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NN. KARTULI-N-VIIRUSE ELEKTROFOREETILISEST
UURIMISEST

Senistes uurimustes N-viiruse peremeestaimede ringi ja virioonide
mootmete kohta olemasolevad andmed viitavad selle viiruse suurele sarna-
susele kurgimosaiigiviirusega (Agur, 1966, 1968; Xénpesips jt., 1968). Et
senine eraldamismetoodika (Scott, 1963; Xéunpesips jt., 1968) ei voimalda-
nud saada piisava puhtusega preparaate viiruse fiiiisikalis-keemiliste oma-
duste véljaselgitamiseks, siis puhastati neid jargnevalt elektroforeesi abil
sahharoosi tihedusgradiendis. Vordluseks puhastati samades tingimustes
ka kartuli-X-viirust. Kéesolevas esitatakse andmed puhastamismeetodi
tdienduste, preparaatide puhtusastme ja viiruse liikumise kiiruse kohta
elektrivdljas, korvutades neid vastavate kirjanduses avaldatud andmetega
(eeldades, et N-viirus on iiks kurgimosaiigiviiruse vorme).

Materjal ja metoodika

Tooks kasutati N-viiruse vormi Nr (Xéampesips jt., 1968) ja X-viiruse
vormi, mis péarinesid erinevatest kartulisortidest*. Molemad viirused pal-
jundati liigil Nicotiana glutinosa L. Kiimnendal pdeval peale nakatamist,
s. 0. virioonide kontsentratsiooni maksimumi ajal, korjati Ng-viiruse eralda-
miseks inokuleeritud, X-viiruse eraldamiseks aga kogu taime lehed. Tai-
mede kasvutemperatuur hoiti 20 ...25°C piires. :

Nr-viiruse eelnevaks puhastamiseks kasutati juba tuttavat metoodikat
(Scott, 1963; Xénpesps jt., 1968), ainult selle erinevusega, et ultratsentri-
iuugiti tiks kord (150 min. 78000 g juures), mille jdrel sade suspendeeriti
0,005 M tsitraatpuhvris (pH 6,8). Sellele jargnes tsentrifuugimine mada-
latel tuuridel (15 min. 5400 g juures). Jargnevalt dialiiiisiti supernatanti
00 valtel vastu boraatpuhvrit (pH 8,6) (van Regenmortel, 1964; Polson,
Russell, 1967). Dialiisaadile lisati sahharoosi kuni 379%-lise kontsentrat-
sioonini (kaal/maht) ja markelahuseks moni tilk feniitilpuna vesilahust.
Sellega oli preparaat valmis elektroforeesikolonni viimiseks.

Kartuli-X-viiruse eelnevaks puhastamiseks hoiti taimedelt korjatud
iehed iiks 66pdev kiilmutuskapis temperatuuril 2°. Seejarel purustati nad
uhmris lehtede kaaluga vordse mahu kloroformi ja 0,056 M tsitraatpuhvri
(pH 6,7) juuresolekul. Puhver sisaldas 0,1% tioglitkoolhapet. Saadud koe-
matseraati tsentrifuugiti 15 min. 1200 g juures. Supernatanti tsentrifuugiti
edasi 120 min. 55000 g juures. Sade suspendeeriti 0,005 M boraatpuhvris

* X-viiruse vorm pdarines Jogeva Sordiaretusjaamas teostatud ristamiskombinatsiooni
Kameras’' X Agrie (V)’ kartuliseemiku reproduktsioonist.
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Joon. 1. Elektroforeesikolonnist valjalastud
fraktsioonide sahharoosi kontsentratsiooni-
kover.
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(pH 9,0) ja tsentrifuugiti 15 min.

18000 g juures. Supernatanti dialiiii-

siti 00 kestel wvastu boraatpuhvrit

(pH 8,6). Saadud preparaadiga toi-

miti edasi nagu Ng-viirusega. Ui
Sahharoosi gradiendi valmistami-

seks vajalik 409%-line sahharoosilahus 6

valmistati boraatpuhvris (pH 8,6). S ok i : :

k fitie s iti Joon. 2. Tiiendalu lektroforeesiko-
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2 § ; e gitud tehtud tdiendused.
Sahharoosi gradiendi kontrollimi-

seks tdideti kolonn allpool kirjeldatud

viisil ja jdeti {iheks 66ks seisma. Jiargmisel paeval voeti kolonnist 8 ml
suurused fraktsioonid, millel médrati murdumisnéitaja 20° temperatuurii
ja vastav sahharoosi kontsentratsioon (joon. 1).

