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Her is nog slechts enkele jaren geleden, dat  ST.~L~.r (28) uit  
sap van moza~ekzieke tabaksplantea  een eiwit in kr is ta lvorm 
isoleerde, dat  alle eigenschappen van her gewone tabaksmozaiek-  
virus bleek te bezitten. Hij was uitgegaan van de veronderstel- 
ling, dat  her virus een gecompliceerd eiwit zou z~n en hij heeft  
daarom bij de zuivering gebruik gemaakt  van de methoden van 
de eiwitchemie, die reeds bij de zuivering van enzymen met  
sueees toegepast waren. 

De ontdekking van S T ~ L E r  baarde vooral d££rom opzien, 
omdat  her 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 moeilijk in over- 
eenstemming te brengen met de toen vrij algemeen heersehende 
opvat t ing,  dat  het virus een levend organisme was. Toch was er 
reeds eerder twij~el 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 clan opnieuw de onvruchtbare stri jdvraag ontbrand ,  
of het  virus al dan niet een levend organisme is. Mer~ 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 sleehts met  een klein aan ta l  
viren gebeurd. Her gewone tabaksmozaiekvirus is van deze viren 
wel her uitvoerigst bestudeerd. 

1) Onderzoek verricht a a n  her Laboratoriurn voor .~Iycologie en Aard-  
appelonderzoek te %Vageningen (zie ook noot  op blz. 119). 
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De bedoeling van dit artikel is een systemat isch overz ic~ t  te  
geven van de zuivering van het  tabaksmozaiekvirus  en v a n  de 
verdere onderzoekingen, die met dit gezuiverde virus ve r r i ch t  
zijn. De zuivering van andere viren zal daarbij slechts t e r loops  
ter sprake gebracht worden. 

I .  CHEI~ISCHE Z U I V E R I N G  VA~" H:ET V I R U S  

a. Voorbehandel ing en k lar ing  van  bet sap .  
Men gebruikt  hiervoor bij voorkeur jonge, in vochtige om- 

geving gegroeide tabaksplanten,  die ~= 1 maand tevoren m e t  her 
virus geinoculeerd zijn. Zulke planten beva t ten  een m a x i m u m  
hoeveelheid virus en slechts een geringe hoeveelheid moeilij k te 
verwij deren kleurstoffen. 

De planten laat  men bevriezen, waarna her sap er door m a l e n  
gemakkelijker uitgeperst kan worden. STANLEr (29) v o e g t  bij 
dit ext ract  NaeI-TP04 om de p H  constant  te houden. :BA~VDEN 
en PIRIE (2) voegen in plaats van N % H P 0 ,  0,05-0,1~o N a C N  
toe, hetgeen twee voordeelen heeft :  

le. Gisting door schimmels en bacteri@n in her sap wordt  a ]dus  
grootendeels voorkomen. 

2e. 0p  deze wijze wordt  voorkomen dat  de toegevoegde P o p  
de een of andere manier aan her viruseiwit adsorbeert ,  w a a r d o o r  
een verkeerd beeld van het P-gehalte van het eiwit zou k u n n e n  
worden verkregen. Aangaande dit P-gehalte bes taat  nl. geen  
overeenstemming. 

Her  sap wordt  nu eerst geklaard. Hierbij worden de g roene  
bestanddeelen, die niet in opgelosten toes tand in bet sap woor-  
komen, verwijderd. Dit kan op verschillende manieren gebeuren :  

le. Door ffltratie door celiet (STANLEY, 29). Celiet b e s t a a t  uit  
gezuiverde infusori~naarde van een bepaalde f i jnheidsgraad.  
Her eeliet geraakt  tijdens de filtratie gemakkelijk v e r s t o p t .  
Daarom moet ook aan het sap een zekere hoeveelheid celiet toe- 
gevoegd worden. De filtratie dient te gesehieden bij een n e u t r a l e  
pH,  omdat  het virus in zuur milieu aan het celiet, adsorbee r t ,  
terwijl her in alcalisch milieu snel geinactiveerd wordt.  

2e. Door verhitting tot  70 ° C. (BAwDEN en PIRIE). H i e r d o o r  
eoaguleeren verschillende eiwitten, waarna de filtratie veel 
vlot ter  verloopt.  

3e. Bij sommige viren, zooals her aardappel  X-virus, die wat  
minder resistent zijn, is de verhit t ing minder goed toe te passen .  
PFANXUCH en KAUSCHE (21) passen bij de zuivering van dit v i r u s  
daarom een andere methode toe. Zij verkrijgen een klaring door  
bij 0 ° C. CO s door her sap te leiden. Dezelfde methode was r e e d s  
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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 her virus door ffltratie door collodion-membranen. 

b. A/scheiding van bet virus uit bet sap. 
Het  virus wordt in zijn hoedanigheid van colloidaal eiwit  in 

oplossing gehouden door de beide volgende eigenschappen: 
le. Door bet 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 her virus geheet ontladen, dit  is her 
iso-electrische punt.  

De meest selectieve methode voor de afscheiding van  het 
~irus is het uitzouten met (NH~)oSQ. Hierdoor heeft tegelijk 
een ontlading en een ont trekking van den watermantel  plaats.  
Bij een verzadiging van 25230% met dit zout kan men vrijwel 
al het  viruseiwit neerslaan, terwijl de normale planteneiwit ten 
in oplossing blijven. Tengevolge van her gering verschil in sg 
tusschen de ammoniumsulfaat-oplossing en her virusneerslag, 
laat dit laatste zich moeilijk volkomen uitcentrifugeeren. Het  
wordt  daarom ook wel door ffltratie door celiet afgescheiden, 
waarna her in gedestilleerd water van een p H ~  7 opgelost wordt .  

BAWDEN en PIRIE (1) scheiden het virus af door de p t I  met 
behulp van zoutzuur op het  iso-electrische punt  te brengen. 
Deze methode is minder selectief: ook normale planteneiwit ten 
slaan onder die omstandigheden neer. Men lost het viruseiwit 
weer op door toevoeging van N a 0 H  tot  een pH van 7 - -8  be- 
reikt is. De normale planteneiwit ten blijven dan grooteudeels 
onoplosbaar en zijn door centrifugeeren te verwijderen. 

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

Het  mond- en klauwzeervirus is zeer gevoelig voor pH's  buiten 
her gebied 7--9. Het  gelukte aan Dr JANSSEN (12) dit virus te 
adsorbeeren aan gips en her daarna weer te elueeren zonder de 
p H  te wijzigen. De adsorbtie heeft plaats na een gedeeltelijke 
wateront t rekking door een alcohol-aether mengsel in een ver- 
zadigde gipsoplossing. De andere eiwitten blijven in oplossing. 
Het  gipsneerslag wordt opgelost in ammonium-acetaat ,  waarbij 
her virus eveneens in oplossing gaat. Dit kan dan met (NtI~)~SQ 
neergeslagen worden. 

t ie r  tabaksmoza~ekvirus kan, door her 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 her in zwak z uur  
milieu (pH ---- 5 door toevoeging van azijnzuur) met (NH4)o~04 
neerslaan als fijne naaldvormige krista]len, die 0,02--0,03 r am 
lang zijn (STANLEY, 29). 

e. Verwijdering van de kleursto//en. 
Hiervoor zijn verschfllende methoden bedacht :  
le. STANLEY gebruikte hiervoor aanvankeli jk basisch l o o d -  

acetaat ,  maar  vond spoedig een betere methode (30). Bij de 
waterige virus-oplossing voegt  hij 5% Ca0-oplossing, waarcloor  
de p H  op 8 gebracht wordt, daarna wordt  geffltreerd door cel iet .  
Ui t  het  f i l traat  zijn de kleurstoffen dan grootendeels ve rdwenen .  

2e. I~ISCHKOV en GBO~rKO (24) behandelen de virus-oplossing 
achtereenvolgens met 2% en 1% kool. Dit  is een zeer gesch ik te  
methode.  De kleurstoffen adsorbeeren aan de kool, terwijl v r i j -  
wel al her virus in oplossing blijft. De kool kan verwij derd w o r d e n  
door centrifugeeren of door filtratie door celiet. 

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

4e. BAWDEI~" en PIRIE (i) verkrijgen een volkomen kleurloos 
preparaat door de virus-oplossing gedurende ~n nacht te be- 
handelen met 0,2% trypsine bij 38 °C en een pH = S. Zij be- 
schouwen de kleurstoffen, die vooral in oude lolanten veel voor- 
komen, ten deele als oxydatieproducten van her virus, welke 
zeer moeilijk van het virus te scheiden zijn. Zij worden echter 
door de trypsine-behandeling ontleed. 

II. ZUIVERIh-G MET BEHULP VAN DE ULTRA-CENTRIFUGE 

a. A]scheiding van her virus.  
Met behulp van de ultracentrifuge is her mogelijk viruscleel- 

t jes en andere zware eiwitmoleculen uit  een oplossing n e e r  te 
slaan door de versterking van de zwaartekracht .  Men kan r e e d s  
een kracht  van 1.000.000 x de zwaar tekracht  bereiken. D i t  is 
stechts mogelijk door een groot aantal  omwentelingen per m i n u u t  
en een ldeine straal. 

v 2 
Centrifugaalkracht : m~ ~ 4z-°mn~R. 

m ---- massa; R ~ straal; n ~ aantal  omwentelingen. 
De grens wordt  bier geste ld  door den aard van her mater iaa l .  

