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Het is nog slechts enkele jaren geleden, dat STANLEY (28) uit
sap van mozaiekzieke tabaksplanten een eiwit in kristalvorm
isoleerde, dat alle eigenschappen van het gewone tabaksmozaiek-
virus bleek te bezitten. Hij was uitgegaan van de veronderstel-
ling, dat het virus een gecompliceerd eiwit zou ziin en hij heeft
daarom bij de zuivering gebruik gemaakt van de methoden van
de eiwitchemie, die reeds bij de zuivering van enzymen met
succes toegepast waren.

De ontdekking van StTavrLEY baarde vooral dddrom opzien,
omdat het viruseiwit in den vorm van kristallen afgezonderd
was. Dit gold niet alleen als een bewijs voor de zuiverheid van
het geisoleerde viruseiwit, maar was bovendien moeiljjk in over-
eenstemming te brengen met de toen vrij algemeen heerschende
opvatting, dat het virus een levend organisme was. Toch was er
reeds eerder twijfel ontstaan over den aard van het virus, vooral
tengevolge van de ontdekking van een aantal viren, die een ge-
ringere afmeting bleken te hebben dan de enkelvoudige eiwit-
moleculen van het haemocyanine.

Zoo is dan opnieuw de onvruchtbare strijdvraag ontbrand,
of het virus al dan niet een levend organisme is. Men moet STaN-
LEY volkomen gelijk geven, wanneer hij beweert, dat de eenige
mogelijkheid om hierin tot een oplossing te komen is, door nauw-
gezet onderzoek een duidelijker beeld te verkrijgen betreffende
den aard van het virus. Dit is nog slechts met een klein aantal
viren gebeurd. Het gewone tabaksmozaiekvirus is van deze viren
wel het unitvoerigst bestudeerd.

1) Onderzoek verricht aan het Laboratorium voor Mycologie en Aard-
appelonderzoek te Wageningen (zie ook noot op blz. 119).
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De bedoeling van dit artikel is een systematisch overzich.t te
geven van de zuivering van het tabaksmozaiekvirus en van de
verdere onderzoekingen, die met dit gezuiverde virus verricht
zijn. De zuivering van andere viren zal daarbij slechts terloops
ter sprake gebracht worden.

I. CHEMISCHE ZUIVERING VAN HET VIRUS

a. Voorbehandeling en klaring van het sap.

Men gebruikt hiervoor bij voorkeur jonge, in vochtige om-
geving gegroeide tabaksplanten, die 4- 1 maand tevoren met het
virus geinoculeerd zijn. Zulke planten bevatten een maxinaum
hoeveelheid virus en slechts een geringe hoeveelheid moeilij k te
verwijderen kleurstoffen,

De planten laat men bevriezen, waarna het sap er door malen
gemakkelijker unitgeperst kan worden. STANLEY (29) voegt bj
dit extract Na,FFPO, om de pH constant te houden. BAWDEN
en PIRIE (2) voegen in plaats van Na,HPO, 0,05-0,1%, NaCN
toe, hetgeen twee voordeelen heeft:

le. Gisting door schimmels en bacterién in het sap wordt aldus
grootendeels voorkomen.

2e. Op deze wijze wordt voorkomen dat de toegevoegde P op
de een of andere manier aan het viruseiwit adsorbeert, waardoor
een verkeerd beeld van het P-gehalte van het eiwit zou kurnnen
worden verkregen. Aangaande dit P-gehalte bestaat nl. geen
overeenstemming.

Het sap wordt nu eerst geklaard. Hierbij worden de groene
bestanddeelen, die niet in opgelosten toestand in het sap v-oor-
komen, verwijderd. Dit kan op verschillende manieren gebeuren:

le. Door filtratie door celiet (STANLEY, 29). Celiet bestaat uit
gezuiverde infusoriénaarde van een bepaalde fijnheidsgraad.
Het celiet geraakt tijdens de filtratie gemakkelijk verstopt.
Daarom moet ook aan het sap een zekere hoeveelheid celiet toe-
gevoegd worden. De filtratie dient te geschieden bij een neutrale
pH, omdat het virus in zuur milieu aan het celiet adsorbeert,
terwijl het in alcalisch milieu snel geinactiveerd wordt.

2e. Door verhitting tot 70° C. (BAWDEN en Piri). Hierdoor
coaguleeren verschillende eiwitten, waarna de filtratie veel
vlotter verloopt.

3e. Bij sommige viren, zooals het aardappel X-virus, die wat
minder resistent zijn, is de verhitting minder goed toe te passen.
PraxkUCH en KAUscHE (21) passen bij de zuivering van dit virus
daarom een andere methode toe. Zij verkrijgen een klaring door
bij 0° C. CO, door het sap te leiden. Dezelfde methode was reeds
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toegepast door KENNETH SMITH en DoNcasTER (27) voor de
klaring van virushoudend sap voor de bepaling van de deeltjes-
grootte van het virus door filtratie door collodion-membranen.

b. Afscheiding van het virus uit het sap.

Het virus wordt in zijn hoedanigheid van colloidaal eiwit in
oplossing gehouden door de beide volgende eigenschappen:

le. Door het bezit van een watermantel. Het virus is echter
weinig gehydrateerd (= hydrophoob).

2e. Door de electrische lading. Deze is afhankelijk van de pH.
Bij een pH = 3,3 wordt het virus geheel ontladen, dit is het
iso-electrische punt.

De meest selectieve methode voor de afscheiding van het
virus is het uitzouten met (NH,),SO,. Hierdoor heeft tegelijk
een ontlading en een ontirekking van den watermantel plaats.
Bij een verzadiging van 25-309%, met dit zout kan men vrijwel
al het viruseiwit neerslaan, terwijl de normale planteneiwitten
in oplossing blijven. Tengevolge van het gering verschil in sg
tusschen de ammoniumsulfaat-oplossing en het virusneerslag,
laat dit laatste zich moeilijk volkomen uitcentrifugeeren. Het
wordt daarom ook wel door filtratie door celiet afgescheiden,
waarna het in gedestilleerd water van een pH="7 opgelost wordt.

BAwDEN en Piri (1) scheiden het virus af door de pH met
behulp van zoutzuur op het iso-electrische punt te brengen.
Deze methode is minder selectief: ook normale planteneiwitten
slaan onder die omstandigheden neer. Men lost het viruseiwit
weer op door toevoeging van NaOH tot een pH van 7—8 be-
reikt is. De normale planteneiwitten blijven dan grootendeels
onoplosbaar en zijn door centrifugeeren te verwijderen.

Men maakt vaak gebruik van een adsorbens. Zoo laat Stan-
LEY (29) het virus bij een pH van + 4,5 adsorbeeren aan celiet,
en wascht het er bij een pH = 8 weer uit (elutie).

Het mond- en klauwzeervirus is zeer gevoelig voor pH’s buiten
het gebied 7—9. Het gelukte aan Dr JansseN (12) dit virus te
adsorbeeren aan gips en het daarna weer te elueeren zonder de
pH te wijzigen. De adsorbtie heeft plaats na een gedeeltelijke
wateronttrekking door een alcohol-aether mengsel in een ver-
zadigde gipsoplossing. De andere eiwitten blijven in oplossing.
Het gipsneerslag wordt opgelost in ammonium-acetaat, waarbij
het virus eveneens in oplossing gaat. Dit kan dan met (NH,),SO,
neergeslagen worden.

Het tabaksmozaiekvirus kan, door het herhaalde malen te
precipiteeren en weer op te lossen, gezuiverd worden van de
kleurstoffen. Hiervoor bestaan echter betere methoden. Is het
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virus eenmaal zoover gezuiverd, dan kan men het in zwak zuur
milieu (pH = 5 door toevoeging van azijnzuur) met (NH,), SO,
neerslaan als fijne naaldvormige kristallen, die 0,02—0,03 mm
lang zijn (StaniEY, 29).

c. Verwydering van de kleurstoffen.

Hiervoor zijn verschillende methoden bedacht:

le. StanLEY gebruikte hiervoor aanvankelijk basisch lood-
acetaat, maar vond spoedig een betere methode (30). Bij de
waterige virus-oplossing voegt hij 5%, CaO-oplossing, waardoor
de pH op 8 gebracht wordt, daarna wordt getfiltreerd door celiet.
Uit het filtraat zijn de kleurstoffen dan grootendeels verdwernen.

2e. RiscHKOV en GROMYEKO (24) behandelen de virus-oplossing
achtereenvolgens met 2%, en 19, kool. Dit is een zeer geschikte
methode. De kleurstoffen adsorbeeren aan de kool, terwijl vrij-
wel al het virus in oplossing blijft. De kool kan verwijderd wor den
door centrifugeeren of door filtratie door celiet.

3e. Door te centrifugeeren met een zeer hoog toerental kan
men het virus zonder kleurstoffen afscheiden (2, 43).

4e. BAwDEN en PIrIE (1) verkrijgen een volkomen kleurloos
preparaat door de virus-oplossing gedurende één nacht te be-
handelen met 0,29, trypsine bij 38 °C en een pH = 8. Zij be-
schouwen de kleurstoffen, die vooral in oude planten veel voor-
komen, ten deele als oxydatieproducten van het virus, welke
zeer moeilijk van het virus te scheiden zijn. Zij worden echter
door de trypsine-behandeling ontleed.

II. ZUIVERING MET BEHULP VAN DE ULTRA-CENTRIFUGE

a. Afscheiding van het virus.

Met behulp van de ultracentrifuge is het mogelijk virusd eel-
tjes en andere zware eiwitmoleculen unit een oplossing neer te
slaan door de versterking van de zwaartekracht. Men kan reeds
een kracht van 1.000.000 X de zwaartekracht bereiken. Dit is
slechts mogelijk door een groot aantal omwentelingen per min uut
en een kleine straal.

