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1. INLEIDING
1.1. Doelstelling

Infectie van een gevoelige plant met een virus vercorzaakt in de plant ziektesymp-
tomen die karakteristiek zijn voor de combinatie virus - waardplant. Het ontstaan van
symptomen is het gevolg van veranderingen in de normale fysiologische processen van de
waardplant, veroorzaakt door een specifieke interactie van de genetische informatie
van het virus en het genoom van de waardplant, Variatie van de genetische informatie
van het virus in de cambinatie virus - waardplant kan leiden tot het ontstaan van ver-
schillende typen symptomen op dezelfde waardplant. Verschillende virussen brengen
meestal verschillende symptomen teweeg op dezelfde waardplant en dit is dikwijls even-
eens het geval met virusisolaten die op grond van lun serologische eigenschappen be-
schouwd worden als stammen van eenzelfde virus,

Uit het feit dat inoculatie met het vrije nucleInezuur van een virus evengoed leidt
tot infectie, virusvermenigvuldiging en symptoominductie, volgt dat de eigenschappen
van een virus bepaald worden door zijn nucleinezuur, Het is mogelijk van een virus na-
tuurlijke mutanten te isoleren die zich van de uitgangsstam onderscheiden doordat zij
andere symptomen teweegbrengen op &&n of meer waardplanten. Het is eveneens mogelijk -
kunstmatige mitanten te maken door behandeling van het virus met een mutagens. Deze
mutanten moeten 2ich van de uitgangsstam onderscheiden in hun symptomen op temminste
€én waardplant, daar dit criterium praktisch uitsluitend hanteerbaar is voor hun iso-
latie,. Daar opheldering van de nucleotidenvolgorde in het nucleinezuur geen inzicht
verschaft omtrent de wijze waarop de genetische eigenschappen van een virus tot uit-
drukking worden gebracht, kan alleen informatie hieromtrent verkregen worden door mid
del van onderzoek naar door het virusnucleInezuur gecodeerde eiwitten.

Op een enkele uitzondering na, wordt het nucleinezuur van plantevirussen gevormd
door RNA, Dit dient als matrijs voor zijn eigen vermenigvuldiging en heeft tevens een
boodschapper-functie. De door het virus-RNA gecodeerde eiwitten zullen dus een onmid-
dellijke afspiegeling vormen van de genetische informatie van het virus. In het geval
van kunstmatige mutanten is gebleken dat in een aantal gevallen aminozuursubstituties
in het manteleiwit voorkomen, en dat deze in vrijwel alle gevallen verklaard kunnen
worden uit de verandering van &&n base in het virus-RNA, Hieruit blijkt dat de gene-
tische informatie van een virus bepalend is voor de specificiteit van de symptomen in
de cambinatie virus - waardplant, Onderzoek naar de bijdrage van het virus in de symp-
toomvorming zal dus moeten geschieden door het isoleren en karakteriseren van de door
het virus-RNA gecodeerde eiwitten.

Variatie van het genoom van de waardplant in de combinatie virus - waardplant geeft
meestal aanleiding tot inductie van verschillende typen symptomen door hetzelfde virus
of dezelfde virusstam. Hetzelfde virus brengt meestal verschillende symptomen teweeg
op verschillende waardplantscorten of -variéteiten. De aanwezigheid van zogenaamde



resistentiegenen in de plant, hetzij van nature aanwezig, hetzij door kruising inge-
bracht, sluit infectie door het pathogeen uit, of is verantwoordelijk voor een overge=-
voeligheidsreactie waardoor de verspreiding van het pathogeen in de plant beperkt
blijft, Bij verschillende schimmelzickten is een gen om gen relatie bekend, waarbij de
plant over een aantal resistentiegenen (loci of allelen) beschikt die, in dominante
vorm aanwezig, de plant onvatbaar maken voor, of de interactie schimmel - waardplant
doen verkeren in een overgevoeligheidsreactie bij infectie door stammen van de schim-
mel die corresponderende virulentiegenen bezitten. Gezien de geringe hoeveelheid ge-
netische informatie van een virus is vergelijking met die van een schimmel, is de aan-
wezigheid van enige verschillende virulentiegenen op het virusgenoom niet aammemelijk.
Er kan evenwel toch in een aantal virus - waardplant combinaties sprake zijn van een
gen om gen relatie, waarbij een virusgen zou kmnen corresponderen met een resistentie-
gen dat, in dominante vorm aanwezig, de plant onvatbaar of overgevoelig maakt voor in-
fectie met het desbetreffende virus, In dit geval zou de relatie slechts &&n gen om-
vatten. In de combinatie tabaksmozalekvirus - tabak zijn zelfs meerdere allelen van
een resistentiegen van de waardplant bekend. Hieruit blijkt hoezeer het genocom van de
plant betrokken is bij het al of niet tot stand komen van een ziektebeeld, Op deze
grond berust ook het zoeken naar rassen van een soort die onvatbaar of verminderd vat-
baar zijn voor virusziekten. Onderzoek naar de bijdrage van de plant in de symptoom-
vorming zal dan ook moeten geschieden op het niveau waarop de genetische informatie
van de plant tot uitdrukking gebracht wordt, d.w.z. in de synthese van eiwitten.

Door de ontwikkeling van nieuwe fractionerings- en scheidingstechnieken is het mo-
gelijk geworden eiwitten uit planten in natieve vorm te iscleren en in componenten te
scheiden. Door vergelijking van eiwitpatronen uit niet-geinfect?erde en met een be-
paald virus geinfecteerde planten kan worden nagegaan in welke mate verschillen optre-
den. Identificatie van deze verschillen kan aamwijzingen leverer aangaande de verande-
tingen in het metabolisme van de waardplant die zich als gevolg van infectie voltrek-
ken. De fysiologische betekenis hiervan bij de pathogenese en symptoomexpressie is van
belang voor het inzicht in het tot stand komen van een bepaald type symptomen. Dit in-
zicht kan bijdragen tot begrip omtrent het mechanisme van de pathogenese en aanwijzin-
gen leveren op welke wijze resistentie tegen virusziekten kan worden bevorderd.

Van tabaksmozaiekvirus (IMV) zijn een groot aantal verschillende stammen bekend
die zich onderscheiden in de symptomen die zij teweegbrengen op verschillende waard-
planten, Evenzo zijn van tabak (Nicotiama tabacum L.) verschillende natuurlijke of
door ¥ruising verkregen vari&teiten beschikbaar die verschillen in hun reactie op in-
fectie met TMV. De cambinatie TMV - tabak vormt daardoor een aantrekkelijk model voor
het hierboven geschetste scort onderzoek. Om die reden werd dit systeem als onderzoek-
object gekozen.



1.2. Genetische eigenschappen van tabaksmozaTekvirus

Op grond van de aamnwezigheid van ongeveer 6400 nucleotiden in het enkelstrengige
TMV-RNA kan verwacht worden dat het TMV-RNA kan coderen voor 12-14 eiwitten. Hiervan
is echter alleen het uit 158 aminozuren bestaande manteleiwit bekend. De overeenkomst
tussen plantevirussen en de kleine RNA-fagen in de wijze van RNA-vermeerdering, maakt
het aannemelijk dat, naar analogie met deze laatste, het TMV-RNA informatie bevat voor
een TMV-RNA afhankelijke RNA-polymerase (Mundry, 1967; Takahashi, 1967), Uit het feit
dat mutanten bekend zijn die zich onderscheiden in de symptomen die zij teweegbrengen,
maar eenzelfde aminozuurvolgorde in het manteleiwit bezitten als de uitgangsstam,
1lijkt de conclusie gerechtvaardigd dat &&n of meer door het virus-RNA gecodeerde ei-
witten een rol spelen bij de symptoomvorming in geinfecteerde planten (Wittmann, 1959).

Aanwijzingen, dat bepaalde gedeelten van het TMV-RNA direct of indirect een rol
spelen bij het tot stand komen van de symptomen, stammen uit verschillende onderzoe-
kingen. Door Kado en Knight (1966} werd de eiwitmantel van het TMV-RNA in verschillen-
de mate verwijderd en het gedeeltelijk ontmantelde RNA blootgesteld aan de mutagene
werking van salpeterigzuur. Genoemde auteurs letten daarbij op de verandering van de
eigenschap, systemische mozaleksymptomen op Nieotiana eyluvestris te vercorzaken, in
de eigenschap lokale vlekken op deze soort te doen ontstaan. Zij verkregen een hoge
mitatiesnelheid wanneer 75% van het RNA was ontmanteld en postuleerden daarom de aan-
wezigheid van een lokale vlekken gen dat gelegen was op ongeveer 3/4 van de lengte
van het TMV-RNA, gerekend vanaf het 3'-einde.

Dezelfde overgang van systemische mozaieksymptomen naar lokale vlekken op N. taba~
oun cv. Java, die eenzelfde genetische constitutie bezit als ¥, sylvestris (vgl. 1.3),
werd reeds in 1958 gebruikt door Mundry en Gierer voor de isolatie van kunstmatige mu-
tanten. Bij behandeling van TMV-RNA met salpeterigzuur, bleek dat deze overgang be-
werkstelligd kon worden door €&n enkele van in totaal 180-200 desamineringen. Daar u-
ridylzuur niet gedesamineerd kan worden, kan de omvang van dit cistron 250-300 nucleo-
tiden bedragen (Mundry, 1965). Mundry veronderstelt, dat de in dit cistron aanwezige
informatie het effect van het gen van de waardplant dat verantwoordelijk is voor een
overgevoeligheidsreactie (vgl. 1.3), te niet doet, waardoor het virus zich door de ge-
hele plant kan verspreiden. Terugmutatie van lokale vlekken naar systemische mozalek-
symptomen op N. sylvestris of Java tabak komt noch kmstmatig noch spontaan voor. De
beschreven waarnemingen kunnen dus gelnterpreteerd worden als een verliesmutatie in
een cistron dat bij de gegeven genetische constitutie van de waardplant, het syste-
misch worden van het virus, door onderdrukking van de overgevoeligheidsreactie, be-
werkstelligt,

Behandeling van TMV met een mutagens levert ongeveer acht maal zo veel levensvatba-
Te mutanten als het percentage overgang van systemische mozafeksymptomen naar lokale
viekken op N, sylvestris (Mundry, 1965). De aanwezigheid van andere, bij de symptoom-
inductie betrokken cistrons, is daarom meer dan waarschijnlijk.



Von Sengbusch (1965) is van mening dat ook de aminozuurvelgords van het mantelei-
wit invlioed heeft op het type symptomen dat ontstaat na infectie van tabak, Zo ont-
staan sterk gele mozaleksymptomen wanneer de plant gelnfecteerd wordt met mutanten
die ten opzichte van de uitgangsstam vulgare in alkalisch milieu een lagere elektro-
foretische mobiliteit vertonen. De mutant Ni 102 vormt hierop een uitzondering: deze
migreert bij elektroforese wel langzamer, maar veroorzaakt normale symptamen. Door
Jockusch (1966a,b, 1968) werd gevonden dat al deze mutanten temperatuursensitief zijn
in de zin dat bij 32° slechts een fractie stabiel infectieus materiaal geproduceerd
wordt in vergelijking met 23°, Omgekeerd vertonen echter niet alle temperatuursensi-
tieve mutanten een veranderde elektroforetische mobiliteit en daarmee samenhangend
sterk gele mozaleksymptomen, Al deze temperatuursensitieve mutanten vercorzaken syste-
mische symptomen bij 32° (ts-1 mutanten) en worden gekemmerkt door een defect in de
assemblage van RNA en manteleiwit bij verhoogde temperatuur. Dit is het gevolg van een
aminozuursubstitutie in het manteleiwit waardoor dit bij 32° in de cel in grote hoe-
veelheden aanwezig is in een onoplosbare, gedenatureerde vorm. Waar Von Sengbusch
{1965) meende dat de mutanten die sterk gele symptomen veroorzaken, door hun verander-
de oppervlaktelading de pH van de cel zouden kumnen belnvloeden, waardoor de afbraak
van chlorofyl versneld werd, komen Jockusch en Jockusch (1968) tot de uitspraak dat
de vorming van onoplosbare aggregaten van manteleiwit of virusdeeltjes dcor adsorptie
aan membraaneiwitten en vernietiging van celorganellen tot vergeling en afsterven van
de cel leidt, Hierbij worden zij gesteund door het feit dat verhoging van de tempera-
tuur tot meer uitgesproken gele symptomen leidt.

Het optreden van dergelijke mechanismen wordt bestreden door Fraser {1969) op
grond van zijn waarneming dat afbraak van chloroplast-ribomaal-RNA veel eerder begint
dan die van chlorofyl in met ™MV flavum geinfecteerde bladeren, en het feit dat enkele
mutanten bij verhoogde temperatuur wel onoplosbaar, gedenatureerd manteleiwit produce-
Ten, maar geen gele symptomen veroorzaken. Het gedrag van Ni 102 behoeft dan evenmin
als een uitzondering opgevat te worden,

Naast mutanten uit de ts-I klasse werd door Jockusch (1966a,b, 1968) tenminste
&&n mutant gelsoleerd die wordt gekemmerkt doordat bij infectie systemische symptomen
wel optreden bij 230, maar niet bij 32°, Deze mutant heeft geen aminozuursubstitutie
in het manteleiwit en wordt gerekend tot de ts-II klasse, Hij onderscheidt zich reeds
bij 23° van mutanten uit de ts-I klasse doordat hij aanleiding geeft tot de vorming '
van kleinere lokale vlekken op Xanthi-nc tabak (Jockusch, 1968). De thermolabiliteit
1lijkt in dit geval betrekking te hebben op een functie die nodig is voor het syste-
misch worden van het virus in de waardplant, Een mogelijke verklaring kan worden ge-
zocht in het gevoelig zijn van de voor de vermenigvuldiging van het virus noodzake-
lijke RNA-polymerase voor verhoogde temperatuur.

De aard der symptomen die stammen en mutanten van TMV teweegbrengen, kan mede be-
paald worden door de lokalisatie van het virus in de cel. Fractionering van organel-
len uit geinfecteerde cellen en elektronemmicroscopische onderzoekingen van geinfec-
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teerde weefsels wijzen er op dat de U5 stam van ™MV, die een zwak groen mozaiek ver-
porzaakt, in chloroplasten voorkomt, terwijl dit niet het geval is met de U1 stam, die
het normale lichtgroene-donkergroene mozalekpatroon veroorzaakt (Shalla, 1968). Gra-
nett en Shalla (1970) vermelden echter dat ook verschillende UT isolaten op verschil-
lende plaatsen in de cel gelokaliseerd lunnen zijn. Elektronenmicroscopische prepara-
ten toonden het ene isolaat in kernen, het andere in chloroplasten. Dit verschil in
lokalisatie bleek gecorreleerd met een verschil in de hoeveelheid X-proteine in de e-
pidermis van geinfecteerde planten: bij het isclaat dat in chloroplasten werd waarge-
nomen, was deze hoeveelheid aanzienlijk groter. Deze onderzoekingen kunnen echter niet
uitwijzen of het virus daar wordt gesynthetiseerd waar het in de cel wordt waargenomen
{vgl. 1.5). Een invlced van de plaats, bijv. in chloroplasten, op de symptomen 1lijkt
echter niet onaannemelijk.

Daar het TMV-RNA klaarblijkelijk functies bevat die tot uitdrukking kamen in de
symptomen die het virus teweegbrengt, moet het in principe mogelijk zijn de hiervoor
verantwoordelijke, door het TMV-RNA gecodeerde eiwitten, te synthetiseren in een cel-
vrij systeem met TMV=-RNA als boodschapper. TMV-RNA stimuleert in aanzienlijke mate de
incorporatie van aminozuren in eiwit in een celvrij systeem uit Escherichia eolt
(Tsugita et al., 1962; Aach et al., 1964; Schwartz, 1967). De aanvankelijke bewering
dat onder deze amstandigheden T™V-manteleiwit gesynthetiseerd wordt (Tsugita et al.,
1962) is later onjuist gebleken (Aach et al., 1964). Schwartz (1967) beschreef de vor-
ming van enkele produkten die werden gekarakteriseerd door ,fingerprinting" en gelelek-
troforese, maar de aard hiervan is onduidelijk. Deze methode heeft bovendien voorals-
nog het nadeel dat geen celvrij aminozuren incorporerend systeem uit de waardplant ta-
bak beschikbaar is waarin TMV-BNA als boodschapper kan fungeren (vgl. Brouwer, 1970).
Dit betekent dat men aangewezen is op een heteroloog systeem waarin initiatiemechanis=-
men niet noodzakelijkérwijs vergelijkbaar zijn (Hoogendam et al., 1968). Dit kan niet
correcte translatie inhouden, terwijl het niet mogelijk is een biologische functie van
eventueel gevormde produkten vast te stellen. Voor onderzoek naar eiwitten die een rol
spelen bij de symptoomontwikkeling, 1lijkt deze methode daarom niet geschikt.

1.3. Genetische aspecten van tabak in verband met TMV-infectie

Alle vari&teiten van tabak, Nicotiana tabacmwm L., zijn in meerdere of mindere mate
vatbaar voor ™MV (Holmes, 1960). De mate van vatbaarheid wordt bepaald door twee, on-
afhankelijk van elkaar overervende factoren die, in onvolledig recessieve vorm aanwe-
zig, de plant verminderd vatbaar doen zijn voor infectie. Eenmaal geinfecteerd, ver-
toont de plant echter dezelfde symptomen als planten waarin deze factoren ontbreken,
terwijl aanzienlijke virusvermenigvuldiging kan plaatsvinden (Holmes, 1953, 1955, 1960).
Dit kenmerk is aamwezig in de Franse lijn Java Isére x Cabot en in de Mexicaanse vari-
eteit T.I. 245. De verminderde vatbaarheid is niet specifiek vocor ™MV, maar blijkt e-
veneens werkzaam ten opzichte van infectie met tal van andere virussen (Holmes, 1960).
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Dit effect zou berusten op de eigenschap, dat de plant minder ectodesmata bezit in de
epidermiscellen (Thomas en Fulten, 1968a), Behalve door deze factor wordt de mate van
vatbaarheid mede beinvloed door factoren die de aard van de gevoeligheid bepalen, en
wel treedt een licht verminderde vatbaarheid op bij planten die tolerant zijn of hy-
persensitief reageren ten opzichte van TMV-infectie (zie onder).

De aard van de gevoeligheid wordt bepaald door twee groepen van erfelijke factoren
(Valleau, 1952; Holmes, 1955, 1960}, Gevoeligheid wordt bepaald door de A locus en be-
Tust op' de aanwezigheid van het dominante allel A (Valleau, 1952)., Het wordt gevonden
in vele wilde soorten en in alle varidteiten van N. tabacum, met uitzondering van Am-
balema, die nagenoceg tolerant is (Neolla, 1935), Deze tolerantie berust op de aanwezig-
heid van twee factoren in dubbel recessieve vorm, Toq O Py (Nolla, 1938). Gezien
het amfidiploide karakter van ¥. tabacion worden deze factoren door Valleau (1952) als
identiek beschouwd en aangeduid met het symbool q. Dit allel komt waarschijnlijk even-
eens voor in N, tomentostiformia die hetzelfde type van resistentie vertoont als Amba-
lema, en misschien in andeve soorten (Valleau, 1952).

Het optreden van overgevoeligheidsreacties wordt bepaald door een groep factoren
die aangeduid wordt met varianten van de letter N. Het ontstaan van lokale necroti-
sche viekjes op de geinoculeerde bladeren na infectie met alle stammen van T4V bij
temperaturen beneden 30° wordt toegeschreven aan de factor N. Deze factor is aanwezig
in N. glutinosa, N. rustica en enkele andere soorten {Holmes, 1934). Het optreden van
hetzelfde type reactie na infectie met tomateaucubamozalekvirus (TAMV) of de Holmes'
ribgrass stam van TMV (U8), doch het ontstaan van systemische mozaieksymptomen op de
jonge, zich ontwikkelende bladeren na infectie met de normale stam van ™V (U1, pulge-
re), berust op de aanwezigheid van de dominante factor ¥' (Valleau en Johnson, 1343).
De eigenschap van ¥, sylvestris en de tabaksvari#teiten Clayton's TL 106 en Daruma
lokale vlekken te vormen na infectie met de zwakke stam van TMV (U2), maar niet na in-
oculatie met de Ul stam, wordt toegeschreven aan een onvolledig dominante factor n>
(Weber, 1951). De overeenkomstige recessieve allelen n' en n bepalen, mits in homozy-
gote vorm aanwezig, respectievelijk het ontstaan van semi-systemische kringvleksympto-
men na inoculatie met de U8 stam, en de vorming van systemische mozaleksymptomen na
infectie met de U2 stam.

Waarschijnlijk zijn alle vari#teiten van ¥. tabacim (n=24), mogelijk met uitzonde-
ring van Ambalema, ontstaan uit een amfidiploid van voorouders van de huidige soorten
¥. sylvestrie (n=12) en N, tomentosiformiz (n=12) (Valleau, 1952; Holmes, 1955). N.
tabacun bevat dus het allel 4 en is gevoelig voor TMV, ¥. tomentosiformis bevat de
factor »n (Holmes, 1938; Weber, 1951), welke evenals n' aanleiding geeft tot de vorming
van systemische mozaieksymptomen na infectie met nagenceg alle stammen van TMV. Vele
varidteiten van #. tabacum Teageren met de vorming van lokale vlekken na inoculatie
met de U2 stam en bezitten dus, evenals N, sylvestrie, de factor n°. In andere vari-
eteiten is deze factor of verloren gegaan, of gemuteerd tot het recessieve allel n.
Daarnaast is aangetoond dat vele, gedeeltelijk dezelfde, variéteiten de factor ¥'
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bevatten.

Door terugkruising van N. digiuta {N. tabacum x N. glutinosa, n=36) met K. tabacum
cv. Connecticut Broadleaf en van de aldus verkregen F1 met ¥. tabacum cv, Samsun, daar-
op volgende zelfvermeerdering en voortdurende selectie op de eigenschap lokale viekken
te vormen na infectie met ™V, verkreeg Holmes (1938) een Samsun variZteit met 24 paar
chromosomen die bij verdere zelfvermeerdering op infectie met TV uitsluitend reageer-
de met de vorming van lokale vlekken. Deze eigenschap scheen te berusten op de aanwe-
zigheid van een enkel genenpaar, nl. de ¥¥ genen, afkomstig uit ¥. glutinosa. De ver-
kregen Samsun variéteit was homozygoot voor dit genenmpaar en werd Samsunt NN genoemd,

Gerstel (1943, 1945) toonde aan, dat de varidteit Samsun NN in feite een substitu-
tielijn van Samsun vertegenwoordigt, doordat in Samsun NN de beide H chromosomen ver-
vangen zijn door twee Hg chromosomen uit N. glutinosa. Het Hg chromosoom uit ¥. gluti—
noga is functioneel homeoloog aan het H chromosoom van N. tabacum, maar is niet in
. Staat hiermee te paren (Mallah, 1943). Hierdoor is een aparte koppelingsgroep inge-
voerd, waardoor het niet mogelijk is te onderscheiden of de factor N &&n of meer genen
omvat. Voorts waren noch Valleau (1942), noch Clayton (geciteerd door Gerstel, 1945)
in staat een aantal minder gewenste eigenschappen van ¥. glutinosa, zoals langzame
groei, lage opbrengst en kleiner bladoppervlak die moeten worden toegeschreven aan de
aanwezigheid van het Hg chramosoom, uit de vari#teit Samsun NN te doen verdwijnen.

Op grond van kruisingen tussen ¥. tabacwn ¢v. Samsun NN en cv. Daruma (welke laat-
ste het allel n® bezit), meende Weber (1951) echter, dat paring van een H chromosoom
met een Hg chromosoom regelmatig voorkomt, Zijn resultaten wijzen erop, dat de vorming
van lokale vlekken op de vari&teit Samsun NN na infectie met alle stammen van TMV be-
paald wordt door hetzelfde genenpaar als de vorming van lokale vlekken met de UZ, maar
niet met de Ul, stam op tabaksvari&teiten die de factor n° bezitten, en dat de ¥V ge-
nen dominante allelen zijn van zowel de n>n® als de mn genen, Volgens Valleau (1943)
is de ¥#' factor in N. tabacum waarschijnlijk allelomorf met de ¥ factor in ¥, glutino-
sa. Hoewel de relatie tussen de n°n® genen en de ¥'N' genen niet is onderzocht (Weber,
1951) en het allel ¥' volledig, maar het allel »n° onvolledig dominant is, schrijft
Valleau (1952) het reactietype van N. eylvestrie toe aan de factor ¥', waaruit gecon-
cludeerd kan worden dat hij de factoren n° en N' als identiek beschowwt. Inderdaad
werd in enkele gevallen door Weber (1951) volledige dominantie van het allel n® en
door Valleau (1943) omvolledige dominantie van het allel ¥’ waargenomen, maar het
feit, dat terminste &&n tabaksvari&teit (¥. tabacum cv. Judy's Pride) mozaleksympto-
men vertoonde na infectie met de Ul of de U2 stam, maar lokale vlekken na inoculatie
met de U8 stam wijst wel degelijk op een verschil. Waar Weber (1951) een serie multi-
ple allelen voorstelde, tenminste bestaande uit de genen AW, nsns, en mn en Valleau
(1952) de allelen ¥, N' en n' onderscheidde, is het waarschijnlijk juister deze serie
te schrijven als aN, N'N/, n°n>, n'n' en »n. De aanwezigheid van het genenpaar n'n'
is niet te onderscheiden van die van het paar mn.

Uit het bovenstaande volgt dat ook de mate van overgevoeligheid voor infectie met

13



MV in de amfidiploid ¥. tabactn bepaald wordt door de aanwezigheid van vier allelen.
Twee hiervan zijn afkomstig van ¥, sylvestris (nsns, of door muitatie hieruit ontstaan:
nn) en twee uit N. tomentosiformis {eveneens mr), Indien men aanneemt dat de genen
N'%' en n°x° niet identiek zijn, is de corsprong van de genen ¥'¥' in vele variéteiten
duister. Op grond van het feit dat de normale vari&teit Samsun gewvoelig is voor alle
stammen van ™V, met uitzondering van enkele necrotiserende stammen die mogelijkerwijs
als defect moeten worden beschowwd (vgl. 3.12), kan de genetische constitutie hiervan
worden weergegeven als wann of nn’nn, Daar de variéteit Samsum NN met lokale viekken
reageert na infectie met alle stamnen van TMV als gevolg van de aanwezigheid van het
genenpaar N¥ afkomstig uit N. glutinosa, is haar genetische constitutie ¥Wmn of Nin'a',

Door Melchers et al. ([1966) werd een Samsun vari#teit beschreven die lokale viek-
ken vertoont na infectie met TV BP 271 en TMV dahiemense, Deze varigteit gedroeg zich
ten opzichte van 52 stammen van TMV als de tabaksvari&teit Java, die het allel ¥ be-
zit, en werd aangeduid als Samsun EN, Zij werd verkregen door zelfvemmeerdering van
een normale Samsun plant waarin blijkbaar een terugmutatie was opgetreden van een al-
lel n' naar N'. Latere experimenten tconden aan dat de betrokken eigenschap inderdaad
identiek is met die welke berust op de aanwezigheid van de factor ¥' (Melchers, per-
soonlijke mededeling), hetgeen impliceert dat de genetische constitutie van de norma-
le Samsun variéteit n'n'an moet zijn. In tegenstelling tot de varidteit Samsun NN, die
van Samsun verschilt in &&n paar chromosomen, verschilt de variéteit Samsun EN van
Samsun slechts in een enkel genenpaar.

Door kruising, terugkruising en zelfvermeerdering werd in ¥. tabaawm cv. Xanthi
(nsnsmz, maar gewoonlijk weergegeven als N'W'nn) eveneens de factor N uit . glutinosa
ingevoerd (Takahashi, 1956). De verkregen vari&teit (NNN'N' of ¥Nnn) werd Xanthi-nc
gencemd,

De aard van de symptomen die ontstaan wanneer verschillende variZteiten van F. ta—
bacum worden geinfecteerd met verschillende stammen van TMV bij 20-25° is weergegeven
in tabel 1.1.

De symptoomexpressie in hypersensitief reagerende planten wordt beinvliced door com-
binaties van de bovengenoemde factoren en door een tweetal factoren die aangeduid wor-
den met de letter G. In recessieve vorm aanwezig bepalen de genen gi9q M g29; het
verbleken van oude stengels en onderste bladeren in lichte tabaksvari¥teiten van het
type White Burley (Henika, 1932). Hun aamwezigheid in variéteiten die lokale vlekken
vormen blijkt uit de vorming van chlorotische ringen rondom de vlekken (Holmes, 1955).
Eén of beide genen zijn in dominante vorm aanwezig in donkere tabaksvariZteiten zoals
Samsun; chlorotische ringen treden hierin niet op.

Tabaksplanten die gekenmerkt worden door de aanwezigheid van de factor ¥ en het
ontbreken van de factor 4 zijn in sterkere mate overgevoelig dan planten die zowel de
factoren ¥ als A bezitten: de als gevolg van infectie geinduceerde lokale vlekken ver-
schijnen later en blijven kleiner. Dergelijke planten zijn immmun vcor sommige stammen
van TMV (Holmes, 1960).
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Tabel 1.1. Symptomen van verschillende variBteiten van ¥. tebacwn na infectie met
verschillende stammen en mutanten van TMV bij 20°

Genetische constitutie ¢ n'n'tnn N'Ntn Nin'n of NNnn
N, tabacum cv, Samsun Samsun EN Samsun NN
Xanthi Xanthi-nc
Java
™™V stam c.q. mutant
nSevere", ,common', normaal lichtgroen- lichtgroen- Iokale vlekken
{Johnson, 1926) = donkergroen donkergroen

Ul (Siegel en Wildman, 1954) mozalek mozalek
tulgare (Melchers, 1%42)
vwWageningen" U1 (Van Loon en Van

Kammen, 1970)

Ni 54 (Mundry en Gierer, 1958) zeer zwak zeer zwak
mozalek; mozalek;
vrijwel vrijwel
symptoomloos; symptoomloos;

semi-gemaskeerd

semi-gemaskeerd

lokale vlekken

wmild", zwak (Singer et aql., 1951)= zwak lichtgroen- lokale vlekken
U2 (Siegel en Wildman, 1954} donkergroen
mozalek

dahlemenge (Melchers et al., 1540; zeer zwak
Melchers, 1942} lichtgroen
mozafek

lokale vlekken 1lokale viekken

U5 (Siegel en Wildman, 1954} zwak groen lokale vlekken 1lokale vlekken
diepnervig

mozafek

Ni 2519 (Jockusch, 1966a,b, 1968) lichtgroen- kleine lokale
donkergroen viekken
mozaiek

Holmes' ribgrass (Holmes, 1941} = gele necrotische lokale vlekken zeer kleine
UB (Siegel en Wildman, 1954) ringetjes; lokale vlekken,
semi-systemisch uitsluitend op
zeer jonge
bladeren

wpara" (Kshler en Panjan, 1943) lokale vlekken geen symptomen
1952 D (Holmes, 1952)

Ni 2338 (Jockusch, 1966a)

¢ De van nature voorkomende stammen ,mild" (U2), dahlemense en Holmes' ribgrass (UB)
vertonen een groot aantal aminozuursubstituties in het manteleiwit ten opzichte van
dat van de nomale stam (U1) en vulgare. Het manteleiwit van Holmes' ribgrass bevat
bovendien twee aminozuren minder; dat van de van nature voorkamende stam U5 en Hol-
mes' necrotiserende stam 1952 D zijn niet onderzocht. Het manteleiwit van de mutan-
ten Ni 54 en Ni 2519 vertoont geen enkele aminozuursubstitutie (Wittmann, 1959;
Jockusch, 1968). Eventuele veranderingen in het manteleiwit van de mutant Ni 2338
zijn niet onderzocht.
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Bezitten zulke planten tevens de onvolledig recessieve genen voor veminderde vatbaar-
heid, dan worden minder vlekken gevormd en deze verschijnen nog later en zijn nog klei-
ner. Systemische uitbreiding van het virus bij verhoging van de temperatuur treedt bij
een dergelijke constitutie niet op (Holmes, 1960). Verminderde vatbaarheid en vermin-
derde uitbreiding van het virus lijken echter te berusten op twee verschillende mecha-
nismen (Thomas en Fulton, 1968b), zodat nog een factor aanwezig moet zijn die de uit-
breiding van het virus belemmert. Dit verschijnsel vertoont sterke overeenkomst met
dat van verworven systemische resistentie (vgl. 1.4) (Thomas en Fulton 1966, 1968b).

In hoeverre de hiervoor verantweordelijke factor gekoppeld is met die voor verminderde
vatbaarheid of dat deze factor eigen is aan T,I, 245 tabak, is niet onderzocht.

t.4. Veranderingen in eiwitconstitutie en enzymactiviteiten van tabak na infectie met
TMV in verband met het symptoomtype

In vrijwel alle fysiologische processen treden veranderingen op na infectie van ta-
bak met TMV (Goodman et al., 1967). Deze veranderingen zijn voornamelijk bestudeerd
bij vergelijking van het effect van verschillende, in de meeste gevallen niet verwante
virussen op dezelfde waardplant. De met het verschil in symptoomtype samenhangende
verschillen in de door de desbetreffende virussen vercorzaakte veranderingen in het
metabolisme van de waardplant worden gewoonlijk als karakteristiek beschouwd voor de
symptoomtypen zelf, waarbij de eventuele eigen bijdrage van de virussen verwaarloosd
wordt. Meestal blijken virussen die op eenzelfde waardplant hetzelfde type symptomen
verwekken echter inderdaad vergelijkbare metabolische veranderingen te bewerkstelligen.

Onderzoekingen die uitgevoerd zijn met &€n virus en twee verschillende waardplant-
soorten of -variéteiten die een verschillend reactietype vertonen, lijden in principe
nagenoeg alle aan de keuze van niet vergelijkbare soorten c.q. variéteiten. In zulke
gevallen is de eventuele eigen bijdrage van de plant niet in de beschouwingen betrok-
ken. In het geval van de slechts in &&n, goed gedefinieerd, chromosomenpaar verschil-
lende variéteiten Samsun en Samsun NN van tabak en de verschillende typen van sympto-
men cp beide variéteiten inducerende stammen van ™MV kumnen de metabolische veranderin-
gen in de diverse combinaties echter uitsluitsel geven omtrent de eigen bijdrage van
virus en plant bij het tot stand komen van een bepaald symptoomtype, en daarmee duide-
lijker inzicht verschaffen in de processen van pathogenese en symptoomexpressie, On-
derzoek naar symptoomgebonden fysiologische en metabolische veranderingen bij verge-
lijking van beide bovengenoemde variéteiten is nog niet eerder beschreven, evenmin als
dit het geval is voor de vari#teiten Xanthi en Xanthi-nc. Individueel zijn deze vari-
eteiten, naast andere, echter veelvuldig gebruikt voor onderzoek naar metabolische
veranderingen als gevolg van virusinfecties, terwijl vooral ¥. glutinosa gebruikt is
om het mechanisme van de hypersensitieve reactie te ontraadselen. Aannemende dat het
symptoomtype een indicatie vormt voor de aard van de metabolische veranderingen, kan
men de aldus verkregen resultaten als uitgangspunten hemen.
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Een volledig overzicht van de fysiologische veranderingen die optreden na virusin-
fectie van tabak zou hier te veelomvattend zijn. Hiervoor zij verwezen naar overzichten
van Farkas en Kiraly (1962}, Diener (1963), Farkas en Solymosy (1965}, Farkas et al.
{1965}, Goodman et al. (1967), Kosuge (1969) en Merrett en Bayley (1969).

De biochemische basis van de metabolische veranderingen in geinfecteerde planten is
vooral gezocht in veranderingen in enzymatische activiteit (vgl. Uritani, 1967), zon-
der dat aandacht is besteed aan het optreden van andere eiwitten die betrokken zouden
kumnen zijn bij de pathogenese en symptoamexpressie. Een overzicht van de veranderin-
gen die zich voordoen in combinaties die tot systemische mozaleksymptomen leiden is
weergegeven in tabel 1.2; veranderingen in vari#teiten van ¥, tabaoum waarin lokale
vlekken geInduceerd worden, hetzij als gevolg van de aanwezigheid van de factor ¥, het-
zij door infectie met een necrotiserende stam, in tabel 1.3, en veranderingen in .
glutinoea na infectie met TMV in tabel 1.4.

In enkele gevallen zijn de namen van door de auteurs in de oorspronkelijke publi-
katies onderzochte enzymen gewijzigd, waar duidelijk was dat de gebruikte methode niet
adequaat is voor het meten van de activiteit van het betrokken enzym (bijv. Wynd, 1942).
Bij onderzoek naar veranderingen in de activiteiten van oxidatieve enzymen zijn zoveel
mogelijk de gebruikte substraten c.q. waterstofdonoren opgenomen om verschillen dui-
delijk te maken.

In een aantal gevallen blijken door verschillende auteurs beschreven veranderingen
in vergelijkbare virus - waardplant combinaties van tegengestelde aard te zijn (vgl.
tabel 1.2: katalase, cytochroomoxidase, polyfenoloxidase, Dit kan het gevolg zijn van
het gebruik van verschillende variéteiten van tabak en stammen van TMV, verschillen
in temperatuur, belichting en monstername, en verschillen in de wijze van uitdrukken
van de activiteit (vgl. Owen, 1955).

De overeenkomst tussen de veranderingen in enzymactiviteiten in hypersensitief re-
agerende varidtejten van ¥, tabacum en in N, glutinosa is opvallend. Deze veranderin-
gen hangen klaarblijkelijk ten nauwste samen met het symptoomtype, ook indien de fac-
tor ¥ niet aanwezig is (PTMV - N. tabacum cv. White Burley; Farkas et al., 1960). Dit
geeft aan dat deze veranderingen niet het directe gevolg zijn van de genetische acti-
viteit van de N¥ genen, maar samenhangen met het optreden van necrose als zodanig. Het
is daarom niet verwonderlijk dat vergelijkbare veranderingen ook optreden na infectie
met schimmels en bacteri#n, en in sammige gevallen na verwonding, wanneer vergelijkbare
symptomen ontstaan (vgl. Farkas et aql., 1960, 1964).

In systemisch gelnfecteerde tabak kan TMV een aanzienlijk deel uitmaken van de to-
tale hoeveelheid eiwit in het blad. Volgens Wildman et al. (1949) gaat deze overvloe-
dige virussynthese ten koste van de voornaamste eiwitcomponent in de oplosbare frac-
tie, het zgn. ,fraction I protein". Daar ,fraction I protein” ribulosedifosfaatcar-
boxylase-activiteit bezit (Trown, 1965), zou de afname hiervan een directe verklaring
vormen voor de verminderde fotosynthetische activiteit in mozalekzieke tabak, welke
werd waargenomen door Owen (1957) en Zaitlin en Jagendorf (1960), maar niet door Doke

17



Tabel 1.2, Veranderingen in enzymactiviteiten in N. tabacum variteiten die op

: « Waardplantr a
Enzym Substraat Virusstam \rariéiteittb Aard
chlorofyllase normaal Wisconsin-Havana 0
chlorofyllase geel Wisconsin-Havana  ++
chlorofyllase zwak don- Wisconsin-Havana +
kergroen
chlorofyllase zwak Wisconsin-Havana +
amylase normaal Wisconsin-Havana V
amylase geel Wisconsin-Havana V
amylase normaal Bright Yellow o/+
oxidasen p-fenyleen- - - v
diamine/
a-naftol

oxidasen normaal  Bright Yellw ¢ -
katalase - - +
katalase - - -
katalase Wi Samsun v
invertase - - -
protease - White Burley 0
pectinase - White Burley 0
dehydrogenasen - -
dehydrogenasen normaal Bright Yellow d _
dehydrogenasen - Trapesond ++
peroxidase ¢ - - +
peroxidase pyrogallol - Samsun *
peroxidase benzidine normaal Bright Yellow d _
peroxidase pyrogallol - Samsun +
peroxidase pyrogallol aucuba Ky Iso 1 Ky 16 ++
peroxidase pyrogallol geel Ky Iso 1 Ky 16 +
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infectie met TMV reageren met systemische mozaleksymptomen

Opmerkingen

Literatuur

8 weken na inoculatie
5 weken na inoculatie
5 weken na inoculatie

S weken na inoculatie

3-78 dagen na inoculatie; neemt aanvankelijk toe na in-
oculatie tot een maximm op dag 13 en vervolgens af tot
een lager niveau dan in de contrele

afname 3 dagen, toename 78 dagen na inoculatie
0-5 dagen na inoculatie; toename alleen in het donker

afname voor het verschijren van symptomen; minimum op
dag 6 in de geinoculeerde bladeren; toename na het ver-
schijnen van symptomen; maximum op dag 14-18 in de ge-
inoculeerde bladeren

4 dagen na inoculatie

0-21 dagen na inoculatie; neemt toe na inoculatie tot
een maximm op dag 8, vervolgens af tot het niveau van
de controle en daarna toe tot een maximm op dag 16-18
in de geinoculeerde bladeren

na verschijnen van symptomen

0-28 dagen na inoculatie; neemt toe na inoculatie tot
een maximum op dag 1, vervolgens af tot een zeer laag
niveau en vanaf dag 14 geleidelijk weer toe tot op dag
28 het niveau van de controle weer bereikt is

0-21 dagen na inoculatie; neemt af na inoculatie tot
een minimm op dag 8, vervolgens toe tot het niveau
van de controle en daarna af tot een minimm op dag
16-18 in de geInoculeerde bladeren

10~35 dagen na inoculatie
10-35 dagen na inoculatie

na verschijnen van symptamen
4 dagen na inoculatie

24 en 48 wir na inoculatie
na verschijnen van symptomen

0-13 dagen na inoculatie; neemt toe na inoculatie tot
een maximum op dag Z, vervelgens af tot het niveau van
de controle en bij het verschijnen der symptomen op-
nieuw toe tot een maximm op dag 8

4 dagen na inoculatie
5 weken na inoculatie

toename na het verschijnen van symptomen tot een maxi-
mm 14 dagen na inoculatie

idem

Peterson en McKinney, 1938
Peterson en McKinney, 1938
Peterson en McKinney, 1938

Peterson en McKinney, 1938
Balls en Martin, 1938

Balls en Martin, 1938
Doke en Hirai, 1969

Wynd, 1942

Takahashi en Hirai, 1963
Wynd, 1942

Vager, 1955
Van Loon, niet gepubliceerd

Wynd, 1942

Holden en Tracey, 1948
Holden en Tracey, 1948
Vager, 1955

Takahashi en Hirai, 1963
Rubin en Arcichovskaja, 1967
Vager, 1955

Martin, 1958b

Takahashi en Hirai, 1963
Loebenstein en Linsey, 1966
Suseno en Hampton, 1966

Susenc en Hampton, 1966
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Tabel 1.2, (vervolg I}
. a Waardplant: e
Enzym Substraat  Virusstam varigteit v Aard
peroxidase pyrogallol groen Ky Iso 1 Ky 16 0
peroxidase - Trapesond *
peroxidase guaiacol LAY Samsumn ++
zure fosfatase geel Samsun +
zure fosfatase normaal Bright Yellow d
zure fosfatase - Chimpati v
cytochroomexydase - Samsun ++
cytochroomoxydase aucuba white Burley
cytochroomoxydase - Bright Yellow +
cytochroomoxydase - Trapesond -
polyfencloxidase ! catechol - Samsun *
polyfenoloxidase catechol/ - Samsun 0
hydrochinon
polyfenoloxidase DOPA normaal  Bright Yellow 4 _
polyfenoloxidase catechol vulgare  Xanthi-nc 32° +
polyfenoloxidase chlorogeenzuur aucuba Ky Iso 1 Ky 16 ++
pelyfenoloxidase chlorogeenziur geel Ky Iso 1 Ky 16 ++
polyfencloxidase chlorogeenzuur groen Ky Iso 1 Ky 16 +
polyfenoloxidase chlorogeenzuur - Trapesond -
polyfenoloxidase chlorogeenziur W U1 Samsun ++
RNase - Turkish *
RNase normaal Bright Yellow d _
glutamine zuurdecarboxylase - White Burley +
glutaminezuur- - White Burley A
alanine-transaminase
alkalische fosfatase normaal Bright Yellow d 0
glucose-6-fosfatase nomaal Bright Yellow d 0
S-nucleotidase normaal Bright Yellow d 0
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Opmerkingen

Literatuur

0-20 dagen na inoculatie
24 en 48 uur na inoculatie

0-28 dagen na inoculatie; neemt toe na inoculatie tot
een maximm op dag 2, vervolgens af tot het niveau van
de contreole op dag 7 en vanaf het verschijnen van symp-
tomen op dag 8 geleidelijk toe tot zeer hoge waarden

vanaf 1-3 dagen na inoculatie
4 dagen na inoculatie

afname tot 3 dagen na inoculatie, neemt vervolgens toe

tot een hoger niveau dan in de controle met een maximum
op dag 5-8, daarna af tot het niveau van de controle op
dag 12 en tenslotte weer toe

na verschijnen van symptomen
4-12 dagen na inoculatie
2-20 wur na inoculatie

24 wur na inoculatie

0-12 dagen na inoculatie; neemt toe na inoculatie tot
een maximm op dag 2, vervolgens af tot het niveau van
de controle en bij het verschijnen der symptomen opnieuw
toe tot een blijvend hoog niveau vanaf dag 9

2-3 dagen na inoculatie

4 dagen na imoculatie
5 dagen na inoculatie

toename na het verschijnen van symptomen tot een maxi-
man 10 dagen na inoculatie

idem
lichte toename 8-12 dagen na inoculatie
24 en 438 wir na inoculatie

0-28 dagen na inoculatie; neemt toe na inoculatie tot
een maximm op dag 4, vervolgens af tot het niveau van
de controle op dag 7 en vanaf het verschijnen van symp-
tamen op dag 8 geleidelijk toe tot hoge waarden

5 dagen na inoculatie
4 dagen na inoculatie

2-16 dagen na inoculatie; neemt toe vanaf dag 6 tot een
maximem op dag 8-9, vervolgens af tot het niveau van de
controle en vanaf dag 12 opnieuw toe

neemt aanvankelijk toe na inoculatie tot een maximum op
dag 2 en vervolgens af tot een zeer laag niveau

4 dagen na inoculatie
4 dagen na inoculatie
4 dagen na inoculatie

Suseno en Hampton, 1966
Rubin en Arcichovskaja, 1367
Van Loon, niet gepubliceerd

Wolffgang en Keck, 1958
Takahashi en Hirai, 1963
Esanu, 1969

Martin, 1958b

Merrett, 1962

Takahashi en Hirai, 1965
Rubin en Arcichovskaja, 1967
Martin, 1958a,b

Solymosy et al., 1959;
Farkas et al., 1960

Takahashi en Hirai, 1963
Jockusch, 1966¢
Suseno en Hampton, 1966

Suseno en Hampton, 1966
Suseno en Hampton, 1966
Rubin en Arcichovskaja, 1967
Van Loon, niet gepubliceerd

Reddi, 1959
Takahashi en Hirai, 1963
Gubanski, 1960, 1962

Gubanski en Kurstak, 1960

Takahashi en Hirai, 1963
Takahashi en Hirai, 1963
Takahashi en Hirai, 1963
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Tabel 1.2. (vervolg II)

Enzym Substraat  Virusstam @ Vaardplam g4 ec
lipase normaal  Bright Yellow ¢
fosfolipase normaal Bright Yellow d +
ATPase pormaal  Bright Yellow 2 -
ATPase - Ghimpati v
barnsteenzuurdehydrogenase normaal Bright Yellow d  _
barnsteenzuurdehydrogenase - Bright Yellow +
appelzuurdehydrogenase nonmaal Bright Yellow d -
isocitroenzuurdehydrogenase normaal Bright Yellow 4 _
glutaminezuurdehydrogenase normaal Bright Yellow 4
glucose-1-fosfaatdehydrogenase normaal Bright Yellow 4 _
glucose-6~fosfaatdehydrogenase normaal Bright Yellow d _
glucose-6-fosfaatdehydrogenase - Samsun ¢ 0
glucose-6-fosfaatdehydrogenase oM Bright Yellow h 0
fosforylase normaal Bright Yellow 4 .
fosforylase normaal Bright Yellow 0
aldolase normaal Bright Yellow d 0
glycol zuuroxidase - - -
NADH-cytochroom c reductase - Bright Yellow +
succinaat-cytochroom ¢ reductase - Bright Yellow +
NADH-diaforase - Bright Yellow +
6-fos fogluconaatdehydrogenase - Samsun ¢ 0
6-fosfogluconaatdehydrogenase oM Bright Yellow h 0
fosforiboisomerase - Samsun ¢ 0
shikimi zuurdehydrogenase - Samsun v
peptidase - - 0
ascorbinezuuroxidase Wut Samsun 0
4 - ¢ niet aangegevern.

b, : niet aangegeven,

® 4+ : toename groter dan 100%; + : toename kleiner dan 100%; 0 : geen verschil

d cytochemisch onderzoek in geisoleerde epidermisstrips.

