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Inhibitor wirusa mozaiki tytoniowej z porostu
Cetraria islandica L.

A Tobacco Mosaic Virus inhibitor from Cetraria islandica L.
M. GUBANSKI

Moycho, Gubanski i Rennert (1959) stwierdzili obecnosé
silnych inhibitoréw wirusa mozaiki tytoniowej w wyciggach wodnych
z porostu Cetraria islandica L., a Moycho, Gubanski i Kedzio-
ra (1960) obecnosé¢ tego typu zwigzkéw w wielu innych porostach. Cho-
ciaz w pracach tych starano sie powigza¢ pewne zwigzki — gléwnie
kwasy porostowe — z antywirusowa aktywnoscig wyciggéw porosto-
wych, to jednak nie przeprowadzono badan systematycznych, badan, kto-
re z tego punktu widzenia nie budzilyby watpliwosci.

Z przedstawionych nizej doswiadczen mozna wmosi¢, ze chociaz
zwigzki typu kwaséw porostowych hamuja powstawanie mekroz wirusa
mozaiki tytoniowej, to jednak znacznie slabiej mniz frakcja policukrow-
cow. Zasadniczym czynnikiem warunkujgeym inhibitorowe wlasnosci
Cetraria islandica jest policukier zlozony z glukozy, galaktozy i mannozy.
Doswiadczenia przemawiajgce za stusznoscig tego zdania przedstawione
53 W niniejszej pracy.

MATERIAEL 1T METODY BADAN

Sposrod ro6znych porostéw wykazujacych inhibitorowe wlasnosci
w stosunku do WMT, do badan wybrano porost islandzki (Cetraria islan-
dica L.). Wybor ten podyktowany byl wzgledami praktycznymi, bowiem
porost ten mozna nabywa¢ w wiekszych flosciach w sklepach zielarskich.
Material taki postuzyl do doswiadczen.

Préby biologiczne ma obecnos$¢ inhibitoréw wykonywano na lisclach
N. glutinosa; zrddtem WMT byl odpowiednio rozcieAczony ipreparat czys-
tego wirusa. Inne szczegoly metodyczno-techniczne opisano w pracach
poprzednich (Gubanski 1963).

Préby chemiczne na obeanos$é¢ bialek i cukréw wykonywano powszech-
nie przyjetymi metodami. Azot oznaczano metodg mikro-Kieldahla.

Hydrolize materialu (30 mg preparatu) przeprowadzano w zatopio-
nych fiolkach szklanych z 1 ml kwasu siarkowego (0,5 N) w czasie
6—12 godz. na wrzacej tazni wodnej. Hydrolizat zobojetniano weglanem
baru, osad odwirowywano. Zawarto§¢ cukréow redukujagcych w hydro-
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lizatach preparatéw oznaczano metodg Hagedorna-Jensena wg Brze-
skiego i Kamiugi (1960).

Cukry identyfikowano ma drodze chromatograficznej i elektrofore-
tycznej. '

Elektroforeze cukréw przeprowadzano w buforze boranowym 0,05 M
o pH zasadowym w czasie 2—3 godzin przy napieciu 280 V.

Chromatogramy rozwijano technikg wstepujaca na bibule Whatman 1.
Rozwijacze przygotowywano stale swieze.

Do wybarwiania cukréw stosowano ftalan aniliny oraz alfa maftol;
przy wybarwianiu elektroforegraméw ftalan aniliny zakwaszano kwa-
sem octowym (Lederer 1955).

Do frakcjonowania wyciggéw stosowano wylgeznie etanol skazony
metanolem. ) :

IZOLOWANIE INHIBITOROW

Ekstrakcja acetonem. Porost poddawano kolejno dwojakie-
go rodzaju ekstrakeji: acetonowej i wodnej. Ekstrakeje acetonem pro-
wadzono (podobmie jak i wodng) w ciggu doby w temp. pokojowej, jak
i wyzszej, na lazni wodnej. Z prac poprzednich wiadomo, ze inhibitor
z porostéw jest termostabilny.

