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Z BADAN BIOCHEMICZNYCH NAD PSZENICA
PORAZONA PRZEZ WIRUS MOZAIKI PSZENICY OZIMEJ

Wojciech Kaniewski, Lidia Dunajska, Wanda Hoppe

Pracownia Wirusologii, Instytut Ochrony Ro$lin, Poznan

Wirus mozaiki pszenicy ozimej (Triticum virus 8 Zazurilo et Sitniko-
va) zostal stwierdzony po raz pierwszy w Polsce w 1969 r. [5]. Byl on
dotychczas znany tylko na terenie Zwigzku Radzieckiego [13, 14]. Wekto-
rem wirusa jest skoczek zglobik smuzkowaty — Psammotettic alienus.
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Rys. 1. LiScie pszenicy odmiana
Malgorzatka Udycka z objawami
porazenia przez wirus mozaiki psze-
: nicy ozimej
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Okres inkubacji wirusa w ciele owadow wynosi przecietnie 21-23 dni,
a wirozy w roslinach pszenicy 15-17 dni. Zainfekowane ro$liny pszenicy
charakteryzuja sie przejasnieniem nerwéw lisci, mozaikowatoscig lisci
(rys. 1), zétknieciem, zahamowaniem wzrostu (rys. 2), czeSciowg lub cal-
kowitg plonnoscig klosow (rys. 3) [6, 7]. Oprécz zbdz, wirus poraza dosé

Rys. 2. Roéliny pszenicy odmiana

Zelazna; z lewej zdrowa, z prawej

porazona przez wirus mozaiki psze-
nicy ozimej (fot. K. Szubert)

znaczng liczbe gatunkéw i odmian ro$lin z rodziny traw, a objawy cho-
robowe ksztaltujg sie podobnie jak u pszenicy.

Po przebadaniu wystepowania wirusa i jego wlasciwosci biologicznych
przystapiono do préb oczyszczania wirusa i badan biochemicznych pora-
zonej pszenicy. Dotychczas badania typu biochemicznego nad pszenicg po-
razong przez wirus mozaiki pszenicy ozimej prowadzit jedynie Atabiekov
[1]-

Przeprowadzono wiele préb oczyszczenia wirusa mozaiki pszenicy
ozimej. Material do badan stanowily mlode liScie pszenicy ozimej pora-
zonej tym wirusem, pochodzace zaré6wno z doswiadczen polowych, jak _
i szklarniowych.

Przebadano metody opisane przez Maata [10], wykorzystujace ultra-
wirowanie réznicowe przy uzyciu réznych buforéw i stosowaniu wstepnej
ekstrakceji rozpuszczalnikami organicznymi. Nastepnie oczyszczano zawiru-
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sowang pszenice metodg Suchova [12], wykorzystujgca strgcanie w punk-
cie izoelektrycznym. Metodami tymi nie uzyskano preparatéw, w ktorych
wirus bytby widoczny pod mikroskopem elektronowym. |
Zastosowana metoda ultrawirowania réznicowego z uzyciem detergen-
tu doprowadzila do uzyskania preparatu, w ktéorym pod mikroskopem

Rys. 3. Klosy pszenicy odmiana
Zelazna; z lewej klos ro$liny zdro-
wej, z prawej klos rosliny chorej

zaobserwowano pojedyncze paleczki wirusa (rys. 4). Podobne obrazy po-
jedynczych paleczek wirusa obserwowano w, preparatach uzyskanych z
zainfekowanej pszenicy oczyszczonej poprzez strgcenie w punkcie izo-
elektrycznym wg metody Atabiekova [1], 2 takze przy bezposrednim ba-
daniu mikroskopowym pszenicy chorej metodg zanurzeniows.

Badania elektronomikroskopowe przeprowadzono metodg barwienia
negatywowego z zastosowaniem 2%o PTA przy pH 7 [2]. Stwierdzono, ze
$rednica obserwowanych paleczek wynosila okolo 13 nm, a S$rednica
wewnetrznego kanatu 2-2,5 nm. Dane te sg zgodne z warto$ciami poda-
nymi przez Atabiekova dla czgsteczek biatka wirusa mozaiki pszenicy ozi-
mej.

Srednia diugo$¢ paleczek wynosila okoto 230 nm. Nigdy nie stwier-
dzono paleczek wirusa w identycznie oczyszczonych prébach kontrolnych
pszenicy zdrowej. Proby uzyskania czystego preparatu wirusa w ilosciach
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umozliwiajgcych przeprowadzenie jakichkolwiek badan poza elektrono-
mikroskopig nie powiodly sie.

