowanie powstawania nekroz badano dwojako: sporzadzajac roz-
twory wirus-inhibitor w wodzie oraz buforach fosforanowych o réz-
nych pH.

Z tabeli 6 widaé, ze niezaleznie od kwasowosci wcieranej w liscie
mieszaniny redukcja nekroz, przy danym stezeniu inhibitora, jest jed-
nakowa. Nalezy zauwazy¢, ze stezenie preparatu w tych doswiadcze-
niach bylo mate, dzieki czemu mozna by bylo uchwyci¢ ewentualne

N t—

o % ” ¥ a o v

LB | o
= .

2 /

S & 60 P

g )

gE# 3

E_g ok

2'9“‘5 | 1 | 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 L1
o 1

05 1
Stezenie preparatu w mg/ml
Concentration in mgfml —™

Wykres 1. Hamowanie nekroz WMT na liSciach Nicotiana glutinosa (°/o w stosunku
do kontroli) w zalezno$ci od stezenia preparatu w inokulacie (w mg/ml). A — in-
okulat w wodzie; B — inokulat w buforze fosforowym o pH 6,8

Inhibition of lesions of TMV (in relation to the control) by ergot inhibitor due to
their concentration (in mg/ml). A — aqueos extract; B — buffer extract, pH 6.8.
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roznice w infekcyjnosci poszezegélnych probek. Znamienne sg, z rozpa-
trywanego punktu widzenia, wykresy 1A i B; inokulat do wykresu 1A
sporzadzony byl w wodzie, natomiast 1B — w buforze fosforanowym
o pH 6,8. Mimo tych roznic krzywe hamowania majg taki sam przebieg.

Doswiadczenia powyzsze pozwalajg mna wysuniceie nastepujgcego
wnicsku: hamowanie nekroz WMT na lisciach N. glutinosa przez inhi-
bitor ze sporyszu nie zalezy od pH, a jedynie od koncentracji preperatu.

Wplyw preparatu na WMT in vitro

Zaréwno surowe wyciagi, jak i preparaty ze sporyszu (Claviceps
purpurea T.), w pewnych warunkach wytrgcaja WMT z roztwordw,
co objawia sie metnieniem ptynu. Preparaty, w przeciwienstwie do wy-
ciggéw, powoduja krystalizacje WMT w postaci pieknych igielek, wi-
docznych przy matych powiekszeniach w mikroskopie. Na powstawanie
tych parakrysztalow wplywa pH oraz stezemie preparatu.

Przy koncentracji preparatu 1—2 mg/ml roztworu wirusa powstaja
krysztaly, ktore dajg si¢ odwirowaé¢ na zwyklej wiréwce laboratoryjnej,
po przemyciu zas$ rozpuszczajg sie slabo w wodzie i dobrze w buforze
fosforanowym. Wirus taki zaszczepiony ma liSciach N. glutinosa daje
ilos¢ nekroz takg sama, jak kontrolny; tak wiec preparaty ze sporyszu
nie inaktywuja WMT (tabl. 7).

Przy koncentracjach preparatu 0,2—0,1 mg/mil zachodzi takze agre-
gacja pateczek wirusowych, bowiem metnieniu ptynu towarzysza cha-
rakterystyczne jedwabisto-metaliczne polyski. Przy koncentracjach
mniejszydh — metnienia nie dostrzega sig.

Tabela 7T - Table 7T
Infekcyjnoéé parakrysztaléw WMT powstalych pod wpiywem preparatu o stes. 2 mg,/ml

Infectivity of TMV paracrystals formed with 2 mg/ml preparation

Liczba nekroz na I poldwee N.glutinosa
Number of lesions on & half-leaf

WMT wytrgcony i pozostawilony WMT wytrgecony 1 odwirowany
Wyjdciowy roztwér WMT w lodéwee przez 2 dni po 30 min.
Initial TMV solution TMV precipitated and stored TMV precipitated and céntrifuged
in refrigerator for 2 days after 30 min.
44 42 41

Wytracone parakrysztaly odwirowywano, przemywano woda destylowang i rozpuszezano w 1 ml buforu
fosforanowego, a po dodaniu i ml wody szezeplono na lideiach N.glutinosa; préba kontrolna zawle-
rala 1 ml wirusa 1 1 ml buforu.

