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aspekt stosowania tego ,,barwnika”

MAREK S. SZYNDEL

Katedra Fitopatologii, SGGW, Nowoursynowska 166, 02-766 Warszawa

M.S.Szyndel (Department of Plant Pathology, Agricultural University — SGGW, Nowoursynowska 166,
02-766 Warsaw, Poland). Acta Agrobotanica 45 (1, 2): 51-59, 1992. The stability of electron- and immuno-
electron microscopic plant virus preparations negatively stained with uranyl acetate and practical aspects of
using this stain.

(Otrzymano dn. 1991. 09. 06)

Abstract

The electron microscopic preparations of tobamo-, potex-, carla-, poty-, clostero-, como-, cucumo-,
ilar-, luteo- and cryptoviruses were completed in 1983-87 and stored at room temp. Grids were
prepared by immunoelectron microscopic (clumping, ISEM, decoration) techniques and by leaf-
-dip modified method. All preparations were contrasted with 2 % aqueous uranyl acetate (UA), pH
4,2. Reexaminated grids were still of good quality. UA gives high contrast, high resolution and
good preservation of the virus particles and a clear image of serological reactions. The advantages
and disadvantages of UA and some practical aspects of using this stain are discussed.

WSTEP

Niektére substancje shuzace do kontrastowania preparatéw w mikroskopie
elektronowym wigza si¢ z powierzchnia blonki podtrzymujacej tworzac réwno-
mierng warstwe o matej przenikliwosci dla strumienia elektronéw. Jednoczes$nie taki
,.barwnik”’ nie reaguje z czastka wirusa, choé moze przenikac do jej wnetrza. Uzyskuje
si¢ tzw. efekt barwienia tta, w ktérym czastki wirusa widoczne sa w postaci jasnych
struktur na ciemnym tle. Okre§la si¢ (0 mianem negatywowego kontrastowania
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(Brenneri Horne, 1959; Hitchborn i Hills, 1965; Horne, 1967;
Nermut, 1972; Roberts, 1977). Wsréd réznych zwigzkéw przydatnych
iuzywanych do negatywowego kontrastowania preparatéw wiruséw (Milne, 1980,
1984; Ko, 1981; Roberts, 1986; Christie iin., 1987) jednym z najczesciej
stosowanych jest 2 % wodny roztw6r octanu uranylu (Milne i Luisoni, 1977;
Milne i Lesemann, 1984; Milne, 1980,1984; Szyndel, 1991).

Octan uranylu nie tylko wyraZnie kontrastuje badane preparaty i wzmacnia
zdolno$¢ rozdzielcza ale takze dobrze utrwala strukture czastek wigkszoSci wiruséw
i sporzadzone (kompletne) preparaty dlugo zachowuja trwalo§¢ (Milne i Lu 1 S O-

, 1977, Christie iin., 1987).

Oceniono jako$¢ i trwaloS§¢ elektronomikroskopowych preparatéw wiruséw
(z nieoczyszczonego soku i oczyszczonych) jak i preparatéw immunoelektrono-
mikroskopowych sporzadzonych r6znymi technikami a kontrastowanych octanem
uranylu, oraz przedyskutowano wady i zalety tego ,,barwnika”.

MATERIAL I METODY

Zrédta wiruséw i surowic zestawionow tabeli 1. Oczyszczone preparaty TBBMV
otrzymanooddr. H. Pospiesznego (IOR Poznan). Preparaty pozostatych wiruséw
uzyskano przez wstepne klarowanie soku z roSlin stanowiacych Zrédla wiruséw
wycisnigtego w obecnosci 0,067 M buforu fosforanowego (pH 7,0) 1 0,5 % Na,SO,
(5 min., 3000 g, wir6wka Janetzki K-24). -

Preparaty elektronomikroskopowe (tzw. metoda dip) sporzadzono w terminach
podanych w tab. 1 przez naktadanie siatki (300 mesh) pokrytej Formvarem i napy-
lonej weglem na krople zawiesiny wirusa na 5 minut i po 5-cio krotnym plukaniu
woda destylowana kontrastowano w ciagu 2 minut 2 % wodnym octanem uranylu
(pH 4,2). Preparaty przegladano w mikroskopie elektronowym 1EM 100 C firmy JEOL
w pierwszym kwartale 1991 roku.

