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OCZYSZCZANIE WIRUSOW ROSLINNYCH METODA
CHROMATOGRAFII KOLUMNOWEJ ORAZ ULTRAWIROWANIA

Alicja Glowinkowska

Instytut Ochrony Ro$lin, Poznan

Dla badan wlasciwosci wirusa takich jak: wielko$é czastki, ciezar
czasteczkowy, budowa chemiczna, a takze dla badan serologicznych, istot-
ne jest wyizolowanie czastek wirusa wolnych od materialu gospodarza,
a przy tym w miare mozliwo$ci wyizolowanie ich tak, aby nie utracily
infekcyjnosci.

Badania z zakresu biochemii wiruséw oraz ich izolacji rozpoczeto sto-
sunkowo niedawno, bo w latach trzydziestych.

Badania takie mogly byé mozliwe dopiero z chwilg, gdy w wiruso-
logii znalazla zastosowanie ultrawiréwka i mikroskop elektronowy. Nie
jest dziwne, ze pierwszymi wirusami, ktére zostaly wyizolowane i do-
kladnie zbadane byly: wirus mozaiki tytoniu i wirus ziemniaka X, po-
niewaz sg to wirusy dosy¢ stabilne i wystepuja w wysokiej koncentracji
w roslinie gospodarzu.

Dzisiaj zainteresowanie problemem izolowania wirusow bardzo wzro-
slo, obejmuje szeroki wachlarz wiruséw, niemniej jest w tej dziedzinie
bardzo wiele do zrobienia.

Metody oczyszczania, ktére sg efektywne dla jednego wirusa moga
by¢ zupelnie bezuzyteczne dla innego, nawet bardzo podobnego. Niekie-
dy rézne szczepy tego samego wirusa moga wymagaé¢ réznych metod
oczyszczania. ,

Przy homogenizowaniu materialu roslinnego wazne jest zwrocenie
uwajgi na sklad jonowy buforu, jego pH i sile jonowa, ze wzgledu na
tak rézng wrazliwosé wiruséw na te czynniki. Majac homogenat roslin-
ny zadanie polega na usunieciu czastek niewirusowych i niepozadanych
soli w taki sposéb, aby wirus pozostal rozproszony w buforze o znanym
nam skladzie, a nastepnie usuniecie wirusa z roztworu i rozpuszczenie
go w malej ilosci znanego buforu. Wszystkie metody oczyszczania pole-
gajg na wykorzystywaniu réznic w chemicznych i fizycznych wtlasci-
wo$ciach miedzy wirusami i normalnymi komponentami roslinnymi.

Preparaty wirusowe, ktore przeszly jeden stopien oczyszczania beda
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ciggle zawieraly molekuly o niskim i wysokim ciezarze czgsteczkowym
materialu roslinnego. Wiekszo§¢é z nich moze by¢ usunieta przez nastep-
ne stopnie oczyszczania. To, jaka metoda bedzie wybrana, zalezne jest
od stabilnoSci wirusa i celu oczyszczania. Trzeba réwniez pamietaé, ze
z chemicznego punktu widzenia nie istnieje czysty preparat wirusowy.
Nawet je$li preparat ten nie zawiera zupelnie komponentéw gospodarza,
co jest malo prawdopodobne, to trzeba pamietaé, ze wiekszo$é prepara-
tow zawiera mieszaning infekcyjnych i nieinfekcyjnych czgstek wirusa,
1 ze preparaty wirusowe zawieraja zwykle mieszanine mutantéw tego
wirusa.

Jest wiele metod oczyszczania wiruséw, a chromatografia i ultrawiro-
wanie maja duzy udzial w pracy nad oczyszczaniem wiruséw i wlasnie
gtownie na ultrawirowaniu i chromatografii kolumnowej oparliSmy nasze
proby oczyszczania wirusow roslinnych w Pracowni Wirusologii IOR.

CHROMATOGRAFIA KOLUMNOWA

Chromatografia znalazla zastosowanie w wirusologii roslinnej bardzo
niedawno, bo od 1954 r., kiedy ‘to Tiselius opisal zdolnos¢ zelu fosfora-
nowo-wapniowego do adsorpcji protein [6, 7]. Pdézniej stosowano inne
adsorbenty jak silica zel czy bentonit [2]. Albertsson natomiast wykazal,
ze mieszanina glikolu polietylenowego, dextranu i wody wytrzgsane ra-
zem, moga by¢ uzyte do oczyszczania makromolekul [1].

