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POROWNANIE DWOCH METOD OCZYSZCZANIA WIRUSA X
ZIEMNIAKA
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Instytut Ziemniaka, Mlochow

WSTEP

Wirus X ziemniaka (PVX) zostal oczyszczony po raz pierwszy sto-
sunkowo dawno. Istniejg jednak nadal trudno$ci zwigzane z wydziela-
niem niezagregowanych czgsteczek pozbawionych calkowicie zanieczysz-
czen. Gléwnymi zjawiskami utrudniajgcymi oczyszczanie jest tworzenie
niciowatych i sieciowatych struktur pod wplywem roztworéw soli
[10, 20], tendencja do tworzenia zeli [16] oraz cze$ciowa degradacja pod-
jednostek bialkowych zachodzgca juz na etapie homogenatu [12].

Dotychczas opisano wiele metod oczyszczania [4, 5, 20, 22] eliminu-
jacych w réznym stopniu wyzej wymienione zjawiska. Wiekszos¢ tych
metod jest jednak pracochlonna i wymaga stosowania wirowania roéz-
nicowego lub wirowania w gradiencie gestosci.

Poprzednio [23] opisano uproszczong metode oczyszczania PVX, w kto-
rej zastosowano sgczenie molekularne na Sepharose 2B [6, 8, 21]. W ni-
niejszej pracy przedstawiono dalsze udoskonalenie powyzszej metody, w
ktorej wysalanie zastgpiono wytrgcaniem przez glikol polietylenowy [1,
7, 22]. Zbadano ponadto efektywno§¢ nowo opracowanej metody porow-
nujgc jag z oczyszczaniem przez klasyczne wirowanie rdéznicowe [4, 9,
11, 15].

MATERIAL I METODY

Do badan uzywano nekrotyczny izolat PVX, wyizolowany z odmiany
Bintje. Wirus namnazano w roSlinach tytoniu odmiany Samsun, w do-
niczkach o ¢ 10 cm wypelnionych dezynfekowang ziemig kompostowa.
Inokulowano mlode siewki tytoniu w fazie 6 liSci. Po 14-16 dniach od
momentu inokulacji, ros§liny z wyraznymi objawami systemicznego po-
razenia stanowily materiat do dalszych badan.
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Rys. 1. Schemat oczyszczania PVX dwiema metodami

W celu oczyszczenia wirusa (rys. 1) cate rosliny (bez korzeni) zamra-
zano w temperaturze —20°C, nastepnie rozmrazano i homogenizowano
dwukrotnie w mikserze z 0,1 M cytrynianem sodowym zawierajgcym
0,01 M cysteiny-HC1 (pH 7,5). Homogenat przeciskano przez podwdéjng
warstwe gazy i wirowano 15 min. 5000 X g. Supernatant zawierajgcy
wirus oczyszczano dalej dwiema metodami.

Pierwsza metoda polegala na wytrgcaniu glikolem polietylenowym
m.cz. 6000/PEG — do polowy supernatantu dodawano NaCl do stezenia
0,25 M oraz glikol polietylenowy do stezenia 8%¢ i mieszano na miesza-
dle magnetycznym przez okolo 2 godziny. Wytracony osad odwirowy-
wano 15 min. 5000 X g, zawieszano za pomocg homogenizatora Pottera .
w 0,01 M cytrynianie sodowym (pH 7,5) pozostawiano przez 3-4 godziny
a nastepnie wirowano 15 min. 5000 X g. Osad zawieszano ponownie W
dodatkowej porcji 0,01 M cytrynianu i odwirowywano. Polgczone super-
natanty wytrgcano po raz drugi glikolem i odzyskiwano wirus z osadow
w sposéb opisany. Polgczone supernatanty stanowily czesciowo oczysz-
czong zawiesine wirusa, uzywang do sgczenia molekularnego.

