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ABSTRACT. A Tobacco Mosaic Virus strain (TMVsc) is purified by
mean of the ultracentrifugation in a sucrose gradient, in a titanium
zonal rotor B-XV, in a continuous flow rotor, by differential! centri-
fugation and by Sephadex G-200. Different buffers, ionic strengh, and
times are used for the dialysis. 500 mg of pure, active, and nenaggre-
gated virus, analyzed by the ultracenirifugation and the analytical
sucrose gradient, were purified.

RESUMEN. Una variedad del Virus del mosaico del tabaco (VMTsc)
es purificada mediante el uso de la ultracentrifugacién en gradiente
de sacarosa en un rotor zonal B-XV de titanio, en rotor de flujo conti-
nuo, por centrifugacién diferencial v por Sephadex G-200. Se usan
distintos tampones, fuerzas iénicas y tiempos de dialisis. Se obtuvieron
300 mg del virus puro, activo y sin agregados detectables en la ultra-
centrifuga analitica v en gradiente analitico de sacarosa. '

INTRODUCCION

El estudio de las macromoléculas biolégicas requiere a menudo, la ob-
tencién en cantidades de cientos de mg de material homogéneo y biols-
gicamente activo. Estas cualidades a veces son antagénicas, por lo que
el objetivo se logra con dificultad. Pequefias cantidades del virus del
mosaico del tabaco (VMT) se obtienen con relativa facilidad, puras y ac-
tivas, pero cuando se requieren centenares de mg aparece la agregacion
como uno de los problemas fundamentales, frecuente en la purificacién
de macromoléculas, lo que fue detectado para el VMT desde los prime-
ros trabajos bioquimicos; sugerido primeramente por Bawden v Pirie
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{1937), Bald y Briggs (1937) y confirmado por Loring y cols., (1938)
v Lauffer (1938, 1944a). Este problema no ha sido totalmente resuelto.
Algunos autores han obtenido la purificacién en gran escala (Gooding
y Hebert, 1967) pero no se han propuesto la obtencién del virus en gran-
des cantidades sin agregados.

En este trabajo, los autores se proponen la obtencién del virus puro,
activo v homogéneo sin agregados que pueden enmascarar la presencia
de otras especies macromoleculares e impiden su utilizacién en poste-
riores investigaciones moleculares, Para gllo se combina la tecnologia
disponible de la ultracentrifugacién con otros métodos de purificacion
de virus: centrifugacién en rotor de flujo continuo, ultracentrifugacién
en gradiente de sacarosa en rotor zonal, centrifugacién diferencial y cro-
matografia en columna de Sephadex. La clarificacién se realizé mediante
el punto isoeléctrico y cloroformo; la precipitacion fue por ultracentri-
fugacién, por precipitacion salina o por el punto isoeléctrico. Ademds,
se utilizaron distintos tampones, tiempos de dialisis y fuerzas idmicas
para disminuir o evitar la agregacion.

Para tener un criterio sobre la homogeneidad del preparado v por con-
siguiente determinar la calidad de la purificacién, el virus purificado
se analizé en la uliracentrifuga analitica y por centrifugacién en gra-
diente analitico de sacarosa de 5-20% o de 10-40%

La infectividad del virus fue determinada en los distintos pasos de la
purificacion,

MATERIALES Y METODOS

Se utilizé Ia variedad severa de Cuba del Virus del mosaico del tabaco
(VMTsc), (Quintero, 1975; v Quintero y Kouri, inédito) la que fue inocu-
lada en plantas de tabaco, Nicotiana tabacum L.vc. Criollo de 8-10 hojas,
cultivadas en aislador en temperatura entre 21 y 33°C con iluminacién
natural de 12,5 horas diarias.

El virus fue inoculado mecanicamente mediante espatula de vidrio y car-
borundo de 900 mallas. A los 25-30 dias de inoculadas las plantas, se
cosecharon las hojas que presentaban sintomas de mosaico verde en
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fondo claro en estado de desarrollo completo y=se utilizaron como fuente
de virus (Quintero v cols., 1975).