€ peroxidase pyrogallol geel/groen N.glutinosa 30%/36°

! polyfenoloxidase catechol/ - N.glutinosa 36° +
hydrochinon

i in extracten van wortelweefsel.
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Opmerkingen

Literatuur

4 dagen na inoculatie
4 dagen na inoculatie
4 dagen na inoculatie
neemt aanvankelijk af na inoculatie, bereikt het niveau

van de controle op dag 4 en is hoger dan deze vanaf dag 5

4 dagen na inoculatie
0-20 wr na inoculatie
4 dagen na inoculatie
4 dagen na inoculatie
4 dagen na inoculatie
4 dagen na inoculatie
4 dagen na inoculatie
S dagen na inoculatie
0-95 wr na inoculatie
4 dagen na inoculatie
3 dagen na inoculatie
4 dagen na inoculatie
na verschijnen van symptomen
20 wr na inoculatie
20 wr na inoculatie
20 wur na inoculatie

5 dagen na inoculatie
0-95 wur na inoculatie
5 dagen na inoculatie

toename 1-3 weken na inoculatie; neemt af vanaf dag 21
en bereikt een niveau lager dan de controle na 45 dagen

na verschijnen van symptomen
28 dagen na inoculatie

Takahashi en Hirai,
Takahashi en Hirai,
Takahashi en Hirai,
Esanu, 1969

Takahashi en Hirai,
Takahashi en Hirai,
Takahashi en Hirai,
Takahashi en Hirai,
Takahashi en Hirai,
Takahashi en Hirai,
Takahashi en Hirai,
Baur et al., 1967
Takahashi, 1971
Takahashi en Hirai,
Doke en Hirai, 1969
Takahashi en Hirai,
Farkas en Solymosy,
Takahashi en Hirai,
Takahashi en Hirai,
Takahashi en Hirai,
Baur et al., 1967
Takahashi, 1971
Baur et al., 1967
Farkas, 1968

Nemeth et al., 1969

1963
1963
1963

1963
1965
1963
1963
1963
1563
1963

1963

1963
1965
1965
1965
1965

Van Loon, niet gepubliceerd

met controle; -~ : afname; V : variabel.

5 dagen na inoculatie
3 dagen na inoculatie

Li en Schmelzer, 1964

Farkas et al., 1960
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Tabel 1,3, Veranderingen in enzymactiviteiten in ¥, fabaswn variéteiten die hyper-

. a Waardplant- b

Enzym Substraat  Virusstam varidteit Aard

polyfenoloxidase . catechol/ para White Burley ++
hydrochinon

polyfenoloxidase chlorogeenzuur - Samsun NN +
polyfencloxidase chlorogeenzuur - Xanthi-nc +
polyfenoloxidase chlorogeenziur W Ut Samsun NN ++
glucose-6- fosfaatdehydrogenase para White Burley ++
6-fosfogluconaatdehydrogenase para " White Burley ++
cytochroomoxydase para White Burley +
NADPH afh, chinonreductase p-benzochinon para kWhite Burley +
NADH afh. chinonreductase p-benzochinon para White Burley +
NADPH-diaforase para White Burley +
fosfohexoisomerase pata ¥hite Burley 0
fosforiboisomerase para White Burley 0
fosforiboisomerase para White Burley -
appelzuurdehydrogenase para White Burley 0
appelzuurdehydrogenase para White Burley +
hexokinase para white Burley 0
NADH-diaforase para White Burley +
aconitase para White Burley +
isocitroenzuurdehydrogenase para White Burley +
glycolzuuroxidase para White Burley -
RNase para White Burley +
RNase - Xanthi-nc +
shikimizuurdehydrogenase - Xanthi-nc +
peptidase para White Burley +
peroxidase pyrogallel - Samsun NN +
peroxidase pyrogallol - Xanthi-nc +
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sensitief reageren op infectie met ™MV

Opmerkingen

Literatuur

2-3 dagen na inoculatie

Farkas et al., 1960;

Farkas en Solymosy,
Solymosy en Farkas,

1962;
1963

toename bij het verschijnen van symptomen tot een maximum Van Kammen en Brouwer, 1964

4 dagen na inoculatie; toename 7 uur na inoculatie in de

niet-geinoculeerde bladgedeelten

toename bij het verschijnen van symptomen tot een maximum Cabanne et al., 1968, 1971

4 dagen na inoculatie

0-14 dagen na inoculatie; neemt toe na inoculatie tot een Van Loon en Geelen, 1972
maximm op dag 2, vervelgens af tot het niveau van de con-

trole op dag 3, daarna sterk toe tot een maximum op dag $
en tenslotte af tot op dag 7 het niveau van de controle

weer bereikt is
4-6 dagen na inoculatie

4-6 dagen na inoculatie
4-6 dagen na inoculatie

4-6 dagen na inoculatie

4~6 dagen na inoculatie

4-6 dagen na inoculatie

4-§ dagen na inoculatie

na verschijnen van symptomen

4-6 dagen na inoculatie

na verschijnen van symptomen

§-10 dagen na inoculatie

4-6 dagen na inoculatie

4-6 dagen na inoculatie

4-6 dagen na inoculatie

8-10 dagen na inoculatie

na verschijnen van symptomen

3 dagen na inoculatie

3 dagen na inoculatie

3 dagen na inoculatie

na verschijnen van symptomen

toename bij het verschijnen van symptomen
toename bij het verschijnen van symptomen

Farkas en Solymosy,
Solymosy en Farkas,
1963

Solymosy en Farkas,

Farkas en Solymosy,
Solymosy en Farkas,

idem

idem

idem

idem

Farkas en Solymosy,
Solymosy en Farkas,
Farkas en Solymosy,
Solymosy en Farkas,
Solymosy en Farkas,
Solymosy en Farkas,
Sclymosy en Farkas,
Solymosy en Farkas,
Sclymosy en Farkas,
Farkas, 1968
Farkas, 1968
Farkas, 1968
Nemeth et ol., 1969

Simons en Ross, 1970
Cabanne et al., 1971

19623
1962,

1963

1962;
1963

1962
1963
1962
1963
1963
1963
1963
1963
1964
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Tabel 1.3. (vervolg)

s a  Waardplant- b

Enzym Substraat Virusstam varidteit Aard
peroxidase guaiacol - Xanthi-ne ++
peroxidase guaiacol Wi Samsun NN v
katalase W Ul Samsun NN v
ascorbinezuuroxidase WUt Samsun NN 0
2 - 1 niet aangegeven.
b

++  toename groter dan 100%; + : toecname kleiner dan 100%; O : geen verschil

en Hirai (1969, 1970a), en het optreden van chlorose. Op dit laatste wijst het feit
dat ook stikstofgebrek chlorose teweegbrengt en de door TMV teweeggebrachte mozalek-
symptomen gemaskeerd kunnen worden door hoge stikstofgiften. '

In systemisch geInfecteerde planten treden tevens grote hoeveelheden ,X-protein'
(Takahashi en Ishii, 1953) op, welke een overmaat van vrij manteleiwit van het virus
vertegemwoordigen (Newmark en Fraser, 1956). Het is niet onmogelijk dat dit vrije man-
teleiwit een rol speelt bij het ontstaan van mozaieksymptomen.

In hypersensitief reagerende tabak wordt zgn. lokale en systemische resistentie ge-
induceerd, welke zich uiten in de vorming van kleinere en eventueel minder lokale
vlekken bij een volgende infectie met hetzelfde virus of een virus dat dezelfde symp-
tomen teweegbrengt (Ross, 1961a,b), Een vermindering van het aantal vlekken bij inocu-
latie met IMV 4 dagen na behandeling van N. glutinosa met TMV-eiwit werd beschreven
door Loebenstein {1960). Dit effect was evencens zowel lckaal als systemisch werkzaam
(Loebenstein, 1962} en werd door hem toegeschreven aan de vorming van ,beschermende
stoffen" in de plant, analoog aan het interferon in dierlijke cellen,

Ross (1961b, 1966) en Bozarth en Ross (1964) hebben aangetoond dat de ontwikkeling
van systemische resistentie afhankelijk is van het transport van een of meer stoffen
uit de geinfecteerde naar de niet-geInfecteerde delen van de plant. Loebenstein en
Ross (1963) waren in staat, na inoculatie van de onderste helften van bladeren van
Datura etranoniun met TW of TNV, uit de bovenste helften een extract te bereiden dat,
bij menging met het inoculum, het aantal door ™V gelnduceerde vlekken op ¥, glutinosa,
N, tabacum cv, Samsun NN of D. stramomiwn met max. 92% verminderde. Extracten uit re-
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Operkingen Literatuur

toename bij het verschijnen van symptomen Cabanne et al., 1971

0-14 dagen na inoculatie; neemt af tot een minimm op dag Van Loon en Geelen, 1972
2 en vervolgens bij het verschijnen van symptomen toe tot

een maximum op dag 4-6, daarna geleidelijk iets af, maar

het niveau blijft veel hoger dan in de controle

0-14 dagen na inoculatie; neemt sterk toe tot een maximm Van Loon en Geelen, 1972
op dag 1, vervolgens af tot een zeer laag niveau op dag 3

en vanaf dag 7 geleidelijk weer toe tot veel hogere waar-
den dan in de controle op dag 14

7 dagen na inoculatie Van Loon, niet gepubliceerd

met contrele; - @ afname,

sistente bladhelften van Samsun NN planten hadden soms wel, soms geen effect, ‘Loeben-
stein en Ross (1963) en Loebenstein et al. (1966) voerden een aantal zuiveringsstappen
uit met het doel een resistentie-inducerende factor te isoleren. De remmende activi-
teit was aanwezig in een fractie die precipiteerde tussen 75 en 90% verzadiging met
ammoniumsul faat. Deze vertoonde een aantal eigenschappen welke overeenkwamen met die
van interferon (Loebenstein et al., 1966}, Laatstgenoemde auteurs suggereren dat het
hier een eiwit betreft met een molecuulgewicht van 20.000-30.000. Daar verworven loka-
le en systemische resistentie beschouwd worden als varianten van eenzelfde mechanisme
(Ross, 1966) zou een dergelijk eiwit ook verantwoordelijk kunnen zijn voor deze effec-
ten in hypersensitief reagerende tabak.

Door Maia en Morel (1967) werd zowel uit doornappel als uit tabak, na behandeling
met fytelzuur, een factor gelsoleerd die de gevoeligheid voor virusinfectie vermindert.
Ook in dit geval lijkt het een eiwit te betreffen met een molecuulgewicht kleiner dan
30.000. Deze factor verschijnt 72-96 uur na behandeling. Het is interessant te specu-
leren op een mogelijke overeenkomst tussen deze factor en die welke verkregen werd
door Loebenstein et al. (1966).

Sela en Applebaum (1962) toonden aan dat ruwe extracten uit bladgedeelten van ¥.
glutinosa die lokale of systemische resistentie vertoonden, de lokale vlekvoming
door TMV remlen. Sela et gl. (1964, 1966), zuiverden hieruit een anti-virus factor
{AVF) waarvan de activiteit zou berusten op de aanwezigheid van RNA (vgl. Kimmins,
1969). Deze auteurs toetsten de werking van de AVF echter steeds op doornappel. Hoewel
zij verklaren dat noch RNA-fracties uit niet-geinfecteerde ¥. glutinesa planten, noch
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Tabel 1.4. Veranderingen in enzymactiviteiten in N, glutinosa na infectie met TMV

Enzym Substraat Virusstam ¢ Aard D
peroxidase pyrogallol - +
peroxidase pyrogallol - +
peroxidase pyrogallol groen/geel +
peroxidase pyrogallol - ++
peroxidase - +
peroxidase pyrogallol nlegume' ++
peroxidase o~-dianisidine - v
polyfenoloxidase catechol/hydrochincn - ++
polyfenoloxidase catechol/hydrochinon - had
polyfenoloxidase catechol - +
polyfenoloxidase galluszuur - +
polyfenoloxidase - *
pelyfenoloxidase chlorogeenzuur - +
polyfencloxidase chlorogeenzuur - v
dehydrogenasen trifenyltetrazoliumchloride - +
dehydrogenasen - -
glycolzuuroxidase - 0
glycolzuuroxidase - 0
barnsteenzuurdehydrogenase - v
monofenoloxidase tyrosine - N
cytochroomoxidase - +
cytochroomoxidase - -
RNase - +
peptidase -

3 _ 1 niet aangegeven.

b i : toename groter dan 100%; + : toename kleiner dan 100%; 0 : geen verschil
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Opmerkingen

Literatuur

vanaf 36 uur na inoculatie; symptomen 80 wur na
inoculatie

3 dagen na inoculatie

toename vanaf 3 dagen na inoculatie tot een maximm
op dag 5

5 weken na inoculatie
24 en 48 uwur na inoculatie

toename na het verschijnen van symptomen tot een maximm
7-11 dagen na inoculatie

afname 24 wur na inoculatie, neemt vervolgens toe tot
een maximum na 48 wur en daarna af

2-3 dagen na inoculatie

toename na het verschijnen van symptamen

toename bij het verschijnen van symptamen
toename na het verschijnen van symptomen

24 en 48 uur na inoculatie

48 wir na inoculatie

afname 24 uwur na inoculatie, neemt vervolgens toe tot
een maximim na 48 wr, daarna af tot het niveau van de
controle op dag 5

3 dagen na inoculatie

24 en 48 wir na inoculatie
3 dagen na inoculatie

48 wr na inoculatie

toename 36 uur na inoculatie, afname ten opzichte van
het controleniveau 50 uur na inoculatie

na het verschijnen van symptomen
24 wir na inoculatie

48 wuir na inoculatie

3 dagen na inoculatie

na verschijnen van symptomen

Martin, 1958b

Farkas et al., 1960
Li en Schmelzer, 1964

Loebenstein en Linsey, 1966
Rubin en Arcichovskaja, 1967
Chant en Bates, 1970

Yasuda et al., 1970

Solymosy et al., 1959

Farkas et al., 1960

Kikuchi en Yamaguchi, 1960
Kikuchi en Yamaguchi, 1960
Rubin en Arcichovskaja, 1967
Pierpoint, 1968

Yasuda et al., 1970

Farkas et al., 1960

Rubin en Arcichovskaja, 1967
Farkas et al., 1960
Pierpoint, 1968

Weintraub et aZ., 1964

John en Weintraub, 1967
Rubin en Arcichovskaja, 1967
Pierpoint, 1968

Farkas, 1968
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gist-RNA werkzaam waren, is bekend dat heteroloog RNA en ock gist-RNA een met systemi-
sche resistentie vergelijkbaar verschijnsel oproepen in N, glutinosa en N, tabacum

cv., Samsun NN (Cheo et al., 1968; Gichemman en Loebenstein, 1968; Meneghini et ai.,
1969). Daarenboven kan, noch wat de eiwitfactor van Loecbenstein et ai. (1966), noch
wat de AVF van Sela et al. (1960) betreft, gesteld worden dat remming van het aantal
viekken een criterium kan zijn voor werkzaamheid in een mechanisme dat primair geken-
merkt wordt door een reductie van de vlekdiameter, temeer daar remmers van infectie
ook aanwezig zijn in niet-geiInfecteerde tabak (vgl. Palm, 1967).

Verder onderzoek van de groep van Loebenstein is er op gericht geweest indirecte
aanwijzingen te verkrijgen omtrent het eiwitkarakter van de factor die verantwoorde-
lijk is voor verworven resistentie, Zo beschreven Locbenstein et al. (1968) dat de
ontwikkeling van verworven lokale resistentie in N. tabacwm cv. Samsun NN geheel of
gedeeltelijk geremd wordt door actinomycine D (AMD). Naar analogie met het mechanisme
van de vlekvorming na een eerste inoculatie (Ross, 1966) mag worden aangenomen dat de
ontwikkeling eveneens geremd wordt door chlooramfenicol (Sela et al., 1969) en bestra-
ling met U.V. licht (Loebenstein et al., 1970), terwijl resistentie, evenals interfe-
ron, geInduceerd kan worden door poly I-poly C (Stein en Loebenstein, 1970).

Zoals gezegd, is verworven resistentie niet specifiek voor het virus waarmee voor
de eerste maal lokale vlekken geInduceerd zijn. Het manifesteert zich echter uwitslui-
tend bij inoculatie met een tweede virus dat lokale vlekken vercorzaakt. Inductie
kan echter ook op andere wijze plaatsvinden dan door virussen die een hypersensitie-
ve reactie oproepen, en wel door aardappelvirus X (Davis en Ross, 1968), schimmels die
een hypersensitieve reactie teweegbrengen als Thielaviopaia basiecola (Hecht en Bate-
man, 1964), lokale vlekken inducerende bacterién als Peeudomonas tabaci (vgl. Lovreko-
vich et gql., 1968) en P, lachrymans of P, solanacearun (vgl. Lozanc en Sequeira, 1970)
op bepaalde variéteiten van tabak, en door hitte gedode cellen van laatstgencemde bac~
terie en P. syringae (Loebenstein en Lovrekovich, 1966). Bij gencemde schimmel- en
bacterieinfecties is in een aantal gevallen aannemelijk gemaakt dat de geInduceerde
resistentie berust ap de vorming van stoffen met anti-virus activiteit door het patho-
geen (Harpaz et al., 1969; Mann, 1969; vgl. Sequeira, 1971}).

Het feit dat door virussen geinduceerde verworven resistentie aspecifiek is en re-
sulteert in een verminderde vatbaarheid en versterkte overgevoeligheid, wijst op een
overeenkomst met de genetische eigenschappen van T.I, 245 tabak (vgl. 1.3). Door Tho-
mas en Fulton (1966; 1968b) wordt dan ook aangenamen dat deze varidteit dit verschijn-
sel van nature in sterkere mate vertcont dan andere overgevoelige variéteiten, Deze
opvatting wordt gesteund door het feit dat verworven resistentie in deze varidteit
niet kan worden geinduceerd. Daar het hier klaarblijkelijk een recessieve eigenschap
betreft (vgl. 1.3), zou verworven resistentie dus ook kunnen berusten op de afwezig-
heid in plaats van op de aanwezigheid van een bepaald eiwit.
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1.5. Keuze van de oplosbare eiwitfractie voor onderzoek naar veranderingen in eiwit-
constitutie pa infectie met TMV

Uit een overzichtsartikel van Schlegel et al. (1967) blijkt dat men op dat moment
aannam dat het RNA van een aantal plantevirussen, waaronder TMV, zich vermenigvuldigt
in de kern en wel voornamelijk in de nucleolus, terwijl daarentegen de synthese van
het manteleiwit en de assemblage van het virus zouden geschieden in het cytoplasma,
mogelijkerwijs in contact met membraanoppervlakken. De veronderstelling dat de ver-
meerdering van TMV-RNA zich afspeelt in de kern, was voornamelijk gebaseerd op cyto-
logisch onderzoek (Bald, 1964) en op het feit dat AMD de incorporatie van 14C—urac‘11
in de kernfractie remde in niet-geinfecteerde, maar in veel mindere mate in geinfec-
teerde planten, terwijl ook autoradiografie op een voor AMD ongevoelige incorporatie
in vooral de nucleoli wees (Smith en Schlegel, 1964, 1965). Door Babos en Shearer
(1969) is echter aangetoond dat geinfecteerde planten in aanwezigheid van AMD aanzien-
lijk meer niet-virus-RNA synthetiseren dan niet-geinfecteerde planten, Tezelfdertijd
verd door Ralph and Wojcik (1969) aangetoond dat dubbelstrengig TMV-RNA aanwezig is
in een fractie die sedimenteert met de mitochondri#n en waarschijnlijk bestaat uit
cytoplasmatische membraanstructuren (Ralph et qi., 1971). Dit resultaat is bevestigd
door Semal (1969).

Hoewel TMV voorkomt in chloroplasﬁen, zijn deze, mogelijk uitgezonderd voor de
US stam (Shalla, 1968), niet de plaats van de TMV-synthese (Cech, 1967). Dit is meer
recent bewezen met behulp van antibiotica die selectief de eiwitsynthese van 70 §
{chloroplast) of 80 S (cytoplasma) ribosomen remmen. De vermenigvuldiging van TMV
wordt niet geremd door chlooramfenicol (specifiek voor 70 § ribosamen; Ellis, 1969),
maar wel door cycloheximide (specifiek voor B0 § ribosomen) (Zaitlin et «l., 1967;
Albouy en Lapierre, 1969; Ouchi et al., 1969; Furusawa et al., 1970) en puromycine
(specifiek voor 80 S ribosomen) (Kataoka et al., 1969).. Hoewel Langenberg en Schlegel
(1969) primair de kern beschouwen als de plaats waar TMV-manteleiwit gevormd wordt,
geven lun resultaten evengoed aanleiding te veronderstellen dat dit in het cytoplasma
plaatsvindt, Experimenten van Hirai en Wildman (1967) wijzen eveneens op een assem-
blage van TMV-RNA en -eiwit in het cytoplasma,

Uit het bovenstaande volgt dat de cytoplasmatische ribosomen naar alle waarschijn-
lijkheid betrokken zijn bij de synthese van de voor de vemmenigvuldiging van het
virus-RNA benodigde enzymen en van het manteleiwit. De aanwezigheid van TMV-RNA op
cytoplasmatische ribosomen is vastgesteld door Van Karmen (1963) en Babos (1971). Men
kan dus verwachten dat in het cytoplasma, behalve bovengenoemde eiwitten, ook virus-
specifieke eiwitten gevonden kunnen worden die mogelijk een rol spelen bij het tot
stand komen van de symptomen. Hoewel het allerminst noodzakelijk is dat deze eiwitten
vrij in het cytoplasma aanwezig zijn en daar cck hun werking uitcefenen, 1lijkt &&n van
de mogelijkheden om deze eiwitten aan te tonen de isolering en karakterisering van de
oploshare eiwitfractie. Na infectie van een plant met een virus veranderen ook juist
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de activiteiten van een groot aantal enzymen uit deze fractie (vgl. 1.4), terwijl be-
schadigingen van celorganellen zullen worden weerspiegeld in het verschijnen van orga-
relspecifieke eiwitten in het cytoplasma, Het is dus waarschijnlijk dat zowel virus-
specifieke als verschillende soorten van waardplantspecifieke veranderingen in deze
fractie tot uiting zullen komen in de vorm van veranderingen in de patronen der oplos-
bare eiwitten, Deze kunnen vervolgens worden onderscheiden doordat virusspecifieke ei-
witten ook verschijnen na behandelingen van de planten met AMD, daar dit antibioticum
de synthese van TMV-RNA nagenoeg niet beinvloedt (Sdnger en Knight, 1963; kubo, 1966),
en niet verschijnen na infectie van de planten met andere virussen. De nove gesynthe-
tiseerde waardplantspecifieke eiwitten worden geremd door AMD, terwijl door beschadi-
ging van organellen vrijkomende eiwitten kunnen worden onderscheiden, doordat zij ook
verschijnen na infectie van de waardplant met andere virussen die dezelfde symptamen
veroorzaken, maar niet in andere waardplanten na infectie met het oorspronkelijke virus,

Doordat bacterie- en diervirussen veelal de eiwitsynthese van de gastheercel blok-
keren, waardoor toediening van AMD niet noodzakelijk is, en goed gedefinieerde gast-
heercelculturen beschikbaar zijn, heeft men met behulp van elektroforese in polyacryl-
amidegel van een aantal van deze virussen de gedurende een infectiecyclus door het vi-
rus gecodeerde eiwitten kunnen onderscheiden en eventueel karakteriseren en isoleren
bijv. van peliovirus (Summers et al., 1965), MS5-2 (Nathans et gql., 1966; Vimuela et gl.,
1967}, semliki forest virus (Hay et al., 1968), mengovirus (Holland, 1968), herpesvirus
(Spear en Roizman, 1968), TS (McCorquodale en Buchanan, 1968) ¢X-174 (Shimono et al.,
1969), vesicular stomatitis virus (Mudd en Summers, 1970}, reovirus (Zweerink en Joklik,
1970).

Veranderingen in enzympatronen na infectie met plantevirussen zijn, eveneens met be-
hulp van elektroforese in polyacrylamidegel, aangetoond door Farkas en Stahmann (1966)
(zuidelijk bonemozalekvirus op Phaseclue wulgaris), Solymosy et al. (1967) (TMV, ta-
baksnecrosevirus en luzernemozalekvirus op P, vulgaris en N, glutinosa), Novacky en
Hampton (1968) (IMV, tabaks-etsvirus, tabaksstrepenvirus, tabakskringvlekkenvirus,
komkommemmozalekvirus en zuidelijk bonemozalekvirus op N. tabacum, Vigna sinensis, P.
aureus en P, vulgarie), Bates en Chant (1970) (TMV en tabaksnecrosevirus op P. vulga-
rig en V. ginensis), Chant en Bates (1970} (TMV en aardappelvirus X op ¥. glutinosa),
Nienhaus en Hoogen (1970) (TMV op P. wvulgaris), Marcinka (1970) (vlekkerigheidsvirus
van rode klaver op P. vulgaris), Kato en Yamaguchi (1971) (gerstestrepemmozalekvirus
op H. vulgare) en Wood (1971) (komkommermozaiekvirus op Cuewmis sativus en K. tabacmen).
Het betreft hier in alle gevallen waardplantspecifieke veranderingen.
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2. MATERIAAL EN METHODEN
2.1, Planten

Tabaksplanten (¥{cottana tabacwm L. cv. Samsun, Samsun EN en Samsun N, en ¥, glu-
tinoga L.) werden gezaaid en opgekweekt in een plantengroeikamer onder geconditioneer-
de omstandigheden (daglengte 16 wur, lichtintensiteit ongeveer 25.000 erg. sec.” . an?
op planthoogte; temperatuur 18-20°; relatieve vochtigheid 65-80%.

Voor experimenten bij 30° werden de planten twee dagen na het oppotten overgebracht
in Sherer klimaatkasten Model 255-6 onder dezelfde omstandigheden van daglengte, licht-
intensiteit en relatieve vochtigheid.

De planten werden geinfecteerd door de bladeren te bestuiven met Carborundum (600
mesh) en te inoculeren met een virusbevattende suspensie met behulp van een stuk hy-
drofielgaas, Vervolgens werden de bladeren met kraamwater afgespoeld. Indien in de des-
betreffende virus - waardplant combinatie systemische symptomen zouden optreden, wer-
den de planten 6-8 weken na de zaaidatun geinoculeerd; indien slechts de geTInoculeerde
bladeren symptomen zouden vertonen, vond inoculatie 10-11 weken na de zaaidatum plaats.
Met gedemineraliseerd water (gedem. water) geInoculeerde planten werden in alle expe-
rimenten gebruikt als controle.

Voor vermeerdering van virussen werden de planten (¥, tabacwn cv. Samsun, Samsun NN
en White Burley, en N. aylvestris Spegaz et Comes) opgekweekt in de kas, en na oppotten
Beinfecteerd in het voor de vermenigvuldiging van het betrokken virus meest geschikte
stadium,

2.2, Virussen

2.2.1, TabaksmozaY¥ekvirus

Een TMV-stam met de eigenschappen van Ul werd verkregen uitgaande van het in ons
laboratorium gewoonlijk gebruikte isclaat ,MWageningen" door afwisselende passage over
Samsun NN en ¥, sylveatris, totdat geen lokale vliekken meer werden waargenomen bij her-
haalde passage over laatstgenoemde soort. De aldus verkregen stam wordt in het vervolg
aangeduid als W U1,

Het virus werd gezuiverd uit N, sylvestris via een combinatie van de methoden van
Knight (1962) en Hebert (1963). 100 g bevroren bladmateriaal werd ontdooid en in een
Mixer gemalen tezamen met 3% vast KZHPO4 en 100 ml 0,01 M K-fosfaatbuffer pH 7,0. Het
homogenaat werd uitgeperst door twee lagen kaasdoek. Het residu werd opnieww gemalen,
ditmaal met 50 ml 0,1 M fosfaatbuffer pH 7,0, en het hamogenaat uitgeperst. De gecom-
bineerde extracten werden 15 min. gecentrifugeerd bij 10.000 g. De supernatant werd
bevroren bij -20°, na 1 wur ontdooid en opniew 15 min. gecentrifugeerd bij 10.000 g.
Aan de aldus verkregen supernatant werd onder roeren toegevoegd polyethyleenglycol en
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NaCl tot een eindconcentratie van respectievelijk 4% en 0,2 M. Na nog 15 min. roeren
werd de oplossing 15 min. gecentrifugeerd bij 10.000 g, Het precipitaat werd overgoten
met 25 ml 0,01 M fosfaatbuffer pH 7,0 en ingevroren bij -20°. Na ontdooien werden twee
cycli van differentieel centrifugeren uitgevoerd. Het laatste precipitaat werd opgeno-
men in 5-10 ml gedem. water en na centrifugeren bij laag toerental als gezuiverde vi-
rusoplossing bewaard bij 0-2°. De concentratie aan TMV werd bepaald op grond van de
optische dichtheid bij 260 nm, uitgaande van een extinctiecoéfficient E ;68“ 0,18 "
2,8. De opbrengst was gemiddeld 400 mg per 100 g bladmateriaal,

TMV vulgare en de Holmes' ribgrass stam van TV (TMV HR) waren afkomstig van het
Max-Planck-Institut filir Biologie, Abt. Melchers, Tibingen. Zij werden vermeerderd in
tabak cv. Samsun en gezuiverd als beschreven voor TMV W U1. Holmes' necrotiserende
stam 1952 D van ™MV werd verkregen door bemiddeling van Dr, A.F. Ross.

2,2.2, Tabaksnecrosevirus

Tabaksnecrosevirus (TNV) werd vermeerderd in tabak cv. White Burley en gezuiverd
volgens XKassanis (1964). De gezuiverde virusoplossing werd bewaard bij 0-2°. De con-
centratie aan TNV werd bepaald op grond van de optische dichtheid bij 260 mm, uit-
gaande van een extinctiecoéfficiént E ;ﬁgm 0,1% = 5,5 (Babos en Kassanis, 1963).

2.2.3. Tabaksratelvirus :

Een gezuiverd preparaat van tabaksratelvirus (TRV) werd verkregen van Ir. H. Hut-
tinga. Na een cyclus van differentiéel centrifugeren en resuspenderen in gedem, water
werd het virus bewaard bij 0-2°. De concentratie aan TRV werd bepaald op grond van de
optische dichtheid bij 260 rm, uitgaande van een extinctiecoéfficient E ;ﬁg“ o1 "
2,0 (Huttinga, persconlijke mededeling).

2.2.4. KomkommermozaTekvirus

Komkommermozalekvirus (Q4V) gele stam (Price, 1934) werd in stand gehouden en ver-
meerderd op tabak cv, Samsun NN.

2.2.5. Aardappelvirus X

Aardappelvirus X (PVX) werd vermeerderd op tabak cv, Samsun NN. Vier weken na in-
oculatie werden de bladeren geoogst en ingevroren bij -20°,

2.2.6. Aardappelvirus Y
Van aardappelvirus Y (PVY) werden de stammen Y° en Y? gebruikt. PVY? was afkomstig

>
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van Dr. J.A. de Bokx en werd vermeerderd op tabak cv. White Burley. Geinfecteerde
bladeren werden ingevroren bewaard bij -20°. PVY" werd bewaard in aardappelknollen.
Voor inoculatie werd het virus eenmaal vermeerderd op tabak cv. Samsun of Samsun NN.

V66r inoculatie op proefplanten werden alle virussen genoemd onder 2.2.2 en volgende
paragrafen getoetst op afwezigheid van T™V door een verdunde virusoplossing of een
extract van geinfecteerde bladeren uit te strijken op bladeren van ¥. glutinocea.

2.3, TMV-giwit
2.3.1. Bereiding

™™V-manteleiwit (A-proteine) van de stammen W U1 en Holmes' ribgrass werd bereid,
uitgaande van een gezuiverde virussuspensie, volgens Fraenkel-Conrat (1957). Na dia-
lyse en centrifugeren werd het neerslag opgenomen in 10 maal verdunde elektroforese-
buffer, '

2.3.2, Serologie

Voor het aantonen van TMV-manteleieit in eiwitextracten of op polyacrylamidegels
werd gebruik gemaakt van immmodiffusie in 1% agar die 0,91 NaCl bevatte.

Polyacrylamidegels werden met een scheemmesje afgesneden op de plaats van de broom-
fenolblaww band (vgl. 2.6.3). Zij werden direct na elektroforese of na 1 wur incubatie
in 0,9% NaCl in de. lengterichting gehalveerd met een door Fairbanks et al. (1965) be-
schreven gelsnijder. De gelhelften werden met hun vlakke kant op een objectglaasje ge-
legd dat bedekt was met een 1 mm dik laagie agar. Langs de staafjes werden 1 mm brede
sleuven gesneden op een afstand van 4 mm. De sleuven werden gevuld met TMV-antiserum
en de glaasjes werden gedurende 3 dagen bij 20° geincubeerd in vochtige petrischalen.

2.4, Bereiding van oplosbare eiwitten uit tabak
2.4.1, Procedure; criteria voor zuiverheid; opbrengst

Onderzoek naar de invloed van verschillende omstandigheden op de extractie en zui-
vering van de oplosbare eiwitten uit tabaksbladeren met als doel het verkrijgen van
€en optimale scheiding en minimale achtergrondkleuring bij elektroforese van gezuiver-
de eiwitpreparaten in polyacrylamidegel (vgl. 2.6) is reeds eerder beschreven (Van
Loon en Van Kammen, 1968). Daarom zij op deze plaats volstaan met een korte weergave
van de bij de bereiding toegepaste werkwijze.

Van 10-13 weken oude planten werden tussen 8.30 en 10.00 wur de jonge en twee vol-
ledig volgroeide bladeren gecogst, tenzij anders is aangegeven. De bladeren werden
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gewassen met gedem. water, van de middennerf ontdaan en vervolgens gedroogd tussen
filtreerpapier.

Alle verdere behandelingen werden uitgevoerd bij 0-2°.

Het bladmateriaal werd 15 min. voorgekoeld en vervolgens in een mortier fijngewre-
ven in 1,25 vol. (v/w) vers bereide extractiebuffer (0,1 M Tris-11, 0,5 M saccharose,
0,1% ascorbinezuur, 0,1% cysteine, pH 8,0; Staples en Stahmann, 1964). Het aldus ver-
kregen homogenaat wexd uitgeperst door een aantal lagen hydrofielgaas, waarma celorga-
nellen uit het filtraat werden verwijderd door drie opeenvolgende centrifugeringen
{15 min, 15.000 g; 30 min. 30.000 g3 120 min., 150.000 g). De oplosbare eiwitfractie
bevattende, gele bovenstaande vlceistof van de laatste centrifugering (S III} werd of
wel direct gebruikt in elektroforeseéxperimenten, of wel verder gezuiverd door gel-
filtratie over Sephadex G 50 en concentratie van de eiwitbevattende fracties door toe-
voeging van vast amwmoniumsulfaat (95% verz.) of door middel van ultrafiltratie in een
Amicon cel voorzien van een UM 10 membraan. In het eerste geval werd het eiwit na pre-
cipitatie opgelost in 0,005 M Tris-glycinebuffer pH 8,6, afhankelijk van de verdere
experimenten met of zonder 0,05% mercaptoBthanol (MCE). In beide gevallen werden de
geconcentreerde eiwitoplossingen gedurende 20 uur gedialyseerd tegen twee maal 200
vol. van genoemde buffer. Na centrifugering bij laag toerental werd de bovenstaande
vloeistof gebruikt als gezuiverde eiwitoplossing. Deze oplossing werd voor de elektro-
foreseéxperimenten op 0,5 M saccharose gebracht door toevoeging van vaste saccharose
of verdunning met een oplossing van 1 M saccharose in buffer.

De gezuiverde eiwitfractie was vrijwel kleurloos en vertoonde een U.V, spectrum
dat karakteristiek is voor eiwit (max, 279 nm; min, 251 nm; gemiddelde verhouding
van Ayay i Ajgn ™ 1,50).

Eiwitconcentraties werden bepaald volgens de methode van Lowry et al. (1951}, en
uit de optische dichtheid bij 280 nm, uitgaande van een berekende extinctiecoéffi-
ciént E ;8‘(:;“ 0,1% 1,18 bij gebruik van drooggevroren gezuiverd oplosbaar eiwit uit
tabak als standaard. Het N-gehalte van tabakseiwit bedroeg 15,31%.

De gezuiverde eiwitoplossing bevatte minder dan 5% RNA, bepaald volgens de orci-
nol methode van Dische en Schwarz (1937), en slechts 0,5% volgens de spectrofoto-
metrische bepaling van Warburg en Christian (1542). Deze laatste methode werd ge-
bruikt voor correctie van de eiwitconcentratie in te vergelijken eiwitpreparaten
met verschillende verhoudingen van Asgp ¢ Aygqe De gemiddelde opbrengst was ongeveer
2 mg eiwit per g bladmateriaal.

2.4.2, Bereiding van radioactief gemerkte oplosbare eiwitten

Ter verkrijging van met 35S--m»s:thicminrz: of 14C—1eu:cime gemerkte oplosbare eiwitten
werd gebruik gemaakt van de volgende procedure. Van tabaksplanten werden alle blade-
ren, op drie jong volgroeide na, verwijderd. Na 24 uur werden deze planten onder het
oudste aanwezige blad afgesneden en met de onderkant van de stengel in een buisje ge-
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plaatst waarin zich het gemerkte aminozuur bevond in 1 ml eenmaal verdunde Hoagland
oplossing (Hoagland en Amon, 1950), in een klimaatkast bij 20° bij normale belichting
en een relatieve vochtigheid van 90%, Nadat de gemerkte oplossing was opgenomen werd
eenmaal verdunde Hoagland oplossing toegevoegd. In modelproeven was gebleken dat onder
deze condities geen selectieve ophoping van radioactiviteit plaatsvond op de deor af-
snijden van de bladeren ontstane wondvlakken langs de stengel.

Na 24 wr werden de bladeren gecogst, geéxtraheerd en het extract gecentrifugeerd
als boven beschreven, Aan 2 m! S III werd 2 ml 5% TCA-oplossing tcegevoegd welke 1%
van het betrokken aminozuur bevatte. Het neerslag werd verzameld op Millipore filters
en tweemaal gewassen met TCA-aminozuuroplessing. Vervolgens werd het eiwitneerslag op-
gelost in 0,1 N NaGH., In de aldus verkregen oplossing werd de hoeveelheid radiocactivi-
teit bepaald door vloeistofscintillatiespectrometrie (vgl. 2.6.2) en de hoeveelheid
eiwit volgens Lowry et al. (1951).

2,5. Fractionering van de gezuiverde eiwitfractie
2.5.1. Gefractioneerde precipitatie met ammoniumsulfaat

De na gelfiltratie verzamelde eiwitbevattende fracties (vgl. 2.4.1) werden gecom-
bineerd en achtereenvolgens op 20, 40, 60, 80 en 100% verzadiging met ammoniumsul faat
gebracht, De gevormde precipitaten werden verzameld door centrifugering bij 30.000 g
gedurende 10 min., opgenomen in 0,005 M Tris-glycine buffer pli 8,6 en gedialyseerd ge-
durende een nacht.

Voor fractionering van de gezuiverde eiwitfractie volgens 2.5.2 of 2.5.3 werd het
Precipitaat, verkregen door behandeling met armoniumsul faat (vgl. 2.4.1), opgenomen
in en gedialyseerd tegen 0,05 M Tris-HCl buffer pH 7,5.

2.5.2, Gelfiltratie over Sephadex G 100

Tien ml gezuiverde eiwitoplossing werd gebracht op een Sephadex G 100 kolom (75 x
5 on dian.}, en gedlueerd met 0,05 M Tris-HC1 pH 7,5. De pompsnelheid bedroeg 25 ml
Per wir, Fracties werden opgevangen om de 10 min. Geschikte fracties werden verzameld,
geconcentreerd met behulp van ultrafiltratie en gedlalyseerd tegen 0,005 M Tris-glyci-
ne buffer pH 8,6.

2.5.3, Chromatografie op DEAE-cellulose

Twee A drie ml gezuiverde eiwitoplossing werd gebracht op een kolom {21,5 x 1,8 am
diam.) van DEAE-cellulose, in de OH vorm, voorbehandeld volgens de aanwijzingen van
de fabrikant, en geSquilibreerd met 0,05 M Tris-HCI pH 7,5. De pompsnelheid bedroeg
60 ml per wur. Fracties werden opgevangen om de 5 min. Trapsgewijze elutie vond plaats
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met bufferoplossingen die ¢, ¢,05, 0,1, 0,15, 0,2, 0,3, 0,5, 1 en 2 M NaCl bevatten,
waarbij de oplossingen steeds na 4 wur vervangen werden. Continue elutie vond plaats
door na 4 uur elutie met bufferoplossing een lineaire zoutgradient van 0-0,4 M NaCl
te starten.

Tabel 2.1, Gebruikte oplossingen voor elektroforese in polyacrylamidegel ©

Oplossing A Oplossing C Oplossing P
1 NHC1 48 ml Acrylamide 30,0 g  Ammoniumpersulfaat 0,34 g
Tris 36,6 g Ris 0,8 g gedem. water tot 100 m}
TEMED 0,23 g gedem, water tot 100 ml :
gedem. water tot 100 ml

pH 8,9
Oplossing B Oplossing D Oplossing E
1M H3P04 16 ml  Acrylamide 10,0 g Riboflavine 4 g
Tris 57 g Bis 2,5g gedem, water tot 100 ml
TIMED 0,46 ml  gedem, water tot 100 ml
gedem. water tot 100 ml

pH 6,9-7,0

Elektroforesebuffer Loopkleurstofoplossing Ontkleuringsoplossing
Tris 6,0 g Broamfenolblauw 1 mg Acrylamide 6,0 g
Glycine 28,8 g gedem, water tot 100 ml Riboflavine 0,5 mg
MCE 5 m) TRED 0,05 ml
gedem, water tot 1 1 gedem. water tot 100 ml

pH 8,6 Fotopolymerisatie gedurende

6 uur; vervolgens verdunnen
met 100 ml gedem. water

4 Alle oplossingen werden bewaard bij 0-20; zij zijn bij die temperatuur vele maan-

den houdbaar,
Voor een aantal experimenten werden acrylamide en Bis hergekristalliseerd uit

chloroform, respectievelijk aceton (Maurer, 1968).
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2.6, Elektroforese in polyacrylamidegel
2,6.1, Uitvoering

Elektroforese in polyacrylamidegel werd uitgevoerd volgens Qrnstein (1964) en
Davis (1964) met enkele wijzigingen. De scheiding in dit systeem vindt plaats bij pd
9,5, waardoor de aanwezige eiwitten negatief geladen zijn en zich naar de anode bewe-
gen.

De gebruikte oplossingen zijn weergegeven in tabel 2.1.

Standaard 7,5% polyacrylamidegels werden bereid door 1,4 ml van een oplossing be-
staande uit 1 deel A, 2 delen C, 1 deel gedem. water en 4 delen P te pipetteren in
Pyrex buisjes met een lengte van 65 mm en een binnendiameter van 6 mm. Gels van 5 en
10% polyacrylamide werden op dezelfde wijze bereid door de hoeveelheid C in de oplos-
sing proportioneel te verlagen, respectievelijk te verhogen bij gelijkblijvende con-
centraties van A en P. De oplossingen werden afgedekt met een laagje gedem. water van
¢a, 6 mm hoogte, waarna polymerisatie plaatsvond in 20-45 min.