Centrifugaalkracht = m% = 47°mn’R.

m = massa; R = straal; n = aantal omwentelingen.

De grens wordt hier gesteld door den aard van het materiaal.
Zelfs staal wordt bij deze kracht gemakkelijk uiteengetroklzen.

De zuivering vindt plaats door het plantensap afwisselend te
centrifugeeren in minder snelle centrifuges, waarin het virus in
oplossing blijft, maar de grovere bestanddeelen precipiteeren,
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en in ultracentrifuges, waarin het virus neerslaat.

De voordeelen van deze methode zijn de snelle zuivering en
het weinig ingrijpende karakter van de behandeling. Hierdoor
is het mogelijk geworden verschillende weinig stabiele viren te
zuiveren, welke bovendien in veel geringere concentraties in het
plantensap voorkomen dan het gewone tabaksmozaiekvirus.
Deze methode is veel toegepast door WYCKOFF (49), 0.a. bij het
ring-spot virus. Hij verkreeg sterk geconcentreerde viruspraepa-
raten, die blijkbaar bestonden uit eiwitten met een zeer hoog
moleculair gewicht. Talrijke viren zijn aldus geisoleerd uit ver-
schillende gewassen.

De hoeveelheid virus, die zoo verkregen werd, was echter
meestal gering, terwijl ook de gevoeligheid en de korte levens-
duur van deze viren een nader onderzoek bemoeilijkten. Het is
dan ook feitelijk in het geheel niet bewezen, dat deze viren niets
anders dan eiwitten met een zeer hoog moleculair gewicht zijn.

b. Zware etwitten in sap van gezonde rlanten.

Onlangs deden LoriNg, OsBoRN en WYCKOFF (17) een ont-
dekking, welke aan de resultaten verkregen door de zuivering
met de ultracentrifuge een in nog sterker mate hypothetisch
karakter verleende. Zij isoleerden uit sap van mozaiekzieke
boonen- en erwtenplanten door ultracentrifugatie een drietal
zware eiwitten, waarin een zekere concentratie van de virus-
activiteit merkbaar was. Zij isoleerden echter uit de gezonde
planten deze zelfde drie zware eiwitten. Hun conclusie was, dat
de virusconcentratie zoo klein was, dat er geen sedimentatiegrens
was waar te nemen, 0f dat deze geheel samenviel met die van
één van de drie normaal voorkomende zware eiwitten.

PricE en WyCKOFF (22) vonden ook in andere planten de-
zeltde zware eiwitten. Zij blijken iets.lichter te zijn dan de deel-
tjes van het gewone tabaksmozaiekvirus en de daaraan verwante
komkommer-viren. Het is daardoor mogelijk deze viren grooten-
deels van het normale zware planteneiwit te scheiden door ge-
durende korte tijden te centrifugeeren.

Dezelfde zware eiwitten komen ook in tabak- en tomaat-
planten voor, zij het in sterk wisselend gehalte (BAWDEN en
P1rig, 4). De oorzaak dat men ze niet eerder ontdekt heeft, is
de groote gevoeligheid van deze eiwitten, waardoor zij tijdens
de langdurige chemische zuivering reeds lang vernietigd zijn.
Zij kunnen direct al niet tegen het bevriezen en evenmin tegen
de verhitting. Zij denatureeren snel bij kamertemperatuur en
slaan door zuur-toevoeging irreversibel neer. Door trypsine wor-
den zij gemakkelijk ontleed. De zuivering van de weinig stabiele
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viren door de ultracentrifuge wordt er echter zeer door bemoei-
lijkt.

III. CONCENTRATIEBEPALING VAN HET VIRUS

a. Door middel van het infectievermogen.

Het infectievermogen van een viruspraeparaat wordt bepaald
door dit in verschillende verdunningen uit te wrijven op de
bladeren van planten zooals Nicotiana glutinosa, Datura stramo-
nium of Phaseolus vulgaris, die op elk binnengedrongen virus-
deeltje reageeren met een necrotisch vlekje (= local lesion),
zonder dat er een uitbreiding van de symptomen plaats heeft.
Men kan met een hoeveelheid van 10 gram van het gezuiverde
viruspraeparaat opgelost in 1 cc water nog infectie verkrijgen.

Het gebruiken van meerdere verdunningen is noodig, omdat
er geen eenvoudige evenredigheid bestaat tusschen de virus-
concentratie en het aantal ,,local lesions” (BEst, 7). Bij zwakke
verdunningen daalt het aantal ,local lesions” lang niet in die
mate als de virusconcentratie. Een concentratie van -+ 10 gram
virus per cc is de meest geschikte voor de bepaling.

Er bestaan echter groote individueele verschillen in gevoelig-
heid tusschen verschillende planten en zelfs tusschen de wver-
schillende bladeren van één plant. Hierdoor is de concentratie-
bepaling nooit zeer nauwkeurig. Oudere bladeren reageeren met
minder necrotische vlekjes. Men past daarom vaak de ,halve
blad”’-methode toe, wanneer men slechts twee objecten heeft te
vergelijken. Bij gebruik van 40—50 bladeren van Phaseolus 2ul-
garis kan dan een verschil van 109, vastgesteld worden (LorIixa,
15). Met Nicotiana giutinosa kan onder die omstandigheden pas
een verschil van 209, aangetoond ‘orden.

b. Door middel van de serologische activiteit.

Wanneer men het virus brengt in het bloed van bepaalde
dieren (b.v. van een konijn), dan worden hierin antistoffen ge-
vormd. Het beste is, dat men volkomen gezuiverd virus in het
bloed spuit, want anders moet men het anti-serum eerst laten
inwerken op sap van gezonde planten (CHESTER, 8). Ook deze
methode is niet zeer nauwkeurig, daar de hoeveelheid precipi-
taat, die men verkrijgt, in sterke mate afhankelijk is van de ver-
houding, waarin het virus en het anti-serum bij elkaar gebracht
worden.

De methode heeft echter enkele voordeelen:

le. Het resultaat wordt snel verkregen. Op de verschijning
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van de ,local lesions” moet men ’s winters daarentegen soms
wel twee weken wachten.

2e. Onder bepaalde omstandigheden treedt er tijdens de zuive-
ring een aggregatie van de virusdeeltjes op, waardoor de infectie-
proeven geen juist beeld meer geven van de virusconcentratie.
De serologische activiteit wordt hierdoor echter niet in het minst
beinvloed.

Een nadeel is, dat door bepaalde behandelingen het infectie-
vermogen van het virus verloren kan gaan, terwijl het reactie-
vermogen met het anti-serum intact blijft.

Indien het virus en het anti-serum in optimale combinatie
gemengd worden, dan is dit mengsel inactief. Door verhitting
tot 78° C en pepsine-behandeling kan men er het karakteris-
tieke viruspraeparaat echter weer uit vrij maken (BAWDEN en
Piriz, 1).

IV. EIGENSCHAPPEN VAN HET GEZUIVERDE VIRUS

a. De virus-suspensie.

Een neutrale, waterige oplossing van het viruseiwit is eenigs-
zins opalescent, maar kleurloos. Wanneer deze vloeistof in be-
weging wordt gebracht, dan vormen er zich slierten in met een
zijdeachtige glans. Dit is een gevolg van den langgerekten vorm
van de virusdeeltjes. Om de optische activiteit te meten moet
men de vloeistof op een pH = 11 brengen. Dan verdwijnt de
opalescentie. De virus-activiteit gaat echter tegelijkertijd ver-
loren. Men vindt onder die omstandigheden een specifieke
draaiing van — 0,43° per mg N (STANLEY, 29).

Wanneer men een virus-suspensie met een voldoend hooge
virusconcentratie (> 2 %,) eenigen tijd stil laat staan, dan vormen
er zich twee lagen (BAWDEN en Pirig, 1). De onderste laag is
waterhelder en dubbelbrekend. Dit is een gevolg van de zeer
hooge virusconcentratie, waardoor de virusdeeltjes zich richten.
De bovenste laag, evenals de oorspronkelijke suspensie, vertoont
dit verschijnsel alleen als zij in beweging wordt gebracht: stroo-
mings-anisotropie. Ook dit is een gevolg van het zich richten van
de virusdeeltjes en niet het gevolg van optredende spanningen
(LAU¥FER, 13). Hierop wijst o.a. het feit, dat de dubbele breking
nog eenigen tijd te zien is na het ophouden van de strooming,
terwijl zij vrijwel niet optreedt, wanneer het viruseiwit opgelost
wordt in vloeistoffen, die ongeveer dezelfde brekingsindex heb-
ben als het viruseiwit,.

Volgens BAwDEN en PiriE (1) zou het sap van gezonde tabaks-
planten geen stroomings-dubbele breking vertoonen: volgens



104

TaranasHI en RawrLins (41) daarentegen wel, mits het sap niet
van te voren bevroren is. Het verschijnsel is hier wel veel zwaklker.
Misschien wordt het veroorzaakt door de zware eiwitten in ge-
zonde planten, dis immers door bevriezing vernietigd worden..

b. De viruskristallen.

Deze zijn naaldvormig en hebben een lengte van + 20 g en
een diameter van + 0,4 u. Het zijn feitelijk geen echte kristallen,
daar de rangschikking slechts in twee richtingen regelmatig is.
De langgerekte deeltjes hebben zich slechts zijdelings langs elkaar
gelegd; zij vormen zgn. vloeibare kristallen. De kristalvorm is
dan ook zeker geen bewijs voor de zuiverheid van het viruseivvit,
want deeltjes van gelijken vorm, maar van ongelijke samen-
stelling kunnen evengoed dergelijke kristallen vormen. Deze
vezelstructuur is gebleken uit het X-stralen-diagram (BaAwDEN
en PIrIE, 1).