Obiencion de virus

Las hojas que contenian el virus fueron desnervadas v congeladas a -20 °C.
Se usé una maquina cromada., de moler carne, para moler las hojas
(Steere, 1959), las cuales fueron pasadas tres veces por la misma, afa-
diendo 4 ml de tampén tris-CLH 0,1 M pH 7,3 con 0,5% de 2-mercaptoe- .
tanol (Walker y Pirone, 1972} por gramo de tejido fresco. Las hojas tri-
turadas se agitaron durante 10 minutos en agitador eléctrico y el mace-
rado se filtré por tela fina de “nylon” y se ajusté a pH 5,0 con CLH
al 5% (Lindberg vy cols., 1956). El filtrado se introdujo en un rotor de
flujo continuo (RFC) de 300 m! de capacidad y se extrajo a una veloci-
dad de flujo de 100 ml/minuto.

Después de llenar el rotor hasta el nivel de rebozo, se continué la cen-
trifugacién a 16,000 rpm durante 5 minutos antes de abrir el flujo. Al
terminar el mismo se continué la centrifugacion durante 5 minutos. El
sobrenadante fue emulsificado con 1/7 de cloroformo (v/v) en agitacion
constante durante 30 minutos en temperatura de 20°C y fue pesado
por el RFC en las mismas condiciones anteriores, pero con un flujo de
200 ml/minuto. El sobrenadante fue precipitado con 0,35 g de sulfato
de amonio por ml en agitacién lenta durante una hora a temperatura
ambiente, o se le ajusto el pH al del punto isoeléctrico del virus, en bafio
de hielo. En uno u otro caso se centrifugé en el RFC con un flujo de
50 ml/minuto, a 17,000 rpm. El sobrenadante fue centrifugado nueva-
mente en las mismas condiciones. El precipitado se resuspendié en tam-
pén EDTA Na: 0,001 M pH 7,0 y se dializé contra el mismo tampén en
una relacion de 1:1000 durante 16 horas a 7 °C. Posteriormente se elimi-
naron agregados por centrifugacién a 10000 g durante 10 minutos a 4 °C
v el sobrenadante se ultracentrifugé a 80000 g durante una hora. El
precipitado, que contenia.el virus, fue resuspendido en el tampén ante-
rior y mantenido en un agitador de tubos durante una hora. La resus:
pension fue dializada como en el caso anterior y cromatografiada en una
columna de Sephadex G-200, o ultracentrifugada en gradiente de sacaro-
sa en un rotor zonal B-XV de titanio.
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Cromatografia

Se prepard una columna de 1,5 m X 4 ¢m con Sephadex G-200 en tam-
pon Tris-CIH 0,02 M pH 7,3 v se equilibré con el doble de su volumen
inerte con una velocidad de flujo de 0,5 ml por minuto. Se cromatogra-
fiaron 1 500 D.O. del virus y se colectaron fracciones de 6 6 de 10 ml. Las
que contenian el virus, fueron detectadas por su absorbancia a 280 nm
en un densitémetro de flujo continuo (Uvicord 1I) y se les ajusté el pH
del punto insoeléctrico del virus en bafio de hielo. Se centrifugd a 5000
rpm durante 15 minutos a 4 °C. El precipitado fue resuspendido en el
tampén EDTA Nas v el pH {ue ajustado a 7,0 manteniéndose en agita-
cién constante durante 10 minutos. Después se dializé contra el mismo
tampoén en una relacidon de 1:1000 a 7°C durante 40 horas. El virus fue
cromatografiado; después de la didlisis fue analizado en la ultracentri-
fuga analitica y en gradiente analitico de sacarosa.

Rotor zonal

También se utilizé la alternativa de purificar el virus mediante ultra-
centrifugacion en gradiente de sacarosa en un rotor zonal, segun Pérez
y cols., (1976), para lo cual se preparé 1,2 1 de un gradiente lineal de
sacarosa de 53-20% en el rotor zonal B-XV de titanio. La muestra de
1 000 D.O. se introdujo con una solucién de sacarosa al 2,5% en un volu-
men de 75 ml. Se ultracentrifugé a 35000 rpm durante 1,5 horas en la
MSE SS 75. Se colectaron fracciones de 20 ml v se les determiné el indi-
ce de refraccién a 20°C y la absorbancia a 260 nm.

