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A A N  K L E I M I N E R A L E N  1 

With a summary: Binding of  virus-inhibiting substances on clay minerals 
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INLEIDING 

In zijn onderzoek over de werking van een uit anjer verkregen stof, wetke de 
virusinfectie feint, kwam RAGETLI (1957) tot de opvatting, dat her mechanisme 
van deze remming berust op het blokkeren van bepaalde plaatsen nabij het 
bladoppervlak, welke noodzakelijk zijn voor de totstandkoming van de virus- 
infeetie. Aan deze plaatsen, reeeptoren genoemd, zouden de virusdeeltjes zieh 
moeten hechten, alvorens vermeerdering van het virus optreedt. Naar aanleiding 
van de mededeling van VAN DER WANT (1952) over de reversibele binding van 
virusdeeltjes aan kleimineralen werd in het hieronder besehreven onderzoek na- 
gegaan in hoeverre deze kleibestanddelen van invloed zijn op de werking van 
de door RAGETLI besehreven remstof uit anjer. 

MATERIAAL EN METHODEN 2 

Als uitgangsmateriaal werd tabaksnecrosevirus (TNV) uit bonen (Phaseolus 
vulgaris L. var. Beka) gebruikt, dat afkomstig was van wortels van Bouvardia 
humboldtii hort. Voor de proefnemingen werden White Burley tabak en de 
Beka-vari~teit van boon geinfecteerd met een TNV-preparaat. Dit  preparaat 
werd bereid door bladeren van zieke boneplanten uit te persen, nadat deze een 
nacht bij -20 °C waren bewaard, bet perssap daarna gedurende 4 minuten tot 
50 °C te verhitten en her neerslag af te centrifugeren. De bovenstaande vloeistof 
bevatte het virus. De remstof werd op overeenkomstige wijze uit gezonde anjer- 
planten, welke uit zaad gekweekt waren, verkregen. 

Van de kleimineralen werden illiet met zure en montmorilloniet met basische 
eigenschappen toegepast. Om andere ionen uit het illiet te verwijderen, werd dit 
zo lang met 0,2 n HC1 behandeld volgens de methode van FAVEJEE (1951), dat 
bet oppervlak van de deeltjes verzadigd was met H+-ionen, en tenslotte uitge- 
wassen met water. 

Bij 10 ml virussuspensie werd 0,5 g kleimineraal gevoegd, gedurende 1 ~t 2 
uur geschud en daarna afgecentrifugeerd. Grotere hoeveelheden klei in 10 ml 
suspensie zwellen te sterk en vormen een compacte massa. Niet gepubliceerde 
proeven hebben aangetoond, dat kleimineralen geen abrasieve werking hebben. 

Voor de inoculatieproeven werd de bladhelften-methode toegepast, waarbij 
van zes bladeren van White Burley tabak de ene helff met virus, gemengd met 

1 Aangenomen voor publikatie 19 september 1958. 
2 De schrijvers betuigen hun dank aan de Heer M. BIJL voor zijn waardevolle, technische 

hulp. 
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anjersap of met virus, gemengd met anjersap en klei en de andere helft met virus 
alleen geinoculeerd werd. Van boneplanten werden de tegenover elkaar staande 
bladeren als proef- en controlebladeren gebruikt. Alle inoculaties werden met 
carborundum verricht, da t  na de behandeling onder de kraan werd afgespoeld. 

In tegenstelling tot de gelijktijdige behandeling van het viruspreparaat met 
kleimineralen werd in andere proeven de klei later toegevoegd door de reeds ge- 
inoculeerde bladeren, hetzij voor de tweede keer met klei te inoculeren, hetzij in 
de kleisuspensie te dompelen en vervolgens onder de kraan af te spoelen. 

Na twee dagen werden de ontstane vlekken geteld en deze aantallen gesom- 
meerd. In bijgaande tabellen zijn alleen de sommen opgegeven, waarbij de 
controle-aantallen steeds het eerst zijn vermeld. 

PROEVEN MET MENGSELS VAN VIRUS, REMSTOF EN KLEIMINERALEN 

Om na te  gaan in welke concentratie het anjersap het virus juist onwerkzaam 
maakt,  werden enige proeven met uiteenlopende verdunningen van anjersap 
uitgevoerd. Het bleek, dat de verlangde concentratie bereikt wordt bij een ver- 
dunning van ! : 50. Bij de proeven werd in het vervolg 9,8 ml virussuspensie aan 
0,2 ml anjersap toegevoegd. 