Spiervezels geven een dergelijk beeld te zien, terwijl ook bij
deelingen van de celkern een dergelijke oriéntatie optreedt. Men
mag hieruit dan ook niet besluiten, dat het virus geen levend
organisme is.

Het is echter niet onmogelijk, dat met een betere techniek
drie-dimensionale viruskristallen verkregen zouden kunnen wror-
den, daar zulke kristallen, die virus-activiteit bezitten, weél in
de planten voorkomen (Berwar, 26). Bovendien heeft men een
ander virus (het Bushy stunt virus van de tomaat) in volledig
kristallijnen vorm als rhombische kristallen kunnen afscheiden
(BAwWDEN en PigIEg, 3).

Verder is uit het X-stralen onderzoek nog gebleken, dat de
intramoleculaire ruimten bij het uitdrogen van het viruseiwit
gelijk blijven. Slechts de afstanden tusschen de virusstaafjes
veranderen. Dit wijst er op, dat het virus een massief eiwit is
zonder intern water. Dit stemt overeen met het hooge sg (1,37).
In dit opzicht wijkt het virus dus volkomen af van de bacterién.

c. Vorm en grootte van de virusdeeltjes.

De diameter van de afzonderlijke virusdeeltjes kan dogr
X-straal metingen worden vastgesteld. Deze bedraagt 4+ 150A.
De lengte is op deze wijze niet vast te stellen. Volgens BAWDEN
en PIirie (1) moet de lengte minstens 10 X de diameter be-
dragen, af te leiden uit de virusconcentratie, waarbij anisotropie
optreedt. Dit gebeurt bij een concentratie, waarbij de deeltjes
elkaar beinvloeden, wat afhankelijk is van hun lengte. Uit deze
afmetingen en uit het sg var 1,37 is een moleculair gewicht te
berekenen voor het virusdeeltje van tusschen de 10 en 20 millioen.
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Ook de ultracentrifuge kan men gebruiken voor het bepalen
van het moleculair gewicht (WyckoFF, BISCOE en STANLEY, 46).
Men bepaalt dan de sedimentatie-constante (= een maat voor
de sedimentatie-snelheid) door gedurende korten tijd met een
zeer groot aantal omwentelingen te centrifugeeren. Men schakelt
daardoor den invloed van de diffusie uit. De virusconcentraties
worden gemeten tijdens het centrifugeeren met behulp van op-
tische methoden (JAEGER, 11). Heeft men één enkele, homogene
stof, dan ziet men een scherpe sedimentatiegrens. Dit is bij het
tabaksmozaiekvirus vaak het geval, wat echter geen absoluut
bewijs is voor de zuiverheid, want verschillende stoffen kunnen
dezelfde sedimentatie-constante hebben. In vele gevallen is er
een vage, of zijn er meerdere sedimentatiegrenzen gevonden.
Hierop zal later nog worden teruggekomen.

Uit de sedimentatie-constante leidde men aanvankelijk een
moleculairgewicht af van -4~ 17.000.000. Bij deze berekening had
men echter aangenomen, dat de virusdeeltjes bolvormig waren.
Dit is echter allerminst het geval. Uit viscositeits-metingen van
virus-oplossingen van verschillende concentratie konden Framp-
TON en NEURATH (9) afleiden, dat de virusdeeltjes + 37 X zoo
lang waren als hun diameter is. Berekeningen op deze basis
leveren een mol. gew. van 42.500.000, dus 24 maal zoo hoog als
oorspronkelijk werd aangenomen (LAUFFER, 14).

Dit is een buitengewoon hooge waarde voor een eiwitmole-
cuul. Men kent geen enzymen met een mol. gew. boven 100.000,
terwijl men tot voor kort meende, dat in sap van gezonde tabaks-
planten geen zwaardere eiwitmoleculen voorkwamen dan met
een gewicht van 30.000.

In dergelijke groote moleculen kunnen gemakkelijk bindings-
verschuivingen, isomeren en polymerisaties optreden, waarbij
de oorspronkelijke eigenschappen vrijwel behouden blijven. Hier-
uit zou volgens STANLEY (29) het voorkomen van een groot aan-
tal stammen van het tabaksmozaiekvirus en het optreden van
mutaties verklaard kunnen worden.

d. Chemische samenstelling van het virus.

Deze is geheel die van een eiwit. BAWDEN en PIRIE (1) geven de
volgende percentages op: 519, C, 7,1% H, 16,7% N, + 0,5%, S
en 0,5%, P. Het percentage S wisselt sterk. Bovendien bevat het
virus + 2,59, koolhydraat. De P en het koolhydraat zijn af te
scheiden als nucleinezuur. Aanvankelijk beweerde STANLEY (31),
dat door dialyse bij een pH van 8—9 het nucleinezuur geheel
verwijderd kan worden, zonder dat het virus zijn infectiever-
mogen verliest. Volgens BAwDEN en PIrit kunnen onder deze
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omstandigheden inderdaad het nucleinezuur en de fosfor afge-
scheiden worden, maar gaat hiermee een evenredige daling wvan
het infectievermogen gepaard. Waarschijnlijk was in het virus-
praeparaat van STANLEY nog een spoortje P aanwezig, dat echter
niet meer aangetoond kon worden. Latere onderzoekingen wan
STANLEY bevestigen nl. de waarnemingen van BAWDEN en PIRIE.
Nog een aanwijzing, dat het nucleinezuur een integreerend be-
standdeel van het viruseiwit vormt, is het feit, dat het nucleine-
zuur in het viruseiwit niet aangetast wordt door nuclease.

Het tabaksmozaiekvirus heeft dus het karakter van een
nucleoproteine. Dit is eveneens het geval met alle andere tot
nu toe geanalyseerde viren. In dit opzicht onderscheidt het virus
zich scherp van enzymen, die nimmer kerneiwit bevatten. Vol-
gens Rawrins en Takamasur (23) bestaat een belangrijk deel
van het materiaal van spermatozoén-koppen uit dubbelbrekemnde
nucleoproteinen in vloeibaar kristallijnen toestand en zou het
daarom niet onmogelijk zijn, dat het virus een organisme is, dat
uit dergelijke nucleoproteinen bestaat. Het virus onderscheidt
zich echter van alle andere micro-organismen door het feit, dat
het uitsluitend uit nucleoproteinen bestaat. Door hitte-ontleding
verkrijgt men alleen nucleicezuur en gedenatureerd eiwit, terwijl
geen diffundeerbare bestanddeelen aangetoond kunnen worden
(BAwDEN en PIrIE, 1). Opmerkelijk is echter, dat het nucleine-
zuur van het virus van een ander karakter is, dan het nucleine-
zuur van de celkernen van de planten en de meeste micro-or ga-
nismen. Dit laatste bevat nl. desoxypentose, terwijl het nucleine-
zuur van het virus een koolhydraat bevat van het ribose-ty pe.

V. VERGELIJKING VAN VERSCHILLENDE VIRUS-ISOLATIES

a. Hetzelfde virus uit verschillende waardplanien.

Men heeft het tabaksmozaiekvirus gewonnen uit verschillen de,
uiteenloopende planten, zooals tabak, tomaat (LORING en STAN-
LEY, 18), spinazie, Phlox en zelfs uit weefselcultures van toma at-
wortels (STaNLEY, 39). Het viruseiwit uit al deze planten ver-
kregen, heeft dezelfde chemische samenstelling, hetzelfde iso-
electrische punt, dezelfde sedimentatie-constante. Het is even
infectieus en ook serologisch volkomen identiek. Toch bezitten
de Phlox-planten niet de geringste serologische verwantschap
met de tabaksplanten. Dit vormt een sterke aanwijzing, dat het
geisoleerde eiwit inderdaad het virus is.

Slechts de virusconcentratie is in de verschillende planten
niet dezelfde. Terwijl uit tabak per liter sap + 2 gram van het
gewone tabaksmozaiekvirus verkregen kan worden, bedraagt
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de virusopbrengst uit tomaatplanten ruim 1 gram en uit spinazie
slechts 0,15 gram (STaNLEY, 37). Ook is de virusopbrengst uit
hevig zieke planten grooter dan uit minder zieke planten. Dit
geldt ook voor andere viren. Zoo kunnen tabaksplanten, welke
aangetast zijn door het ring-spot virus soms schijnbaar herstellen.
Zij zijn dan immuun voor een tweede infectie met het virus,
maar bevatten dit toch nog in onveranderden toestand. De hoe-
veelheid virus in zulke planten bedraagt slechts 1/, van de hoe-
veelheid, die in zeer zieke planten voorkomt.

b. Verschillende stammen van het tabaksmozaiekvirus,

Het is gebleken, dat tusschen de viruseiwitten van de ver-
schillende stammen van het tabaksmozaiekvirus wél verschillen
bestaan. Deze zijn echter zeer gering. Zoo zijn volgens STANLEY
(31) de kristallen van het aucubamozaiekvirus iets grooter,
terwijl het virus iets minder oplosbaar is en een 209, grootere
sedimentatie-constante heeft. Dit alles wijst er op, dat de aucuba-
virusdeeltjes iets grooter zijn, hetgeen bevestigd wordt door
ultrafiltratie proeven. Volgens BAWDEN en PIrIE (1) is het ver-
schil zelfs nog geringer. Ook het gewone strepenvirus van de
tomaat wijkt weinig af. Hiervan zijun de kristallen iets kleiner
(zie tweede deel van dit artikel, blz. 119 e.v.).