Preparaty immunoelektronomikroskopowe sporzadzono technikami: zbrylania,
wylapywania czyli immunosorpcji (ang. immunosorbent electron microscopy —
—ISEM)idekoracji czastek wg Milne i Luisoni, 1975,1977 w wersjach ustalo-
nychprzez Sz yndla, 1991. Siatki z kompletnymi preparatami przechowywano
w temperaturze pokojowej w LKB Specimen grid box.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wszystkic przechowywane przez wiele lat preparaty elektronomikroskopowe
(fot. 1, 2) oraz immunoelektronomikroskopowe (fot. 3,4, 5) okazaly si¢ bardzo trwale
1 jako$¢ uzyskiwanych obrazéw czastek wirusowych oraz reakcji serologicznych nie
réznila si¢ od jako§ci orzymywanej zaraz po sporzadzeniu tych preparatéw.



Tabelal - Table 1

Pochodzenie wiruséw i surowic oraz termin przygotowania preparatéw okreslonymi technikami elektronomikroskopowymi
Orygin of viruses and antisera and date of grids preparation with use of electro microscopic methods

Termin sporzadzenia

Wirus Zrédto wirusa Zrédto surowic Technika EM preparatéw
Virus Source of virus Source of antiserum EM technics Date of grids

preparation

Apple mosaic ilarvirus-ApMV Kolekcja wlasna (self collection) | R. Fulton ISEM + dekoracja (decoration) X. 1987

Beet cryptic cryptovirus-BCrV IHAR Bydgoszcz M. Gruntzig ISEM, zbrylenie (clumping), X1I. 1987

dekoracja (decoration)

Beet mild yellowing luteovirus-BMYV IHAR Bydgoszcz D. A. Govier ISEM + dekoracja (decoration) IX. 1985

Beet yellows closterovirus-BYV THAR Bydgoszcz - dip IX. 1985

Carnation latent carlavirus-CLV Kolekcja wlasna (self collection) | C. Wetter " dip, dekoracja (decoration) 1.1984

Chrysanthemum B carlavirus-CVB Kolekcja wlasna (self collection) | D.Z. Maat dip, dekoracja (decoration) X.1983

Cucumber mosaic cucumovirus-CMV Kolekcja wlasna (self collection) - dip 111. 1987

Dasheen mosaic poty virus-DMV Kolekcja wlasna (self collection) | F. W. Zettler dip, dekoracja (decoration) 1.1984

Lilac mottle carlavirus-LiIMV H.E. Waterworth - dip 1.1984

Potato leafroll luteovirus-PLRV L. Z. Mlochéw P. Gugerli ISEM, dekoracja (decoration) IV. 1985

ISEM + dekoracja (decoration)

Potato M carlavirus-PVM 1. Z. Mlochéw 7. Mierzwa dip, dekoracja (decoration) VIIL. 1983

Potato S carlavirus-PVS L. Z. Miochéw Z. Mierzwa dip VIIL 1983

Potato X potexvirus-PVX L. Z. Mlochéw Z. Mierzwa dip, dekoracja (decoration) II1. 1987

Potato Y potyvirus-PVY 1. Z. Miochéw Z. Mierzwa dip, dekoracja (decoration) 111. 1987

Prunus necrotic ringspot ilarvirus-PNRSV | Kolekcja wlasna (self collection) | R.Fulton ISEM + dekoracja (decoration) VII. 1986

Tobacco mosaic tobamovirus-TMV Kolekcja wlasna (self collection) - dip II1. 1987

True broad bean mosaic comovirus-TBBMV | H. Pospieszny H. Pospieszny zbrylenie (clumping), dip, XI1. 1983

‘ dekoracja (decoration) )

Nitkowaty wirus z bzu czarnego (Filiform | Kolekcja wlasna (self collection) - dip VIL 1985
virus from elder)

Nitkowaty wirus z frezji (Filiform virus Kolekcja wiasna (self collection) - dip XI.1986

from fresia)
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Rys. 1. Czastki tobacco mosaic virus (TMV). Preparat przy gotowany ,.metodg dip”. Pow. x 66 000
Particles of tobacco mosaic virus (TMV). Grid prepared with the "dip method”. Engl. x 66 000

Rys. 2. Czastki potato virus Y (PVY). Preparat przygotowany ,metoda dip”. Pow. x 66 000
Particles of potato virus Y (PVY). Grid prepared with use of "dip method". Engl. x 66 000
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Rys. 3. Czastki true broad bean mosaic virus (TBBMV). Preparat przygotowany technika zbrylania IEM.
Pow. x 100 000
Particles of true broad bean mosaic virus (TBBMV). Grid prepared with use of clumping method IEM.
Engl. x 100 000

