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Наведено методику отримання вірусу водоростей Т. viridis у високих концентраціях і розроблено 
схему його кристалізації, що в подальшому (за умови відповідності кристалів вимогам рентгено-
структурного аналізу) дасть змогу визначити структуру віріонів. Отримані дані є корисними 
також для розробки нової модельної системи культивування вірусів, зокрема, фікоднавірусів. 
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Активне вивчення вірусів, які інфікують водні 
організми, призвело до розширення знань в галузі 
вірусів мікроводоростей протягом останніх 10 років. 
Ці досягнення дозволили об'єднати представників 
альговірусів у нову родину — фікоднавіруси, для 
яких характерними є ікосаедрична форма віріону з 
діаметром до 220 нм і геном, що складається з 
дволанцюгової ДНК. На сьогодні відомо щонаймен­
ше по одному представнику фікоднавірусів для 10 
(44 таксони) з 14 описаних класів водоростей [1, 
2]. 

Мікроводорості лежать в основі харчової піра­
міди Світового океану і є головними первинними 
продуцентами. їхня фотосинтетична активність за­
безпечує збагачення гідро- і атмосферу киснем. 
Очевидно, що зниження біомаси мікроводоростей 
зумовить порушення в океанічних харчових лан­
цюгах, а також зміни концентрації кисню і вугле­
кислого газу в атмосфері і гідросфері. Останнє 
може стати причиною розвитку тепличного ефекту. 
Сьогодні водорості розглядаються також як по­
тенційний сировинний ресурс для людства. У той 
же час альговіруси є фактором, який може суттєво 
вплинути на загальну чисельність фітопланктону 
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та істотно знизити його загальну біомасу [1 ]. Тому 
всебічне вивчення альговірусів становить значний 
практичний і науковий інтерес, враховуючи майже 
повну відсутність наукової інформації щодо їхніх 
біологічних особливостей. 

Отримання і виділення вірусу. Для отримання 
великої кількості вірусу використано альгологічно 
чисту культуру одноклітинної морської водорості Т. 
viridis Norris {Chlorophyta, Prasinophyceae), а та­
кож прекультуру вірусу TvV-Sl. 

Культуру водоростей вирощували на середо­
вищі Гольдберга, яке готували на стерильній мор­
ській воді. Після 4—5 днів інкубації за температу­
ри 27 °С і цілодобового освітлення водорості інфі­
кували прекультурою вірусу (1:100) та інкубували 
при кімнатній температурі зі штучним 12-год освіт­
ленням протягом 3—4 днів, після чого відбирали 
прозору культуральну рідину [3, 4] . Вірус з куль-
туральної рідини виділяли центрифугуванням про­
тягом 30 хв при 5000 об/хв. Супернатант центри­
фугували упродовж 2,5 год при 28000 об/хв, після 
чого отриманий склоподібний осад ресуспендували 
в якомога меншому об'ємі фізіологічного розчину. 
Для контролю чистоти вірусу використано елект­
ронну мікроскопію. 
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Рис. 1. Електронно-мікроскопічне зображення віріонів TvV-Sl 

Одержання кристалів вірусу. Вірус кристалі­
зували за допомогою стандартних скринінгових 
розчинів Crystal Screen 2 («Hampton Research*, 
США) за методом «сидячої краплі» при змішуванні 
вірусовмісного матеріалу зі скринінговим розчином 
50:50 у кристалізаційних планшетах типу «greiner» 
(Falcon) [5]. Об'єм резервуара становив 80 мкл, 
краплі— 1 мкл, концентрація вірусу (за білком), 
визначена методом Лоурі, складала ~4 мг/мл. 
Умови кристалізації наступні: 0,05 М CsCl, 0,1 М 
MES, рН 6,5, 30 %-й реагент джефамін М-600. 

За допомогою електронної мікроскопії зразків 
виявлено ікосаедричні віріони TvV-Sl діаметром 
56—58 нм. їхнє зображення представлено на рис. 
1. 

При цьому визначено, що при тривалому збе­
ріганні за температури 4 °С зростає кількість по­
рожніх капсидів, яка є незначною у свіжому пре­
параті. Очевидно, саме це і є причиною істотної 
втрати інфекційності, відміченої в попередніх до­
слідженнях [7 ]. 

Після внесення препарату вірусу в кристалі­
заційний планшет кристали пірамідальної форми 
з'являлися на 2-й день інкубації при кімнатній 
температурі. Розміри кристалів складали близько 
0,3 мм (рис. 2), вони виявилися стійкими і збері­
галися в розчині протягом кількох місяців. Слід 
відмітити, що кристали можна отримати лише із 
свіжих препаратів вірусу. Зберігання вірусу за 
кімнатної температури протягом кількох діб спри-

Рис. 2. Кристали вірусу TvV-Sl 

чиняє суттєве зниження концентрації і порушення 
структури віріонів, шо робить формування кри­
сталів неможливим. 

Розроблено схему культивування і виділення 
окремих представників родини фікоднавірусів із 
зеленої водорості Т. viridis Norris як специфічного 
високочутливого хазяїна. Відпрацьовано режим ку­
льтивування і отримання вірусу в значних концен­
траціях. Культивування водорості є досить простим 
і не вимагає особливих умов і реагентів. Таким 
чином, зелену морську мікроводорость Т. viridis 
можна успішно використовувати як модельний ор­
ганізм при вивченні інших альговірусів. Отримання 
кристалів фікоднавірусу TvV-Sl є першим кроком 
для подальших структурних досліджень. Надалі в 
разі відповідної якості кристалів для рентгено-
структурного аналізу можливо буде одержати три­
вимірну модель білків капсиду, що дозволить про­
аналізувати їхню будову і фолдинг та розглянути 
їхнє потенційне функціональне значення. 

D. V. Sizov, V. P. Polischuk 

Cultivation, purification and crystallization of virus of green algae 
Tetraselmis viridis 

Summary 

The methodical approach to obtaining of virus of algae Tetraselmis 
viridis in large quantities is represented. The scheme of virus 
crystallization is developed, what enables revealing of virion 
structure via X-ray analysis if the crystals proved to correspond to 
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ОТРИМАННЯ КРИСТАЛІВ ВІРУСУ ВОДОРОСТІ TETRASELMIS VIRIDIS 

X-ray technique demands. Obtained data are also useful for the 
development of novel model system for cultivation of viruses, in 
particular phycodnaviruses. 

Key words: virus Tetraselmis viridis, virion structure, cultivation 
of viruses, phycodnaviruses. 
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Культивирование, выделение и получение кристаллов вируса 
зеленых водорослей Tetraselmis viridis 

Резюме 

Представлена методика получения вируса водорослей Т. viridis 
в больших количествах и разработана схема его кристаллиза­
ции, что в дальнейшем (при условии соответствия кристал­
лов требованиям рентгеноструктурного анализа) даст воз­
можность определить структуру вирионов. Полученные дан­
ные могут также быть полезными для разработки новой 
модельной системы культивирования вирусов, в частности, 
фикоднавирусов. 

Ключевые слова: вирус Tetraselmis viridis, структура вирио­
нов, культивирование вирусов, фикоднавирусы. 
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