Ook de komkommermozaiek-viren no 3 en 4 zijn door BAWDEN
en PIriE (2) als naaldvormige kristallen afgescheiden. Deze
wijken iets sterker af van het gewone tabaksmozaiekvirus. Hun
iso-electrische punt ligt bij een pH van 4,8 (pH 3,3 bij het ge-
wone tabaksmozaiekvirus). In verband hiermee is het interes-
sant dat het komkommersap een veel hoogere pH bezit dan het
tabakssap (resp. 7,8 en 5,8). Deze komkommerviren komen
alleen voor in de familie van de Cucurbitaceae, terwijl het ge-
wone tabaksmozaiekvirus niet op deze planten overgebracht
kan worden. Het is dus merkwaardig, dat er niettemin verwant-
schap bestaat tusschen deze viren. Deze verwantschap is door
BawDEN en PIrIE (2) langs serologischen weg nader onderzocht.
Dit is gebeurd door zgn. kruis-adsorbtie-proeven. Men laat
het anti-serum eerst reageeren met het verwante virus in opti-
male verhouding en daarna met het virus, waartegen het serum
gemaakt is. Men vindt dan, dat anti-gewoon mozaiek-serum, na
gereageerd te hebben met het aucubavirus, niet meer reageert
met het gewone mozaiekvirus. Hieruit volgt, dat het gewone
mozaiekvirus geen enkel serologisch werkzaam bestanddeel
bevat, dat het aucubamozaiekvirus niet eveneens bevat. Het
omgekeerde blijkt niet het geval te zijn. BAWDEN en PIRIE vin-
den de volgende ,,factoren’-samenstelling:
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gewoon mozaiek . . . . ., . . AB
aucuba mozaiek . . . . ... ABC
enation mozaiek . . . . ... ACD

De factor A is verreweg de sterkste en blijkt eveneens voor
te komen in de komkommerviren no 3 en 4. De factor A schijnt
echter een combinatie van twee andere factoren te zijn, die in
deze viren niet in dezelfde verhouding voorkomen.

c. Andere viren.

Er zijn reeds verschillende andere viren gezuiverd en geanaly-
seerd, waaronder het aardappel X-virus of het latente mozaiek-
virus en het Bushy stunt virus van de tomaat. Zij blijken allen
te bestaan uit nucleoproteinen. Zij vertoonen echter geen sero-
logische verwantschap met het tabaksmozaiekvirus. De deeltjes
van het Bushy stunt virus zijn niet langgerekt. Er komt bij dit
virus dan ook nimmer anisotropie voor, terwijl het 3-dimensio-
nale, rhombische kristallen vormt (BAwDEN en PirIE, 3). Het
aardappel X-virus vertoont wel een stroomings-dubbele breking,
maar men heeft nooit naaldvormige kristallen kunnen verkrij gen
(BAWDEN, 26). In het algemeen verschillen de geisoleerde virus-
eiwitten sterker naarmate zij ook pathologisch meer uiteen-
loopen.

Bij vergelijking van de concentraties, waarin al deze viren
(ook die, welke uitsluitend door ultracentrifuge verkregen zijn)
in het plantensap voorkomen, blijkt dat het tabaksmozaiek-
virus een uitzonderlijke positie inneemt. Van dit virus is nl. ge-
middeld 2 gram per liter plantensap aanwezig; van alle andere
viren daarentegen slechts 0,001—0,1 gram (STANLEY, 34).

VI. DE INACTIVEERING VAN HET VIRUS

8. De tnwerking van enzymen.

Toevoeging van trypsine aan het viruseiwit heeft wel een
bijna volkomen verlies van het infectievermogen ten gevolge,
maar dit is niet het resultaat van een proteolytische werking.
De inactiveering voltrekt zich oogenblikkeljk en is onafhanke-
lijk van de pH. Het blijkt dan ook een werking van de trypsine
op de plantencellen te zijn. Wanneer men de trypsine weer uit
de virus-suspensie verwijdert, herkrijgt deze haar oorspronke-
lijke activiteit (BAWDEN en PIrIE, 1).

Over de werking van pepsine zijn de onderzoekers het niet
geheel eens. Volgens proeven door STANLEY uitgevoerd met
ongezuiverd virus zou het tabaksmozaiekvirus door pepsine
geinactiveerd kunnen worden; volgens BAWDEN en PIRIE is deze
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inactiveering niet grooter dan die welke onder overigens dezelfde
omstandigheden (lage pH, hooge temperatuur) zonder pepsine
toevoeging optreedt.

Met enkele andere enzym-houdende praeparaten, zooals
papaine en clupeine, kan men het virus uit een verdunde, neu-
trale oplossing neerslaan zonder dat het infectievermogen ver-
loren gaat.

Men kan dus wel aannemen, dat het tabaksmozaiekvirus niet
merkbaar door proteolytische enzymen gehydrolyseerd wordt.
In dit opzicht gedraagt het virus zich evenzoo als organismen.
De nucleoproteinen, die in het sap van gezonde planten voor-
komen, worden daarentegen gemakkelijk door verschillende
proteolytische enzymen ontleed. Ook de eiwitten met hoog mole-
culair gewicht, die in gezonde planten voorkomen, kunnen door
trypsine gemakkelijk afgebroken worden (BAwDEN en PiIRrIE, 4).

b. Denaturatie van het virus.

Men kan het virus op verscheidene manieren inactiveeren.
Hiermede gaat echter niet steeds een denaturatie van het virus-
eiwit gepaard. Wanneer echter door bepaalde behandelingen het
viruseiwit denatureert, dan verdwijnt ook steeds het infectie-
vermogen.

Een dergelijke denaturatie treedt op wanneer men het virus-
eiwit in een neutrale oplossing onder toevoeging van een weinig
zout verhit tot 90° C. Het eiwit slaat dan P-vrij neer. Uit de
bovenstaande vloeistof kan men door toevoeging van een mine-
raal zuur het nucleinezuur precipiteeren (BAWDEN en PiriEg, 1).
Eenzelfde denaturatie verkrijgt men door ijsazijn aan het virus-
eiwit toe te voegen. Ook bij een te hooge pH wordt het viruseiwit
gedenatureerd.

c. Inactiveering met behoud van de etwitstructuur.

Men kan de virus-activiteit op verschillende manieren ver-
nietigen zonder dat het karakter van het viruseiwit aanmerkelijk
gewijzigd wordt.

le. Door uitdrogen. Men behoudt een oplosbaar nucleopro-
teine, dat onder dezelfde omstandigheden neerslaat als het ac-
tieve viruseiwit (BAWDEN en PIrIE, 1).

2e. Door bestraling met ultraviolet licht. Het virus wordt
door ongeveer dezelfde golflengten geinactiveerd als bacterién.
Er is echter een meer dan 100 maal zoo sterke bestraling voor
noodig. De meest werkzame stralen zijn die, welke het sterkst
geadsorbeerd worden door het viruseiwit (STANLEY, 35).

3e. Door behandeling met formaline, H,0, of HNO,. Blijjkbaar
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is in al deze gevallen de inactiveering het gevolg van een zelfde
soort reactie, waarschijnlijk een oxydatieproces. Dezelfde ina.cti-
veering treedt ook op na herhaalde filtraties door celiet, dat
wellicht als katalysator functioneert voor de oxydatie door de
O, van de lucht (LorING en STANLEY, 18).

In al deze gevallen blijft de serologische werkzaamheid geheel
onveranderd, terwijl ook de kristalvorm behouden kan blijwven.
Deze eigenschap van het virus zal, wanneer zij eveneens voor-
komt bij voor dieren pathogene viren, van groote beteekenis
kunnen worden voor de bereiding van vacecins.

Ook uit oudere planten kan men dergelijk geinactiveerd, maar
toch uitkristalliseerbaar viruseiwit verkrijgen. Dit geina. cti-
veerde viruseiwit kan door trypsine gemakkelijk ontleed worden,
waardoor het mogelijk is het actieve virus zuiver te krijgen.

Het feit, dat het infectievermogen van het virus vernietigd
kan worden zonder dat de structuur van het viruseiwit belang-
rijk gewijzigd wordt, wijst er op, dat het infectievermogen berust
op het bezit van bepaalde actieve groepen. Naar den aard van
deze groepen hebben Ross en STANLEY (25) een nader onderzoek
ingesteld. Zij behandelen het virus met formaline. De virus-
activiteit daalt, terwijl tegelijkertijd bepaalde aminozuur- en
reduceerende groepen (tryptophaan en indol nucleine) in a.an-
tal afnemen. Wanneer de formaline door dialyse bij pH 3 wer-
wijderd wordt, treedt een gedeeltelijk herstel van de virus-activi-
teit en van genoemde groepen op. Naarmate de inwerking van
de formaline langer geduurd heeft, is het herstel na de verwijde-
ring van de formaline geringer. Een gedeelte hiervan laat =zich
dan niet meer door dialyse verwijderen. Verschillende amino-
zuren reageeren met formaline op overeenkomstige wijze. Deze
reactie verloopt meestal sneller, maar is aanvankelijk eveneens
reversibel. Er treedt waarschijnlijk eerst een losse verbinding op,
die na verdere reactie in een stabiele chemische verbinding owver-
gaat.

VII. ZUIVERHEID VAN HET VIRUS

a. Aanwijzingen, dat het etwit identiek is met het virus.

In het voorgaande zijn reeds verschillende feiten vermeld, die
er op wijzen, dat het geisoleerde eiwit met hoog moleculair
gewicht werkelijk het virus is (STANLEY, 36):

le. Het infectievermogen van het sap van zieke planten blijkt
vrijwel volkomen geconcentreerd te-worden in het geisoleerde
eiwit.