Venekamp i Mosch zastosowali uklad dwufazowy wysokich polime-
réow do klarowania ekstraktéw roélinnych [9]. W ukladzie zawierajacym
glikol polietylenowy, dextran i glukoze, material chloroplastéw zbiera sie
w fazie dextranowej, a w fazie glikolu polietylenowego — wirus. Pozwala
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Rys. 1. Spos6b pakowania kolumny chromatograficznej i przebieg procesu
chromatografii
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to na zastosowanie podobnych ukladéw w procedurze chromatograficz-
nej. Badania nasze oparte sa na metodzie chromatografii kolumnowej
opisanej przez Venekampa i Moscha [8-12]. Stosujgc te metode autorzy
wyizolowali szereg wirusow roslinnych o bardzo réznych ksztattach
i wielkoSciach czagstek [13], z czego wynikaloby, Zze metoda ta moze mie¢
szerokie zastosowanie w pracach nad izolacjg wirusé6w ro$linnych. Rysu-
nek 1 przedstawia sposéb pakowania kolumny chromatograficznej i prze-
bieg procesu chromatografii.

Do pakowania kolumny chromatograficznej stosujemy celuloze (CM
11-Whatman), celuloza bowiem pozwala na saczenie lepkiego plynu z wy-
magang szybko$cig w przeciwienstwie do Sephadexu-G-25 lub skrobi.

Roztwér do klarowania ekstraktu roslinnego powinien zawieraé¢ 5%
glikolu polietylenowego, 4,5% glukozy, 0,05% dextranu, bufor fosfora-
nowy (w celu utrzymania statego pH) 0,004 m MgCl, oraz 2% NaCl dla
wytracenia wirusa. Podczas calej procedury zielone cze$ci komoérkowe
pozostaja ma szezycie kolumny. Wirus adsorbuje sie na celulozie, wy-
plywajg natomiast brazowo =zabarwione substancje, proteiny, cukry
i aminokwasy. Eluent stopniowo staje sie¢ bardziej czysty. Nastepnie ptyn
przeplywajgcy przez kolumny jest modyfikowany przez wyeliminowanie
glikolu polietylenowego i chlorku sodu. Taki roztwér wymywa czgsteczki
wirusa z kolumny. Nastepna czynno$é, to rechromatografia ptynu zawie-
rajagcego wirus, po uprzednim dodaniu do niego 5% glikolu polietyleno-
wego i 2% chlorku sodu. Wirus adsorbuje si¢ ponownie na celulozie. Na-
stepnie poddaje sie kolumne przeplywowi roztworow, w ktoérych zawar-
tos¢ glikolu polietylenowego i NaCl stopniowo maleje az do zupelnej
eliminacji. Podczas rechromatografii kolekcjonuje sie wyptywajace frak-
cje, a nastepnie bada sie je spektrofotometrycznie na obecno$¢ biatka
wirusowego.

W dos$wiadczeniach mnaszych poréwnywaliSmy pomidory porazone
TMV z pomidorami zdrowymi. Do analiz brano 25 g préby liSci pomido-
réw (Potentat) 8-tygodniowych. Wyniki dos$wiadczenia przedstawia rys.
2, na ktérym obie krzywe reprezentujg szereg wykonanych prob.

Przeplyw roztworu zawierajacego 5% glikolu polietylenowego i 2%
NaCl powodowal wyplyw materialu nieinfekcyjnego, ale absorbujgcego
Swiatlo UV, ze wzgledu na obecno$¢ w tym materiale substancji barw-
nych. Dopiero roztwory o niskiej zawarto$ci NaCl wymywajg wirus.

Wszystkie frakcje badane byly spektrofotometrycznie przy dlugosci
fali 254 mpu (Spektr. Unicam SP 700). Dla nas interesujgce byly frakcje
w obrebie duzego piku. W celu sprawdzenia aktywnoS$ci biologiczne] tych
frakeji stosowaliémy test szklarniowy na Nicotiana glutinosa. Rosliny ino-
kulowane frakcjami bezbarwnymi, a wykazujagcymi absorpcje Swiatla
UV o dlugosci fali 254 mu, wykazywaly typowe objawy zakazenia wiru-
sem mozaiki tytoniu. Ros$liny inokulowane frakcjami nie absorbujgcymi
$wiatta UV — 254 mu nie wykazywaly takich objawéw. Frakcje absorbu-
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Rys. 2. Chromatogram homogenatéw lisci pomidoréw zdrowych i porazonych TMV
na kolumnie celulozowej
a — pomidory zdrowe, b — pomidory chore