De 2,5% polyacrylamide bevattende concentratiegel werd na de kleinporige schei-
dingsgel daar bovenop gepolymeriseerd en bevatte geen saccharcse. In plaats van een
Tris-HC1 buffer pH 6,7 werd in de concentratiegel een buffer gebruikt van 0,16 M
Tris-fosfaat pH 6,9-7,0. Deze buffer vergemakkelijkt polymerisatie van de gel en
heeft een hogere buffercapaciteit (Ornstein en Davis, 1960). Na twee maal wassen met
de geloplossing bestaande uit 1 deel B, 2 delen D, 1 deel E en 4 delen gedem. water,
werd 0,3 ml op de scheidingsgel gepipetteerd en overdekt met een laagje gedem. water
van ca. 3 mm hoogte. Polymerisatie onder invloed van daglicht vond plaats in 15-30 min.

Aanvankelijke pogingen om de te onderzoecken eiwitmonsters op te brengen in een
monstergel — deze heeft de samenstelling van de concentratiegel, maar het water is ge-
heel of gedeeltelijk vervangen door eiwitoplossing — hadden weinig succes. De aanwe-
zigheid van MCE in de buffer van de eiwitoplossing verhinderde polymerisatie van de
gels. Bovendien werden bij daaropvolgende elektroforese in de scheidingsgel minder
Scherpe banden verkregen, klaarblijkelijk als gevolg van het blootstellen van de eiwit-
oplossingen aan kamertemperaturen gedurende de polymerisatie. In veel gevallen bleef
eiwit achter in de concentratiegel als gevolg van het polymerisatieproces, neerslaan
en/of denaturatie. Daarom werden de gels na polymerisatie van de concentratiegel ge-
koeld tot 4°. Monsters in 0,5 M saccharose — 0,10 m1 S ITI of 300 ug gezuiverde eiwit-
Oplossing — werden door de buffer heen direct op de concentratiegels gepipetteerd.

De elektroforescbuffer bevatte 0,5% MCE en werd 1 ¢ 10 verdund voor gebruik, Aan
het bovenste buffervat (kathode) werd voor de run 0,5 ml broomfenolblauwoplossing toe-
gevoegd,

Elektroforese vond plaats in een Acrylophor elektroforeseapparaat (Pleuger,
Anstelveen) gedurende 20 min. bij een stroomsterkte van 2 mA per buisje en vervolgens
gedurende ongeveer een uur bij een stroomsterkte van 4,5 mA per buisje (ongeveer 40 V
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per an), totdat de leopkleurstofband de onderkant van de gels tot op een paar m ge-
naderd was. Na afloop van de elektroforese werden de gels onder water uit de buisjes
losgemaakt met een prepareernaald, en onmiddellijk overgebracht in oplossingen voor
Kleuring of incubatie,

Wanneer specifieke kleuringsreacties voor het aantonen van enzymen op de gels wer-
den toegepast, werd elektroforese uitgevoerd in afwezigheid van MCE in de elektrofo-
resebuffer, Van iedere serie werd tenminste €&n gel gekleurd met amidoblack (vgl.
2.6.2) ter referentie. De hierbij verkregen patronen kwamen gvereen met die waarbij
wel MCE gebruikt was; zij waren doorgaans echter enigszins diffuser en de met de in
3.1 beschreven band numer 22 overeenkomende zone vertoonde onder die omstandigheden
een duidelijke splitsing in twee dicht naast elkaar liggende banden. In de overige
gels werd de positie van de broomfenolblauwband gemerkt door de gels aan te prikken
met een naald met Oostindische inkt. Hierdoor was het mogelijk naderhand nauwkeurig
de R, waarden van de waargenomen banden te bepalen.

Door Brewer (1967), Mitchell (1967) en Fantes en Furminger (1967) werd een inacti-
verende invlioed van ammoniumpersulfaat in de scheidingsgel ten aanzien van de activi-
teit van verschillende eiwitten vastgesteld. Brewer beveelt daarom fotopolymerisatie
van de scheidingsgel met riboflavine aan. Bij polymerisatie van deze gels met ribo-
flavine bleken de ontstane patronen echter een tamelijk diffuus beeld op te leveren,
terwijl de R, waarden van de individuele banden verhoogd waren. Daar bekend is, dat
onder invlced van riboflavine grotere en onregelmatige poriZn ontstaan (Davis, 1964),
is polymerisatie met riboflavine minder geschikt indien een zeer hoge resolutie ver-
eist is. Een mogelijke inactivering kan echter alleen optreden indien direct contact
tussen eiwit en persulfaat mogelijk is, Dit gevaar is in het door ons gebruikte sys-
teem minimaal: doordat de concentratiegel gepolymeriseerd werd met riboflavine, zal
ook het snelstlopende eiwit het onder het gremsvlak chloride-fosfaat aanwezige per-
sulfaat niet bereiken.

Hjertén et al. (1965) wijzen er op dat het concentreringseffect van de concentra-
tiegel ook bereikt kan worden wanneer men het monster in een buffer met een lager ge-
leidingsvermogen dan dat van de elektroforesebuffer direct op de scheidingsgel brengt.
In een experiment met een gezuiverde eiwitoplossing werden gels met en zonder concen=
tratiegel vergeleken terwijl in het laatste geval de elektroforesebuffer slechts 1 : 2
verdund was. De verkregen patronen waren in beide gevallen wezenlijk gelijk, ofschoon
weglaten van de concentratiegel tot een iets minder duidelijk beeld en iets bredere
banden leidde. Hoewel aanvaardbaar in het geval van gezuiverde eiwitoplossingen, zijn
de resultaten bij elektroforese van S III zeer onbevredigend. Deze oplossing bezit
een hoog pgeleidingsvermogen en onder deze omstandigheden ontstonden slechts enkele
brede banden. Gebruik van een concentratiegel was daarom bij elektroforese van S III
absoluut noodzakelijk om het complexe eiwitmengsel in smalle, scherpe banden te schei-
den, terwijl het bij elektroforese van gezuiverde eiwitoplossingen doorgaans een iets
betere resolutie bewerkstelligde.
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In enkele experimenten werd nagegaan of, uitgaande van S III, in dit vereenvoudigde
systeem een bevredigende scheiding tot stand gebracht kon worden, wanneer S I1I direct
na centrifugering gedurende een nacht gedialyseerd werd tegen 0,005 M Tris-glycine
buffer pH 8,6. Zelfs bij enige malen verversen en voortgezette dialyse bleef de eiwit-
bevattende oplossing geel van kleur, terwijl in een aantal gevallen, vooral in extrac-
ten van planten die symptomen van necrose vertconden, bruinkleuring optrad ten gevolge
van oxidatie van fenolische verbindingen. Na elektroforese bleken de patronen van al-
dus gedialyseerde S III betrekkelijk diffuus, zowel bij gebruik van het vereenvoudig-
de, als van het eerder beschreven normale systeem. Een nadelig effect van voorafgaan-
de dialyse op de resolutie bij elektroforese in polyacrylamidegel is ook door andere
auteurs beschreven (vgl. Polter, 1967).

Daar de hoge osmotische waarde van S IIT het volume bij dialyse sterk deed toenemen,
was bij lage eiwitconcentraties het invoeren van een concentratiestap gewenst. Aange-
zien de patronen van de gezuiverde, via gelfiltratie verkregen, eiwitoplossing aan-
zienlijk scherper waren dan die van gedialyseerde S III, kon een dergelijke bewerking
de vergelijking met de in 2.4.1 beschreven methode niet doorstaan.

Bij gebruik van een Tris-boraatbuffer pH 8,6 (Welling, persoonlijke mededeling)
kunnen interferenties van reagentia die noodzakelijk zijn voor het zichtbaar maken
van hydrolytische enzymen op de gels, met in de gels aanwezig glycine worden vermeden.
Aldus verkregen patronen weken wat de verdeling der banden betreft enigszins af van
die verkregen bij gebruik van het Tris-glycine systeem; een zware band op het grens-
vlak van concentratiegel en scheidingsgel wees er op, dat een gedeelte van het eiwit
de scheidingsgel niet was binnengedrongen. Wanneer in dit systeem de eiwitmonsters
worden opgebracht in saccharose, treedt hovendien complexvorming op van boraat met
saccharose en eventugel aanwezige glycoproteinen, hetgeen leidt tot het ontstaan van
artefacten (Lerch en Stegemann, 1969). Om deze redenen werd er van afgezien een Tris-
boraatsysteem te gebruiken.

In het door Ornstein en Davis beschreven systeem worden wel zure, maar geen basi-
sche eiwitten gescheiden. Daarom werd nagegaan of de verkregen eiwitoplossingen ook
in componenten konden worden gescheiden in systemen waarbij elektroforese plaats-
vindt bij lage pH-waarden., Zowel het systeem van Reisfeld et al. (1962) als dat van
Shepherd en Gurley (1966) werd beproefd. In deze systemen vindt de scheiding plaats
bij respectievelijk pH 3,8 en pH 2,3, Daar de concentratie- en scheidingsgels van de-
ze systemen echter pH's bezitten van 6,7 en 4,3, respectievelijk 5,9 en 2,9, en het
iso#lektrisch punt van verreweg de meeste plante-eiwitten tussen deze beide pH-waar-
den 1ligt, sloeg bij elektroforese steeds het grootste deel van het opgebrachte eiwit
neer op het grensvlak van concentratiegel en scheidingsgel. In de scheidingsgel waren
enkele zwakke, zeer diffuse banden zichtbaar, doch deze droegen weinig bij tot karak-
terisering van de onderzochte eiwitfracties.
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2.6.2. Zichtbaar maken van eiwitten op de gels na elektroforese

Eiwitbanden werden zichtbaar gemaakt door de gels direct na elektroforese peduren-
de tenminste 1 uur bij kamertemperatuur te leggen in een verzadigde oplossing van a-
midoblack 10 B of 0,25% lightgreen in 5% TCA, Kleuringstijden tot 24 uur werden toege-
past zonder merkbaar nadelige invlced op het ontstane eiwitpatroon, Bij gebruik van
deze kleuringsmethode werd een betere resolutie verkregen dan met de standazardmethode
(Davis, 1964) waarbij als kleuringsoplossing 1% amidoblack in 7§ azijnzuur aanbevolen
wordt.

Na kleuring werden de gels 5 min, gewassen met kraanwater en geéquilibreerd met 7%
azijnzuur, waarbij eemmaal werd ververst. Bij gebruik van verse kleuringsoplossingen
waren de banden na equilibreren met azijnzuur reeds duidelijk zichtbaar op een licht
gekleurde achtergrond. Indien weinig, relatief intens gekleurde banden aanwezig waren,
was verdere ontkleuring overbodig en werden de gels direct overgebracht in een verse
oplossing van 7% azijnzuur en hierin bewaard. In alle andere gevallen werden de gels
verder elektroforetisch ontkleurd op de door Davis (1964) beschreven wijze, in 30-60
min. bij een stroomsterkte van 8 mA per gel en bij 0-2°,

Voor amidoblack is de hoeveelheid opgenomen kleurstof evenredig met de hoeveelheid
eiwit in een bepaalde band over een reeks van 0-40 pg, als bepaald aan ™MV A-proteine.
Voor lightgreen is dit niet helemaal het geval, daar kleine hoeveelheden eiwit rela-
tief sterker gekleurd worden. De kleuring met amidoblack vervaagt weinig in de loop
van enkele jaren; de kleuring met lightgreen vrijwel geheel binnen enkele weken. Daar-
entegen is door de betrekkelijk lage intensiteit van de kleuring met lightgreen de re-
solutie op relatief hoge concentraties eiwit bevattende gels of gelgedeelten bijzon-
der hoog en dikwijls tenminste zo goed als met amidoblack, doordat dicht naast elkaar
lipgende banden beter als zodanig te herkemnen zijn bij kleuring met lightgreen.

De bij kleuring met amidoblack verkregen patronen vertoonden dezelfde onderlinge
kwantitatieve verhoudingen der eiwitbanden als patronen die gekleurd waren met 0,5%
procionblue in 7% azijnzuur. Het is bekend dat procicnblue zeer hamogeen aan ver-
schillende eiwitten wordt gebonden (Fazekas de St. Groth et al., 1963), maar de in-
tensiteit van deze kleuring was in onze experimenten te laag om steeds alle aantoon-
bare eiwitbanden zichtbaar te maken. Procionblue bleek daarom niet geschikt voor
routinematige eiwitkleuringen. Doordat de onderlinge intensiteiten der banden echter
vergelijkbaar waren met die van bij kleuring met amidoblack verkregen patronen, mag
worden aangenomen dat laatstgenoemde kleuring de verdeling van het eiwit over de gels
tamelijk nawwkeurig weergaf. Met lightgreen werden sommige eiwitbanden sterker ge-
kleurd dan met amidoblack, andere met amidoblack sterker dan met lightgreen (vgl.

Van Loon en Van Kamen, 1968).

Kleuring met coomassieblue (Fazekas de St. Groth et al., 1963) volgens Chrambach
et al. (1967) leverde een aanzienlijk minder duidelijk beeld dan amidoblack en light-
green in die gedeelten van de gel, waar zeer veel banden zeer dicht naast elkaar ge-

S

42



legen zijn. Met deze zeer gevoelige kleuring werden echter zwakke banden in gedeelten
met een relatief gering aantal eiwitbanden intenser gekleurd, waardoor een duidelijker
karakterisering van de patronen mogelijk was, Kleuring met coomassieblue leek daarom
bij uitstek geschikt als aanwulling op kleuring met amidoblack of lightgreen. Hiertoe
werden de gels na elektroforese 4 wur gekleurd in een oplossing van 0,05% coomassie-
blue in 12,53 TCA en vervolgens ontkleurd door wassen met 104 TCA (Stegemann, 1968),

Indien radicactief gemerkt eiwit was onderworpen aan elektroforese, werd de verde-
ling van de radicactiviteit over de gel als volgt nagegaan. Na elektroforese werden
de gels in dwarse plakjes met een dikte van 1,25 mu gesneden met behulp van een appa-
raat bestaande uit 50 ronde scheermesjes op gelijke afstand van elkaar (Goldberger,
1968}, 355 bevattende gelschijfjes werden opgelost met behulp van 0,1 ml 30% HZOZ ge=
durende een nacht bij 37° (Young en Fulhorst, 1965). Aan de verkregen oplossingen
werd 10 ml Brays oplossing (Bray, 1960) zonder POPOP toegevoegd, waarna ze geteld wer-
den in een Muclear Chicago Mark I vlceistofscintillatiespectrometer. De ,efficiency',
bepaald aan de hand van de kanalenverhoudingsmethode, bedroeg voor alle monsters 82-
83%. Een correctie om het aantal dpm te verkrijgen werd daarom niet toegepast,

Bij elektroforese van 14C bevattend eiwit werd voor de bereiding van de scheidings-
gel in oplossing C Bis vervangen door 2 g ethyleendiacrylaat. De verkregen gelschijf-
jes werden opgelost in 0,5 ml 1 M piperidine in 101 ethanol gedurende 24 wur bij ka-
mertemperatuur (Choules en Zimm, 1965). Aan de oplossingen werd 10 ml Kinards tel-
Vloeistof (Kinard, 1957) toegevoegd, waarna ze geteld werden als beschreven voor 33,

2.6.3. Zichtbaar maken van enzymen op de gels na elektroforese

Heterogene eiwitcomponenten en specifieke enzymbanden op de gels werden zichtbaar
gemaakt met behulp van histochemische kleuringstechnieken. Glycoproteinen werden op
de gels gelokaliseerd volgens de methods van Maurer (1968) met enkele modificaties
(vgl. Bobbitt, 1956), lipoproteinen volgens Linskens (1959) en nucleoproteinen en
RNA volgens Peacock en Dingman (1967). Enzympatronen werden zichtbaar gemaakt met een
enkele, verschillende of een combinatie van methoden, Onderzocht werden alcoholdehy-
drogenase, melkzuurdehydrogenase, NAD en NADP afh. appelzuirdehydrogenase en isoci-
troenzuurdehydrogenase, 6-fosfogluconzuurdehydrogenase, glucose-6-fosfaatdehydroge-
Nase, a-oxoglutaarzwurdehydrogenase, bamns teenzuurdehydrogenase, glutaminezuurdehydro-
genase (alle volgens Honold et al., 1966), glycerol-3-fosfaatdehydrogenase (Grell,
1967; Honold et al., 1966), shikimizuurdehydrogenase (Fric en Fricova, 1968; Honold
et al., 1966), diaforase (Johnson et al., 1966; Fric en Fricova, 1968), oxidasen
(Nadi-reactie) {(Burstone, 1962; Weber et at., 1967), o- en p-difenoloxidase (Van
Loon, 1971), ascorbinezuuroxidase (Amon en Markakis, 1969; MSller en Van Poucke, 1970),
katalase (Scandalios, 1964; Macko et al., 1967), peroxidase (Macko et al., 1967; vgl,
5.8.2), fosforylase en amylase {beide volgens Siepman en Stegemann, 1967), hexokinase
(Knowles en Fristrom, 1967}, polynucleotidefosforylase (Thang et al., 1967; Stegemann,
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1968; Fitt en Wille, 1969), ribonuclease (Burstone, 1962; Wolf, 1968; vgl, 5.8.1), es-
terase (Weber et al., 1967), alkalische fosfatase (Burstone, 1962; Rudolph en Stahmann,
1966; Stahmann et al., 1966), zure fosfatase (Rudolph en Stahmann, 1966; Burstone,
1962; Weber et al., 1967), fosfodiesterase (Lerch, 1968), desoxyribonuclease {Boyd en
Mitchell, 1965), leucine-aminopeptidase (Scandalios, 1964), protease (Fottrell, 1968;
Riedel en Wimsch, 1959; Stegemann, 1968} en glucosefosfaatisomerase {Carter en Parr,
1967},

Geen banden werden waargenomen in de reacties op alkalische fosfatase, glycerol-3-
fosfaatdehydrogenase, NAD afth. isocitroenzuurdehydrogenase, barnsteenzuurdehydrogenase,
ascorbinezimroxidase; fosforylase als zetmeelafbrekend enzym en protease met gelatine
als substraat. Niet specifiek bleken de reacties op a-oxoglutaarzuirdehydrogenase, p-
difenoloxidase, hexokinase en glucosefosfaatisomerase,

2.6.4. Evaluatie

De patronen verkregen bij kleuring van de gels op eiwitten of enzymen werden vast-
gelegd in densitometergrafieken. Verschillende in de handel verkrijgbare apparaten
werden onderzocht op hun geschiktheid voor het scannen van cylindrische gels en het
scheidend vermogen. De gunstigste resultaten werden verkregen met een Photovolt model
520-A densitometer, gekoppeld aan een Varicord 43 linear/log recorder. De bijgelever-
e spleet van 0,1 mm werd vernauwd tot 0,05 mm met behulp van scheemesjes. Met ami-
foblack of ccomassieblue gekleurde patronen werden gescand zonder filter; voor de met
lightgreen gekleurde patronen werd een oranje filter met een maximale tramsmissie bij'
505 mm gebruikt. Enzympatronen werden in een aantal gevallen gescand met een filter
van contrasterende kleur. De verkregen resultaten werden vergeleken met de visueel

waarmeembare patronen.

De patronen waren goed reproduceerbaar. Wanneer dezelfde gel in verschillende po-
sities werd gescand, traden geen of, indien de banden op de gel niet geheel recht
varen, slechts kleine verschuivingen in de onderlinge verhoudingen der eiwitbanden in
le grafieken op. Ditzelfde gold voor duplo gels, waarop hetzelfde eiwitmonster in de-
zelfde run aan elektroforese was onderworpen, Voorts konden geen significante ver-
schillen worden waargenomen in gels uit verschillende experimenten, indien vergelijk-
hare eiwitmonsters waren gebruikt. Dank zij de verbeterde methede voor het kleuren
ran eiwitten in gels (vgl. 2.6.2) waren enkele banden meer waarneembaar met het blote
bog dan in de densitometergrafieken, daar smalle, dicht tegen elkaar gelegen banden
viet in alle gevallen afzonderlijk werden weergegeven. Een relatief klein aantal ban-
len werd als enkelvoudige pieken weergegeven; verreweg de meeste als meer of minder
orominente schouders als gevolg van een enorme concentratie van eiwitcomponenten in
iet bovenste gedeelte van de gels. De relatief lage achtergrondskleuring maakte het
2chter mogelijk zwakke banden steeds, zowel visueel als door densitometrie, waar te
iemen. In enkele gevallen werden de relatieve hoeveelheden eiwit in bepaalde banden
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vastgesteld door meting van de oppervlakten van de pieken in de densitometergrafieken
met behulp van een planimeter.

De positie van de eiwitbanden op de gels werd uitgedrukt door de R & waarde, waar-
bij de afstand waarover de broomfenolblauwband gelopen had, op 1,00 gesteld werd. Bij
alle gebruikte gelconcentraties migreerde een eiwitband samen met het kleurstoffront.
Deze eiwitband vertegenwoordigt daarom positie 1,00 in de densitometergrafiecken. De
&, waarden van alle overige banden varieerden enigszins, afhankelijk van de aard van
het opgebrachte monster, hoeveelheid eiwit en experimentele omstandigheden. Bij elek-
troforese van de gezuiverde eiwitfractie waren de A, waarden doorgaans iets hoger dan
bij elektroforese van § 1II. De hoeveelheid en samenstelling van het monster hadden
met name invloed indien bepaalde componenten sterk in concentratie varieerden in ver-
schillende monsters, doch alleen in het gebied waar de betrokken component zich be-
vond op de gel. Voorts was een variatie van experiment tot experiment niet uit te
sluiten, daar de gels steeds afzonderlijk moesten worden bereid.

In een aantal gevallen werden de patronen tevens fotografisch vastgelegd. De gels
werden horizontaal in glazen schaaltjes of verticaal in reageerbuizen gevuld met 7%
azijnzuur gefotografeerd met diffuus, doorvallend licht (Van der Kamp en Bloemendal,
1966). De horizontale opstelling had het voordeel dat streping over de gels door licht-
breking werd voorkomen. Bevredigende fotografische patronen werden verkregen wanneer
slechts enkele of een aantal banden van ongeveer gelijke intehsiteit op de gel aarwe-
zig waren. Daar de patronen van tabakseiwitten zowel zeer intense als zeer zwakke ban-
den bevatten, was het echter moeilijk bij het afdrukken deze verschillen in intensi-
teit te behouden. Indien zwakke banden juist werden weergegeven, leek de achtergronds-
kleuring aanzienlijk verhoogd, en waren een aantal banden in het bovenste gedeelte van

de gel niet meer afzonderlijk te herkennen.
2.7. Toetsen van het effect van verschillende eiwitfracties en chemische verbindingen

In een aantal experimenten werd het effect bestudeerd van verschillende eiwitfrac-
ties en chemische verbindingen op de symptoominductie en -expressie en de eiwitsamen-
stelling van met TMV W U1 geinfecteerde tabaksplanten, Ter controle werden dezelfie
bewerkingen uitgevoerd met planten die met gedem, water waren geinoculeerd. V66r de
behandeling werden van de planten alle bladeren onder de laatste vier volgroeide, ca.
15 ¢m lange bladeren verwijderd, en in de meeste gevallen tevens de toppen tot en met
het jongste volgroeide blad.

Actinomycine D (AMD) werd in de overgebleven bladeren ingespoten met een injectie-
naald (Klement, 1963; Loebenstein et al., 1968) in een concentratie van 20 pg per ml.
De bladeren werden 15-40 maal aangeprikt. Afhankelijk van het bladoppervlak werd 2-4
ml in elk blad ingespoten. Op dezelfde wijze werden gecentrifugeerde (S III) en ge-
zuiverde oplosbare eiwitfracties uit tabaksbladeren ingespoten.

I-IgCl2 werd in een concentratie van 0,1% op de bladeren gespoten met een verstuiver.
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Het effect van verschillende eiwitfracties op de infectiositeit van TMV werd be-
paald door een mengsel van de te toetsen oplossing en gezuiverd virus uit te strijken
op bladhelften van N, glutinosq, als beschreven door Van Kammen (1963).

2.8, Chemicalién

Agar, Difco special agar-noble. Difco Labs., Detroit.
Altnmine, Bovine serum albumin, Sigma, fraction I, powder,
Acrylamide, Koch-Light Labs. Ltd.

Actinomycine D, Merck, Sharp & Dohme, Haarlem,

Amidoblack 10 B, Merck, Dammstadt,

Bis, N,N-methyleenbisacrylamide, Koch-Light Labs. Ltd.
Coomassieblue, Supranolcyanin 6 B extra, Bayer, Leverkusen.
DEAE-cellulose, Whatman, type DE 52.

Ethyleendiacrylaat, K & K rare chemicals.

Lightgreen, BD Chemicals Ltd,

Mercaptogthanol, Koch-Light Labs. Ltd.

Polyethyleenglycol, Carbowax 6000, Heybroek, Amsterdam.
Polyuridylzuur, Calbiochem, K-salt, A grade,

Procionblue, Procion brilliant blue M RS, ICI.

Pyronine ¥, K & K rare chemicals,

RNA, Sigma, type XI, from Baker's yeast.

Sephadex G 50, G 100, Pharmacia, Stockholm.

TEMED, N,N,N',N'-tetramethylethyleendiamine, Koch-Light Labs, Ltd.
Tris, Tris (hydroxymethyl)aminomethaan, Fluka.

355 methionine en 14C-leucine waren afkomstig van The Radiochemical Centre,

Amersham, Engeland,

Alle andere gebruikte chemicalién waren afkomstig van Merck, Dammstadt of van BDH
Chemicals Ltd., met uitzondering van een aantal substraten, coénzymen en koppelings-
reagentia voor het zichtbaar maken van isoénzympatronen op de gels, die werden verkre-
gen van Sigma en Koch-Light Labs. Ltd.

Dialysehuls Visking 20/32 en 32/32 van tidfelt, '"s-Gravenhage, werd voor gebruik
uitgekookt in 107% M Na EDTA, '
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3.  VERANDERINGEN IN EIWITPATRONEN VAN VERSCHILLENDE TABAKSVARIETEITEN NA INFECTIE
MET VERSCHILLENDE TMV-STAMMEN BIJ VERSCHILLENDE TEMPERATUREN

3.1. Vergelijking van de eiwitpatronen van tabak cv. Samsun en Samsun NN

Gegeven het verschil in genetische constitutie tussen de vari&teiten Samsun en Sam-
sun NN van tabak, werd nagegaan of verschillen in de constitutie van de oplosbare ei-
witfractie van deze variéteiten konden worden vastgesteld die mogelijkerwijs een rol
zouden kunnen spelen bij de specifieke reactie van de waardplant na infectie met TMWV,
De habitus van de Samsun NN planten tijdens de opkweek verschilde enigszins van die
van Samsun planten, hetgeen, overeenkomstig het in 1.3 beschrevene, mag worden toege-
schreven aan de aanwezigheid van de Hg chromosomen: Vergeleken met Samsun planten wa-
ren Samsun NN planten enigszins gedrongen, met steviger stengels en kortere interno-
dién; de bladeren waren iets dunkerder groen met een iets kleinere lengte-breedte ver-
houding, maar niet duidelijk kleiner dan die van Samsun planten.

In inleidende experimenten werden de gezuiverde eiwitfracties onderworpen aan elek-
troforese in agargel in veronalbuffer pH 8,4 volgens Wieme (1959), gevolgd door kleu-
ring met amidoblack of nigrosine als beschreven door Iwartz (1967). Met deze methode

’ ® S) ®

©

Fig, 3.1. Densitometergrafieken van elektroforesepatronen in agargel van gezuiverd
oplosbaar eiwit uit tabak cv, Samsun (a) en Samsun NN (b). Elektroforese van goo R
eiwit vond plaats gedurende 90 min. bij een stro9msterkye van 24 mA per plaatje {ca,
20 V per cm). De gels werden gedurende ) uur geflxeerq in ethanol-azijnzuur-water
14 t 1 : 5 en vervolgens 1 uur gekleurd in een oplossing van 0,5% amidoblack = 5%

HgCl, in 5% azijnzuur.

2
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Fig. 3.2. Densitometergrafieken van elektroforesepatronen in polyacrylamidegel van
300 pg gezuiverd oplosbaar eiwit uit tabak cv, Samsun (a,c,e) en Samsun NN (b,d,f).
Elektroforese vond plaats in 5 (a,b), 7,5 (c,d)} en 102 (e,f) gels, De gels werden
gekleurd in een verzadigde oplossing van amidoblack in 5% TCA. De eiwitbanden zijn
genummerd maar toenemende mobiliteit.

In deze en volgende figuren zijn in de grafieken de posities der banden aangegeven
door middel van hun respectievelijke Bf waarden x 100.
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werd een scheiding in slechts drie duidelijke componenten verkregen: zowel bij Samsun
als bij Samsun NN planten werd &8n zeer sterk gekleurde eiwitband met twee relatief
zwak gekleurde schouders van langzamer migrerend eiwitmateriaal waargenomen (Fig. 3.1).
Daarentegen kon met behulp van elektreforese in 7,5% polyacrylamidegel in de regel een
scheiding worden verkregen in ruim dertig duidelijke banden (Fig. 3.2 ¢,d).

Uit de met elektroforese in agargel verkregen resultaten is af te leiden dat de
oploshare eiwitten uit tabak weinig verschilden in negatieve lading bij de bij elek-
troforese gebruikte pH. Daaruit mag geconcludeerd worden dat de met behulp van elek-
troforese in polyacrylamidegel bereikte scheiding voornamelijk een gevelg was van de
moleculaire zeefwerking van de gel. Dit werd in grote trekken bevestigd in experimen-
ten waarin gelfiltratie en chromatografie op DEAE-cellulose werden toegepast (vgl.
5.7.2 en 5.7.3). Gegeven de geringe ladingsverschillen tussen de verschillende aanwe-
zige eiwitten, heeft variatie van de gelconcentratie tussen 5 en 10% geen belangrijke
invlced op de volgorde van de eiwitten in de gels (Zwaan, 1967). Het was nu mogelijk
meer inzicht te verkrijgen door elektroforese gelijktijdig uit te voeren in 5, 7,5 en
103 polyacrylamidegels. Eiwitten die langzaam migreerden in 7,5% gels werden beter ge-
scheiden in 5% gels, terwijl eiwitten die snel migreerden in 7,5% gels duidelijker als
zodanig herkenbaar waren in 10% gels (vgl. Fig. 3.2).

Ter vergelijking werden de banden genumerd naar toenemende mobiliteit in 7,5% gel,
Door intense banden met R, waarden van 0,29 en 0,47 in 7,5% gels als referentie te
gebruiken, was het mogelijk de eiwitbanden in de drie verschillende concentraties po-
lyacrylamide bevattende gels met elkaar te vergelijken. De nummering der banden werd
daarop uitgebreid tot die banden die beter gescheiden warea in 5 en 10% gel. Op deze
wijze werden tot vijftig duidelijk verschillende eiwitbanden waargenomen (Fig. 3.2).

Figuur 3.2 laat voorts zien dat er geen kwalitatieve verschillen tussen eiwitextrac-
ten uit Samsun ep Samsun NN planten aan de dag traden bij gebruik van amidoblack als
algemene eiwitkleurstef, Dit was evenmin het geval bij kleuring met lightgreen of
coomassieblue. Substitutie van de H chromosomen door de Hg chromosomen werd dus niet
weerspiegeld door een aantoonbare verandering in de constitutie van de oplosbare ei-
witfractie. Het verschil in reactie na infectie met TV lijkt daarom hoogstwaarschijn-
lijk niet het gevolg van de werkzaamheid van een reeds aanwezig specifiek eiwit. Veel-
eer kan verwacht worden dat verschillen geInduceerd zullen wordenm als gevolg van de
interactie tussen pathogeen en waardplant. De mogelijkheid dat een specifiek eiwit
aanwezig is in een zeer kleine, met deze methode niet aantoonbare hoeveelheid, kan

echter niet worden uitgesloten.

3.2, Veranderingen in eiwitpatronen van tabak cv. Samsun na infectie met TMV W Ul
bij 20°

Tien tot veertien dagen na infectie met TMV W U1 werden op Samsun tabak systemische
mozafeksymptomen zichtbaar op de jonge, zich ontwikkelende bladeren. Bladeren met ka-
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Fig. 3.3. Densitometergrafieken van eiwitpatronen van tabak cv. Samsun, 28 dagen na
inoculatie met gedem, water (a,c,e) of 100 ug T™™V W Ul per wl (b,d,f) bij 20°, Elek-
troforese van 300 ug pezuiverd oplosbaar eiwit vond plaats in 5 (a,b), 7,5 (c,d) en
102 (e,f) polyacrylamidegels; kleuring met amidoblack.

50



rakteristieke lichtgroene-donkergroene mozaleksymptomen en in de meeste gevallen se-
cundaire misvormingen werden 28 dagen na infectie geoogst voor de extractie van op-
losbare eiwitten., Niet-geinfecteerde planten waren groter, met meer en grotere blade-
ren, Hiervan werden de overeenkomstige bladeren geoogst, gerekend vanaf de toppen der
planten. In het algemeen werd minder eiwit ge&xtraheerd uit met TMV geinfecteerde dan
uit niet-geinfecteerde planten.

Fig. 3.3 ¢,d geeft de patronen weer die verkregen werden wanneer gelijke hoeveel-
heden van de gezuiverde oplosbare eiwitfractie {0,3 mg), geExtraheerd uit niet-gein-
fecteerde en met ™MV geinfecteerde planten, werden gescheiden op 7,3% gels. Vergele-
ken met niet-geinfecteerd materiaal, werd in de geinfecteerde planten een relatieve
afname waargenomen in de hoeveelheid eiwit in de voornaamste band 0,04-0,11 en in de
intense band 0,29, en een relatieve toename in alle andere eiwitbanden in het gebied
0,11-0,80, in het bijzonder in de banden 0,15 en 0,19,

Een nieuwe band 0,32 was aanwezig in met TMV geInfecteerde Samsun planten (Fig.
3.3 d). Deze positie was identiek met die van gezuiverd TMV-manteleiwit (A-proteine)
wanneer dit onderworpen werd aan elektroforese onder dezelfde omstandigheden, Daar-
naast werd door co-elektroforese van een mengsel van 0,3 mg eiwit uit niet-geinfec-
teerde Samsun planten en 25 ug A-proteine, een eiwitpatroon verkregen dat kwalitatief
gelijk was aan dat van geinfecteerde planten. Tenslotte werd de identiteit van de
niews verschenen band bevestigd met serologische methoden. Figuur 3.4 a,b laat zien
dat precipitatielijnen verschenen rondom positie 0,32, zowel wanneer eiwit uit gein-
fecteerde planten als wanneer A-proteIne onderworpen was aan elektroforese. In het
eerste geval werden geen precipitatielijnen op andere plaatsen waargenomen. Hieruit
blijkt dat in geinfecteerde Samsun planten TMV-manteleiwit in grote overmaat aanwezig
is, in overeenstemming met de resultaten van Takahashi en Ishii (1953) en Commoner en
Yamada (1955).

Figuur 3.3 a,b toont de patronen in 5% gels. In met TMV geinfecteerde planten was
de intensiteit van de voornaamste band 0,33-0,42 — identiek met de voornaamste band
0,04-0,11 in 7,5% gels — verlaagd., Deze band vertoonde in de meeste experimenten
ock een duidelijke verschuiving naar boven, d.w.z. in de richting van de kathode, het-
geen in dit geval resulteerde in een positie 0,26-0,33. Hiermee gepaard ging het ver-
dwijnen van een betrekkelijk zwakke band 0,27 en het verschijnen van een band 0,36
(Fig. 3.3 a,b). )

In vele experimenten werd gevonden dat de voornaamste band in niet-geinfecteerde
planten bestond uit twee zones van ongeveer gelijke intensiteit. Men zou zich kunnen
voorstellen dat de niewe band 0,36 in met TMV geinfecteerde Samsun planten &&n van
deze eiwitten vertegenwoordigde in sterk gereduccerde hoeveelheid, terwijl de hoeveel-
heid van het andere relatief onveranderd was. Er werd echter ook een dubbele band
waargenomen wanneer relatief kleine hoeveelheden eiwitbevattende extracten van met
TMV geinfecteerde planten aan elektroforese werden onderworpen. Daarom zou dit ver-
schijnsel kmnen worden toegeschreven aan een zeer sterke stijging van de hoeveelheid
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eiwit in de langzamer migrerende band 0,27. Een andere verklaring zou zijn dat de
nieuwe band 0,36 een eiwit vertegemwoordigt dat reeds aanwezig was in niet-geinfec-
teerde planten, maar verborgen werd door de aanwezigheid van €&n van de voornaamste
eiwitcomponenten, terwijl band 0,27 als zodanig aarnwezig was in geinfecteerde planten
en in dat geval verborgen werd door het bovenste gedeclte van de voornaamste band.
Voor dit laatste pleit het feit dat bij elektroforese van een relatief kleine hoeveel-
heid eiwit in § III uit niet-geInfecteerde Samsun planten, waarbij de voornaamste ei-
witband een veel geringer gebied besloeg, in een aantal gevallen een duidelijke band
0,36 direct onder de voornaamste eiwitband werd waargenomen. Tevens was in experimen-
ten waarin geen of een geringe verschuiving van de voornaamste band optrad in gein-
fecteerd materiaal, steeds een duidelijke band 0,27 te zien (vgl. Fig. 3.5 b).

De aard en de functie van de klaarblijkelijke reductie in elektroforetische mobi-
liteit van de voornaamste band in met ™V geinfecteerde Samsun planten is niet duide-
lijk, temeer daar deze niet in alle experimenten in gelijke mate optrad. Sommige au-
teurs (Micko et al., 1967; Stegemann, persconlijke mededeling) beschowen deze band
als ,fraction I protein', aangezien eenzelfde band gevonden wordt in alle eiwitex-
tracten uit groene plantedelen. Daar ,fraction I protein' ribulosedifosfaatcarboxy-
lase-activiteit bezit (Trown, 1965) kan de in een aantal gevallen waargenomen reduc-
tie in elektroforetische mobiliteit samenhangen met veranderingen in het fotosynthese-

apparaat, die in het lichtgroen-donkergroene mozalekpatroon tot uiting komen.
Bij elektroforese in 5% gels werden in met ™V geinfecteerde Samsun planten tevens
nieuwe banden waargenomen met R, waarden 0,45 en 0,52 (Fig. 3.3 b). Band 0,45 viel sa-

!

Fig. 3.4. Immunodiffusiepatronen, verkregen na elektroforese van 300 pg gezuiverd
oplosbaar eiwit uit tabak cv, Samsun (a), 25 ug TMV-manteleiwit (b) en | mg gezuiverd
oplosbaar eiwit uit tabak cv. Samsun NN {(c¢) in 7,5% polyacrylamidegels. Gelhelften
werden geplaatst op agarplaatjes tussen twee spleten die gevuld werden met TMV-anti-
serum.,
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men met TMV-manteleiwit en reageerde met TMV-antiserum. De aard van band 0,52 is niet
duidelijk. Daar het scheidend vermogen van 5% gels relatief laag was en een aantal
snel migrerende eiwitten in kleine hoeveelheden in dit pebied aanwezig was in niet-
geinfecteerde planten, is het optreden van deze band waarschijnlijk het gevolg van
een stijging in de hoeveelheid van enkele eiwitcomponenten die gezamenlijk migreren
bij deze gelconcentratie (vgl. Fig. 3.2 a).

De patronen in 10% gels zijn weergegeven in Fig. 3.3 e,f. De intense band 0,22 in
geinfecteerde planten werd geldentificeerd als TWV-manteleiwit. Deze band vertegen-
woordigde daarom een kwalitatief verschil en geen kwantitatief zoals men zou kumnen
veronderstellen op grond van de aanwezigheid van een duidelijke band, bestaande uit
een aantal dicht naast elkaar gelegen eiwitcorponenten, bij deze R, waarde in niet-
geInfecteerde planten, Kwantitatieve verschillen analoog aan die welke werden waarge-
nomen in 7,5% gels, werden geconstateerd in de vorm van een toename in alle eiwitban-
den in het gebied 0,04-0,70, in het bijzonder in de banden 0,08 en 0,09, in geinfec-
teerd materiaal. Voorts was hierin een relatieve stijging opgetreden in band 0,29 en
een relatieve daling in band 0,32,

3.3. Veranderingen in eiwitpatronen van tabak cv, Samsun na infectie met TMV W Ul
bij 30°

Infectie van tabak cv. Samsun met ™MV W U1 bij 30° leidt tot hetzelfde type symp-
tomen als bij 20°, Reeds na 7-10 dagen werden symptomen zichtbaar en deze waren hevi-
ger dan bij 20°. Op het tijdstip van de oogst, 21 dagen na infectie, vertoonden de
planten een zeer uitgesproken lichtgroen-donkergroen mozaiek en sterke secundaire
misvormingen, vaak in de vorm van waaiernervige bladeren met onregelmatige randen.
Niet-geinfecteerde planten hadden, vergeleken met die bij 20°, Xleine, ronde bladeren.
Bij 30° vertoonden geinfecteerde planten ten opzichte hiervan slechts een geringe re-
ductie in groei.

Om een indruk te krijgen of bij 30° de veranderingen in eiwitpatronen na infectie
met TMV W Ut vergelijkbaar waren met die bij 200, werden gelijke volumina (0,1 ml)
van gecentrifugeerde extracten (S III) direct onderworpen aan elektroforese,

Figwir 3.5 a-d geeft de patronen weer in § en 7,54 gels. In 7,5% gels (Fig. 3.5 c,
d) viel direct op dat uit geInfecteerde planten veel minder eiwit ge&xtraheerd was dan
uit niet-geinfecteerd materiaal. De verkregen patrcnen stemden echter, afgezien van
kleine wijzigingen in de R, waarden der banden die moeten worden toegeschreven aan de
andere samenstelling van het opgebrachte monster (vgl. 2.6.3; 3.5), kwalitatief goed
overeen met die uit Fig. 3.3. Een TW-eiwitband was aanwezig, doch minder opvallend
dan bij 20°. Het manteleiwit migreerde hier tot R L 0,30. In de grafiek vormde het
één piek met de in Fig. 3.5 ¢ herkenbare band 0,32 (Fig. 3.5 d).

Figuur 3.5 a,b bevestigt de aanwezigheid van een relatief kleine hoeveelheid TMv-
eiwit met R, 0,43 bij elektroforese in 5% gels. De voornaamste eiwitband had in dit
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Fig. 3.5. Densitometergraficken van eiwitpatronen van tabak cv. Samsun (a-d) en Samsun
NN (e,f), 2) dagen na inoculatie met gedem. water (a,c,e) of 100 ug ™MV W U] per ml
{b,d,f) bij 30°. Elektroforese van 0,1 ml gecentrifugeerd extract wvond plaats in 5 (a,
b), 7,5 (c,d) en 10Z (e,f) polyacrylamidegels; kleuring met amidoblack.
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experiment een R, waarde van 0,29-0,36 in niet-geinfecteerde en van 0,28-0,33 in gein-
fecteerde planten, hetgeen een relatief geringe vermindering in elektroforetische mo-
biliteit vertegenwoordigde. Doordat deze band zich voor wat betreft niet-geinfecteerd
materiaal slechts uitstrekte tot R, 0,36, waren twee banden met &, waarden 0,39, res-
pectievelijk 0,41, zichtbaar die niet opgemerkt konden worden in Fig. 3.3. Voor wat
betreft gelnfecteerd materiaal werd geen ,nieuwe" band waargenomen die zou kunnen
overecnkomen met band 0,52 in Fig. 3.3 b. Wel was een zwakke, doch duidelijke band
0,36 waarncembaar, terwijl band 0,27 niet werd verborgen wegens de geringe verminde-
ring in mobiliteit van de voornaamste eiwitband.

In 104 gels werden, met uitzondering van de aanwezigheid van een duidelijke TMV-
eiwitband 0,22 in geinfecteerde Samsun planten, geen wezenlijke verschillen waarge-
nomen.

Hieruit volgt dat infectie van tabak cv. Samsun met TMV W U1 bij 30° behalve tot
dezelfde symptomen ook tot in wezen dezelfde veranderingen in oplosbare eiwitten
leidt als infectie bij 20°, Xwantitatief bezien is de aanwezige hoeveelheid vrij man-
teleiwit echter kleiner dan bij 20°.

3.4. Veranderingen in eiwitpatrenen van tabak cv, Samsun EN na infectie met TMV W Ul
bij 20°

Bij infectie van tabak cv. Samsun EN met TMV W U1 ontstaan dezelfde symptomen als
in geinfectcerde Samsun planten, Dit werd in onze experimenten bevestigd. Bij elek-
troforese van 0,1 ml van S III in 5, 7,5 en 10% gels bleek dat het eiwitpatroon van
niet-geinfecteerde Samsun EN planten zich kwalitatief niet onderscheidde van dat van
Samsun of Samsun NN planten. De veranderingen in de patronen op 7,5 en 10% gels na
infectie met TW kwamen geheel overeen met die welke in 3.2 beschreven zijn voor ge-
infecteerde Samsun planten; als enig lwalitatief verschil werd de aanwezigheid van
TMV-eiwit geconstateerd in geinfecteerd materiaali. In 5% gels werd geen verandering
in de elektroforetische mobiliteit van de voornaamste eiwitband waargenomen, echter
wel een extreme verlaging in intensiteit. Een band overeenkomend met TMV-eiwit was
direct onder deze band te zien en vormde een schouder in de densitometergrafieken.