Elektroforeesimisel kasutati seeriaviisiliselt toodetavat kolonni (titp
A3B), mis kohandati viroloogilises praktikas kasutatavaks tsoonelektrofo-
reesiks tihedusgradiendis (van Regenmortel, 1964; Polson, Russell, 1967)
(joon. 2). .

Kolonni taitmine. Elektroodid 7 ja 2 eemaldati elektroodinoudest. Vooli-
kutega varustatud torud 3, 4, 5 ja kapillaar 6 suleti ndpitsatega. Viimane
koos lehtriga oli nihutatud kolonni pohjast moni sentimeeter allapoole. Lébi
clektroodinou B tdideti kolonni alumine osa (paari sentimeetri korgusele
kolonni pohjast) boraatpuhvriga (pH 8,6). Pédrast seda lasti toru 5 kaudu
kolonni ettevaatlikult umbes 1 1 409 -list sahharoosilahust. Elektroodinoud
A ja B tdideti puhvriga ning vedeliku nivoo tosteti elektroforeesiks vaja-
liku korguseni. Uhtlasi asetati elektrood elektroodinousse B ja suleti toru
2. Eltevaatlikult avati toru 4 ja lasti taituda kolonni pohja juures asuval
ohuruumil sahharoosilahusega. Seejérel suleti toru. Kapillaari kiiljes olev
lehter tosteti vastu kolonni pohja, avati nédpits ja lasti 4/5 kolonnis olevast
vedelikust vélja tilkuda. Siisiihendati gradiendi valmistamise seade kapil-
laariga ja moodustati kolonni sahharoosi gradient, mis antud tingimustes
oli peaaegu lineaarne (joon. 1).



Joon. 3. Kartuli-X-viiruse elektroforeetiliselt puhastatud preparaadi elektronmikros-
koopiline foto. Preparaati varjutati kroomnikliga 15°-se nurga all. (Suurend.
3% 16 200.)

Joon. 4. Nn. kartuli-Ng-viiruse elektroforeetiliselt puhastatud preparaadi elektron-
mikroskoopiline foto. Preparaati varjutati kroomnikliga 15°-se nurga all. (Suurend.
4,520 000.)
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Pérast gradiendi valmistamist viidi siistlaga kapillaari kaudu kolonni
20 ...30 ml 409%-list sahharoosilahust ja kolonn jaeti iiheks 66ks seisma.
Pirast seda eemaldati kapillaari kaudu lisatud sahharoosilahus ja veel
umbes 2 ml lahust. Seejérel viidi siistla abil kolonni 1,0...1,5 ml ilalkir-
jeldatud viisil valmistatud preparaati, surudes selle kolonni 30 ml 409%-lise
sahharoosilahusega.

Niitid lasti kapillaar koos lehtriga paar sentimeetrit kolonni pohjast
allapoole ja elektroodinou A kaudu taideti kolonni tilemine osa boraatpuhv-
riga (pH 8,6), mille tase viidi ithele korgusele elektroodinous B oleva vede-
liku tasemega. Uhtlasi paigaldati elektrood 1, avati ettevaatlikult toru 2 ja
elektroforeesiseade jdeti gradiendi iihtlustamiseks kaheks tunniks seisma.

Elektroforeesiruumi temperatuur hoiti 8...10° piires. Soojema ruumi
korral jahutati kolonni veega.

Pérast ettendhtud aja moodumist lilitati elektrivool sisse ja jélgiti, et
selle tugevus ei iiletaks 30 mA. Elektroforees kestis 30 ... 38 tundi.