Zelfs staal wordt  bij deze kracht  gemakkelijk u i teenge t rokken .  
De zuivering vindt  plaats door her plantensap afwisselend te 

eentrffugeeren in minder snelle centrifuges, waarin her v i r u s  in 
oplossing blijft, maar de grovere bestanddeelen precipi teeren,  
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en in ultracentrifuges, waarin her virus neerslaat. 
De voordeelen van deze methode zijn de snelle zuivering en 

her weinig ingrijpende karakter  van de behandeling, t t ierdoor 
is het  mogelijk geworden verschillende weinig stabiele viren te 
zuiveren, welke bovendien in reel geringere concentraties in her 
plantensap voorkomen dan het gewone tabaksmozaiekvirus.  
Deze methode is veel toegepast door WYCKOFF (40), o.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 ui t  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. I-Iet is 
dan ook feitelijk in her geheel niet bewezen, dat  deze viren niets 
anders dan eiwitten met een zeer hoog moleculair gewicht zijn. 

b. Zware eiwitten in sap van gezonde ~:l.anten. 
Onlangs deden LORI~G, 0SBOR~ en W¥CKOFF (17) een ont- 

dekking, welke aan de resultaten verkregen door de zuivering 
met  de ultracentrifuge een in hog sterker mate hypothet isch 
karakter  verleende. Zij isoleerden uit sap van moza~'ekzieke 
boonen- en erwtenplanten door ultracentrifugatie een drietal 
zware eiwitten, waarin een zekere concentratie van de virus- 
aetiviteit  merkbaar was. Zij isoleerden echter uit  de gezonde 
planten deze zelfde drie zware eiwitten. Hun conelusie was, dat  
de virusconcentratie zoo klein was, dat  er teen sedimentatiegrens 
was waar te nemen, bf dat  deze geheel samenviel met die van 
@~n van de drie normaal voorkomende zware eiwitten. 

PRICE en W¥CKOFF (22) vonden ook in andere planten de- 
zel~de zware eiwitten. Zij blijken iets lichter te zijn dan de deel- 
tjes van her gewone tabaksmozaiekvirus en de daaraan ver'wante 
komkommer-viren.  Her is daardoor mogelijk deze viren grooten- 
deels van her normale zware planteneiwit te scheiden door ge- 
durende korte tijden te centrifugeeren. 

Dezelfde zware eiwitten komen ook in tabak- en tomaat -  
planten voor, zij her in sterk wisselend gehalte (BA',VDE~ en 
PIRI~., 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 bet bevriezen en evenmin tegen 
de verhitting. Zij denatureeren snel bij kamer tempera tuur  en 
slaan door zuur-toevoeging irreversibel neer. Door trypsine wor- 
den zij gemakkelijk ontteed. De zuivering van de weinig stabiele 
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viren door de ultracentrifuge w o r d t e r  eehter zeer door bemoei- 
lijkt. 

I I I .  C O N C E N T R A T I E B E P A L I I ~ G  V A N  H E T  V I R U S  

a. Door middel van bet in/ectievermogen. 
t ie r  infectievermogen van een viruspraeparaat  wordt  bepaa ld  

door dit  in verschillende verdunningen uit  te wrijven op de 
bladeren van planten zooals Nicotiana glutinosa, Datura stra~,no- 
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 heef t .  
Men kan met een hoeveelheid van l0 "9 gram van her gezuiverde 
viruspraeparaat  opgelost in 1 cc water nog infectie verkrijgen.  

Her gebruiken van meerdere verdunningen is noodig, o m d a t  
er geen eenvoudige evenredigheid bestaat  tusschen de vi rus-  
concentratie en her aantal  ,,local lesions" (B~sT, 7). Bij zwal~ke 
verdunningen daalt her aantal  ,,local lesions" lang niet in die 
mate als de virusconcentratie. Een concentratie van ~ 10 .6 g r a m  
virus per cc is de meest geschikte voor de bepaling. 

Er bestaan echter groote individueele verschillen in gevoelig- 
heid tusschen verschiIlende planten en zelfs tusschen de ver-  
schillende bladeren van 6~n plant ,  t t ierdoor is de concentr~%ie- 
bepaling nooit zeer nauwkeurig.  O~dere bladeren reageeren m e t  
minder necrotische vlekjes. Men past  daarom vaak de , ,halve 
b lad"-methode  toe, wanneer men slechts twee objecten hee f t  te 
vergelijken. Bij gebruik van 40--50 bladeren van Phaseolus z,ul- 
garis kan dan een verschil van 10 % vastgesteld worden (Lo~I~G, 
15). Met Nicotiana glutinosa kan onder die omstandigheden :pas 
een verschil van 20 % aangetoond vorden.  

b. Door middel van de serologische activiteit. 
Wanneer  men her virus brengt in her bloed van bepaoAde 

dieren (b.v. van een konijn), dan worden hierin antistoffen ge- 
vormd. Het  beste is, da t  men volkomen gezuiverd 'virus in bet  
bloed spuit, want anders moet men het ant i-serum eerst l a t e n  
inwerken op sap van gezonde planten (C~EsTER, 8). Ook deze  
methode is niet zeer nauwkeurig, daar de hoeveelheid preeipi- 
taat ,  die men verkrijgt, in sterke mate afhankeli jk is van de ver -  
houding, waarin her virus en her anti-serum bij elkaar gebrach t  
worden. 

De methode heeft echter enkele voordeelen: 
[e. Her resultaat  wordt snel verkregen. Op de verschijrling 
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van de ,,local lesions" moet m e n ' s  winters daarentegen soms 
wel twee weken wachten. 

2e. 0nder  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 her mins t  
beinvloed. 

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

Indien het virus en her anti-serum in optimale combinat ie  
gemengd worden, dan is dit mengsel inactief. Door verhi t t ing  
to t  78°C en pepsine-behandeling kan men er het karakteris-  
tieke viruspraeparaat  echter weer uit  vrij maken (BAwDEN en 
I~IRIE, I). 

IV. EIGENSCHAPPEN VAN HET GEZUIVERDE VIRUS 

a. De virus-suspensie. 
Een neutrale, waterige oplossing van her viruseiwit is eenigs- 

zins opalescent, maar kleurloos. Wanneer deze vloeisto~ in be- 
weging wordt gebracht, dan vormen er zich slierten in m e t  een 
zijdeachtige glans. Dit is een gevolg van den langgerekten vorm 
van de virusdeeltjes. 0 m  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 (S~ANLE¥, 29). 

Wanneer men een virus-suspensie met een voldoend hooge 
virusconcentratie (• 2 %) eenigen tijd stfl laat staan, dan vormen 
er zich twee lagen (BxwDEN en PIXIE, 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, ver toont  
dit verschijnsel alleen als zij in beweging wordt gebracht:  stroo- 
mings-anisotropie. Ook dit is een gevolg van her; zidh r ichten van 
de virusdeeltjes en niet het gevolg van optredende spanningen 
(LAuFF~R, 13). ttierop wijst o.a. her felt, dat  de dubbele breking 
hog eenigen tijd te zien is na hot ophouden van de strooming, 
terwijl zij vrijwel' niet optreedt, wanneer her viruseiwit opgelost 
wordt in vloeistoffen, die ongeveer dezelfde brekingsindex heb- 
ben a ls her viruseiwit. 

Volgens BAWDEN en PIRIE (1) zou het sap van gezonde tabaks-  
planten geen stroomings-dubbele breking vertoonen: volgens 
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TAKAHASHI en RAWLI~'S (41) daarentegen wel, mits het sap n i e t  
van te voren bevroren is. Het  verschijnsel is hier wel reel  zwakker .  
Misschien wordt  het veroorzaakt  door de zware eiwitten in ge- 
zonde planten, die immers door bevriezing vernietigd worden .  

b. De virus/cristallen. 
Deze zijn naaldvormig en hebben een lengte van ~ 20 /~ en 

een diameter  van 4- C,4 #. He t  zijn feitelijk geen echte kristal len,  
daar de rangschikldng slechts in twee richtingen regelmatig is. 
De langgerekte deeltjes hebben zieh slechts zijdelings langs e l k a a r  
gelegd; zij vormen zgn. vloeibare kristallen. De kr is ta lvorrn is 
dan ook zeker geen bewijs voor de zuiverheid van het viruseixvit, 
want  deeltjes van gelijken vorm, maar van ongelijke s amen-  
stelling kunnen evengoed dergelijke kristallen vormen. ] )eze  
vezets t ructuur  is gebleken uit het  X-stralen-diagram (BAwDEN 
en PrRIE, 1). 

Spiervezels geven een dergelijk beeld te zien, terwijl ook bij 
deelingen van de celkern een dergelijke ori~ntatie optreedt,  lYlen 
mag hieruit dan ook niet besluiten, dat  het virus geen l e v e n d  
organisme is. 

t Ie t  is eehter niet onmogelijk, dat  met  een betere t echn iek  
drie-dimensionale viruskristallen verkregen zouden kunnen ~ror- 
den, daar  zulke kristallen, die virus-activiteit  bezitten, w~l in 
de planten voorkomen (Bs, R~AL, 26). Bovendien heeft men een  
ander virus (het Bushy s tunt  virus van de t o m a a t ) i n  volle dig 
kristallijnen vorm als rhombische kristallen kunnen afseheiden 
(BAwDEN en PIRIE, 3). 