De virussuspensie was na toevoeging van montmorilloniet basisch en na 
toevoeging van H-illiet zuur. Zowel de basiditeit als de aciditeit is des te sterker 
als de desbetreffende klei niet eerst wordt afgecentrifugeerd. Het gaat bij deze 
proeven om een traject van pH 4,5 tot pH 8,0. 

Opvallend is het, dat in een belangrijk aantal gevallen toediening van klei, 
zowel van montmorilloniet als van H-illiet, een sterke stimulering geeft. Deze 
stimulering komt niet alleen tot uiting bij toediening van klei bij het inoculum, 
maar ook bij toevoeging aan het mengsel van inoculum en anjersap. Blijkbaar 
wordt de remstof onwerkzaam gemaakt (tabel 1). 

Opmerkelijk is deze werkzaamheid van de klei bij een toediening na inoculatie, 
zowel met het inoculum alleen, als met inoculum plus anjersap. 

HET SELECTIEF BINDEN DOOR KLEIMINERALEN 

Om nate  gaan in hoeverre de kleimineralen uit een mengsel van virus en rem- 
stof 66n van de twee bestanddelen selectief binden, werd aan bet mengsel klei 
(montmorilloniet of H-illiet) toegevoegd. Een lage virusconcentratie, een ver- 
dunning van 1 : 100, werd gebruikt, omdat eerder uitgemaakt was, dat het virus 
volledig geinactiveerd werd bij toediening van anjersap in dezelfde concentratie 
als bij de voorgaande proeven. Het bleek, dat door de kleitoevoeging een be- 
langrijk geringere remming optrad, zodat aangenomen mocht worden, dat  een 
aanzienlijk deel van de remstof weggenomen was. 

Aan een andere hoeveelheid van de bovenstaande vloeistof werd weer virus in 
de verdunning 1:100 toegevoegd om te kunnen nagaan in hoeverre nog aan- 
wezige vrije remstof inactiverend werkt. Ten slotte werd anjersap alleen met 
klei geschud en afgecentrifugeerd; de bovenstaande vloeistof werd met virus in 
de bovengenoemde verdunning gemengd en ge~noculeerd. De resultaten van 
deze proeven zijn in tabel 2 samengevat. Deze proeven demonstreren, dat de 
inactiverende werking van anjersap door de toegevoegde klei belangrijk wordt 
verminderd; in verschillende gevallen treedt zelfs stimulering op. Dit wijst niet 
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alleen op een binding van de remstof uit anjersap maar eveneens op een binding 
van een mogelijk in het inoculum aanwezige remstof. 

BINDING VAN DE REMSTOF UIT BONEBLADEREN 

Deze remstof uit bonebladeren zou door klei verwijderd moeten worden, op- 
dat het infectievermogen van het inoculum groter wordt. 

Inoculum, bereid op de wijze zoals eerder weM aangegeven, werd gemengd 
5f met montmorilloniet 6f met H-illiet bf met beide tegelijk~ waarna bet mengsel 
op de bladeren van White Burley tabak werd geinoculeerd. Uit de resultaten 
van deze proeven (tabel 3) blijkt duidelijk, dat kleibehandeling, zowel in basi- 
sche als in zure mengsels, het virus in belangrijke mate bevrijd heeft van rem- 
mingen. Bij onverdund TNV is de klei niet in staat alle boneremstof te adsor- 
beren, zodat de stimulering gering is. Dit is vooral met H-illiet het geval. 

TABEL 3. Aantal  vlekken bij inoculatie van een mengsel van TNV 4- klei op bladeren van 
White Burley. 

Number of local lesions from inoculations with a mixture of TNV 4- clay on White 
Burley leaves. 

T N V  onv./und. 4- H-illiet . . . 
T N V  1 : 2 4- H-illiet . . . . . .  
T N V  1 : 100 4- H-illiet . . . .  

T N V  onv./und. 4- montm . . . .  
T N V  1 : 2 4- m o n t m  . . . . .  
T N V  1 : 100 4- m o n t m  . . . .  

T N V  1 : 2 + H-illiet q- montm.  

stimulering remming 
p H  c : t stimulation inhibition 

6,4 
6,4 
4,5 

6,9 
7,2 
7,4 

6,7 

7 6 : 9 1  
3 1 : 1 8 6  
4 5 : 5 3  

9 0 : 3 7 5  
4 9 : 8 8 9  
5 9 : 1 7  

1 1 : 3 2 2  

20% 
500% 

18% 

316% 
1714% 

2827% 

71% 

Het grootste effect heeft de klei, wanneer een verdunning van het virus van 
1:2 gebruikt wordt. 