Przez zakwaszenie do pH 4,8 ekstraktu uzyskanego z pszenicy chorej
otrzymywano kazdorazowo duze ilo$ci osadu. Pod mikroskopem S$wietl-
nym stwierdzono, ze osad stanowig krysztaly w ksztalcie igielek (rys. 5,



Rys. 6. Igielki krysztaléw bialka wirusowego (dlugie) — powiekszenie 250X

Rys. 7. Wigzka krysztal6w biatka wirusowego (powigkszenie 250X)

10 — ZPPNR z. 182



146 W. KANIEWSKI I IN.
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6, 7). Krysztalkow takich nigdy nie uzyskano przy identycznym trakto-
waniu pszenicy zdrowej. Dalszg uwage skoncentrowano na przebadaniu
tej substancji znajdswanej tylko w roslinach porazonych wirusem mo-
zaiki pszenicy ozimej.

Przez wielokrotne powtarzanie strgcania poprzez zmiane pH polgczo-
nego z wirowaniem [1] uzyskano preparat stuzacy do dalszych do$wiad-
czen. Preparat okazal sie biatkiem charakterystycznym dla pszenicy cho-
rej 1 obecnym w niej w bardzo duzych iloSciach (ze 100 g swiezych lisci
pszenicy uzyskiwano zwykle ponad 10 mg tego biatka). Bialko to bylo
nierozpuszczalne w wodzie i dobrze rozpuszczalne w buforach o pH po-
wyzej 5. Ksztalt jego widma w ultrafiolecie byt zgodny z typowym wid-
mem innych bialek (rys. 8). Jednorodno$¢ preparatu badano przy pomocy
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym [9]:

"
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S S N Y S SN N T Rys. 8. Widmo w ultrafiolecie bial-

240 60 20 00 S ka wyizolowanego z pszenicy chorej
A(nm) )

Po zastosowaniu akrylamidu o stezeniu 7% stwierdzono obecnogé jed-
nej dominujgcej waskiej strefy i jednej niklej, migrujgcej szybciej. W
tym samym celu wirowano badane biatko w gradiencie sacharozy z do-
datkiem akrylamidu w skali mikro. Na gradient sacharozy o réznicy ste-
zen 5°0-25s nanoszono 10 ul 1% roztworu bialka i wirowano przez
2,5 godz. przy 36 000 obr/min (100 000 g). Po spolimeryzowaniu i wybar-
wieniu stwierdzono obecnogé jednej strefy biatkowej w okolicy poczatku
zelu.

Wykonano oznaczenie wspotczynnika sedymentacji biatka na ultrawi-
réwce analitycznej firmy Beckman model E. [3] Wirowano 1%/ roztowru
biatlka w 0,1 M buforze fosforanowo-sodowym o pH 7,5. Zastosowano
predko$¢ wirowania 56 000 obr/min i temperature 20°C. Zdjecia wykona-
no przy kacie schlieren 70°C w odstepach 2 minutowych. W wyniku uzy-
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skano serie zdje¢ (rys. 9) obrazujacych przesuwanie sie bardzo ostrej gra-
nicy miedzy rozpuszczalnikiem a roztworem i prawie nierozmywajgcej
sie w trakcie wirowania. Male wzniesienie krzywej %— =f (r) w okolicy
linii menisku sugeruje obecno$¢ niewielkiej iloSci drugiego skladnika o
nizszym ciezarze czasteczkowym, obserwowanego takze w wyniku elek-
troforetycznego rozdzialu bialek. Wspoélczynnik sedymentacji giownego
komponentu, obliczony metoda graficznego catkowania (S3°, b)e Wyniost
13,6 S. Ostros¢ granicy miedzy rozpuszczalnikiem a roztworem sugeruje
liniowg budowe badanego bialka, czyli wysokg wartos¢ stosunku dlugosci
do srednicy czgsteczki [11].

Rys. 9. Analiza sedymentacyjna biatka (zdjecia z ultrawirowki)

Przeprowadzono ilo$ciowg analize aminokwasow biatka. Bialko zhydro-
lizowano 6 N kwasem solnym w zatopionej fiolce, ogrzewajgc do tempera-
tury 105°C przez 24 godziny. Kwas solny usunigeto przez kilkakrotne od-
parowanie do sucha na wyparce prozniowej W temperaturze do 60°C.

Aminokwasy rozpuszczano w buforze cytrynianowym o pH 2,2 i wy-
konano ich analize iloSciowa na automatycznym analizatorze aminokwa-
séw Multichrom firmy Beckman. Zawarto$¢ tryptofanu w biatku oznaczo-
no spektrofotometrycznie [4]. Sklad aminokwasowy badanego biatka
przedstawiono w tabeli 1.