Verder is uit het X-stralen onderzoek nog gebleken, da t  de 
intramoleculaire ruimten bij her uitdrogen van her virusei~vit 
gelijk blijven. Slechts de afstanden tusschen de v i russ taaf jes  
veranderen. Dit  wijst e r o p ,  dat  her virus een massief e iwi t  is 
zonder intern water. Dit s temt overeen met  her hooge sg (1,37). 
In  dit opzieht wijkt het virus dus volkomen af van de baeter i~n.  

c. Vorm en grootte van de virusdeelt]es. 
De diameter  van de afzonderlijke virusdeeltjes kan d o o r  

X-straal  metingen worden vastgesteld. Deze bedraagt  ± 150/~. 
De lengte is op deze wijze niet vas t  te stellen. Volgens BAWDEN 
en PIRI~. (1) moet de lengte minstens 10 × de diameter be- 
dragen, a~ te leiden uit de virusconcentratie,  waarbij anisotropie  
optreedt .  Dit  gebeurt  bij een concentratie,  waarbij de dee l t j e s  
elkaar beinvloeden, wat  afhankelijk is van hun lengte. Ui t  cleze 
afmetingen en uit her sg van 1,37 is een moleeulair gewieh t  te 
berekenen voor her virusdeeltje van tusschen de 10 en 20 mill ioen. 
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0ok  de ultracentrifuge kan men gebruiken voor her bepalen 
van her moleculair gewicht (WYcKOFF, BISCOE en STANLEY, 46). 
Men bepaa]t dan de sedimentatie-constante ( =  een maat  voor 
de sedimentatie-snelheid) door gedurende korten tijd m e t  een 
zeer groot aantal  omwentelingen te centrifugeeren. Men schakel t  
daardoor den invloed van de diffasie uit. De virusconcentrat ies  
worden gemeten tijdens het  centrifugeeren met  behulp van  op- 
tische methoden (JAEGER, 11). Heeft  men 46n enkele, homogene 
stof, dan ziet men een scherpe sedimentatiegrens. Dit is bij her 
tabaksmozaiekvirus vaak her geval, war echter geen absoluut 
bewijs is voor de zuiverheid, want verschillende stoffen kunnen 
dezelfde sedimentatie-constante hebben. In vele gevallen is er 
een rage, of zijn er meerdere sedimentatlegrenzen gevonden. 
Hierop zal later hog worden teruggekomen. 

Uit de sedimentatie-constante leidde men aanvankelijk een 
moleculairgewicht af van ~ 17.000.000. Bij dezeberekeninghad 
men echter aangenomen, dat de virusdeeltjes bolvormig waren. 
Dit is echter allerminst bet geval. Uit viscositeits-metingen van 
virus-oplossingen van verschillende concentratie konden FRAMP- 
TON en NEU~ATI~ (9) afleiden, dat de virusdeeltjes ± 37 X zoo 
lang waren als hun diameter is. Berekeningen op deze basis 
leveren een tool. gew. van 42.500.000, dus 2½ maal zoo hoog als 
oorspronkelijk werd aangenomen (L.~uFFER, 14). 

])it is een buitengewoon hooge waarde voor een eiwitmole- 
cuul. ~len kent geen enzymen met een tool. gew. boven I00.000, 
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) her voorkomen van een groot aan- 
tal stammen van her tabaksmozaiekvirus en bet optreden van 
mutaties verklaard kunnen worden. 

d. Chemische 8amenstelling van het virus. 
Deze is geheel die van een eiwit. BAWDEN en PIRIE (1) geven de 

volgende percentages op: 51% C, 7,1% H, 16,7% N, ± 0,5°/o S 
en 0,5% P. Her percentage S wisselt sterk. Bovendien beva t  her 
virus =k 2,5% koolhydraat .  De P e n  her koolhydraat  zijn af te 
scheiden als nucleinezuur. Aanvankeli jk beweerde STANLEY (31), 
dat  door dialyse bij een pH van 8--9  her nucleinezuur geheel 
verwijderd kan worden, zonder dat  het  virus zijn infectiever- 
mogen verliest. Volgens BXWDEN en PIRIE kunnen onder deze 
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omstandigheden inderdaad het nucleinezuur en de fosfor afge-  
scheiden worden, maar gaat hiermee een evenredige daling -van 
her infectievermogen gepaard. Waarschijnlijk was in het virus-  
praeparaa t  van STA~-ZEr hog een spoortje P aanwezig, dat  ech te r  
niet meer aangetoond kon worden. Latere onderzoekingen wan 
STANLEY bevestigen nl. de waarnemingen van BAWDEN en PII=CIE. 
Nog een aanwijzing, dat  het nucleinezuur een integreerend be- 
standdeel  van het viruseiwit vormt,  is het felt, da t  her nucleSne- 
zuur in her viruseiwit niet aangetast  wordt door nuclease. 

t i e r  tabaksmozaiekvirus heeft dus her karakter  van een 
nucleoproteine. ])it is eveneens her geval met  alle andere to t  
nu toe geanalyseerde viren. In dit opzicht onderscheidt her v i rus  
zich scherp van enzymen, die nimmer kerneiwit bevatten. ~ o l -  
gens RAWLINS en TAKAHASHI (23) bestaat  een belangrijk dee l  
van het  materiaal van spermatozo~n-koppen uit  dubbelbrekemde 
nucleoproteinen in vloeibaar kristallijnen toestand en zou her 
daarom niet onmogelijk zijn, dat  het  virus een organisme is, ( tat  
uit  dergelijke nucleoproteinen bestaat.  Her virus onderscheidt  
zich echter van alle andere micro-organismen door het feit, d a t  
her uitsluitend uit nucleoproteinen bestaat.  Door h i t te-ont leding 
verkri jgt  men alleen nucleinezuur en gedenatureerd eiwit, t e r ~ i j l  
geen diffundeerbare bestanddeelen aangetoond kunnen worden  
(BAWDEN en PIRIE, 1). Opmerkelijk is echter, dat  het nucle~'ne- 
zuur van her virus van een ander karakter  is, dan het nucleine- 
zuur van de celkernen van de planten en de meeste micro-orga- 
nismen. ])it ]aatste bevat nl. desoxypentose, terwijl het nucleine-  
zuur van her virus een koolhydraat  bevat  van her r ibose-type.  

V. V E R G E L I J K I N G  VAN V E R S C H I L L E N D E  V I R U S ° I S O L A T I E S  

a. Hetzel/de virus uit verschillende waardplanten. 
Men heeft her tabaksmozaiekvirus gewonnen uit  verschillen de, 

uiteenloopende planten, zooats tabak,  t omaa t  (LoRING en STAN- 
Z~r, 18), spinazie, Phlox en zelfs uit  weefselcuttures van t o m a  at- 
wortels (STANLEY, 39). Her viruseiwit uit  al deze planten ve r -  
kregen, heeft dezelfde chemische samensteUing, hetzelfde iso-  
electrische punt,  dezelfde sedimentatie-constante.  Het  is e v e n  
infectieus en ook serologisch volkomen identiek. Toch bez i t t en  
de Phlox-planten niet de geringste serologische verwantschap  
met de tabaksplanten.  Dit vormt  een sterke aanwijzing, dat  h e r  
gei'soleerde eiwit inderdaad her virus is. 

Slechts de virusconcentratie is in de verschillende p l a n t e n  
niet dezelfde. Terwijl uit  tabak per liter sap ± 2 gram van Inet 
gewone tabaksmozaiekvirus verkregen kan worden, b e d r a a g t  
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de virusopbrengst  uit tomaatp lan ten  ruim 1 gram en uit spinazie 
slechts 0,15 gram (STA~LE~, 37). Ook is de v i rusopbrengst  ui t  
hevig zieke planten grooter dan uit minder zieke planten.  Dit  
geldt  ook voor andere viren. Zoo kunnen tabaksplanten,  welke 
aangetas t  zijn door het ring-spot virus soms schijnbaar herstellen. 
Zij zijn dan immuun voor een tweede infeetie met her virus,  
maar  beva t ten  dit toch nog in onveranderden toestand.  De  hoe- 
veelheid virus in zulke planten bedraagt  sIechts 1/6 van de  hoe- 
veelheid, die in zeer zieke planten voorkomt.  

b. Verschillende s tammen van het tabaksmozaiekvirus.  
Her is gebleken, dat  tusschen de viruseiwit ten van de ver- 

schillende s tammen van het tabaksmozaiekvirus  w~l verschil len 
bestaan.  I)eze zijn echter zeer gering. Zoo zijn volgens STANLEY 
(31) de kristallen van het aucubamozaiekvirus  lets grooter,  
terwijl her virus iets minder oplosbaar is en een 20% grootere  
sedimentat ie-constante heeft. Dit  alles wijst er op, dat  de aucuba -  
virusdeelt jes lets grooter zijn, hetgeen bevest igd wordt  door 
ultraffl tratie proeven. Volgens BAWDEN en PIXIE (1) is her  ver- 
schil zelfs nog geringer. 0ok  her gewone strepenvirus v a n  de 
tomaa t  wijkt weinig af. Hiervan zijn de kristallen lets kleiner  
(zie tweede deel van dit artikel, blz. 119 e.v.). 

0 o k  de komkommermozaiek-viren no 3 en 4 zijn door B~WDE~ 
en PIXIE (2) als naaldvormige kristallen afgescheiden. Deze 
wijken lets sterker af van her gewone tabaksmozaiekvirus .  Hun  
iso-electrische punt  ligt bij een p H  van 4,8 (pH 3,3 bij he t  ge- 
wone tabaksmozaiekvirus).  In verband hiermee is het interes-  
sant  da t  het komkommersap een reel  hoogere p H  bezit dan  het  
tabakssap  (resp. 7,8 en 5,8). Deze komkommervi ren  k o m e n  
alleen voor in de familie van de Cucurbitaceae, terwijl he t  ge- 
wone tabaksmozaiekvirus niet op deze planten overgebrach t  
kan worden. Het  is dus merkwaardig,  dat  er niet temin ve rwan t -  
schap bestaat  tusschen deze viren. Deze verwantschap is door 
BAWDEN en PInIE (2) langs serologisehen weg nader onderzoeht .  
Dit  is gebeurd door zgn. kruis-adsorbtie-proeven, iVien laat  
het anti-serum eerst reageeren met her verwante 'v i rus  in opti- 
male verhouding en daarna met het virus, waartegen het  se rum 
gemaakt  is. Men vindt dan, dat  anti-gewoon mozaiek-serum, na 
gereageerd te hebben met het  aucubavirus,  niet meer reageer t  
met  het gewone mozaiekvirus. Hieruit  volgt, dat  het gewone 
mozaiekvirus geen enkel seroiogisch werkzaam bes tanddee l  
bevat., dat  het aucubamozaiekvirus niet eveneens bevat .  He t  
omgekeerde blijkt niet bet  geval te zijn. BAWDEN en PIRIE vin- 
den de volgende , ,factoren"-samenstelling: 
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gewoon mozaiek . . . . . . .  A B 
aucuba mozaiek . . . . . . .  A B C 
enation mozaiek . . . . . . .  A C D 

De factor A is verreweg de sterkste en blijkt eveneens xroor 
te komen  in de komkommerviren no 3 en 4. De factor A sehJjnt  
echter een eombinatie van twee andere faetoren te zijn, d ie  in 
deze viren niet in dezelfde verhouding voorkomen. 

c. Andere viren. 
Er zijn reeds versehillende andere viren gezuiverd en geana ly -  

seerd, waaronder her aardappel X-virus of het latente mozaSek- 
virus en her Bushy stunt  virus van de tomaat .  Zij blijken a l len  
te bestaan uit nucleoprote~'nen. Zij vertoonen echter geen sero- 
logisehe verwantschap met her tabaksmozaiekvirus.  De deel t jes  
van her Bushy s tunt  virus zijn niet langgerekt. Er komt  bij dit 
virus dan ook nimmer anisotropie voor, terwijl her 3-dimensio- 
nale, rhombische kristallen vormt  (BAWDEN en PIRIE, 3). ~Iet  
aardappel X-virus vertoont wel een stroomings-dubbele breking,  
maar men heeft nooit naaldvormige kristallen kunnen verkrij gen 
(BAwDEN, 26). In  het algemeen versehillen de geisoleerde virus-  
eiwitten sterker naarmate  zij ook pathologisch meer u i t een-  
loopen. 

