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Abstract 

ASSINK, ANNE MIEKE (1973) Lokalisatie van de RNA-replicatie van cowpea-mozai'ekvirus (Locali
zation of the RNA replication of cowpea mosaic virus). Doctoral thesis, Wageningen, ISBN 90220 
0504 6, (xii) + 70 p., 7 tables, 20 figs, 89 refs, Eng. summary. 
Also: Versl. landbouwk. Onderz. (Agric. Res. Rep.) 816. 

Cowpea mosaic virus (CPMV) is a spherical, multiparticle virus. The two viral RNAs are single-
stranded and replicate by a double-stranded RNA. The virus induces cytopathic structures in cells of 
Vigna leaves upon infection. 

Structures from cells were distributed over fractions after centrifugation on discontinuous sucrose 
gradients. The fractions were studied by electron microscopy. The distribution of replicating RNA of 
CPMV among the gradient-fractions was investigated by polyacrylamide-gel electrophoresis, by 
molecular hybridization, by electron microscopy and by pulselabel-experiments. A correlation was 
shown between the amount of replicating RNA of CPMV and the amount of cytopathic structures in 
the gradient-fractions. 

Autoradiography revealed that the RNA replication of CPMV is associated with the vesicles in 
this cytopathic structure. 
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Stellingen 

l 
De cytopathische structuur die vroeg na infectie met het virus in de plantecel ontstaat, 
is betrokken bij de RNA-replicatie van het virus. 

II 
Het virus en niet de waardplant bepaalt de aard van de cytopathische structuur die 
vroeg na infectie met het virus in de plantecel ontstaat. 

Ill 
Het chlorofyl-gehalte van fracties van een bladhomogenaat wordt door Ralph et al. 
onjuist gebruikt bij het vaststellen van een relatie tussen chloroplasten en de RNA-
replicatie van turnip yellow mosaic virus. 

R. K. Ralph, S. Bullivant & S. J. Wojcik, 1971. Evidence for the intracellular site of double-
stranded turnip yellow mosaic virus RNA. Virology 44: 473^179. 

IV 
De empirische methoden gebruikt door Kaper en Waterworth voor de bepaling van 
het molecuulgewicht van virus-RNA, zijn aan ernstige bedenkingen onderhevig. 

J. M. Kaper & H. E. Waterworth, 1973. Comparison of the molecular weights of single-stranded 
viral RNAs by two empirical methods. Virology 51: 183-190. 

V 
Noch een adsorptie van virussen aan stiletten, noch een regurgitatie van plantesap 
kan de overdracht van non-persistente virussen door bladluizen afdoende verklaren. 

R. G. Garrett, 1973. Non-persistent aphid-borne viruses. In: Viruses and invertebrates (A. J. Gibbs 
ed.). North Holland Publishing Company, Amsterdam-London/American Elsevier Publishing 
Company inc., New York. p. 476-492. 

VI 
Tomato spotted wilt virus kan moeilijk een myxovirus genoemd worden. 

R. J. Best, 1968. Tomato spotted wilt virus. Adv. Virus Res. 13: 65-146. 



VII 
De resultaten van onderzoekingen met niet-natuurlijke cytokininen worden ten 
onrechte gebruikt voor het opstellen van werkingsmechanismen van cytokininen in 
biologische processen. 

K. V. Thimann & T. Sachs, 1966. The role of cytokinins in the fasciation disease caused by Coryne-
bacterium fascians. Am. J. Bot. 53: 731-739. 

A. Varga & J. Bruinsma, 1973. Effects of different cytokinins on the senescence of detached oat 
leaves. Planta 111:91-93. 

VIII 

De vergelijking die Ackrell en Jones maken tussen de ademhalingsactiviteit van de 

bacterie en die van geisoleerde membraan systemen is onjuist. 

B. A. C. Ackrell & C. W. Jones, 1971. The respiratory system of Azotobacter vinelandii 1. Properties 
of phosphorylating respiratory membranes. Eur. J. Biochem. 20: 22-28. 