Pirast elektroforeesi loppu liilitati vool vélja ja moodeti ndhtavate
iraktsioonide kaugused ldhtekohast. Tosteti kapillaari kiiljes olev lehter
vastu kolonni pohja, avati kapillaar ning koguti fraktsioonid 2 ml kaupa.
Fraktsioonidel madrati neeldumisspekter lainepikkustel 220...320 nm ja
kontrolliti infektsioossust. Virioone sisaidavad fraktsioonid {ihendati ja
tsentrifuugiti Nr-viiruse puhul 90 min. 105000 g ning X-viiruse puhul
120 min. 55000 g juures. Viirussademed suspendeeriti edasiseks tooks véi-
keses hulgas 0,005 M boraatpuhvris (pH 9,0) ja tsentrifuugiti 15 min.
5400 g juures.

Puhastatud preparaatide elektronmikroskoopiliseks uurimiseks kasutati
mikroskoopi 9M-7. Preparaadid lahjendati veega 1:10 ja kanti formvar-
kilega kaetud 2 mm labimooduga vorgukestele, kiilmutati, liofiliseeriti ja
varjutati kroomnikliga 15°-se nurga all.

Lihtepreparaatide ja elektroforeesil tekkinud fraktsioonide asend kolonnis ning
viirusfraktsioonide liikumise kiirus, vorreldes kirjanduse andmetega

WK Taimset
i : Viirusprepa- ;/ilsr;?g;f l materjali
Viiruse nimetus raadi ldhte- fralctt oo sisaldav | Fentiilpuna ak
asend, cm > | fraktsioon,
cm
cm
Kartuli-X-viirus
Katse nr. 1 0—1,3 0,2—1,5 2,4—4.3 6,8— 88 | 34,0
Katse nr. 2 0—0,3 09206 2,9—4,2 T 9.6 3815
Kartuli-Ng-viirus
Katse nr. 1 0—0,4 1,0—1,7 2,3—3,3 10,3—11,3 10,3
Katse nr. 2 0—0,2 0,7—1,1 1,7—2,5 76— 8,5 10,8
Tubakanekroosiviirus** e e e ot i 8,8
o, 21 i A 11,3
Kurgimosaiigiviirus** = — e )
— - — —_ 2,8
Kartuli-X-viirus*#* — — — = 15,0
ALY ndte s, = 32,0

* @ on suhtarv, mis nditab, mitu korda kiiremini liigub kolonnis iihtedel ja samadel
tingimustel (boraatpuhver pH 8,6) feniiiilpuna alumine piirjoon virioonide alumisest piir-
joonest (voi virioonide maksimaalse suhtelise konisentratsiooni kohast). @ on kasutusele
voetud, et holbustada katsetulemuste ja kirjanduses esitatud andmete vordlemist.

## ¢ véddrtused on arvutatud kirjanduses leiduvate andmete pohjal (van Regenmortel,
1964; Polson, Russell, 1967).
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Tulemused

Elektroforeesikolonnis tekkis kolm silmaga ndhtavat fraktsiooni. Ule-
mise neist moodustas feniiiilpuna. Jargmine fraktsioon oli samblarohelist
varvi ja sisaldas preparaadis olevaid lisandeid. Koige alumine, valge ja
opalestseeruv fraktsioon sisaldas viirust, mille kohta andmed on esitatud
tabelis. Virioonide olemasolu kriteeriumiks kolonnist saadud 2-milliliitris-
tes fraktsioonides oli neeldumine spektri ultravioletses osas. Viirust sisal-
davates fraktsioonides oli suhe Dggy : Doss=1,1. Antud kriteeriumi oigsust
kontrolliti vaatluste abil elektronmikroskoobis ja infektsioonikatsetega.

Elektronmikroskoopilised mikrofotod (joon. 3 ja 4) niitavad, et eespool
kirjeldatud meetodil on voimalik saada kiillaltki suure puhtusega X- ja
Ng-viiruse preparaate.

