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Préby izolowania i indentyfikacji inhibitora wirusa mozaiki
tytoniowej (WMT) z niektérych gatunkéw purchawek
(Lycoperdon)

Attempts at isolation and identification of TMYV inhibitor from some species
of Lycoperdon

M. GUBANSKI |, M. SANIEWSKI

WSTEP

Bogatym Zrodlem inhibitoréw wiruséw roSlinnych sa grzyby. Niektore tego
typu czynniki antywirusowe wystgpujace w grzybach zostaly zidentyfikowane i maja
charakter antybiotykéw, jak np. trichotecyna — produkowana przez kultury ITri-
chothecium roseum (Bawden i Freeman 1952) i noformicyna — wyizolowana
z kultur grzyba Nocardia (Gray 1955).

Znanych jest tez wiele innych grzybow, nalezacych do réznych grup systematycz-
nych, w ktorych stwierdzono obecno$¢ inhibitoréw wiruséw roélinnych, ale natura
chemiczna tych zwiazkow jak dotad nie zostala poznana (Sudd, Yoshida i Sudé,
1949; Gupta i Price 1950; Utech i Johnson 1950; Slage, Wolcyrz i Price
1952; Klinkowski1954; Bobyr 1964).

Wystepowanie zwiazkow antywirusowych stwierdzono rdéwniez w porostach
(Moycho i wspotaut. 1959, 1960; Follmann i Villagran 1964).

W pracy niniejsze] podjeto proby izolowania i identyfikacji inhibitora wirusa
mozaiki tytoniowej z Lycoperdon piriforme 1 L.sp.

O wiasciwosciach antywirusowych purchawek, tj. Lycoperdon cruciatum Rostk.,
L. piriforme Schaeff., L. Wrightii Bk. et Curt. i Lycoperdon sp. donosza po raz pierwszy
Utech i Johnson (1950). Stwierdzili oni, Zze wyciagi wodne z tych gatunkéw po
zmieszaniu z WMT silnie redukuja powstawanie nekroz na lidciach hybryda Nico-
tiana tabacum x N. glutinosa.

Z kolei Klinkowski (1954) donosi o wlasnos$ciach inhibitorowych L. gemmatum
Batsch. Podaje przy tym, Ze inhibitor zawarty w ekstrakcie wodnym jest oporny
na podgrzewanie w ciagu 10 min. w temp. 100°C i nie eluuje si¢ eterem.
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MATERIAL T METODY

Do do$wiadczen stosowano odpowiednio rozcienczony preparat czystego wirusa
mozaiki tytoniowej otrzymany z tytoniu na drodze wysalania siarczanem amonu.

Roéling testowa byla Nicotiana glutinosa hodowana w szklarni po 6 szt. w
skrzynce. Doswiadczenia prowadzono po uformowaniu si¢ minimum 6 dobrze roz-
winigtych lidci. LiScie, uprzednio zroszone karborundem, zakazano wirusem lub
mieszaning wirusa z odpowiednim preparatem za pomoca tamponika z gazy przez
lekkie weieranie.

Zrédlem inhibitoréw byly dojrzate owocniki 3 gatunkéw purchawek; Lycoperdon
piriforme Schaefl., L. bovista L., L. sp. i gat. pokrewny rodzajowi Lycoperdon —
Bovista plumbea Pers., zbierane w miesiacach sierpien — wrzesien 1964 r. i prze-
chowywane w temp. pokojowe;j.

Frakcjonowanie wyciggdw prowadzono etanolem 969%. Metody: hydrolizy,
ilodciowego oznaczania i identyfikacji cukréw podane sa w innej naszej pracy
(Gubanski 1 Saniewski 1964).

OMOWIENIE WYNIKOW

1. Inhibitory wirusa mozaiki tytoniowej w wyciagach wodnych z purchawek.

Ekstrakty wodne sporzadzano przez silne roztarcie w mozdziezu | g powietrznie
suchej masy poszczegdlnych gatunkéw w 20 ml wody destylowanej. Tak przygo-
towany material wstawiano do lodéwki na 1 dobe, po czym odwirowywano, a ptyn
znad osadu przesaczano i badano na obecnos$¢ inhibitoréw. W tym celu ekstrakty
mieszano z wirusem w stosunku 1 :1 i weierano w gorna powierzchnig blaszki
lisciowej N. glutinosa. Kontrole stanowil wirus o takim samym rozciefczeniu.
Wiasnosci antywirusowe mierzono ilo§cia powstalych nekroz (tabela 1).