Do jednorazowej ekstrakcji brano 100—200 g plechy porostowej roz-
drobnionej w miynku od kawy.

Rozdrobniony porost zalewano 1/2 1 acetonu i podgrzewano na lazni
wodnej przez 40 min. Po odsgczeniu acetonu, przy uzyciu wodnej pompy
prézniowej, ekstrakcje powtarzano. Polgczone ekstrakty odparowywano
albo poddawano frakcjonowaniu ponizszym sposobem.

Ekstrakt acetonowy (4 obojetnosci) rozcienczano 1 obojetnoscia wody,
a wytrgcajagcy sie osad odwirowywano i suszono w temp. pokojowej.
Frakcja zawiera duza ilo§¢ barwnikéw oraz zwigzkéw rozpuszczalnych
w acetonie. Po odparowaniu plynu na dnie pozostal material o barwie
i konsystencji czarnej pasty do butéw.

Pozostaly klarowny plyn rozcienczano nadmiarem wody i zakwasza-
no 10% kwasem solnym. Po 24-godzinnym odstaniu plyn nad osadem
czesSciowo dekantowano, a czeSciowo odwirowywano. Po kilkakrotnym
przemyciu woda i eterem osad suszono w temp. pokojowej. Frakcja ta
zawiera gléwnie, jezeli mie jedynie, kwasy porostowe. Aktywnos¢ anty-
wirusowa poszczegdlnych frakceji podana jest w tabeli 1.

Z danych tych wida¢, ze zaré6wno ekstrakt acetonowy, jak i frakcja
kwas6éw porostowych wykazuja pewne wlasnosci antywirusowe. Te ostat-
nie jednak, nawet przy stez. 2,5 mg, hamujg reakcje nekrotyczng WMT
tylko czesSciowo, maftomiast ekstrakt wodny, z wielokrotnie eluowanej
acetonem plechy, zachowuje praktycznie niezmieniong aktywnos$é anty-
wirusows. Mozna stagd wnosi¢, ze w materiale tym wystepuja jeszcze
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zwigzki o innym charakterze, nierozpuszczalne w ace‘tome ‘posiadajgce
zdolnos$¢ hamowania nekroz.

Frakcjonowamnie ekstraktow wodnych Wyeluowany
acetonem porost zalewano wodg dedtylowana, nastepnie plyn wyciskano
przez gaze i wirowano. Tak sporzadzony dluat poddawano frakecjonowa-
nemu wytrgcaniu etanolem.

Tabela 1 — Table 1

Inhibitorowe wilasnos$eci ekstraktéow acetonowych z Cetraria islandi-
ca L.

Inhibitory properties of acetone extracts from Cetraria islandica L.

Ekstrakt ace- . . Frakcja kwaséw porostowych*)
tonowy Frakeja fbar\\.rmkéw C. islandica acid fraction
Acetone extract Dyeifraction, !
| Conc. 2,4 mg/ml [ Cone, 0,25 mg/ml
48 48 40 | 40 **
23 57 13 ' 31

* Odwazke kwasoéw porostowych zalewano wodg, a nastepnie
kroplami dodawano lug do uzyskania pH obojetnego.

A given amount of acid was dissolved in water and then
alkali added in a droplets until neutral pH was obtained.

** Liczba w liczniku odpowiada $redniej arytmetyczne] ilosci
nekroz przypadajgcych na lisé kontrolny, w mianowniku — liczbie
nekroz z preparatem .

The numerator — arithmetical mean number of lesions on one
half of a leaf; denominator — number of lesion after treatment.

1 objetos¢ ekstrakitu mieszano z 1 objetoscia 96°0 etanolu i pozosta-
wiano w lodéwce w czasie 24 godzin. Klarowny ptyn dekantowano a po-
zostalo$é wirowano. Osad eluowano wodg i ponownie poddawano wytrag-
caniu etanolem. Osad przechowywano w etanolu badz suszono w temp.
pokojowej.