Rys. 4. Oplaszczone przeciwcialami czgstki prunus necrotic ringspot virus (PNRSV). Preparat przygotowany
technika ISEM + dekoracja. Pow. x 66 000
Particles of prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) decorated with antibodies. Grid prepared with use of
ISEM + decoration. Engl. x 66 000
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£ 70
Rys. 5. Oplaszezone przeciwcialami czastki potato leafroll virus (PLRV). Preparat przy gotowany technika
dekoracji IEM. Pow. x 66 000
Particles of potato leafroll virus (PLRV) decorated with antibodies. Grids prepared with IEM decoration
method. Engl. x 66 000

Poréwnanie elektronograméw zrobionych przed i po okresie przechowywania
siatek nie wykazato zadnych istotnych réznic w wielkosci, ksztalcie, iloSci jak
i ostro$ci kontrastu badanych obiektow. Nie stwierdzono takze, by na blonkach
podtrzymujacych rozwijata si¢ jaka$ mikroflora a i utwardzona weglem blona
Formvarowa nie pgkata nadmiernie w strumieniu elektronéw. Wyniki te potwierdzaja
stwierdzenia Milne i Luisoni, 1977orazChristie iin., 1987, ze kompletne
preparaty kontrastowane octanem uranylu mozna przechowywac przez czas prawie
nicokre§lony. Tak wigc nie tylko fotografie ale i same preparaty mikroskopowe
mozna przechowywac jako dokumentacje¢ badawcza.

Octan uranylu jest ,,barwnikiem’ fatwym w uzyciu i doS$¢ trwaltym. W ciemne;j
butelce mozna go przechowywac od 2 tygodni (Milne, 1984) do 3-4 tyg. w temp.
+4°C(Roberts, 1986) a w opisywanych do§wiadczeniach i po 8-10 tygodniach
przechowywania w lodowce (+ 4°C) zmiany pH ,,barwnika” byly na tyle male, ze
uzywano go z bardzo dobrym skutkiem.

QOctan uranylu dobrze utrwalit struktury czastek wiruséw ze wszystkich
10 badanych grup wiruséw, ale z literatury wiadomo, ze moze on uszkadza¢ czastki
rhabdowiruséw (M ilne, 1984) oraz niekt6rych nepo- i hordeiwiruséw (Roberts,
1986).

Nie jest znany obecnie idealny ,,barwnik™ do negatywowego kontrastu wiec
i octan uranylu ma okreslone wady. Latwo ulega precypitacji przy pH powyzej 5,5
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oraz w obecno$ci nawet niewielkiej koncentracji jonéw fosforanowych. Mozliwe
jest takze stracanie si¢ ,,barwnika” z r6znymi sktadnikami soku z badanych ro§lin
(wyklucza to mozliwos§¢ stosowania go w technice ,,leaf-dip”) oraz ze zwiazkami
uzywanymi np. do oczyszczania wiruséw np. PEG, sacharoza czy glicerol. Konieczne
jest wiec bardzo doktadne ptukanie blonek woda destylowana. Jest to jeden
z podstawowych i koniecznych warunkéw uzyskania wysokiej jakoSci obrazéw
mikroskopowych, cho¢ nadmierne ptukanie moze obnizaé liczbe czastek
adsorbowanych do blonki (M ilne, 1980,1984; Roberts, 1986; Christie
i in., 1987). Koniecznym wydaje si¢ takze kontrastowanie blonek §wiezo
sporzadzonych. Powierzchnia blonek przechowywanych staje si¢ hydrofobowa, co
powoduje nieréwnomierne rozmieszczenie ,,barwnika” na blonce a w konsekwenciji
czesto zanik zjawiska ,,barwienia tta”. Obserwuje si¢ natomiast efekty pozytywowego
kontrastowania czastek, ktére z reguty maja wtedy tylko polowe Srednicy czastek
kontrastowanych negatywowo. Mozna tych efektéw uniknaé przez regeneracje siatek
(wyladowania jarzeniowe) lub przez dodatek Srodkéw zwilzajacych np. Bacitracin
Milne, 1980,1984; Christie iin., 1987). W technikach IEM a zwtaszcza
immunosorpcyjnej, uczulone przeciwciatami btonki mogg by¢ dtugo przechowywane
(ok. 8 tyg.) bez utraty ich serologicznej aktywnosci i nie wystgpuja zaktécenia
w rozmieszczeniu octanu na blonce. W przypadku technik dekoracji otaczajaca
czastki wirusowe warstwa przeciwcial nie tylko zwigksza ich §rednice, ale takic
silnie pochlania ,,barwnik” co zwigksza kontrast w stosunku do podloza i ulatwia
obserwacje M ilne, 1984; Szyndel, 1991). Nie nalezy nigdy dopuszczaé aby
wysychata powierzchnia blonki po naniesieniu badanych prébek a przed ich
kontrastowaniem gdyz w takich przypadkach obrazy mikroskopowe moga stac si¢
zupehie nieczytelne,