The precipitated paracrystals were centrifuged, rinsed with distilled water and diluted im 2 cc
of water, it was used for inoculation of test plant., The control contained 1 cc of virus and 1 ce
of buffer.
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fabela 8 - Table 8
Wytrgoanie WMT przez preparat w gzaleznofol od jego koncentracji

MV precipitation by preparation according to its concentration

Stgsenle preparatu w mg/ml roztworu wirusa
Concentration of the preparation in mg/ec of the virus solutionm

2 mg 1 mg 0,5 mg 0,2 og 0,1 mg 0,01 mg
- . + - -
. oznacza mgtnoéé roztworu dostrzegalng wzrokowo, - brak mgtnodei.
. means turbidity of the solution visually nerceptible, no turbidity.

Parakrysztaly powstaja tylko w wodzie destylowanej oraz roziworze
KH,PO,. Przy wyzszych pH, jak na to wskazuja dane w tabeli 9, kry-
stalizacja nie zachodzi.

Agregacja pateczek wirusowych w wigksze aglomeraty mogtaby tiu-
maczyé, przynajmniej czesciowo, obnizanie sie infekcyjnosci WMT; po-
réwnujac tabele 8, w ktorej podano zalezno$¢ miedzy koncentracja pre-
paratu i metnoscia wirusa, z wykresem la dostrzega sie wyrazng zbiez-
noéé; stezenia preparatu wytracajace go z roztworu silnie hamuja po-
wstawanie nekroz. Zestawiajac jednak tabele 6 i 9 ze sobg, prawidio-
wosci takiej juz sie nie obserwuje. Tak wiec zwigzek obserwowanego zja-

.Tabela 9 - Table 9
#
Wytracanie WMT przez preparat w zaleznodei od pH

*
TMV precipitation by preparation in relation to pH

Kwasowoéé mieszaniny wirus-inhibitor
feidity of the mixture virus-preparation

20 @,P0, 5,8 6,0 6,8 Na,HPO,

+ , - oznaczajg, podobnie jak w tablicy poprzedniej, metnoéé wzglednie jej brak.,
+ , = denote, like in the formemr table, turbidity or its absence.

"Stgtenm preparatu w mieszaninie wynosile 1 mg/ml.
Concentration of preparation was 1 mg/ce.

wiska — krystalizacja wirusa z inhibitorowymi wlasnosciami prepara-
téw sporyszu wymaga dalszych badan. Nie jest wykluczone, ze zja-
wisko to nie pozostaje w zwigzku przyczynowym z hamowaniem nekroz.
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Hamowanie nekroz w zaleznosci od sposobu potraktowania lisci
preparatem oraz rozcienczenia mieszaniny wirus—preparat

Inhibitor ze sporyszu nie inaktywuje WMT. Za stusznoscig tego zda-
nia przemawiaja réwniez wyniki do$wiadczen podane w tabeli 10, a wy-
konane z inokulatem o pH 6,8. Dla inaktywacji wiruséw potrzebny jest

oY
28 gl
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m"'\i
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8
2t
-
E: Wykres. 2. Poréwnanie infekcyjnosci réz-
3-5 40 nych rozcienczen WMT oraz mieszaniny
] WMT z preparatem
W
_g’!s 2l 1 — WMT; 2 — WMT + inhibitor
8e

LT
“ﬁ 2 el Infectivity of TMV and mixture of TMV

3 X —x= T 1 L — ergot inhibitor according to their

2 18 132 1128 dilution
Rozciericzenie inokulatu '
Dilution of the inoculate Nl 1 — TMV; 2 — TMV + inhibitor.

dluzszy okres czasu, zas prepara't sporyszowy w takim samym stopniu
hamuje nekrozy, jezeli dodany jest do wirusa tuz przed wtarciem w lis-
cie rosliny testowej, jak i kilka godzin wczesniej.

Hamowanie infekcji moze polega¢ na tworzeniu sie kompleksow wi-
rusa z inhibitorem. Dla sprawdzenia tej mozliwosci wykonano do-
$wiadczenia, ktére polegalo na wecieraniu w liscie réznych rozcieniczen
mieszaniny wirusa z preparatem. Sadzi sie bowiem, ze w miare rozcien-
czania mieszaniny wirus—inhibitor nastepuje dysocjacja nieinfekcyjnych
kompleksow na wyjsciowe skladniki, i dzieki temu czesciowe przywro-
cenie infekcyjnosci (Gubanski 1963).