Klarowny plyn zadawano 1/2 objetosci etanolu i kilkoma kroplami
kwasu octowego, a po usunieciu osadu dalszym nadmiarem etanolu
i zbierano wytrgcajagcy sie osad. Postepujagc w ten sposéb uzyskano
3 frakcje zwigzkéw, ktorych charakterystyke podano w tabeli 2.

Z danych w tabeli 2 wida¢, ze zwigzki antywirusowe wytracajg sig
z roztworéw przy stosunku etanolu do ekstraktu 75:25.

W oparciu o to rozeznanie, izolowanie zwigzkéw antywiruséw w dal-
szych do$wiadczeniach przeprowadzano nastepujgco: wyekstrahowany
material acetonem eluowano na gorgco 50° etanolem. Po ostudzeniu,
ekstrakt oddzielano: najpierw za pomoca gazy, a mastepnie wirowania
przy 3000 obrotéw/min. Klarowny plyn z kolei mieszano z etanolem
(1 objetose ekstraktu + 4 objetosci etanolu) i zakwaszano kwasem octo-
wym. Tak wytrgcony osad rozpuszczano w wodzie, usuwano nierozpusz-
czalne cze$ci na drodze wirowania, mieszano ponownie z etanolem w sto-
sunku 1:1, osad usuwano, a klarowny plyn zadawano dalszg porcja eta-
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nolu (80—20). Osad z kolei oddzielano i procedure powyzsza powtarzano
kilkakrotnie. Nastepnie preparat przemywano 2 X etanolem 96%, ace-
tonem i eterem.

Tabela 2 — Table 2

Hamowanie nekroz WMT przez wyciggi wodne z porostu Cetraria islandica L.
TMV lesions inhibitior by water extracts from Cetraria islandica L.

Frakcja wytracona przy
stosunku etanolu do wyciagu Hamowanie nekroz Rozpuszczalnosé w wodzie
Fraction precipitated Local lesion inhibition Solubility in water
at ethanol to extract ratio:
50+
50:50 —
43
Znaczna cr¢sé materiatu po
50 wyschnigeiu nierozpuszczalna
75:25 — w wodzie
3
After drying a great amount is
insoluble in water
Zwiazki po wyschnigciu roz-
MNadmiar etanolu 50 puszczalne w wodzie

Surpluss of ethanol 1 Compounds soluble in water
after drying

* Patrz objasnienie do tabeli 1. See explanations to table 1.

W wyniku tych zabiegéw na dnie probowki pozostawal biaty proszek
(frakcja a). Do badan chemicznych preparat taki poddawano dodatko-
wemu oczyszczaniu: po rozpuszczeniu w wodzie roztwor emulgowano

Tabela 3 — Table 3

Aktywnosé anty-WMT preparatow z Cetraria islandica L.

Activity of anti-TMV preparations obtained from Cetraria islandi-

ca L.*
Numer preparatu | 4 | 5 6o
No. of preparation | | |
Stezenie ‘ | f
i | a b | a | b a b
Concetration | | | | |
| | |
| 89 89 | !
1 mg/ml | = I = = = =
2 4 i
I 90 % | 39 | 29 58
0,1 mg/ml | == || == ] —_ -
| 6 ‘ 3| 2 |6 5

* Patrz objasnienia do tabl. 1. See explanations to tabl. 1.
** Preparat opracowany chloroformem. Preparation obtained
with chloroform.
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z chloroformem, odwirowywano, klarowny plyn (faza wodna), za$ wytra-
cano etanolem i opracowywano kolejno powyzszymi zwigzkami (etanol,
aceton, eter).

Nalezy jednak zauwazyé¢, ze z ekstraktéw porostowych sporzadza-
nych za pomocg 50% etanolu, a wytragconych 4 objetosciami etanolu,
przy dalszym zwigkszeniu stezenia etanolu mozna bylo uzyskaé jeszeze
dalszg porcje osadu (frakcja b), ktéra réznita sie od omowionej wyzej
frakeji a, brunatnym zabarwieniem. Sklad chemiczny hydrolizatéw obu
frakeji byl jednak taki sam, dlatego tez analize chemiczng ograniczono
tylko do frakeji a.