Octan uranylu powoduje takze tzw. efekt sptaszczania, czyli zwigkszania czastek
wiruséw co jest istotne przy pomiarach ich wielkosci. Dla ograniczenia artefaktéw
przy tego typu ustaleniach mozna sporzadza¢ mieszaniny wiruséw z tzw. wirusami
standardowymi: sferyczne z oczyszczonymi preparatami tomato bushy stunt virus
a wydluzone z tobacco mosaic virus (Boccardo iin, 1987, Zaitlin
i Israel, 1975) lub tez robi¢ elektronogramy najpierw wiruséw standardowych,
potem wiruséw badanych, ponownie standardéw i dopiero ustali¢ faktyczng wielkosé
badanych czgstek. Konieczne jest zawsze w tego typu pracach podanie jakim
».barwnikiem” byly preparaty kontrastowanc. Wskazane jest takze stosowanie kilku
roznych zwigzkow kontrastujacych. Przy sporzadzaniu zawiesiny wiruséw dodatki
fosforanéw w postaci np. bufor6w fosforanowych ograniczaja splaszczenia czastek
wiruséw, zabezpieczaja strukture tych czastek a w technikach IEM dodatnio wptywaja
na przebieg reakcji serologicznej, dlatego tez sa powszechnie uzywane, choé
niezbe¢dne jest potem dokladniejsze ptukanie blonek (Milne, 1980, 1984; Milne
i Luisoni, 1977; Szyndel, 1991).

Struktura czastek wielu wirus6w moze by¢ ustalana po negatywowym



58 M. S. Szyndel

kontrastowaniu preparatéw, gdyz takie ,barwniki”’ penetruja czastke i moga by¢
obserwowane substrukturalne szczegély. Szczegétowa analiza budowy czastek
wirusa moze by¢ jednak utrudniona przez nakladanie si¢ na siebie obrazéw
zewngtrznych i wewnetrznych struktur czastki i wtedy interpretacja wynikéw wymaga
dodatkowych analiz komputerowych (Milne, 1984; Roberts, 1988).

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze preparaty kontrastowane octanem
uranylu (2 % wodnym roztworem, pH 4,2) maja wysoka strukturalng rozdzielczos¢,
ostry kontrast, wystgpuje dobre utrwalenie struktury czastek wiruséw i daja bardzo
czyste i klarowne obrazy w mikroskopie elektronowym. Po prostym negatywowym
,.barwieniu” wirusy nie moga by¢ bezposrednio identyfikowane, ale uzyskane dane
moga stuzy¢ w diagnostyce wiruséw jako wskazowka, do ktérej grupy wirus nalezy.
Identyfikacje wirusa i ustalenie jego pokrewieristwa serologicznego umozliwiaja
techniki immunoelektronomikroskopowe, w ktérych takze wykorzystuje si¢ przede
wszystkim kontrast negatywowy. I cho¢ w réznych laboratoriach rézne ,,barwniki”
sa preferowane, octan uranylu uwazany jest stale za jeden z najlepszych.

Streszczenie

Przygotowane w latach 1983-87 preparaty elektronomikroskopowe wiruséw nalezacych do grup: tobamo,
potex, carla, poty, clostero, como, cucumo, ilar, luteo i cryptowiruséw przechowywano w temp. pokojowe;.
Preparaty przygotowano immunoelektronomikroskopowymi technikami zbrylania, ISEM i dekoracji oraz
zmodyfikowana technika ,leaf-dip”. Wszystkie preparaty kontrastowano 2% wodnym roztworem octanu uranylu,
pH 4,2. Badane preparaty mimo diugiego okresu przechowywania okazaly si¢ bardzo trwate i zachowaly wysoka
jako$é. Przedyskutowano wady i zalety octanu uranylu jako ,barwnika’ oraz okreslono warunki jego
stosowania.
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