Is het virus zeer verdund (verdunning 1 : 100), dan heeft de klei blijkbaar niet 
alleen de remstof gebonden, maar eveneens een gedeelte van her virus, zodat 
de stimulering geringer is. 

DISCUSSIE 

Het meest opvallend effect van de behandeling met klei (zowel met mont- 
morilloniet als met H-illiet) op het uit bonebladeren verkregen TNV-preparaat, 
is de activering van het virus. 

Toediening van het kleimineraal n~t inoculatie van het virus, al of niet gecom- 
bineerd met anjersap, heeft hetzelfde effect ten gevolge. In het bovenstaande 
werd aangenomen, dat hier sprake is van een selectieve binding van een remstof. 
Dit zou dan gelden zowel voor de remstof, afkomstig van de bonebladeren, als 
voor die, welke met het anjersap wordt toegevoegd. Niet gepubliceerde proeven 
hebben aangetoond, dat het TNV, in tabaksbladeren vermeerderd en gezuiverd 
met ammoniumsulfaat, aan kleimineralen wordt gebonden, omdat met mengsels 
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van dit gezuiverde virus en klei geen of nagenoeg geen virusinfectie op White 
Burley tabak te verkrijgen is. 

De boven beschreven proeven maken het waarschijnlijk, dat de uit boon af- 
komstige remstof door de klei eerder wordt gebonden dan het TNV. De pH is 
bij deze binding van geen essenti~le betekenis. 

Baserend op de opvatting van RAOETH, dat het gaat om het blokkeren van de 
receptoren door remstofdeeltjes, wanneer virusinfectie door toevoeging van 
anjersap wordt voorkomen, moet men een aanvullende veronderstelling maken 
om het opnieuw tot stand komen van de infectie door latere toediening van klei 
te verklaren. Na het verwijderen van de blokkerende remstof van de receptoren 
zouden de virusdeeltjes door deze vrijgekomen receptoren zodanig aangetrok- 
ken worden, dat een hechting plaats vindt en vermeerdering optreedt. Het is 
mogelijk deze receptoren-theorie te vervangen door de thans weer in de belang- 
stelling gekomen matrijzen-hypothese. Volgens deze opvatting zou bij de enzy- 
matische processen, waardoor het virus tot vermeerdering komt, het infec- 
terende agens een rol vervullen als sjabloon. Dit sjabloon wordt onwerkzaam 
door toevoeging van remstoffen, welke door kleimineralen verwijderd kunnen 
worden. Bij de receptoren-hypothese gaat het om de inleiding tot de infectie, 
namelijk de aanhechting; bij de tweede hypothese om het daarna beginnend 
proces der vermeerdering. Het hier medegedeelde onderzoek geeft geen aan- 
leiding tot meerdere steun aan de eerste hypothese. Wel zijn er mogelijkheden 
geopend voor nieuwe methoden voor viruszuivering en is het bestaan van eert 
andere remstof, afkomstig van de boon, waarschijnlijk gemaakt. 

SAMENVATTING 

Gewerkt werd met tabaksnecrosevirus (TNV), geisoleerd uit wortels van 
Bouvardia humboldtii hort. en vermeerBerd op boon (Phaseolus vulgaris L. var: 
Beka). Het inoculum werd verkregen door de zieke bonebladeren eerst te be- 
vriezen, daarna uit te persen en de ruwe bestanddelen te verwijderen door ge- 
durende 5 min. bij 50°C te verhitten en de samengeklonterde massa af te 
centrifugeren. Op overeenkomstige wijze werd een remstof geisoleerd uit ge- 
zonde anjerplanten. Bij de juiste verhoudingen toegediend blijkt dit anjersap 
remmend te werken op het infectievermogen van het TNV, zowel bij White 
Burley tabak als bij boon. 

Toevoeging van 0,5 g montmorilloniet of van 0,5 g H-illiet bij 10 ml inoculum 
geeft bij inoculatie op tabak een groter aantal vlekken dan zonder deze klei- 
mineralen. Dit kan betekenen, dat in het inoculum een remstof aanwezig is, 
afkomstig uit bonebladeren, waarin het TNV werd vermeerderd. Deze remstof 
wordt door de gebezigde klei eerder gebonden dan door het TNV. 

Kleimineralen stimuleren de werking van TNV eveneens, wanneer de anjer- 
remstof toegevoegd was; ook in dit geval moet een selectief binden van de rem- 
stof verondersteld worden. De pH blijkt niet van essenti~le betekenis te zijn. 
Montmorilloniet maakt de virussuspensie enigszins basisch, H-illiet zuur. Zowel 
de basiditeit als de aciditeit is des te sterker als de desbetreffende klei niet eerst 
wordt verwijderd. In de proeven ging het om het traject tussen pH 4,5 en 
pH 8,0. 

