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The use of an immunoelectron microscope-decoration technique to observe serological relationship
of carlaviruses

Abstract

An immunoelectron microscope-decoration technique was used. to define serological
relationships among carlaviruses (5 viruses and 9 antisera). The degree of relationship
among these viruses was assessed on the basis of the intensity of antibody coating when
the viruses were decorated with heterologous antibodies. A relationship was observed
among PVM, PVS, CLV, CVB, LiIMV, HoLV, HoMV and between WPSV and LiIMV.
PopMV was not related serologically to any of these viruses. The PVS particles were
occasionally surrounded by an external spiral of an unidentified protein material.

WSTEP

Techniki immunoelektronomikroskopowe znalazly szerokie zastosowanie
nie tylko do wykrywania i identyfikacji wiruséw roslin, ale réwniez do okres-
lania stosunkoéw pokrewienstwa serologicznego migdzy szczepami wirusov
(Nicolaieff i van Regenmortel, 1980; Kerlan i in,, 1982; Shukla i
Gough, 1984), jak i miedzy réznymi wirusami (Langenberg, 1974; Milne
it Luisoni, 1977a; Roberts i in. 1980; Walkey i Webb, 1984), w tym
takze miedzy carlawirusami (Forster i Milne, 1977; Adams i Barbara,
1980, 1982a; Hearon, 1982). Pokrewienstwo serologiczne migdzy poszcze-
g0lnymi wirusami z tej wlasnie grupy jest dos$¢ zréznicowane. Niektore z nich
sa blisko serologicznie spokrewnione, pokrewienstwo miedzy innymi jest
bardzo odlegle albo nawet niewykrywalne. Informacje o wystgpowaniu lub
braku pokrewienistwa miedzy réznymi carlawirusami, uzyskane przy uzyciu
roznych metod serologicznych, zestawiono w pracach Wettera i Milne’a

2 — Acta Agrobotanica 41 z. 1/1988 r.



18 M. S. Szyndel

(1981), Adamsa 1 Barbary (1982b), Koenig (1982) oraz Szyndla (1984).
W niniejszej pracy zastosowano bardzo czula i specyficzna, a jednoczesnie
stosunkowo prostg i szybka immunoelektronomikroskopowa technik¢ deko-
racji (oplaszczania) czastek wirusa specyficznymi przeciwcialami (Milne i
Luisoni, 1975, 1977b) do wykrywania pokrewienstwa serologicznego miedzy
niektérymi carlawirusami.

MATERIAL I METODY

Izolaty wiruséw i surowice

W badaniach wykorzystano 5 carlawiruséw: wirus M ziemniaka (potato
virus M; PVM), wirus S ziemniaka (potato virus S; PVS), wirus B zlocienia
(chrysanthemum virus B; CVB), utajony wirus gozdzika (carnation latent
virus; CLV) i wirus pstrosci lilaka (lilac mottle virus; LiIMV) oraz 9 surowic:
SUrowice przeciw wymienionym wyzZej wirusom oraz SUrowice przeciw: wiru-
sowi pasiasto$ci grochu szczep Wisconsin (Wisconsin pea streak virus;
WPSYV), wirusowi mozaiki chmielu (hop mosaic virus; HoMYV), utajonemu
wirusowi chmielu (hop latent virus; HoLV) i wirusowi mozaiki topoli (poplar
mosaic virus; PopMV). Zrédla izolatow wiruséw oraz zrédla surowic (z
wartosciami miana podanymi przez ofiarodawcéw) zestawiono w tabeli 1.

Przygotowanie preparatéw immunoelektronomikroskopowych
technika dekoracji

Liscie roslin stanowiacych zrédla wirusa rozcierano w mozdzierzu w
obecnosci 0,067 M buforu fosforanowego o pH 7,0 z dodatkiem 0,5%,
Na,SO; (przy preparatach PVM, PVS) lub z 0,01 N roztworem Na,SO;
(przy preparatach CLV) i sok wirowano 10 minut przy 7-8 tys. obr.,/min w
wiréwce typu Janetzki K-24. Uzyskany supernatant traktowano jako prepa-
rat wirusa. Preparaty CVB i LiIMV sporzadzano w ten sposob, iz 1-2 mm?
tkanki lidcia rosliny porazonej rozcierano w kropli buforu fosforanowego z
dodatkiem 0,5%/, Na,SO;.

