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OCZYSZCZANIE WIRUSA X ZIEMNIAKA PRZY POMOCY SACZENIA
MOLEKULARNEGO NA KOLUMNIE Z SEPHAROSE 2B

Lech Skrzeczkowski

Instytut Ziemniaka, Mlochéw

W ostatnich latach powszechnie uzywa sie metody sgczenia moleku-
larnego do izolowania i frakcjonowania materiatéw biologicznych. Jako
wypelniacze do kolumn chromatograficznych stosowane sa najczescie]
modyfikowane zele dekstranowe (Sephadex’y) lub specjalnie preparowane
zele poliakryloamidowe {(Biozele ser. P) oraz agarozowe (Biozele ser. A,
Sepharose 2B, 4B, 6B).

Saczenie przez Zele znalazlo miedzy innymi zastosowanie do wydzie-
lania i oczyszczania wirusé6w roSlinnych. Szereg interesujacych badan
nad zastosowaniem zelu agarowego do oczyszczania WwirusOw przepro-
wadzili Steree i Ackers [1, 14]. Stosujac kolumny wypelnione granulo-
wanym zelem agarowym, autorzy ci oczy$cili wirus mozaiki tytoniu
(TMV) oraz wirus poludniowej mozaiki fasoli (SBMYV). Nieco pdznie]
Steree [15] wykazal, ze stosujac kolumny ze zmiennym stezeniem zelu
agarowego mozna posegregowa¢ czasteczki TMV na kilka klas odpowia-
dajacych ich dlugosci. Postugujgc sie powyzszg metoda Steree oczyscil
réwniez wirus X ziemniaka [16]. Ostatnio Rich i wsp. [12] stwierdzili
przydatno§é saczenia przez kolumne z zelem agarowym do koncowego
etapu oczyszczania wirusa mozaiki aukuba. Zele typu Sephadex stoso-
wane sg rzadko do saczenia wiruséw ro$linnych [11] glownie ze wzgledu
na ograniczone mozliwosci rozdzialu duzych makroczasteczek. Czescie]
stosuje sie je do zatezania lub odsalania preparatéw wirusowych.

Modyfikowane zele agarowe (Sepharose 2B, 4B, 6B) nie byly do-
tychezas stosowane na szersza skale w wirusologii roslinnej. Do ciekaw-
szych prac mozna zaliczy¢ oczyszczenie satelita wirusa nekrozy tytoniu
przez Fridborga i wsp. [7] przy pomocy kolumny z Sepharose 4B. Ha-
man [8] wykorzystal saczenie molekularne do przygotowania preparatow
wiruséw X i S ziemniaka do mikroskopii elektronowej. Stwierdzil, ze
saczenie przez Sepharose 4B bylo efektywniejsze od saczenia przez zel
agarowy. Hani [13] na przykladzie wirusa mozaiki ogorka wykazal sze-
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reg takich zalet sgczenia przez Sepharose jak wysoka infekcyjnoéé pre-
paratow, malg ilo$¢ zanieczyszczen oraz niski stopien agregacji wirusa.
W niniejszej pracy przedstawiono zastosowanie sgczenia na kolumnie

z Sepharose 2B jako jednego z etapéw przy oczyszczaniu wirusa X
ziemniaka.

MATERIAL I METODY

Do badan stosowano zwykly szczep wirusa X (pochodzacy z kolekeji
Instytutu Ziemniaka w Mlochowie) prowadzony na Datura stramonium.
Szczepem tym inokulowano mlode siewki tytoniu odm. Samsun w fazie
szeSciu liSci. Po 10-14 dniach od momentu inokulacji rosliny podlegle
systemicznej infekcji stanowily material do oczyszczania wirusa.

Przebieg preparatyki: cale rosliny zamrazano w temp. —20°C, a na-
stepnie rozmrazano i homogenizowano w mikserze z 150 ml 0,1 M cy-
trynianu sodowego pH 7,4, zawierajgcego 0,01 M cysteiny. Homogenat
przeciskano przez podwo6jng warstwe gazy i wirowano 15 min 5000 xg. Do
uzyskanego supernatantu dodawano nasycony roztwoér siarczanu amo-
nowego do 10% nasycenia i po 2 godz. wirowano 15 min 5000 Xg.
Osad odrzucano, a do supernatantu dodawano ponownie siarczan amo-
nowy do 33% nasycenia i pozostawiano na noc w chlodni. Wytraco-
ny osad zawierajacy wirus X zbierano przez wirowanie 15 min 5000 xg,
zawieszano za pomocg homogenizatora Pottera w 20 ml 0,01 M cytrynia-
nu sodowego pH 7,4 i dializowano przez 4-5 godz. wobec ok. 200-krotnej
objetosci takiego roztworu. Po zakonczeniu dializy i usunieciu nierozpu-
szczalnych domieszek przez wirowanie (15 min 5000 xg) ok. 5 ml opali-
zujacego roztworu uzywano do rozdzielania na kolumnie wypelnionej
Sepharose 2B (Farmacia Uppsala). Stosowano kolumne o wymiarach
2,5X38 cm zréwnowazong 0,01 M cytrynianem sodowym pH 7,4. Elucje
prowadzono cytrynianem j.w. z szybko$cig okolo 0,4 ml/min zbierajac
frakcje o objetosci 4 ml przy pomocy kolektora frakeji f-my Unipan.
W poszczegélnych frakcjach wyznaczano warto$é absorpcji przy 260 mp
oraz sprawdzono obecno$¢ wirusa metodami: serologiczng i biologiczna.
Frakcje odpowiadajace szczytowi wirusowemu lgczono, dializowano wo-
bec wody dejohizowanej i po liofilizacji rechromatografowano jak wy-
zej.