IX 
Uit natuurwetenschappelijk en landschappelijk oogpunt is het geleidelijk aftakelen 
van een door talrijke houtwallen gekenmerkt cultuurlandschap, zoals dit in het oosten 
des lands voorkomt, minder erg dan dat dit in een periode van enkele jaren plotseling 
gebeurt in het kader van een ruilverkaveling. 

X 
Het optimisme, dat het begrip 'efficiency' altijd relevant zou zijn voor de gezondheids-
zorg, is even nai'ef als het optimisme, dat geneeskunde altijd relevant is voor ziek zijn. 

Proefschrift van Anne Mieke Assink 
Wageningen, 23 januari 1974 



'I say, I wonder what's going to happen exciting to-dayT 
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1 Inleiding 

1.1 Doelstelling 

De meeste plantevirussen zijn enkelstrengig-RNA-virussen. De replicatie van het 
RNA van deze plantevirussen verloopt, evenals bij bacteriele en dierlijke virussen van 
dit type, via een RNA-RNA replicerend complex. In dit complex dient RNA com-
plementair aan het RNA in het virusdeeltje als matrijs voor de synthese van meer 
virus-RNA (Bishop & Levintow, 1971). 

Voor cowpea-mozaiekvirus (CPMV) werd virus-specifiek dubbelstrengig RNA, dat 
bestaat uit virus-RNA en daaraan complementair RNA, gei'soleerd uit een fractie van 
een homogenaat van geinfecteerd cowpea-blad, die sedimenteerde bij 15.000 g (Van 
Griensven, 1970). Het was niet aannemelijk, dat dit dubbelstrengig RNA bij 15.000 g 
zou sedimenteren, omdat de sedimentatiecoefficienten voor het dubbelstrengig RNA 
van midden-component en voor het dubbelstrengig RNA van bodem-component 
15 S respectievelijk 18-19S bleken te zijn. Daarom werd verondersteld, dat het 
dubbelstrengig RNA van CPMV geassocieerd was met een structuur in de gei'nfec-
teerde eel, die sedimenteerde bij 15.000 g. 

Dit leidde tot de volgende probleemstelling voor het in dit proefschrift beschreven 
onderzoek: Met welke subcellulaire structuur in de gei'nfecteerde eel van cowpea-blad 
is de replicatie van het RNA van CPMV geassocieerd? 

In de loop van het onderzoek werden door Van der Scheer met de elektronen-
microscoop cytopathische structuren in de met CPMV gei'nfecteerde eel waargenomen 
(Van der Scheer & Groenewegen, 1971). Dit betekende, dat het niet alleen celorga-
nellen zoals chloroplasten, kernen en mitochondrien, maar ook deze cytopathische 
structuren zouden kunnen zijn waarmee de RNA-replicatie van CPMV geassocieerd 
is (Van Kammen, 1971b). De door CPMV in de cellen van cowpea-blad gei'nduceerde 
cytopathische structuren zijn: vesiculaire membranen, tubuli met virusdeeltjes en 
aggregaten van virusdeeltjes in het cytoplasma en in de intercellulaire ruimte. 

In dit onderzoek werd nu gezocht naar een methode om de verschillende structuren 
uit de eel van elkaar te scheiden en hiervoor bleken discontinue sucrose-gradienten 
het meest geschikt (hoofdstuk 4 en 5). De verdeling van de structuren over de fracties 
van de gradienten werd nagegaan met behulp van de elektronenmicroscoop (hoofd
stuk 6). Methoden als moleculaire hybridisatie en elektroforese in polyacrylamidegel 
werden gebruikt om het nuclelnezuur uit de fracties, speciaal het RNA-RNA repli
cerend complex van CPMV, te karakteriseren (hoofdstuk 4 en 5). Hoofdstuk 3 
beschrijft in het bijzonder het gedrag van het gezuiverde dubbelstrengig RNA van 
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CPMV bij elektroforese op polyacrylamidegels. Door 'pulselabel'-experimenten kon 
worden vastgesteld dat het dubbelstrengig RNA van CPMV bij de replicatie van 
virus-RNA betrokken is (hoofdstuk 4 en 5). Deze experimenten leverden bovendien 
het materiaal voor autoradiografisch onderzoek aan blad en fracties (hoofdstuk 6). 