Tabela 1 — Table 1
Wplyw ekstraktow wodnych z kilku gat. rodzaju Lycoperdon i z Bovista
plumbea Pers. na ilo$¢ nekroz WMT na lisciach N. glutinosa
Influence of agqueous extracts from several species of genus Lycoperdon

and Bovista plumbea Pers. on the quantity of local TMV lesions
on the leaves of N. glutinosa

Quantity of local lesions on 6 halves of leaves

L. piriforme I sp: L. bovista |Bow‘5ra plumbea
S S N S S B
994 | o | 90 | o | 48 | 1 | a3 | 7

k — kontrola (control)
d — WMT +ekstrakt (TMV +-extract)
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Tabela 2 — Table 2

Wplyw temperatury i dializy na aktywnos¢ inhibitora z L. piriforme
Influence of temperature and dialysis on the activity of the inhibitor

from L. piriforme

llos¢ nekroz na 6 polowkach lisciowych N. glutinosa
Quantity of local lesions on 6 halves of leaves N. glutinosa

443

| WMT +-ekstrkat | WMT +-ekstrakt
Kontrola WMT +ekstrakt | podgrzany dializowany
Control TMV textract | TMV+heated | TMV+dialysed
' extract extract
|
265 | 4 7 5

Z nastepnej tabeli 2 wida¢, ze badany wyciag wodny z L. piriforme zachowuje
zdoIno$¢ hamowania nekroz po podgrzaniu na tazni wodnej w ciagu 15 min. w temp.
100°C oraz po 24 godzinnej dializie przez blony celofanowe wobec wody destylo-
wanej. Z otrzymanych wynikéw mozna sadzié, ze inhibitor z purchawek jest termo-
stabilny I ma natur¢ wielkoczasteczkowa.

2. Izolowanie inhibitora

30 g powietrznie suchych purchawek, celem odlipidowania, ekstrahowano
eterem dwuetylowym w aparacie Soxhleta w ciagu 5 godzin. Ekstrakt eterowy od-
parowywano, a purchawki zadawano 70%; alkoholem etylowym i po silnym roz-
tarciu pozostawiano w lodéwce na 1 dobe. Po oddzieleniu ekstraktu alkoholowego

material ponownie eluowano 70% etanolem, ale podgrzanym do temp. 70°C,
przez okres 15 min.

Tak potraktowane purchawki ekstrahowano z kolei woda jak w poprzednim
rozdziale. Pozostalo$¢ po odwirowaniu odrzucano, a przesaczony klarowny eluat
wodny zadawano etanolem 96% w stosunku 1 objetosci alkoholu na 1 objetosé
wyciagu i pozostawiano w lodéwee na okres kilku dni. Po uplywie tego czasu stra-
cony osad odwirowywano, a plyn znad osadu zadawano powtérnie 96 % etanolem
do korcowego stezenia alkoholu 80% z dodatkiem kilku ml kwasu octowego.
Wytracony osad, ktory byl preparatem antywirusowym oddzielano na drodze
wirowania i kolejno przemywano etanolem 96%, acetonem i eterem.

W wyniku powyzszych manipulacji z 30 g purchawek branych do analizy otrzy-
mywano okolo 150 mg powietrznie suchego preparatu barwy szarawej, dobrze
rozpuszczajacego si¢ w wodzie i silnie hamujacego powstawanie nekroz wirusa
mozaiki tytoniowe;j.

Oba ekstrakty alkoholowe odparowywano oddzielnie na promienniku podczer-
wieni 1 otrzymywano gesta, syropowata mase; z 70% wyciagu alkoholowego, uzy-
wanego do ekstrakcji na zimno, otrzymano 5 g takiej masy, a z takiego samego
wyciagu podgrzanego do temp. 70°C—2,5 g.
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Tabela 3 — Table 3
Wplyw kolejnych frakcji z L. piriforme na ilo$¢ nekroz WMT na lisciach N. glutinosa

Influence of the subsequent fractions from L. piriforme on the quantity of lesions TMV local
on the leaves of N. glutinosa

Liczba nekroz na 6 polowkach lisciowych
Number of local lesions on 6 halves of leaves