Z danych umieszczonych na wykresie 2 wida¢, ze w miare rozcien-
czania roztworu wirusa iloé¢é nekroz powstajacych na poloéwcee lisciowe]
wyraznie sie¢ zmniejsza, natomiast po rozcienczeniu mieszaniny wirusa
z preparatem — zwieksza.

Wydaje sie, ze doswiadczenie to moze czesciowo przemawia¢ za siusz-
nosciag wysunietej hipotezy.

Wsrod eksperymentatoréw istnieje przekonanie, ze zwigzki dziala-
jace poprzez rosline na wirusa redukuja ilos¢ nekroz nawet wtedy, gdy
zastosowane sg po uplywie dluzszego czasu od zakazenia albo po spry-
skaniu dolnej strony liscia (Crowley, 1953).
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Tabela 10 ~ Table 10
Wptyw czasu stania WMT z preparatem na 1lodé nekroz

Bffect of the length of stay of TMV with the preparation on the number of local lesions

Liczba nekroz na jednej potdwce lidciowej N.glutinosa
Number of local lesion on half leaves of N.glutinosa

Preparat zmieszano z WMT - The preparation was mixed with TMV
Kontrola
Control 3 godziny przed inokulacjg roéliny tuz przed inokulacja
3 hrs before inooculation just before inooulation
53 a3 4

Stesenie preparatu w inokulacie - 0,3 mg/ml.
The concentration of the preparation in inoculum was 0,3 mg/ml.

Tabela 14 - Table 11
Hamowanie nekroz WMT przez preparat w zalefnodci od sposobu potraktowania liic‘l.*

Effect of the preparation on lesion production by TMV in relation to method of leaves treatment

Liczba nekroz na jednej potéwee lidciowej N.glutinosa
Number of lesions on one half-leaf of N.glutinosa

Lidecia potraktowane inhibitorem Lidecle s skane inhibitorem
WMT zmieszany 2z inhibitorem 30 min po zakazeniu odp:{rony dolne j
TMV mixed with inhibitor Leaves treated with inhibitor Leaves sprayed with inhibitor
30 min after infection on bottom side
i
83 90 46
1, k-

*
Stezenie prep. 2 mg/ml,
Prep. conceantration 2 mg/cec.

* ¥
Patrz objaénienia do tabl, 5-6.
See sxplanations to tables 5-6.

Liczby w tabelach 10 i 11 wskazuja, ze omawiany inhibitor znacznie
redukuje ilosé nekroz na lisciach potraktowanych nim 30 min. po zaka-
zeniu, lecz nie wplywa jezeli podany jest na dolng strone liscia. Tak
wiec hamowanie nekroz WMT moze by¢ wynikiem dzialania inhibitora
zar6wno na wirusa bezposrednio, jak i na mechanizm warunkujacy jego
synteze.

DYSKUSJA OGOLNA

Mimo intensywnych poszukiwan, dotychczas nie znaleziono skutecz-
nych zwigzkéw antywirusowych poérod antybiotykéw, produktow zy-
ciowej dziatalnosci mikroorganizméw; te, ktore hamuja rozwoéj wirusow
w testach laboratoryjnych badz nie wplywaja nma wirusy roslin i zwie-
rzat, badz tez dla rodlin i zwierzat sa toksyczne (Waksman, 1959).
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7Z tych wzgledow w ogble powatpiewa sie w mozliwosé znalezienia
zwigzkéw wybiérezo wstrzymujacych powielanie zakaznych nukleopro-
teidow, nie naruszajacych metabolizmu gospodarza. Pewne nadzieje wia-
ze sig z interferonem, zwigzkiem o naturze bialtkowej, produkowanym
przez komorki zwierzece w odpowiedzi na wtargniecie wirusa (Isaacs
1959).

Nalezy jednak podkresli¢, ze mimo intensywnych poszukiwan zwigz-
kéw antywirusowych, przebadano zaledwie czeé¢é mikroorganizmoéow,
glownie producentéw antybiotykéw, ktore stanowig znikomy odsetek
ogblnej liczby organizméw. Na uboczu pozostawiono zwierzeta nizsze,
ktore z tego punktu widzenia sg réwniez obiecujace (Gubanski, 1963).
Do jakiej kategorii zwiazkéw nalezy zakwalifikowaé inhibitora ze spo-
ryszu? Na obecnym etapie badan tego zwigzku trudno daé odpowiedz
jednoznaczng. Niewatpliwie znaczna cze$é doswiadeczen przemawia za
tym, ze nalezy on, wg klasyfikacji Bawdna (1954), do inhibitoréw
infekeji, chociaz pewne wyniki pozwalajg wnosié, ze wplywa na pewne
etapy reprodukcji wirusa. Zagadnienie to ostatecznie rozwigza szczego-
lowsze badania, do$wiadczenia oparte na doskonalszych metodach.