Druga metoda polegala na wirowaniu réznicowym (WR). Drugg czes¢
supernatantu ultrawirowano 90 min. 75000 X g (VAC-601, rotor 8 X35
ml). Osad zawieszano w 0,01 M cytrynianie sodowym (pH 7,5) i odsta-
wiano na okolo 18 godzin. Nastepnie zawiesine odwirowywano 15 min.
5000 X g, osad ekstrahowano dodatkows porcjg 0,01 M cytrynianu i po-
nownie wirowano. Supernatanty lgczono, ultrawirowano 90 min. 75000
X g i oddzielony osad poddawano nastepnej ekstrakeji cytrynianem od-
wirowujgc nierozpuszczalne czesci (15 min. 5000 X g). Poltagczone super-
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natanty uzywano do dalszego oczyszczania przez sgczenie molekularne.

Saczenie molekularne prowadzono podobnie jak opisano w poprzed-
niej pracy [23]. Polgczone frakcje o najwyzszej absorpcji z pierwszego
szezytu elucyjnego (ok. 80%) przyjmowano za oczyszczony preparat wi-
rusowy, ktéry przechowywano w temp. 4°C.

Wirowanie w gradiencie rozpuszczalno$ci glikolu polietylenowego
przeprowadzono metodg Clarka i Listera [3] z niewielkimi modyfikacja-
mi. Nawarstwiano recznie odwrotny gradient PEG-6000 (10, 8, 6, 4, 2,
0%) zawarty w normalnym rosngcym gradiencie sacharozy (od 5 do
35%0) rozpuszczonym w 0,01 M cytrynianie sodowym (pH 7,5) zawiera-
jacym 0,15 M NaCl. Gradienty inkubowano w temperaturze 6°C przez
48 godz., nastepnie nakladano probke wirusows o objetosci 1-2 ml wy-
trgcong 10% PEG i wirowano w temperaturze 13°C przez 30 min.
15000 X g (VAC-601, rotor SW 3X35). Po zakonczonym wirowaniu gra-
dienty frakcjonowano, rejestrowano spektrofotometrycznie przy 260 nm
i fotografowano.

RNA wydzielano wg zalecen Munro i Flecka [18] i oznaczano spektro-
fotometrycznie przy 260 nm. Bialko oznaczano metodg Lowry [14] a
azot catkowity metodg Kjeldahla [13]. Wydajno$¢ wirusa obliczano na
podstawie sumarycznej zawarto$ci RNA i bialka oraz ze znanej dla PVX
wartodei absorpcji: Egg 1 mg/ml = 2,7 [2, 20]. Krzywg absorpcji w uv
wyznaczano na spektrofotometrze Zeiss — VSU 2P.

Infekcyjno$é badano przez inokulacje odcietych par liSci Gomphrena
globosa oraz poszczegdlnych lisci na rolinach Chenopodium amarantico-
lor [19]. Testy serologiczne prowadzono metoda podwéjnej dyfuzji w zelu
agarozowym stosujgc dodatkowo barwienie linii precypitacyjnych bleki-
tem Coommasie Brillant Blue R 150 [24].

Zdjecia wykonano w mikroskopie elektronowym Siemens-1. Prepara-
ty do zdje¢ barwiono negatywnie 1,5% roztworem kwasu fosforowolfra-
mowego. W pracy stosowano glikol polietylenowy firmy Koch-Light
Ltd. Anglia, agaroze firmy BDH Chemicals Ltd., Sepharose 2B firmy
Farmacia Uppsala oraz Coomassie Brillant Blue firmy Serva. Pozostate
odczynniki wyprodukowane byty przez POCh Gliwice.