Frakcja
Fraction Kontrola Proba doswiadczalna
Control Experiment
1. Ekstrakt eterowy* |
Ether extract* : 504 [ 408
2. Ekstrakt 709, etanolu** ' :
70%, ethanol extract** 5 385 | 96
3. Ekstrakt 709, etanolu podgrzanego 1
do T0°C** | |
509, ethanol extract heated to 70°C** | 438 66
4, Frakcja wytracona z wyciagu wodnego Frakcja ta byla bardzo slabo rozpuszczalna
etanolem 969, w stosunku 1 :1 w wodzie i nie uzywano jej do badan
Fraction precipitated from aqueous This fraction was very slightly soluble in water
extract with 969, ethanol (1 : 1) and it has not been examined
5. Frakcja wytracona etanolem o koricowym
stezeniu alkoholu 809, ***
Fraction precipitated with ethanol with | !
the terminal concentration 809;%*** | 723 4

* Odparowany ekstrakt eterowy eluowano taks iloscia wody, aby koficowe stgzenie odpowiadalo stgieniu ekstrakiu
sporzadzonego z 1 g purchawek w 20 ml wody i mieszano z wirusem w stosunku 1 :1
The evaparated ether extract was eluated with such a quantity of water that its final concentration would correspond
the concentration of the extract prepared from | g of Lyceperdon in 20 ml of water. This was mixed together with virus
in relation 1 :1

** — Koncowe st¢zenie odparowanej frakcji po zmieszanin z wirusem wynosilo 1 mg/ml

Final concentration of evaporated fraction when mixed with virus was 1 mg/ml

*** __ Koncowe steienie preparatu po zmieszaniu z wirusem wynosilo 0,2 mg/ml
Final concetration of preparation when mixed with virus was 0,2 mg/ml

Aktywno$¢ antywirusowa poszczegdlnych frakcji przedstawiona jest w tabeli 3.

Jak wida¢ z wynikéw przedstawionych w powyzszej tabeli inhibitor z purchawek
nie ekstrahuje si¢ eterem, eluuje si¢ czgsciowo etanolem 709, zaréwno na zimno,
jak i na goraco i wytraca si¢ z wyciagéw wodnych etanolem o wysokim stgZeniu.

W podany wyzZej sposob otrzymano 2 X preparat inhibitora z Lycoperdon
piriforme 1 raz z Lycoperdon sp.

Wiasnos$ci antywirusowe tych preparatow stosowanych w réznych stezeniach
podane sa w tabeli 4.

3. Charakterystyka chemiczna preparatéw antywirusowych

Cze$¢ otrzymywanych preparatéw inhibitora z purchawek, po rozpuszczeniu
w niewielkiej iloSci wody, przy uzyciu mikropipetki naktadano kilkakrotnie na bi-
bul¢ Whatman nr 3 w postaci waskiego pasemka, a po wysuszeniu rozwijano w ukla-
dzie rozpuszczalnikéw: butanol — kwas octowy — woda (4 :2:2) na wysoko$é
okoto 10 cm.
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Tabela 4 — Table 4
Aktywno$é kolejno otrzymanych preparatow inhibitora z Lycoperdon piriforme i Lycoperdon sp.
na ilo$¢ nekroz WMT na liciach N. glutinosa

Activity of subsequently obtained preparations of inhibitor from Lyceperdon piriforme and
Lycoperdon sp. on the quantity of local TMV lesions on the leaves of N. glutinosa

Stezenie koncowe prreparatow w mg/ml
Terminal concentration of preparations in mg/ml

Zrédio inhibitora 0,5 | 0,2 | 01 | 005 [ 001
Source of inhibitor

Liczba nekroz na 6 polowkach lisciowych
Quantity of local lesions on 6 halves of leaves

k [d | k| da]]a|k|d]| k] d

Lycoperdon piriforme | 603 1 723 4 387 7 1034 | 45 928 | 453
762 11

Lycoperdon sp. 529 4 590 35

k — kontrola (Control)
d — WMT +inhibitor (TMV + inhibitor)