Siatki do mikroskopu elektronowego firmy Tesla (300 mesh) pokryto
blonka Formvaru i po osuszeniu lekko napylono weglem w napylarce
prozniowej IEM 4C. Tak przygotowane siatki naktadano na krople preparatu
wirusa na 2-3 minuty, nastepnie powierzchnie siatek ptukano, przenoszac je
kolejno na 2 krople buforu fosforanowego i umieszczano na kropli odpo-
wiedniej surowicy, rozcienczonej okoto 1:50 buforem fosforanowym. Inkuba-
cje przeprowadzano przez 15 minut w kamerze wilgotnosciowej w temperatu-
rze pokojowej. Po tym czasie siatki ptukano na 3 kolejnych kroplach buforu
fosforanowego 1 5 kroplach wody destylowanej. Po odsaczeniu preparaty
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Tabela 1 — Table 1

Pochodzenie izolatdw wiruséw i surowic
The sources of isolates of viruses and antisera

Izolat . Miano
wirusa Zrodlo wirusa Zrodlo surowicy surowicy
Virus Virus source Antisera source Antiserum
isolate titer
PVM: M24a Lycopersicon esculentum Z. Mierzwa 1:1024
MS7a cv. Najwczesniejszy Potato Institute

A. Kowalska-Noordam Gdansk
Potato Inst. Miochow

PVS: Sé66a L. esculentuni cv. Nevskij Z. Mierzwa 1:512
S53a A. Kowalska-Noordam
CVB  Chrysanthemum morifolium D. Z. Maat 1:512
cv. Blanche IPO Wageningen

S. Kryczynski, SGGW
— Agricultural Aca-
demy Warsaw

CLV Dianthus barbatus C. Wetter 1:2048
A. Hein, Univ. Hohen- Univ. Saarlandes
heim Stuttgart Saarbrucken
LiIMV Syringa oblata H.E.Waterworth 1:512
H. E. Waterworth
Agic. Res. Serv.
Gleen Dale
WPSV - D. Z. Maat 1:1024
HoMV — A. N. Adams 1:3000
East Malling
Res. Stn.
HolLV - A. N. Adams —
PopMV — J. 1. Cooper 1:1024

Comm. Forestry
Inst. Oxford

kontrastowano przez 2 minuty 2%, wodnym roztworem octanu uranylu.
Czas utrzymywania siatek na poszczegdlnych kroplach oraz liczba plukan
siatek zostaly ustalone we wstgpnych testach. Przy stosowanych rozciencze-
niach surowic zawsze wystgpowal nadmiar specyficznych przeciwcial.
Pokrewienistwo serologiczne migdzy badanymi wirusami okreslano na
podstawie obfitosci oplaszczenia czastek wirusa przeciwcialami. Obfita deko-
racj¢ interpretowano jako wyraz bliskiego pokrewienstwa, skapa dekoracje
jako wyraz bardziej odleglego pokrewienstwa, a catkowity brak reakgcji sero-
logicznej uznawano za wynik oznaczajacy brak pokrewienstwa. Preparaty
ogladano w transmisyjnym mikroskopie elektronowym marki IEM 100C fir-
my JEOL w Pracowni Mikroskopii Elektronowej SGGW — AR w Warszawie.
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WYNIKI

Uzyskane dane o pokrewienstwie serologicznym miedzy badanymi carla-
wirusami zestawione w tabeli 2 wskazuja, ze w przypadkach reakcji wirusoéw
z surowicami homologicznymi obserwowano zawsze obfite oplaszczenie cza-

Tabela 2 — Table 2

Wyniki reakcji pieciu carlawirusoOw z homo- i heterologicznymi surowicami uzyskane w badaniach
wykonanych technika dekoracji czastek
The results of the reaction of five carlaviruses with homo- and heterologous antisera, as obtained
by the particle decoration technique

Surowica VM Reakcja w}ir\lllssa — Virus reaction
przeciw CLV CVB  LiMV
Antiserum M-242 M-57a S-66a  S-53a
PVM ++ ++ + + + + ++
PVS T+ + ++ +4+ ++ ++ +
CLV + + + + + + + +
CVB + + ++ ++ + ++ +
LiMV - - - - - + ++
WPSV - - - - = = +
HoMV + + - - + + +
HoLV ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
PopMV — - - - - — —

+ + Obfita dekoracja czastek wirusa przeciwciatami.
Dense decoration of virus particles with antibodies.
+ Skapa, ale wyrazna dekoracja czastek. v
Mild but distinct decoration of particles.
— Brak zjawiska dekoracji czastek. .
No decoration of particles.