3.5, Veranderingen in eiwitpatronen van tabak cv. Samsun KN na infectie met TMV W Ul
bij 20°

Bij 20° ontstaan op de varidteit Samsun NV 3 dagen na inoculatie met TMV W U1 ronde,
lokale necrotische vlekjes (lokale vlekken) op de geInoculeerde bladeren. Op de oude-
re bladeren ontstonden relatief veel vlekken; zij bleven klein en waren gewoonlijk
egaal grijsbruin van kleur. Op de jongere bladeren werden relatief weinig vlekken ge-
vormd; de diameter hiervan nam na het zichtbaar worden nog enkele dagen toe, waarbij
meestal een donkerbruine rand ontstond om een licht-grijsbruin centrum. Door de ne-
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Fig. 3.6. Densitometergrafieken van eiwitpatronen van tabak cv. Samsun NN, 7 dage.n na
inoculatie met gedem. water (a,c,e) of 100 pg ™V W Ul per ml (b,d,f} bij 20°, Elek-
troforese van 0,1 ml gecentrifugeerd extract vond plaats in 5 (a, b), 7,5 (¢,d) en 10X
(e,f) polyacrylamidegels; kleuring wet amidoblack,
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crotisering van het weefsel tussen de nerven, en het doorgroeien van de nerven zelf
ontstonden in de jongere bladeren opbollingen van de nerven en lichte bladdeformaties
Als gevolg van infectie trad geen reductie in de groei van de planten op,

Door Martin en Gallet (1966b,c) is aangetoond dat het virus niet ingesloten wordt
in de vlekken, maar daar buiten aanwezig is in een smalle kring, Het is echter niet in
staat zich van daaruit te verspreiden en de jonge, zich ontwikkelde bladeren binnen te
dringen. Uit deze bladeren is geen virus te extraheren en zij vertonen geen symptomen,
maar zijn wat uiterlijk betreft volledig vergelijkbaar met bladeren van niet-geinfec-
teerd materiaal.

Voor het onderzoek naar de constitutie van de oplosbare eiwitfractie werden geheel
met vlekken overdekte bladeren 7 dagen na inoculatie gecogst voor extractie.

De elektroforesepatronen van de gezuiverde oplosbare eiwitfractie uit met TV geln-
fecteerde Samsun NN planten vertoonden een minder goede scheiding in componenten dan
die uit niet-geinfecteerde planten. Dit werd waarschijnlijk veroorzaakt door het hoge
gehalte aan fenolische verbindingen in de geinfecteerde bladeren, daar deze zich ge-
makkelijk aan eiwitten kunnen hechten in de latere stappen van de zuiveringsprocedure.
Een goede scheiding kon echter worden verkregen bij elektroforese van S I1I, onmiddel-
lijk na centrifugering. Onder deze omstandigheden was het niet mogelijk gelijke hoe-
veelheden eiwit uit geinfecteerde en niet-geinfecteerde planten op te brengen. daarom
werden gelijke volumina van de eiwit bevattende extracten, welke gelijke hoeveelheden
vers bladmateriaal {vers gewicht) vertegenwoordigden, op de gels gepipetteerd. e al-
dus verkregen patronen waren wezenlijk gelijk aan die van gezuiverde extracten (vgl.
Van Loon en Van Kammen, 1968), maar de R. waarden waren voor alle eiwitbanden verge-
lijkenderwijs lager. Dit resulteerde in een kleine, reproduceerbare verschuiving van
de patronen naar de oorsprong.

Figuur 3.6 geeft de patronen weer die verkregen werden wanneer 0,1 ml gecentrifu-
geerd extract uit niet-geinfecteerde en geinfecteerde Samsun NN planten onderworpen
werd aan elektroforese in 5, 7,5 en 10% gels. Uit de patronen blijkt dat vrijwel alle
eiwitcomponenten in geinfecteerde planten in grotere hoeveelheden aanwezig waren dan
in niet-geinfecteerde planten. Dit is in overeenstemming met onze waarmeming, dat in
de meeste experimenten meer eiwit geéxtraheerd werd uit met TMV geinfecteerde dan uit
niet-geinfecteerde Samsun NN planten.

Zoals blijkt uit de patronen op 7,5% gels (Fig. 3.6 c,d) nam in geinfecteerde plan-
ten de hoeveelheid eiwit in de banden 0,13, 0,35, 0,52, 0,59 en 0,99 toe en in band
0,39 aanzienlijk af. De intensiteit van de banden 0,23 en 0,30 was eveneens verminderd.
Kleine verschillen werden gesignaleerd in de relatieve hoeveelheden van de meeste an-
dere eiwitbanden.

in geinfecteerde planten resulteerde de aanwezigheid in toegenamen hoeveelheden
van de eiwitten in het gebied 0,44-0,68 in een duidelijker scheiding in dit gedeel-
te van de gel (Fig. 3.6 d). Dit gebied bleek een groep iscénzymen van peroxidase te
bevatten en de toename in de intensiteit van de kleuring van deze eiwitten met amido-
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black weerspiegelde daarom mogelijkerwijs een toename in de hoeveelheid der peroxida-
sen (vgl. Fig. 5.8; Novacky en Hampton, 1967).

Figuur 3.6 laat zien dat niewe eiwitcomponenten met R, waarden 0,72, 0,75 en 0,82
aanwezig bleken in geinfecteerde planten. Deze banden werden respectievelijk band [,
I1 en ITI genoemd. De banden I en II waren volledig van elkaar gescheiden op de gels,
maar band II vormde doorgaans een schouder van band I in de densitometergrafieken, Fi-
guur 3.6 £ en 3.7 b laten zien dat elektroforese in 10% gels de aarwezigheid van deze
drie componenten in geinfecteerde planten bevestigde, zowel bij kleuring met amido-
black (Fig. 3.6 f) als bij kleuring met coomassieblue (Fig. 3.7 b). In het laatste ge-
val werd een minder duidelijk beeld verkregen voor het gebied 0,00-¢,50, doch banden
in het gebied 0,50-1,00 waren intens gekleurd en door de aanwezigheid van een relatief
gering aantal banden zeer duidelijk herkenbaar,

Bij deze gelconcentratie had band I een R, waarde van 0,55, In niet-geinfecteerde
planten was een zwakke band aanwezig met Rf 0,56 (Fig. 3.6 e en 3,7 a), Het is niet
duidelijk of de hoeveelheid van dit eiwit zodanig was toegenamen dat de indruk van
een nieuwe band gewekt werd, of dat een component verschenen was waarvan de adanwezig-
heid niet kon worden vastgesteld in niet-geinfecteerde planten. In het eerste geval
zou tenminste een Zeer opmerkelijke kwantitatieve verandering in deze band moeten zijn
opgetreden, In experimenten waarin de R, waarden van alle banden relatief laag waren
en een zeer goede scheiding was bereikt, was echter in de grafieken een aanwijzing te
vinden voor het optreden van een schouder van band 0,55 (Fig. 3.7 b). Uitgaande van
zijn positie op de gel kon band I eveneens worden onderscheiden van de duidelijker
waarneembare band 0,53, weergegeven in Fig. 3.6 e en Fig. 3.7 a,b. Daarom wordt aan-
genomen, dat band I een eiwit vertegenwoordigde dat pas na infectie verschijnt.

Vo 80 6 4 20 00

Fig. 3.7. Densitometergrafieken van eiwitpatronen van tabak cv. Samsun NN, 7 dagen na
inoculatie met gedem. water (a) of 100 ug T™MV W Ul per ml (b) bij 20°. Elektroforese
van 0,1 ml gecentrifugeerd extract vond plaats in 10% polyacrylamidegels; kleuring
met coomassieblue.
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Band 11 vormde een duidelijke piek bij Rf 0,60 en band III migreerde opnieuw als een
enkele band en wel tot Rf 0,68 in 10% gels (Fig. 3.6 f), In niet-geinfecteerde planten
waren zeer zwakke banden te enderscheiden met R, waarden 0,61, 0,65 en 0,70 (Fig. 3.6 e
en 3.7 a). Deze banden waren altijd gekarakteriseerd door enigszins verschillende posi-
ties ten opzichte van die van de banden II en III (Fig. 3.7 b): zij waren als afzonder-
lijke banden op de gels te zien, maar verschenen meestal als vlakke schouder in de den-
sitometergrafieken.

De figuren 3.6 f en 3.7 b laten zien dat in geinfecteerde planten een vierde nieu-
we band (band IV) gevonden werd met een R, waarde van 0,84, In de densitometergrafie-
ken correspondeerde de oppervlakte onder deze piek precies met de toename in de opper-
vlakte onder band 0,99 in 7,5% gels (Fig., 3.6 d). Voorts werden in 10% gels geen kwan-
titatieve verschillen in de drie verder dan band IV migrerende eiwitbanden waargenomen
tussen niet-geinfecteerde en geinfecteerde planten. De waargenomen kwantitatieve ver-
andering in band 0,99 in 7,5% gels was dus in feite veroorzaakt door een kwalitatief
verschil tussen niet-geinfecteerde en met TV geinfecteerde planten: het verschijnen
van een nieuwe eiwitcomponent als gevolg van infectie.

De kwantitatieve verschillen tussen niet-geinfecteerde en geinfecteerde planten
die werden waargenomen in de in Fig. 3.6 e,f weergegeven patronen, kunnen grotendeels
analoog ge'ac.ht worden aan die welke gevonden werden in 7,5% gels (Fig, 3.6 ¢,d). De
veranderingen in de banden 0,35 en 0,33 in 7,5% gels bleken te berusten op veranderin-
gen in temminste drie van de zes of zeven componenten in het gebied 0,15-0,30 in 10%
gels; een relatief belangrijke stijging was opgetreden in de banden 0,21, 0,26 en 0,28
(Fig. 3.6 e,f).

Uit Fig. 3.8 blijkt dat alle waargenomen kwantitatieve verschillen direct samen-
hingen met de hoeveelheid virus waarmee de planten waren geinoculeerd, en daarmee met
de hevigheid der symptomen. Weergegeven zijn de eiwitpatronen in 10% gels van S III,
verkregen uit Samsun NN planten die 7 dagen tevoren gelnoculeerd waren met resp. ge-
dem. water, 0,1, 1,0, 10 en 100 pg T™™ per ml (Fig. 3.8 a-e). In deze reeks nam het
aantal lokale vlekken evenredig toe met de virusconcentratie, uitgezonderd bij de
hoogste waarde (vgl. Tabel 5.1). Ter vergelijking is tevens een patroon weergegeven
van 14 dagen tevoren met 100 ug T™V per ml geInoculeerde bladeren, die op het moment
van extractie grotendeels genecrotiseerd en verder geheel vergeeld waren (Fig. 3.8 f),

Infectie met de laagste virusconcentratie (0,1 pg T™W per ml) leidde bij vergelij-
king met met water geinoculeerde planten toi een lichte daling in band 0,17 en een
lichte stijging in de banden 0,06, 0,08 en 0,40, Van de componenten I-IV waren slechts
sporen aanwezig (Fig. 3.8 b). Dezelide veranderingen waren in sterkere mate opgetreden
in de planten die geinfecteerd waren met 1 ug TV per ml. Tevens was in dit geval een
stijging opgetreden in de banden 0,04, 0,20, 0,21, 0,24, 0,26, 0,28, 0,34 en 0,48.

Band 0,40 was relatief sterk gestegen. Nieuwe componenten waren duidelijk herkenbaar
(Fig. 3.8 c¢). Infectie met 10 pg TMV per ml leidde tot voortzetting van de beschreven
veranderingen. Opvallend sterk gestegen waren de banden 0,28, 0,34, 0,40 en 0,48,
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Fig. 3.8, Densitometergrafieken van eiwitpatronen van tabak cv., Samsun NN, 7 (a-e) en
14 (f) dagen na inoculatie met gedem, water {a) of 0,1 (b), 1 {(c), 10 (d) of 100 ng
™V W Ul per ml (e,f) bij 209, Elektroforese van 0,1 ml gecentrifugeerd extract vond
plaats in ]0X polyacrylamidegels; kleuring met amidoblack,
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evenals de nieuwe componenten (Fig. 3.8 d). Nagenoeg dezelfde patronen werden verkre-
gen bij elektroforese van extracten uit planten die gelnfecteerd waren met 100 pg TMV
per ml. Een sterke stijging werd in dit geval nog waargenomen in band 0,21 (Fig. 3.8 e).
Uit 14 dagen tevoren geInfecteerde bladeren kon slechts een relatief kleine hoeveel-
heid eiwit worden geéxtraheerd. Afgezien van de nieuwwe componenten die hierin in aan-
zienlijke hoeveelheden voorhanden waren, kwamen de belangrijkste hierin aanwezige
componenten overeen met de banden 0,21, 0,28, 0,34, 0,40 en 0,48 {Fig, 3.8 f). Met de
voortschrijdende necrose en veroudering van de bladeren nam de hoeveelheid van de com-
ponenten die sterk geactiveerd werden na infectie, dus nog sterk toe, terwijl de hoe-
veelheid eiwit in alle overige banden sterk was afgenomen.,

Figuur 3.6 a,b laat zien dat, afgezien van kwantitatieve veranderingen analoog aan
de hierboven beschrevene, in 5% gels geen verdere verschillen werllen waargenomen tus-
sen extracten uit niet-geinfecteerde en geinfecteerde Samsun*NN planten, Een verande-
ring in de elektroforetische mobiliteit van de voornaamste band 0,21-0,28 — welke
correspondeert met de voornaamste band 0,33-0,42 in Fig. 3.3 a — werd niet waargeno-
men na infectie. Geen van de veor met TMV geInfecteerde Samsun NN planten karakteris-
tieke nieuwwe banden I-IV is te zien in Fig. 3.6 b. De opmerkelijke stijging in de
hoeveelheid eiwit in het gebied 0,84-0,98 laat echter vermoeden dat de nicuwe eiwit-
componenten samen met hier aanwezige eiwitten migreerden wamneer extracten van met
TV geinfecteerde Samsun NN planten werden onderworpen aan elektroforese in 5% gels.

Op grond van co-elektroforese van A-proteine met extracten uit niet-geinfecteerde
Samsun NN planten in 7,5% gels, werd de positie van TMV-manteleiwit onder deze omstan-
digheden bepaald op 0,29. Bij deze R - waarde werd geen nieuwve band gevonden in gein-
fecteerde planten en ook werden geen precipitatielijnen waargenomen wanneer gelhelf-
ten in de dubbele diffusietest getoetst werden op de aanwezigheid van T™MV-manteleiwit.
Alleen wamneer geconcentreerde eiwitextracten aan elektroforese werden onderworpen,
werden zwakke precipitatielijnen rondom deze positie op de gels verkregen (Fig. 3.4 c).
Er schijnt dus slechts een zeer kleine hoeveelheid vrij TMV-manteleiwit aanwezig te
zijn in geinfecteerde Samsun NN planten. Voorts blijkt hieruit dat de vier banden die

na infectie verschijnen, geen relatie bezitten tot TMV-manteleiwit.

3.6. Veranderingen in eiwitpatronen van tabak cv. Samsun NN na infectie met TMV W Ul

bij 30°

In tegenstelling tot bij 20° ontstaan na infectie van tabak cv. Samsun NN met TV
W Ul bij 30° systemische mozaleksymptomen, evenals op de varigteit Samsun: door verho-
gmg van de temperatuur wordt de expressie van de aanwezige NN genen teniet gedaan.
In hetzelfde experiment waarin Samsun planten werden geinocuteerd bij 30° (vgl. 3.3)
werden ook Samsun NN planten aan dezelfde behandeling onderworpen. Zowel de symptoom-
ontwikkeling als de elektroforesepatronen van S III in 5, 7,5 en 10% polyacrylamide-
gels waren volledig vergelijkbaar met die van Samsun planten. In 5% gels werd in ge-
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Fig. 3.9, Densitometergrafieken van eiwitpatronen van J. glutinosa, 7 dagen na inocu-
latie met gedem., water {a,c,e) of 100 ug TV W Ul per ml (b,d,f) bij 20°. Elektrofore-

se van 0,1 ml gecentrifugeerd extract vond plaats in 5 (a,b), 7,5 (c,d) en 107 (e,f)
polyacrylamidegels; kleuring met amidoblack.
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infecteerde Samsun NN planten een zeer opvallende TMV-eiwitband waargenamen bij R
0,43, terwijl de mobiliteit van de voornaamste eiwitband ten opzichte van gezond ma-
teriaal was gedaald van Rf 0,30-0,38 naar 0,29-0,33, waarbij een band 0,36 zichtbaar
geworden was. In 7,5 en 10% gels werd eveneens de TMV-eiwitband waargenomen, en wel
bij R I waarden van respectievelijk 0,30 en 0,22. Behalve TMV-eiwit werden geen nieuwe
componenten waargenomen in 10% gels (Fig. 3.5 e,f}.

Onder condities waarbij systemische mozaieksymptomen ontstaan, worden klaarblijke-
lijk dezelfde veranderingen in oplosbare eiwitten geinduceerd in Samsun NN als in Sam-~
sun planten. Wanneer de variéteit Samsun NN echter bij 20° met lokale vlekken reageert,
treden andere veranderingen in de eiwitpatronen op. De waargenomen veranderingen schij-
nen derhalve symptoomspecifiek; zij zijn gecompliceerder in het geval dat Samsun NN
planten met lokale vlekken reageren, dan wanneer systemische mozaleksymptomen optreden.
Het 1ijkt niet waarschijnlijk dat de vier niewe eiwitcomponenten in met TW geInfec-
teerde Samsun NN planten virusspecifieke functies vertegenwoordigen, omdat zij niet
gevonden werden in geinfecteerde Samsun planten, waarin het virus zich juist sterk
vermeerdert, Het lijkt daarom aanmemelijk dat deze componenten afkamstig zijn van de
waardplant, en gevormd worden als reactie op de infectie met het virus, evenals alle
overige beschreven veranderingen met uitzondering van het verschijnen van TMV-mantel-

eiwit, waardplanteffecten zijn.

3.7. Veranderingen in eiwitpatronen van N. glutinosa na infectie met TMV W Ul bij 20°

Daar vier nieuwe eiwitten werden gesignaleerd in bij 20° met T™MV geinfecteerde
Samsun NN planten en deze componenten niet aanwezig waren in met TW geInfecteerde
Samsun planten, leek het mogelijk dat &én van deze eiwitten het produkt vormt van de
NN genen, c.q. &én of meer van deze eiwitten produkten zijn van genen die gelegen zijn
op de Hg chromosomen. In dat geval zou men verwachten dat hetzelfde eiwit aanwezig is
in met T™W geinfecteerde N. glutinosa planten bij 20°.

Bij 20° ontstaan op N. glutinosa na infectie met TV Ul dezelfde symptomen als op
Samsun NN planten. De gevormde lokale vlekken waren echter dikwijls wat hoekiger dan

op laatstgencemde variéteit, terwijl het geen uitzondering was wanneer de vlekken

zwartachtig gepigmenteerd waren.
gang van 20 naar 30° systemische mozaleksymptomen op in de jonge bladeren.
Figur 3.9 e,f geeft de patronen weer die verkregen werden wanneer gelijke volumina

Evenals bij de vari&teit Samsun NN traden bij over-

(0,1 ml) van gecentrifugeerde extracten uit niet-geinfecteerde en met TMV geinfecteer-
de N. glutincea bladeren werden onderworpen aan elektroforese in 10% gels. De eiwit-
banden 0,07 en 0,41 waren aanzienlijk intenser in gelnfecteerde planten dan in niet-
geinfecteerd materiaal, terwijl de banden 0,12, 0,15, 0,20 en 1,00 aanzienlijk gere-
duceerd waren. De hoeveelheid eiwit in de banden 0,29 en 0,33 nam ook aanzienlijk toe
posities van de toppen waren enigszins gewijzigd. Bij elektrofo-

na infectie, maar de
rese van extracten uit peInfecteerde planten migreerden deze banden tot R f 0,30, Tes-

63



pectievelijk 0,32,

In geinfecteerde planten werd een zeer intense band gevonden bij ® f 0,75 (Fig. 3.9
f). Dit scheen een extreme kwantitatieve verandering te vertegerwoordigen, daar een
zeer zwakke band met dezelfde R, waarde werd waargenomen in extracten uit niet-gein-
fecteerde planten (Fig. 3.9 e). De enige nieuwe band die in met TMV geinfecteerde
N, glutinosa verscheen, was niet erg intens, en had een X, waarde van 0,57,

Een vergelijking met Fig. 3.9 ¢,d doet blijken dat de banden 0,29-0,30 en 0,32-0,33
in 10% gels, in feite vier banden vormden op 7,5 gels, met 2, waarden van respectie-
velijk 0,39, 0,40, 0,43 en 0,46, Hiervan nam band 0,40 sterk toe na infectie, terwijl
band 0,46 sterk afnam. Deze kwantitatieve veranderingen vormen een verklaring waarom
de posities van de banden op 10% gels enigszins verschillend waren voor niet-geinfec-
teerde en geinfecteerde planten. Het is niet duidelijk of band 0,43 aanwezig was in
niet-geinfecteerde planten. Een zwakke band leek herkenbaar, maar in geInfecteerde
planten werd een zeer -intense band op deze positie waargenomen, Een zeer opvallende
kwantitatieve verandering bleek ook bij %, 0,94, vergelijkbaar met die bij R, 0,75
in 10% gels. Een nieuwe band werd waargenomen bij Rf 0,77, overeenkomend met de nieu-
we band 0,57 in 10% gels,

Zoals blijkt uit Fig. 3.9 a,b, traden in 5% gels kwantitatieve veranderingen op
tussen niet-geinfecteerde en geinfecteerde planten, terwijl tevens band 0,53 was ver-
dwenen uit het eiwitpatroon van met TMV geinfecteerde N. glutinosa planten. Hoewel de
hoeveelheid eiwit in de voornaamste band 0,29-0,36 verminderd was in geinfecteerde
weefsels, werd geen verandering in de elektrofcretische mobiliteit 'als gevolg van TMV-
infectie waargenomen, De banden 0,77 en 0,94 op 7,5% gels waren niet zichtbaar in Fig.
3.9 b, daar deze samen met of dicht achter de frontpiek 1,00 migreerden in 5% gels.
Dit werd weerspiegeld door de sterke toename in deze band in geinfecteerde, vergeleken
met niet-geinfecteerde planten. Evenals in met TMV geinfecteerde Samsun NN planten
werd geen niewwe band overeenkomend met TMV-manteleiwit gevonden na infectie van ¥,
glutinosa. Er kan dus slechts een zeer kleine hoeveelheid vrij TMV-manteleiwit aanwe-
zig zijn,

De posities van de banden die kwantitatief in sterke mate verschilden in met TMV
geinfecteerde en niet-geInfecteerde N. glutinosa, en die van de vier nieuwe componen-
ten welke gevonden werden in Samsun NN planten na infectie, zijn opgencmen in tabel
3.1. Door vergelijking van deze posities in 7,5 en 10% gels werd duidelijk dat de drie
banden in ¥. glutinocea en in het bijzonder de niewwe band die werd gevonden na infec-
tie met ™V, niet identiek kunnen zijn met die welke gevonden werden in geInfecteerde
Samsun NN planten, Daar de vari®teit Samsun NN en N, glutinosa de factor ¥ gemeen-
schappelijk hebben, kan geen van deze componenten beschouwd worden als het produkt
van deze, noch als produkt van andere op de Hg chromosomen gelegen genen.
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Tabel 3.1, Posities van kwalitatieve en zeer sterke kwantitatieve veranderingen in
eiwitpatronen van Samsun NN en N. glutinosa planten na infectie met TMV W Ul in 7,5
en 104 gels ¢

Samsun NN N. glutinosa
Band numer 2
7,5% 10% 7,5% 10%
0,43 0,31
1 0,72 0,55
i3 0,75 0,60
* 0,77 0,57
111 0,82 0,68
0,94 0,75
Iv 0,99 0,84

De positie van de eiwitbanden op de gels werd uitgedrukt in de E, waarde, waarbij
de afstand die de loopkleurstof broomfenolblaws had afgelegd voor iedere gelcen-
centratie op 1,00 werd gesteld.

De mummers van de banden hebben betrekking op eiwitcomponenten die na infectie met
TMV verschijnen in de variteit Samsun NN.

3.8. Veranderingen in eiwitpatronen van tabak na infectie met TMV wvulgare

In de onderzochte gevallen {infectie van de variéteiten Samsun en Samsun NN met
™V vulgare bij 200) waren symptoomontwikkeling en elektroforesepatronen van S II1
volledig vergelijkbaar met de resultaten die verkregen werden na infectie met T™MV
W U1 (vgl. 3.2 en 3.5). De mobiliteit van het manteleiwit van TV wulgare was gelijk

aan die van het ™MV W Ul-eiwit.

3.9. Veranderingen in eiwitpatronen van tabak cv. Samsun na infectie met TMV HR (U8)
bij 20°

Vijf tot zeven dagen na infectie met TMV HR werden op Samsun tabak symptomen zicht-
baar op de gelnoculeerde en de direct daarboven aanvezige bladeren. In onze experimen-
ten verschilden de ontstane symptomen met het bladniveau. Op de onderste gelnoculeer-
de bladeren ontstond een groot aantal zeer kleine, necrotische stippen omgeven door
geelgekleurd weefsel. De daarboven gelegen bladeren vertoonden opvallende gele, necro-
tische ringetjes, die met het stijgen van de bladpositie in diameter toenamen en voor-
namelijk in de tophelft der bladeren geconcentreerd raakten. Op jonge, niet geInocu-
leerde bladeren werd ecn klein aantal ronde, gele vlekken waargenamen. Bij het ouder
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Fig. 3.10. Densitometergrafieken van eiwitpatronen van tabak cv. Samsun, 14 dagen na

inoculatie met gedem. water {(a,c,e) of 100 ug ™V HR per wl (b,d,f) bij 209, Elektro-
forese van 0,1 ml gecentrifugeerd extract vond plaats in 5 {(a,b), 7,5 {c,d) en 10X
(e,f) polyacrylamidegels; kleuring met amidoblack.
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worden van de plant ontwikkelden zich vervolgens volledig nommaal uitziende, jonge
bladeren. Als gevolg van infectie trad geen reductie in de groei van de planten op.
De virusconcentratie in met TMV IR geinfecteerde Samsun planten is veel lager dan
na infectie met ™MV W Ul, Het is gebleken dat bij 20° alleen virus aanwezig is binnen
de necrotische ringetjes (De Jong, niet gepubliceerd) en waarschijnlijk ook in de ge-
le vlekken op de jongere bladeren. De jonge, zich enige dagen na inoculatie ontwikke-
lende bladeren bevatten geen virus meer, Daar het virus klaarblijkelijk niet in staat
is volledig systemisch te worden, werd dit type van infectie semi-systemisch genoemd.
Figuur 3.10 geeft de patronen weer die verkegen werden wanneer 0,1 ml gecentrifu-
geerd extract uit niet-geInfecteerde en 14 dagen tevoren geinfecteerde, necrotische
ringetjes vertonende, bladeren van Samsun planten werd onderworpen aan elektroforese
in 5, 7,5 en 10% gels. Over het gehele patroon werd een lichte stijging in de hoeveel
heid eiwit waargenomen. Hieruit kan geconcludeerd worden dat vrijwel alle eiwitcompo~-
nenten in iets grotere hoeveelheid aarwezig waren in geinfecteerde dan in niet-gein-

fecteerde planten.

In 7,5% gels (Fig. 3.10 c,d) bleken de banden 0,18, 0,36, 0,54 en 0,99 relatief
Sterk te zijn toegenamen als gevolg van infectie. De toename van band 0,36 bleek ge-
paard te gaan met een verdubbeling als gevolg van de aamwezigheid van een niewve band
bij R, 0,37. Deze positie was identiek met die van het gezuiverde manteleiwit van TV
IR, en co-elektroforese en serologie bevestigden de identiteit van deze band. Opval-
lend was dat wanneer planten onder kasomstandigheden werden opgekweekt en geinocu-
leerd, een aanzienlijk kleinere hoeveelheid vrij TMV HR-manteleiwit werd gevonden,
terwijl bovendien een relatieve daling was opgetreden in band 0,24.

Niewwe componenten in tamelijk lage concentratie werden waargenamen bij R - 0,73,
0,76 en 0,84, Deze componenten leken volledig overeen te komen met die welke gevonden
werden in met TMV W U1 geinfecteerde Samsun NN planten. De stijging in band 0,99 liet
vermoeden dat ook een vierde component aanwezig zou zijn. Dit werd bevestigd in 10%
gels (Fig, 3.10 e,f), waarin vier niewse componenten Werden waargenamen met X, waar-
den 0,51, 0,56, 0,65 en 0,81, In dit experiment waren de R, waarden van alle banden
iets lager dan gewoonlijk, zodat het aannemelijk lijkt dat de waargenomen vier nieuwe
componenten identiek zijn met die welke ontstaan in de vari¥teit Samsun NN na infec-
tie met TMV W Ut bij 20°. De opvallende band 0,26 in geinfecteerde Samsun planten
werd geidentificeerd als TMV HR-manteleiwit. Van de kwantitatieve verschillen tussen
niet-geinfecteerde en gelnfecteerde planten was een stijging in de banden 0,19, 0,34
en 0,38 het opvallendst. De overige verschillen waren betrekkelijk gering. 2ij kunnen
grotendeels analoog geacht worden aan die welke werden waargenomen in 7,5% gels,

In 5% gels (Fig. 3.10 a,b) migreerde TV HR-eiwit tot Rf 0,47, waar het praktisch
samenviel met ook in niet-geinfecteerde bladeren aanwezige eiwitbanden. Een reductie
in de elektroforetische mobiliteit van de voornaamste eiwitband 0,26-0,33 werd niet
waargenomen. De hogere intensiteit van band 0,98 in geinfecteerde Samsun planten weer-
spiegelt waarschijnlijk de aanwezigheid van de niewwe eiwitcomponenten,
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Veranderingen in de eiwitpatronen na infectie bij 30° werden niet onderzocht. Bij
deze temperatuur weken de symptomen af van die bij 20°. Er traden in het geheel geen
symptomen van necrose op, doch er ontstonden vrijwel ronde, zwak gele vlekken op de
bladeren. Vier weken na infectie kon uit de jonge topbladeren een grote hoeveelheid
TMV IR worden geBxtraheerd. Klaarblijkelijk is Samsun tabak in staat de verspreiding
van T™V HR te beperken bij 20°, maar niet bij 30°,

Afgezien van de aanwezigheid van TMV IR-manteleiwit, vertoonden de eiwitpatronen
van bij 20° met TMV IR geinfecteerde Samsun planten een grote overeenkomst met die
van bij 20° met TMV W U3 geinfecteerde Samsun NN planten, Daarentegen waren de sympto-
men in beide gevallen sterk verschillend, hoewel zowel in het ene als het andere geval
necrose optrad. De waargenomen veranderingen ten opzichte van niet-geinfecteerd mate-
riaal zouden dus gecorreleerd kunnen zijn met het optreden van necrose. Daar de vier
nieuwe componenten ook in de varidteit Samsun bleken te kunnen ontstaan als gevolg van
infectie, maar na infectie met een andere virusstam, is het wederom aannemelijk dat
het waardplantcomponenten zijn. Dat &n of meer van de vier componenten geen produkt
vormen van de N¥ genen, of van genen op de Hg chromosomen, is hiemmee bewezen.

3.10. Veranderingen in eiwitpatronen van tabak cv, Samsun EN na infectie met TMY HR
(us) bij 20°

Infectie van Samsun EN tabak met ™MV HR deed na 3-4 dagen een tamelijk groot aantal,
door een opvallende gele hof cmgeven, kleine, necrotische vlekjes ontstaan op de gein-
oculeerde bladeren.

Bij elektroforese van 0,1 ml van 8 III uit niet-geinfecteevde en 7 dagen tevoren
gelnfecteerde planten in 5, 7,5 en 10% gels, bleken in 5% gels noch kwalitatieve, noch
kwantitatieve verschillen te onderscheiden, In 7,5% gels werden als verschil in gein-
fecteerd materiaal slechts sporen van banden waargenomen die zouden kunnen overeen-
komen met de componenten I, II en III in geinfecteerde Samsun planten. Tevens was
band 0,98 duidelijk verhoogd. Een nicuwe component IV was duidelijk zichtbaar bij
elektroforese van het extract uit geinfecteerde planten in 10% gels; de aanwezigheid
van de overige nieuwe componenten bij deze gelconcentratie kon niet onomstotelijk
worden vastgesteld. Kwantitatieve verschillen tussen niet-geinfecteerde en geinfec-
teerde Samsun EN planten in de overige banden werden ook in 10% gels niet waargenomen.

Wanneer bij 20° met ™MV HR geinfecteerde Samsun EN planten gedurende 14 dagen bij
30° geplaatst werden, bleven de jonge, zich ontwikkelende bladeren symptoomloos en
was het niet mogelijk hieruit virus te extraheren. In tegenstelling tot de andere on-
derzochte combinaties is hier dus sprake van een absclute beperking van de versprei-
ding van het virus in de plant.
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3.11. Veranderingen in eiwitpatronen van tabak cv. Samsun NN na infectie met TMY HR
(u8) bij 20°

Infectie van zeer jonge Samsun NN planten met TMV HR doet onder kasomstandigheden
zeer kleine lokale vlekken ontstaan op de geinoculeerde bladeren. Bij infectie van
planten van in onze experimenten gebruikelijke ouderdom ontstond onder deze omstan-
digheden slechts een groot aantal uiterst kleine, witte stippen op de jongste geino-
culeerde bladeren, terwijl in de plantengroeikamer in het geheel-geen symptomen ver-
schenen., Na 7 dagen was uit deze planten geen virus te extraheren. Elektroforese van
0,7 ml van S III en vergelijking van de patronen in 5, 7,5 en 10% gels toonde geen
enkel wezenlijk verschil tussen niet-geinfecteerde en geinfecteerde planten. Daar het
virus zich in deze variéteit onder de gegeven omstandigheden niet vermcerderde, 1ijkt
het waarschijnlijk dat het proces van interactie tussen virus en waardplant reeds op
een veel vroeger tijdstip bedindigd was. Het behoeft daarom geen verwondering te wek-
ken dat veranderingen in eiwitpatronen 7 dagen na infectie niet konden worden waarge-
nomen.

3.12, Symptomen van Holmes' necrotiserende stam 1952 D op tabak cv. Samsun bij 20°
en 30°

Uit het voorgaande is gebleken dat in die TMV - tabak combinaties waarin symptomen
van necrose optreden, gepaard gaand met een gehele of gedeeltelijke lokalisering van
het vin‘ra\,\vier nieuwe componenten konden worden waargenomen. In met TV HR gelnfec-
teerde Sams% tabak, waren deze echter slechts in lage concentratie aanwezig. Indien
een causale samenhang verondersteld wordt tussen het voorkomen van de componenten en
het symptoomtype, mag verwacht worden dat infectie van Samsun tabak met een TMV-stam
die hierop symptomen vercorzaakt die vergelijkbaar zijn met die welke optreden in de
cambinatie TMV W U1 - Samsun NN, tevens aanleiding geeft tot inductie van de compo-
nenten tot een vergelijkbaar niveau. Dergelijke symptomen treden op na infectie met
™MV Holmes' necrotiserende stam 1952 D {vgl. 1.3).

De concentratie van deze virusstam in tabak bleek zeer gering. Evenzo was de viru-
lentie zeer gering in vergelijking tot de TMV W Ul stam. Daardoor was het niet moge-
1ijk het virus in voldoende hoeveelheden en vrij van andere stammen te zuiveren. In-
oculaties werden daarom uitgevoerd met perssap, dat eenmaal gecentrifugeerd was bij
laag toerental. Bij infectie van Samsun tabak bij 20° ontstond een klein aantal loka-
le viekken, vergelijkbaar met die welke ontstaan na infectie van Samsun NN met TW
W Ut, Bij 30° ontstonden ronde, gele vlekken op de geInoculeerde bladeren. Deze symp-
tomen komen overeen met die welke door Jockusch (1966a) beschreven werden voor de
invers temperatuursensitieve mutant Ni 2338. Deze vormen van TW/ zijn klaarblijkelijk
defect in de zin dJat zij zich onder natuurlijke omstandigheden op tabak niet lumnen
handhaven, De door deze stammen op de variéteit Samsun gelnduceerde symptomen wijzen
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er echter op dat zij in staat zijn zich sterker te vermeerderen en te verspreiden

bij 30° dan bij 20°, Een dergelijk verschijnsel werd ook waargenomen bij infectie met
WV IR (vgl. 3.9), en kan slechts verklaard worden indien aangenumen wordt dat ook in
Samsun tabak de expressie van genetische informatie met betrekking tot het lokalise-
ren van bepaalde stammen van TMV door verhoging van de temperatuur teniet gedaan
wordt.

Gezien de geringe intensiteit der symptomen werd geen onderzoek verricht naar ver-
anderingen in de constitutie van de oplosbare eiwitfractie na infectie. Om de even-
tuele relatie tussen symptoomtype en voorkomen van nieuwe componenten nader te kun-
nen preciserven, werd gebruik gemaakt van andere virussen, die dezelfde symptomen ver-
oorzaakten op de variéteiten Samsun en Samsun NN. Dit wordt in het volgende hoofd-

stuk beschreven.
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4.  VERANDERINGEN IN EIWITPATROMEN VAN TABAK CV. SAMSUN EN SAMSUN NN NA INFECTIE MET
VERSCHILLENDE VIRUSSEN BIJ 20% OF NA VERSCHILLENDE BEHANDELINGEN

4.1, Keuze van de betrokken virussen

Infectie van de varisteiten Samsun en Samsun NN met andere virussen dan T™V leidt
in vrijwel alle gevallen tot het ontstaan van identicke symptomen op beide varidteiten.
Dit gegeven werd als uitgangspunt genomen om na te gaan
1) in hoeverre de waargenomen veranderingen in de eiwitpatronen van Samsun en Samsun

MN tabak na infectie met TMV specifiek zijn voor dit virus;

2) of het ontstaan van dezelfde symptomen, na infectie met een virus, gepaard gaat
met dezelfde veranderingen in de eiwitpatronen van beide varitteiten.

Enerzijds werden virussen bij het onderzoek betrokken die hetzij zwakke, hetzij
zeer geprononceerde systemische mozaleksymptomen teweegbrengen op tabak (PVX en PVY®,
resp. (MV), anderzijds virussen die de plant hetzij lokaal, hetzij systemisch doen ne-
crotiseren (TNV, resp. TRV en PVY"). Eiwitpatronen van gecentrifugeerde extracten uit
bladeren van niet-geinfecteerde en geinfecteerde planten werden vergeleken na elektro-

forese in 5, 7,5 en 10% gels.
4.2, Veranderingen na infectie met PVX of pyY©

Ingevroren bladmateriaal dat besmet was met PVX of PW® werd ontdooid en fijngewre-
ven in een mortier in eenzelfde volume (v/w} gedem. water onder toevoeging van 3% (w/w)
secundair natriumfosfaat. De aldus verkregen homogenaten werden uitgeperst door hydro-
fielgaas en 15 min. gecentrifugeerd bij 10.000 g. De supernatant werd gebruikt voor
inoculatie van Samsun en Samsun NN planten.

Op beide variéteiten ontstond na infectie met PVX een systemische, zeer zwakke,
lichtgroene vlekkerigheid. Als gevolg van infectie bleven de planten iets in groei
achter. Infectie van Samsun en Samsun NN tabak met PVY° leidde ongeveer een week na
inoculatie tot een duidelijke nerfchlorose op de bladeren. Dit symptoom was van voor-
bijgaande aard en maakte plaats voor een nauwelijks zichtbare, systemische, groene
vlekkerigheid., Met PVX of PvY° systemisch geinfecteerde bladeren van Samsun en Samsun
NN planten werden 28 dagen na inoculatie geoogst voor een vergelijking van de eiwit-
patronen van gecentrifugeerde extracten.

In Fig. 4.1 zijn de patronen weergegeven die verkregen werden bij elektroforese van
gelijke volumina van S 1II uit niet-geinfecteerde en met vy° gelnfecteerde Samsun
planten op 7,5 en 103 gels. Zij kunnen als maatgevend beschouwd worden voor de in de
vier combinaties verkregen resultaten, hoewel karakteristieke verschillen cptraden
tussen de eiwitpatronen van planten die geinfecteerd waren met PVX, en die welke gein-

fecteerd waren met PVY°.
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Fig. 4.1. Densitometergrafieken van eiwitpatronen van tabak cv. Samsun, 28 dagen na
inoculatie met een extract uit niet-geinfecteerde (a,c) of met PVY? gelnfecteerde (b,
d) tabak. Elektroforese van 0,1 ml gecentrifugeerd extract vond plaats in 7,5 (a,b)
en 10Z (c¢,d) polyacrylamidegels; kleuring met amidoblack,

In 7,5% gels (Fig. 4.1 a,b) werd zowel in met PVX geInfecteerde als met PVY° be-
smette Samsun planten als gevolg van infectie een relatieve toename waargenomen in de
banden 0,18, 0,25, 0,31, 0,43 en 0,52, In verschillende experimenten varieerde de toe-
name in deze banden van gering tot tamelijk opvallend, terwijl na infectie met PVX
soms ook een stijging optrad in band 0,49. In de variéteit Samsun NN waren dezelfde
veranderingen waarneembaar als in de variéteit Samsun na infectie met &&n van beide
virussen,

In met PVX besmette Samsun en Samsun NN planten bleken geen kwalitatieve verschil-
len aanwezig. Geen der nieuwe componenten I-IV werd waargenomen, ook niet bij elektro-
forese in 10% gels. Daarentegen bleken na elektroforese van extracten van met PVY° ge=
infecteerde Samsun en Samsun NN planten in 7,5% gels zwakke banden bij Rf 0,73 en
0,76 aanwezig te zijn, terwijl op deze posities geen banden werden waargenamen in
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niet-geinfecteerd materiaal. Dit leek te wijzen op de aarwezigheid van de nieuwe com-
ponenten I en II, Een band bij & ¢ 0,86, overeenkomend met component III » kon echter
niet worden waargenomen, en ook was band 0,99 niet in intensiteit toegenomen,

Elektroforese in 10% gels (Fig. 4.1 c,d) bevestigde de aanwezigheid van de beide
hiewe componenten I en IT in met PVY? besmette Samsun en Samsun NN planten (de banden
0,56, respectievelijk 0,59 in Fig. 4.1 d}. De componenten III en IV werden niet waarge-
nomen. Zoals blijkt uit Fig. 4.1 d was de hoeveelheid der aanwezige componenten rela-
tief gering. Dit was eveneens het geval na infectie van Samsun NN planten,

B1j gebruik van deze gelconcentratie kwamen de kwantitatieve verschillen, analoog
aan die welke werden waargenomen in 7,5% gels » in de patronen goed tot uiting. Deze
kwamen voor de combinaties PVX - Samsun, PVX - Samsun NN en PVY° - Samsun NN geheel
Overeen met die welke zijn weergegeven in Fig. 4.1 c,d voor de combinatie PVY® - Sam-
Sun. Naast een relatieve toename in de banden 0,05 en 0,09 traden aanzienlijke ver-
Schillen op in de hoeveelheden van de eiwitcomponenten in het gebied 0,21-0,34. De
banden 0,23, 0,25, 0,26, 0,29 en 0,33 bleken in meerdere of mindere mate te zijn toe-
genomen, terwijl de banden 0,27 en 0,30 niet wezenlijk in intensiteit waren veranderd,
Tevens werd een stijging waargenomen in band 0,53.

Bij elektroforese van S III in 5% gels traden aanzienlijke kwantitatieve verschil-
len op tussen niet-geinfecteerde en geinfecteerde planten. In alle combinaties werd
€N toename geconstateerd in de banden 0,16, 0,48, 0,53, 0,66 en 0,72-0,75, en een af-
name in de hoeveelheid van de voornaamste eiwitband 0,32-0,38. Een reductie in de elek-
troforetische mobiliteit van deze band trad echter niet op. Deze veranderingen kunnen
analoog geacht worden aan de reeds voor andere gelconcentraties beschrevene.

4.3. Veranderingen na infectie met (MV gele stam

Inoculum van MV werd op dezelfde wijze verkregen als beschreven in 4,2 voor PVX
en PVY°,

OV gele stam vercorzaakte op Samsun planten enkele dagen na inoculatie nerfverge-
ling op de geinoculeerde bladeren. De daaropvolgende systemisch geInfecteerde bladeren
ontwikkelden een bleekgeel-groen nerfbandmozaiekpatroon, terwijl bladeren die zich
Meer dan 14 dagen na inoculatie ontwikkelden een markant tussemnervig mozalek vertoon-
den in dezelfde kleuren, met grote, licht opbollende, groene eilanden. Vergeleken met
niet-geinfecteerde ., bleven geinfecteerde planten duidelijk in groei achter, voorname-
lijk als gevolg van een verkorting van de internodién, Op Samsun NN planten ontstonden
Pas 10-14 dagen na inoculatie symptomen, bestaande uit een nauw begrensde, sterke ver-
geling van de nerven tussen zeer donkergroen tussennervig bladweefsel op de systemisch
Beinfecteerde bladeren. Vier weken na inoculatie waren de symptomen wezenlijk gelijk
aan die op Samsun planten, doch de kleuren van het mozalek waren heldergeel en dunker-
gToen en over het blad verdeeld in de vorm van een eikenbladpatroon. Hoewel bij be-
Smetting van tabak met dit virus onder kasomstandigheden veelal een bleekgeel-donker-
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groen mozalek ontstaat met op de oudere bladeren smalle, necrotische lijntjes langs

de zijnerven, was het mozafek op planten die in de plantengroeikamer opgekweekt werden
steeds donkerder van kleur en trad geen necrose op, tenzij een menginfectie tot stand
gebracht was (vgl, 4.6). Extractie van systemisch geinfecteerde bladeren vond plaats
28 dagen na inoculatie,

Figuur 4.2 a,b geeft de patronen weer die verkregen werden bij elektroforese van 5
111 uit niet-geinfecteerds en geinfecteerde Samsun planten in 7,5% gels. Hieruit blijkt
dat een lichte relatieve stijging was opgetreden in de banden 0,37 en 0,63, terwijl een
relatieve daling had plaatsgevonden in band 0,26. In andere experimenten werd ook een
lichte stijging waargenomen in de banden 0,14, 0,17 en 0,41, Voorts waren in geInfec-
teerd materiaal zwakke banden aanwezig met R, waarden 0,72, 0,75 en 0,82 die niet her-
kenbaar waren in patronen van niet-geinfecteerde planten en vergelijkbaar leken met de
niewe componenten I, IT en III, In hetzelfde gebied was eveneens een band 0,78 aanwe-
zig. Hoewel deze positie niet leek overeen te komen met die van een duidelijke band in
Fig. 4.2 a, is het niet uitgesloten dat dit verschil in feite een stiiging van een in
niet-geinfecteerd materiaal aanwezige band vertegerwoordigde, daar in dit gebied steeds
een aantal zwak gekleurde eiwitcomponenten voorkwam (vgl. Fig. 3.6 e). Een stijging in
band 0,99, die zou kunnen wijzen op de aanwezigheid van een met de niewe component IV
vergelijkbaar eiwit in geinfecteerde planten, werd bij deze gelconcentratie niet waar-
genomen.