O

Rys. 3. Wirus mozaiki tytoniu. Powiekszenie pierwotne mikroskopu elektronowego
55 000 X (fot. W. Wieczorek)

jace fale dlugosci 254 mu i aktywne biologicznie badane byly po odpo-
wiednim ich przygotowaniu [10] pod mikroskopem elektronowym (JEM
7A Japonia). Badania te wykazaly obecno$¢ pateczek wirusa TMV. Pre-
paraty wirusowe byly bardzo czyste, a barwiono je negatywowo 1% kwa-
sem fosforo-wolframowym (rys. 3).

METODA ULTRAWIROWANIA

,,Metoda ultrawirowania” jest nazwg zbyt uproszczong, wchodzi tu
bowiem w gre zaré6wno ultrawirowanie, jak i wirowanie niskoobrotowe,
czy wstrzagsanie z rozpuszczalnikami organicznymi [3, 4, 5], ale wytraca-
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nie z roztworu wirusa nastepuje wskutek sedymentacji jego czastek
przy uzyciu duzych sil wirowania. Stosujgc ultrawirowanie nalezy zaw-
sze liczyé sie z tym, ze moga nastapi¢ straty wirusa wskutek nieodwra-
calnej agregacji jego czastek i dlatego nie nalezy oddzialywaé¢ duzymi
sitami wirowania dluzej niz to jest konieczne. W celu unieaktywnienia
enzyméw utleniajgcych, ktorych dzialanie powoduje strate wirusow, pod-
czas homogenizowania materialu roslinnego stosuje sie¢ dodatek niewiel-
kich iloéci substancji redukujgcych np. kwas tioglikolowy, kwas askor-
binowy, chlorowodorek cysteiny 1 inne.

Substancje te zabezpieczajg réwniez przed adsorpcja kolorowych kom-
ponentéw roztworu na czasteczkach wirusa. Wytrzgsanie z rozpuszczalni-
kami organicznymi powoduje wytworzenie emulsji, ktora przy wirowa-
niu wolnoobrotowym rozdziela sie na 3 fazy, gdzie w fazie rozpuszczal-
nika znajduja sie substancje barwne, w interfazie wigkszos¢ zdenaturo-
wanych protein roSlinnych, a w fazie wodnej badany wirus. Wirowanie
niskoobrotowe usuwa z roztworu wszystkie wieksze czastki od czgsteczki
wirusa.

Ultrawirowanie powoduje sedymentacje czgsteczek wirusa. Rozpuszcze-
nie sedymentu w odpowiedniej ilosci buforu powoduje zwykle powrot
wirusa do roztworu w swej aktywnej formie.

W badaniach naszych stosujac nastepujacy schemat postepowania
(rys. 4) udalo sie wyizolowa¢ i sfotografowa¢ wirus zoltej karlowatoSci
cebuli.
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Rys. 4. Wytracanie z roztworu wirusa — schemat postepowania
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Rys. 5. Wirus 2z6ltej karlowatosSci cebuli. Powiekszenie pierwotne mikr. elektr.
24 000 X (fot. W. Wieczorek)

Rys. 6. Wirus z6ltej karlowatosSci cebuli. Powiekszenie pierwotne mikr, elektr.
65 000 X (fot. W. Wieczorek)

Do badan brano 25-gramowe proéby cebuli odmiany Rawska, zainfe-
kowanej przez mszyce wirusem zo6ltej karlowatosci cebuli i takie same
proby lisci cebuli zdrowej jako kontroli.

Préby homogenizowano z polowa objetosci (w stosunku do ciezaru
proby) buforu fosforanowo-cytrynowego z dodatkiem kwasu tioglikolo-
wego. Wytrzgsano z chloroformem. Zastosowano na przemian wirowanie
niskoobrotowe 6000 rpm (wirowki H. Janetzki K 50) i ultrawirowanie
30 000 rpm — 80 000 g (ultrawiréowka Spinco Model L. rotor 40). W wyni-
ku otrzymano 1-mililitrowe preparaty, ktére nastepnie badano po uprzed-
nim barwieniu negatywowym pod mikroskopem elektronowym (JEM
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7A Japonia). Badania te wykazaly w preparatach z porazonej zolta kar-
lowatoscig cebuli obecno$é diugich nitkowatych czasteczek (wirusa zolte]
karlowatosci cebuli) wielkosci rzedu 1000-2000 mu (rys. 5 i 6).