Hetzelfde effect werd gevonden, wanneer de kleimineralen toegediend werden 
nadat de inoculatie op het tabaksblad reeds was verricht, zowel bij inoculaties 

416 



met het TNV al166n, als bij die met het TNV gemengd met anjersap. Men moet 
wel aannemen, dat zelfs de reeds in het blad aanwezige remstof wordt wegge- 
nomen. Hoe daarna de virusdeeltjes weer tot werkzaamheid komen, is on- 
be, kend. In dit verband zijn in de discussie twee mogelijkheden naar voren 
gebracht. Het onderzoek heeft geleid tot de mogelijkheid met kleimineralen 
nieuwe zuiveringsmethoden uit te werken en heeft tevens het voorkomen van 
een remstof, in bonebladeren, waarschijnlijk gemaakt. 

SUMMARY 

Experiments were made on the effect of carnation sap on the infectivity of 
tobacco necrosis virus (TNV). This virus was isolated from roots of a Bouvardia 
humboldtii plant and propagated in Phaseolus vulgaris plants (var. Beka). The 
inoculum was obtained by pressing sap from previously frozen leaves of the 
infected bean plants. The crude sap was heated for 5 rain. at 50 °C and Centrifu- 
ged in order to remove plant constituents. The same procedure was followed 
to obtain a preparation of inhibitor from sap of healthy carnation plants. 

Virus inhibition occurred if inoculations were made with TNV mixed with 
carnation sap. In order not to have the inhibitor in excess, it was necessary to 
use a dilution of the carnation sap of 1 : 50. Adding 0.2 ml carnation sap to 
0.8 ml TNV resulted in circa 100 % inhibition. It was found that clay minerals, 
viz. montmorillonite and H-illite, were able to remove inhibiting substances 
from a mixture of virus and inhibitor. H-illite was prepared by treating illite 
with HC1 in such a way that the surface of the mineral particles became covered 
with an uniform layer of H+-ions. Montmorillonite rendered the virussuspension 
alkaline and H-illite acid; the alkalinity and the acidity were more pronounced 
when the respective clay minerals were not previously separated from the virus 
suspension by centrifugation. In the quantities used (0.5 g H-illite or 0.5 g mont- 
morillonite) the pH ranged from 4.5 to 8.0. 

Since adding one of the clay minerals to the inoculum gave an increase in the 
number of local lesions on leaves of White Burley tobacco (proved not due to 
abrasive action) the presence in the inoculum of an inhibitor was deduced. This 
inhibitor must have been derived from the bean leaves in which the virus had 
been propagated. As the purification of the virus was not absolute, this inhib- 
iting substance exerted its influence in each inoculation. 

The substance was thought to be selectively bound by the clay minerals. 
Experiments showed also that in a mixture of virus with an inhibitor from 

carnation, the latter has priority in being bound by clay. Very remarkable is the 
action of clay when it is applied to leaves which previously (a few minutes 
beforehand) have been inoculated either with virus or with virus mixed with 
carnation sap. In the first case a greater number of local lesions was found and 
in the second case the inhibiting action of the carnation sap was suspended 
or reduced and the infectivity of the virus was restored. 

So it appeared that the clay was able to counteract the effect of the inhibiting 
substances present in the TNV inoculum; even when they had been introduced 
into the leaves a few minutes beforehand, it was able to counteract also. 

Two hypotheses are to be considered with respect to these phenomena viz. 
t]~e receptor theory and the template theory. RAGEXLI (1957) supports the first 
theory, when he supposes that inhibiting substances are blocking the receptors, 
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so that virus particles cannot attach, or that they drive out the already attached 
particles from these supposed receptors. In this respect a further supposition 
must be added to the receptor theory, namely that restoration of infectivity 
after removal of inhibitors implies reinstatement of virus particles to these 
receptors. 

With the template theory the infecting virus is supposed to act as a mould in 
the enzymatic processes by which new virus particles are formed. Inhibitors 
could be supposed to spoil these moulds. Clay minerals could clear these moulds 
again. 

So the receptor theory relates to the first stage of infection viz. attachment, 
whereas the template theory is concerned with the process of multiplication. Our 
experiments give no reason.to prefer one ,or the other theory. They have, how- 
ever, brought forward the possibility of building up a new method of virus 
purification with clay minerals and also the possibility of there being a new 
inhibitor in bean leaves. 
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