In Samsun NN planten werden als gevolg van infectie overeenkomstige veranderingen
geInduceerd. Deze verschilden echter in kwantitatief opzicht ten dele met de in de va-
riéteit Samsun gesignaleerde veranderingen. Band 0,14 en vooral 0,17 waren in sterkere
mate toegenomen, evenals band 0,78, terwijl daarentegen de met de componenten I, II en
III vergelijkbare banden minder duidelijk herkenbaar waren, en in een enkel geval zelfs
nagenoeg ontbraken. Hun aanwezigheid was echter in alle gevallen op zijn minst aanne-
melijk.

De kwantitatieve verschillen tussen de patronen in 10% gels van niet-geInfecteerde
en geinfecteerde planten waren betrekkelijk klein en geheel in overeenstemming met de
voor 7,5% gels beschreven veranderingen, zoals blijkt uit Fig. 4.2 ¢,d voor de vari-
eteit Samsun, Een uitzondering werd gevormd door band 0,40 waarin, vooral in de combi-
natie MV - Samsun, een aanzienlijke stijging was opgetreden. Niewwe eiwitbanden ver-
gelijkbaar met de componenten I-IV waren duidelijk als zwakke banden aanwezig bij
respectievelijk Hf 0,54, 0,57, 0,67 en 0,82 in geInfecteerde Samsun, en als zeer zwak-
ke banden op overeenkomstige posities in geinfecteerde Samsun NN planten. Een zeer
zwakke, respectievelijk zwakke band met R . waarde 0,62 werd waargenomen in geInfec-
teerd materiaal van beide variéteiten; deze band komt waarschijnlijk overeen met de
in 7,5% gels gesignaleerde band 0,78.

Bij elektroforese in 5% gels bleken de patronen van Samsun en Samsun NN planten
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l_?ig. 4.2, Densitometergrafieken van eiwitpatronen van tabak cv. Samsun, 28 dagen na
inoculatie met een extract uit niet-gelnfecteerde (a,c) of met CMV gele stam gelnfac-
teerde (b,d) tabak, Elektroforese van 0,1 ml gecentrifugeerd extract vond plaats in
7,5 (a,b) en 10% (c,d) polyacrylamidegels; kleuring met amidoblack,

g8eheel met elkaar overeen te komen. In beide gevallen was in gelnfecteerde planten
€en afname opgetreden in de hoeveelheid, doch geen reductie in de elektroforetische
mobiliteit van de voornaamste eiwitband. Voorts werden slechts zeer kleine kwantita-
tieve verschillen in de eiwitpatronen geconstateerd tussen niet-geInfecteerde en gein-
fecteerde planten.

Wat de reden is dat de als gevolg van infectie met OW in de varidteiten Samsun en
Samsun NN geinduceerde veranderingen in kwantitatief opzicht verschillen, is onduide-
1ijk. Hoewel de symptomen op het moment van extractie niet wezenlijk verschilden, is
het mogelijk dat de bovengenoemde kwantitatieve verschillen in verband staan met het

verschil in symptoomontwikkeling en -expressie tussen beide vari¥teiten,
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4,4, Yeranderingen na infectie met TNV

Inoculatie van de planten geschiedde met gezuiverd TNV in een concentratie van 100
pg per ml pedem. water.

De symptomen van TNV op de variéteiten Samsun en Samsun NN lijken sterk op die van
T™W W Ut op Samsun NN planten. Enkele dagen na inoculatie ontstonden op de gelnocu-
leerde bladeren lokale vlekken. Deze waren veelal iets groter en lichter van kleur dan
door TMV veroorzaakte vlekken op de variBteit Samsun NN. Vaak werden zij omgeven door
ecn krans van zeer kleine, witte tot roodbruine, ronde, necrotische vlekjes. Dit symp-
toom is karakteristiek voor infectie van tabak met TNV. Gelnoculeerde planten vertoon-
den geen systemische symptomen en er was geen TNV te extraheren uit jonge, niet-geln-
oculeerde bladeren. Het optreden van de hypersensitieve reactie van tabak ten opzichte
van TNV is niet afhankelijk van de temperatuur: bij 30° ziin de symptomen identiek aan
die bij 20°,

Voor extractie werden geInoculeerde bladeren 7 dagen na inoculatie geoogst.

Figuur 4.3 a,b geeft de patronen weer die verkregen werden bij elektroforese van §
III uit met water gelnoculeerde en met lokale vlekken overdekte bladeren van Samsun
planten in 7,54 gels. Hieruit blijkt dat een aanzienlijke reductie was opgetreden in
de hoeveelheid eiwit van de voornaamste band 0,08, terwijl vrijwel alle andere eiwit-
componenten in grotere hoeveelheid aanwezig waren in geinfecteerde planten. In het
bijzonder was een stijging opgetreden in de banden 0,10, 0,14 en 0,17, de heterogene
banden 0,36 en 0,40 en de banden 0,53, 0,58 en 0,63, terwijl band 0,24 en in mindere
mate ook band 0,31 gedaald was. Nieuwe eiwitbanden, overeenkomend met de componenten
I-1IT in met TMV W U1 geinfecteerde Samsun NN planten, waren duidelijk waarmneembaar
bij Rf 0,74, 0,77 en 0,85, terwijl de sterke stijging in band 0,99 de aanwezigheid
van een vierde component waarschijnlijk maakte. Identieke veranderingen waren opgetre-
den in Samsun NN planten als gevolg van infectie.

Bijzonder duidelijk kwamen verschillen tussen niet-geInfecteerde en geinfecteerde
planten tot uiting na elektroforese in 10% gels. Dit is weergegeven in Fig. 4.3 c,d.
Naast een relatieve toename in de banden 0,06 en 0,08 en een relatieve afname in de
banden 0,11, 0,14 en 0,18 trad een stijging op in de hoeveelheid van alle eiwitcompo-
nenten in het gebied 0,20-0,32, in het bijzonder van de banden 0,21, 0,28 en 0,31,
Een zeer sterke stijging was opgetreden in de camponenten 0,35 en 0,41, Deze laatste
band bestond uit twee dicht tegen elkaar gelegen camponenten. Duidelijk blijkt uit
Fig. 4.3 d de aanwezigheid van de vier niewe componenten I-IV met R, waarden 0,55,
0,59, 0,68 en 0,84, In een ander experiment was in dit gebied tevens een duidelijker
stijging waarncembaar van een band met R, 0,63. Ock bij deze gelconcentratie waren de
patronen van Samsun NN volledig vergelijkbaar met die van Samsun planten.

Elektroforese in 5% gel leidde tot kwantitatieve verschillen tussen niet-geInfec-
teerd en met TSV besmet plantemateriaal, die analoog geacht kumnen worden aan de in
7,5% gels waargenomen veranderingen.
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Fig. 4.3. Densitometergrafieken van eiwitpatronen van tabak cv, Samsun, 7 dagen na in-
oculatie met gedem. water (a,c) of 100 ug TNV per ml (b,d}. Elektroforese van 0,1 m
gecentrifugeerd extract vond plaats in 7,5 (a,b) en 108 (c,d) polyacrylamidegels;
kleuring met amidoblack.

4.5, Yeranderingen na infectie met TRV of vy

Inoculatie van de planten met TRV geschiedde met gezuiverd virus in een concentra-
tie van 100 ug per ml gedem. water. Inoculum van Y™ werd op dezelfde wijze verkre-
gen als beschreven in 4.2 voor PVX en PVY°.

Na inoculatie met TRV contstonden op gelnoculeerde bladeren van zowel Samsun als
Samsun NN planten binnen enkele dagen bruine, necrotische kringetjes die geleidelijk
groter werden en na het bereiken van de nerven aanleiding gaven tot nerfnecrose. Door
de necrotisering van de nerven en het gedeeltelijk doorgroeien van het tussennervige
bladweefsel ontstonden opbollingen van groene bladgedeelten tussen necrotische weef-
selgedeelten. Gedurende het zichtbaar worden van deze symptomen bleven de planten
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licht achter in groei ten opzichte van met water geinoculeerde planten. Boven de geln-
oculeerde bladeren aanwezige bladeren werden systemisch geinfecteerd. 1ij vertoonden
aanvankelijk necrose van de hoofdnerf, waarna deze zich geleidelijk over het gehele
blad uitbreidde. Jonge, zich na inoculatie ontwikkelende bladeren vertoonden aanvanke-
1lijk een lichte nerfglazigheid en na enige tijd plaatselijk lichte nerfnecrose. Bij
het ouder worden trad op den duur geleidelijk totale necrose op. Necrose trad tevens
op in lengtestrepen op de stengel van de plant, Uit de symptoomloze toppen der planten
was het virus in relatief grote hoeveelheden te extraheren.

In tegenstelling tot PVY° induceert PVY" op Samsun of Samsun NN tabak systemische
necrose. Ongeveer een week na inoculatie trad duidelijke nerfchlorose van de bladeren
op, gepaard gaand met epinastie en lichte necrose van het tussemnervige weefsel. Ver-
volgens stierven de oudste bladeren geheel af en verspreidde de necrose zich over de
systemisch gelnfecteerde, jonge, zich ontwikkelende bladeren, Tevens werd sterke groei-
remming waargenomen. Planten die in een jong stadium geinfecteerd werden stierven bin-
nen 14 dagen geheel af. Bij infectie van oudere planten bleven zich jonge bladeren
vormen en deze necrotiseerden pas in.een laat stadium volledig. Tussenvormen kwamen
voor waarbij alle bladeren, op de jongste na, snel afstierven, waarna zich een rozet
van kleine, nieuwe bladeren ontwikkelde voordat opniew necrotisering optrad. Deze
jonge bladeren vertoonden een opvallende lichtgroene vlekkerigheid‘, in een later sta-
dium overgaand in necrotische kringetjes, waarna zij tenslotte van de top van het blad
af naar de stengel toe afstierven.

Zowel in planten die geInfecteerd waren met TRV, als in die welke besmet waren met
PVY?, kon het proces van voortgaande necrose van de systemisch geinfecteerde bladeren
onderbroken worden door de temperatuur te verhogen tot 30°, Hierna ontwikkelden zich
volledig normale bladeren, in het geval van met PW" besmette planten aan een minder
gedrongen stengel, In beide gevallen was echter infectieus virus aamwezig in alle bla-
deren. Na terugbrengen van de temperatuur naar 20° trad binnen enkele dagen nerfnecro-
se op in de tot dan symptoomloze bladeren, respectievelijk opvallende necrose van zo-
wel de stengel als de tot dan symptoomloze bladeren,

Voor een vergelijking van de eiwitpatronen van gecentrifugeerde extracten werden 7
dagen tevoren met TRV geinoculeerd en met necrotische kringetjes overdekt bladmateri-
aal, en systemisch necrotische bladeren van 28 dagen tevoren met py" gelnoculeerde
planten gecogst.,

De veranderingen in de eiwitpatronen van met TRV of PVY" geinfecteerde planten bij
elektroforese in 5, 7,5 en 10% gel kwamen geheel overeen met die welke in 4,4 beschre-
ven zijn voor met TNV geinfecteerde Samsun planten. Opmerkelijk waren in met TRV gein-
oculeerde planten bij elektroforese in 10% gel een relatief sterke stijging in band
0,63 en een relatief grote hoeveelheid eiwit in component IV in verhouding tot de hoe-
veelheden der andere nieuwwe componenten, In het geval van met PVY" geinfecteerde plan-
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ten waren alle verschillen tussen niet-geinfecteerd en geinfecteerd bladmateriaal min-
der markant; de gesignaleerde kwantitatieve verschillen in de diverse eiwitbanden waren
minder sterk en de aanwezige hoeveelheid van de niewwe componenten I-IV was kleiner.

4.6, Veranderingen na menginfecties

In enkele gevallen werden eiwitpatronen onderzocht van tabaksplanten die met meer
dan Eén virus waren gelnoculeerd.

Met een mengsel van CMV en PVX geInfecteerde Samsun NN planten vertoonden behalve
de voor CMY karakteristieke, in 4.3 beschreven mozaieksymptomen een lichtgroene vlek-
kerigheid op de oudere bladeren en lichte necrose van bladgedeelten langs de nerven.
Bij elektroforese van S III in 7,5 en 10% gels bleken de kwantitatieve veranderingen
in de eiwitpatronen ten gevolge van deze infectie nagenoeg geheel overeen te komen met
die welke bewerkstelligd werden door O en PVX afzonderlijk (vgl. 4.3 resp. 4.2). Een
verschil was dat de niewe componenten in grotere hoeveelheden aarwezig waren na in-
fectie met het mengsel van beide virussen dan in uitsluitend met OV besmette planten.
Dit suggereert dat er een verband bestaat tussen het optreden van symptomen van necro-
se en de hoeveelheid van de niewe componenten.

De veranderingen in de eiwitpatronen die ontstaan na infectie van ™MV in combinatie
met enerzijds een systemische mozaleksymptomen, anderzijds een systemische necrose
inducerend virus, werden bestudeerd na inoculatie van Samsun planten met een mengsel
van TMV en respectievelijk OMV en PVYY. Na infectie met O4V en ™MV ontstonden mozafek-
verschijnselen die zowel de karakteristieken van ™V (vgl. 3.2) als van MV {vgl. 4.3)
vertoonden. De jongste bladeren waren ernstig misvormd en vertoonden onregelmatige,
diepgroene opbollingen langs de nerven. Ten opzichte van niet-geinfecteerde bleven de
geinfecteerde planten zeer sterk achter in groei. In dit geval verenigden de patronen
na elektroforese van S III in 5, 7,5 en 10% gel de veranderingen in zich die geIndu-
ceerd werden door T™MV (vgl., 3.2) en MV (vgl. 4.3) alleen. Bij alle gelconcentraties
was een zeer hoge piek van TMV-manteleiwit aanwezig. Bij elektroforese in 5% gels was
een lichte reductie opgetreden in de mobiliteit van de voornaamste eiwitband; in 7,5
en 10% gels waren niewwe componenten in relatief lage concentratie aanwezig.

Infectie van Samsun planten met een mengsel van TMV en PVY" deed een systemisch
geelgroen-donkergroen mozalek ontstaan met lichte misvormingen van de jonge bladeren.
De oudere bladeren vertoonden aanvankelijk lokale necrose; later vergeelden en necro-
tiseerden zij geheel. Geinfecteerde planten bleven zeer sterk achter in groei ten op-
zichte van niet-geinfecteerde. Als in de andere gevallen ontstonden bij elektroforese
van S IIT in 5, 7,5 en 10% gels patronen die ten opzichte van niet-geinfecteerd mate-
riaal zowel de veranderingen vertoonden die geInduceerd werden door T™W (vgl. 3.2),

als door PVY" (vgl. 4.5).
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4.7, Veranderingen na bespuiting met kwikchloride

Om na te gaan of vergelijkbare kwantitatieve en kwalitatieve veranderingen optreden
in de eiwitpatronen van tabaksbladeren wanneer hierop symptomen van necrose geindu-
ceerd worden door een virusinfectie of langs kmstmatige weg, werden planten bespoten
met een oplossing van 0,13 HgClz. Ter controle werden planten bespoten met water, Drie
uur later werden de bladeren met kraanwater afgespoeld om een te heftige reactie te
voorkomen.

Reeds na een dag vertoonden de oudste bladeren kleine, witte lokale vlekjes die
zich later uitbreidden tot onregelmatige, witte necrotische plekken. Op de jonge bla-
deren waren donkere, ingezorken viekjes te zien, overgaand in witte tot lichtbruine ne-
crotische ringetjes, vooral in de toppen der bladeren. Deze bladeren vertoonden tevens
een lichtgroene-gele vlekkerigheid, Bladmateriaal met beide soorten symptomen werd 7
dagen na bespuiting geoogst voor extractie,

Figuur 4.4 a,b geeft de patronen weer die verkregen werden bij elektroforese in
7,5% gels van 5 III uit met water en met HgClZ bespoten Samsun NN planten. Meer eiwit
was ge#xtraheerd uit de necrotische dan uit de met water bespoten planten, Het meest
opvallend was een zeer sterke toename in intensiteit van alle banden in het gebied
0,00-0,09 in met HgCl, bespoten planten, Individuele banden, overeenkomend met die in
met water bespoten planten, waren goed herkenbaar, Het leek daarom niet waarschijnlijk
dat deze stijging alleen het gevolg zou zijn van aggregatieverschijnselen. Een meer
dan evenredige stijging was voorts opgetreden in de banden 0,13, 0,15, 0,21 en 0,39,
Een lichte daling werd waargenomen in de banden 0,49 en 0,55. Bij elektroforese in
104 gels traden analoge kwantitatieve verschillen op, waarbij stijgingen in de banden
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Fig. 4.4, Densitometergrafieken van eiwitpatronen van tabak c¢v. Samsun NN, 7 dagen na
bespuiting met gedem. water (a) of 0,1% HgCl, (b). Elektreforese van 0,1 ml gecentri-
fugeerd extract vond plaats in 7,5% polyacryfamidegels; kleuring met amidoblack.
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0,21 en 0,30 het meest opvielen. Nieuwe componenten werden noch in 7,5% gels, noch in
10% gels waargenomen, In Samsun tabak werden dezelfde veranderingen gefnduceerd als
gevolg van bespuiting met HgCl, als in de variéteit Samsun NN.

4.8. Yeranderingen na afsnijden of bevriezen van de bladeren

De kwantitatieve en kwalitatieve veranderingen in de oplosbare eiwitfractie die door
virusinfecties in tabak geinduceerd worden, kunnen, behalve door de nowo synthese, ver-
oorzaakt worden door het vrijkomen van gebonden eiwitten of van eiwitten uit celorga-
nellen; selectieve afbraak van bepaalde eiwitten kan een versnelde veroudering van de
bladeren weerspiegelen.

Versnelde veroudering kan geinduceerd worden door bladeren af te snijden. Beschadi-
ging van celorganellen kan tot stand gebracht worden door bevriezing van de bladeren.
Nagegaan werd in welke mate overeenkomstige veranderingen in eiwitpatronen optreden na
virusinfecties en na deze behandelingen, om daarmee aanwijzingen te verkrijgen omtrent
de aard van de veranderingen.

Bladeren van zowel Samsun als Samsun NN planten werden aan elk van beide behande-
lingen onderworpen. Afgesneden bladeren werden gedurende 4 dagen in petrischalen op
vochtig filtreerpapier bewaard onder de in 2.1 beschreven omstandigheden. Bevriezing
van bladeren vond plaats na wegknippen van de middennerf. De bladeren werden gedurende
een week bij -20° bewaard en vervolgens bij 4-8° ontdooid, Na extractie werden de ei-
witpatronen van S III geanalyseerd.

De eiwitpatronen van afgesneden bladeren vertoonden slechts kleine kwantitatieve
verschillen ten opzichte van die wvan niet afgesneden bladeren. Zoals blijkt uit Fig.
4.5 a,b werd bij elektroforese van S III uit Samsun NN planten in 7,5% gels een lichte
stijging waargenomen in de banden 0,18, 0,24, 0,32 en de heterogene banden 0,41 en 0,44,
Een daling was opgetreden in band 0,36. Figuur 4.5 d,e laat zien dat bij elektroforese
in 10% gels analoge verschillen optraden. Opvallend was bij deze gelconcentratie een
stijging in de banden 0,06, 0,08, 0,10, 0,23, 0,25 en 0,42, Tevens werd een lichte
toename geconstateerd in de banden 0,31 en 0,34. Niewwe componenten werden niet waar-
genomen, Dezelfde veranderingen waren opgetreden in bladeren van Samsun planten als
gevolg van het afsnijden.

Figuur 4.5 ¢ geeft het patroon weer dat ontstond bij elektroforese in 7,5% gels van
S III van bevroren bladmateriaal van Samsun NN planten. Vrijwel alle banden in het ge-
bied 0,00-0,50 waren sterk tot zeer sterk gedaald als gevolg van bevriezing. Geen da-
ling was opgetreden in de banden in het gebied 0,50-1,00. Een stijging was evenwel op-
getreden in banden met B, waarden 0,32, 0,42, 0,45 en 0,52. Analoge resultaten werden
verkregen bij elektroforese in 10% gels (Fig. 4.5 f). In vergelijking met niet bevro-
ren materiaal (Fig. 4.5 d) viel vooral een stijging op in de banden 0,06, 0,26, 0,31,
0,38 en 0,42, Nieuwe componenten werden niet waargenomen. Dezelfde veranderingen waren

geInduceerd in bladeren van Samsun planten als gevolg van bevriezing,
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4.9, Vergelijking van de kwantitatieve veranderingen na virusinfecties en na behande-
Tingen

Een overzicht van de kwantitatieve veranderingen in de eiwitpatronen van Samsun en
Samsun NN planten na infectie met verschillende virussen of na verschillende behande-
lingen is weergegeven in tabel 4.1. Door de onvermijdelijke variatie tussen verschil-
lende experimenten varieerde de R, waarde van overeenkomstige banden soms aanzienlijk.
Het beeld dat de patronen opleverden was echter in alle experimenten goed vergelijk-
baar, zodat de identiteit van iedere band afzonderlijk op grond van zijn positie ten
opzichte van de andere banden met voldoende betrouwbaarheid kon worden vastgesteld,
Verschillende R, waarden die bij verschillende experimenten betrekking hadden op een
overeenkoms tige band zijn daarom in dezelfde kolom geplaatst. De desbetreffende band
is aangeduid met het in Fig. 3.2 aan de betrokken band toegekende numer,

Zoals blijkt was in geen enkel geval een bepaald kwantitatief verschil tussen niet-
gelnfecteerde en met een bepaald virus besmette tabak karakteristiek voor de betrokken
combinatie, Vrijwel algemeen na virusinfectie was een meer of minder sterke daling in
de hoeveelheid eiwit in de voornaamste band 12, Zoazls reeds in 3.2 werd opgemerkt, be-
staat deze band waarschijnlijk uit ,fraction I protein'. Zowel mozalekverschijnselen
als necrose onttrekken weefsel aan het fotosynthese-apparaat, waardcor een veminde-
ring van het voor CDz-fixatie benodigde enzym voor de hand ligt. Opvallend is dat na
bespuiting met kwikchloride een toename werd geconstateerd, hoewel ook in dat geval
necrose optrad,

In alle cambinaties werd een toename waargenomen in band 217. Daar ook in afgesneden
bladeren een stijging in deze band optrad, lijkt deze verandering van algemene aard en
verband te houden met geInduceerde-veroudering. In bijna alle combinaties trad een da-
ling op van band 22. Dit is klaarblijkelijk eveneens een algemene reactie. Echter tra-
den noch een stijging in band 17, noch een daling in band 22 op na behandeling met
HgClz, zodat voor de inductie van deze veranderingen waarschijnlijk infectie door een
virus noodzakelijk is. Nagenoeg algemeen was voorts een stijging in de banden 15, 27,
28, 30, 32 en 37, hoewel in sommige combinaties geen verandering of in een enkel ge-
val zelfs een daling in &én of meer van deze banden werd waargenomen, Al deze banden
namen ook toe in afgesneden bladeren; de banden 15, 28, 34 en 37 eveneens na bevrie-
zing. Ook deze veranderingen lijken daarom te wijzen op een verowderingsreactie, waar-
bij de banden 1§, 28, 30 en 3? waarschijnlijk vrijkomen uit celorganellen of mem-
braansystemen. Dit laatste 1ijkt typisch het geval te zijn met band 34, Deze band nam
toe in alle combinaties waarin door virusinfectie geinduceerde necrose optrad, en bo-
vendien na infectie met PVX en PWO; daarentegen werd een daling van deze band waar-
genomen na bespuiting met HgCl,, en dit was eveneens het geval met band 37, zodat
knstmatige necrose zich hierin duidelijk onderscheidt van door virusinfecties teweeg-
gebrachte veranderingen (vgl. ook band 20).

Een stijging in band 22 kwam voor in de combinaties waarin systemische vlekkerig-
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Fig, 4.5. Densitometergrafieken van eiwitpatronen van normaal (a,d), 4 dagen tevoren
afgesneden (b,e) en bevroren (c,f) bladmateriaal van tabak cv, Samsun NN, Elektrofore-
ge van 0,] ml gecentrifugeerd extract vond plaats in 7,5 (a-c} en 10X (d-f) polyacryl-
amidegels; kleuring met amidoblack.
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Tabel 4.1, Overzicht van de kwantitatieve veranderingen in de eiwitpatronen op 7,5

verschillende behandelingen

Combinatie Gel Band

virus - waardplant conc. 12 i4 15 18 7 20 22

PVX/PVY° - 7,5 ) 0,18+ 0,254
Samsun/Samsun NN 10 0,05+ 0,094

™V W 1) - 7,5 0,114 0,15+ 0,19+ 0,29+
Samsun 10 0,084 0,09+

OV gele stam - 7,5 ) 0,144 0,17+ 0,26+
Samsun/Samsun NN 10

TV HR = 7,5 0,18+ 0,24+
Samsun 10 4+ +

™V WU - 7,5 (+) 0,13+ 0,23+
Samsun NN 10 0,044 0,06+ + 0,08t +

TNV/TRV/PVY" - 7,5 0,08+ 0,10+ 0,14+ 0,174 0,24+
Samsun/Samsun NN 0 0,06+ © 0,08+ 0,11+ 0,144

Behandelingen

bespuiting met HgCl, - 7,5 0,09+ 0,13+ 0,15+ 0,214

Samsun/Samsun NN 10

afgesneden bladeren 7,5 0,18+ 0,24+

Samsun/Samsun NN 10 0,06+ 0,08+ 0,104

bevroren bladmateriaal 7,5

Samsun/Samsun NN 10 0,06+

@ Jedere kolom heeft betrekking op de in Fig. 3.2 met het desbetreffende nummer aan-
band in de bij de beschrijvingen van de verschillende combinaties opgenomen figuren
een daling aan in de intensiteit van de band in de betrokken combinatie.

heidssymptomen optraden. Na infectie met de n.ecrotiserende virussen TNV, TRV of pvy"

trad daarentegen een daling op in deze band., Het is opvallend dat bij het optreden van
necrose eerder een daling dan een stijging geconstateerd werd, omdat dit laatste klaar-
blijkelijk een normale verouderingsreactie is. Fen stijging in de hoeveelheid eiwit in
band 24 werd alleen gesignaleerd na infectie met PVX of PVY°. Deze band nam echter zo-
wel na afsnijden als bij bevriezing van bladeren duidelijk toe.
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en 10% gels van Samsun en Samsun NN tabak na infectie met verschillende virussen of na

numer ¢
24 26 27 28 23 32 22 3¢ 37 41 43 X
0,314 0,43+ 0,49+ 0,52+
0,23+ 0,25+ 0,26+ 0,29¢ @,32¢ 0,53+
0,29+ 0,32+
0,374 0,63+ 0,78+
0,404 0,62t
0,36+ 0,54+
0,19+ 0,34+ 0,38+
0,30+ 0,35+ 0,39+ 0,52+ 0,59+
0,17+ 0,204+ 0,21+ 0,24¢ 0,26+ 0,28+ 0,34+ 0,40+ 0,43t
0,31+ 0,364 0,404 0,53+ 0,58+ 0,63t
0,18+ 0,21+ 4 + 0,28+ 0,31t 0,35¢ 0,41+ 0,63+
0,39+ 0,49+ 0,55+
0,21+ 0,30+
0,32+ 0,36+ 0,414 0,44¢
0,23+ 0,25+ 0,31+ 0,344 0,424
0,32t 0,42+ 0,45¢ 0,52+
0,26+ 0,31+ 0,38+ 0,42+

geduide eiwitband, De weergegeven getallen zijn de Rf waarden van de desbetreffende
(3.3-4.5). Ten opzichte van niet-geInfecteerde planten duidt + een stijging en +

Veranderingen in de banden 16, 26 en 41 traden slechts op in die combinaties waarin
necrose optrad, en wel trad een stijging op in de banden I6 en 41 en een daling in
band 26, De stijging in band 16 en de daling in band 26 lijken verouderingseffecten,

daar dezelfde verschijnsele

n optraden in afgesneden bladeren. De stijging in band 41

trad noch na bespuiting van de bladeren met HgCl,, noch na afsnijden of bevriezing op.
Klaarblijkelijk is infectie met een virus, Tesulterend in necrose, noodzakelijk voor
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inductie van deze verandering. Voor de stijging in de banden ¢, 29 en 43 die werd
waargenomen na infectie met verschillende virussen, lijkt eveneens infectie door een
virus een voorwaarde te zijn. Het is niet uitgesloten dat deze veranderingen zich tij-
dens de latere stadia van de symptoomontwikkeling in geringe mate ook in de overige
virus - waardplant combinaties voordoen, en daarmmee tamelijk algemeen zijn.

Duidelijk kwantitatieve veranderingen in band X werden slechts in enkele gevallen
waargenomen. De aard van deze verandering zal in 5.8.1 nader besproken worden,

Resumerend kan gesteld worden dat een belangrijk deel van de waargenomen kwantita-
tieve veranderingen onder uiteenlopende omstandigheden optreedt en klaarblijkelijk al-
gemene reacties vertegenwoordigt, Daarnaast zijn enige veranderingen karakteristiek
voor het symptoomtype dat na virusinfectie optreedt. Symptomen van vlekkerigheid gaan
gepaard met een karakteristieke verhoging van de banden 2¢ en 24, die ook toenemen
bij kunstmatige veroudering en, wat laatstgenoemde band betreft, bij beschadiging door
bevriezing, Systemische mozaleksymptomen zijn niet duidelijk gekenmerkt door karakte-
ristieke veranderingen. Het optreden van kringvlekken na infectie met TMV HR paat ge-
paard met veranderingen die aansluiten bij die welke teweeggebracht worden door ne-
crotiserende virussen. Indien necrose geinduceerd wordt neemt band 18 toe, band 26 af
— deze verschijnselen treden ook op bij veroudering — en band 41 toe. Van deze verande-
ringen treedt alleen toename van band 14 ook op bij kunstmatige, door HeCL, gelnduceer-
de, necrose, terwijl het merendeel van de overige veranderingen die optreden bij door
een virusinfectie gelnduceerde necrose, niet worden waargenomen na bespuiting met
HgCl,. Doot virusinfecties en kunstmatig geinduceerde necrose blijken zich dus in
sterke mate te onderscheiden in de begeleidende veranderingen in de oplosbare eiwit-
fractie. Het feit dat bij afsnijden van bladeren of bevriezing slechts ten dele de-
zelfde veranderingen optreden als bij door virusinfectie geinduceerde necrose, lijkt
er op te wijzen dat veroudering en beschadiging slechts bijkomstige facetten vormen
van de aan dit symptoomtype ten grondslag liggende metabolische veranderingen.

4.10, Vergelijking van de kwalitatieve veranderingen na virusinfecties

Een overzicht van de kwalitatieve veranderingen — met uitzendering van het optreden
van vrij TMV-manteleiwit — in eiwitpatronen van Samsun en Samsun NN planten na infec-
tie met verschillende virussen, is weergegeven in tabel 4.2, Doordat deze veranderin-
gen steeds het beste tot uiting kwamen bij elektroforese in 10% gels, zijn de R, waar-
den der banden bij deze gelconcentratie weergegeven. Indien in een bepaalde combina-
tie kwalitatieve veranderingen werden waargenomen, betroffen deze steeds dezelfde com-
ponenten en wel die welke in 3.5 beschreven zijn voor met THV W Ul geinfecteerde Sam-
sun NN planten. Dezelfde vier componenten waren waarneembaar in alle gevallen waarin
door virusinfecties geinduceerde necrose optrad; daarentegen niet indien necrose langs
kunstmatige weg tot stand gebracht was. Het voorkomen van deze componenten bleek ech-
ter niet beperkt tot combinaties waarin necrose optrad: na infectie met PVY° ontston-
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Tabel 4,2, Overzicht van de nieuwe componenten in de eiwitpatronen op 10% gels van
Samsun en Samsun NN tabak na infectie met verschillende virussen a

Combinatie Band nummner b

virus - waardplant I II I v
TV W UY - Samsun NN 0,55 0,60 0,68 0,84
PVY® - Sumsun/Samsun NN 0,56 0,59 . ¢ . ¢
OV - Samsun/Samsun NN 0,54 0,57 0,67 0,82
TV IR - Samsun 0,52 0,57 0,65 0,81
TNV - Samsun/Samsun NN 0,55 0,59 0,68 0,84
TRV - Sam;un/Samsun NN 0,56 0,60 0,69 0,86
PVY"- Samsun/Samsun NN 0,56 0,61 0,7 0,85

¢ Banden die geldentificeerd werden als vrij manteleiwit van ™V W U1 of ™V HR zijn

buiten beschouwing gelaten,
b De componenten zijn aangeduid volgens de in tabel 3.1 toegepaste mumering. De weere
gegeven getallen zijn de R, waarden van de desbetreffende banden in elektroforese-

patronen van de verschillende combinaties.

Niet aanwezig.

a

b
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rafieken van eiwitpatronen van tabak cv. Samsun (a) en Samsun
100 ug TRV per ml, Elektroforese van 0,1 ml gecen~
lyacrylamidegels; kleuring met amidoblack.

Fig. 4.6. Densitometerg ¢
KN (b), 7 dagen na inoculatie met
trifugeerd extract vond plaats 1n 10% po
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den de componenten 1 en I, weliswaar in relatief lage concentratie; na infectie met
OV ontstonden alle vier de componenten in lage concentratie, De componenten ontston-
den niet na afsnijden of door bevriezen van de bladeren. Inductie door een virusinfec-
tie 1lijkt daarom noodzakelijk.

Bij vergelijking van de onderlinge verhoudingen van de pieken der nieuwe componen~
ten in de verschillende combinaties bleek een duidelijk waardplant- en een klein virus-
effect op te treden. Ontstonden de componenten in Samsun planten, dan was de intensi-
teit van band IV verreweg het hoogst; band III was matig sterk en de banden I en II
waren weinig intens (vgl, Fig. 4,2 ¢,d en 4,3 ¢,d), In Samsun NN planten was band IV
nocit hoger dan band 1II en band I en II waren relatief intenser dan in Samsun planten
(vgl. Fig. 3.6 £}, Dit verschil bleek altijd op te treden en wordt in Fig. 4.6 nog
eens gefllustreerd aan patronen van eiwitten uit met TRV geinfecteerde Samsun en Sam-
sun NN planten, Indien gelokaliseerde necrose optrad, zoals in de vari¥teit Samsun NN
na infectie met ™MV W Ul of in beide variéteiten na infectie met TNV, was component
III ten opzichte van component IV steeds hoger dan in bladeren van systemisch necro-
tische planten. Vergeleken met de patronen van met TV W Ul geinfecteerde Samsun NN
planten is in Fig., 4.6 b component IV relatief hoger en component III relatief lager
dan de overeenkomstige banden in Fig. 3.6 f, Ock dit effect was altijd waarneembaar.

Deze waarnemingen geven aanleiding te veronderstellen dat het optreden van de nieu-
we componenten een rol speelt bij de pathogenese en een bijzondere vorm van interac-
tie tussen waardplant en pathogeen weerspiegelt.

4.11, De-mogelijkheden van het gebruik van eiwitpatronen voor de diagnostiek van
virusziekten

Uit het voorafgaande blijkt dat in feite in geen enkel geval kwantitatieve en
kwalitatieve verschillen in de eiwitpatronen van niet-geinfecteerde en geinfecteerde
tabak karakteristiek geacht kunnen worden voor het infecterende virus. Een uitzonde-
ring hierop trad op in de combinaties TMV W U1l - Samsun en ™V HR - Samsun, waarin een
karakteristieke nieuwe band ontstond die geldentificeerd kon worden als het mantel-
eiwit van de betrokken virusstam, Daar deze stammen een manteleiwit bezitten dat een
verschillende elektroforetische mobiliteit vertoont in polyacrylamidegel, zijn in dit
ene geval zelfs infecties met verschillende stammen van eenzelfde virus te onderschei-
den. In alle overige combinaties traden niet zodanig karakteristieke veranderingen op
dat een uitspraak over het aanwezige virus op grond van de eiwitpatronen mogelijk is.
Weliswaar is in enkele gevallen het totaal der kwantitatieve en kwalitatieve verande-
ringen in een bepaalde combinatie (binnen het onderzochte kader) uniek, doch hierbij
zijn een groot aantal relatief kleine verschillen van belang die mogelijkerwijs ook
variéren met de omstandigheden. Voor tabak 1ijkt daarom een methode gebaseerd op het
verschil in eiwitpatronen in het algemeen niet geschikt om de aanwezigheid van een be-
paald virus vast te stellen.
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Dit impliceert geenszins dat met andere plantenscorten een dergelijke methode niet
bruikbaar zou zijn. Anders dan in het onderzoek naar verwantschappen tussen plante-
socorten (vgl. Zwartz, 1967; Doekes, 1969) lijken in viruszieke planten de verschillen
echter gecompliceerder, en eerder van kwantitatieve dan van kwalitatieve aard. Het is
niet onwaarschijnlijk dat, zoals in tabak, de veranderingen meer bepaald worden door
het symptoomtype dan door de aard van de ziekteverwekker. Een methode als die der ver-
gelijking van eiwitpatronen zou echter juist uitsluitsel moeten geven in gevallen waar
identificatie op grond van de aanwezige symptomen slechts onder voorbehoud mogelijk is.
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5. EIGENSCHAPPEN VAN EIWITCOMPONENTEN DIE NA INFECTIE VERSCHIINEW

5.1, Kinetiek van de inductie van de vier nieuwe componenten in tabak cv. Samsun NN
na infectie met THV W Ul

In extracten van Samsun NN tabak waren de in 3.5 beschreven nieuwe eiwitcomponen-
ten voor het eerst duidelijk te onderscheiden 3-4 dagen na inoculatie met TMV W U1,
Jd.w.z. aan het begin van macroscopisch zichtbare necrotische vlekvorming. Gemeten aan
de oppervlakte onder de pieken in de densitometergrafieken, was band I in ongeveer ge-
lijke hoeveelheden aanwezig 5 en 7 dagen na inoculatie, Daarentegen schenen band II,
111 en IV gedurende deze periode toe te nemen,

HH.—:
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Fig. 5.1, Densitometergrafieken van eiwitpatronen van tabak cv. Samsun NN, 7 dagen na
inoculatie met gedem. water (a)}; 7 dagen na inoculatie met 100 ug TMV W Ul per ml (b};
14 dagen na inoculatie met 100 wg ™V W Ul per ml, gelnoculeerde bladeren (c) en niet
gelnoculeerde, jonge, zich ontwikkelende bladeren (d). Elektrofaorese van 0,} ml ge-
centrifugeerd extract vond plaats in 10X polyacrylamidegels; kleuring met amidoblack.
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Zoals blijkt uit Fig. 5.1 b,c, was band I in extracten van 14 dagen tevoren gein-
oculeerde bladeren ternauwerncod toegenomen ten opzichte van 7 dagen tevoren geinocu-
leerde planten. Band II, IIT en IV waren echter opnieuw toegenomen, doch niet in de-
zelfde mate. De hoeveelheid van alle andere eiwitten was afgenomen, waarbij bepaalde
banden sterker op de voorgrond traden (vgl. 3.5). Dit weerspiegelde de voortschrijden-
de necrose en vergeling van de bladeren (Fig. 5.1 ¢). Er lijkt daarom een verband te
bestaan tussen de toename van de hoeveelheid weefsel die betrokken is bij het necroti-
seringsproces, en de toename in de intensiteit van de nieuwe componenten, met uitzon-
dering van band I.

Werden 7 dagen tevoren geinoculeerde planten van 20° overgebracht naar 300. dan
werd de verdere toename van de nieuwe componenten in de gelnoculeerde bladeren geheel
of gedeeltelijk onderdrukt, Na 7 dagen bij 30° bleken de hoeveclheden van band I matig,
van de banden II en IV zelfs sterk te zijn afgenomen, terwijl de intensiteit van band
II1 daarentegen nog enigszins was toegenomen, Ondanks de aanwezigheid van necrotische
vlekken op deze bladeren werd dus een vermindering van de hoeveelheid van de nieuwe
componenten, met uitzondering van band. IIL, teweeggebracht door het verlies van het

vermogen van de plant het virus te lokaliseren.

5.2. Invlced van de vlekdichtheid op de hoeveelheden van de nieuwe componenten

On het verband vast te stellen tussen de hoeveelheid van de in geinfecteerde bla-
derén aanwezige nieuwe componenten en de vlekdichtheid, werden Samsun NN planten ge-
inoculeerd met respectievelijk 0,1, 1, 10 en 100 g TV W U1 per ml. Zoals blijkt uit
tabel 5.1 namen in deze reeks de aantallen vlekken evenredig toe met de hoeveelheid
virus, met uitzondering van de hoogste concentratie. Na elektroforese van extracten
van 7 dagen tevoren geinoculeerde planten in 10% gels (vgl. Fig. 3.8 a-e) werden de
relatieve concentraties van de vier nieuwe componenten bepaald door de oppervlakte

onder de desbetreffende pieken te meten in de densitometergrafieken. De resultaten
zijn weergegeven in tabel 5.1. Hieruit kan geconcludeerd worden dat de nieuwe compo-

nenten in aanzienlijke mate toenemen bij toenemende vlekdichtheid. De afname die werd
waargenomen bij de hoogste virusconcentratie laat vermoeden dat de nieuwe componenten
geinduceerd worden in cellen rondom de jnfectiepunten, aangezien de viekdichtheid bij

die concentratie zo hoog was dat er relatief weinig tussenliggend weefsel was overge-

bleven. Uit de tabel blijkt dat ook onder deze omstandigheden de onderlinge verhou~
dingen der banden niet constant zijn en dat de toename in band I bij toenemende vlek-

dichtheid achterblijft bij die der andere banden.
5.3. Het effect van actinomycine D op de inductie van de nieuwe componenten

Uit met AD ingespoten bladeren van niet-geinfecteerde Samsun NN planten werd 3

dagen later gemiddeld 20% meer oplosbaar eiwit gedéxtraheerd dan uit met gedem. water
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Tabel 5.1. Relatieve hoeveelheden ¢ van de nieuwe eiwitcomponenten gelnduceerd in
Samsun NN tabak na infectie met T™W W U1, in afhankelijkheid van de virusconcentratie
in het inoculum

Virusconcentratie (ug/ml) o Aantal vlekken/cm?' Band nummer ©
I It 111 v
0,1 0,06 7 1 9 18
1 0,76 30 13 36 65
10 7,49 96 154 206 176
100 10,69 77 128 146 132
a

Willekeurige eenheden, bepaald op grond van de oppervlakte onder de pieken in de
densitometerpatroneh van 10% gels en gecorrigeerd voor verschillen in eiwitgehalte
van de extracten, Alle waarden 2ijn gemiddelden van vier metingen, verricht aan
densitometergrafieken van twee verschillende runs,

De bladeren waren 7 dagen voor extractie gelnoculeerd met gezuiverd virus.

De componenten zijn aangeduid volgens de in tabel 3.1 toegcpaste nummering. Hun res-
pectievelijke Rf waarden bij de gebruikte gelconcentratie bedroegen 0,55, 0,60, 0,68
en 0,84,

ingespoten bladeren. Bij elektroforese in 7,5 en 10% gels bleken de eiwitpatronen als
gevolg van inspuiting met dit antibioticum niet kwalitatief gewijzigd te zijn; kwan-
titatief gezien, vertoonden zij een algemene, lichte toename in de intensiteit van al-
le banden, terwijl bovendien een relatief verhoogde intensiteit werd waargenomen in
de banden die in Fig. 3.2 zijn aangeduid met de nummers 15, 18, 17, 20, 24, 27, 28,
20, 32, 34 en 37, Deze extra toenames vertonen opvallende overeenkomst met die welke
optreden bij geinduceerde veroudering (Fig. 4.5 a-d; Tabel 4,1). Klaarblijkelijk leidt
inspuiting met AMD tot een vergelijkbare toestand.

Zoals uit tabel 5.2 blijkt, werd de synthese van oplosbare eiwitten voor 56-60% ge-
remd bij aanwezigheid van AMJ). Neemt men het aantal cpm per ml S III als een maat voor
de hoeveelheid beschikbaar gemerkt aminozuur, dan blijkt dat A een verlaging van de
hoeveelheid ,vrij" 14C-lcsuc:'me in de oplosbare fractie teweegbracht. Dt kan wijzen
op een remming van het transport van het aminozuur uit de stengels naar de bladeren.
Ve remning van de eiwitsynthese kan daardoor in feite kleiner geweest zijn.

Uit tabel 5.3 blijkt dat de incorporatie in 3 dagen tevoren met 100 ug TV W Ul
per ml geinoculeerde bladeren eveneens zeer sterk verminderd was ten opzichte van
planten die met water waren geinoculeerd. Dit was in het bijzonder het geval bij mer-

ken met 353~methionine.' Dit staat in tegenstelling tot de waarneming van Schuster
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(1969), dat >°S-methicnine 3 dagen na inoculatie van N. glutinosa met TMV in aan-
zienlijke hoeveelheden accumuleert in de gevormde lokale vlekken. Daar methionine
thans beschouwd wordt als een precursor van ethyleen (fapson en Wardale, 1968) en de
ethyleenproduktie van Samsun NN planten na inoculatie met TMV zeer sterk stijgt bij
het verschijnen der symptomen (Nakagaki et al., 1970}, is het mogelijk dat in gefn-
fecteerde planten een zeer hoge ,turn over" van methionine plaatsvindt. De verlaging
van de hoeveelheid ,vrij" Z’SS-mer_hicn'line in de oplosbare fractie kan in dezelfde
richting wijzen,

In het experiment waarin de incorporatie van 14C—le1.|<‘,1'.ne verd onderzocht, werd te-
vens een behandeling opgenomen waarin A'D werd ingespoten in de geinoculeerde bladeren,
In dat geval werd 92% remming van de incorporatie gevonden ten opzichte van niet met
A0 ingespoten, geinoculeerde bladeren. Ten aanzien van de ‘incorporatie van MC-leu-
cine werkten infectie met T4V en inspuiting met AMJ in dezelfde richting: beide brach-
ten een vermindering van de hoeveelheid ,vrij" 1 leucine in de oplosbare fractie te-
weeg en beide hadden een verlaging van de incorporatie van ¢ in de oplosbare eiwit-
ten tot gevolg. Zoals blijkt uit de verkregen resultaten (Tabel 5.2 en 5.3) waren deze
effecten tenminste additief. Fen additief effect trad niet op waar het de hoeveelneid
geéxtraheerd oplosbaar eiwit betrof: onder de gegeven omstandigheden bracht infectie
Met TV gemiddeld geen verandering in de hoeveelheid eiwit teweeg, terwijl in de com-
binatie het effect van AM) vrijwel teniet gedaan werd. De effecten van infectie met
TAV en toediening van AD) op de eiwitsynthese zijn klaarblijkelijk onafhankelijk, maar
interactie treedt op tussen beide behandelingen waar net de totale hoeveelheid oplos-
baar eiwit betreft..