Obydwie oméwione metody majg szereg zalet i moga by¢ szeroko sto-
sowane w pracach nad oczyszczaniem wirusow ro$linnych, nie mozna ich
jednak traktowa¢ jako uniwersalne, metody takie bowiem nie istnieja.
Oméwiony schemat postepowania przy ultrawirowaniu moze doprowa-
dzi¢ tylko do czeSciowego oczyszczenia badanego wirusa i aby otrzymac
preparat bardziej czysty, nalezaloby go podda¢ nastepnym stopniom
oczyszczania jak dializie, wirowaniu w gradiencie cukrow czy elektrofo-
rezie. Dla pewnych jednak etapéw badan ten rodza] oczyszczania jest
wystarczajacy, a sama procedura wymaga mniej czasu w pordéwnaniu
z metoda chromatografii kolumnowej. W wyniku tej ostatnie] jednak,
jesli uda sie oczysci¢ badany wirus, otrzymany preparat jest bardzo
czysty. Ponadto stosujac te metode zbedne jest przesaczanie homogenatu
ro$linnego, wirowanie, czy wytrzasanie z rozpuszczalnikami organicznymi,
przez co eliminuje sie niebezpieczenstwo strat czasteczek wirusa.

W przypadku naszych badan pomidoréw porazonych TMV i zdro-
wych, niejednokrotnie rosliny ocenione wizualnie jako zdrowe, poddane
analizie chromatograficznej wykazywaly obecnos¢ frakeji aktywnej bio-
logicznie wirusa mozaiki tytoniu. Swiadczy to w tym przypadku o duzej
czuloéci metody i mozliwo$ci wyizolowania czasteczek wirusa, ktorego
efektéw dzialania wizualnie jeszcze nie zauwazamy. Metoda ta moze wiegc
by¢ przydatna do stawiania weczesnej diagnozy choroby pomidoréow, po-
wodowanej wirusem mozaiki tytoniu.
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Skladam serdeczne podziekowanie Panu mgr Edwardowi Czaplickiemu za ko-
lezenskq pomoc podczas moich pierwszych prac nad oczyszczaniem wiruséw roslin-

nych, a szczegolnie za pomoc w zorganizowaniu warsztatu do pracy chromatografii
kolumnowej.

Aaruyus I'nosunxoscka

OYVMIIIEHME PACTUTEJIBHBIX BUPYCOB IIO METOLY KOJOHHOM
XPOMATOTPA®UN N YIBTPAUEHTPUDYTOBAHUA

Pe3mwome

B nokmaze paccMOTpeHb! JBa METOZA II0 OYMCTKE PACTUTENbHBIX BMUDYCOB: Me-
TOJ YJAbTPAUEHTPUMYTUPOBAHMUA M OTHOCUTEJIBbHO HENAaBHO Pa3BUTHI METON KOJIOH-
HOM xpomororpachuy Ha Kierdarke. O6Ga MeToja MILIIOCTPUMPOBAHBI NIpyMepamyu cob-
CTBEHHBIX MCCJIEeACBAHMII — OYMCTKOM BUpyca Mo3auKu Tabaka U3 JMUCTHEB TOMa-
TOB 3apazKeHHBIX 3TMM BUPYCOM II0O METOAY KOJIOHHOM Xpomarorpadum m Bupyca
ZKeJITO KapJMKOBOCTM JyKa M3 JMUCTbEB JIyKa II0 METOAY YJAbTpaleHTpudyrmpo-
BaHUA.

OBOcyzXaeHO IIpUMeHeHMe U NOCTOMHCTBA O00OMX METOIOB.

Alicja Glowinkowska

PURIFICATION OF PLANT VIRUSES BY THE METHODS OF COLUMN
CHROMATOGRAPHY AND ULTRACENTRIFUGATION

Summary

Two methods of plant virus purification are described: ultracentrifugation and
the recently developed method of column chromatography on cellulose. Both
methods are illustrated by examples from the author’s own practice — purifi-
cation of the tobacco mosaic virus from infected tomato leaves by the method of
column chromatography and the onion yellow dwarf virus from onions by the
ultracentrifugation method.