Gradiente de sacarosa

Para determinar la homogeneidad del preparado, alicuotas de 3-8 D.O.
del virus purificado fueron ultracentrifugadas en gradientes analiticos
de sacarosa de 5-209% preparado en tampon EDTA Na, 0,001 M en el ro-
tor 3 X 10 de angulo libre a 29 000 rpm durante 30 minutos en la ultra-
centrifuga MSE SS 50. También se usé alternativamente el gradlente de
sacarosa de 10-409: a 29 000 rpm durante una hora.



VIRUS DEL MOSAICO DEL TABACO 167

Ultracentrifugacion analitica

Alicuotas del virus de 10 D.O. fueron analizadas en la ultracentrifuga
analitica MSE en las condiciones reportadas anteriormente por Quinte-
ro vy cols., {1975).

Didlisis

Se realizaron varias dialisis comparativas para determinar su influencia
en la desagregacidn y en la estructura nativa. Para ello se utilizé tampén
EDTA Na, 0,1, 0,01, 0,001 M v agua destilada durante 24, 48, 72, 90 y 108
horas en una temperatura aproximada de 6°C, en agitacién constante
y en una relacién de volumen de 1:500 X 2 6 1:1000. También se utilizd
tampdn Tris-CIH 0,1, 0,02 y 0,05 M pH 7,0. ' :

Prueha de infectividad

Todos los pasos de la purificacion fueron muestrados y se les determind
la infectividad en Chenopodium amaranticolor Coste et Reyn en las con-
diciones previamente reportadas por Quintero v cols., (1975} v en N. ta-
bacum L. cv. Criollo Especial.

RESULTADOS

El virus semipurificado, sin cromatografiar o sin ultracentrifugar en el
rotor zonal, decribié un sedimentograma compuesto por dos compo-
nentes pesados Fig. [, con una distribucion asimétrica.

La dialisis contra agua desde 24 hasta 90 horas permitié la obtencién
de un sisterna aparentemente monodisperso (Fig. 2) con un coeficiente
de sedimentacién de mas de 206 S y se observd una pérdida considera-
ble por agregacién del material viral. La didlisis contra tampén EDTA
Na: 0,1 M desde 24 hasta 108 horas, resolvié un solo componente (Fig. 3)
mucho maés simétrico, con coeficientes de sedimentacién que oscilaron
entre 177 y 194 8§, se observé también una pérdida considerable por
agregacién del virus: en cambio, el tampén 0,01 M permitié la obtencién
de un componente simétrico con pérdida despreciable cuando se dializé
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de 36 a 48 horas. Similares resultados se obtuvieron con el tampdn 0,001
M; o sea, entre 24 y 48 horas de dialisis, permitié la obtencion de sis-
temas monodispersos (Fig. 4) con una constante de sedimentacion alre-
dedor de 184 S = 5, pero otros tiempos de didlisis produjeron agrega-
dos o no permitieron la resolucién del material en un solo componente.
La pérdida por agregacion del virus fue despreciable con esie tampon.

Fig. 1. Sedimentograma de una muestra sin cromatografiar.

Fig. 2. Sedimentograma de una muestra dializada coptra agua durante 48 horas.
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Fig. 3. Sedimentograma de una muestra dializada contra tampon EDTA Na, 0,1 M.

Fig. 4. Sedimentograma de una muestra dializada contra tampon EDTA Na, 0,001 M
durante 40 horas.

El efecto de la dialisis sobre la dispersion del sistema viral del VMT
purificado fue analizado paralelamente por ultracentrifugacién en gra-
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diente analitico de sacarosa, obteniéndose una distribucion agudizada
y simétrica sin contaminantes al menos detectables a 260 nm.

Todas las dialisis contra tampdén Tris-CIH dieron agregados de distintos
tamafios.