Uit het bovenstaande blijkt dat onder invloed van AMD een aanzienlijke remming van
de eiwitsynthese optreedt in niet-geinfecteerde en met TV W U1 gelnfecteerde Samsun
NN tabak. Het 1ijkt daarom aannemelijk dat AYD onder de gegeven omstandigheden een ef-
fectieve remming van de DNA-afhankelijke RNA-synthese en daamee van de de novo gesyn-
thetiseerde m-RuA-afhankelijke eiwitsynthese bewerkstelligde, zodat met behulp van dit
antibioticum een onderscheid gemaakt zou kunnen worden of de nieuwe componenten na in-

fectie van Samsun NN planten met T W Ul worden geactiveerd en/of uit een gebonden in

€en oplosbare vorm overgaan, dan wel de nove worden gesynthetiseerd via nieuw gevormde

m=RNA's,
Hiertoe werd 48 wur na inoculatie met 100 ug TV per ml, A ingespoten in de bla-
deren. Onder deze condities had het antibioticum noch effect op het aantal, noch op

de grootte van de geInduceerde vlekken {vgl. Van Loon en Geelen, 1972). Drie dagen la-
ter werden de planten geéxtraheerd. Gecentrifugeerde extracten werden onderworpen aan

¢lektroforese in 104 gels. In de densitometergrafieken werd een reductie in de hoeveel-

omen ten opzichte van geinfecteerde, met

heid van alle nieuwe eiwitcomponenten waargen .
e was variabel en bedroeg nooit meer dan 50%. Daar-

water ingespoten planten, maar dez
door waren de banden van de nieuwe eiwitcomponenten 1n de patronen van met AMD behan-
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Tabel 5.2. Het effect van AD op de incorporatie van gemerkte aminozuren in oplasbare
eiwitten van Samsun AN tabak

Inspuiting e 358-methionine @ 1 4C_-leucine b
§ III opl, eiwit S III opl. eiwit
cpm/ml ) sp. act, @ 4 cpm/ml t sp. act, @y
water - ¢ - 10731 100 110830 100 4067 100
AD - - 4748 44 B3t45 75 1643 40

@ 7,7 uCi 3SS-rnet.hionine {330 uCi/mM) per plant met drie bladeren.

8,3 uCi 14C-leuciru-: (250 pCi/mv) per plant met drie bladeren.

planten waren ingespoten in drie bladeren met gedem. water of AMD (20 ug/ml) 24 wur
voor opname van gemerkte aminozuren,

cpm/mg eiwit; het werkelijk gemeten aantal ¢pm was steeds groter dan deze waarde,

- ! niet onderzocht,

Tabel 5,3, Incorporatie van gemerkte aminozuren in oplosbare eiwitten van Samsun NN
tabak na infectie met TMV W U1

Inoculatie © 335-methionine % e-teucine 2
S III opl. eiwit s I opl. eiwit
cpn/ml § sp. act. 4y cp/ml % sp, act. @y
water 172950 100 74194 100 190830 100 45573 100
™V 83875 48 8082 ik 169270 89 22780 S0
T + AD insp. © -5 - - 88770 47 1778 a

@ 14 uCi SSS-methionine (164 uCi/m) per plant met drie bladeren.

b 46 uci Vc-leucine (250 uCi/mf) per plant met drie bladeren.

¢ planten waren gelnoculeerd met water of TW W U1 (100 ug/ml) 72 wur voor opname van
gemerkte aminozuren.

d cpm/mg eiwit.

€ gelnoculeerde planten waren ingespoten met AD (20 ug/ml) 24 uur voor opname van
gemerkte aminozuren.

£ - : niet onderzocht.
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delde planten steeds gemakkelijk te herkennen, hoewel de intensiteit van de banden, en
daammee de hoeveelheid eiwit in deze banden, altijd enigszins lager was dan in met wa-
ter ingespoten planten,

Indien A'D onmiddellijk na inoculatie of 96 uur later werd toegediend, werd geen
vermindering in de intensiteit van de banden waargenomen wanneer de bladeren respec-
tievelijk 96 en 72 uur later werden geéxtraheerd. Dit is niet verwonderlijk, omdat
AD in de plant slechts ongeveer 3 dagen werkzaam blijft (Loebenstein et ai., 1968)
en de componenten pas vanaf de derde dag na inoculatie herkenbaar waren, maar reeds
in betrekkelijk grote hoeveelheden aanwezig waren op de vierde dag.

De waargenomen reductie in de hoeveelheid van de nieuwe eiwitcomponenten na in-
spuiting met AMD op dag 2 kan verklaard worden door aan te nemen dat transcriptie van
het desbetreffende waardplant-DNA moet plaatsvinden voor synthese van deze eiwitten.
De reductie was echter kleiner dan op grond van de remming van de eiwitsynthese door
MDD verwacht kon worden. Dit resultaat en het feit dat geen remming werd waargenomen
na inspuiting met AMD op dag 4, kunnen mogelijk verklaard worden door aan te nemen dat
de inductie van de nieuwe componenten geremd kan worden door AMD, maar wanneer de syn-
these eenmaal op gang gekomen is, geen remning meer mogelijk is, d.w.z. synthese van
de nieuwe componenten zou kunnen plaatsvinden via translatie van relatief stabiel m-
RNA, Het is ook mogelijk dat een deel van de totale hoeveelheid vrijkomt uit celorga-
nellen die in een kring rondom de zich ontwikkelende vlekken te gronde gaan (Israel

en Ross, 1967; Ross en Israel, 1970).
5.4. Veranderingen in de incorporatie van radioactief gemerkte aminozuren in eiwitten
van tabak cv. Samsun HN na infectie met ™V W Ul

Figuur 5.2 geeft de eiwitpatronen en de verdelingen van de geincorporeerde radio-

activiteit over de gels weer die verkregen werden wanneer 0,2 ml van gecentrifugeerde

335_methionine of 4C-leucine was toegediend — als be-

rpen aan elektroforese in 10% gels. Extracten van niet-
354 methionine vertoonden een radioactiviteitsver-
5.2 a). Hetzelfde

extracten uit planten waaraan
schreven in $.3 — werd onderwo
geinfecteerde planten gemerkt met
deling die in grote trekken overeenkwam met het eiwitpatroon (Fig.
was in feite het geval met extracten uit met hetzelfde aminozuur gemerkte, geinfec-

teerde planten, zij het dat de radioactiviteit over de gehele gel zeer laag was (Fig.
5.2 b} vgl, Tabel 5.3). Nieuwe componenten waren geenszins opvallend gemerkt. De ver-
houdingen van de radicactiviteitsverdelingen van geinfecteerde en niet-geinfecteerde
Planten werden vervolgens berekend door de hoeveelheid radioactiviteit in ieder plak-
e van een gel waarop eiwit uit geinfecteerde planten aan elektroforese was ondervor-

Pen te delen door de hoeveelheid radioactiviteit in een overeenkomstig plakje van een

gel waarop eiwit uit niet-geinfecteerde planten was gescheiden, Bij het uitzettea van

de aldus verkregen relatieve activiteitsverdeling werden relatief hoge waarden gevon-

den op posities die overeenkwamen met die van de nieuwe componenten I-11, III en IV
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in ‘het eiwitpatroon (Fig. 5.2 b). Omdat ieder gelpakje ruim drie R I waarden omvatte
en andat in het gebied van de gel waarin zich de nieuwe componenten bevinden tevens
zwakke banden voorkwamen die onder invlced van de virusinfectie geactiveerd zouden
kunnen zijn, is het, mede gezien de lage incorporatie in geinfecteerde planten, moei-
lijk te bepalen in hoeverre deze resultaten als significant kunnen worden beschouwd.

Bij elektroforese van met WMeteucine gemerkt eiwit bevattende extracten werd een
radicactiviteitsverdeling gevonden die in het gebied 0,00-0,40 overeenkomst vertoon-
de met het eiwitpatroon. In het resterende gedeelte van de gel werd echter een rela-
tief hoge radioactiviteit waargenomen, verdeeld over een aantal duidelijke pieken
(Fig. 5.2 c). Deze pieken kwamen goed overeen met een aantal zwakke banden in het ei-
witpatroon. Patronen van geinfecteerde planten vertconden een geringere radioactivi-
teit dan die van niet-geinfecteerde planten in het gebied 0,00-0,50, doch een hogere
radioactiviteit in het gebied 0,50-1,00 (Fig. 5.2 d). In dit experiment waren de R
waarden van alle banden relatief hoog als gevolg van het gebruik van ethyleendia-
crylaat als vertakker-in de gels. Op grond van het eiwitpatroon werden de R, waarden
van de nieuwe componenten vastgesteld als respectievelijk 0,65, 0,68, 0,76 en 0,87.
De relatieve activiteitsverdeling over de gel gaf een relatief hoge waarde te zien op
de positie van de nieuwe componenten I-iI en vormde een piek die samenviel met de po-
sitie van de nieuwe component III, De positie van de nieuwe component IV was niet ge-
markeerd door een relatief hoge incorporatie, doch de relatieve activiteit was in het
gehele gebied 0,80-1,00 groter dan 1. Klaarblijkelijk waren tevens een groot aantal
andere eiwitten met hoge Rf waarden geactiveerd onder invlced van de virusinfectie.
Een gedeeltelijke afbraak van nieuw gevormde eiwitten met lagere Rf waarden mag ech-
ter niet uitgesloten geacht worden.

Extracten van geinfecteerde planten die ingespoten waren met AMD vertoonden over
de gehele gel een zeer sterke reductie van de in de afzonderlijke eiwitbanden gein-
corporeerde radioactiviteit (Fig. 5.2 e; vgl. Tabel 5.3). In het relatieve activi-
teitspatroon ten opzichte van geInfecteerde, niet ingespoten planten waren alle pieken
genivelleerd, Dit suggereert dat de voor geinfecteerde planten specifieke incorporatie
grotendeels werd geremd. In het gebied 0,60-1,00 schommelde de relatieve activiteit
echter rond de 0,5, met relatief iets hogere waarden rond £, 0,75 en 0,89, terwijl de
relatieve activiteit in het resterende gedeelte van de gel aanzienlijk lager was. Daar
de posities 0,75 en 0,89 samenvielen met die van de nieuwe componenten 111 en IV zou

Fig. 5.2, Densitometargrafieken van eiwitpatronen ( }s verdeling van de radio~
activiteit (e-=---a) over de gels en relatieve activiteitsverdelingen (o=--=0) na elek-
troforese van 0,2 ml gecentrifugeerd extract uit tabak cv. Samsun NN, 4 dagen na in-
oculggie met gedem, water (a‘g) of 100 yg TMV W U] per wl (b,d,e): 24 uur na opname
van ““S-methionine (a,b) of °'"C-leucine (c-e) (respectievelijk 14 en 16 UCi per plant
met drie bladeren) en 48 uur na inspuiting met AD (20 ug per ml){e). Elektroforese
vond plaats in 10X polyacrylamidegels {vertakker: Bis {a,b}; ethyleendiacrylaat (c-e));
kleuring met amidoblack.
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het mogelijk zijn dat deze componenten minder sterk gerem] werden door A'D dan de ove-
rige banden. In mindere mate geldt dit voor alle banden in het gebied 0,60-1,00 ten
opzichte van die in het gebied 0,00-0,60. Deze resultaten zijn daarmee in overeen-
stemming met de in 5.3 beschreven waarneming dat AMD de synthese van de nieuwe compo-
nenten slechts gedeeltelijk remt,

Hoewel bij elektroforese van extracten uit geinfecteerde planten geen duidelijk
verhoogde incorporatie werd waargenomen op de posities van de nieuwe componenten,
wijzen de relatieve activiteitsverdelingen op een verhoogde relatieve incorporatie op
deze posities, De novo synthese van de nieuwe componenten blijft daarom, althans ten
dele, waarschijnlijk. Een aan de elektroforese voorafgaande zuivering der nieuwe com-
ponenten 1lijkt echter noodzakelijk om de incorporatie van radicactieve aminozuren in
elk der componenten en het effect van AMD op deze incorporatie duidelijk te kunnen
vaststellen,

5.5, Mogelijke functies van de nieuwe componenten

Door gebruik te maken van specifieke enzymkleuringen, analoog aan die welke bij
het histo~ en cytochemisch onderzoek toegepast worden om de lokalisering van enzymen
in weefsels of cellen vast te stellen, konden de posities van een twintigtal enzymen
worden vastgesteld op gels waarop eiwitten uit niet-geinfecteerde of gelnfecteerde
planten waren gescheiden, Niet-geinfecteerde Samsun en Samsun NN planten onderscheid-
den zich in geen enkel geval in de iso#nzympatronen van de onderzochte enzymen; deze
zijn in de vorm van diagrammen weergegeven in Fig. 5.3, Dit resultaat vormt een uit-
breiding van en bevestigt tegelijkertijd de in 3.1 beschreven waarneming dat geen ver-
schillen optraden tussen eiwitpatronen van niet-geinfecteerde Samsun en Samsun NN
planten.

De iso#nzympatronen van geinfecteerde Samsun planten vertoonden ten opzichte van
die uit niet-geinfecteerde planten slechts kwantitatieve verschillen; geinfecteerde
Samsun MN planten waren, naast omvangrijke kwantitatieve veranderingen, tevens geken-
merkt door het verschijnen van een nieuwe peroxidaseband bij Rf 0,12 in 7,5% gels en
een waarschijnlijk nieuw isoénzym van ribonuclease bij R, 0,63 in 10% gels (vgl. 5.8).
De posities van deze beide nieuwe isoénzymbanden kwamen niet overeen met die van nieu-
we eiwitcomponenten, Ook kwamen die van de nieuwe componenten in geen enkel geval over-
een met de posities van iso#nzymen van €én of meer der onderzochte enzymen die speci-
fiek geactiveerd werden na infectie van Samsun NN planten met T4V W Ul. Evermin bleken
zij te kleuren in reacties op glycoprotelnen, lipoproteinen of RNA. Het bezit van eni-
ge enzymatische activiteit van de nieuwe componenten kon dus niet worden aangetoond.

De kleuring met amidoblack van de eiwitbanden van niet-geinfecteerd materiaal was
zeer stabiel. Met amidoblack gekleurde patronen van met TMV geinfecteerd materiaal wa-
ren eveneens stabiel voorzover deze in kwalitatief opzicht overeenkwamen met die van
niet-geInfecteerd materiaal., In de gebieden 0,70-1,00 op 7,5% gels en 0,50-1,00
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Fig. 5.3. Densitometargrafiek van het eiwitpatroon en diagrammen van isoenzympatronen
van tabak cv., Samsun NN. Elektroforese van gecentrifugeerde extracten vond plaats in

7,5% polyacrylamidegels. Resultaten uit verschillende experimenten zijn gecorrigeerd

voor verschillen in R, waarden op grond van vergelijking van eiwitpatronen die in el-
ke reeks waren opgenoﬁen en gekleurd werden met amidoblack.
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op 10% gels trad echter vermindering van de kleurintensiteit op in de tijd, vooral in
die van de nieuwe eiwitcomponenten. Daarentegen werden de nieuwe componenten blijvend
zeer sterk gekleurd door coomassieblue (vgl. Fig. 3.7 b). Daar deze kleurstof bij voor-
keur gebonden wordt aan basische groepen (Fazekas de St, Croth et al., 1963; Laver,
1970), kan dit een aanwijzing vormen dat de nieuwe eiwitcomponenten een hoog gehalte
aan basische aminozuren bevatten, Dit zou verklaren waarom bij bewaren van de gels in
7% azijnzuur kleurverlies optrad en kleuring met amidoblack in TCA betere resultaten
gaf dan kleuring in azijnzuur (vgl. 2.6.2). Recent onderzoek door Gianinazzi {perscon-
lijke mededeling) lijkt er op te wijzen dat een nieuwe component die in tabak var.
Xanthi-nc gevonden wordt na infectie met TV en overeenkomt met de nieuwe component
IV, ongeveer 10% basische aminozuren bevat. Ook hier kan zuivering van de componenten
opheldering verschaffen,

Figuur 5.1 d laat zien dat in extracten van niet-geinoculeerde, jonge, zich ontwik-
kelende bladeren van 14 dagen tevoren met TMV W U1 gelnoculeerde Samsun NN planten de-
zelfde vier nieuwe eiwitcomponenten in kleine hoeveelheden aanwezig waren, terwijl
het eiwitpatroon verder overeenkwam met dat van jonge bladeren van met water geinocu-
leerde planten — identiek aan dat van met water geinoculeerde bladeren (Fig. 5.1 a).
In sommige experimenten traden in dergelijke bladeren tevens in meerdere of mindere
mate kwantitatieve veranderingen op overeenkomend met die in geinoculeerde bladeren.
dieruit blijkt dat in feite alle veranderingen die door infectie met TMV lokaal teweeg-
gebracht worden, in geringe mate ook systemisch optreden. Van deze veranderingen was
de inductie van de vier nieuwe componenten echter steeds het opvallendst,

Indien slechts twee of vier oudere bladeren van een plant geinoculeerd werden, kon-
den een week later in extracten van de daarboven gelegen bladeren zeer zwakke banden
met dezelfde R, waarden als die der nieuwe eiwitcomponenten worden waargenomen, zelfs
wanneer de geinoculeerde bladeren op de vierde dag na inoculatie waren verwi jderd.
Hieruit blijkt dat de nieuwe eiwitcomponenten inderdaad in de jonge niet-geinoculeerde
delen van de plant geinduceerd worden en in hoeveelheid toenemen in de tijd.

Met TNV en met TRV geinoculeerde planten vertoonden dezelfde veranderingen in ei-
witpatronen als Samsun NN planten na infectie met TV W U1 (vgl. Tabel 4.1, 4,2), Jon-
ge zich na inoculatie ontwikkelende bladeren bevatten respectievelijk geen TNV en wel
TRV, maar vertoonden in geen van beide gevallen symptomen. Bij elektroforese van ex-
tracten uit dergelijke bladeren van 14 dagen tevoren geinoculeerde Samsun of Samsun
NN planten, werden in alle gevallen de vier nieuwe componenten in lage concentraties
waargenomen. Extracten van jonge, symptoomloze bladeren van Samsun planten die 14 da-
gen tevoren gelnoculeerd waren met TMV HR bevatten de componenten I en IV in zeer lage
concentratie, terwijl component II duidelijk kon worden waargenomen na elektroforese
op 103 gels; component III kon niet worden aangetoond. In jonge, zich ontwikkelende
bladeren van 14 dagen tevoren met TV HR geinoculeerde Samsun EN en Samsun NN planten
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konden geen nieuwe componenten worden waargenomen.

Wanneer niet-geinoculeerde, jonge, zich ontwikkelende bladeren van ¥. glutinosa 14
dagen na inoculatie met ™V W Ul geéxtraheerd werden, bleek bij elektroforese in 7,5%
gels een opvallende band aanwezig bij A, 0,43 en een zwakkere band bij Rf 0,77, In 10%
gels was de nieuwe band aanwezig bij & 7 0,57 en werd een opvallende band waargenomen
bij Rf 0,75 (vgl. Tabel 3.1). Hieruit blijkt dat in ¥, glutinosae, evenals in Samsun NN
planten, de veranderingen die na inoculatie met TV geinduceerd werden in de geinocu-
leerde bladeren, ook optraden in de niet-geinoculeerde delen van de plant, In deze de-
len werd wederom een toename in de hoeveelheid van deze eiwitten waargenomen in de
tijd: 7 dagen na infectie was in 10% gels alleen band ¢,75 duidelijk waarneembaar,
terwijl band 0,57 nog niet aanwezig leek te zijn. In 7,54 gels werd op dat moment
slechts een lichte stijging in band 0,43 gevonden.

Bet feit dat zowel in K. tabacwm cv. Samsun NN als in ¥, glutinosa en, wat eerst-
genoemlde soort betreft na infectie met verschillende virussen, nieuwe componenten aan-
wezig waren in de niet-gelnoculeerde delen van de planten, waar zij vanaf een week na
infectie toenamen in hoeveelheid, suggereert een relatie met het optreden van verwor-
ven systemische resistentie (vgl, Ross, 1961b; Bozarth en Ross, 1964). Dit verschijn-
sel lijkt bepaald te worden door hetzelfde mechanisme als de corspronkelijke vlekvor-
ming na de eerste inoculatie (Ross, 1966; Davis en Ross, 1968; Ross en Israel, 1370),
Aangezien gevonden werd dat de eiwitsamenstelling van de waardplant zich op dezeifde
manier wijzigde in de gelnoculeerde en in de niet-gelnoculeerde delen, is het mogelijk
dat de nieuwe eiwitcomponenten een rol spelen bij het verhinderen van de uitbreiding
van het virus. Omdat zij pas 3-4 dagen na infectie waarneembaar waren, is het zeer on-
waarschijnlijk dat zij een rol spelen bij de initiatie van de lokale vlekvorming, te-
meer daar dit verschijnsel bepaald wordt door dezelfde, zowel in de variSteit Samsun
NN als in ¥, glutinosa aanwezige N¥ genen. Daar het virus echter niet gelokaliseerd
wordt door het afsterven van de cellen (Kassanis, 1952; Martin en Gallet, 1566a), maar
in een actieve vorm aanwezig is in een kring rondom de lokale vlek (Hayashi en Matsui,
1965; Milne, 1966b}; Martin en Gallet, 1966b,c), moet er een mechanisme zijn dat de
ontsnapping van het virus verhindert. Bij 30° worden door TMV in Samsun NN planten
systemische mozaieksymptomen geinduceerd, hetgeen overeenkomt met de reactie van Sam-
sun planten bij 20°, onder die omstandigheden waren de vier nieuwe camponenten niet
aanwezig. Bij overbrenging van bij 20° geInoculeerde Samsun NN planten naar 30° namen
de hoeveelheden van de nieuwe camponenten, met uitzondering van band III, aanzienlijk
af. De nieuwe componenten zouden daarom een rol kunnen spelen bij de remming van de
virusvermenigvuldiging of van de uitbreiding van het virus in het blad. Gezien het
feit dat na infectie met TMV verschillende veranderingen in de eiwitpatronen gevonden
werden in verschillende tabaksscorten, is het mogelijk dat eenzelfde mechanisme op
verschillende wijze werkzaam is in verschillende plantesoorten.
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5.6. Toetsen van een eventuele remmende werking van de nieuwe componenten

5.6.1. Correlatie tussen het voorkomen van de nieuwe componenten en het optreden van
vervorven systemische resistentie in vive

Verworven systemische resistentie uit zich primair in een reductie van de diameter
van de lokale vlekken die gevormd worden na een tweede incculatie met een virus waar-
op de plant hypersensitief reageert (Ross, 1966). Om een eventuele correlatie te kun-
nen vaststellen tussen de aanwezigheid van niewe componenten en het optreden van ver-
worven systemische resistentie werden de jonge bladeren van 4 weken tevoren met PVX,
PVYO, PW™ of OW en 14 dagen tevoren met TW W U1, T™V HR, TNV of TRV geinoculeerde
Samsun NN planten gelnoculeerd met TMV W U1 of, in &&n geval, met TNV. Oorspronkelijk
met water geinoculeerde planten dienden als controle, Zeven dagen na de tweede inocu-
latie werden de diameters van de lokale vlekken op proef- en controleplanten gemeten,
waarbij overeenkomstige bladniveaus werden vergeleken. Jonge bladeren van planten die
14 dagen tevoren waren bespoten met kwikchloride werden eveneens getoetst. Daar plan-
ten die gelnoculeerd zijn met RNA eveneens verworven resistentie vertonen (Cheo et al.,
1968; Gicherman en Loebenstein, 1968; Meneghini et al., 1969}, werden Samsun NN plan-
ten geinoculeerd met een oplossing van 40 mg gist-RNA per ml gedem. water (Cheo et al.,
1968), Zeven dagen later werden de gelnoculeerde bladeren en nog eens 7 dagen later
de jonge, niet-geInoculeerde bladeren getoetst op het optreden van verworven resisten-
tie. In de eiwitpatronen van met RNA geInoculeerde planten werd op deze tijdstippen
geen enkel verschil waargenomen vergeleken met planten die met gedem. water waren ge-
inoculeerd. De resultaten zijn weergegeven in tabel 5.4.

Hieruit blijkt dat het voorkomen van nieuwe componenten steeds gepaard ging met een
kleinere diameter van de vlekken die ontstonden na de tweede inoculatie. Kleinere
vlekdiameters traden echter ook op buiten aanwezigheid van de nieuwe componenten, en
wel wanneer de planten de eerste maal niet met een virus waren gelnoculeerd. De eerste
maal met PVY® geinoculeerde planten bevatten alleen de nieuwe componenten I en IT (vgl.
Tabel 4.2); de reductie was echter in hoge mate significant en groter naarmate de ge-
toetste bladeren ouder en daarmee langer geinfecteerd waren. De eerste maal met OV
geinoculeerde planten vertoonden, naast in hoge mate significant grotere diameters op
de jongste bladeren, kleinere diameters op de oudste bladeren die het langst geinfec-
teerd waren en waarin de nieuwe componenten waarschijnlijk nagenoceg uitsluitend gelo-
kaliseerd waren {vgl, 6). Daar planten die onder kasomstandigheden met TMV HR werden
gelnoculeerd witte stippen tot zeer kleine necrotische vlekjes vormden en hierin, in
tegenstelling tot planten die waren gelnoculeerd in de plantengroeikamer, nieuwe com-
ponenten in zeer lage concentratie voorkwamen, is het niet onaannemelijk dat in deze
combinatie cok in de jonge, niet-geinoculeerde bladeren sporen van de nietwe componen-
ten aanwezig waren. .

Bespuiting van bladeren met kwikchloride bracht een zeer sterke verworven systemi-
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Tabel 5.4.

Mate van verworven systemische resistentie in Samsun NN planten na infec-

tie met verschillende virussen of na verschillende behandelingen

Eerste Tweede  Niveau °  Controle Proef Perc. van_ Voorkomen
inocu- inocu- (eerste inocu- diam. lokale controle van nieuwe
latie latie latie: water) vlekken & (mm) componen-
diam. lokale ten d
viekken b (m)
PVX ™ W U 0,75 + 0,19 1,01 + 0,40 135 =% -
Y° TW WUl hoog 0,75 % 0,19 0,55 * 0,25 73 & + ¥
P TV WU middel 0,64 + 0,19 0,40 *+ 0,16 63 ™ +
oV TV W U1 hoog 0,52 + 0,13 0,61 + 0,15 118 ™= -
o ™™ WUl middel 0,58 + 0,11 0,59 * 0,15 101 +
o ™ W U laag 0,47 + 0,10 0,36 * 0,10 77 X +
™ HR TWWU 0,91 + 0,25 0,80 + 0,21 88 .
™HR @ T™vwul T 0,92+ 0,12 0,70 + 0,16 76 ** +
™™V W U1 TW W U1 0,57 + 0,16 0,24 * 0,09 3 .
™ ™V W Ut 0,57 + 0,16 0,38 + 0,14 67 ** +
TRV T W U1 0,57 + 0,16 0,28 + 0,10 50 XX +
iyt TV W U1 0,62 + 0,14 0,40 + 0,15 g5 ** +
HgCl,  TW W U1 0,85 + 0,10 0,40 * 0,07 7™ -
gist-RA W W U1 9 0,72+ 0,09 0,56 * 0,12 77 ™= -
gist-RNA TMV W U1 # 0,59 + 0,12 0,55 + 0,07 92 -
T™ WUI TN 0,35 + 0,15 0,25 + 0,09 70 ** .
™ ™ 0,35+ 0,15 0,18 * 0,10 51 ** .
a

P T -

van vier weken tevoren geinoculeerde planten die een systemische reactie vertoon-
den, werden zonodig drie bladniveaus onderscheiden: hoog = jonge bladeren; middel =
jong volgroeide bladeren; laag = oudere bladeren.

diameters werden bepaald met behulp van een binoculair met oculairmicrometer bij
een vergroting van 10x en gemeten in twee richtingen loodrecht op elkaar,

de betekenis van de gevonden verschillen werd statistisch onderzocht bij gebruik
van Students t-toets; = significant op het 1% niveau of beter (p < 0,01).
vergelijk tabel 4,2.

planten werden in een plantengroeikamer gehouden.

planten werden tot aan de tweede inoculatie onder kasomstandigheden gehouden.
verworven lokale resistentie.

verworven Systemische resistentie.

gelnoculeerde bladeren :
jonge, niet-geinoculeerde bladeren :
alleen componenten I en 1I.
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sche resistentie teweeg zonder dat nieuwe componenten optraden. Aangenomen mag wor-
den dat het kwikchloride de plant was binnengedrongen. In tabak worden apgenomen laag-
moleculaire verbindingen snel door de gehele plant heen verspreid (Kuiper, persoonlijke
mededeling), Het is bekend dat TMV-RNA geinactiveerd wordt door HgCl2 in vitro (San-
telli, 1966). Eenzelfde verschijnsel zou ook tm vivo kunnen optreden, waardoor de vi-
rusvermenigvuldiging geremd zou worden en het resultaat hetzelfde zou zijn als bij
aanwezigheid van remmende componenten. Incculatie met gist-RNA bracht wel een ver-
worven resistentie teweeg op de gelnoculeerde bladeren, maar het effect op de jonge,
zich ontwikkelende bladeren was niet significant. Dit mechanisme 1lijkt daarom ver-
schillend van dat waarin de eerste maal met een necrose verwekkend virus werd gein-
oculeerd,

Resumerend kan gesteld worden dat er een duidelijke correlatie bestaat tussen het
voorkomen van de nieuwe componenten en het optreden van verworven systemische resis-
tentie! Op grond van het feit dat ook met PVY® geinfecteerde planten duidelijk dit
verschijnsel vertonen en deze slechts de. nieuwe componenten I en II bevatten, 1lijkt
het waarschijnlijk dat &én van deze componenten of beide primair van belang zijn voor
het optreden van resistentie. Het voorkomen van de nieuwe componenten is echter niet
de enige factor die hiervoor verantwoordelijk kan zijn. In de homologe combinatie
(TMV = TMV; TNV - TNV) werd een in hoge mate significant sterker effect gevonden dan
in de heterologe (IMV - TNV; TNV - T™V). Virusspecifieke factoren spelen daarom even-

eens een rol,
S.6.2. Afwezigheid van een remmend effect van de nieuwe componenten in vitre

Uit niet-geinfecteerde en 7 dagen tevoren met THV W Ul geinoculeerde Samsun NN
planten werd een gezuiverde oplosbare eiwitfractie bereid, uitgaande van de fracties
die na de beginpiek ge#lueerd werden bij gelfiltratie over Sephadex G 50 (vgl. Van
Locn en Van Kammen, 1968). De nieuwe componenten zijn in deze latere fracties aanwe-
zig (vgl. 5.7.2). De gezuiverde fracties werden ingespoten in bladhelften van Samsun
NN planten waarvan alle bladeren op drie na verwijderd waren, in een concentratie van
I mg eiwit per ml. De aantallen vlekken die op deze bladhelften ontstonden na inocu-
latie met 1 pg T™™V per ml zijn weergegeven in tabel 5.5. Hieruit blijkt dat in alle
gevallen onder invloed van eiwit uit geinfecteerde planten een groter aantal vlekken
werd waargenomen. Een verschil in diameter van de vlekken leek niet op te treden.

Pe eiwitfracties werden eveneens getoetst door incculatie gelijktijdig of 24 wur
voor inoculatie met TMV. Uit tabel 5.5 blijkt dat ook in dit geval een toename van het
aantal vlekken op de met eiwit uit geinfecteerde planten geinoculeerde bladhelften
werd waargenomen.

Daar een eventueel effect van de nieuwe compenenten op aantal of diameter van de
vlekken in deze experimenten gemaskeerd zou kunnen zijn door effecten van andere aan-
wezige eiwitten, werd getracht experimenten uit te voeren met zo veel mogelijk &én
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Tabel .5.5. Invloed van een gezuiverde oplosbare eiwitfractie uit met TMV W Ul geln-
fecteerde Samsun NN tabak op de vorming van lokale vlekken op dezelfde variéteit bij
inoculatie met dezelfde virusstam

Toediening ¢ Tijdstip van Aantal vlekken per bladhelft Percentage
inoculatie controle ¢ proef 4 t.o.v. controle
inspuiting 1 wur 9 14 166
24 wur 420 574 137
inoculatie gelijktijdig 75 82 109
24 wur 1313 1595 122
a

gezuiverde eiwitfracties uit niet-geinfecteerde en 7 dagen tevoren met 100 ug TVW
per ml gelnoculeerde Samsun NN planten werden ingespoten in, respectievelijk gein-
oculeerd op overeenkomstige bladhelften van Samsun NN planten in een concentratie
van 1 mg eiwit per ml.

bladeren werden geinoculeerd met 1 yg T™MV W U1 per ml,

bladhelften ingespoten of geInoculeerd met eiwit uit niet-geinfecteerde planten,

[+

bladhelften ingespoten of geilnoculeerd met eiwit uit met T™V gelnoculeerde planten.

component bevattende fracties, Onmiddellijk na elektroforese van extracten uit met
TV W U1 geinfecteerde Samsun NN planten, werden van alle gels, op €&n na, met een
scheermesje plakjes uitgesneden die, op grond van de verwachte R, waarde, &&n der
nieuwe componenten bevatten. De overgebleven gel werd gekleurd en de positie van de
nieuwe componenten na ontkleuring vergeleken met die der uitgesneden plakjes. In som-
mige gevallen werden plakjes uitgesneden die zowel component I als II bevatten. Over-
eenkomstige plakjes werden tezamen geBlueerd. De hoeveelheid eiwit die bij deze werk-
wijze kon worden verkregen was zo gering, dat een eventueel effect van toediening
door inspuiting niet getoetst kon worden. De eluaten werden daarom gemengd met TV
en vervolgens uitgestreken op bladhelften van Samsun KN en N. glutinosa. Terwijl albu-
mine in een concentratie van 20 wg per ml een reductie van het aantal vlekken van ge-
middeld 23% teweegbracht, werd van geen der geéxtraheerde fracties enig effect op het
aantal of de diameter van de ontstane vlekken waargenomen.

Door middel van preparatieve elektroforese in polyacrylamidegel werd ongeveer 150
ug vrijwel zuivere component IV gewonnen. Bij toetsing op dezelfde wijze trad wederom
geen significant effect op het aantal of de diameter der vlekken op. Daar in 5.6.1
werd gevonden dat verworven resistentie waarschijnlijk eerder samenhangt met de aan-
wezigheid van de componenten I en II, behoeft dit resultaat geen verwondering te wek-
ken., In de componenten I en II bevattende eluaten was de eiwitconcentratie waarschijn-
1ijk zeer laag, waardoor een eventueel effect mogelijk niet tot uiting kwam. Het is
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ook mogelijk dat de componenten op andere wijze dan door inoculatie in de cellen ge-
bracht moeten worden om hun werking uit te oefenen. Tenslotte is het niet uitgesloten
dat bij extractie en zuivering de biologische activiteit verloren gaat.

5.6.3, Correlatie tussen het voorkomen van de nieuwe componenten en remming van de
virussynthese in vive

In met TNV geinoculeerde planten worden de nieuwe componenten eveneens geinduceerd
in de jonge, zich ontwikkelende bladeren (vgl. 5.5), terwijl het virus gelokaliseerd
blijft in de geinoculeerde bladeren. Indien de nieuwe componenten een remmend effect
zouden hebben op de virussynthese, zou de vermenigvuldiging van TV bij inoculatie
van de jonge bladeren van 14 dagen tevoren met TNV gelnoculeerde Samsun planten moe-
ten achterblijven bij de vermeerdering in oorspronkelijk met water geinoculeerde plan-
ten. Dit werd nader onderzocht door 3 dagen na inoculatie van deze bladeren met TMV
W U1 de virusconcentratie hierin te bepalen.

Zoals blijkt uit tabel 5.6 werd bij toetsing van gecentrifugeerde extracten op
bladhelften van N, glutinosaz, in corspronkelijk met TNV geinfecteerde Samsun planten
een aanzienlijk lagere infectiositeit gevonden dan in oorspronkelijk met water gein-
oculeerde planten, In &&n van de experimenten werd het virus verder gezuiverd. Hier-
bij bleken de verhoudingen van de aanwezige hoeveelheden virus niet significant te

Tabel 5.,6. Invloed van voorafgaande infectie met TNV op de synthese van TV W Ul in
Samsun tabak %

Exp. Infectiositeit ° Perc. Hoeveelheid € Perc.
aantal vlekken per bladhelft t.o0.v, pg virus/g blad t.o.v,
controle ¢ proef d controle controle © proef d controle
1 182 a2 23 -7 - -
II 143 91 64 24 17 "
a

Samsun planten waren 17 dagen tevoren geinoculeerd met water of TNV (100 pg/ml).
De jonge bladeren die zich nadien ontwikkeld hadden waren 3 dagen tevoren geiInocu-
leerd met TMV W Ut (100 pg/ml), Infectiositeit en hoeveelheid van TV in de gein-
oculeerde bladeren werden bepaald.

gecentrifugeerde extracten werden uitgestreken op 12 bladhelften van N, glutinosa.
extracten uit oorspronkelijk met water geinoculeerde planten.

extracten uit corspronkelijk met TNV geinoculeerde planten.

de hoeveelheid virus werd spectrofotometrisch bepaald na voorafgaande zuivering.

- e B0

- ¢ niet onderzocht.
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verschillen van die der infectiositeiten in de oorspronkelijke extracten, zodat de
specifieke infectiositeit van het virus niet was verminderd. Hieruit kan geconcludeerd
worden dat de lagere infectiositeit in tevoren met TNV geinfecteerde planten niet be-
rustte op een grotere hoeveelheid remstoffen, maar gezocht moet worden in een vermin-
derde virussynthese, Verworven systemische resistentie komt klaarblijkelijk niet al-
leen tot uiting als de tweede inoculatie plaatsvindt met een virus waarop tabak hy-
persensitief reageert, maar evenzeer bij herinoculatie met een systemisch infecterend
virus. Het verschijnsel van verworven systemische resistentie heeft dus een algemener
karakter dan tot dusverre werd aangenomen.

5.7. Onderzoek naar verdere kwalitatieve verschillen in eiwitconstitutie tussen niet-
geTnfecteerde en met TMV W U]l geinfecteerde tabak cv. Samsun NN

Hoewel gebleken is dat er een duidelijke correlatie bestaat tussen het voorkomen
van de nieuwe componenten en een remming van de virussynthese in vive, kon in vitro
.geen activiteit van de nieuwe componenten aangetoond worden. Het is daarom mogelijk
dat nog andere eiwitten in geinfecteerde planten aanwezig zijn die een rol kunnen spe-
len bij dit verschijnsel. Niet uitgesloten is dat &én of meer in tabel 4,1 als kwanti-
tatief beschreven veranderingen in feite kwalitatieve veranderingen vertegenwoordigen,
maar door het samenvallen met andere banden in de eiwitpatronen niet als zodanig onder-
kend konden worden. Om hierin meer inzicht te verkrijgen. werd een drietal fractione-
ringstechnieken beproefd.

5.7.1. Gefractioneerde precipitatie met ammoniumsylfaat

Bij gefractioneerd uitzouten van gezuiverde eiwitoplossingen met ammoniumsulfaat
in trappen van 20% verzadiging, werd een verdeling van de hoeveelheid gezuiverd eiwit
gevonden als weergegeven in tabel 5.7. Verreweg de grootste hoeveelheid eiwit werd
neergeslagen tussen 20 en 40% verzadiging. Wanneer zoveel mogelijk gelijke hoeveelhe-
den eiwit uit de verschillende fracties aan elektroforese in 7,5% gels werden onder-
worpen, bleken de aldus verkregen patronen een viceiende reeks te vormen met voorna-
melijk banden bij lage Rf waarden (0-20 en 20-40% verz.) tot voornamelijk bandemr bij
middel en hoge Rf waarden (60-80 en B0-100% verz.). De in 3.5 beschreven kwantitatie-
ve verschillen tussen niet-geinfecteerde en met ToNV W Ul geinfecteerde planten werden
hierin zeer duidelijk bevestigd. Daarnaast werd in de fractie 0-20% verz. uit geinfec-
teerde planten een opvallende band 0,13 waargenomen, die niet als zodanig aanwezig
was in dezelfde fractie uit niet-geinfecteerd materiaal. Tevens leek een zwakke nieuwe
band aanwezig bij R, 0,28, terwijl ook sporen van de nieuwe componenten I, II en III
voorkwamen. Band 0,13 was in zwakkere vorm evencens aanwezig in de fractie 20-40% verz.
uit geInfecteerd materiaal. Hierin was band 0,28 opvallend en traden zwakke banden op
de posities van de nieuwe componenten I-III op. Fractie 40-60% verz. werd gekenmerkt
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Tabel 5.7. Verdeling van gezuiverd oplosbaar eiwit uit Samsun NN tabak bij gefrac-
tioneerd uitzouten met ammoniumsulfaat

Fractie Niet-gelnfecteerd materiaal Met ™MV W Ul geinfecteerd materiaal
0-20% verz. [} 2%
20-40% verz, 65% 58%
40-60% verz. 174 28%
60-80% verz, 8% 114
80-100% verz. 4% 1%
totaal 100% 100%

door kwantitatieve verschillen in een groot aantal banden en het veorkomen van rela-
tief hoge concentraties van de componenten I, II en III, en waarschijnlijk eveneens
IV. In de fractie 60-80% verz. waren de componenten I en II nog slechts als zwakke
banden aanwezig; component III vormde een zeer sterke band, terwijl een extreem hoge
band aan het front de aanwezigheid van component IV vertegenwoordigde. De fractie 80-
100% verz. bevatte nog slechts sporen van de componenten III en IV,

Uit het bovenstaande volgt dat mogelijk ook nieuwe componenten aanwezig waren bij
Rf 0,13 en 0,28. De nieuwe componenten I en II werden grotendeels in de fractie 40-60%
verz. neergeslagen; de componenten II en IV voor een gedeelte in dezelfde fractie,
doch voor het grootste deel in de fractie 60-80% verz. Op deze wijze kan dus reeds
een aanzienlijke zuivering van de nieuwe componenten tot stand gebracht worden.

5.7.2. Gelfiltratie over Sephadex G 100

Gelfiltratie van gezuiverde eiwitoplossingen over Sephadex G 100 leidde tot elutie-
patronen als weergegeven in Fig. 5.4 voor oplosbaar eiwit uit niet-geinfecteerde plan-
ten. Fracties werden op de in de figuur aangegeven wijze verzameld, geconcentreerd en
onderworpen aan elektroforese in 7,5% gels. De resultaten zijn weergegeven in Fig. 5.5
en 5.6.

Bij toepassing van de door Determann (1969) gegeven formule: log MW = 5,941 - 0,847
(Ve/VB) kan een schatting gemaakt worden van het molecuulgewicht van de in de achter-
eenvolgende fracties geélueerde eiwitten. In deze formule heeft V, betrekking op het
elutievolume van een bepaalde eiwitfractie, terwijl VO het dode volume van de kolom
aangeeft. Voor de betrokken kolom bleek deze formule van toepassing bij molecuulge-
wichten > 20,000, zoals was gebleken bij calibratie met serum-albumine (MW 66.500) en
trypsine (MW 23.800). Lysozym 0V 14.400) werd echter aanmerkelijk later geélueerd
dan met de formule overeenkwam. Aannemende dat de ,fraction I protein bevattende be-
ginpiek direct na het dode volume van de kolom werd getlucerd en rekening houdend met
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Fig, 5.4. Elutiepatroon van een gezuiverde eiwitoplossing uit tabak c¢v. Samsun NN op
Sephadex G 100, De aangegeven fracties werden verzameld, geconcentreerd en onderwor-~
pen aan elektroforese.

het feit dat de bij het concentreren van de fracties gebruikte UM 10 membraan verbin-
dingen met een molecuulgewicht < 10,000 doorlaat, komt men voor de fracties ruwweg
tot de volgende molecuulgewichtsverdeling: fractie I: > 100.000; fractie II: 60.000-
100.000; fractie III: 20.000-60.000; fractie IV: 15.000-20.000; fractie V: 12,000-
15.000; fractie VI: 10.000-12.000.

Fractie I bevatte verreweg de grootste hoeveelheid eiwit (vgl. Fig. 5.4), maar ver-
toonde een relatief weinig complex patroon met een beperkt aantal banden met lage &
waarden (Fig. 5.5 a en 5.6 a). ,Fraction I protein", de voornaamste eiwitband, werd
in deze fractie ge#lueerd. Kleuring direct onder het grensvlak tussen concentratiegel
en scheidingsgel in de overige patronen was een gevolg van aspecifieke aggregatie ont-
staan tijdens de bewerkingen, Duidelijk blijkt uit de patronen dat in de latere frac-
ties een verschuiving van de R, waarden der banden naar hogere waarden algemeen was,
Daarom moet het zeefeffect van de polyacrylamidegel een belangrijke rol spelen bij de
scheiding van de eiwitten gedurende de elektroforese.