Infekcyjnos¢ okreslano liczbg nekroz powstalych po zakazeniu odcie-
cietych lisci Gomphrena globosa oraz stosunkiem liczbowym roslin tyto-
niu porazonych do inokulowanych. Aktywnos¢ serologiczng badano me-
todg mikroprecypitacji kroplowej z surowicg specyficzng dla wirusa X.

Pomiary wartosci absorpcji wyznaczano w 0,01 M cytrynianie so-
dowym pH 7,4 na spektrofotometrze VSU-2P Zeiss Jena w 1 em kuwe-
tach. Zawarto$¢ wirusa w preparacie koncowym obliczano ‘w oparciu
0 znang z literatury [4] warto$¢ absorpcji poslugujgc sie zaleznos$cig:
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_ Ep-1mg
~ T 29 VP
gdzie: ¢ — stezenie wirusa w prébie w mg,

Vp — objeto$¢ proby w ml,
Ep — ekstynkcja préby przy 260 mu dla 1 cm warstwy,
2,9 — ekstynkcja odpowiadajaca 1 mg wirusa X/ml 0,01 M bu-
foru fosforanowego pH 7,0.
Wszystkie operacje prowadzono w temperaturze ok. 3°C.

WYNIKI I DYSKUSJA

Poczatkowe etapy preparatyki wirusa X nie odbiegaly od ogodlnie
stosowanych zasad podawanych w literaturze [5, 9, 10, 17]. Stosowane
natomiast w dalszym oczyszczaniu ultrawirowanie roznicowe zastgpiono
z powodzeniem saczeniem molekularnym na kolumnie z Sepharose 2B.

Rosliny zainfekowane wirusem X

zamrazanie —20°C, rozmrazanie homogenizacja z 0,1 M
cytrynianem sodowym pH 7,4 zawierajgcym 0,01 M cysteiny

homogenat *

przeciskanie przez podwdjng warstwe gazy wirowanie 15 min
5000 xg
osad
supernatant *
4 nasyec. roztw. (NH,),SO, do 10% nasycenia po 2 godz wi-
rowanie 15 min 5000 xg
osad
supernatant *
-+ nasyc. roztw. (NH,),SO, do 33% nasycenia po ok. 20 godz
wirowanie 15 min 5000 xg
supernatant*
osad
rozcieranie w homogenizatorze Pottera z 0,01 M cytrynia-
nem sodowym pH 74 dializa 4—5 godz. wobec 001 M
cytrynianu, wirowanie 15 min 5000 xg
osad*
supernatant *
frakcjonowanie na kolumnie z Sepharose 2B
frakcje zawierajace wirus X
Rys. 1. Schemat preparatyki wirusa X ziemniaka. * — miejsca, w ktérych pobie-

rano préoby do oznaczania aktywnosci serologicznej i infekcyjnosci wirusa, kursy-
wg oznaczono etapy, na ktérych stwierdzono wysoki poziom obydwu aktywnosci
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Na rys. 2 przedstawiono typowy obraz rozdzialu mieszaniny zawie-
rajacej wirus X i inne elementy niewirusowe na kolumnie z Sepharose
2B. Wirus oddziela si¢ w trakcie elucji od pozostalych zanieczyszczen
opuszczajgc kolumne poczawszy od objetosci Vo = 25 ml w postaci sy-
metrycznego szczytu. Drugi wyraznie oddzielajgcy sie szczyt stanowig
zanieczyszczenia. Mozna zaobserwowaé, ze infekcyjnosé zwigzana jest
glownie z pierwszym szczytem elucyjnym.