stek wirusa przeciwcialami. Silne reakcje z surowicami heterologicznymi
uzyskano w nastgpujacych przypadkach: surowica przeciw PVM i LiIMV,
surowica przeciw PVS z CLV i CVB, surowica przeciw CVB z PVS (rys. 1)
oraz surowica przeciw HoLV ze wszystkimi badanymi wirusami. W niekt6-
rych ukladach stwierdzono tylko staba reakcj¢ serologiczna, na przyklad
surowica przeciw PVS z PVM czy surowica przeciw PVM i CVB (rys. 2), a
w innych jeszcze ukladach oplaszczenie czastek przeciwcialami bylo nadzwy-
czaj skape, na przyklad w reakcji surowicy przeciw CVB z CLV lub w
reakcji surowicy przeciw LiIMV z CVB. Natomiast nie stwierdzono opla-
szczania czastek wirusa przeciwcialami w kombinacjach: surowica przeciw
LiIMV z CLV, PVM i PVS, surowica przeciw WPSV z PVM, PVS, CLV i
CVB, surowica przeciw HoMV z PVS oraz surowica przeciw PopMYV z
zadnym z badanych wirusow (rys. 3). Takze w preparatach z surowica



Rys. 1. Obfita dekoracja czastek PVS przeciwcialami z surowicy przeciw CVB ( <66 000)

Fig. 1. Dense decoration of PVS particicles with antibodies from an antiserum to CVB
( = 66 000)

[

Rys.

2. Skapa dekoracja czastek CVB przeciwcialami z surowicy przeciw PVM ( x 66 000)
Fig. 2. Mild decoration of CVB particles with antibodies from an antiserum to PVM ( x 66 000)
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Rys. 3. Nie udekorowane czastki CLV w preparacie z surowica przeciw PopMV — brak reakcji
serologiczne) ( x 66 000)

Fig. 3. Undecorated CLV particles in preparation with antiserum to PopMV — no serological
reaction ( x 66 000)

kontrolna nigdy nie obserwowano dekoracji czastek. Czesto w mikroskopie
elektronowym ogladano reakcje serologiczna nie pojedynczych czastek, ale
agregatow silnie zwiazanych czastek wirusa lub czastek bardzo mocno
splatanych.

W przypadku wirusa M ziemniaka badano serologiczne rekacje silnego i
stabego izolatu wirusa (Kowalska, 1978), uzyskujac dla obu izolatow
identyczne wyniki, uniemozliwiajace ich serologiczne rozréznienie. Podobne
wyniki uzyskano dla dwoch izolatow PVS — silnego 1 stabego.

W trakcie badan reakcji wirusa S ziemniaka z surowica przeciw CLV
zaobserwowano na jednej z czastek wirusa tworzenie si¢ bardzo wyraznej
spirali. Spirala ta wygladala tak, jakby byla pochodzenia bialkowego, ale
zupelnie innego niz. bialko immunoglobulin pochodzace z zastosowanej
surowicy przeciw CLV (rys. 4 i 5). Czastka wirusa pokryta spirala nie byla
udekorowana przeciwcialami z surowicy przeciw CLV, a obecno$¢ w tym
samym preparacie innych czastek wirusa udekorowanych przeciwcialami
wskazuje, ze spirala powstala przed przeprowadzeniem reakcji serologicznej i
nie ma z nia bezposredniego zwiazku.



g
Rys. 5. Spirala biatkowa wokol czastki PVS. Obok widoczna czastkaw PVS udekorowana
przeciwcialami z surowicy przeciw CLV ( x 66 000)

Fig. 5. A protein spiral around a PVS particle. Visible next to it is a PVS particle decorated
with antibodies from an antiserum to CLV ( x66000)
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DYSKUSJA

Uzyskane wyniki wskazuja, Zze szybka 1 stosunkowo prosta immunoelek-
tronomikroskopowa technika dekoracji czastek wirusa przeciwcialami moze
byé uzywana do obserwacji serologicznego pokrewienistwa miedzy carlawiru-
sami.

Dane o pokrewienistwie niektorych wirusow z tej grupy, uzyskane przez
innych autoréw stosujacych rozne metody serologiczne, zostaly w zasadzie
potwierdzone. Jedynie w trzech przypadkach otrzymane wyniki odbiegaty od
danych z literatury. Nie stwierdzono wystgpowania dekoracji czastek CLV
przeciwcialami z surowicy przeciw WPSV, cho¢ Wetter (1967) taka reakcje
serologiczna uzyskat. Jednakze badal on surowicg przygotowana na inny
szczep wirusa pasiastosci grochu, niz uzyty w tej pracy szczep Wisconsin.
Adams i Barbara (1982b) przy uzyciu testu posredniego ELISA nie
uzyskali reakcji surowicy przeciw HoLV z PVS oraz slaba reakcjg z CLV. W
mikroskopie elektronowym obserwowano bardzo obfite oplaszczenia
przeciwcialami czastek obu tych wirusow. Wreszcie stwierdzono wystgpowa-
nie reakcji serologicznej miedzy LiIMV i surowica przeciw PVS, podczas gdy
Waterworth (1972) nie wykryl tej reakcji w swoich badaniach nad LiIMV
prawdopodobnie dlatego, Zze stosowal technike serologiczna o zbyt niskie]
czulosci.