Tabelal

Sklad aminokwasowy specyficznego biatka pszenicy porazonej wirusem mozaiki
pszenicy ozimej

Procent wago- Procent wago-
Aminokwas wy aminokwasu Aminokwas wy aminokwasu
w biatku w bialku
Kwas asparaginowy 14,64 Metionina 2,55
Treonina 755 Izoleucyna 6,78
Seryna 11,80 Leucyna 10,07
Kwas glutaminowy 16,66 Tyrozyna 3,85
Prolina 3,49 Fenyloalanina 4,69
Glicyna 0,87 Histydyna 0,00
Alanina 1,78 Lizyna 7,09
Cystyna 0,00 Arginina 2,85

Walina 3,99 Tryptofan 1,34

10*
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WNIOSKI

1. Wirus mozaiki pszenicy ozimej obecny jest w porazonej roSlinie
W bardzo matej koncentracji, co uniemozliwilo uzyskanie go w skali pre-
paratywnej.

2. Stosujac strgcenie w punkcie izoelektrycznym izoluje sie z porazo-
nej pszenicy duze ilosci niskoczgsteczkowego bialka, ktérego nie ma w
roslinie zdrowej.

3. Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen nie mozna udowod-
ni¢ czy wyizolowane biatko jest produktem rozpadu wirusa, czy tez pow-
staje w roslinie porazonej w wyniku zmiany metabolizmu rosliny pod
wplywem wirusa.

4. Pomimo duzej zgodno$ci wynikéw naszych doswiadczen z danymi

Atabiekova nie jesteSmy w stanie jednocze$nie stwierdzié czy obserwo-
wane pod mikroskopem elektronowym pateczki sa czgsteczkami wirusa
czy tez tylko jego otoczkg bialkows.

y
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Botiyex Kawnescxu, Juous Hyuaicxa, Banda I'onne

U3 BUOXVMMUYECKUX MCCJIEIOBAHMUM IIO IIIEHUIIE IIOPAXXKEHHON
BUPYCOM MO3AMKM O3UMMOM IMIIEHUIIBI

Pe3zwomMme

B pabore mpezacTaBjieHbl Pe3yJbTaTbl ONBITOB IT0 OYMCTKE BUpyca MO3auKu O3U-
MOJ1 muIeHuubl. IIpMMeHEeHbL MEeTOAbl OYMCTKM II0 Maary, CyxoBy, ArtabGekoBy u ne-
TepreHTHbIM Meronx. B GOJIBLHOI ITIEHMIle YCTAHOBJEHO IIOJ 9JIEKTPOHHBIM MMKDPO-=
CKOMOM HeboJblMe KOoJUUecTBa NajioueKk Bupyca pa3MepoM 230 X13 HM.

B GoNbHOI TIIIEHMIle YCTAHOBJIEHO Hanu4uue OonbLIMX KOJIMIECTB crierpcpnyec-
Koro 0OejlKa ¥ WM30JMPOBAaHO IyTeM OCaXACHUA B M303JIEKTPUUECKOil TOodKe. JTOT
GeJOK 6bLI HepacTBOPMM B BOAE M XOpPOLIO pPAacTBOPUM B 6ydepax c pH BbIe 5.
dopma cIeKTpa B yJbTpadyosere corjacoBanach C TUIOBBLIM CIEKTPOM Apyrmx Oes-
KoB. OQHOPOAHOCTH OeJKa YCTAaHOBJEHa ¢ IIOMOLUBIO snekTpodope3a B IOJMAKPHU-
JTaMMAHOM 3Kejle M IIyTeM aHaJUTUIeCKOro L{eHTPU(UIMPOBaHMA B TIpajneHre ca-
xapo3a.

KoaddpuumeHnt ceguMeHTaLUN Genka cocraBaan 13,6 S. B pabore MmpeAcTaB/eH
aMMMHOKMCJIOTHBIA COCTaB Mccaeayemoro Geka.

Wojciech Kaniewski, Lidia Dunajska, Wanda Hoppe

SOME BIOCHEMICAL STUDIES ON WHEAT INFECTED WITH WINTER WHEAT
MOSAIC VIRUS

Summary

Results of experiments are reported concerning purification of wheat virus.
The method of purification of Maat, Suchov, Atabiekov and the detergent method
were applied. In diseased wheat small numbers of virus rods of dimensions
230X 13 nm were found in the electron microscope. )

Infected wheat contained large amounts of specific protein which was isolated
by precipitation at the isoelectric point. This protein was insoluble in water but
readily soluble in buffers with pH above 5. The ultraviolet spectrum conformed
with the typical one for other proteins. The homogeneity of the protein was esta-
blished by electrophoresis with polyacrylamide gel and by analytical centrifugation

in a sucrose gradient.
The protein sedimentation coefficient was 13,6 S. The amino acid composition

of the isolated protein is given.