2e. Men. heeft dit eiwit alleen kunnen isoleeren uit sap van
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zieke planten. Het eiwit reageert niet met serum verkregen door
inspuiting van gezond sap.

3e. Uit zeer verschillende planten, die onderling niet de minste
serologische verwantschap vertoonen, wordt volkomen hetzelfde
viruseiwit geisoleerd.

4e. Het adsorbtiespectrum van het viruseiwit komt gebheel
overeen met het destructiespectrum van de virus-activiteit.

5e. Denaturatie van het eiwit gaat steeds gepaard met ver-
nietiging van de virus-activiteit.

b. Pogingen om de virus-activiteit van het etwit te scheiden.

Men zou zich kunnen voorstellen, dat het virus op de een of
andere manier aan het geisoleerde eiwit geadsorbeerd is. Dit
eiwit moet dan een reactieproduct van de plant zijn, daar het
alleen in zieke planten voorkomt. De hoeveelheid virus zou in
dat geval zeer gering moeten zijn, nl. niet meer dan 19, van het
gezuiverde materiaal, omdat men anders deze onreinheid van
het eiwit had moeten ontdekken.

Wanneer deze veronderstelling juist is, zal het virus nog aan-
merkelijk kleiner moeten zijn dan de eiwitmoleculen, en de aard
van het virus zou er dus zeker niet minder raadselachtig door
worden.

Om hieromtrent zekerheid te verkrijgen heeft men op velerlei
wijze getracht de virus-activiteit van het eiwit te scheiden. Dit
is echter nimmer gelukt. Na een tiental herkristallisaties is de
virus-activiteit nog volledig in het eiwit geconcentreerd (STAN-
LEY, 29). Dit is echter geen absoluut bewijs voor de zuiverheid.

Wanneer wij echter te doen hebben met een eiwitdrager, waar-
aan de virusdeeltjes geadsorbeerd zijn, dan zal deze adsorbtie
hoogstwaarschijnlijk afhankeljk zijn van de pH, d.w.z. van de
electrische lading van de eiwitdeeltjes. Men zou dan na centri-
fugatie van het viruseiwit bij pH’s aan beide zijden van het
iso-electrische punt een verschillende adsorbtie moeten vinden.
Dit is echter niet het geval. Steeds blijkt de virus-activiteit
evenredig te zijn met de hoeveelheid eiwit met hoog moleculair
gewicht (StanLEy, 32). Dit blijkt ook nog het geval te zijn,
wanneer tevoren verschillende andere proteinen, waaraan het
virus eventueel zou kunnen adsorbeeren, toegevoegd zijn. Ook
door dialyse of filtratie onder verschillende omstandigheden
bleek het niet mogelijk de virus-activiteit van het eiwit te schei-
den, zoodat het wel zeker is, dat er van geen adsorbtie sprake is.

c. Verontreiniging met gelijksoortige deeltjes.
Er bestaat nog wel altijd een mogelijkheid, dat de virusdeeltjes
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vermengd zijn met geheel overeenkomstige niet actieve deeltjes,
die dan ongeveer hetzelfde iso-electrische punt, dezelfde sedi-
mentatie-constante enz. moeten bezitten. Dit is bij de virus-
kristallen van StaNLEY werkelijk het geval gebleken. Dit is
aangetoond door de zeer gevoelige, anaphylactische reactie:
Guinea-biggetjes, behandeld met eiwit van gezonde tabaks-
planten, reageerden duidelijk op de naaldvormige kristallen. Dit
was het gevolg van een geringe verontreiniging met zware eivwit-
ten uit gezonde planten. Na behandeling met trypsine blijft deze
reactie uit (BAwDEX en PIrIE, 2). Het viruspraeparaat wordt
door deze behandeling tevens mooier homogeen wat betreft de
sedimentatie-constante. Ook kan het aldus van geinactiveerd
virus bevrijd worden. Volgens MarTIN, BaLLs en McKINNEY
(19) is de hoeveelheid trypsine-resistent eiwit aanmerkelijk ge-
ringer dan aanvankelijk werd aangenomen. Het is dan ook niet
uitgesloten, dat er dergelijke inactieve deeltjes in het virus-
praeparaat aanwezig blijven, want in het gunstigste geval hebben
wij -+ 107*° gram viruseiwit noodig voor een infectie en deze
hoeveelheid vertegenwoordigt nog altijd een groot aantal eiwit-
moleculen (BAWDEN, 26), nl.:

aantal mol. per gr.mol. 60 x 107 — 15 x 0%,

mol. gew. x 10 © 40 x 10% x 100

VIII. AGGREGATIE-TOESTAND VAN HET VIRUS.

In bijna alle opzichten heeft het gezuiverde virus dezelfde
eigenschappen als het virus, zooals het in het plantensap voor-
komt. Er zijn echter verschillende aanwijzingen, dat er tijdens
de zuivering een lineaire aggregatie van de virusdeeltjes op-
treedt. KENNETH SMITH en DoNcasTER (27) hadden dit ver-
schijnsel reeds opgemerkt bij de filtratie van de virusdeeltjes
door collodion-membranen voor de bepaling van hun grootte.
Zij voerden een gedeeltelijke zuivering uit om te voorkomien,
dat het filter te snel verstopt raakte. Dit had echter spoedig tot
gevolg, dat de virusdeeltjes niet langer door dezelfde kleine
porién gefiltreerd konden worden als voor de zuivering. Men had
hiervan in het bijzonder last, nadat wijzigingen in de pH van het
plantensap waren opgetreden. Volgens TARKAHASHI en RAWLINS
(42) is de aggregatie-toestand afhankelijk van de pH. Bj een
pH = 7 vinden zij tengevolge vanm een geringere aggregatie
een geringere stroomings-dubbele breking en een grooter infec-
tievermogen dan bij een pH = 5,6. Een overeenkomstige wa.ar-
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neming deed LAUFFER (14). Volgens hem nemen de viscositei$
en de stroomings-dubbele breking van de virus-oplossing toe bij
de nadering van het iso-electrische punt tengevolge van een line-
aire aggregatie. Bij het bereiken van dit punt daalt de viscosi-
teit plotseling sterk door een zijdelingsche associatie van de
virusdeeltjes.

Volgens BAwDEN en PIRIE (1) heeft er tijdens de zuivering
een aanmerkelijke lineaire aggregatie van de virusdeeltjes
plaats. De X-straal metingen wezen er reeds op, dat de staaf-
vormige deeltjes waarschijnlijk opgebouwd zijn uit lineair ge-
rangschikte deeltjes, die zeer veel korter zijn. Ock de aniso-
tropie is volgens hen veel kleiner in het onbehandelde tabakssap
dan in een gezuiverde virus-oplossing van dezelfde concentratie.
In het algemeen is de serologische activiteit van de virusprae-
paraten evenredig met het infectievermogen. Vergelijkt men
echter het gezuiverde virus met het oorspronkelijke wvirus-
houdende sap, dan blijkt bij een gelijk blijvende activiteit
t.0.v. het antiserum, het virushoudende tabakssap enkele malen
zoo infectieus te zijn als het gezuiverde virus. Door de aggre-
gatie wordt het aantal virusdeeltjes kleiner en daardoor het
infectievermogen geringer ; de hoeveelheid eiwit blijft gelijk en
dus ook de hoeveelheid precipitaat met het anti-serum. Ook
de filtreerbaarheid wordt veel geringer. In het ongezniverde sap
ligt de grens bij een poriéngrootte van 53 m g, in de gezui-
verde virus-oplossing bij een poriéngrootte van 450 m u.

Deze resultaten zijn volkomen in strijd met de bewering van
WycrorFr, Biscor en STANLEY (46), dat de sedimentatie-con-
stante gelijk zou zijn voor het viruseiwit in het ongezuiverde
plantensap, voor het gecentrifugeerde en voor het chemisch
gezuiverde viruseiwit. BAWDEN en PiriE veronderstellen, dat
misschien reeds tijdens het centrifugeeren een aggregatie van
de virusdeeltjes plaats heeft. LoRING, LAUFFER en STANLEY (16)
hebben dit nader onderzocht. Zij geven toe, dat een drastische
chemische behandeling tot zuivering van het virus, en in het
bijzonder een langdurig blootstellen van het virus aan hooge
zoutconcentraties, een lineaire aggregatie van twee virusdeel-
tjes kan veroorzaken, waardoor een iets grootere sedimentatie-
constante optreedt. Drie sedimentaties door middel van de
ultracentrifuge hadden echter geen irreversibele aggregatie
tengevolge, zooals bleek uit infectie- en filtratieproeven en uit
metingen van de stroomings-dubbele breking. Volgens Wyckorr
(45) kan men in sap van planten, die langer dan één maand
tevoren geinoculeerd zijn, de zwaardere deeltjes met een iets
grootere sedimentatie-constante direct aantreffen. terwijl het
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virus uit planten, die pas een week tevoren geinoculeerd zijn,
zelfs niet door de behandeling met zouten tot aggregatie zou
kunnen worden gebracht.

Wanneer men bedenkt, dat BAWDEN en PIrRIE aan de vol-
gens hen geaggregeerde virusdeeltjes 4- dezelfde afmetingen
toekennen als de Amerikaansche onderzoekers aan de volgens
hen enkelvoudige virusdeeltjes, en wanneer men tevens bedenkt,
dat de Engelsche onderzoekers veel grootere verschillen vinden,
dan die het gevolg zouden kunnen zijn van het zich aan elkaar
hechten van twee virusdeeltjes, dan is het niet duidelijk, hoe
men deze resultaten met elkaar in overeenstemming kan brengen.