Niestety, w prowadzonych z uzyciem techniki dekoracji badaniach nie
wykryto reakcji PVM, PVS i CLV z surowica przeciw LilMV, cho¢ wirus
pstrosci lilaka reagowal w odwrotnych uktadach z surowicami przeciw
wymienionym wirusom. Wydaje sig, Ze stosowana surowica przeciw LiIMV
byla surowica zbyt uboga w roznorodne w swej specyficznosci przeciwciata i
wlasnie jej niska jakosé¢ uniemozliwita wykrycie reakcji z tymi trzema wirusa-
mi (Matthews, 1981).

Warto podkreslié, ze surowica przeciw PopMYV nie reagowata z zadnym z
badanych carlawirusdw, co nie jest zaskoczeniem, gdyz z literatury wiadomo,
iz wirus mozaiki topoli wykazuje odlegte pokrewienstwo serologiczne tylko z
nielicznymi wirusami z tej grupy (Brunt i in, 1980; van Lent 1 in. 1980).

Przy zastosowaniu techniki dekoracji nie udalo si¢ uzyska¢ zadnych
danych wskazujacych na jakiekolwiek réznice serologiczne migdzy réznymi
izolatami PVM ani PVS, wyodrebnionymi przez Kowalska (1978), cho¢
przy zastosowaniu prostych technik serologicznych izolaty tych wirusow dos¢
réznie reagowaly ze standardowymi surowicami. Mierzwa i Kowalska
(1982) w szczegotowych badaniach takze nie stwierdzili réznic serologicznych
miedzy poszczegdlnymi izolatami tych wirusow.

Do niewatpliwych zalet techniki dekoracji nalezy zaliczy¢ fakt, ze obraz
czastek witusa udekorowanych przeciwcialami jest na tyle charakterystyczny,
7e nie obserwowano zadnych reakgcji, ktére mozna by nazwa¢ niespecyficzna
“dekoracja. Jedynym zaobserwowanym zjawiskiem, ktére mozna poréwnac do
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dekoracji, bylo znalezienie spirali wokot czastki PVS. Spirale takie wystepuja
jednak sporadycznie i wyraznie si¢ odrézniaja od serologicznej dekoracji.
W literaturze znaleziono tylko kilka doniesien o spiralach wokol czastek
wirusOw. Stwierdzona zostata ich obecnos¢ wokodt czastek wirusa tagodnej
pstrodci wspiggi — cowpea mild mottle virus i wydluZzonego wirusa z
Plantago major (Brunt i Kenten, 1973), wokol czastek niektorych potywi-
rusdw: watermelon mosaic virus I, potywirusa z przestrzepu bialego (Milne
i in.,, 1980) oraz wokol czastek maclura mosaic virus (Plese i in, 1979).
Pochodzenie tych spiralnych struktur nie jest dotychczas wyjasnione. Ekspe-
rymentalnie udato si¢ uzyska¢ podobne struktury podczas polimeryzacji
biatek kapsydu wirusa nekrotycznej kedzierzawki tytoniu (Morris i Se-
mancik, 1973), ale, jak ustalono podzniej, tylko w obecnosci czastek wirusa
mozaiki tytoniu (Milne i in, 1980). W preparatach z PVS, w ktorych
obserwowano wystepowanie spiralnych struktur, nie stwierdzono obecnosci
innych wiruséw. W ultracienkich skrawkach z roslin porazonych PVS albo
PVM czasami stwierdza si¢ wokot czastek tworzenie struktur, ktére moga
" by¢ odpowiednikiem opisywanej spirali (Brzezicka-Szymeczyk i Ru-
dzinska-Langwald — informacja ustna).

Nalezy wyraznie zaznaczyé, ze przed rozpoczeciem badan z uzyciem
technik immunoelektronomikroskopowych konieczne jest wstepne ustalenie
optymalnych warunkéw wykonywanych testow. Warunki te sa zalezne od
rodzaju badanego materialu roslinnego, wiruséw i surowic.

STRESZCZENIE

Zastosowano immunoelektronomikroskopowa technike dekoracji czastek wirusa przeciwcia-
lami do okresienia pokrewienistwa serologicznego carlawirusow (5 wiruséw i 9 surowic). Stopien
pokrewienstwa migdzy wirusami okreslano na podstawie intensywno$ci oplaszczenia czastek

. wirusa heterologicznymi przeciwcialami. Wykryto pokrewienstwo miedzy: PVM, PVS, CLV,
CVB, LiMV, HoLV i HoMYV, a takze migdzy WPSV i LiIMV. Nie stwierdzono pokrewienstwa
PopMV z 7adnym z badanych wiruséw. Na czastkach PVS stwierdzono obecnos$é spiralnych
struktur nie ustalonego pochodzenia.
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