Nagu tulemused néitavad, ei lange Ng-viiruse a-vdartus kokku kirjan-
duses esitatud kurgimosaiigiviiruse vastavate védartustega, kiill aga voib
tdheldada kiillaltki suurt kokkulangevust tubakanekroosiviiruse vastava
vaartusega: Ng-viiruse keskmine a-vdartus on 10,5, tubakanekroosiviirusel
9,5. Kui pidada Ng-viirust kurgimosaiigiviiruse iiheks vormiks, siis tuleks
alla kriipsutada seda suurt erinevust viriooni pinna elektrilistes omadus-
tes, vorreldes sama viiruse teiste seni uuritud vormidega. Taolisi erinevusi
tihe ja sama viiruse eri vormide elektrilistes omadustes on leitud kirjan-
duse andmetel ka kartuli-X-viiruse kohta (vt. tabel).

KIRJANDUS

Agur M, 1966. Uhest nn. N-viiruse puhul tdheldatud mutatsioonindhtusest. ENSV TA
Toimet., Biol. Seeria 15 (4) : 524—529.

Agur M, 1968. Andmeid kartuli nn. N-viiruse ja kurgimosaiigiviiruse identsuse kohta.
ENSV TA Toimet., Biol. 17 (3) : 288—300.

Polson A, Russell B, 1967. Electrophoresis of viruses. In : Methods in Virology 2.
ed. by K. Maramorosch and H. Koprowski, New York—London : 391—426.

van Regenmortel M. H. V. 1964. Purification of plant viruses by zone electropho-
resis. Virology 23 : 495—502.

Scott H. A, 1963. Purification of cucumber mosaic virus. Virology 20 : 103—106.

Xénpeapn Y., Ouxacneprt K, Tapacosa K. 1968. Hekoropble jaHHBIe 0 TaK Ha3.
supyce N kaprodeas. M3s. AH 9CCP, buoa. 17 (4) : 385—388.

Eesti NSV Teaduste Akadeemia Toimetusse saabunud
Eksperimentaalbioloogia Instituut 6. X 1969

Y. XEAPEAPB, K. TAPACQOBA, KEPCTH OJICIIEPT

Ob MCCJIENOBAHHHW TAK HA3. BUPYCA N KAPTO®EJIS
3JNEKTPO®OPETHHECKHM METO0OM

Pestome

Ouuctka myrtaHTHOI dopMmbl Nr Bupyca N xkaprodesns nposoansach MeTOAOM 30HAJb-
HOro 3JekTpodopesa B rpaaHeHTe MJOTHOCTH CaXaposbl B MPHCHOCOOJIEHHON JUIS 3TOi Leilil
KOJIOHKe cepriiHoro npoussojactBa (tum ADB). CpaBHnBagach CKOPOCTb OBHIKEHHsT BHpYyca
Nr Kaprodeas Kak mpeanonaraeMoil Gopmel Bipyca mo3danki orypiia (BOM) co ckopoctbio
JBHMKEHHsI HEKOTOPHIX paHee HCC/Ie/l0BAHHBIX APYTHMH aBTopamu mrammo BOM.

Yeranosieno, 4To CKOpOCTh JBHMKEHHst BHpyca Ngr He COBNALaeT C U3BECTHBIMH JI0 CHX
rop ckopocTsiMi JaBHzKeHHsi mTaMMoB BOM. OnHako BEISSCHMJIOCH, YTO OHA 6GaH3Ka K CKOpPO-
CTH JIBHJKEHHsI BHpyCa Hekposa rabaka.

Hrcruryr akcnepumerTarsroll 6uosoeuu [Tocrynuaa B pe/akiuuio
Axademuu Hayx Icronckoi CCP 6/X 1969
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U. HODREJARV, K. TARASSOVA, KERSTI OLSPERT

A STUDY OF THE SO-CALLED N VIRUS OF POTATO BY ZONE
ELECTROPHORESIS

Summary

The mutant form Ngr of potato N virus was purified by zone electrophoresis in sucrose
density gradient. The electrophoresis column used in this work was a column of serial
production (type A3B) adapted for this purpose.

The migration rate of potato Nr virus as a supposed strain of cucumber mosaic virus
(CMV) was compared with the one of the other CMV strains described in the literature

It was found that the migration rate of Ng virus differed from that of CMV, but was
similar to the migration rate of tobacco necrosis virus.

Academy of Sciences of the Estonian SSR, Received
Institute of Experimental Biology Oct. 6, 1969
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