IX. VORMING VAN HET VIRUS IN DE PLANT.

a. Samenhang met X-bodies en hexagonale kristalplaten.

De hexagonale kristalplaten, die in de cellen van viruszieke
planten voor kunnen komen, zijn echte kristallen en bezitten
virus-activiteit. Deze kristallen komen in hoofdzaak slechts voor
bij het gewone en het aucuba tabaksmozaiekvirus, hetgeen
waarschijnlijk verband houdt met de hooge concentraties,
waarin deze viren in het plantensap voorkomen. Het meest
treft men de kristallen aan bij het aucubamozaiek, waarvan
het eiwit iets minder oplosbaar is dan van het gewone tabaks-
moraiek (STANLEY, 34). Het is aan Miss BEaLE (6) gelukt door
zaur-toevoeging deze kristalplaten uiteen te doen vallen in
naaldjes, die een groote overeenkomst vertoonen met de virus-
naaldjes van STANLEY.

BAawDEN en Miss SHEFFIELD (5) verkregen door inwerking
van verschillende eiwitachtige stoffen, zooals protaminen, his-
tonen of clupeine, op het viruseiwit bij een neutrale pH onop-
losbare complexen, die gelijken op X-bodies. Zij veronderstellen,
dat in de zieke plant stoffen gevormd worden, die op een der-
gelijke wijze met het virus reageeren. De X-bodies en de kristal-
platen zouden dan dus niet uitsluitend uit virus bestaan, en hun
vorming zou niet in de eerste plaats van de virusconcentratie
athankelijk zijn. Een bevestiging hiervan is onlangs gevonden
door KAUSCHE (47), wien het gelukt is hexagonale kristalplaten
in vitro te verkrijgen door gezuiverd viruseiwit toe te voegen
aan sap van mozaiekzieke tabaksplanten, dat alleen door een
koolbehandeling gezuiverd was.

b. Het etwitgehalte van de viruszieke plant.
De virusproductie verloopt na de inoculatie zeer snel, zoodat
de hoeveelheid virus na vier dagen reeds vermillioenvoudigd
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is (STaNLEY, 33). Hiermede gaat gepaard een toename van de
hoeveelheid oplosbaar eiwit in de plant tot minstens het 5-vou-
dige van de hoeveelheid, die in gezonde planten voorkomt.
Minstens 80 %, hiervan bestaat uit viruseiwit. De hoeveelheid
oplosbaar eiwit met laag moleculair gewicht neemt iets af Het
is aan MagrTiN, Barrs en McKinvey (19) gebleken, dat de hoe-
veelheid onoploshaar eiwit echter tegelijkertijd zoo sterk af-
neemt, dat de totale hoeveelheid eiwit in de plant ongeveer
gelijk blijft. Dit behoeft echter nog niet te beteekenen, dat het
virus gevormd wordt uit de onoplosbare eiwitten van de gezonde
plant; het is ook mogelijk, dat tengevolge van de virusproductie
de productie van het onoplosbare, normale planteneiwit ge-
remd wordt, en dat dit eiwit geleidelijk afgebroken wordt.

Men kan zich voorstellen, dat het virus gevormd wordt uit
een van de drie volgende normale eiwitbestanddeelen van de
gezonde plant:

le. Uit het onoplosbare eiwit. Hiervoor pleit de omstandig-
heid, dat dit eiwit in de zieke plant in aanmerkelijk geringere
hoeveelheid voorkomt. De onoplosbare nucleoproteinen be-
vatten echter nucleinezuur, dat van een ander type is dan het
nucleinezuur van het viruseiwit. Een ander bezwaar tegen deze
hypothese zal onder 3e genoemd worden.

2e. Uit de oplosbare eiwitten met een hoog moleculair ge-
wicht. Volgens THORNBERRY en McKINNEY (44) komt ook dit
eiwit minder voor, naarmate de plant langer ziek is geweest.
Ook hier bestaat echter de mogelijkheid, dat de productie van
dit eiwit tengevolge van de virusinfectie gestagneerd is. Het
eiwitt wijkt echter in zijn eigenschappen vri sterk af van het
viruseiwit; zoo bevat het geen P.

3e. Uit de eiwitten met laag moleculair gewicht (maximaal
30.000). Deze hypothese acht men vrij algemeen de meest waar-
schijnlijke. Het virus wordt nl. gereproduceerd in planten, die
zoodanig verschillen, dat zij alleen de kleinere, niet serologisch
actieve bestanddeelen gemeenschappelijk hebben. Het wvirus
zou dus opgebouwd worden uit tamelijk eenvoudige bestand-
deelen. BAWDEN en PiriE (1) hebben in gezond tabakssap een
betrekkelijk eenvoudig nucleoproteine gevonden, dat 19, P
bevat, en dat tot nu toe nog niet aangetoond is kunnen worden
in sap van viruszieke planten. Het kan gemakkelijk ontleed
worden door sommige proteolytische enzymen en slaat niet
neer bij een 50 9Y,-ige verzadiging met (NH,),SO, Misschien
wordt het virus uit dit eiwit gevormd.
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c. Stanley’s hypothesen betreffende de reproductie van het virus.

Aanvankelijk vergeleek STANLEY (29) de virusproductie met
de autokatalytische omzetting van trypsinogeen in trypsine,
wanneer er een kleine hoeveelheid van deze laatste stof aan
toegevoegd wordt. Het eenige verschil was volgens STANLEY,
dat voor de vorming van het tabaksmozaiekvirus de aanwezig-
heid van levende cellen noodzakelijk is. Dit verklaarde hij door
aan te nemen, dat de stof waaruit het virus gevormd moet
worden een onstabiel eiwit is, dat alleen bestaanbaar is in ver-
binding met de levende cel. Men kan zich een dergelijke auto-
katalytische virusproductie alleen voorstellen uit een ongeveer
gelijke stof, waarbij tijdens de reactie energie vrijkomt: ketting-
reactie. Wij hebben echter gezien, dat het waarschijnlijker is,
dat het virus opgebouwd wordt uit veel kleinere eiwitdeeltjes,
waarbij juist energie opgeslagen wordt.

Daarom heeft STaXLEY een nieuwe theorie opgesteld (38).
Hij gaat er daarbijj van uit, dat in de levende cel zeer uniteen-
loopende bestanddeelen voorkomen. De meer ingewiklzelde
bestanddeelen worden door middel van enzymatische processen
uit de meer eenvoudige gevormd. De meest complexe zijn de
eiwitten en volgens de nieuwste inzichten van de eiwitchemie
bestaan er intracellulaire proteinasen, die in staat zijn eiwitten
te synthetiseeren, gelijk aan hun eigen structuur. STANLEY
neemt nu aan, dat op dezelfde wijze het virus gevormd wordt.
Hij oppert de mogelijkheid, dat door inbrenging van virus de
vorming van deeltjes van dezelfde structuur wellicht op de-
zelfde wijze bevorderd wordt als het geval is bij kristallisaties
tengevolge van het inbrengen van een enkel kristal.

X. DE AARD VAN HET VIRUS.

Het karakter van het virus is tweezijdig. Eenerzijds gelijkt
het op een levend organisme, voor zoover betreft zijn patho-
geniteit en zijn vermogen tot reproductie en mutatie binnen
delevende cellen van een aantal geschikte waardplanten. Aan den
anderen kant heeft het virus het karakter van een groot molecuul
met constante physische en chemische eigenschappen. Men mag
de virusdeeltjes dan ook zeker niet beschouwen als onzicht-
baar kleine bacterién. Dit blijkt wel het duidelijkst uit de beide
volgende, reeds vermelde eigenschappen:

le. Bij ontleding van het virus komen alleen eiwitbouwstoffen
en nucleinezuur vrij.

2e. Het virus bezit geen intern water.

Het is dus een eiwit zonder meer. Alle tot nu toe bekende
organismen bestaan daarentegen uit een eenheid, waarin een
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wisselwerking tusschen verschillende soorten moleculen binnen
een bepaald systeem plaats heeft.

Er doet zich nu de vraag voor of het mogelijk is, dat binnen
het systeem van een enkel molecuul een zoodanige wisselwer-
king plaats kan vinden, dat een dergelijk molecuul de eigen-
schappen verkrijgt van een levend organisme. Sommige onder-
zoekers achten dit mogelijk (GOoRTNER, 10); zij beschouwen de
virusdeeltjes als naakte kernen, die voor hun voeding afhanke-
ljk zijn van de waardplanten. Het zou echter zeer voorbarig
zijn het overgangskarakter van het virus op te vaiten als een
stadium in de evolutie van njet-levend naar levend. Een andere
mogelijkheid is, dat wij bij de viren te maken hebben met micro-
organismen, die tengevolge van hun parasitisme bepaalde func-
ties verloren hebben, die overgenomen zijn door het omrin-
gende plasma van de waardplant (ANDREWES, 26). Dit proces
zou wellicht voort kunnen schrijden tot slechts een enkel kern-
molecuul overblijft. Er dient hier opgemerkt te worden, dat
het zeer goed mogelijk is, dat de grootere, minder stabiele viren,
die zich moeilijk tot onderzoek leenen, verschillende overgangen
vormen van het virus-organismenaar het normale micro-organisme.