Bij vergelijking van de eoncentraties, waarin al deze vixen 
(ook die, welke uitsluitend door ultracentrifuge verkregen zijn) 
in her plantensap voorkomen, blijkt dat  het  t abaksmozaiek-  
virus een uitzonderlijke positie inneemt. Van dit virus is nl. ge- 
middeld 2 gram per liter plantensap aanwezig; van alle ande re  
viren daarentegen slechts 0,001--0,1 gram (STANLEr, 34). 

V I .  D E  I I ~ A C T I V E E R I N G  V A N  H E T  V I R U S  

a. De inwerking van enzymen. 
Toevoeging van trypsine aan het viruseiwit heeft wel een 

bijna volkomen verlies van het  infectievermogen ten gevolge, 
maar  dit is niet her resultaat  van een proteolytische werki~g.  
De inactiveering voltrekt zich oogenblikkelijk en is onafhan]ce- 
lijk van de pH. Het  blijkt dan ook een werking van de t ryps ine  
op de plantencellen te zijn. Wanneer men de trypsine weer uit 
de virus-suspensie verwJjdert, herkrijgt deze haar oorspronke- 
lijke activiteit (BAwD~,N en PIRIE, I). 

Over de werking van pepsine zijn de onderzoekers het niet 
geheel eens. Volgens proeven door STA~nEY uitgevoerd met 
ongezuiverd virus zou her tabaksmozaiekvirus door pepsine 
geinactiveerd kunnen worden; volgens BAWI)EN en PIRIE is deze 
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inaetiveering 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  her infectievermogen ver- 
loren gaat. 

Men kan dus wel aannemen, dat  he t  tabaksmoza~'ekvirus niet 
merkbaar  door proteolytische enzymen gehydrolyseerd wordt .  
In dit opzicht gedraagt het virus zich evenzoo als organismen. 
De nueleoproteinen, die in het  sap van gezonde planten voor-  
komen, worden daarentegen gemakkelijk door verschillende 
proteolyt ische enzymen ontleed. Ook de eiwitten met hoog mole- 
culair gewicht, die in gezonde planten voorkomen, kunnen door 
trypsine gemakkelijk a~gebroken worden (BAwDEN en PIRI~, 4). 

b. Denaturatie van her virus. 
Men kan het virus op verscheidene manieren inaet iveeren.  

Hiermede gaat  echter niet steeds een denaturat ie  van het  virus- 
eiwit gepaard. Wanneer echter door bepaalde behandelingen het 
viruseiwit denatureert ,  dan verdwijnt  ook steeds het infectie- 
vermogen. 

Een dergelijke denaturatie t reedt  op wanneer men het  virus- 
eiwit in een neutrale oplossing onder toevoeging van een weinig 
zout verhit  to t  90 ° C. Het  eiwit slaat dan P-vrij neer. U i t  de 
bovens taande  vloeistof kan men door toevoeging van een mine- 
raal zuur het  nucleinezuur precipiteeren (BAwDE~ en PIglE, 1). 
Eenzelfde denaturatie verkrijgt men door ijsazijn aan her virus- 
eiwit toe te voegen. 0ok  bij een te hooge p H  wordt  her viruseiwit  
gedenatureerd.  

c. Inactiveering met behoud van de eiwitstructuur. 
Men kan de virus-activiteit  op verschillende manieren ver- 

nietigen zonder dat  het karakter  van her viruseiwit aanmerkel i jk  
gewijzigd wordt.  

le. Door uitdrogen. Men behoudt  een oplosbaar nucleopro-  
teine, da t  onder dezelfde omstandigheden neerslaat als her  ac- 
tieve viruseiwit (BAwDE~ en P ~ ] ~ ,  1). 

2e. Door bestraling met ul traviolet  lieht, t t e t  virus word t  
door ongeveer dezelfde golflengten geinactiveerd als bacteri~n. 
Er is echter een meer dan 100 maat zoo sterke bestraling voor 
noodig. De meest  werkzame stralen zijn die, wetke her s te rks t  
geadsorbeerd worden door her viruseiwit (STA~LEr, 35). 

3e. Door behandeling met formaline, H~O,, of HNO~. Bli jkbaar  
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is in al deze gevallen de inaetiveering her gevolg van een ze l fde  
soort reactie, waarsehijnlijk een oxydatieproees. Dezelfde ina~cti- 
veering t reedt  ook op na herhaalde filtraties door celiet, dat  
wellicht als katalysator  functioneert  voor de oxydat ie  d o o r  de 
O~ van de lucht (LoRING en STANLEY, 18). 

In al deze gevallen blijft de serologische werkzaamheid gelueel 
onveranderd, terwijl ook de kristalvorm behouden kan blijven. 
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 vaccins. 

0ok uit oudere planten kan men dergelijk geinactiveerd, n:aar 
toch uitkristalliseerbaar viruseiwit verkrijgen. Dit gein~eti- 
veerde viruseiwit kan door trypsine gemakkelijk ontleed worden, 
waardoor her mogelijk is her actieve virus zuiver te krijgen. 

Her felt, dat her infectievermogen van her virus vernietigd 
1:an worden zonder dat de structuur van her viruseiwit bela~ng- 
rijk gewijzigd wordt, wijst er op, dat he~ infectievermogen berust 
op bet bezit van bepaalde aetieve groepen. Naar den aard van 
deze groepen hebben l~oss en STANLEY (25) een nader onderzoek 
ingesteld. Zij behandelen her virus met formaline. De virus- 
activiteit daalt, terwijl tegelijkertijd bepaalde aminozuur- en 
redueeerende groepen (tryptophaan en indol nucleine) in man- 
tal afnemen. Wanneer de formaline door dialyse bij pH 3 ~er- 
wijderd wordt, treedt een gedeeltelijk herstel van de virus-activi- 
teit en van genoemde groepen op. Naarmate de inwerking wan 
de formaline ]anger geduurd heeft, is her herstel na de verwijde- 
ring van de formaline geringer. Een gedeelte hiervan laat zich 
dan niet meer door dialyse verwijderen. Versehillende amino- 
zuren reageeren met formaline op overeenkomstige wijze. Deze 
reactie verloopt meestal sneller, maar is aanvankelijk eveneens 
reversibel. Er treedt waarsehijnlijk eerst een fosse verbinding op, 
die na verdere reaetie in een stabiele chemische verbinding o~er- 
gaat. 

VII. ZUIVERHEID VAN HET VIRUS 

a. Aanwijzingen, dat her eiwit identielc is met her virus. 
In  het  voorgaande zijn reeds verschillende feiten vermeld,  die 

er op wijzen, dat  het  geisoleerde eiwit met hoog molee~lair  
gewicht werkelijk her virus is (STANLEY, -36): 

le. Her infectievermogen van het  sap van zieke planten b l i jk t  
vrijwel volkomen geeoneentreerd te .worden  in het  geisoleerde 
eiwit. 

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

3e. Uit  zeer verschfllende planten, die onderling niet de mins te  
serologische verwantschap vertoonen, wordt  volkomen hetzelfde 
viruseiwit geisoleerd. 

4e. He~ adsorbtiespeetrum van her viruseiwit komt  geheel 
overeen met het destruetiespectrum van de virus-activiteit .  

5e. Denaturat ie  van her eiwit gaat  steeds gepaard met  ver- 
nietiging van de virus-activiteit. 

b. Pogingen om de virus:activiteit van bet eiwit te scheiden. 
Men zou zich kunnen voorstellen, dat  het  virus op de een  of 

andere manier aan het ge~soleerde eiwit geadsorbeerd is. Dit 
eiwit meet  dan een reactieproduct van de plant  zijn, d a a r  bet 
alleen in zieke planten voorkomt. De hoeveelheid virus zou  in 
dat  geval zeer gering moeten zijn, nl. niot meer dan 1 °/o v a n  bet 
gezuiverde materiaal ,  omdat  men anders deze onreinheid van 
het eiwit had moeten ontdekken. 

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

Om hieromtrent  zokerheid te verkrijgen heeft men op velerlei 
wijze getracht  de virus-aetiviteit van het eiwit te scheiden. Dit 
is echter nimmer gelukt. Na een t iental  herkristallisaties is de 
virus-activiteit  hog volledig in her eiwit geconcentreerd (ST.<~- 
LEY, 29). Dit is echter geen absoluut bewijs veer de zuiverheid.  