. WYNIKI I DYSKUSJA

Stosujac metode wirowania w gradiencie rozpuszczalno$ci glikolu po-
lietylenowego [3], opracowano najkorzystniejsze warunki do selektywne-
go wytrgcania PVX glikolem. Wynik tych do$wiadczen przedstawiono
na rysunku 2a. Widoczna na fotografii opalizujgca strefa zawierajgca wi-
rus, tworzy sie po 30 min. wirowania w gradiencie, w warstwie zawie-
rajgcej 6% PEG i 15%0 sacharozy. Na te] podstawie ustalono, ze 8-9%/0
PEG stanowi wystarczajace stezenie do wytracenia wirusa z 0Czyszc€zo-
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negc coku oraz pozwalajgce unikngé niepotrzebnego nadmiaru PEG.
Obliczone sic7enie jest zblizone do podawanego przez Herberta [7] dla
TMV, nizsze natomiast od stezenia stosowanego przez Albrechtovg [1]
dla PVX.

Rys. 2. a) gradient rozpuszczalno$ci glikolu polietylenowego 10-0°% PEG stabilizo-'
wany gradientem sacharozy od 5 do 35% w 0,01 M cytrynianie sodowym, pH 7,3,
strzalka wskazuje pozycje rozpuszczalnosci PVX; b) zdjecie PVX oczyszczonego me-
toda PEG w mikroskopie elektronowym, powigkszenie 55000X; c) reakcje serolo-
ficzne w zelu agarozowym, luki precypitacyjne barwione Coomassie Brilliant Blue
(negatyw); ¢) PVX oczyszczony metoda PEG; c¢”) sok z tytoniu zainfekowanego
PVX: 2) sok z ro$liny zdrowej; I, II, III, kolejne rozcienczenia (0, 1:2, 1:4)
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Obydwie metody oczyszczania PVX (rys. 1) okazaly sie zadowalajace
i prowadzity do wydzielenia infekcyjnego wirusa. Preparaty, po dwoch
cyklach wirowania roznicowego (WR), otrzymywano w postaci brunat-
no-zottych roztworéw o zawartosci azotu 0,52 mg/ml, oraz wysokiej in-
fekcyjnosci ocenianej zaré6wno na liSciach G. globosa jak i Ch. amaran-
ticolor. Oczyszczajgc przez dwukrotng precypitacje PEG otrzymywano
prawie bezbarwne roztwory o blisko czterokrotnie wiekszej (1,95 mg/ml)
zawarto$ci azotu i infekcyjnosci podobnej (G. globosa) lub wyzszej (Ch.
amaranticolor). Obydwa roztwory wykazywaly silng opalizacje i podwoj-
ne zalamanie w przeplywie.

Podobnie jak w poprzedniej pracy [23] otrzymano charakterystyczne
krzywe elucji, wystepujace w postaci dwoch wyraznie oddzielajgcych sig
szczytow, z ktorych pierwszy odpowiada frakcjom zawierajagcym wirus,
drugi natomiast zanieczyszczeniom o nizszej masie czgsteczkowej (rys. 3).
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Rys. 3. Rozdzial cze§ciowo oczyszczonego PVX na kolumnie Sepharose
2B i podobnie oczyszczonego materiatu ze zdrowych roslin tytoniu (elu-
cja 0,01 M cytrynianem sodowym, pH 17,5)

A — metoda WR, B — metoda PEG, 1 — zainfekowane PVX,
2 — zdrowe

Szezyt wirusowy otrzymany metoda WR posiadal zawsze wyzszg absor-

pcje od szczytu wirdsowego PEG. Wiecej zanieczyszczen (drugi szczyt

elucyjny) obserwowano w preparatach przygotowanych metodg PEG.
Oczyszczajagc w podobny sposob (rys. 1) sok ze zdrowych lisci tyto-
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niu, wykazano w nim (poprzez sgczenie molekularne) obecno$¢ zwigzkoéw
o masie czgsteczkowej zblizonej do wirusa. Zwigzkéw tych wydzielono
wiecej metodg WR.