Ze sprawg mechanizmu dzialania inhibitora wigze sie $cisle jego na-
tura chemiczna. Sporysz, jak wiadomo, jest bogatym zrédlem alkaloidéw
o silnym dzialaniu farmakologicznym. Nasuwa sie zatem pytanie: czy
zwiazki te pozostaja w jakims$ stosunku z inhibitorami WMT? Zebrany
material pozwala da¢ tu odpowiedz negatywna.

Alkaloidy nierozpuszczalne w wodzie mogg byé wykluczone automa-
tycznie, poniewaz inhibitor posiada wlasnosci wrecz przeciwne. Alkaloidy
rozpuszczalne w wodzie, charakteryzujg sie swoistg fluorescencja i na
chromatogramach zajmujg inne miejsce niz inhibitor (Cromwell); wy-
jatkowo silnie i pieknie fluoryzujace smugi po wyeluowaniu z chroma-
togramow i zmieszaniu z WMT nie wplywajg na jego aktywnosé. A po-
nadto: zaréwno preparaty alkaloidéow farmaceutycznych w tabletkach,
jak i w zastrzykach mie wplywaja, wzglednie wplywaja stabo, na WMT.
Tak wiec, jest malo podstaw, by wiasnosci aktywirusowych dopatrywaé
sie u alkaloidow sporyszu.

Przedstawione w poprzednich rozdziatach wyniki wskazuja, ze inhi-
bitor moze mie¢ nature zlozong, wielkoczasteczkowa, a jednym 2z jego
komponentéw moze byé¢ biatko albo polipeptyd, a drugim mannogalak-
tan. Inhibitor sporyszowy — chociaz nie posiada tych wlasnosei, ktére
sg pozadane u zwigzkéw antywirusowych, posiada wiele interesujacych
wlasnosci, na ktoére starano sie zwréci¢é uwage w poprzednich rozdzia-
tach, dlatego jest godny szczegdlowszego przebadania. Wydaje sie, ze
-dalsze doswiadczenia z tym zwigzkiem mogg rzuci¢ znaczne $wiatlo na
mechanizm infekecji wirusowej, a by¢ moze i powielanie wirusa tuz po
~wniknigciu do rosliny. Niektore z tych aspektéw sa przedmiotem dal-
szych badan autora.
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STRESZCZENIE I WNIOSKI

W wyciggach przetrwalnikéw sporyszu: wodnych, buforowych i eta-
nolowych stwierdzono obecnos¢ silnego inhibitora wirusa mozaiki ty-
toniowej.

Na drodze chromatograficznej, oraz metoda wytracania etanolem,
otrzymano preparat, zawierajacy okolo 30%o bialka oraz 50° heteropo-
licukréw, ktérego obecnosé moze w zupelnosci tlumaczyé antywirusowe
wlasnosci sporyszu.

Inhibitor sporyszu hamuje infekcje WMT oraz czesciowo reprodukcje.
Przy koncentracji wyzszej od 0,2 mg/ml, wytrgca wirusa z roztworu
w formie parakrysztalow. Sam mechanizm hamowania infekcji polega,
najprawdopodobniej, na tworzeniu nieinfekcyjnych kompleksow z wi-
rusem albo na hamowaniu wnikania wirusa do komérki.

(Wplynelo: 15.12.1963)

SUMMARY

In aqueous extracts from ergot, as well as in buffer and 50% etanol, TMV
inhibitor was demonstrated.

By paper chromatography and etanol fractionation a preparation was obtained
the components of wich may account for the inhibitive properties of ergot.

The preparation contain 30% of proteins and 50% of galactomannans.

The preparation from ergot inhibits TMV infection and has little effect on
reproduction. It is very likely that the mechanism of infection inhibition depends
on formation of some noninfective compounds with TMV or inhibition of wvirus
penetration into the cell.
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