Wanneer  wij eehter te doen hebben met een eiwitdrager, waar-  
aan de virusdeeltjes geadsorbeerd zijn, dan zal deze adsorbt ie  
hoogstwaarschijnlijk afhankelijk zijn van de pH, d.w.z, v a n  de 
electrische lading van de eiwitdeeltjes. Men zou dan na centr i -  
fugatie van het viruseiwit bij pH's  aan beide zijden v a n  het  
iso-electrisohe punt  een verschillende adsorbtie moeton v inden.  
Dit is eehter niet het geval. Steeds blijkt de virus-aet ivi te i t  
evenredig te zijn met de hoeveelheid eiwit met hopg moleoulair  
gewicht (SrA~LEr, 32). Dit blijkt ook nog het geval te zijn, 
wanneer tevoren versehillende andere prote~nen, waa raan  bet 
virus eventueel zou kunnen adsorbeeren, toegevoegd zijn. Ook 
door dialyse of ffltratie onder verschillende omstandigheden 
bleek her niet mogelijk de virus-activiteit  van bet eiwit te schei- 
den, zoodat  her wel zeker is, d a t e r  van geen adsorbtie sprake is. 

c. Verontreiniging met gelijksoortige deelt]es. 
Er bestaat  nog wel altijd een mogelijkheid, dat  de virusdeel t jes  
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vermengd zijn met geheel overeenkomstige niet actieve deel t jes ,  
die dan ongeveer hetzelfde iso-electrische punt ,  dezelfde sedi -  
mentat ie-constante  enz. moeten bezitten. Dit  is bij de v i rus-  
kristallen van STANLEY werkelijk bet  geval  gebleken. D i t  is 
aangetoond door de zeer gevoelige, anaphylact isehe reae t i e :  
Guinea-biggetjes, behandeld met  eiwit van gezonde t a b a k s -  
planten,  reageerden duidelijk op de naaldvormige  kristallen. :Dit 
was her gevolg van een geringe verontreiniging met  zware e iwit -  
ten uit  gezonde planten. Na behandeling met t rypsine blijft deze  
reactie uit  (BAwDEN en PIRIE, 2). He t  vi ruspraeparaat  w o r d t  
door deze behandeling tevens mooier  homogeen wat  be t ref t  de 
sedimentatie-eonstante.  0ok  kan het aldus van geinact iveerd  
virus bevrijd worden. Volgens MARTIN, BALLS en McKINlEY 
(19) is de hoeveelheid trypsine-resistent eiwit aanmerkelijk ge- 
ringer dan aanvankelijk werd aangenomen. Het  is dan ook n i e t  
uitgesloten, da t  er dergelijke inactieve deeltjes in het v i rus-  
p raeparaa t  aanwezig blijven, want  in het gunstigste geval h e b b e n  
wij ± 10 "t° gram viruseiwit noodig voor een infeetie en cIeze 
hoeveelheid vertegenwoordigt  hog altijd een groot aantal  e iwi t -  
moleculen ( B A w D E N ,  26), nl.: 

aantal mol. per gr. mol. 

mol. gew. × 10 ~° 

60 × 102~ ---- ---- 1,5 × 108. 
40 × 10 ~ × 10 l° 

VIII.  AGGREGATIE-TOESTAND VAN HET VIRUS. 

In  bijna alle opzichten heeft het gezuiverde virus dezelfde  
eigenschappen als her virus, zooals her in her plantensap v o o r -  
komt.  Er  zijn echter versehillende aanwijzingen, d a t e r  t i jdens  
de zuivering een lineaire aggregatie v a n  de virusdeeltjes op-  
treedt.  KENN~,T~ S~IT~ en DONCASTER (27) hadden dit ~rer- 
schijnsel reeds opgemerkt  bij de filtratie van de v i rusdeel t jes  
door collodion-membranen voor de bepMing van hun groo t te .  
Zij voerden een gedeeltelijke zuivering uit om te .voorkonlen,  
da t  her filter te snel vers topt  raakte.  Dit  had echter spoedig to t  
gevolg, da t  de virusdeeltjes niet langer door dezelfde k le ine  
pori6n gefiltreerd konden worden als voor de zuivering. Men h a d  
hiervan in her bijzonder last, nada t  wijzigingen in de p H  van ]let 
plantensap waren opgetreden. Volgens TAKAHASHI en I:~A~LiINS 
(42) is de aggregatie-toestand afhankelijk van de pH.  Bij een  
p i t - - - -7  vinden zij tengevolge van een geringere aggregat ie  
een geringere stroomings-dubbele breking en een grooter infec-  
t ievermogen dan bij een pH -~ 5,6. Een overeenkomstige ws~ar- 
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neming deed LAUFFER (14). Volgens hem nemen de viscositei t  
en de stroomings-dubbele breking van de virus-oplossing toe  bij 
de nadering van her iso-electrische pun t  tengevolge van een line- 
aire aggregatie. Bij het bereiken van dit punt  daal t  de viseosi- 
tei t  plotseling sterk door een zijdelingsche assoeiatie vail  de 
virusdeeltjes. 

Volgens BAWDEN en PIRI]~ (1) h e e f t e r  tijdens de zuivering 
een aanmerkelijke lineaire aggregatie van de virusdeel t jes  
plaats. De X-straal  metingen wezen er reeds op, da t  de s taaf-  
vormige deeltjes waarsehijnlijk opgebouwd zijn uit lineair ge- 
rangschikte deeltjes, die zeer reel korter  zijn. Ook de aniso- 
tropie is volgens hen reel kleiner in her onbehandelde t abakssap  
dan in een gezuiverde virus-oplossing van dezelfde concentrat ie .  
In her algemeen is de serologische aetivitei t  van de virusprae-  
para ten  evenredig met her infeetievermogen. Vergelijkt men 
echter bet  gezuiverde virus met het oorspronkelijke virus- 
houdende sap, dan blijkt bij een gelijk blijvende ac t iv i te i t  
t .o.v, het  antiserum, het virushoudende tabakssap enkele malen 
zoo infectieus te zijn als het  gezuiverde virus. Door de aggre- 
gstie wordt  het aantal  virusdeeltjes kleiner en daardoor  het  
infectievermogen geringei ; de hoeveelheid eiwit bliift gelijk en 
dus ook de hoeveelheid precipi taat  met  her anti-serum. 0ok  
de filtreerbaarheid wordt  veel geringer. In her ongezuiverde sap 
ligt de grens bij een poriSngrootte van 53 m #, in de gezui- 
verde virus-oplossing bij een pori~ngrootte van 450 m/~. 

Deze resultaten zijn volkomen in strijd met de bewering van 
WYCKOFF, BISCOE en STANLEY (46), da t  de sedimentat ie-con-  
s tante  gelijk zou zijn voor her viruseiwit in her ongezuiverde 
plantensap,  voor her gecentrifugeerde en voor bet  ehemisch 
gezuiverde viruseiwit. BAWDEN en PIRIE veronderstel len,  da t  
missehien reeds t]jdens her eentrifugeeren een aggregatie van 
de virusdeeltjes plaats heeft. LORING, LAUFFER en ST~h'LEY (16) 
hebben dit nader onderzocht. Zij geven toe, dat  een drast isehe 
ehemisehe behs.ndeling to t  zuivering van her virus, en in  het  
bijzonder een langdurig blootstellen van het virus aan hooge 
zoutconcentraties,  een lineaire aggregatie van twee virusdeel-  
t ies kan veroorzaken, waardoor een iets grootere sedimentat ie-  
eonstante  optreedt.  Drie sedimentaties door middel van  de 
ultracentrifuge hadden echter geen irreversibele aggregatie  
tengevolge, zooals bleek uit infeetie- en fil tratieproeven en  uit  
metingen van de stroomings-dubbele breking. Volgens WYC]~OFF 
(45) kan men in sap van planten, die langer dan 44n m a a n d  
tevoren geinoeuleerd zijn, de zwaardere deeltjes met een iets 
grootere sedimentatie-constante direct aantreffen, terwijl  her 
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virus uit  planten, die pas een week tevoren geinoculeerd zijn, 
zelfs niet door de behandeling met  zouten to t  aggregatie zou 
kunnen worden gebracht. 

Wanneer  men bedenkt,  dat  BAWDET en PIaIE aan de vol-  
gens hen geaggregeerde virusdeelt jes 4-deze l fde  a fmet ingen  
toekennen als de Amerikaansehe onderzoekers aan de volgens  
hen enkelvoudige virusdeeltjes, en wanneer men tevens bedenk t ,  
da t  de Engelsche onderzoekers ree l  grootere verschillen v inden,  
dan die her gevolg zouden kunnen zijn van her zich aan e lkaa r  
hechten van twee virusdeeltjes, dan is het niet duidetijk, hoe 
men deze resultaten met elkaar in overeenstemming kan brengen.  

IX.  V O R M I T G  V A T  H E T  V I R U S  I T  DE  P L A N T .  

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 bez i t t en  
virus-activiteit .  Deze kristallen komen in hoofdzaak slechts v o o r  
bij her gewone en het aucuba tabaksmozaiekvirus,  he tgeen  
waarschijnlijk verband houdt  met  de hooge concentrat ies ,  
waarin deze viren in het plantensap voorkomen.  He t  m e e s t  
t ref t  men de kristallen aan bij het  aucubamoza~ek, waa r~an  
her eiwit iets minder oplosbaar is dan van her gewone t a b a k s -  
mozaiek (STATLEr, 34). He t  is aan Miss BEALE (6) gelukt d o o r  
zuu~-toevoeging deze kristalplaten uiteen te doen val len in 
naaldjes, die een groote overeenkomst  ver toonen met  de v i rus -  
naaldjes van STANLEY. 