Tabela 5 — Table §
Lokalizacja inhibitora na chromatogramach po rozwinieciu preparatu antywirusowego z purchawek
w ukiadzie butanol — kwas octowy — woda (4 : 2 : 2) na podstawie liczby nekroz WMT
Localization of inhibitor in chromatograms after developing of the anti-virus preparation obtained

from Lycoperdon. Developing solvent: butanol-acetic acid-water (4 : 2 : 2). The number of TMV
lesions was used as an indicator of inhibitor presence

tn e Tlo$¢ nekroz na 6 polowkach lisciowych N. glutinosa
Zrodlo inhibitora

Sisiiien of Tabibitor Quantity of local lesions on 6 halves of leaves

N. glutinosa

- k I | 2 3 4 | s

L. piriforme 907 13 601 816 679 665
Lycoperdon sp. 808 1 713 617 725 744
Lycoperdon sp.* 845 13 1079 935 1093 924

k — kontrola, odcinek lezacy ponizej linii startowej,
control, segment below starting line
I — odcinek obejmujacy linig startowa
segment including starting line
2—5 — odcinki chromatogramu przylegajace kolejno do startu
consecative segments from starting line
* _ Preparat trzykrotnie rozwijano, aby jak najdalej przesunaé od startu smugi reagujace z ninhydryna; eyfry
2—5 w tym przypadku oznaczajq odcinki szerokosei kontroli (k) i startu 1), przylegajace kolejno do linii startowej, nie
reagujace z ninhydryna
In order to shift the places reacting with from the start as far as possible the preparation was developod three times,
Numbers 2—3 in this case mean the segments of the width of control (k) and of the start (1), adhering subsequen-
tly to the starting line, non reacting with ninhydrin
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Po wybarwieniu waskiego pasma rozwinigtego chromatogramu ninhydryna
pojawialo sig kilka barwnych smug, co swiadczy o obecnosci w badanym preparacie
wolnych aminokwasoéw. Aby si¢ przekona¢, jakie poloZzenie zajmuje na chroma-
togramie zwiazek odpowiedzialny za wiasno$ci inhibitorowe, chromatogram dzie-
lono na 5 czgsci biorac pod uwage wycinek chromatogramu wybarwiony ninhydryna,
a poszczegolne frakcje eluowano z bibuly buforem fosforanowym o pH 6,8 przez
2 dni w lodowce. Kontrolg stanowil w ten sam sposob eluowany wycinek czystej
bibuly o odpowiedniej szerokosci z rozwinigtego chromatogramu. Aktywnosé
anty-WMT kazdej frakcji badano po zmieszaniu z wirusem w stosunku 1 : 1. Uzy-
skane wyniki podane sa w tabeli 5.

Z wynikow przedstawionych w tabeli 5 wida¢ wyraznie, ze zwiazek odpowiedzial-
ny za wlasnos$ci anty-WMT pozostaje zawsze w miejscu naloZzenia go na chromato-
gram, nawet w wyniku kilkakrotnych rozwijan w stosowanym ukladzie rozpu-
szczalnikow.

Po kilkakrotnym rozwijaniu preparatéw inhibitora na chromatogramach eluowano
frakcje anty-WMT pozostajaca na starcie i hydrolizowano 1 N kwasem siarkowym
w zatopionych fiolkach szklanych na wrzacej tazni wodnej w czasie 610 godz.,
a z kolei hydrolizat, po uprzednim zaboje¢tnieniu weglanem baru (BaCOs), podda-
wano rozdzialowi chromatograficznemu w tym samym ukladzie rozpuszczalnikow.

Po wybarwieniu rozwinigtych chromatogramoéw ftalanem aniliny stwierdzono
obecno$¢ cukrowcdw, a po wywolaniu ninhydryna uwidacznialy si¢ 4 barwne smugi,
co $wiadczyloby o wystgpowaniu biatka wzglednie peptydu.

Na podstawie powyzszych wynikow i wynikoéw przedstawionych w tabeli 2
mozna przypuszczac, Zze o wlasnosciach antywirusowych preparatu z purchawek
decyduje wielocukrowiec.

W efekcie wielokrotnych powtdrzen chromatogramoéw stwierdzono, Zze Zaden
z cukréw hydrolizatu nie dawal reakcji z a-naftolem, co wyklucza obecnos¢ ketoz,
a przez wywolywanie ftalanem aniliny uwidacznialy si¢ 4 barwne plamy, ktére
zidentyfikowano jako; glikozg, mannoze, arabioze i 4-ta plame, ktorej poloZzenie
odpowiada potozeniu fukozy.

Z intensywnosci barw poszczegélnych cukréw na chromatogramach mozna
sadzié, ze w najwigkszej ilosci wystepuje glikoza, a w najmniejszej arabinoza.

Na elektroferogramach otrzymano 2 wyrazne plamy, z ktorych jedna, polo-
zona blizej startu to mannoza, a druga — to glikoza -+ arabinoza (ruchliwo$¢ tych
cukrow jest zblizona i dlatego brak rozdziatu).