Wij zijn hiermede teruggekeerd tot het in de inleiding aan-
geroerde probleem, of het virus al dan niet een levend orga-
nisme is. Er is feitelijk geen onweerleghaar bewijs aan te voeren
voor de stelling, dat het virus geen levend organisme zou zijn.
Reeds eerder is uiteengezet, dat de kristalachtige structuur
van het virus geen bewijs vormt. Qok de omstandigheid, dat
het tot nu toe niet gelukt is het virus buiten de levende cel te
vermenigvuldigen, bewijst niets, daar een obligaat parasitisme
ook bij hoogere organismen voorkomt. Zelfs het feit, dat er
geen ademhaling vastgesteld kon worden, kan niet als een bewijs
gelden, daar ditzelfde evenmin gelukt is bij sommige zaden en
bacterie-sporen.

Het is trouwens moeilijk een juiste definitie van het leven te
geven. Als de meest typische eigenschap van het leven kun-
nen wij echter wel beschouwen het vermogen tot vermenig-
vuldiging door deeling en groei. Dit houdt in, dat alle deel-
tjes niet volkomen gelijk kunnen zijn. De vloeibare kristallen
wijzen echter slechts op een ongeveer gelijken vorm van de deel-
tjes van het tabaksmozaiekvirus. Ook de sedimentatiegrens is
niet zoo scherp, dat men er uit mag besluiten tot een volkomen
gelijkheid van de virusdeeltjes.

Men weet niet of de opbouw van het virus geschiedt door de
plant of door het virus zelf. Een aanwijzing, dat de plant hierbij
een rol speelt, is het feit, dat een aanzienlijke vermenigvuldiging
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van het virus in het algemeen slechts plaats grijpt bij een goede
groei van de plant. Het is echter heel goed mogelijk, dat dit
slechts beteekent, dat de plant onder deze omstandigheden
beter in staat is opnieuw de grondstoffen te produceeren, welke
gebruikt worden voor de virusvorming, en die anders spoedig op-
gebruikt zouden zijn. Wanneer het gelukken zou het virus buiten
de levende cel t> vermenigvuldigen, dan zou bewezen zijn dat
de opbouw door het virus zelf geschiedt. Nu vermelden PATRICK,
Laipraw en ErLrorD (20), dat zij uit rioolslijk een virus geiso-
leerd hebben - ter grootte van het vacciniavirus, dat inderdaad
op kunstmatige voedingsbodems gekweekt kan worden. Ook
dit is een aanwizing voor het bestaan van overgangsvormen
tusschen het tabaksmozaiekvirus en de gewone micro-organis-
men. Wi zullen ons dan ook moeten wennen aan de gedachte,
dat de grens tusschen leven en dood niet zoo scherp te trekkken
is als wij ons dat altijd voorgesteld hebben. Evenzeer zullen wij
ons vertrouwd moeten maken met het bestaan van infectieuze
moleculen, waarvan het al dan niet levende karakter problema-
tisch is. De naam infectieuze nucleoproteinen door BAWDEN
en PIRIE aan deze deeltjes gegeven, laat dit karakter terecht
buiten beschouwing en geeft overigens den aard van de virus-
deeltjes nauwkeurig weer.

EIGEN ONDERZOEK ¥)

ZUIVERING VAN HET TABAKSMOZAIEKVIRUS EN VAN
HET GEWONE STREPENVIRUS VAN DE TOMAAT.

Beide viren werden geisoleerd uit Rhenensche tabaksplanten.
De met het eerste virus te infecteeren tabaksplanten werden
gekweekt in een druivenserre, waar zij in een vochtige, bescha-
duwde omgeving stonden. De met het strepenvirus te infec-
teeren planten stonden daarentegen in een warenhuiskas in de
volle zon en in een aanmerkelijk drogere atmosfeer. Het sap
van deze laatste planten bleek dientengevolge een veel groo tere
hoeveelheid bruin pigment te bevatten. De tabaksplanten in
de druivenserre vertoonden na het afsnijden een sterkere blad-
misvorming, waarbij de bladeren vaak ten deele draadvormig
werden. De planten hadden een ruime bemesting met stalmest
(N-rijk) ontvangen om een weelderige bladontwikkeling te ver-
zekeren.

De tabaksplanten werden ruim een maand na de inoculatie
*) Dit onderzoek heeft ten deele plaatsgevonden in samenwerking
met Dr. Janssen op het laboratorium van het StaatsVeeartsenijkundig

Onderzoekingsinstituut, hetgeen mogelijk was dank zij de welwillende
medewerking van den directeur van dit instituut, Dr. Frenkel.
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afgesneden en aan bevriezing blootgesteld. De opnieuw uitge-
groeide planten werden 2} maand later nogmaals afgesneden.
De bevroren planten werden gemalen in een eenvoudige vruch-
tenmolen. Aan het sap werd Na-cyanide toegevoegd ter voor-
koming van gisting. Het bleek dat § gram per liter sap niet vol-
doende was, zoodat later 1 gram per liter toegevoegd werd.

Een gedeelte van het sap werd onmiddellijk gefiltreerd door
celiet (Hyflo super cel) ongeveer volgens de methode van Stan-
LEY. Er werd echter minder celiet aan het sap toegevoegd dan
STANLEY gebruikte, omdat er steeds een zekere hoeveelheid
virus in het celiet achterbleef en er toch reeds een goede filtratie
plaats had bi gebruik van -+ 20 gram per liter in plaats van
40 gram. Voor de filtratie werd de pH van het sap door toe-
voeging van ammonia op 7 gebracht en na de filtratie werd de
celietkoek 2 maal uitgewasschen met gedestilleerd water.

De rest van het sap werd eerst verwarmd, ongeveer volgens
de methode van BawpeN en Pirik. Daar de uitvlokking van
het eiwit grootendeels geschiedde tusschen 55 en 60° C. werd
het sap slechts verwarmd tot 65° C. en daarna snel afgekoeld.
Toch had deze behandeling steeds een achteruitgang van het
infectievermogen tengevolge, in het bijzonder bij het gewone
tabaksmozaiekvirus. Later trad vaak eenig herstel van het in-
fectievermogen op. Na de verwarming werd het sap gefiltreerd
door een dunne laag celiet. Verwarmd sap van gezonde planten
kon zelfs door enkel filtreerpapier gefiltreerd worden.

Het infectievermogen werd bepaald door van de verschillende
viruspraeparaten verdunningen te maken, welke overeenkwamen
met de verdunningen 1 : 100; 1 : 1000, en 1 : 10.000 van het
oorspronkelijke sap. Deze werden uitgewreven op bladeren van
Glutinosa-planten, telkens 1/20 cc per blad.

Hier volgt het resultaat van enkele concentratie-bepalingen:

Aantal ,local lestons’ op Nicotiana glutinosa

Verdunning
1:100 | 1:1000 | 1: 10000

Gewoon tabaksmozaiekvirus.

Onbebandeld .............e....n 116 10 4
Gefiltreerd door celiet ........... 96 19 7
Celiet-koek .................... 12 0 (4}
Verwarmd tot 65 °C ............ 23 10 4
Strepenvirus van de tomaat.

Onbehandeld ................... 74 26 6
Gefiltreerd door celiet ........... 95 11 3
Verwarmd tot 65°C ............ 47 11 5
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Het aldus voorbehandelde sap is helder en heeft een meer of
minder donkere roodbruine kleur. Wanneer dit sap eenigen tijd
blijft staan, treedt er weer een troebeling in op. Het sap werd dan
op de volgende wijze verder geklaard. De pH werd op 8 gebracht
en het sap verzadigd met gips. Het gipsneerslag werd uitgecen-
trifugeerd in een continu-centrifuge, zooals gebruikt wordt voor
het scheiden van het serum van de bloedlichaampjes en voor het
scheiden van de room van de melk. Met deze centrifuge worden
8000 omwentelingen per minuut verkregen. Er kan echter nogal
wat virus in het gipsneerslag achterblijven, zooals uit onderstaan-
de cijfers blijkt. Het beste is dus waarschijnlijk om het virus direct
na de filtratie door celiet met (NH,),S0, af te scheiden.

Aantal ,local lesions” op Nicotiana glutinosa

Verdunning

1:100 | 1:1000 | 1:10000

|

Strepenvirus van de tomaat

Gecentrifugeerd zonder gips ..... 102 55 7
Gecentrifugeerd met gips .. ...... 93 E 42 5
Suspensie van gipsneerslag ....... 45 I 8 ; 1

Uit het sap, dat alleen door celiet gefiltreerd was (niet ver-
warmd), werd het virus afgescheiden door toevoeging van een
verzadigde ammoniumsulfaat-oplossing, ongeveer volgens de
methode van STaANLEY. Het bleek echter zeer goed mogelijk deze
virus-afscheiding te doen plaats hebben zonder de pH te verande-
ren. Meestal werd een hoeveelheid ammoniumsulfaat toegevoegd
geljk aan %/, van de hoeveelheid sap; dit is dus tot een verzadi-
ging van 409, Met geringere hoeveelheden ammoniumsulfaat
wordt ookreeds een aanzienlijk neerslag verkregen, hetwelk ech ter
moeilijk volledig is af te scheiden. Het beste is het neerslag te
laten bezinken en de bovenstaande heldere vloeistof zooveel mo ge-
lijk af te schenken of wel het neerslag af te tappen. Dit werd dan
langzaam gecentrifugeerd in de bovengenoemde continu-centri-
fuge, waarin het virus zich in den vorm van een grijs neerslag
tusschen de platen afzet, of wel door celiet gefiltreerd. In het
laatste geval kan worden volstaan met de toevoeging van een hoe-
veelheid ammoniumsulfaat gelijk aan de helft van het sap-volume.
Deze geheele bewerking had plaats bij een pH = 7 en het virus-
neerslag werd opgenomen in gedestilleerd water, waaraan een
weinig ammoniumacetaat, eveneens van een pH = 7, toegevoegd
was. Voor de beoordeeling van deze methode van virusafschei-
ding werd nagegaan hoeveel virus er was achter gebleven in het
sap, waaruit het virus op verschilleride manieren verwijderd was.
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Aantal ,,local lesions” op Nicotiana glutinosa

i Toegevoegde, Verdunning
Strepenvirus van de tomaat hoeveelheid
amm. sulf. | 1:700] 1:1000 ] 1: 10000
Na uitcentrif. van amm.sulf.-prec. . . /g 46 l 8 2
Na uitcentrif. van amm.sulf.-prec. . . 2/, 6 2 0
Na aftiltr. van amm.sulf.-prec. .... 1/, 6 5 0
Opgelost amm.sulf.-prec. ........ 2/q 201 8 1

De laatste rij cijfers heeft betrekking op de wijze van afschei-
ding, die het meest werd toegepast.