BAWDET en Miss SHEFFIELD (5 )  verkregen door inwerk ing  
van verschillende eiwitachtige stoffen, zooals protaminen,  his- 
tonen of clupe~'ne, op her viruseiwit bij een neutrale p H  onop-  
losbare complexen, die gelijken op X-bodies. Zij veronders te l len,  
da t  in de zieke plant stoffen gevormd worden, die op een der-  
gelijke wijze met her virus reageeren. De X-bodies en de kr i s ta l -  
p la ten zouden dan dus niet uitsluitend uit virus bestaan,  en hun  
vorming zou niet in de eerste plaats van de v i rusconcent ra t ie  
afhankeli jk zijn. Een bevestiging hiervan is onlangs g e v o n d e n  
door KAUSCHE (47), wien her gelukt is hexagonale kristalplsLten 
in vitro te verkrijgen door gezuiverd viruseiwit toe te v o e g e n  
a a n  sap van moza~'ekzieke tabaksplanten,  dat  alleen door een 
koolbehandeling gezuiverd was. 

b. Het eiwitgehalte van de viruszieke plant. 
De virusproduetie vertoopt na de inoeulatie zeer snel, z o o d a t  

de hoeveelheid virus na vier dagen reeds vermil l ioenvoudigd 
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is (STANLEY, 33). Hiermede gaat  gepaard een toename van  de 
hoeveelheid oplosbaar eiwit in de plant  to t  minstens her 5-vou- 
dige van de hoeveelheid, die in gezonde planten voorkomt .  
Minstens 80 ~/o hiervan bes taa t  uit viruseiwit. De hoeveelheid 
oplosbaar eiwit met laag moleculair gewicht neemt lets af Her  
is aan MARTIN, BALLS en McKINNEY (19) gebleken, da t  de hoe- 
veelheid onoplosbaar eiwit echter tegelijkertijd zoo s terk  af- 
neemt, da t  de totale hoeveelheid eiwit in de plant  ongeveer  
gelijk blijft. Dit  behoeft echter nog niet te beteekenen, da t  het 
virus gevormd wordt uit de onoplosbare eiwitten van de gezonde 
plant ;  her is ook mogelijk, dat  tengevolge van de virusproduct ie  
de productie van het onoplosbare, normale planteneiwit ge- 
remd wordt, en dat dit eiwit geleidelijk afgebroken wordt. 

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

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

2e. Uit de oplosbare eiwitten met een hoog moleculair ge- 
wieht. Volgens THOR~BERR¥ en McKINlEY (44) komt ook dit 
eiwit minder voor, naarmate de plant langer ziek is geweest. 
Ook hier bestaat eehter de mogelijkheid, dat de productie van 
dit eiwit tengevolge van de virusinfectie gestagneerd is. Her 
eiwit wijkt eehter in zijn eigenschappen vrij sterk af van het 
viruseiwit; zoo bevat her geen P. 

3e. Uit de eiwitten met laag moleeulair gewicht (maxirnaal 
30.000). I)eze hypothese aeht men vrij algemeen de meest waar- 
sehijnlijke. Her virus wordt nl. gereprodueeerd in planten, die 
zoodanig versehilleu, dat zij alleen de kleinere, niet serologiseh 
aetieve bestanddeelen gemeenschappelijk hebben. IIet virus 
zou dus opgebouwd worden uit tamelijk eenvou~ge bestand- 
deelen. BAWDE~ en PIRIE (1) hebben in gezond tabakssap een 
betrekkelijk eenvoudig nueleoproteine gevonden, dat l ~/o P 
bevat, en dat tot nu toe hog niet aangetoond is kunnen worden 
in sap van viruszieke planten. I-let kan gemakkelijk ontleed 
worden door sommige proteolytische enzymen en slaat niet 
neer bij een 50 ~o-ige verzadiging met  (NH4)2S04. Misschien 
wordt  her virus uit dit eiwit gevormd. 
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c. Stanley's hypothesen betre//ende de reproductie van het virus. 
Aanvankeli jk vergeleek STA~'LEr (29) de virusproduetie  met  

de autokatalyt ische omzetting van trypsinogeen in t ryps ine ,  
wanneer er een kleine hoeveelheid van deze laatste s tof  aan 
toegevoegd wordt. Her eenige verschil was volgens S T ~ ] ~ r ,  
dat  voor de vorming van het tabaksmozaiekvirus  de aanv~ezig- 
heid van levende cellen noodzakelijk is. Dit verklaarde hij door  
aan te nemen, dat de stof waarui t  het  virus gevormd ~noet 
worden een onstabiel eiwit is, da t  alleen bes taanbaar  is in ver- 
binding met de levende eel. Men kan zich een dergelijke a~uto- 
katalyt isehe virusproductie alleen voorstellen uit een ongeveer  
gelijke stof, waarbij tijdens de reaetie energie vr i jkomt:  ke t t ing -  
reactie. Wij hebben eehter gezien, da t  het waarsehijnli jker is, 
dat  bet  virus opgebouwd wordt  uit  reel  kleinere eiwitdeelt jes ,  
waarbij juist  energie opgeslagen wordt .  

Daarom heeft STaXr,E¥ een nieuwe theorie opgesteld (38). 
Hij gaa t  er daarbij van uit,  da t  in de levende eel zeer u i teen-  
loopende bestanddeelen voorkomen.  De meet  ingewikkelde 
bestanddeelen worden door middel van enzymatische proeessen 
uit de meer eenvoudige gevormd. De meest complexe zi jn de 
eiwitten en volgens de nieuwste inzichten van de e iwi tchemie 
bestaan er intracellulaire proteinasen, die in s taa t  zijn eivcitten 
te synthetiseeren, gelijk aan hun eigen struetuur.  ST~m'Lm: 
neemt  nu aan, dat  op dezelfde wijze her virus gevormd word t .  
Hij opper t  de mogelijkheid, dat  door inbrenging van v i ru s  de 
vorming van deeltjes van dezelfde s t ruetuur  wellicht o p  de- 
zelfde wijze bevorderd wordt  als her geval is bij krist~llisaties 
tengevolge van het inbrengen van een enkel kristal. 

X .  D E  A A R D  V A N  H E T  V I R U S .  

Het  karakter  van bet virus is tweezijdig. Eenerzijds ge l i jk t  
her op een levend organisme, veer  zoover betref t  zijn p a t h o -  
geniteit en zijn vermogen to t  reproductie  en mutat ie  b innen  
de levende cellen van een aantal  geschikte waardplanten.  A a n  den 
anderen  kant  heeft het  virus her karakter  van een gr.oot molecuul  
met constante physische en chemische eigenschappen, lViea mag 
de virusdeeltjes dan ook zeker niet beschouwen als onzicht -  
baar  kleine bacteri~n. Dit blijkt wel het duidelijkst uit de loeide 
volgende, reeds vermelde eigensehappen: 

le. Bij ontleding van het virus komen alleen e iwi tbouwstof fen  
en nucleinezuur vrij. 

2e. Her virus bezit geen intern water. 
Her  is dus een eiwit zonder meer. Alle tot  nu toe b e k e n d e  

organismen bestaan daarentegen uit een eenheid, waar in  een 
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wisselwerking tusschen verschillende soorten moleculen b innen  
een bepaald systeem plaats heeft. 

Er doet  zich nu de vraag voor of het mogelijk is, dat  b innen 
her sys teem van een enkel molecuul een zoodanige wisselwer- 
king plaats  ka~ vinden, dat  een dergelijk molecuul de eigen- 
sehappen verkrijgt van een levend organisme. Sommige onder-  
zoekers achten dit mogelijk (GoRT~ER, 10); zij beschouwen de 
virusdeelt jes  als naakte kernen, die voor hun voeding afhanke-  
lijk zijn van de waardplanten.  He t  zou echter zeer voorbar ig  
zijn her overgangskarakter van het virus op te vatten als een 
stadium in de evolutie van niet-levend naar levend. Een andere 
mogelijkheid is, dat wij bij de viren te maken hebben met micro- 
organismen, die tengevolge van hun parasitisme bepaalde rune- 
ties verloren hebben, die overgenomen zijn door het omrin-  
gende plasma van de waardplant  (ANDREWES, 26). Dit proces  
zou wellicht voort  kunnen schrijden to t  sleehts een enkel kern-  
molecuul overblijft. Er  dient hier opgemerkt  te worden, da t  
her zeer goed mogelijk is, dat  de grootere, minder stabiele viren,  
die zich moeilijk tot  onderzoek leenen, verschillende overgangen 
vormen van het virus-organisme naar her normale micro-organisme. 

Wij zijn hiermede teruggekeerd to t  her in de inleiding aan- 
geroerde probleem, of het virus al dan niet een levend orga- 
nisme is. Er is ~eitelijk geen onweerlegbaar bewijs aan te voe ren  
voor de stelling, dat  bet virus geen levend organisme zou zijn. 
Reeds eerder is uiteengezet, dat  de kristalachtige s t r u e t u u r  
van her virus geen bewijs vormt. Ook de omstandigheid,  da t  
het to t  nu toe niet gelukt is het virus bui ten de levende eel te 
vermenigvuldigen, bewijst niets, daar een obligaat paras i t i sme 
ook bij hoogere organismen voorkomt.  Zelfs her feit, d a t e r  
geen ademhaling vastgesteld kon worden, kan niet als een bewijs  
gelden, daar ditzelfde evenmin gelukt is bij sommige zaden en 
bacterie-sporen. 

Her  is t rouwens moeilijk een juiste definitie van her leven te 
geven. Als de meest typisehe eigenschap van her leven kun-  
hen wij echter wel beschouwen her vermogen tot  vermenig-  
vuldiging door deeling en groei. Dit  houdt  in, dat  alle deel- 
tjes niet volkomen gelijk kunnen zijn. De vloeibare kristal len 
wijzen eehter slechts op een ongeveer gelijken vorm van de deel- 
ties van  het  tabaksmozaiekvirus.  Ook de sedimentat iegrens is 
niet zoo scherp, dat men er uit mag besluiten tot  een vo lkomen  
gelijkheid van de virusdeeltjes. 