Tabela 1 przedstawia rozklad aktywnosci serologicznej w poszczegdl-
nych frakcjach wyplywajacych z kolumny. Najwyzsza aktywnos¢ serolo-
giczna odpowiada najbardziej infekcyjnym frakcjom szczytu elucyjnego
(rys. 2).
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Rys. 2. Rozdzial wirusa X ziemnia-
ka na kolumnie z Sepharose 2B. Wy-
miary kolumny 25X38 cm. Elucja
0,01 M cytrynianem sodowym pH
7,4, Linig cigglg zaznaczono absorp-
cje przy 260 mp, linig przerywang
infekcyjno$é jako liczbe nekroz na
75!0 Vm! liSciach Gomphrena globosa
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Tabela 1

Aktywno$¢ serologiczna poszczegélnych frakeji z surowicag
anty wirus X po sgczeniu przez kolumne Sepharose 2B

Nr frakeji Aktyw.nosc Nr frakeji Aktyw.nosé
serologiczna serologiczna

1 S 11 ++
2 — 12 +
3 o 13 +
4 - 14 +
5 - 15 +
6 —_ 16 &y
7 + 17 )
8 + 4= 18 +
9 +++ 19 +

10 +++ 20-40 —

— brak reakcji, * reakcja bardzo slaba, + staba, ++ silna,
+++4+ bardzo silna.
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Stwierdzona w dalszych frakcjach niska aktywno$é serologiczna bez
jednoczesnej infekcyjno$ci moze wskazywaé na obecno$¢ infekcyjnych
fragmentéw wirusa czynnych serologicznie.

Celem sprawdzenia efektywnosci jednorazowego saczenia przez ko-
lumne przeprowadzono rechromatografie szczytowych frakcji zawieraja-
cych wirus X. Rysunek 3 przedstawia wynik rozdzialu rechromatogra-
ficznego. Widoczny pojedynczy szezyt elucyjny wskazuje na dobre od-
dzielenie sie wirusa od pozostalych skladnikéw juz w trakcie pierwszego
frakcjonowania.

Przyblizona wydajnos¢ preparatyki, obliczona na podstawie pomiaru
absorpeji przy 260 mm, wyniosla ok. 343 ug/g infekcyjnej tkanki tytoniu
i mieéci sie w granicach wydajnosci podawanej dla wirusa X w litera-
turze [2, 10]. |
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Rys. 3. Rechromatografia polgczonych frak-
cji szezytu wirusowego. Warunki rozdzia- :
tu jak mna rys. 2 50 100 150 V ml
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Rys. 4. Krzywa absorpcji w UV wi-
rusa X o0cCzyszczonego przez sacze- L
nie molekularne na Sepharose 2B 220 240
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Oczyszczony preparat wirusowy (potaczone frakcje 8-11) wykazywaly
charakterystyczng krzywa absorpcji w UV o maksimum przy 260 mp
1 minimum przy 245 mp (rys. 4). Stosunek warto$ci absorpcji Eggy/Esgy WY-
nosi 0,84. Moze to wskazywa¢ na zawarto§¢ RNA rzedu 6% [6]. Trzeba
podkresli¢, ze jest to warto$¢ orientacyjna, poniewaz nie badano szczegélo-
wo czystoSci wyodrebnionego wirusa.

Mozna sadzi¢ na podstawie przedstawionych wynikow, ze saczenie
molekularne przez Sepharose 28 jest dobra metodg izolowania infekeyjne-
go wirusa X ziemniaka. Opisana metodyka jest prosta i malo kosztowna.
Z pewnoscig moze ona znalezé zastosowanie przy oczyszezaniu innych
wirusow roslinnvch.
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Jex CruweukoscKu

OYMCTKA X BUPYCA KAPTO®EJS C IIOMOIUIBIO MOJEKVYJAPHOTO
SUJbTPOBAHUA HA KOJOHKE C CE®APO3E 2b

PezwwMme

B paGoTe IpeACTaBIEHO NPVUMEHEHME MOJIEKYJIAPHOrO (MUIbTPOBAHMA AJIA OUM-
menuss X Bupyca Kaprodenas. Bupyc u30aMpoBaHO U3 pacTeHMi rabaka copra Cam-
CYH IIyTeM BbICAAMBAHMA CyJAbQaMoym aMMOHMA U dpakLMOHMPOBAaHMEM Ha KO-
noHHe HamosiHeHHOo)1 Cedpaposze 2B. Meron oxasajicid NPUTOAHBIM ¥ B HEKOTODBIX
cydyasX MOXKeT 3aMeHATb YJIbTPaceHTPu-QyTUpoBaHMe. IIony4yeHO OKOJIO 345 MKT
nadeknoHHOro Bupyca n3 1 r Tkanu Tabaxa.

Lech Skrzeczkowski

POTATO VIRUS X PURIFICATION BY GEL FILTRATION ON A SEPHAROSE
2B COLUMN

Summary

The application of gel filtration to potato virus X purification is described.
The virus was isolated from tobacco plants of the Samsun variety by salting out
with ammonium sulphate and fractionation on a Sepharose 2B column. The
method proved useful, and may in some instances be applied instead of ultracen-
trifugation. About 345 ug of infective virus were obtained from 1 g of tobacco
plant tissue.