Aanzienlijke verschillen traden op tussen de patronen van overeenkomstige fracties
uit niet-geinfecteerde en geinfecteerde planten, vooral in de fracties IV-VI (Fig. 5.5
d-f en 5.6 d-f), De patronen vervolgend van lage naar hoge R, waarden konden de vol-
gende veranderingen worden vastgesteld in peInfecteerd materiaal, waarbij getracht
werd deze veranderingen in verband te brengen met de in 3.5 beschreven veranderingen
(vgl. 4.9, 4,10; Tabel 4.1):

- het verschijnen van een blijkbaar nieuwe band 0,09 in fractie IV, welke een duide-

lijke piek vormde in fractie V (14);

- een sterke stijging in band 0,13 in fractie II (15);
- het verdwijnen van band 0,14 in fractie IV en V (16);
- een sterke stijging in band 0,15 in fractie II (17);
- een sterke daling van band 0,17 in fractie I en II;
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Fig. 5.5. Densitometergrafiecken van eiwitpatronen van tabak cv. Samsun KN, 7 dagen na
inoculatie met gedem. water: gezuiverde oplosbaar eiwitfracties, verkregen door gelfil-
tratie over Sephadex G 100, Elektroforese van 100 ug eiwit uit fractie I (a), II (b),
II1 (c), IV (d) en V {e) en 80 pg uit fractie VI (f) vond plaats in 7,5% polyacrylami~
degels; kleuring met amidoblack.
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Fig., 5.6, Densitometergrafieken van eiwitpatronen van tabak cv, Samsun NN, 7 dagen na
inoculatie met 100 pg TMV W Ul per ml: gezuiverde oplosbaar eiwitfracties, verkregen
door gelfiltratie over Sephadex G 100, Elektroforese van 00 pg eiwit uit fractie I
{a), II (b), III (c}, IV {d) en V {e) en 50 ug vit fractie VI (f)} vond plaats in 7,5%
Polyacrylamidegels; kleuring met amidoblack.
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- een daling van band 9,20 in fractie III;

= het voorkomen van een mogelijk nieuwe band 0,22 in hoge concentratie in fractie
V en VI; een aanzet hiertoe werd reeds gevonden in fractie IV. Bij niet-geinfec-
teerd materiaal kwam alleen in fractie IV een zwakke doch duidelijke band 0,22
voor, Klaarblijkelijk betrof dit een andere band met dezelfde R f waarde (20);

- een sterke daling van band 0,24 in fractie I (22);

- het verschijnen van een nieuwe band 0,25 in fractie VI;

- een stijging van band 0,27 in fractie II en III;

- het verschijnen van een blijkbaar nieuwe band 0,29 in fractie IV;

« een sterke daling van band 0,31 in fractie I en II; in fractie III was echter een
stijging in deze band opgetreden. Klaarblijkelijk werd deze stijging verocorzaakt
door een andere band met dezelfde R £ waarde (26);

- het verdwijnen van band 0,37 in fractie II; in fractie II[ e.v. was band 0,37 bij
niet-geInfecteerd materiaal nog slechts aanwezig als een zwakke band; in fractie
IV was bij geinfecteerd materiaal een relatief sterke stijging in deze band opge-
treden, Klaarblijkelijk werd deze stijging veroorzaakt door een andere, mogelijk
nieuwe band met dezelfde R, waarde. Band 0,37 vormde een zeer hoge piek in fractie
V en was als zwakke band aanwezig in fractie VI (27, 24, 29);

- een stijging van band 0,41 in fractie II (30);

- tenminste een sterke daling van band 0,42 in fractie IV en V;

- een stijging van band 0,44 in fractie II (32);

- een sterke daling van band 0,45 in fractie III[;

- het voorkomen van een mogelijk nieuwe band 0,46 in hoge concentratie in fractie IV
en V., Bij niet-geinfecteerd materiaal kwam in beide fracties een band met R, waarde
0,47 voor., Band 0,46 was nog als zwakke band aanwezig in fractie VI, Indien band
0,46 inderdaad verschillend zou zijn van band 0,47, zou aangencmen moeten worden
dat band 0,47 sterk gedaald is in fractie IV (3¢);

- een sterke daling van band 0,49 in fractie IV;

- een sterke daling van band 0,51-0,52 (mogelijk twee verschillende banden) in
fractie III, IV, V;

- het woorkomen van een mogelijk nieuwe band 0,54 in relatief hoge concentratie in
fractie IV; een aanzet hiertoe was mogelijk reeds aanwezig in de stijging in band
0,55 in fractie 1I en III; band 0,54 was nog als zwakke band aanwezig in fractie V
(37);

- het 1lijkt niet waarschijnlijk dat de stijging in band 0,55 in fractie II en III ge~
heel voor rekening zou kunnen komen van band 0,54;

- tenminste een sterke daling van band 0,57 in fractie V;

- een stijging in band 0,59 in fractie II en III en een daling in dezelfde band in
fractie IV. Klaarblijkelijk werd deze daling veroorzaakt door een andere band met
dezelfde R, waarde (41);

- tenminste een sterke daling van band 0,65 in fractie IV en V;
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- een sterke stijging van band 0,67 in fractie II; in fractie III was deze band bij
niet-geinfecteerd materiaal intenser, bij geinfecteerd materiaal even intens ge-
kleurd als in de woorgaande fractie; in fractie IV was bij geinfecteerd materiaal
opnieuw een zeer sterke stijging in deze band opgetreden. Klaarblijkelijk werd de-
ze stijging veroorzaakt door een andere, mogelijk nieuwe band met dezelfde R, waar-
de; deze was nog slechts als een zwakke band in fractie V aanwezig (43);

- een sterke stijging in band 0,68 in fractie II en een sterke daling in dezelfde
band in fractie IV en V. Klaarblijkelijk werd deze daling veroorzaakt door een
andere band met dezelfde Rf waarde;

= het voorkomen van een nieuwe band 0,75 in hoge concentratie in fractie IV en V;
een aanzet hiertoe werd reeds gevonden in fractie III; deze band was als een zwak-
ke band aanwezig in fractie VI. Bij niet-geinfecteerd materiaal kwam in fractie
I1I en IV een band voor met dezelfde Rf waarde, doch het lijkt duidelijk dat deze
band de nieuwe component I is;

- het woorkomen van een nieuwe component 0,78 in de vorm van een weinig opvallende
band in fractie III en IV. Dit betrof klaarblijkelijk de nieuwe component II,

- een sterke stijging van band 0,82 in fractie III (X);

- een sterke daling van band 0,85 in fractie III en een sterke stijging in dezelfde
band in fractie IV, Deze stijging werd veroorzaakt door de nieuwe component III
die in zeer hoge concentratie aanwezig was in fractie V en als een zwakke band in
fractie VI, Klaarblijkelijk viel deze component samen met een zwakke band.

De hierboven beschreven veranderingen zijn aanzienlijk gecompliceerder dan die wel-
ke werden waargenomen bij elektroforese van congefractioneerde extracten of fracties
verkregen door partiéle precipitatie met ammoniumsulfaat. Dit is te danken aan de ver-
sterkingsfactor die het gevolg is van de relatief vergaande fractionering. Deze ver-
sterkingsfactor is des te groter naammate de hoeveelheid eiwit en het aantal banden
in een bepaalde fractie kleiner is. Nadat verreweg het grootste gedeelte van het aan-
wezige oplosbare eiwit met ,fraction I protein” reeds in fractie I ge&lueerd was, wa-
ren de individuele eiwitbanden in de velgende fracties bij dalende eiwitconcentratie
relatief steeds sterker vertegenwoordigd. In het totaalpatroon onopvallende verschil-
len werden daardoor duidelijk herkenbaar, vooral in de weinig eiwit bevattende frac-
ties IV-VI. Alle fracties gaven gecompliceerde patronen te zien, maar bij dalende ei-
witconcentratie trad een vermindering van het aantal banden op, waardoor de verschil-
len nog geprononceerder werden.

Bij gebruik van deze fractioneringstechniek konden aarwijzingen worden verkregen
dat verschillende banden meer dan &é&n eiwitcomponent bevatten. Wat R, 0,22 betreft
was zowel in niet-geinfecteerd als in geinfecteerd materiaal in fractie I een zeer
zwakke band aanwezig. Fractie Il bevatte in beide gevallen een zwakke, doch duidelij-
ke band, die in fractie III vrijwel geheel ontbrak. Niet-geinfecteerd materiaal lever-
de in fractie IV wederom een duidelijke band bij deze Rf waarde met slechts sporen
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hiervan in fractie V. Daarin was ¢enr band verschenen met R, 0,21. In geinfecteerd ma-
teriaal was bij Rf 0,22 in fractie IV nauwelijks kleuring te zien doch in fractie V
was een zeer intense component aanwezig. Mogelijk waren bij deze R, waarde dus drie
eiwitcomponenten in het geding. Dergelijke verschijnselen traden ook op bij band 0,37,
terwijl band 0,67 en 0,68 tezamen vier eiwitcomponenten leken te omvatten,

Zeer sterke kwantitatieve verschillen, als in een aantal gevallen waargenomen, wer-
ken echter bij gelijkblijven van de opgebrachte hoeveelheid eiwit door in de relatie-
ve hoeveelheden van andere banden. Het is daarom mogelijk dat verschillende van de re-
latief kleine kwantitatieve veranderingen minder extreem zijn dan beschreven, of in
het geheel niet de werkelijke situatie weerspiegelen. Dit kan echter slechts door een
nauwkeurige bepaling van de hoeveelheden van iedere eiwitcomponent afzonderlijk tot
klaarheid worden gebracht.

Merkwaardig is het optreden in geinfecteerd materiaal van een elftal banden in de
fracties IV, V en VI, die zoniet kwalitatieve, dan temminste zeer sterke kwantitatie-
ve veranderingen weerspiegelen. Uit deze gecompliceerde patronen bleek niet dat de
nieuwe componenten I, II, III inderdaad een kwalitatief verschil vertegenwoordigden,
zoals uit vroeger beschreven experimenten is gebleken. Daarom is evenmin uit te slui-
ten dat de andere banden kwalitatieve verschillen vertegenwoordigen. Met uitzondering
van component 1I, die voornamelijk in fractie III voorkwam, werden deze componenten
grotendeels gezamenlijk en vrijwel buiten aanwezigheid van andere eiwitten aangetrof-
fen in de laatst geélueerde fracties. Klaarblijkelijk betreft het hier eiwitten met
een relatief laag molecunlgewicht (10.000-20.000), doch aanzienlijke verschillen in
lading, daar zij bij elektroforese verspreid over het gehele gel voorkomen. Op grond
van deze eigenschappen kan waarschijnlijk op vrij eenvoudige wijze een zuivering van
deze componenten tot stand gebracht worden, waarmee verdere karakterisering mogelijk
wordt.

5.7.3. Chromatografie op DEAE-cellulose

Chromatografie van gezuiverde eiwitoplossingen op DEAE-cellulose leidde bij traps-
gewijze verhoging van de zoutconcentratie tot elutie van tot B0% van de opgebrachte
hoeveelheid eiwit bij 0,15 M NaCl, Ook bij aanleggen van een continue zoutgradiént
werden de oplosbare eiwitten binnen een klein traject geélueerd zonder dat scheiding
in fracties optrad. Chromatografie op DEAE-cellulose lijkt daarom veel minder geschikt
voor de fractionering van de oplosbare eiwitten uit tabak dan gelfiltratie. Uit het
feit dat verreweg het grootste deel van de eiwitten binnen een beperkt gebied van de
gradiént ge#lueerd werd, kan worden afgeleid dat deze eiwitten bij de gebruikte pH
niet sterk in lading verschilden. Deze conclusie versterkt de mening dat bij elektro-
forese van deze eiwitten in polyacrylamidegel -de scheiding op grond van deeltjesgroot-
te prevaleert boven de scheiding op grend van lading.
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5.8. Kwalitatieve veranderingen in isoénzympatronen van tabak cv, Samsun NN na infece
tie met TMV W U1

5.8.1, Ribonuclease

Voor het zichtbaar maken van eventuele isoénzymen van ribonuclease werd de volgen-
de methode ontwikkeld. In de gels werd 0,054 polyuridylzuur ingepolymeriseerd. Na be-
eindiging van de elektroforese werden de gels gedurende 2 wur geincubeerd in 7% azijn-
zuur. Het duurt enige tijd voordat de pH in de gel de waarde van de azijnzuuroplossing
heeft aangenomen en inactivering en fixatie van de aarwezige enzymen heeft plaatsge-
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Fig. 5.7. Densitometergrafieken van isoénzympatronen van tabak ¢v, Samsun NN, 7 dagen
na incculatie met gedem. water (a,c) of 100 ug TMV W Ul per ml (b,d)! reactie op ri-
bonuclease (a,b} en avereenkomstige controles (c,d). Elektroforese van 0,05 ml gecen-
trifugeerd extract vond plaats in 7,5% polyacrylamidegels., De inzet in a stamt uit

een ander experiment en toont duidelijk de aanwezigheid var vier banden in het betrok-
ken gebied. Het dal rondom positie 0,14 is een artefact als gevolg van de aanwezigheid
van de zeer veel eiwit bevattende ,fraction I protein” band.
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vonden. In dit interval doorloopt de gel een pH-traject van 9,5 tot ca. 2, zodat acti-
viteit van enzymen met verschillende pH-optima tot uiting kan komen. Na incubatie wer-
den de gels gedurende een nacht gekleurd met een oplossing van 1% pyronine Y in 7%
azijnzuur, vervolgens gespoeld met 7% azijnzuur en tenslotte bewaard in dezelfde vicei-
stof. Als controle dienden gels die ormiddellijk na elektroforese gedurende 10 min,
verhit waren op 100°.

Bij gebruik van deze methode ontstonden zeer scherp begrensde, kleurloze banden op
een helderrode athtergrond na elektroforese van gecentrifugeerde extracten uit niet-
geinfecteerde Samsun NN planten (Fig. 5.7 a). Zeven dagen na inoculatie met TMV W U1
waren alle banden sterk toegencmen in intensiteit (Fig. 5.7 b). Bij deze ,negatieve
kleuring' bleek verhoogde activiteit behalve in een dieper, vooral in een breder dal
in de densitometergrafieken tot uiting te komen. Dit schijnt het gevolg te zijn van
-migratie van het enzymeiwit langs de substraatmoleculen (Stegemann, persoonlijke mede-
deling).

In de overeenkomstige controles werden in het geval van niet-geinfecteerde planten
sporen van de meest actieve banden gevonden (Fig. 5.7 ¢). GeInfecteerde planten waren
echter gekemmerkt door een zeer intense band met £, waarde 0,88 (Fig. 5.7 d). Deze po-
sitie kwam niet precies overeen met die van &&n van de vier in dit gebied aanwezige
banden (vgl. Fig. 5.7 a). Bij elektroforese van extracten uit geinfecteerde planten
in 10% gels bleek soms dat naast deze vier isoBnzymen een vijfde band onderscheiden
kon worden bij R, 0,63. Deze waarde kwam overeen met die van de band die in dat geval
in de controle verscheen. Hoewel het niet uitgesloten kan worden geacht dat sporen van
dit iso#nzym aanwezig zijn in niet-geInfecteerde tabak, wijst het optreden van deze in-
tense band in de controle van geinfecteerde planten op een kwalitatief verschil. Dit
betekent dat waarschijnlijk een nieuw iso¥nzym van ribonuclease wordt geinduceerd na
infectie van Samsun NN planten met TMV W U1, dat slechts herkend kan worden op grond
van de eigenschap dat het zijn activiteit behoudt bij verhitting op 100°, Gezien de
R, waarden van deze band bij elektroforese in 7,5 en 10% gels, is dit iscénzym waar-
schijnlijk identiek met band ¥ (Tabel 4.1) die relatief aanzienlijk toenam na infectie
(vgl. 5.7.2).

Het is verleidelijk voor dit nieuwe isoénzym van ribonuclease een rol te postuleren
bij de afbraak van virus-RNA, maar hieromtrent werden geen gegevens verkregen. In ie-
der geval bleek de betrokken band niet herkenbaar in de jonge, zich na infectie ont-
wikkelende bladeren. Een relatie met verworven systemische resistentie ligt dan ook
zeker niet voor de hand.

5.8.2, Peroxidase
Voor het aantonen van peroxidase-activiteit werden de gels na elektroforese gedu-

rende 30 min. gepreincubeerd in een oplossing die 0,02 M waterstofdonor bevatte, waar-
na de reactie in gang gezet werd door overbrengen van de gels in 0,1% HZOZ (Macko et
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al., 1967). Hierbij bleek dat een groep van banden met relatief hoge R L waarden rela-
tief sterk gekleurd werd bij incubatie met hoge concentraties 1,0, in neutraal milieu,
terwijl een aantal banden met lage R, waarden relatief sterker gekleurd werd in aanwe-
zigheid van lage concentraties substraat en bij lage pH. Een representatief kwalita-
tief totaalbeeld werd verkregen bij incubatie in 0,11 H0, in ongebufferd milien,
waarbij de eerste groep banden gekleurd werd, 15 min. later gevolgd door overbrengen
van de gels in 7% azijnzuur. Tijdens het doorlopen van het pH-traject [vgi. 5.8.1)
daalde de concentratie van H,0, in de gels door diffusie van het substraat in de
vloeistof, waardoor gunstige omstandigheden geschapen werden voor het zichtbaar maken
van de tweede groep banden.

Bij elektroforese van gezuiverde eiwitpreparaten uit niet-geinfecteerde en 7 dagen
tevoren met TMV W U1 geInfecteerde Samsun NN planten en gebruik van guaiacol als wa-
terstofdonor (Rudelph en Stahmann, 1964} ontstonden de patronen, weergegeven in Fig.
5.8. In extracten uit geinfecteerde planten bleek een nieuwe, buitengewoon sterk ge-
kleurde band aanwezig bij R, 0,12 (Fig. 5.8 b}, Deze band bezat een veel grotere affi-
niteit tot guaiacol dan tot o-difenolen of benzidine en werd slechts als een relatief
zeer zwakke band waargenomen na stoppen met gedem. water. Bij incubatie bij pH 4,0 en
vooral 2,5 werd deze band daarentegen onmiddellijk sterk gekleurd. Dit wijst er op dat
dit isoZnzym een lager pHsoptimum bezit dan elk der overige isoénzymbanden van per-
oxidase.

De nieuwe band was gewoonlijk voor het eerst herkenbaar op dag 4, bereikte een max-
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Fig. 5.8. Demsitometergrafieken van iscenzympatronen van tabak cv. Samsun NN, 7 dagen
na inoculatie met gedem. water (a) of 100 ug TMV W Ul per ml (b): reactie op peroxi-
dagse (waterstofdonor: guaiacol). Elektroforese van 0,1 ml gecentrifugeerd extract vond
plaats in 7,5% polyacrylamidegels. Het piekje bij R, 0,10 is een artefact als gevolg
van de aanwezigheid van de zeer veel eiwit bevattende ,fraction I protein” band. De
band aan het front is veroorzaakt door het werken van positie 1,00 met Oostindische

inkt,
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imale activiteit op dag 6, en verdween daarna geleidelijk., Hij ontbrak 14 dagen na
inoculatie in de jonge bladeren. Bij vergelijking van verschillende experimenten bleek
de activiteit van deze band gecorreleerd met de vlekdichtheid op de bladeren: in ex-
tracten van bladeren die gelnoculeerd waren met 100 pg TMV per ml overtrof de kleurin-
tensiteit van deze band die van alle andere aanzienlijk; na inoculatie met 1 pg TMV
per ml was de hoogte van de piek echter geringer dan die van de beide opvallende iso-
enzymen met hoge R, waarden. Onder laatstgencemde omstandigheden was de nieuwe band
ock pas op dag 5 herkenbaar. Hieruit blijkt dat dit iso¥nzym aanzienlijk later ver-
scheen dan zichtbare symptomen. De snelle toename viel samen met een afnemende uit- .
breidingssnelheid van de lokale vlekken, terwijl de maximale activiteit bereikt werd
wanneer de symptoomontwikkeling als gedindigd beschouwd kon worden.

Inoculatie met TMV W Ul van de jonge bladeren 14 dagen na een voorgaande inoculatie
van de planten met dezelfde stam leidde eveneens pas tot het verschijnen van de nieu-
we isoénzymband op dag 4 of 5.

In met ™MV HR geinfecteerde Samsun planten was dezelfde nieuwe peroxidaseband her-
kenbaar vanaf dag 8. De activiteit hiervan nam toe tot dag 12, samenvallend met de be-
eindiging van de symptoomontwikkeling, en vervolgens weer af, Ook hier werd de band
niet waargenomen in bladeren die geen symptomen vertoonden. De activiteit was in deze
combinatie aanzienlijk lager dan in de combinatie ™MV W Ul = Samsun NN.

De nieuwe peroxidaseband werd eveneens in geringe mate geinduceerd na infectie met
PVX of PW° in Samsun en Samsun NN planten die nagenoeg geen of zeer zwakke symptomen
van vlekkerigheid vertoonden, terwijl een extreem intense band optrad na het verschij-
nen van symptomen van necrose in beide variéteiten als gevolg van infectie met TNV of
TEV. De band trad niet op na infectie van beide variéteiten met TMV W U1 bij 300, in
de combinaties ™MV W Ut - Samsun EN, T HR - Samsun EN, TMV HR - Samsun NN, OMV -
Samsun en (MV - Samsun NN, of na bespuiting met HgClz, en werd evenmin waargenomen na
bevriezing of in natuwurlijk of kunstmatig verouderende bladeren. Inductie door een vi-
rus schijnt dus noodzakelijk. Ook op grond van het al of niet aarwezig zijn van band
0,12 kan dus een duidelijk onderscheid gemaakt worden tussen door een virus of kunst-
matig geinduceerde necrose (vgl. 4.8}.

Daar de maximale activiteit van dit iso¥nzym in met T geinfecteerde planten sa-
menviel met het einde van de symptoomontwikkeling, zou het optreden van dit iscénzym
mogelijk kunnen bijdragen tot het beperken van de verspreiding van het virus door de
plant. Omdat verworven systemische resistentie optrad bij afwezigheid van het nieuwe
iso&nzym lijkt deze verklaring echter niet erg waarschijnlijk.
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6. ALGEMENE DISCUSSIE

Elektroforese in polyacrylamidegel bleek uitstekend toepasbaar om oplosbare eiwit-
ten uit tabaksbladeren in componenten te scheiden. Deze scheiding berustte grotendeels
op verschillen in grootte van de verschillende eiwitten, maar, vooral in extracten uit
geinfecteerde planten, bleken ook verschillen in lading van belang., Door gebruik te
maken van 5, 7,5 en 10% gels om respectievelijk langzaam, matig snel en snel migreren-
de elwitten te scheiden, en toepassing van histo- en cytochemische kleuringstechnieken
voor het zichtbaar maken van verschillende enzymactiviteiten op de gels, kon een aan-
merkelijke karakterisering van de eiwitconstitutie van tabak bereikt worden. Verge-
lijking van de eiwitpatronen in verschillende virus - waardplant combinaties bij toe-
passing van de verschillende gelconcentraties maakte het daarbij mogelijk de aard en
de specificiteit van de optredende verschillen nauwkeuriger te onderzoeken dan wanneer
slechts €&n gelconcentratie was gebruikt.

In een vroegere publikatie (Van Loon en Van Kammen, 1968) is gewezen op het belang
van een voorafgaande zuivering van de oplosbare eiwitfractie door gelfiltratie voor
het verkrijgen van betrouwbare, reproduceerbare patronen met een optimale scheiding.
Een dergelijke stap kon echter niet toegepast worden bij extracten uit planten die
symptomen van necrose vertoonden. Bij elektroforese direct aansluitend aan de centri-
fugering bleken de verkregen patronen evenwel volledig vergelijkbaar met die van ge-
zuiverde eiwitextracten, en bovendien geen aggregatie te vertonen in het gebied 0,00~
0,10 (vgl. Van Loon en Van Kammen, 1968}, Zelfs bij bewaring onder stikstof gedurende
één of twee dagen traden echter reeds -kwantitatieve veranderingen in de patronen van
deze extracten op, terwijl de banden diffuser werden en de achtergrondskleuring toe-
nam. Terwille van een juiste vergelijking werden in het merendeel der experimenten
gecentrifugeerde extracten gebruikt. Hiertoe was het noodzakelijk de extracten steeds
vers te bereiden. Een bijkomend nadeel was dat de eiwitconcentratie pas achteraf kon
worden bepaald. Daar staat tegenover dat bij elektroforese van gelijke volumina een
indruk verkregen kon worden van de concentraties der verschillende eiwitcomponenten
zoals die in de plant voorkwamen.

Tussen niet-geinfecteerde planten van de variZteiten Samsun en Samsun NN bleken
geen verschillen in eiwitconstitutie aantoonbaar. Na virusinfectie werden echter ka-
rakteristieke veranderingen geinduceerd, afhankelijk van het reactietype en de symp-
toomexpressie. Aan slechts enkele eiwitcomponenten waarin veranderingen optraden na
infectie kon een specifieke functie worden toegekend. De betekenis van de overige
veranderingen blijft vooralsnog duister.

Tot nog toe is bij het onderzoek naar pathogenese en symptoomexpressie steeds de
nadruk gelegd op veranderingen in enzymactiviteiten en zelfs is het optreden van de
hypersensitieve reactie verklaard uit een verhoging van de polyfenoloxidase-activi-
teit (Farkas et al., 1960). Het blijkt echter hoe langer hoe meer dat de veranderingen
in enzymactiviteiten secundaire effecten vertegenwoordigen {vgl. Van Loon en Geelen,
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1972). Van de door ons onderzochte tabakssoorten is alleen in W, glutinoea het optre-
den van een nieuw enzym na infectie met TWV geconstateerd (vgl. Tabel 1.4). In alle
andere gevallen liggen de veranderingen in de activiteiten van de onderzochte enzymen
tussen een maximazl drievoudige af- en toename. Dit vormt een opmerkelijk verschil
met het optreden van de door ons in met ™MV W Ul geinfecteerde Samsun NN planten waar-
genomen nieuwe componenten. Daar de meeste enzymen zodanig kleine hoeveelheden eiwit
vertegenwoordigen dat zij niet als afzonderlijke banden op de gels zichtbaar zijn
{vgl. Fig. 5.3), vormt het verschijnen van een twaalftal, ten dele zeer duidelijk als
afzonderlijke pieken, ten dele duidelijk in de vorm van geprononceerde kwantitatieve
verschuivingen herkenbare, banden in met amidoblack of cooma$sieblue gekleurde eiwit-
patronen een verandering in de oplosbare fractie van kwantitatief veel groter belang,
Het optreden van deze banden duidt op processen die tot nog toe over het hoofd gezien
zijn, maar waarvan het belang voor een juist begrip van de mechanismen van pathogenese
en symptoomexpressie minstens zo groot kan zijn.

Van de nieuwe banden die na infectie verschenen, kon de aard van de bij elektro-
forese in 7,5% gels optredende banden 0,32 in met T™V W U1 en 0,37 in met TV HR ge-
infecteerde Samsun planten onomstotelijk worden vastgesteld als het A-proteine van de
onderscheidenlijke virusstammen, Uit de R, waarden in 5, 7,5 en 104 gels lieten zich
retardatiecoéfficiénten berekenen die het mogelijk maakten een schatting te maken van
de molecunlgewichten volgens de door Zwaan (1967) beschreven methode. Hieruit bleek
dat het vrije TMV-manteleiwit in de gels aanwezig was als trimeer, bestaande uit drie
subeenheden met molecuulgewicht 17.500. Vergelijkbare waarnemingen van McCarthy (1968)
en Gianinazzi en Vallde (1969) bevestigen deze conclusie.

In weerwil van de zeer sterke virussynthese in op infectie met TMV W Ul met syste-
mische mozaleksymptomen reagerende tabak (Weintraub en Ragetli, 1964a) en de daarmee
gepaard gaande geprononceerde lichtgroene-donkergroene mozaleksymptomen, werd in de
eiwitpatronen van mpzalekzieke Samsun planten slechts een relatief klein aantal ver-
schillen waargenomen vergeleken met niet-geinfecteerde planten. Het opvallendst was
de verminderde elektroforetische mobiliteit van de ,fraction I protein” band. Dit ver-
schijnsel trad in geen enkel geval op na infectie met &8n der andere bij het onderzoek
betrokken virussen, en lijkt daarmee karakteristiek voor infectie met (de W U1 stam
van) TMV. In tabaksplanten die systemisch geInfecteerd zijn met de normale stam van
TMV, blijken bij elektronenmicroscopisch onderzoek veranderingen te zijn opgetreden
in de structuur van de chloroplasten (Milne, 1966a; Esau en Cronshaw, 1967; Faccioli,
1968), terwijl in sommige gevallen TMV-deeltjes in deze organellen zijn waargenamen
(Esau en Cronshaw, 1967; Willison en Cocking, 1969; Granett en Shalla, 1970). Zowel
de RNA- als de eiwitsynthese in chloroplasten worden zeer sterk geremd na TMV-infec-
tie (Hirai en Wildman, 1969; Fraser, 1965). Eerstgenoemde auteurs postuleerden daarom
dat een door T™V geinduceerd produkt zou fungeren als repressor van de transcriptie
van chloroplast-DNA, hetgeen direct zou leiden tot het optreden van chlorose. De door
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ons waargenomen veranderingen in de fraction I protein" band zouden direct met boven-
gencemde verschijnselen kunnen samenhangen.

In sommige gevallen kan AMD in tabak symptomen veroorzaken die vergelijkbaar zijn
met door ™MV geinduceerde mozaleksymptomen (Hirai en Wildman, 1967). Door Hirai en
Wildman (1968) is verondersteld dat dit effect het gevolg zou zijn van een remming
van de transcriptie van chloroplast-DNA, analoog aan de hierboven voor TMV-RNA ge-
postuleerde werking. Onze waarneming dat de effecten van AMD en TMV op de eiwitsyn-
these in Samsun NN planten onder de gebruikte omstandigheden tenminste additief zijn
(vgl. 5.3} wijst er echter op dat de werkingen van AMD en van ToV geenszins samenval-
len.

Door andere auteurs wordt het optreden van chlorose vooral toegeschreven aan een
optredend gebrek aan bouwstenen en energierijke verbindingen als gevolg van de inten-
sieve virussynthese (Opel, 1965; Hofferek en Wolffgang, 1965; Hofferek, 1967). Zelfs
in virus - waardplant combinaties waarin symptomen van necrose optreden konden de
symptomen aanmerkelijk verzwakt worden door toediening van stikstofverbindingen of
fosfaten, terwijl de als gevolg van infectie optredende veranderingen in verschillen-
de enzymactiviteiten werden geremd (Hofferek en Wolffgang, 1965; Hofferek, 1967).

Een vergelijkbare situatie deet zich voor in verouderende bladeren (Opel, 1965).
Beide bovengenoemde verklaringen sluiten elkaar niet uit, daar gebrek een gevolg
kan zijn van verminderde activiteit van de chloroplasten. Het is bovendien bekend dat
in verouderende bladeren geen incorporatie van radioactief gemerkt uracil en leucine

in ribosomaal-RNA van chleroplasten en ,fraction [ protein” meer plaatsvindt (vgl.
Patterson en Smillie, 1971). Beide hypothesen zijn echter onvoldoende om de waarge-
nomen symptomen geheel te verklaren. Een regelmatige distributie van AMD zou een re-
gelmatige chlorose doen verwachten in plaats van echte mozaleksymptomen. Omgekeerd
leidt gebrek tot een regelmatige chlorose en niet tot mozalek. Voorts vertonen de ge-
inoculeerde — dit zijn veelal de oudere — bladeren nagenoeg geen symptomen terwijl de
virusconcentratie hierin het hoogst oploopt (Copeman et al., 1969). Bovendien ver-
schillen verschillende stammen en mutanten van TMV in de kleurschakeringen van het
mozalek dat zij na infectie op tabak teweegbrengen. Dat verschillen in de doeltref-
fendheid waarmee transcriptie van het chloroplast-DNA wordt geremd en/of in de mate
van vermenigvuldiging van het virus in de waardplant hiervoor alleen verantwoordelijk
zouden zijn, kan in dit laatste geval niet worden uitgesloten, maar lijkt minder
waarschijnlijk.

Donkergroene bladgedeelten van mozalekzieke tabak bevatten veel minder virus dan
lichtgroene of gele gedeelten {Atkinson en Matthews, 1967, 1970}, klaarblijkelijk
als gevolg van de aanwezigheid van een agens dat vermenigvuldiging van het infecte-
rende virus belemmert in de donkergroene gedeelten {Atkinson en Matthews, 1970). Dit
verschijnsel vertegenwoordigt daammee een zekere vorm van resistentie, welke speci-
fiek 1ijkt te ziin voor de infecterende virusstam. Een dergelijke opvatting is ook
verenigbaar met het gedrag van TMV HR in Samsun planten, daar verhoging van de tempe-
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ratuur tot 30° in deze combinatie tot een systemische infectie leidt, terwijl het
door 'de W U1 stam vercorzaakts mozalekpatroon geen belangrijke wijzigingen ondergaat
bij temperatuursverhoging. Verhoging van de temperatuur van 20 naar 30° in 45 dagen
tevoren met ™MV (U1) gelnoculeerde Samsun tabak leidt echter wel tot een herniewwde
virussynthese (Cabanne en Martin, 1970).

Hoewel virusafhankelijke functies betrokken moeten zijin bij de vemenigwvuldiging
en de symptoomontwikkeling, werden in de oplosbare eiwitfractie geen door het virus
gecodeerde eiwitten waargenomen die bij deze processen een rol zouden kunnen spelen.
Het is daarom aannemelijk dat zij in andere fracties gezocht moeten worden: wat be-
treft de symptoomontwikkeling mogelijk in de chloroplasten en wat betreft de virus-
vermenigvuldiging in de membraanfractie die tezamen met de mitochondrién sedimenteert
(Ralph en Wojcik, 1969; Ralph et al., 1971). Door Zaitlin en Hariharasubramanian
(1970a,b) werd in laatstgencemde fractie uit 4 dagen tevoren met TMV geinoculeerde
Samsun planten die behandeld waren met AMD en radioactief gemerkt leucine, bij elek-
troforese in 5% polyacrylamidegels in aanwezigheid van SIS een viertal eiwitten waar-
genomen die preferentifel gemerkt werden, terwijl een ander eiwit klaarblijkelijk in
verminderde mate gesynthetiseerd werd. Het snelst migrerende sterk gemerkte eiwit werd
geldentificeerd als het vrije manteleiwit (monomeer), De aard van de overige vier
eiwitten is niet duidelijk, daar het gebruik van SDS het vaststellen van enige func-
tie of activiteit verhindert., Het is daarom niet na te gaan of het hier door de plant
of door het virus gecodeerde eiwitten betreft.

Het feit dat in geInfecteerde planten voortdurend niewe cellen geinfecteerd wor-
den en slechts een deel van de aanwezige cellen grote hoeveelheden virus produceert,
vormt een belemmering voor het onderzoek naar door het virus gecodeerde eiwitten.
Door Nilsson-Tillgren et al. (1969) is een systeem beschreven waarbij in tabaksbla-
deren een gesynchroniseerde TMV-synthese bereikt kan worden, Veelbelovender 1lijkt
momenteel echter het gebruik van naakte protoplasten van tabakscellen (Takebe et al.,
1968), waarbij tot 90% van de cellen synchroon geinfecteerd kan worden met T™MV of
TMV-FNA en zeer sterke virusvermeerdering plaatsvindt (Takebe en Otsuki, 1969; Acki
en Takebe, 1969).

Het ontstaan van lokale vlekken gaat gepaard met een veel geringere virussynthese
(Weintraub en Ragetli, 1964a; Milne 1966b). Ook in op infectie met TV hypersensitief
reagerende tabak treden veranderingen op in de chloroplasten en wel vG60r het optreden
van necrose en later in de zone rondom de lokale vlekken waarin virusvermenigvuldi-
ging plaatsvindt (Hayashi en Matsui, 1963, 1965; Weintraub en Ragetli, 1964b,c;

Hrsel en Brcak, 1964; Israel en Ross, 1967; Scalla et al., 1969; Carroll en Kosuge,
1969; Ross en Istael, 1570). In de zich uitbreidende lokale vlek gaan vervolgens alle
organellen te gronde tijdens het voortschrijdende necrotiseringsproces. Indien ver-
mindering van de elektroforetische mobiliteit van de ,fraction I protein"” band ook in
dit geval zou optreden, zZou deze toch door de relatieve overmaat aan niet-geinfec-
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teerde cellen niet manifest zijn.

In alle combinaties waarin door virus geinduceerde symptomen van necrose optraden
verden £&n of meer nieuwe eiwitcomponenten geinduceerd. Kwalitatief beschouwd waren
deze componenten karakteristiek voor de waardplantsoort, kwantitatief bezien bleken
de onderlinge verhoudingen enigszins te vari#ren met de waardplantvariéteit en het
infecterende virus, terwijl deze verhoudingen evenmin constant waren gedurende de pa-
thogenese, Hieruit volgt dat het onwaarschijnlijk is dat deze componenten selectieve
afbraakprodukten zijn van een of enkele grotere eiwitmoleculen. Het feit dat aan deze
componenten geen functie kon worden toegekend, moet daarom andere redenen hebben. Het
is mogelijk dat het hier structurele eiwitten betreft, enzymatisch werkzame eiwitten
die bij het vrijkomen uit celorganellen hun activiteit hebben verloren, enzymatisch
actieve eiwitten die een andere functie bezitten dan die welke werden onderzocht, of
factoren die een regulerende rol vervullen. De experimenten met met A'l) behandelde
planten en de incorporatieproeven maken een uitsluitend vrijkomen zonder de nove syn-
these van deze eiwitcomponenten onwaarschijnlijk. Al lijken daarmee de beide laatst-
genoemde mogelijkheden het meest voor de hand liggend, synthese in organellen en
daaropvolgend vrijkomen door afbraakreacties is evengoed mogelijk.

Dat de waargenomen nieuwe componenten soortspecifiek zijn, is eveneens af te lei-
den uit resultaten van Gianinazzi et al. (1969, 1970a). Bij gebruikmaking van een
overeenkomstige methodiek werd door deze auteurs in bij 20° met T™V gelnoculeerde
Xanthi-nc planten aanvankelijk &én nieuwe band waargenomen bij %, 0,65 of 0,77 bij
elektroforese in 7,5% gels, die ontbrak in bij 30° geinfecteerde planten, Bij gel-
filtratie over Sephadex en daaropvolgende elektroforese van de laatst geZlueerde
fracties in 10% gels bleken evenwel acht nieuwe banden aanwezig. Deze zijn klaar-
blijkelijk vergelijkbaar met de doer ons in 5.7.2 beschreven banden 6,22, 0,25, 0,37
en 0,46 in 7,5% gels, de nieuwe componenten I, III en IV, en de door ons in 5.8.1 be-
schreven nieuwe ribonucleaseband 0,63 in 10% gels. Het ontbreken van de overige door
ons als (mogelijk} nieuwe banden beschreven componenten, waaronder component II, moet
worden toegeschreven aan het feit dat gencemde auteurs de overige fracties niet ge-
analyseerd hebben: bij vergelijking met het in 5.7.2 beschrevene blijken dit juist
die banden te betreffen die bij gelfiltratie in de eerdere fracties werden gedlueerd.
In hypersensitief reagerende ¥, aylvestrie bleken ten dele dezelfde, ten dele andere
nieuwe componenten op te treden {(Gianinazzi et al., 1970a).

De nieuwe componenten bleken in Xanthi-nc planten 10 dagen na inoculatie eveneens
aanwezig in niet-geinoculeerde gedeelten van gedeeltelijk geinfecteerde bladeren
(Gianinazzi et al., 1970a). De auteurs delen mee dat dezelfde componenten bovendien
aanwezig waren in systemisch met TV geinfecteerde Samsun en Xanthi-nc planten bij
respectievelijk 20 en 320, maar alleen op het moment waarop de virussynthese afneemt
of begindigd is. De extra sterke reming van de virusvermeerdering in bloeiende plan-
ten (Martin, 1958b; Grison en Martin. 1961) zou eveneens op het voorkomen van deze
nieuwe componenten berusten (Gianinazzi, persoonlijke mededeling). Wij waren echter
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niet in staat de aanwezigheid van nieuwe componenten vast te stellen in S III van
bloeiende of beginnende bloemknopvorming vertonende Samsun NN planten (Van Loon, niet
gepubliceerd). Het is echter niet uitgesloten dat zeer kleine hoeveelheden hiervan
aanwezig waren en reeds een effect teweegbrachten, Het is echter ook mogelijk dat
onder dergelijke condities nieuwe componenten slechts optreden wanneer de planten ge-
infecteerd worden. Zowel in hypersensitief als in met systemische mozaleksymptomen
reagerende tabak zou het voorkomen van deze componenten dan gebonden kunnen zijn aan
be#éindiging van de virussynthese, en daardoor vergelijkbaar zijn met de vorming van
interferon in dierlijke cellen na virusinfecties, Door ons werden indirecte aanwij-
zingen verkregen dat de nieuwe compcnenten inderdaad een rol zouden kunnen spelen bij
de belemmering van de virusvermenigvuldiging. Deze belemmering kan echter nooit een
volledige renming zijn omdat hernieuwwde virussynthese plaatsvindt bij overbrenging
van hypersensitief reagerende planten naar 30°,

Met uitzondering van OMV (vgl. 4.3), brachten de overige onderzocnte virussen de-
zelfde symptomen teweeg op de variéteiten Samsun en Samsun NN en waren de ondler ine
vloed van infectie met &én van deze virussen optredende veranderingen in de eiwit-
patronen identiek. In geen van deze gevallen kon, als na infectie met TMV, het voor-
komen van een virusspecifiek oplosbaar antigeen (vrij manteleiwit) worden aangetoond.
Mozaleksymptomen verwekkende virussen brachten relatief weinig opvallende kwantita-
tieve veranderingen teweeg in de eiwitpatronen, ten dele identiek met die welke ge-
induceerd werden door TMV; onder invloed van symptomen van necrose inducerende virus-
sen daarentegen wijzigden de eiwitpatronen zich met name kwantitatief in sterke mate
{vgl, Tabel 4,1), De bij elektroforese van S III verkregen patronen geven aanleiding
te concluderen dat de waargenomen kwantitatieve veranderingen in deze gevallen alge-
meen, d.i. niet specifiek voor het betrokken virus zijn. Een deel van deze verande-
ringen kan daarom waarschijnlijk, evenals dat het geval is na infectie met TV, toe-
geschreven worden aan kwalitatieve verschillen die eerst onderkend kunnen worden na
voorafgaande gelfiltratie over Sephadex G 100,

In al deze gevallen werd tevens het optreden van de nieuwe eiwitcomponenten -1V
waargenomen., Hieruit volgt dat, of het virus nu wel of niet in staat is zich door de
gehele plant heen te verspreiden, het optreden van necrose beschouwd moet worden als
een aspecifieke reactie. Het is daarom mogelijk dat necrotisering een algemeen resis-
tentiemechanisme vertegenwoordigt, dat na infectie met sommige pathogenen wel en bij
aanwezigheid van andere niet effectief is. Dit mechanisme verschilt echter duidelijk
van de gevolgen van mechanische beschadiging, omdat kunstmatige necrose door HgCl2
geheel andere veranderingen in de eiwitpatronen teweeghracht (vgl. 4.7}. Daar resis-
tentie een algemeen, vatbaarheid een uitzonderingsverschijnsel is, en in tabak over-
gevoeligheid gekenmerkt wordt door aspecifieke, gevoeligheid door meer specificke
verschillen in de oplosbaar eiwitpatronen, is het merkwaardig dat na infectie met
sommige virussen (i.c. PV en CWV) die vlekkerigheid of mozaleksymptomen vercorzaken,
sommige of alle nieuwe componenten I-IV werden waargenomen die in sterke mate op de
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voorgrond traden bij het optreden van necrose. Men moet echter met de mogelijkheid
rekening houden dat &&n of meer van de overige in 5.7.2 beschreven nieuwe componenten
in relatief geringe mate ook in &én of meer van de overige combinaties waarin moza-
ieksymptomen ontstaan, geinduceerd worden. Bepaling van de specificiteit van deze com-
ponenten door gelfiltratie van eiwitextracten uit de diverse combinaties verdient
daarom nadere aandacht,

Symptoomontwikkeling en -expressie in de vari&teiten Samsun en Samsun NN bleken te
verschillen na infectie met CW (vgl. 4,3). Dit zou betekenen dat de aanwezigheid van
de Hg chromoscmen uit ¥, glutinosq ook invloed heeft op de pathogenese in met OMV geln-
fecteerde tabak. Of dit berust op de ¥¥ genen of op hiemmee gekoppelde factoren is
niet na te gaan. In het eerste geval kan men verwachten dat de vermenigvuldiging van
OV zal interfereren met die van TWV. Dit is inderdaad het geval. Xanthi-nc planten
die geinfecteerd zijn met O zijn verminderd vatbaar voor TMV. Dit effect is maxi-
maal 8-16 dagen na inoculatie en neemt daarna af (Marrou en Migliori, 1969}. Java
planten vertonen eenzelfde verschijnsel, waarbij bovendien de door een tweetal TdV-
stamnen op deze varigteit geinduceerde lokale vlekken bij aanwezigheid van GV een
geringere diameter bezitten (Prochazkova, 1970). In hoeverre in met OMV gelnfecteerde,
systemisch op TMV reagerende combinaties de vermenigvuldiging van beide virussen ge-
remd wordt, is niet nagegaan. Dat interactie optreedt is echter af te leiden uit re-
sultaten van Honda en Matsui (1969) dat in aanwezigheid van OW T.V-deeltjes in de
kernen van tabaksbladeren voorkomen, terwijl dit bij enkelvoudige infectie met TMV
niet het geval is. Bovengenovemde resultaten zouden geinterpreteerd kunnen worden als
een competitie tussen QW en T4V, maar het is ook mogelijk dat een mechanisme van de
plant de vermenigvuldiging van OV afremt en daarmee tevens de infectie door TMV be-
lemmert (Marrou en Migliori, 1969). Daar eenzelfde verschijnsel zich voordoet na in-
fectie met PVY, maar niet na infectie met PVX (Prochazkova, 1570; Davis en Ross, 1965,
1968), kunnen de nieuwe componenten hierbij een rol spelen.