Men weet  niet of de opbouw van her virus gesehiedt door  de 
plant of door her virus zelf. Een aanwijzing, dat de plant hierbij 
een rol speelt, is het felt, dat een aanzienlijke vermenigvuldiging 
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van het virus in her algemeen slechts plaats grijpt bij een goede 
groei van de plant. Het is echter heel goed mogelijk, d a t  dit 
slechts beteekent, dat  de p lant  onder deze omstandigheden 
beter in s taat  is opnieuw de grondsto~fen te produceeren, welke 
gebruikt  worden voor de virusvorming, en die anders spoedig op- 
gebruikt  zouden zijn. Wanneer het  gelukken zou her virus bu i t en  
de levende eel t~ vermenigvuldigen, dan zou bewezen zijn dat  
de opbouw door het virus zelf geschiedt. Nu vermelden PATriCK, 
LAIDLAW en ELFORD (20), dat  zij uit  rioolslijk een virus ge~so- 
leerd hebben ! ter grootte van het  vaeciniavirus, dat  i nde rdaad  
op kunstmatige voedingsbodems gekweekt kan worden. Ook 
dit is een aanwijzing voor het bestaan van overgangsvormen 
tusschen her tabaksmoza~ekvirus en de gewone micro-organis- 
men. Wij zullen ons dan ook moeten wennen aan de gedachte ,  
dat  de grens tusschen leven en dood niet zoo scherp te t r ekken  
is als wij ons dat  altijd voorgesteld hebben. Evenzeer zullen wij 
ons vertrouwd moeten maken met  her bestaan van inIectieuze 
moleeulen, waarvan her al dan niet levende karakter  problema-  
tiseh is. De naam in/ectieuze nucleo~rote~nen, door BAW:DE~ 
en Pn~IE aan deze deeltjes gegeven, laat  dit karakter  t e r eeh t  
bui ten beschouwing en geeft overigens den aard van de virus-  
deeltjes nauwkeurig weer. 

EIGE~ O~NDERZOEK$) 

ZUIVERING VAN HET TABAKSMOZAIEKVIRUS EN V A N  
H E T  GEWONE STREPENVIRUS VAN DE TOiVIAAT. 

Beide viren werden geisoleerd uit  Rhenensche tabaksplamten.  
De met  her 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 i n  de 
volle zon en in een aanmerkelijk drogere atmosfeer. Het  sap 
van deze laatste planten bleek dientengevolge een veel grootere  
hoeveelheid bruin pigment te bevatten.  De t abaksp lan ten  in 
de druivenserre vertoonden na het  afsnijden een s~erkere b lad-  
misvorming, waarbij de bladeren vaak ten deele d raadvormig  
werden. De planten hadden een ruime bemesting met s talrnest  
(N-rijk) ontvangen om een weelderige bladontwikkeling te ~er- 
zekeren. 

De tabaksplanten werden ruim een maand na de inoeulat ie  

*) ]:)it onderzoek heeft ten deele p laa tsgevonden in s a m e n w e r k i n g  
met  Dr. Janssen op her labora tor inm van  her S taa t sVeear t sen i jkund ig  
Onderzoekingsins t i tuut ,  hetgeen mogelijk was dank  zij de wetwil lende 
medewerking van  den directeur van  dit  ins t i tuut ,  Dr. Frenkel.  
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a fgesneden  en aan  bevr iezing b lootges te ld .  De opn ieuw u i tge -  
groeide  p l a n t e n  werden  2~ m a a n d  la te r  nogmaa l s  a fgesneden .  
De b e v r o r e n  p l an t en  werden gema len  in een eenvoud ige  v r u c h -  
t enmolen .  Aan  her sap werd  N a - c y a n i d e  t o e g e v o e g d  ter  v o o r -  
k o m i n g  van  gisting. He r  bleek da t  ~ g ram per  l i ter  sap n i e t  vol- 
doende  was, zooda t  la te r  1 g ram per  l i ter  t oegevoegd  werd .  

E e n  gedeel te  v a n  her  sap werd  onmiddel l i jk  gefi l tceerd door  
cel iet  (Hyflo  super  cel) ongeveer  volgens  de m e t h o d e  v a n  STA~- 
r,Ey. E r  werd  echter  minder  celiet  aan  her  sap t o e g e v o e g d  dan  
STANLEY gebruik te ,  o m d a t  er s teeds een zekere  h o e v e e l h e i d  
vi rus  in he t  celiet ach te rb leef  en er t och  reeds een goede f i l t ra t ie  
p laa ts  had  bij gebru ik  v a n  ~ 20 g ram per l i ter  in p l a a t s  v a n  
40 gram.  Voor de f i l trat ie werd  de pI-I van  be t  sap d o o r  toe-  
voeging  van  ammon ia  op 7 g e b r a c h t  en na de f i l t ra t ie  w e r d  de 
ce l ie tkoek  2 maal  u i tgewasschen  me t  gedest i l leerd water .  

De res t  van  her  sap werd  eers t  v e rw a rmd ,  ongeveer  v o l g e n s  
de m e t h o d e  van  BAWDEZ~ en PI~rE. Daa r  de u i t v I o k k i n g  v a n  
her  eiwit  grootendeels  geschiedde tusschen  55 en 60 ° C. werd  
be t  sap slechts v e r w a r m d  to t  65 ° C. en d a a rn a  snel a fgekoe ld .  
T o c h  had  deze behande l ing  steeds een ach t e ru i t gang  v a n  he r  
i n fec t i eve rmogen  tengevolge ,  in her  b i jzonder  bij her  g e w o n e  
t abaksmoza i ekv i ru s .  La t e r  t r a d  v a a k  eenig hers te l  v a n  h e r  in- 
f e c t i e v e r m o g e n  op. 2ffa de v e r w a r m i n g  werd  her  sap gef i l t reerd  
door  een  dunne  laag celiet. V e r w a r m d  sap v a n  gezonde  p l a n t e n  
kon  zeI~s door  enkel  f i l t reerpapier  gef i l t reerd worden .  

H e r  in fec t i eve rmogen  werd  bepaMd door  v a n  de ve rsch i l l ende  
v i r u s p r a e p a r a t e n  ve rdunn ingen  te  m a k e n ,  welke  o v e r e e n k w a m e n  
m e t  de v e r d u n n i n g e n  1 : 100; 1 : 1000, en 1 : 10.000 v a n  her  
oorspronkel i jke  sap. Deze werden  u i t g e w re v e n  op b l a d e r e n  v a n  
Glu t inosa-p lan ten ,  te lkens  1/20 ce per  blad.  

H ie r  vo lg t  her  r e su l t aa t  v a n  enkele  c o n c e n t r a t i e - b e p a I i n g e n :  

Aantal ,,local lesions" op Nicotiana glutinosa 

Gewoon tabaksmozaiekvirus. 
Onbehandeld . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Gefiltreerd door celiet . . . . . . . . . . .  
Celiet-koek . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Verwarmd tot 65 °C . . . . . . . . . . . .  

Strepenvirus van de tomaaL 
Onbehandeld . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Gefiltreerd door celiet . . . . . . . . . . .  
Verwarmd tot  65 °C . . . . . . . . . . . .  

I : I00 

116 
96 
12 
23 

74 
95 
47 

Verdunn ing 

I : I000 

10 
19 
0 

I0 

26 
11 
11 

1 : 10000 
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Her  aldus voorbehandelde sap is helder en heef t  een meer  of 
minder  donkere roodbruine kleur. Wanneer  dit  sap eenigen t i j d  
blijft staan, t reedt  er weer een troebeling in op. He t  sap werd d a n  
op de volgende wijze verder geklaard. De p H  werd op 8 geb rach t  
en her sap verzadigd met gips. Her  gipsneerslag werd ui tgecen-  
t r i fugeerd in een continu-centrifuge, zooals gebruikt  wordt  v o o r  
her seheiden van het serum van de bloedlichaampjes en voor  h e r  
seheiden van de room van de melk. Met deze centrifuge worden  
8000 omwentelingen per minuut  verkregen. Er  kan echter noga l  
wat  virus in her gipsneerslag achterbli jven,  zooals uit onders taan-  
de cijfers blijkt. He t  beste is dus waarschijnlijk om her virus d i rec t  
na de filtratie door celiet met (NHa)2S04 af te scheiden. 

Aanta l  ,,local lesions" op Nicot iana glutinosa 

Strepenvirus  van de tomaat 

Gecentrifugeerd zonder gips . . . . .  
Gecentrifugeerd met gips . . . . . . . .  
Suspensie van gipsneerslag . . . . . . .  

Verdunning 

I : 1 0 0  i 1 : l O 0 0  

102 -- 55 
93 ! 42 
45 ! 8 

1 : 10000 

Uit  het  sap, dat alleen door celiet gefiltreerd was (niet v-er- 
warmd),  werd het virus afgeseheiden door toevoeging van een  
verzadigde ammoniumsulfaat-oplossing, ongeveer volgens de 
methode  van STA~-L~,r. Her  bleek eehter  zeer goed mogelijk deze  
virus-afscheiding te doen plaats hebben zonder de pH  te ve rande -  
ren. Meestal werd een hoeveelheid ammoniumsul faa t  toegevoegd  
gelijk aan 2/~ van de hoeveelheid sap; dit is dus t o t  een verzad i -  
ging van 40%. Met geringere hoeveelheden a m m o n i u m s u l f a a t  
wordt  ook reeds een aanzienlijk neerslag verkregen,  hetwelk e c h t e r  
moeilijk volledig is af te scheiden. Her  beste is her neerslag te 
(aten bezinken en de bovenstaande heldere vloeistof zooveel moge-  
Iijk af te schenken of wel bet  neerslag af te tappen.  Dit werd d a n  
langzaam gecentrifugeerd in de bovengenoemde cont inu-cent r i -  
fuge, waarin het  virus zieh in den vorm van een gr.ijs neers]ag 
tusschen de platen afzet, of wel door celiet gefiltreerd. In  b e t  
laa ts te  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 p H  ---- 7 en her v i rus-  
neerslag werd opgenomen in gedestilleerd water,  waaraan een  
weinig ammoniumacetaa t ,  eveneens van een p H  = 7, toegevoegd  
was. Voor de beoordeeling van deze methode van virusafschei-  
ding werd nagegaan hoeveel virus er was achter  gebleven in b e t  
sap, waarui t  het  virus op verschfllende manieren verwijderd ~ras. 
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Aanta l  ,,local lesions" op ~Vicotiana glutinosa 

T o e g e v o e g d e  
Strepenvirus van de tomaat hoeveelheid 

a t o m .  su l f .  