Ze 150 g plechy porostowej uzyskiwano 150—100 mg preparatu a,
oraz 20—30 mg preparatu b. Oba preparaty, chociaz wolno, rozpuszczajg
vie w wodzie i silnie hamujg reakcje nekrotyczng WMT na lisciach
N. glutinosa (tabl. 3).

Jest wielce prawdopodobne, ze zwigzki wchodzace w sklad tych
frakcji s w giéwnej mierze odpowiedzialne za anty-WMT wtasnoéci
porostow. Nawet jezeli przyjmie sie, ze izolowana ilo§¢ zwigzkéw odpo-
wiada ich rzeczywistemu stezeniu w porostach, chociaz w czasie izolo-
wania mogg zachodzi¢ znaczne straty, to ilos¢ ta jest wystarczajaca dla
wytlumaczenia aktywnosci antywirusowej wyciagow porostowych.

NATURA CHEMICZNA INHIBITOROW Z POROSTOW

Chociaz 94—96°0 masy preparatow hydrolizowanych zidentyfikowano
jako cukry redukujgce (w przeliczeniu na glikoze), to jednak istnieje
pewne prawdopodobienstwo, ze jest to mieszanina zwigzkéw. Z tego
wzgledu preparaty poddawano chromatografii bibulowej. Niestety me-
toda ta w tym przypadku okazala sie nie zadowalajgca, poniewaz reeluaty
z bibuly mie wykazywaly aktywnosci antywirusowej. Najprawdopodob-
niej bylo to zwigzane z ich adsorpcjg na bibule. Mozliwe do przyjecia
wyniki uzyskiwano jedynie przy zastosowaniu jako rozwijacza 80% eta-
nolu. Jak wida¢, jednak z tabl. 4, nawet w tym przypadku aktywnosé
reeluatu byla znacznie mniejsza niz preparatu wyjsciowego.

Niezaleznie od tych zastrzezen z wynikéw podanych w tabl. 4 widaé,
ze przy zastosowaniu 80% etanolu jako rozwijacza, inhibitory pozosta-
ja na starcie bibuly. Odpowiedni wycinek bibuly dawal ujemng reakcije
ninhydrynows, ujemna reakcje z blekitem fbromotymolowym (wybar-
wianie jak przy elektroforezie bialek) oraz mjemng reakcje z ftalanem
aniliny.

Z podanych powodéw analizy chemiczne ograniczono do preparatow
uzyskanych na drodze frakcjonowanego wytracania (tabl. 3 preparat 6 a).
Preparaty te dajg w probéwce ujemng reakcje biuretows (stez. 10 mg/m]l)
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oraz nie zawieraja azotu. Hydrolizaty preparatéow — dawaly.natomiast
dodatnig reakcje na cukry redukujace. _

Hydrolizaty nakladano na bibule Whatman 1 i rozwijano w réznych
rozwijaczach (butanol — etanol — woda (4:2:2), butanol — kwas octo-
wy — woda (4:2:2), metyoletyloketon fenol, alkohol izoamylowy — kwas
octowy — woda. Odcinki bibuly dawalty dodatnig reakcje z ftalanem
aniliny, ujemng z alfa-naftolem oraz ninhydryna. Mozna stagd wnosi¢, ze
podstawowym skladnikiem preparatow jest policukier zlozony z aldoz,
a z odcienia barwy — zZe sg nimi heksozy.

Tabela 4 — Table 4

Aktywnosé anty-WMT preparatow poddanych chromatografii na
bibule (rozwijacz — 80% etanol)

Activity of anti-TMV preparations separated by paper chromato-
graphy (developer — 80% ethanol)

Liczba nekroz na 1 poléwce lisciowej N. glutinosa

The number of lesion on one half of a N. glutinosa leaf

|
D WMT + preparat 1 2 | 3 4
Control I
101

92 | 1 14 ' 80 ' 95

* 1 = eluat z bibuly obejmujgcej linie startowg oraz strefe do
niej przylegajaca. Cyfry kolejne odpowiadajg odcinkom wyze]j le-
Zgcym. '

1 — extract of chromatogram including the starting the
adjucent zone. Number coresponds to successive sections of blot-
ting paper lying above.