Co do 4-go cukru obecnego na chromatogramach a niewidocznego na elektrofe-
rogramach, to przypuszcza sig, Ze jest nim najprawdopodobniej fukoza, bo jak wiado-
mo, ten tylko cukier na elektroferogramach daje wydtuzona plame (Foster 1962),
a poniewaz wystepuje w matych iloSciach — jest w ogoéle niedostrzegalny.

Nalezy podkresli¢ obecno$¢ tych samych cukréw prostych w preparatach anty-
wirusowych po hydrolizie zaréwno u L. piriforme, jak i u L. sp.

W preparatach inhibitora z L. piriforme oznaczono zawartos¢ cukréw reduku-
jacych, ktére w przeliczeniu na glikoze stanowia okoto 249/
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DYSKUSJA T WNIOSKI

Wysoka intensywnos$cia hamowania nekroz WMT, jak wykazano w niniejszej
pracy, charakteryzuja si¢ takze inne gatunki purchawek, tj. Lycoperdon bovista
L., L. sp. i gatunck pokrewny rodzajowi Lycoperdon — Bovista plumbea Pers.

Na podstawie powyZzej przedstawionych badan wlasnych mozna sadzi¢, Ze inhi-
bitor z purchawek ma najprawdopodobniej nature policukrowa. Mniej prawdopo-
dobne wydaje sig, aby ten wysokoczasteczkowy zwiazek antywirusowy byt biatkiem,
poniewaZ preparat inhibitora otrzymany przez wytracanie etanolem o koncowym
stezeniu 809 i przemywany 969, alkoholem charakteryzuje sie¢ wysoka aktywnoscia
biologiczna i jest termostabilny. Biatkiem o stosunkowo duzej odpornoéci na dzia-
fanie temperatury, a ktore hamuje powstawanie nzkroz WMT jest rybonukleaza.

Inhibitory WMT natury policukrowej znane sa takze w wielu innych grzybach.
I tak Bawden i Freeman (1952) z kultur grzyba Trichothecium roseum, oprocz
trichotecyny, wyizolowali wielocukier o wlasnosciach anty-WMT, w ktorym 459
stanowi d-galaktoza, a Takahashi (1942, 1946) otrzymat policukier o wlasnosciach
antywirusowych z drozdzy.

Wielocukrem réwniez jest inhibitor WMT z lisci klonu porazonych grzybem
Rhytisma acerinum Pers. (Gubanskii Saniewski 1964), z porostu Cetraria islan-
dica (Gubanski 1965) i najprawdopodobniej inhibitor z Claviceps purpurea (G u-
banski 1964). Wlasnosci antywirusowe wykazuje takze policukier otrzymany
z Torulopsis neoformans ztozony z ksylozy, mannozy i kwasu uronowego (Hirth
i Drouhet 1953).

Problem dokladniejszego poznania natury chemicznej inhibitora WMT z pur-
chawek i mechanizm jego dzialania wymaga dalszych szczegélowych badan.

Pani Doc. dr W. Maciejewskiej-Potapczykowej — skladam serdeczne podzigkowanie
za pomoc w przygotowaniu pracy do druku.

Streszczenie

Na drodze frakcjonowanwgo wytracania etanolem z wyciagdbw wodnych Lycoperdon piriforme
i Lycoperdon sp. otrzymano preparat o silnych wlasno$ciach hamowania reakcji nekrotycznej WMT
na lisciach Nicotiana glutinosa.

Na podstawie analizy chemicznej preparatu anty-WMT z purchawek i niektérych wlasnosci
inhibitora mozna sadzi¢, ze jest nim wystepujacy w tym preparacie policukier wzglednie policukry.
Cukrami wystepujacymi w preparacie po jego hydrolizie sa; glikoza, mannoza, arabinoza i prawdo-
podobnie fukoza.

Katedra Fizjologii Roslin
Uniwersytetu Lodzkiego
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SUMMARY

The preparation strongly inhibiting the local TMYV lesions occuring on the leaves of Nicotiana
glutinosa was obtained in the way of fractional precipitation with ethanol from aqueous solutions
of Lycoperdon piriforme and Lycoperdon sp.

Basing on the chemical analysis of the anti-TMV prepration from Lycoperdon and some of their
inhibitory properties, it can be assumed that it is a polysaccharide or polysaccharides. The saccha-
rides present in this preparation after its hydroysis are: glucose, mannose, arabinose and pro-
bably fucose.
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