I 

~ a  u i t c e n t r i f ,  v a n  a m m . s u l f . - p r e c . . .  J 1/3 
:Na u i t c e n t r i f ,  v a n  a m m . s u l f . - p r e c . . .  I 2/3 
N a  a f~ i l t r ,  v a n  a m m . s u l f . - p r e c  . . . . .  :/2 
O p g e l o s t  a m m . s u l ~ . - p r e c  . . . . . . . . .  /3 

V e r d u n n i n g  
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De laatste  rij cljfers heeft betrekking op de wijze van afschei- 
ding, die her meest werd toegepast.  

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

Ui t  het sap, dat bij de voorbehandeling verwarmd werd, is her 
virus afgescheiden op een andere wijze, die meer overeenkomt  
met de methode door BAWDE~- en PIXIE toegepast.  Bij d i t  sap 
werd hi. zoutzuur gevoegd to t  een p H  bereikt was van 3,3. Er 
on ts taa t  dan een neerslag, dat  aanmerkelijk zwaarder is dan  her 
ammoniumsulfaat-neerslag, doordat  nu ook normale p lanten-  
eiwitten worden neergeslagen. He t  neerslag kan betrekkel i jk ge- 
makkeli jk afgescheiden worden door eentrifugatie in de cont inu-  
centrifuge of door filtratie door ce]iet. Er blijft steeds zeer weinig 
virus in het sap achter, t t e t  neerslag werd opgenomen in gedes- 
tilleerd water. Daarna werd door toevoeging van l~aOH de p H  op 
7 gebracht.  Bij een p H  ~-- 3,3 wordt  her virus sterk geadsorbeerd 
aan het  celiet en dit bezinkt zeer sne]. Bij een p H  ---- 5 £ 6 bezinkt  
een deel van her ce]iet en het virus niet langer. Bij een p H  ---- 7 & 8 
bezinkt  her celiet weer volledig, terwijl her virus in oplossing 
blijft. He t  normale planteneiwit  lost echter niet op. N a d a t  deze 
suspensie in een gewone centrifuge (5000 omwentel ingen per 
minuut)  gecentrifugeerd is, kan de virushoudende vloeistof wor- 
den afgeschonken. Hieruit  werd her virus nogmaals afgescheiden 
door verzadiging tot  4 0 ~  met  ammoniumsulfaat ,  op de wijze 
zooals reeds eerder behandeld is. Alleen werd nu gebruik gemaak t  
van de gewone centrifuge, omda t  nu met een reel  geringere hoe- 
veelheid vloeistof gewerkt werd. Hier volgt  de uitslag van enkele 
concentratie-bepalingen van her virus. 

Aanta l  ,,local lesions" op 2Vicotiana glutinosa 

Strepenvirus  van de tomaat 
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De verwijdering van de kleurstoffen bleek zeer goed te kunnen  
gesehieden met kool-poeder (RlSC~KOV en GRO)IYKO). Typisch  
is, da t  bet  virus niet merkbaar  san  de kool adsorbeert .  Voor be t  
weinig pigment bevat tende tabaksmozaiek-virus  was 66n behan-  
deling met  1 ~o kool votdoende. Voor het  tomaatvLrus waren twee  
behandelingen noodig, resp. met  2% en 1% kool. De verwijdering 
van de kool geschiedde het best  door eerst her grootste gedeel te  
uit te centrifugeeren, en de laatste  resten to verwijderen door  te 
filtreeren door van te voren gewasschen eeliet. 

Aantal  ,,local lesions" op Nicotiana glutinosa 

Strepenvirus van de tomaat 

V o o r  d e  k o o l - b e h a n d e l i n g  . . . . . . .  
N a  ~ n  b e h a n d e l i n g  m e t  2 % k o o l  . 
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In verband met deze resultaten schijnt het  mij toe, dat oolc de 
chemische zuivering van her virus behoorlijk snel kan geschieden, 
mits men uitgaat van planten, die in een vochtige en beschaduwde 
omgeving zijn gegroeid. De beste en omelste methode is dan wetar- 
schijnlijk her sap door celiet te /iltreeren, bet virus met am~mo- 
niumsul[aat a/ te scheiden en bet ggn maal met behulp van kool 
van bet pigment te bevrijden. Dit alles kan ui tgevoerd worden  
bij een p i t  = 7, zoodat dan waarsch~jnlijk weinig aggregatie v a n  
virusdeelt jes op zal treden. 

De aldus gezuiverde virus-suspensie is nogal sterk opalescent  en 
vrijwel kleurloos. Zij ver toont  een duidelijke s t roomings-dubbele  
breking. Door toevoeging van ammoniumsul faa t  en een weinig 
azijnzuur (pH = 5) werden hieruit de naaldvormige viruskris ta l -  
len verkregen. De naatdjes van het  gewono tabaksmozaiekvi_rus 
zijn ongeveer 20-25 /s lang (afb. 1), de naaldjes van het  gewone 
strepenvirus zijn war kleiner en slechts ongeveer 15 tt lang (afb. 2). 
De afbeeldingen hebben betrekking op virus dat  ongeveer vol -  
gens de methode BAWDE~ en PIRIE gezuiverd is. De aaaldjes,  die 
verkregen werden uit het sap, da t  ongeveer volgens de m e t h o d e  
SrANL~.Y gezuiverd was, waren iets fijner en korter. Her yeas 
moeilijk de dubbele breking van de kristallen zelf waar te nemen.  
H e t  gelukte niet de dubbele breking door kleuring te vers terken.  
De J-kleurmiddelen reageeren niet op her eiwit en AgNO 3 ve r -  
oorzaakte wel een violetkleuring, maar  vernietigde tevens groo-  
tendeels de naaldvormige struetuur.  Men /can de virusnaald]es 
alleen verkrijgen, wanneer bet virus geheel van kleursto//en be- 
vrijd is, en wanneer ammonium-sul/aat toegevoegd wordt. W a n -  
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neer men de virussuspensie op laat drogen, dan on t s t aa t  een 
doorzichtige gelatineuse laag. 

Wanneer  wij tot  besluit de virus-concentratie van de gezuiverde 
viruspraeparaten met  die van her oorspronkelijke sap vergelijken, 
dan zal blijken, dat bet in/ectievermogen van her gewone strepen- 
virus niettegenstaande de langdurige behandeling niet merlcbaar 
verminderd is. t t e t  infectievermogen van her gewone tabaks-  
mozaiekvirus is daarentegen sterk afgenomen. Toch zijn beide 
viren ongeveer op dezelfde wijze behandeld. N a  de gips-zuive- 
ring heeft in her sap echter vaak geruimen tijd een te hooge pH 
geheerscht  (tot 8,3). Misschien is her gewone tabaksmozaiek  hier- 
voor gevoeliger dan het strepenvirus. Een andere mogelijkheid 
is, dat  bij her tabaksmozaiekvirus een reel  sterker aggregatie 
opt reedt  dan bij her strepenvirus. De cijfers in de volgende tabel 
zijn niet geheel vergelijkbaar, daar her aantal  ,,local lesions" da t  
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 tabel), die dus beter vergelijk- 
baar  zijn. 

A a n t a l  ,,local l es ions"  op N i c o t i a n a  g lu t inosa  

Gewoon t a b a k s m o z a i e k v i r u s  : 
V o o r  de  z u i v e r i n g  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
N a  STAz~v.E¥-zuiver ing . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
N a  B A W m ~ N - z u i v e r i n g  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

S t r e p e n v i r u s  van  de tomaat  : 
V o o r  de  z u i v e r i n g  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
N a  S ~ r ~ - L ~ . y - z u i v e r i n g  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
N a  B A W D E ~ - Z u i v e r i n g  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
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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- 
n a r y  tobacco mosaic virus and the single streak virus of the  to- 
mato  are compared. 

1. Fil trat ion through celite and separation of the  v i rus  by 
different saturations with (NH4) 2 S04 (STx~r.EY). 
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2. Heating to 70 ° C. and separation of the virus by adding 

HC1 (BAWDEN and  PIRIE). 
3. R e m o v a l  of the p igmen t s  b y  t r e a t m e n t  wi th  coal  (I%IsCH- 

KOV a n d  GRO~YKO). 
A qu ick  chemical  m e t h o d  of pu r i fy ing  juice, which  c o n t a i n s  

no t  too  m u c h  p igmen t s  is f i l t rat ion t h r o u g h  celite, v i rus -p rec ip i -  
t a t i on  wi th  40% (NH4) 2 SO 4 and  on ly  one t r e a t m e n t  wi th  1 (~/o 
or 2 %  coal, all a t  p H  : 7. 

The  l eng th  of the needles of the  t o m a t o  single s t reak  v i ru s  
is a ]ittle less (15 #) than  the  l eng th  of the  needles of t h e  
ordinary tobacco mosaic virus (20--25 #). 

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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VEI~KLARING D E R  F I G U R E N  
E X P L A N A T I O N  OF F I G U R E S  

PLAAT II 

Fig. I. Kristallen van her gewone tabaksmozaiekvirus. Vloeisto~ opge~ 

droogd, waardoor ook iets te zien is van ammoniumsulfaat-kris- 

tallen. 570 × vergroot. 

(Virus-needles of ordinary tobacco mosaic. × 570). 

Fig. 2. Kristallen van het gewone strepenvirus van de tomaat. Vloeistof 
eveneens opgedroogd. 570 × vergroot. 
(Virus-needles of the single s t reak virus of the tomato.  × 570). 