Koncowe preparaty w postaci potgczonych frakcji wykazywaly roz-
nice w zabarwieniu (PEG — bezbarwne, WR — z6ltozielone), nie roz-
nily sie natomiast wyglgdem w mikroskopie elektronowym, infekcyjno-
Scig i reakcjg w testach dyfuzyjnych. Dla przykladu zamieszczono zdje-
cie elektrono-mikroskopowe polgczonych frakeji otrzymanych metodg
PEG (rys. 2b), na ktorym widoczne sg liczne wydluzone czgsteczki ty-
powe dla PVX (frakecji nie rozcienczano). Te same preparaty badane w
testach dyfuzyjnych w zelu przedstawiono na rysunku 2¢”. Mozna za-
obserwowaé¢ wyrazne linie precypitacyjne z homologiczng surowicg. In-
fekeyjny sok tytoniu w odréznieniu od oczyszczonego wirusa, tworzyt
oprocz linii precypitacyjnych charakterystyczne strefy precypitacji wo-
kol zbiornikéw (rys. 2¢”).

Tabelal
Poréwnanie niektérych wlaéciwosci roztworéw PVX oznaczanych na dwoch podstawowych etapach
oczyszczania
Metoda oczyszczania
Analizy Etap
PEG WR
Infekcyjnoséc I 48~* 346** 47% 202%*
11 25 235 17 249
Azot (mg/ml) I 1,95 0,52
11 0,25 | 0,31
RNA (ug/ml) II 30 27
Biatko (ug/ml) 11 583 800
RNA/biatko (%) 11 95/5 97/3

* Srednia liczba nekroz na lisciach G. globosa.

** Srednia liczba nekroz na lisciach Ch. amaranticolor.
I - Etap przed saczeniem molekularnym.

II - Polaczone frakcje pierwszego szczytu elucyjnego.

Pelniejsze poréwnanie dwoch metod oczyszczania obrazuja wyniki
vbiorcze zamieszczone w tabeli 1. Rozpatrujac infekcyjnos¢ obserwuje-
my dla obydwu metod oczyszczania spadek liczby nekroz po saczeniu
molekularnym jako skutek rozcienczenia, widoczny szczegOlnie w te-
stach na G. globosa. Tendencja ta nie jest tak wyrazna u Ch. amaranti-
color co jest zapewne wynikiem wigkszej czuloSci i mniejsze] precyzji
odczytu na tej roslinie. Sposoéb oczyszczania nie wplywal wyraznie na
infekcyjno$¢ PVX, poniewaz na obydwu etapach (I i II) otrzymywano
podobne liczby nekroz.

Duza zawarto$é azotu przed sgczeniem (etap I) ma swoje odbicie w
obecnosci zanieczyszczen (drugi szezyt, rys. 3B), ktorych wigcej usuwa-
no z preparatéw PEG przez sgczenie molekularne niz z preparatow WR.
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Zawartos¢ azotu po sgczeniu byla wieksza w wirusie oczyszczonym me-
todg WR i ma réwniez swo6j odpowiednik w wyzszej zawartosci bialka
(tab. 1, etap II). _

Wyrazne réznice pomiedzy metodami zaobserwowano w procento-
wym stosunku RNA do bialka. Metodg PEG otrzymywano preparaty
PVX o sktadzie bardziej zblizonym do podawanego w literaturze [11,
17]. Rbznice wynoszgcg 1 i 3% odpowiednio dla PEG i WR stanowig za-
nieczyszczenia, ktére spowodowaly réwniez przesuniecia w widmach ab-
sorpcyjnych obu preparatow (rys. 4) i wplynely na pozorne zwiekszenie
wydajnosci metody WR (tab. 2).
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Rys. 4. Krzywe absorpcji w UV preparatow oczyszczonych dwiema
metodami
1 — WR, 2 — PEG