De aldus verkregen virus-suspensie is sterk opalescent en ver-
toont wanneer zjj in beweging gebracht wordt, duidelijke slierten.
Zij is echter nog tamelijk sterk bruin gekleurd.

Uit het sap, dat bij de voorbehandeling verwarmd werd, is het
virus afgescheiden op een andere wijze, die meer overeenkomt
met de methode door BAWDEN en PIrIE toegepast. By dit sap
werd nl. zoutzuur gevoegd tot een pH bereikt was van 3,3. Er
ontstaat dan een neerslag, dat aanmerkelijk zwaarder is dan het
ammoniumsulfaat-neerslag, doordat nu ook normale planten-
eiwitten worden neergeslagen. Het neerslag kan betrekkelijk ge-
makkelijk afgescheiden worden door centrifugatie in de continu-
centrifuge of door filtratie door celiet. Er blijft steeds zeer weinig
virus in het sap achter. Het neerslag werd opgenomen in gedes-
tilleerd water. Daarna werd door toevoeging van NaOH de pH op
7 gebracht. Bij een pH = 3,3 wordt het virus sterk geadsorbeerd
aan het celiet en dit bezinkt zeer snel. Bij een pH = 5 & 6 bezinkt
een deel van het celiet en het virus niet langer. Bijeen pH = 74 8
bezinkt het celiet weer volledig, terwijl het virus in oplossing
blijft. Het normale planteneiwit lost echter niet op. Nadat deze
suspensie in een gewone centrifuge (5000 omwentelingen per
minuut) gecentrifugeerd is, kan de virushoudende vloeistof wor-
den afgeschonken. Hieruit werd het virus nogmaals afgescheiden
door verzadiging tot 409, met ammoniumsulfaat, op de wijze
zooals reeds eerder behandeld is. Alleen werd nu gebruik gemaakt
van de gewone centrifuge, omdat nu met een veel geringere hoe-
veelheid vloeistof gewerkt werd. Hier volgt de uitslag van enkele
concentratie-bepalingen van het virus.

Aantal ,,local lesions” op Nicotiana glutinosa

Verdunning

Strepenvirus van de tomaat
1:100 | 1:1000 | 1: 10000

Na uitcentrif. van zuur-prec. ... .. 1 0 , 0
Het opgeloste virus-prec. ........ 137 64 11
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De verwijdering van de kleurstoffen bleek zeer goed te kunnen
geschieden met kool-poeder (RiscEKovV en GrRoMYKO). Typisch
is, dat het virus niet merkbaar aan de kool adsorbeert. Voor het
weinig pigment bevattende tabaksmozaiek-virus was één behan-
deling met 19, kool voldoende. Voor het tomaatvirus waren twee
behandelingen noodig, resp. met 2%, en 1%, kool. De verwijdering
van de kool geschiedde het best door eerst het grootste gedeelte
uit te centrifugeeren, en de laatste resten te verwijderen door te
filtreeren door van te voren gewasschen celiet.

Aantal ,,local lesiong’’ op Nicotiana glutinosa

Verdunning

Strepenvirus van de tomaat
1:100 | 1:1000 | 1:10000

Voor de kool-behandeling ....... 152 19
Na één behandeling met 29, kool . 160 27

In verband met deze resultaten schijnt het mij toe, dat ook de
chemische zuivering van het virus behoorlijk snel kan geschieden,
mits men witgaat van planten, die in een vochtige en beschadurvde
omgeving zijn gegroeid. De beste en snelste methode is dan waar-
schiynliyk het sap door celiet te filtreeren, het virus met ammo-
niumsulfaat af te scheiden en hel één maal met behulp van kool
van het pigment te bevrijden. Dit alles kan uitgevoerd worden
bij een pH = 7, zoodat dan waarschijnlijk weinig aggregatie van
virusdeeltjes op zal treden.

De aldus gezuiverde virus-suspensie isnogal sterk opalescent en
vrijwel kleurloos. Zij vertoont een duidelijke stroomings-dubbele
breking. Door toevoeging van ammoniumsulfaat en een weinig
azijnzuur (pH = 5) werden hieruit de naaldvormige viruskristal-
len verkregen. De naaldjes van het gewone tabaksmozaiekvirus
zijn ongeveer 20~25 yu lang (afb. 1), de naaldjes van het gewone
strepenvirus zijn wat kleiner en slechts ongeveer 15 y lang (afb. 2).
De afbeeldingen hebben betrekking op virus dat ongeveer wol-
gens de methode BAWDEN en PIriE gezuiverd is. De naaldjes, die
verkregen werden uit het sap, dat ongeveer volgens de methode
STANLEY gezuiverd was, waren iets fijner en korter. Het was
moeilijk de dubbele breking van de kristallen zelf waar te nemen.
Het gelukte niet de dubbele breking door kleuring te versterken.
De J-kleurmiddelen reageeren niet op het eiwit en AgNO,; wver-
oorzaakte wel een violetkleuring, maar vernietigde tevens groo-
tendeels de naaldvormige structuur. Men kan de virusnaaldjes
alleen verkrijgen, wanneer het wvirus geheel van kleurstoffen be-
wrijd s, en wanneér ammontum-sulfaat toéegevoegd wordi. W an-
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neer men de virussuspensie op laat drogen, dan ontstaat een
doorzichtige gelatineuse laag.

Wanneer wij tot besluit de virus-concentratie van de gezuiverde
viruspraeparaten met die van het oorspronkelijke sap vergelijken,
dan zal blijken, dat het infectievermogen van het gewone strepen-
virus niettegenstaande de langdurige behandeling niet merkbaar
verminderd is. Het infectievermogen van het gewone tabaks-
mozaiekvirus is daarentegen sterk afgenomen. Toch zijn beide
viren ongeveer op dezelfde wijze behandeld. Na de gips-zuive-
ring heeft in het sap echter vaak geruimen tijd een te hooge pH
geheerscht (tot 8,3). Misschien is het gewone tabaksmozaiek hier-
voor gevoeliger dan het strepenvirus. Een andere mogelijkheid
is, dat bij het tabaksmozaiekvirus een veel sterker aggregatie
optreedt dan bij het strepenvirus. De cijfers in de volgende tabel
zijn niet geheel vergelijkbaar, daar het aantal ,,local lesions™ dat
optreedt, sterk afhankelijk is van de omstandigheden, zooals b.v.
de ouderdom van de Glutinosa-planten. In de voorgaande tabel-
len zijn daarom steeds tegelijk gedane titraties opgenomen (be-
halve de laatste rij van de derde tahel), die dus beter vergelijk-
baar zijn.

Aantal ,,local lesions’’ op Nicotiana glutinosa

Verdunning

1:100 1: 1000

Gewoon tabaksmozaiekvirus :

Voor de zuivering ...........c.counuivunenn s 116 10
Na STANLEY-ZUIVETIngG ... .. vvitnnennannnnn 16 4
Na BAWDEN-zuivering ...........c.ooviuienn 18 5
Strepenvirus van de tomaat :

Voor de Zuivering ... ......ovuevrerneneeenens 74 26
Na STANLEY-zuivering ................. ..., 88 10
Na BAWDEN-zuivering ...........c.vvuvenn, 64 24

Laboratortum voor Mycologie en
Juni 1939. Aardappelonderzoek, Wageningen.

SUMMARY

In the first part a survey is given of our present knowledge of
purified viruses.

In the second part the following methods of purifying the ordi-
nary tobacco mosaic virus and the single streak virus of the to-
mato are compared.

1. Filtration through celite and separation of the virus by
different saturations with (NH,), SO, (STANLEY).
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2. Heating to 70° C. and separation of the virus by adding
HCl (BawpeN and Pirig).

3. Removal of the pigments by treatment with coal (RiscH-
xov and GROMYXKO).

A quick chemical method of purifying juice, which contains
not too much pigments is filtration through celite, virus-precipi-
tation with 409 (NH,), SO, and only one treatment with 19,
or 2% coal, all at pH = 7.

The length of the needles of the tomato single streak virus
is a little less (15 p) than the length of the needles of the
ordinary tobacco mosaic virus (20—25 u).

The virus-activity of the tomato virus, as measured by local
lesions on Nicotiana glutinosa remained intact during a long
chemical purifying process, while the activity of the tobacco
virus decreased to a considerable extent.
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VERKLARING DER FIGUREN
EXPLANATION OF FIGURES

PLAAT I1

Fig. 1. Kristallen van het gewone tabaksmozaiekvirus. Vloeistof opge-

droogd, waardoor cok iets te zien is van ammoniumsulfaat-kris-
tallen. 570 X vergroot.
(Virus-needles of ordinary tobacco mosaic. X 570).

Fig. 2. Kristallen van het gewone strepenvirus van de tomaat. Vloeistof

eveneens opgedroogd. 370 x vergroot.
{Virus-needles of the single streak virus of the tomato. x 570).