El incremento de infectividad, no obstante de que las cantidades de
virus purificado ascendid a una escala aproximadamente veinte veces
mayor, resulté comparable con lo reportado anteriormente por los auto-
res (Quintero y cols., 1975},

La cantidad total obtenida de virus activo, puro y desagregado, fue
de 0,5 g determinada por el indice de absorbancia a 260 nm, ajus-
tado por el método de Lowry y cols., (1951) de suspensiones virales
{1 D.O. = 0,36 mg).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La presencia de dos componentcs pesados en el sedimentograma de la
ultracentrifuga analitica, exige 'a investigacion de las alternativas si-
guientes:

La primera alternativa szria considerar gue el virus se encuentra en for-
. ma de distintos estados de agregacion. La segunda es que el virus esté
contaminado con ribonucleoprotéidos de la planta, v por ultimo, la al-
ternativa mds peligrosa para una purificacion viral, la presencia de otro
virus contaminante.

s conocido el efecto del EDTA sobre la agregacion de particulas virales,
asi como, el hecho de que el VMT forma distintos tipos de agregados
reversibles al estado de mondmero (Lauffer y Stevens, 1968). Si el pre-
parado viral, que habia mostrado dos componentes, al ser dializado con-
tra EDTA conduce a la formacién de una sola frontera siméirica al ana-
lisis en la ultracentrifuga analitica y en gradiente de sacarosa, y si ade-
mas se confirma la reproduccion del sindrome caracteristico del virus
purificado (Fig. 5) podemos descartar inequivocamente la presencia
de ribonucleoprotéidos o de otro virus contaminante.
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Fig. 5. Hoja de C. amaranticolor que muestra lesiones necrdticas locales produ-
cidas por el VMTsc.

Los resultados de la Fig. 6 y del gradiente analitico de sacarosa mues-
tran que los dos componentes virales correspondientes a distintos esta-
dos de agregacion después de la didlisis contra EDTA Na. 0,01 y 0,001
M, revierten a un solo componente cuyo coeficiente de sedimentacién
(184 = 4,5) corresponde al descrito por Quintero v cols., (1975) y otros
autores (Lauffer, 1944a v 1944b).

La separacién del VMT de proteinas ajenas, especialmente de ribonu-
cleasa, requiere particu'ar atencion, va que es uno de los factores prin-
cipales en la inactivacién del virus.

Algunos autores han utilizado la cromatografia de Sephadex G-200 para
separar la ribonucleasa de los ribosomas (Kiselev v cols., 1961) y de Se-
phadex G-25 para separar inhibidores de este virus Nienhaus y Yar-
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wood, 1972). Los resultados de la Fig. 7, presentan una resolucidn de la
muestra cromatografiada en Sephadex G-200, en la separacién de espe-
cies macromoleculares que acompafian al virus con una marcada dis-
minucién de la absorbancia (Fig. 7, fracciones 31-44) cuyo espectro de
absorbancia en la regién u.v. indicé una maxima y una minima tipica
de proteinas. Los resultados de los gradientes analiticos de sacarosa,
1a ausencia de infectividad en estas fracciones, asi como la infectividad
del ARN cbtenido de este praparado viral {Korneva y cols., 1976) permi-
ten concluir que las posibles contaminantes protéicas incluida la ribo-
nucleasa, fucron eliminadas en la cromatografia,

Fig. 6. Sedimentograma de cada uno de los componentes de los agregados (I-III}
de la Fig. 2. '

El uso del punto isoeléctrico, aunque no es recomendable para algunos
virus, fue adecuado para la purificacién del VMT en las condiciones ci-
tadas, ya que no se detectoé disminucién apreciable de la infectividad
y permitié ahorro de tiempo.

El procedimiento aqui descrito, resulta til si se tiene en consideracion
que se puede obtener desde 0,5 g de virus puro, bioldgicamente activo
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y desagregado. El uso de algunos procedimientos permitié gran ahorro
de tiempo, por ejemplo,: el rotor de flujo continuo, utilizado en otros
trabajos de bioquimica preparativa, también puede ser usado con buenos
resultados para separar virus semipurificado en las etapas iniciales de la
purificacion, asi como para su clasificacién.

SEPHADEX G- 200
D.Ox| 1

! .5 ml ¥ min.
260nm
i
0.5
|
i
i
0.4
0,34
TR 2 ) "
FRACGIONES

Fig. 7. Grafico que muestra los resultados de la cromatografia realizada en co-
lumna de Sephadex G-200.

Los resultados del rotor zonal permiten considerar que es un método
de calidad, mediante el cual se pueden purificar grandes cantidades de
virus en corto tiempo (Fig. 8).
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Fig. 8. Grifico del‘gradien‘{e de sacarosa que muestra la separacion de dos com-
ponentes virales (agregados) del VMT medianié ¢l rotor zonal BXV de titanio.
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