Po okre$leniu wydajno$ci PVX obliczonej na podstawie absorpcji
przy 260 nm oraz na podstawie zawartosci RNA i biatka, stwierdzono
wieksza zgodno$¢ dla wirusa oczyszczonego metodg PEG, co dowodzi
wiekszej czysto$ci wirusa izolowanego tg metoda. W kilku doswiadcze-
niach obserwowano znaczne wahania w wydajnosci dla obu metod o roz-
pietosci od 92 do 323 ug/g tkanki tytoniu. Wahania takie obserwowane
sa czesto w preparatyce wiruséw roslinnych [17] szczegélnie w przypad-
ku wiruséw paleczkowatych [9]. Otrzymane przez nas wartoSci srednie
sa jednak zblizone do niektérych danych spotykanych w literaturze [5].
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Tabela 2
Poré6wnanie wydajnosci oczyszczania PVX (w ug wirusana 1 g Swiezej masy lisci)
Na podstawie absorpcji Na podstawie zawarto§ci RNA
Metoda przy 260 mm i biatka
X X
PEG 92-104* 97 87-103* 95
WR 122-242* 169 124-328* 226

* Zakres zmiennosci.

WNIOSKI

1. Obydwie ze stosowanych metod oczyszczania prowadza do wy-
dzielenia infekcyjnego wirusa X réznigcego sie jednak stopniem czy-
stosci.

2. Przez wytrgcanie glikolem polietylenowym i saczenie molekular-

ne mozna otrzyma¢ wirus o wyzszym stopniu czystoSci; Metoda ta jest
mniej pracochlonna i nie wymaga stosowania ultrawirowania.

Autorzy skladaja podzigkowania doc. dr K. Toczko za pomoc i cenne
uwagi w czasie wykonywania niniejszej pracy, dr A. Kowalskiej za wiel-
ce pomocng dyskusje, mgr L. Dunajskiej za wykonanie zdjeé¢ elektrono-
-mikroskopowych oraz mgr St. Skrzeczkowskiej za przygotowanie ma-
teriatu roslinnego.
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Jex Cxweuxoscku, Tadeyw MaoTex

CPABHEHUE IBYX METOJOB OYMCTKU X BUPYCA KAPTODPEJIA
Pe3wmMme

X Bupyc xaprodensa (PVX) Bbiaenanca u3 JINUCTHEB Tabaka IIyTeM TIOMOI'€HM’-
amuy B 0,1 M JIMMOHHOKMCJIOM HaTpuu ¢ AobGaBileHMeM 0,01 M mucremna — HCL,
a 3aTeM OYMIAJICA B TeYeHMe ABYX LMKIOB AuddepeHLMalbHOTO BPALLCHNA (15 MuH.
5000 X r, 90 mMuH. 75000 X r) MaM ABYKPATHO OCaXAAJICA IIOIMITHICHOBLIM TJINKOJIOM
M.4. 6000, JlaabHeas O4MCTKa MPOBOAMIIACE II0 METOAY MOJIEKYJISAPHON (OUIbTPaLIUN
Ha KonoﬁHe, HarosigeHHoit Sepharose 2B. OGomMu MeTojamMm MNOJNYHandnUCh OYMIIIEH-
Hble MHMEKIMOHHbIe npenapaTtel PVX, ofHAaKO METOJA OCaxKACHMS TIVIVKOJIOM II03BOJI-
feT NOoJIyYuThb Ipernapartbl Gojiee BbICOKOV CTENeHM YMUCTOTHI 6e3 npuMeHeHusa yJIbTpa-
HeHTpudyru. ’
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Lech J. Skrzeczkowski, Tadeusz Mlotek

COMPARISON OF TWO METHODS OF POTATO VIRUS X PURIFICATION

Summary

Potato virus X (PVX) was isolated from tobacco leaves by homogenization in
0.1 M sodium citrate 0.01 M cysteine-HCL and purified further by two cycles of
differential centrifugation (15 min 5000 X g, 90 min 75000 X g) or twofold precipi-
tation with polyethylene glycol 6000. Further purification was accomplished by
molecular filtration on a Sepharose 2B column. Both methods yielded infective pre-
paration of PVX, the method of precipitation with glycol, however gave prepara-
tions of a higher purity without ultracentrifugation.