Odpowiednie cukry, stosujagc chromatografie jednokierunkows (chro-
matogramy rozwijano jednokrotnie, dwukrotnie i trzykrotnie; przy uzy-
ciu réznych rozpuszczalnikéw) oraz elektrofereze z zastosowaniem bufo-
réw boranowych, zidentyfikowano jako: glukoze, mannoze i galaktoze.
Nie stwierdzono natomiast w hydrolizatach kwaséw uranowych oraz
pentoz. S : '

DYSKUSJA

W pierwszej pracy, w ktérej opisano obecnos¢ inhibitorow wirusa
mozaiki tytoniowej w .porastach, wskazano na kwasy porostowe jako
jeden z czynnikéw warunkujgcych te wiasnosci (Moycho, Guban-
ski, Remnert 1959). W dalszych pracach, w zwigzku ze stwierdze-
niem- w tym materiale rybonukleazy, enzymu, o ktérym wiadomo, ze
hamuje infekcje wiruséw, sugerowano réwniez zwigzek miedzy rybo-
nukleazg a antywirusowymi wlasnosciami wyciggéw porostowych. (R en-
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nert i Gubanski 1961). Niewatpliwie, czynniki te — kwasy poro-
stowe, rybonukleaza — skoro tam wystepuja, to w duzej mierze moga
wplywaé na iloé¢ wirusa mozaiki tytoniowej.

Obck nich jednak wporostach wystepuja policukry, ktore w zasad-
niczej mierze moga sankcjonowaé¢ inhibitcrowe wlasnosei wyciggow po-
rostowych.

Policukier ten posiada jakosciowy sklad bardzo zblizony do chemi-
celulozy wyizolowanej z porostu Cetraria islandica przez Granch-
stadtena i Percivala (1953). Chemiceluloza ta jednak zawiera
kwas uronowy i jest rozpuszczalna w lugu. Jezeli jednak kwasy uro-
nowe wystepujag w matych ilosciach, to wykrycie ich na dredze chroma-
tograficznej jest trudne.

Bardziej prawdopodobny jednak wydaje sie poglad, zgodnie z kto-
rym policukier ten jest mieszaning licheniny — polimeru glukozy i ga-
laktcmannanow — polimeru galaktozy mannozy; zaré6wno lichenina, jak
i galaktomannany sg rozpuszczalne w wodzie (Whistler i Smart
1953). Nalezy nadmieni¢, ze galaktomannonowg nature ma- inhibitor WMT
z lisci porazonych grzybem Rhytisma acerinum (Gubanski i Sa-
niewski 1964) oraz najprawdcpodobniej ze sporyszu (Gubanski,
1964). Nie jest wiec wykluczene, ze heteroglukony te, ze wzgledu mna
powszechne wystepowanie, sankcjonuja inhibitorewe wlasnosci wielu
grzybow, a byé moze i roslin wyzszych.

STRESZCZENIE

Na drodze frakejonowanego wytrgcania etanolem z wyciggdéw wodnych Cetraria
islandica L. wyizolowano policukier ztozony z glikozy, galaktozy i mannozy, Cukier
ten bardzo silnie hamuje nekiozy wirusa mozaiki tytoniowej na lisciach Nicotiana
};Iuthm.\-u_ Policukier ten moze byé w gléownej micrze odpowiedzialny za inhibito-
rowe wlasnosel wyciggow z porostow.

SUMMARY

In a process of fractional extrarctions by means of ethanol from water extracts
of Cetraria islandica, a polisaccharide composed of glicose, galactose and mannose
has been isolated.

The polisaccharide is a strong inhibitor of Tobacco Mosaic Virus lesions on
Nicotiana glutinosa leaves. This compound may account for inhibitory properties
of extracts from lichens.
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