Door Marrou en Migliori (1969) wordt vermeld dat de interferentie het sterkst was
in de oudste bladeren en door Prochazkova {1970) dat de intensiteit van de symptomen
een maat is voor de interferentie. In Samsun planten ontstonden na infectie met GV
eerder symptomen dan in de variZteit Samsun NN en waren de hoeveelheden der nieuwe
componenten 4 weken na inoculatie groter. In tegenstelling tot de veranderingen in
enzymactiviteiten, die in de latere stadia van de infectie geringer worden (vgl. Tabel
1.4), bleven de hoeveelheden van de nieuwe componenten in geinfecteerde bladeren toe-
nemen. Het verschil tussen de hoeveelheden van deze componenten in met QW geinfec-
teerde Samsun en Samsun NN planten zou daarom, in overeensterming met de gepostuleer-
de werking van deze componenten, verklaard kunnen worden door aan te nemen dat zij
gelokaliseerd zijn in de cudere bladeren die symptomen vertonen. Hierin kunnen zij
een rol gespeeld hebben bij de cyclische variatie in de virusconcentratie die in met
CV geinfecteerde planten vastgesteld is (Tomaru et ol., 1969) en eventuele he#indi-
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ging van de virussynthese op een later tijdstip (vgl. Gianinazzi et al., 1970a). Een
dergelijke lokalisering zou eveneens verklaren waarom TMV op met OMV gelnfecteerde
Samsun NN planten op de oudere bladeren kieinere, op de jonge bladeren grotere vlek-
ken induceert dan op niet-geinfecteerde planten.

Door een aucubastam van TV (Limasset, 1969; Boudon et al., 1970} worden op Samsun
tabak symptomen geinduceerd die niet te onderscheiden zijn van-die van de gele stam
van MV op Samsun NN planten. Ook in eerstgencemde combinatie treden de nieuwe compo-
nenten op (Gianinazzi, persoonlijke mededeling). Dit voorkomen lijkt dus eerder te
wijzen op een verband met het optreden van de intens gele mozaleksymptomen, dan dat
hun aanwezigheid karakteristiek geacht kan worden voor CMV,

In hypersensitief reagerende tabak bleek 3-4 dagen na inoculatie met TMV de incor-
poratie van radioactief gemerkte aminozuren in de oplosbare eiwitten aanzienlijk ge-
remd te zijn, Deze remming is niet toe te schrijven aan een verlies van ribosomen;
deze zijn zelfs talrijker in de zone rondom de lokale vlekken (Isracl en Ross, 1967),
waarin een enorme synthetische activiteit plaatsheeft (vgl. Thrower, 1965; Doke en
Hirai, 1970a}. Daarentegen vermelden Diringer et al. (1967) dat de incorporatie van
radicactief gemerkte aminozuren in met systemische mozaleksymptomen reagerende tabak
sterk verhoogd is. Deze verhoging komt grotendeels voor rekening van de TWV-synthese
(Diringer et al., 1967; Gianinazzi et al., 1970a; Scalla et al., 1971). De synthese
van de oplosbare bladeiwitten blijkt in de experimenten van eerstgencemde auteurs
licht verhoogd, maar in die van laatstgenoemde geremd. Een remming is ook af te lei-
den uit de resultaten van Hirai en Wildnan (1969). Bij toediening van '*CO, bleken in
systemisch geinfecteerde bladeren vlekjes voor te komen met een lokaal verhoogde ra-
dioactiviteit (Doke en Hirai, 1970a), maar de incorporatie in eiwitten bleek niet dui-
delijk verschillend in geinfecteerde en niet-geinfecteerde bladeren (Doke en Hirai,
1970b). Wel bleek in deze experimenten de incorporatie in chloroplastcomponenten aan-
zienlijk geremd (vgl. Hirai en Wildman, 1969). Volgens Reddi (1963) zou de TMV-syn-
these geschieden ten koste van de ribosomen. Door Atkinson en Matthews (1967) en Kubo
en Tomaru (1967) is inderdaad een vermindering van het aantal ribosomen waargenomen
in de lichte gedeelten van geInfecteerde bladeren, waarin sterke virusvermeerdering
had plaatsgevonden. Deze afname zou een verklaring kunnen vommen voor een blijvend
verminderde synthese van oplosbare eiwitten in bladeren waarin de virussynthese gro-
tendeels of geheel beéindigd is. Dit zou overeenstemmen met onze waarneming dat sys-
temisch met ™MV geinfecteerde tabaksbladeren minder oplosbaar eiwit bevatten dan
niet-geinfecteerde bladeren.

Door Scalla et al. (1971) is vastgesteld dat na overbrenging van bij 32° met T™W
geinfecteerde Xanthi-nc planten naar 20° de eiwitsynthese onverminderd voortgaat tot
het verschijnen van symptomen van necrose. Vanaf dat moment wordt de eiwitsynthese in
toenemende mate geremd. Het lijkt er dus op dat ook deze remming het gev6lg is van het
optreden van necrose. Het is in dit verband van belang na te gaan in hoeverre eenzelf-
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de abrupte verandering optreedt bij het ontstaan van lokale vlekken bij 20° en of de-
ze reming onmiddellijk een algemeen, dan wel een meer specifiek karakter heeft.

De nauwe correlatie tussen de aanwezigheid van de niewwe componenten en het optre-
den van verworven systemische resistentie vormt nog geen directe aanwijzing dat het
voorkomen van deze componenten de corzaak is van het optreden van kleine lokale vlek-
ken. In de jonge, zich na inoculatie ontwikkelende bladeren treden naast de aanwezig-
heid der nieuwe componenten nog verdere verschillen van kwantitatieve (vgl. 5.5) en
vermoedelijk ook, kwalitatieve (vgl. 5.7.2) aard op met niet-geinfecteerde planten. In
tegenstelling tot de activiteiten van alle andere onderzochte enzymen die in met TMV
W Ul gelnoculeerde Samsun NN planten lokaal toenemen, is de peroxidase-activiteit in
de niet-geinoculeerde bladeren systemisch verhoogd en deze verhoogde peroxidase-acti-
viteit is eveneens gecorreleerd met het optreden van verworven resistentie (Simons en
Ross, 1971; Van Loon en Geelen, 1972), Dit verschijnsel is onafhankelijk van het optre-
den van de nieuwe isoénzymband bij R ¢ 0,12, Het 1ijkt er daarom op dat hoge peroxidase-
activiteiten als zodanig in necrotiserende combinaties de uitbreidingssnelheid van lo-
kale vlekken kunnen verminderen en daardoor (mede) verantweordelijk kunnen zijn voor
het tot expressie komen van verworven systemische resistentie (vgl. Van Loon en Geelen,
1972). De vorming van lokale vlekken na inoculatie met TMV met kleinere diameters als
gevolg van voorafgaande bespuiting met HgCl, zou mogelijkerwijs gedeeltelijk terug te
voeren zijn op de onder invloed van deze behandeling optredende verhoogde peroxidase-
activiteit in de bladeren. De in 5.6.3 beschreven remning van de TMV-synthese in te-
voren met TNV geinoculeerde Samsun planten zou eveneens kunnen berusten op dit ver-
schijnsel, daar na de eerste inoculatie een sterk verhoogde peroxidase-activiteit ge-
handhaafd bleef in de jonge, symptoomloze biaderen.

Veranderingen in het isodnzympatroon van peroxidase na virusinfecties zijn beschre-
ven voor verschillende virus - waardplant combinaties, waaronder vooral in tabak. In
enkele gevallen wordt melding gemaakt van het verschijnen van nieuwe isoénzymen die
klaarblijkelijk niet tevens geinduceerd werden bij veroudering, zoals in ¥, glutinosa
na infectie met TMV of TNV of inductie van kunstmatige necrose met behulp van HgCl2
{Solymosy et al., 1967), of na infectie met TMV of PVX (Chant en Bates, 1970). Dit was
niet het geval in N. tabacwm na infectie met TMV of tabaksstrepenvirus (Novacky en
Hampton, 1968). Laatstgenoemde auteurs wijten de resultaten van Solymosy et al. (1967)
aan onvermogen tot het aantonen van banden met lage activiteit die sterk toenemen na
infectie. De door Solymosy et al. (1967) en Chant en Bates (1970} weergegeven patronen
komen niet met elkaar overeen, zodat een vergelijking onmogelijk is.

In geen van bovengenoemde gevallen werd een nieuwe band waargenomen die specifiek
is voor virusinfecties, en met name in extreem Sterke mate optrad na het verschijnen
van symptomen van necrose. Kleuring op peroxidase-activiteit na elektroforese van ex-
tracten uit niet-geinfecteerde en met TV geinfecteerde ¥. glutinosa planten beves-
tigde het ontbreken van een dergelijke band in deze soort (Van Loon, niet gepubliceerd).
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Dit enzym lijkt dus karakteristiek voor ¥, tabacum. Dat Novacky en Hampton (1968) dit
isoénzym niet hebben waargenomen is te wijten aan het feit, dat zij benzidine als wa-
terstofdonor gebruikten {vgl, 5.8.2).

Het optreden van het nieuwe isoénzym van peroxidase kon niet geremd worden door
AMD, doch werd door dit antibioticum ongeveer 50% gestimuleerd, evenals alle andere
aanwezige iso&nzymen van dit enzym, Mits toegediend kort voor of kort na inoculatie,
verkleinde AMD bovendien de diameters van de gevormde lokale vlekken (Van Loon en
Geelen, 1972), Deze waarnemingen pleiten voor een remmend effect van peroxidase op de
uitbreiding van de lokale vlekken in de eerste stadia van infectie. De nieuwe compo-
nenten verschenen pas nadat duidelijke vlekken gevormd waren en zouden daarom in de
latere stadia de uitbreiding van het virus in het blad kunnen belemmeren.

Door Loebenstein et gl. [1960) en White (1968) is inductie van een, met interferon
vergelijkbare, factor gepostuleerd die zowel lokaal als systemisch actief zou zijn.
Volgens Solymosy (1370) is verworven lokale resistentie specifiek en moet deze toe-
geschreven worden aan de door het virus geInduceerde verhoogde synthetische activi-
teit in de cellen rondom de zich ontwikkelende lokale vleki daarentegen acht hij sy-
stemische resistentie, al of niet als gevolg van de produktie van een AVF, niet spe-
cifiek, Deze auteur neemt aan dat iedere vorm van ,stress" die langere tijd aanhoudt,
tot activering van synthetische processen leidt welke resistentie tot gevolg hebben.
De inductie van een met interferon vergelijkbare factor is echter nooit direct aange-
toond, terwijl onze waarneming dat AMD de hypersensitieve reactie versterkt, aan de
conclusie van Loebenstein et al. (1968, 1969; vgl. 1.4) de grond ontneemt. Weliswaar
kan in dierlijke cellen de door interferon geinduceerde anti-virus activiteit gesti-
mileerd worden door AMD (Tan et al.; 1970; Chany et af., 1971), maar dit effect is
tijdsafhankelijk en de produktie van interfercn in geinfecteerde cellen wordt na kor-
te tijd geremd door dit antibioticum (Tan et al., 1970). De door ons waargenomen
nieuwe compenenten worden, terminste gedeeltelijk, geremd door AMD en kunnen dus niet
zonder meer verantwoordelijk zijn voor de lokalisering van het virus in bladeren die
verworven resistentie vertonen,

Het feit dat AMD de hypersensitieve reactie versterkt, zou ook verklaard kunnen
worden doordat dit antibioticum de vorming van een bepaald eiwit remt {vgl. 1.4;
Thomas en Fulton, 1966, 1968b). In dat geval zou inductie van verworven resistentie
door virusinfecties het gevolg kunnen zijn van de gesignaleerde remming van de eiwit-
synthese, terwijl verhoogde peroxidase-activiteit als een begeleidend verschijnsel
van dit laatste zou zijn op te vatten (vgl. Opel, 1965; Farkas en Lovrekovich, 1965).
Een duidelijke daling of een totaal verlies van een band in patronen van Samsun NN
tabak of ¥, glutinosa na infectie met TV, maar niet in die van mozaiekzieke Samsun
planten, is zonder meer verdedigbaar, daar het niet eenzelfde band hoeft te betreffen
in beide waardplantscorten. Daar in tabak verworven resistentie ook geinduceerd kan
worden door PVY® zou in deze soort dezelfde band in beide met dit virus geinfecteerde
varidteiten gedaald moeten zijn. Deze beperking maakt duidelijk dat het niet &&n van
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de banden kan betreffen die in tabel 4.1 zijn aangegeven. De remmning van de incorpo-
ratie in een groot aantal banden na infectie van Samsun NN planten met TMV of na in-
Spuiting met AMD maakt een dergelijke verklaring echter niet onmogelijk.

In boon vindt evenals in tabak beinvlioeding van de vlekvorming als gevolg van een
tweede inoculatie plaats door bij een eerste inoculatie gevormde vlekken van TMV of
TNV (Wolffgang, 1969a,b), waarbij transport van ,necrotiserende stoffen™ plaatsvindt
(Wolffgang, 1969b). De factor die in dit geval verantwoordelijk is voor het gelokali-
seerd blijven van het virus is van structurele aard, en wel vorming van callose rond-
om de lokale vliek (Wu en Dimitman, 1970) en verbreken van plasmodesmata tussen cellen
in deze zone (Spencer en Kimmins, 1971). Thomas en Fulton (1968b) hebben gesuggereerd
dat dit laatste ook een rol zou kunnen spelen bij verworven resistentie in tabak.

De vorming van callose wordt verhinderd door bestraling met U.V. licht (Wu en
Dimitman, 1970) of deor hittebehandeling (Wu et al., 1969). De vergroting van de vlek-
diameters als gevolg hiervan kan resulteren in een toename van het aantal zichtbare
vlekken wanneer de oorspronkelijke vlekken microscopisch klein zijn, en in een toena-
me van de hoeveelheid virus (Rappaport en Wu, 1963; Wu et al., 1969).

Bestraling met U,V, licht vergroot eveneens de door T™MV geinduceerde lokale vlek-
ken in tabak (Loebenstein et al., 1970). Een korte hittebehandeling vGor het verschij-
nen van lokale vlekken in met dit virus geinoculeerde Samsun NN planten had daaren-
tegen een aanzienlijke reductie in vlekdiameter tot gevolg (Ross en Israel, 1970).
Genoemde auteurs schrijven dit effect toe aan activering van een resistentiemechanis-
me van de waardplant, maar een even goede verklaring is inactivering van een eiwit
dat verantwoordelijk is voor uitbreiding van de vlekken (zie boven). Hittebehandeling
ni het verschijnen van vlekken leidde tot collaps van een ring van cellen rondom de
vlek en daarmee tot een vergroting van de vlekdiameter. Deze behandeling remde de vi-
rusvermenigvuldiging en verhinderde klaarblijkelijk iedere verdere verspreiding van
het virus (Ross en Israel, 1970). Een dergelijke collaps treedt ook op in gelnccu-
leerde bladeren onder condities waarin een systemische infectie plaatsvindt, maar
verhindert in dat geval niet de verspreiding van het virus (Foster en Ross, 1968;
Shimomura en Ohashi, 1971; Chashi en Shimomura, 1971a,b). Boon en tabak blijken dus te
verschillen in de hittegevoeligheid van de weefsels waarin virusvermenigvuldiging
plaatsvindt. Dit verschil laat daarom niet toe een uitspraak te doen of het mecha-
nisme van de viruslokalisering in tabak hetzelfde is als, of verschillend van dat in
boon, Door Weintraub en Ragetli (1961) werd waargenomen dat de celwanden rondom lokale
vlekken op tabak vooral calciumpectinaat bevatten, in tegenstelling tot normale cel-
wanden die hoofdzakelijk pectinezuur bevatten. Het is mogelijk dat dit verschil een
rol speelt bij de lokalisering van het virus.

Terwijl enige factoren kunnen worden aangewezen die mogelijkerwijs de symptoomex-
pressie beinvloeden, is de vraag wat de biochemische grondslag van de symptoominduc-
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tie'is, geheel onopgehelderd gebleven, Hoewel Samsun, evenals Samsun NN tabak, in
staat is met lokale vlekken te reageren na inoculatie met TNV, komt dit resistentie-
mechanisme in eerstgenoemde varidteit niet tot uiting na infectie met T™MV, Dit sug-
gereert dat primair de genexpressie beInvloed is (Kuc, 1968). Door Hadwiger en
Schwochau (1969) is een mechanisme opgesteld dat de inductie van een resistentiere-
actie verklaart op grond van genactivering. In het geval de resistentiegenen in de
waardplant en de avirulentiegenen van het pathogeen dominant zijn, zou het pathogeen
de synthese bewerkstelligen van verbindingen die de resistentiegenen van de waard-
plant activeren door combinatie met, of interferentie met de synthese van een repres-
sor. Het produkt van de resistentiegenen van de waardplant zou vervolgens veranderin-
gen in, of desorganisatie van het celmetabolisme bewerkstelligen, hetgeen een hyper-
sensitieve reactie tot gevolg zou hebben. Vergelijkbare verschijnselen kunnen in zo'n
geval worden teweeggebracht door AMD en andere verbindingen die de conformatie van
DNA wijzigen en daammee de synthese van de repressor kunnen remmen (Schwochau en
Hadwiger, 1969). Toegepast op de combinatie ™MV W U1 = Samsun NN zou het virus aan-
leiding moeten geven tot de vorming van een produkt dat repressie van de voor de hy-
persensitieve reactie verantwoordelijke genen opheft., Dit lijkt zeer onwaarschijnlijk
daar bij mutatie van het virus de eigenschap systemische mozaleksymptomen op Java ta-
bak teweeg te brengen wordt gewijzigd in de eigenschap lokale vlekken op deze vari-
eteit te verwekken. T™MV W U1 mag dus beschouwd worden als een pathogeen waarin viru-
lentie dominant is over avirulentie, zodat het door Hadwiger en Schwochau opgestelde
mechanisme voor de combinatie TV - tabak klaarblijkelijk niet van toepassing is.
Hoewel AMD de hypersensitieve reactie van met TMV geinoculeerde Samsun NN planten
versterkt, is dit effect primair van kwantitatieve en niet van kwalitatieve aard. Im-
mers, dit antibioticum kan, indien toegediend aan Samsun planten korte tijd voor in-
oculatie met TMV, de reactie van de plant niet wijzigen ten gunste van een hypersen-
sitieve reactie. Integendeel, het is in staat zelf mozaieksymptomen teweeg te bren-
gen (Hirai en Wildman, 1967). Het lijkt daarom aannemelijker dat TMV W Ul en AMD in
Samsun tabak op eenzelfde wijze met het genoom interfereren, waarbij een hypersensi-
tieve reactie uitblijft. Door Fraser (1969) is het door Jockusch en Jockusch (1968)
voorgestelde mechanisme waarbij het manteleiwit een rol speelt bij de symptoomvorming,
onwaarschijnlijk gemaakt, zodat ook in dat geval een interactie op genetisch niveau
voor de hand ligt. Het is interessant dat mozaleksymptomen in ¥. glutinosg in afwe-
zigheid van virus eveneens geinduceerd knnen worden door plaatsing van de planten
gedurende 4-8 dagen bij 38° (John en Weintraub, 1966; Weintraub en John, 1966).

Voor het optreden van de hypersensitieve reactie is virusvermenigvuldiging noodza-
kelijk (Martin, 1%06; Osawa en Yamaguchi, 1970; Shihomura, 1971}, maar ook factoren
de plant betreffende spelen een rol. Virusvermenigvuldiging kan plaats hebben zonder
dat vlekken gevormd worden op bladeren waarvan de epidermis, of op middennerven waar-
langs het bladmoes verwijderd is (Yamaguchi en Shimomura, 1968). Het aftrekken van de
bovenepidermis van 20 wur tevoren geinoculeerde bladeren leidt tot het optreden van
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diffuse lichtbruine of bruinwitte vlekken, terwijl aftrekken van de onderepidemmis
onder dezelfde omstandigheden het ontstaan van nommale lokale vlekken niet verhindert
(Dijkstra, 1964). De structurele organisatie van de plant komt dus ook een belangrijke
rol toe.

Het feit dat in TMV - tabak combinaties die leiden tot een hypersensitieve reactie

in een zeer vroeg stadium de incorporatie van 52

P in energierijke fosfaatesters ge-
remd is, heeft geleid tot de veronderstelling dat ontkoppeling van de oxidatieve fos-
forylering de hypersensitieve reactie inleidt (Scalla en Meignoz, 1567). Eenzelfde
verschijnsel doet zich echter voor in systemisch met ™MV geinfecteerde tabaksplanten
in de latere stadia van de pathogenese (Esanu en Savulescu, 1967; Esanu, 1969). Het
lijkt daarom onwaarschijnlijk dat het optreden van de hypersensitieve reactie een di-
rect gevolg van deze veranderingen is.

Volgens Goodman (1968) en Goodman en Plurad (1971) is de door bacterién geinduceer-
de hypersensitieve reactie in tabak een gevolg van veranderingen in de permeabiliteit
van celmembranen. De grote snelheid waarmee de reactie optreedt is waarschijnlijk ver-
antwoordelijk voor verschillen in symptoomexpressie tussen de door bacterién en de
door virussen veroorzaakte reactie (Nemeth et al., 1969). Het wit blijven‘van de lo-
kale vlekken in het eerste geval kan onder die omstandigheden vercorzaakt zijn door-
dat de tijd voor activering van peroxidase en polyfenoloxidase ontbreekt, zonder dat
het mechanisme in beide gevallen verschillend behoeft te zijn. De veranderingen in de
ultrastructuur van Samsun NN tabak tijdens de door Emyinia amylovora of Pseudomonas
ptsi geinduceerde hypersensitieve reactie (Goodman en Plurad, 1971) sluiten goed aan
bij de beschreven veranderingen in cellen van dezelfle variéteit na infectie met TMV
(Ross en Israel, 1970). Een verschil 'is echter dat de door bacterién teweeggebrachte
reactie beschouwd wordt als het gevolg van de produktie van een toxine, en het mecha-
nisme van de hypersensitieve reactie in dat geval analoog geacht kan worden aan dat
van de incompatibele reactie van Cladosporium fulvum op tomaat (Van Dijkman en Kaars
Sijpesteijn, 1971). In laatstgenoemde combinatie wordt een interactie verondersteld
tussen produkten van de schimmel en receptoren in de waardplant. De incompatibele re-
actie manifesteert zich vervolgens door een grotere uitlek van ionen dan de compati-
bele, hetgeen suggereert dat de receptoren gelegen zijn in de celmembranen. Dat TMV
informatie zou bevatten voor de vorming van een dergelijk toxine is, gezien de gene-
tische eigenschappen van het systeem TMV - tabak, nagenoeg uitgesloten.

In bladeren van N. glutinosaq treden reeds 15-20 uur na inoculatie met TMV be-
schadigingen van celmembranen op (Weintraub en Ragetli, 1964b), zodat ook na infectie
met TMV het optreden van de hypersensitieve reactie kan berusten op veranderingen in
membraansystemen. Dit kan des te meer het geval zijn waar de vermenigvuldiging van
dit virus zich waarschijnlijk afspeelt aan membraanoppervlakken (Ralph et al., 1971}.
Het is daarom mogelijk dat Samsun en Samsun MN planten verschillen in bepaalde mem-
braanstructuren, of de NV genen een regulerende functie hebben in de structurele or-
ganisatie van de cel. Nu het onderzoek naar oplosbare eiwitten tot nog toe noch door
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het virus gecodeerde, noch bij inductie van resistentie betrokken eiwitten aan het
licht heeft gebracht, kan onderzoek naar de bestanddelen van membraansystemen in bei-
de varisteiten wellicht nieuwe informatie verschaffen. Technieken voor toepassing van
elektroforese in polyacrylamidegel bij het onderzoek van membraaneiwitten zijn de
laatste jaren beschikbaar gekomen (Takayama et al., 1966; Neville, 1967, 1968; Fitz-
patrick et al., 19693 Evans, 1970; Kiehn en Holland, 1970; Hamaguchi en Cleve, 1971;
Ray en Marinetti, 1971). Het feit dat hierbij onder denaturerende omstandigheden wordt
gewerkt, behoeft geen bezwaar te zijn wanneer de gedachten in de eerste plaats uitgaan
naar verschillen in structurele eiwitten, maar maakt het niet mogelijk aan eventuele
virusspecifieke eiwitten activiteit toe te kennen. De bij gebruilmaking van een derge-
lijke methode door Zaitlin en Hariharasubramanian (1970a,b) behaalde resultaten
rechtvaardigen verder onderzoek in deze richting, zowel in verband met de bijdrage
van het virus als die van de plant in de pathogenese.
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7.  SAMENVATTING

De aard en de hevigheid van de reactie van een plant op infectie met een virus wor-
den bepaald door de genetische eigenschappen van zowel virus als waardplant., Van beide
komt de genetische informatie tot uiting in de vorming van eiwitten. Om inzicht te ver-
krijgen in de biochemische achtergrond van het mechanisme van pathogenese en symptoom-
expressie en daarmee in de specificiteit van de interactie tussen virus en waardplant,
werd nagegaan of inderdaad verschillen in eiwitconstitutie konden worden vastgesteld
tussen niet-geinfecteerde en geinfecteerde planten, en in hoeverre eventuele verschil-
len als karakteristiek beschouwd kunnen worden voer het infecterende virus dan wel
voor de betrokken waardplant. Bij dit onderzoek werd gebruik gemaakt van tabaksvari-
eteiten die verschillen in reactietype ten opzichte van tabaksmozalekvirus (TMV) en
van stammen van dit virus die zich onderscheiden in de symptomen die zij op tabak te-
weegbrengen. Omdat de vermenigvuldiging van ™V zich naar alle waarschijnlijkheid af-
speelt in het cytoplasma, werd de oplosbare eiwitfractie onderzocht. Terwijl tot nog
toe bij dit soort onderzoek de nadruk is gelegd op veranderingen in enzymactiviteiten,
werd door ons in het bijzonder aandacht besteed aan de als gevolg van infectie gein-
duceerde veranderingen die niet direct in de vorm van enzymatische activiteit tot
uiting komen.

Met behulp van elektroforese in 5, 7,5 en 10% polyacrylamidegel konden in de oplos-
bare eiwitfractie uit bladeren van Nicotiana tabacum ruim vijftig verschillende eiwit-
componenten worden onderscheiden. Geen verschillen in eiwitpatronen werden waargenomen
tussen de variéteiten Samsun en Samsun NN, hoewel Samsun planten op infectie met TMV
W Ul reageren met de vorming van systemische mozaleksymptomen, Samsun NN planten — die
de uit ¥. glutincaa afkomstige factor ¥ bezitten — daarentegen met lokale vlekken bij
temperaturen beneden 25%, Na infectie traden echter in de beide variéteiten verschil-
lende, karakteristieke veranderingen in eiwitpatronen op, Naast een aantal kwantita-
tieve veranderingen bleek in mozalekzieke Samsun planten vier weken na infectie &én
nieuwe band aanwezig. Deze werd geidentificeerd als het vrije manteleiwit van het vi-
Tus met behulp van co-elektroforese en serologie. Tevens vertoonde de voornaamste ei-
witband een verminderde elektroforetische mobiliteit.

In de geinoculeerde bladeren van Samsun NN planten bleken een week na infectie vier
nieuwe eiwitcompanenten (I-IV) aanwezig. Deze nieuwe camponenten staan niet in verband
met TW-manteleiwit. In ¥, gluttnosaq werd na infectie met TMV W U1 é&n nieuwe band ge-
induceerd en nam de intensiteit van twee andere banden zeer sterk toe, terwijl één
band uit het eiwitpatroon verdween. Deze banden verschilden in elektroforetische mo-
biliteit van de nieuwe banden die werden waargenomen na infectie van Samsun NN plan-
ten. Geen van de nieuwe componenten 1-IV kan daarom beschouwd worden als produkt van
de, van ¥. glutinosa afkomstige, de factor ¥ bevattende, Hg chromosomen. Dit werd be-
vestigd in patronen van Samsun planten die als gevolg van infectie met ™MV HR semi-
systemische gele, necrotische kringvlekken vertoonden. In deze combinatie bleken
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zowel vrij TV HR-manteleiwit als de nieuwe componenten I-IV op te treden.

In met TV W U1 of TW IR geinfecteerde Samsun planten werd slechts een beperkt
aantal kwantitatieve veranderingen waargenomen. Daarentegen vertoonden met TV W U1
geinfecteerde Samsun NN planten een groot aantal kwantitatieve veranderingen die voor
het merendeel niet optraden in beide eerder genocemde combinaties, De grootte van deze
veranderingen was gecorreleerd met de vlekdichtheid op de bladeren,

Wanneer bij 307 als gevolp van infectie met T™MV W U} systemische mozaieksymptomen
gelnduceerd werden in zowel Samsun als Samsun NN planten, werden dezelfde veranderin-
gen waargenomen in de eiwitpatronen van beide vari&teiten. Deze veranderingen waren
identiek met die in de combinatie TV W Ul - Samsun bij 20° en die in de combinatie
TV W U1 - Samsun EN, waarin dezelfde symptomen ontstaan. De vorming van lokale vlek-
ken op de vari&teit Samsun EN na infectie met TMV HR leidde daarentegen tot het op-
treden van de nieuwe compenenten I[-IV, Hieruit blijkt dat in de combinatie TMV - tabak
de veranderingen in oplosbare eiwitten samenhangen met het symptoomtype en in alle ge-
vallen van de waardplant afhankelijke veranderingen vertegemwoordigen.

Inductie van lokale of systemische necrose op Samsun en Samsun NN tabak met tabaks-
necrosevirus (TNV), tabaksratelvirus (TRV) en aardappelvirus ¥t (PVYn] leidde steeds
tot het optreden van de vier nieuwe componenten in beide variéteiten, maar de onder-
linge verhoudingen der banden verschilden met de gebruikte variZteit en met het lokaal
blijven of systemisch worden van het virus. De vier nieuwe componenten werden in rela-
tief lage concentratie waargenomen na infectie met komkommermozalekvirus, hoewel in
deze combinaties geen necrose optrad. De banden I en II waren aanwezig na infectie met
pvY®, dat slechts lichte viekkerigheid vercorzaakt, Hoewel aardappelvirus X (PVX) ver-
gelijkbare symptomen induceert, werden de niewe componenten in met dit virus gein-
fecteerde planten niet waargenomen. In geen enkele van de combinaties kon de aanwezig-
heid van virusspecifieke eiwitten worden vastgesteld.

Een groot deel van de in de diverse combinaties waargenomen kwantitatieve veran-
deringen bleek onder uiteenlopende omstandigheden op te treden en vertegenwoordigde
klaarblijkelijk algemene reacties, aangezien dezelfde veranderingen optraden na af-
snijden of bevriezen van de bladeren. Daarnaast waren enige veranderingen karakteris-
tiek voor het symptoomtype dat na virusinfectie ontstaat, Door afsnijden of bevriezen
van de bladeren of teweegbrengen van kunstmatige necrose door bespuiting met HgCl2
werden geen nieuwe componenten geinduceerd. Het merendeel van de kwantitatieve ver-
anderingen die optraden bij door een virusinfectie geinduceerde necrose werd evenmin
waargenomen na inductie van necrose door HgCl,. Door virusinfecties en kunstmatig ge-
induceerde necrose zijn dus duidelijk te onderscheiden op grond van de begeleidende
veranderingen in de oplosbare eiwitfractie. Doordat bij afsnijden of bevriezing van
de bladeren slechts ten dele dezelfde veranderingen optreden als bij door virusinfec-
ties geinduceerde necrose, lijken veroudering en beschadiging slechts bijkomstige fa-
cetten van de aan dit symptocmtype ten grondslag liggende metabolische veranderingen.

In de combinatie TMV W Ul - Samsun NN verschenen de vier nieuwe componenten aan
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het begin van de lokale-vlekvorming. De banden namen in intensiteit toe met de tiid.
Vijf dagen na inoculatie eindigde de toename in band I, maar de banden II, III en IV
namen toe tot op dag 14, Vanaf dag 7 waren de vier banden eveneens aanwezig in de
jonge bladeren die zich na inoculatie hadden ontwikkeld en noch symptomen vertoonden,
noch virus bevatten. Ook in deze bladeren namen de banden in intensiteit toe met de
tijd. De banden waren eveneens aanwezig in jonge bladeren die zich hadden ontwikkeld
na inoculatie met TNV of TRV,

In de combinatie ™MV W Ul - Samsun NN was de hoeveelheid van de vier nieuwe compo-
nenten gecorreleerd met de vlekdichtheid. De intensiteit van de banden nam minder
sterk toe wanneer de bladeren twee dagen na inoculatie waren ingespoten met actinamy-
cine D (AMD). AMD remde de incorporatie van 35S-methionine en 14C-leucine in de oplos-
bare eiwitfractie veor 56-60%, Ock infectie met ™MV als zodanig remde de synthese van
oplosbare eiwitten in sterke mate, Beide effecten bleken tenminste additief, De rem-
ming van de hoeveelheid van de nieuwe componenten door AMD bedroeg echter steeds min-
der dan 50%, Hoewel preferentigle synthese van de nieuwe componenten via elektroforese
van gemerkt eiwit niet kon worden aangetoond, wijzen de verhoudingen van de geincor-
poreerde radioactiviteit in eiwitten uit geInfecteerde en niet-geinfecteerde planten
op een de novo synthese die slechts gedeeltelijk geremd wordt door AMD,

De nieuwe componenten zijn geen isoénzymen van een dertigtal onderzochte enzymen
en bevatten geen suikers, vetten of RNA. Hun sterke kleuring met coomassieblue wijst
op een hoog gehalte aan basische aminozuren.

Een mogelijk verband tussen het voorkomen van deze nieuwe componenten in jonge,
zich ontwikkelende bladeren die geen virus bevatten en de eigenschap van deze bladeren
kleine vlekken te vormen na (een tweede) inoculatie met een virus dat lokale vlekken
veroorzaakt, werd nader onderzocht, Het bleek dat er een duidelijke correlatie bestaat
tussen de aanwezigheid van de nieuwe componenten en het optreden van verworven syste-
mische resistentie. Een effect op aantal of grootte van de viekken kon echter niet
worden vastgesteld bij toediening van de vier nieuwe componenten bevattende eluaten
uit gelschijfjes aan de planten, gelijktijdig of 24 uur voor inoculatie met TMV. Wel
bleek de vermeerdering van TMV in zich na inoculatie met TNV ontwikkelende bladeren
van Samsun planten aanzienlijk geremd te zijn als gevolg van de eerste infectie.

Fractionering met ammoniumsulfaat van gezuiverde eiwitfracties uit niet-geinfec-
teerde en met TMV W Ul geInfecteerde Samsun NN planten leidde tot de waarmeming van
twee andere nieuwe componenten. Bij gelfiltratie over Sephadex G 100 werden, behalve
de nieuwe componenten I-IV, nog acht, langzamer migrerende componenten waargenomen,
Deze twaalf nieuwe componenten bezitten alle molecuulgewichten tussen 19,000 en 20,000,
Een aantal hiervan werd als kwantitatieve veranderingen waargenomen bij elektroforese
van ongefractioneerde extracten, Omlat bij elektroforese van extracten uit niet-gein-
fecteerde planten vooral scheiding op grond van molecuulgrootte optreedt, wijken de
nieuwe componenten door hun relatief geringe lading af van het merendeel van de ove-~

rige oplosbare eiwitten uit tabaksbladeren.
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Naast deze twaalf nieuwe componenten werd een nieuw isoénzym van ribonuclease en
van peroxidase waargenomen. Laatstgenoemd isoénzym onderscheidde zich decor een laag
pH-optimum en een veel grotere affiniteit tot guaiacol dan tot o-difenolen. Het werd
gelnduceerd in alle combinaties waarin als gevolg van virusinfectie necrose optreedt
en in geringe mate na infectie met PVX en PW°, In de combinatie TV W Ul - Samsun NN
werd een maximale activiteit bereikt wanneer de symptoomontwikkeling als voltocoid be-
schouwd kon worden. Geen van beide nieuwe isoénzymen was aanwezig in jonge, geen virus
bevattende bladeren.

Op grond van literatuurgegevens is het niet onaannemelijk dat de nieuwe componenten
ook aanwezig kunnen zijn in op TMV~infectie met systemische mozaleksymptomen reagerende
tabak, maar in dat geval alleen wanneer de virusvermeerdering be&indigd is. Het is daar-
om mogelijk dat zowel in hypersensitief als in met systemische mozaleksymptomen reage-
rende tabak het optreden van de nieuwe componenten gebonden is aan begindiging van de
virussynthese, doordat zij de virusvermenigvuldiging direct of indirect remmen. Hun
aanwezigheid zou, samen met het optreden van verhoogde peroxidase-activiteit — die ge-
correleerd is met een verminderde uitbreidingssnelheid van lokale vlekken — verant-
woordelijk zijn voor expressie van verworven resistentie bij een volgende inoculatie.
Dit verschijnsel kan echter ook verklaard worden op grond van remming van de vorming
van een bepaald eiwit, waardoor al of niet de inductie van nieuwe eiwitten en enzyméh
bewerkstelligd wordt.

De inductie van de hypersensitieve reactie en van necrose.door virussen lijkt te
berusten op een algemeen mechanisme, Men kan aannemen dat dit mechanisme door TMV W U1
in Samsun tabak wordt onderdrukt, waardoor het virus zich onbelemmerd kan vermenigvul-

digen en verspreiden door de plant.
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8.  SUMMARY

The nature and the severity of the reaction of a plant to infection by a virus
are detemmined by the genetic properties of both virus and hostplant. The genetic in-
formation of both is expressed in the fomation of proteins, Our aim was to gain in-
sight into the specificity of the interaction between virus and hostplant by investi-
gating the biochemical mechanism of pathogenesis and symptom expression. Hence, we
attempted to show if differences in protein constitution between noninfected and in-
fected plants could indeed be established and whether such differences can be regarded
as characteristic of the infecting virus or of the hostplant. In this study we made
use of tobacco varieties that differ in reaction type to tobacco mosaic virus (TWV)
and of strains of this virus that are distinguished by the symptoms they induce in
tobacco. As the multiplication of TMV most probably takes place in the cytoplasm,
the soluble protein fractlon was investigated. Previous investigations have emphasized
alterations in enzyme activities as a result of infection, In contrast to this, our
attention was focused on changes in the electrophoretic pattern of protein bands in-
duced by infection, not manifesting themselves immediately under the form of enzymatic
activity.

By using electrophoresis in 5, 7.5 and 10% polyacrylamide gel, over fifty different
protein components in the soluble protein fract.ion from leaves of Nicotiana tabacum
could be distinguished. No differences in protein patterns were observed between non-
infected plants of the varieties Samsun and Samsun NN, although Samsun plants react
to infection with TW W Ul by formation of systemic mosaic symptoms, while Samsun NN
plants — which contain the factor ¥ from ¥, glutinosa — develop local lesions at tem-
peratures below 25°. However, in the two varieties different and characteristic chan-
ges in protein patterns appeared upon infection. Apart from a mumber of quantitative
changes, one new band was present in mosaic-diseased Samsun plants four weeks after
infection. This band was identified as the free coat protein of the virus by co-elec-
trophoresis and serology. A reduction in the electrophoretic mobility of the major
band was also recorded.

In the inoculated leaves of Samsun NN plants four new protein components (I-IV}
were present one week after infection. These new components are not related to TMV
coat protein. In ¥. glutincea one new band was induced and two bands increased marked-
ly after infection with TV W Ul, while one other band disappeared. These bands dif-
fered in electrophoretic mobility from the new bands observed after infection of
Samsun NN plants. Therefore, none of the new components I-IV can be regarded as product
of the Hg chromoscmes, that are derived from N, glutincsa and contain the factor .
This was further substantiated by patterns from Samsun plants showing semi-systemic
vellow ringspot symptams as a result of infection with TV HR. In this combination,
both free TV HR coat protein and the new components I-IV were apparent.

In Samsun plants infected by TMV W Ul or T™V HR only a limited mumber of quanti-
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tative changes was observed. Contrary to this, Samsun NN plants infected by TMV W U1
showed a considerable number of quantitative changes, most of which did not appear in
the two combinations mentioned earlier, The extent of these changes correlated with
the lesicn density on the leaves.

When systemic mosaic symptoms were induced in both Samsun and Samsun NN plants as
a result of infection with TMV W U1 at 300, identical changes in protein pattemns
were observed for both varieties, These changes were the same as those in the combi-
nation TMV W Ut - Samsun at 20° and those in the combination TMV W U} - Samsun EN, in
which identical symptoms are induced. On the other hand, the formation of local lesions
on the variety Samsun EN upon infection with TMV HR led to the appearance of the new
components I-IV. It follows that in the combination TMV - tobacco the changes in solu-
ble proteins are connected with the type of symptoms — either mosaic or local lesions —
produced, and that in all cases they are hostplant dependent.

The induction of local or systemic necrosis on Samsun and Samsun NN tobacco with
tobacco necrosis virus (TNV), tobacco rattle virus (TRV) and potato virus Y? (PVY“)
always led to the appearance of the four mew components in both varieties, but the
relative proportions of the bands varied with the variety used, and with the charac-
teristic of the virus to remain local or become systemic, Relatively low concentrations
of the four new components were observed after infection with cucumber mosaic virus,
although no necrosis developed in these combinations, Bands I and II were present
after infection with PVY°, that only causes mild mottling. Although potato virus X
(PVX) induces a similar mottling, the new components were not detected in plants in-
fected by this virus. In none of the combinations the presence of virus-specific pro-
teins could be established.

Many of the quantitative changes observed in the varicus combinations occurred
under different conditions and evidently represented general reactions, as similar
changes were detected after cutting or freezing of the leaves. Some changes, however,
were characteristic of the type of symptoms produced after virus infection. Cutting
or freezing of the leaves or production of artificial necrosis by spraying with Hgt’:l2
induced no new components. The greater part of the quantitative changes occurring as
a result of necrosis induced by virus infection were not observed in HgCl2 induced
necrosis either. So necrosis due to virus infection and artificially induced necrosis
can be clearly distinguished by the accompanying changes in the soluble protein frac-
tion. Since cutting or freezing of the leaves induces changes that are only partly
similar to those observed when necrosis is induced by virus infections, ageing and
injury seem to be anly minor facets of the metabolic alterations underlying this type
of symptom. .

In the combination ™V W Ul - Samsun NN the four new components first appeared at
the onset of necrosis, and the bands increased in intensity with time. By five days
after inoculation band I ceased to increase, whereas bands II, III and IV increased
up to day 14. From day 7 onward, the four bands were also present in the young leaves
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that had developed after inoculation and neither showed symptoms nor contained virus.
In these leaves also, the bands increased in intensity with time. These bands were
also present in the young leaves that had developed after inoculation with TNV or TRV,

In the combination TMV W Ul = Samsun NN the amount of the four new components
correlated with lesion density. The increase in intensity of the bands was reduced
by treatment of the leaves with actinomycin D (AMD} two days after inoculation. AMD
inhibited the incorporation of SSS-methionine and 14C-leur::i.ne in the soluble protein
fraction by 56-60%. Infection with TMV in itself also strongly inmhibited synthesis of
soluble proteins. These two effects appeared to be at least additive., However, the
inhibition of the amount of the new components by AMD always amounted to less than
S0%. Although preferential synthesis of the new components could not be demonstrated
by electrophoresis of labeled proteins, the ratios of the radicactivities incorporated
into protein from infected and noninfected plants point to de nove synthesis which can
be only partly inhibited by AMD,

The new components are not isoenzymes of thirty enzymes studied, and do not contain
carbohydrate, lipid or RMA. Their strong colouration with coomassieblue may indicate
a high content of basic amino acids.

A possible relation between the occurrence of these new components in young, deve-
loping leaves not containing virus, and the ability of these leaves to react with the
formation of small lesions after (a second) inoculation with a virus that induces lo-
cal lesions, was further investigated, There appeared to be a distinct correlation
between the presence of the new components and the state of systemic acquired re-
sistance. However, when eluates from gel slices that contained the four new components
were applied to the plants simultanecusly or 24 hours before inoculation with TMV, no
effect on number or size of the lesions could be demonstrated. On the other hand, the
miltiplication of TW in leaves that developed after inoculation of Samsun plants with
TNV did appear to be inhibited to a considerable extent as a result of the first in-
fection.

Ammonium sulfate fractionation of purified protein fractions from noninfected and
TMV W Ul-infected Samsun NN plants revealed two other new components. Upon gelfiltra-
tion on Sephadex G 100, in addition to the new components I-IV, another eight, more
slowly migrating components were detected. These twelve new components all have mole-
cular weights between 10,000 and 20,000. A mumber of these were observed as quantita-
tive changes upon electrophoresis of unfractionated extracts. During electrophoresis
of extracts from noninfected plants separation due to differences in molecular size
prevailed. Therefore, the new components differ fram the majority of the other soluble
proteins from tobacco leaves by their relatively small charges.

In addition to these twelve new components, a new ribonuclease and a new peroxidase
isoenzyme were detected. The peroxidase isoenzyme was distinguished by a low pH opti-
mm and a far greater affinity towards guaiacol than towards o-diphenols., It was in-
duced in all combinations in which necrosis due to virus infection occurs, and te a
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small extent after infection with PVX and PW°. In the combination TMV W U1 - Samsun
NN maximal activity was reached when symptom development could be considered complete.
The new iscenzymes were not present in young, symptomless leaves not containing virus.

On the basis of data given in the literature, it can be envisaged that the new com-
ponents might also be present in tobacco plants which, upon TW infection, react with
systemic mosaic symptoms, but in that case only after the multiplication of the virus
has stopped. Therefore, it seems possible that both in hypersensitively reacting
tobacco plants and in plants that react with systemic mosaic symptoms, the appearance
of the new components is connected with a slowing down of viral synthesis through a
direct or indirect inhibition of virus multiplication. Their presence, together with
the occurrence of increased peroxidase activity — that is correlated with a decreased
rate of lesion enlargement — might be responsible for the expression of acquired re-
sistance to subsequent incculation. However, this phenomenon could alsoc be explained
by inhibition of the formation of a specific protein which may not, or in turn may
result in the induction of new proteins and enzymes.

The induction of the hypersensitive reaction and of necrosis by viruses seems to
be governed by a common mechanism. Presumably TV W Ul in Samsun tobacco represses
this mechanism, This would enable the virus to miltiply and spread throughout the
plant,

Parts of this study have been published earlier (Van Loon and Van Kammen, 1963,
1970; Van Loon, 1971; Van Loon and Geelen, 1972}).
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