Uit het onderzoek wordt de conclusie getrokken, dat de RNA-replicatie van cowpea-
mozaiiekvirus geassocieerd is met de vesiculaire membranen van de door CPMV in de 
cellen van cowpea-blad geiinduceerde cytopathische structuur. 

1.2 Lokalisatie van de RNA-replicatie bij plantevirussen 

Onder de plantevirussen komen virussen voor met een enkelstrengig RNA-genoom, 
zoals cowpea-mozaiiekvirus, tabaksmozai'ekvirus en turnip yellow mosaic virus, met 
een dubbelstrengig RNA-genoom, zoals wound tumor virus en rice dwarf virus, en 
met een dubbelstrengig DNA-genoom zoals bloemkoolmozai'ekvirus en dahlia-
mozai'ekvirus. 

Tot de RNA-virussen behoren, naast virussen die bestaan uit nucleoprotei'ne-
deeltjes, ook virussen waarbij het nucleoprotei'negedeelte nog eens omgeven wordt 
door een membraan, zoals lettuce necrotic yellows virus, sowthistle yellow vein virus 
en tomato spotted wilt virus. In de mantel van deze virussen komen ook glyco
prote in en lipiden voor. 

In dit overzicht van de lokalisatie van de RNA-replicatie bij plantevirussen worden 
niet de virussen met een dubbelstrengig RNA-genoom of met een dubbelstrengig 
DNA-genoom en ook niet de RNA-virussen met een membraan besproken, maar het 
beperkt zich tot de enkelstrengig-RNA-virussen waarvan de deeltjes uit nucleopro-
teiinen bestaan. 

Voor deze virussen wordt een overzicht gegeven van de elektronenmicroscopie aan 
structuurveranderingen in de eel die door het virus gei'nduceerd worden. Daarna 
worden de experimenten naar de lokalisatie van de replicatie van virus-RNA in 
cel-vrije extracten uit gei'nfecteerd plantemateriaal besproken. Tenslotte zal uitvoerig 
worden ingegaan op de situatie bij tabaksmozaiiekvirus en bij turnip yellow mosaic 
virus, omdat de lokalisatie van de replicatie van het virus-RNA hierbij het best 
onderzocht is. 

1.2.1 Cytopathische structuren 

Tot de veranderingen die in de eel kunnen optreden als gevolg van virus-infectie, 
behoren de met de lichtmicroscoop waarneembare insluitsels ('inclusion bodies'). 
Met behulp van de elektronenmicroscoop worden de insluitsels in vier hoofd-typen 
onderscheiden (Matthews, 1970): 

1. kristallijne insluitsels opgebouwd uit een regelmatige rangschikking van virus-
deeltjes, bijvoorbeeld in een visgraat-patroon bij TMV; 

2. amorfe massa's waarin virusdeeltjes en componenten afkomstig van de gastheer 
voorkomen, bijvoorbeeld de amorfe massa van TMV-deeltjes en componenten van de 



eel in tabaksblad; 
3. insluitsels in de vorm van draden, buizen of platen, bijvoorbeeld de 'pinwheels', 

veroorzaakt door virussen uit de potato virus Y-groep; 
4. insluitsels die blijken te bestaan uit abnormale structuren in de plantecel, 

bijvoorbeeld vesiculatie in het cytoplasma veroorzaakt door infectie met beet yellows 
virus. 

De insluitsels in groep 1 en 2 worden pas gevormd, wanneer de concentratie van het 
virus in de plantecel daarvoor hoog genoeg is. Ze ontstaan, evenals de insluitsels in 
groep 3, betrekkelijk laat in de infectie. Maar tot de insluitsels in groep 4 behoren de 
veranderingen van structuren in de eel, die vroeg na infectie ontstaan en deze lijken 
daarom een rol te spelen in de virus-RNA-replicatie. 

De rol die de vroeg na virus-infectie optredende veranderingen van structuren in 
de virusvermenigvuldiging, en speciaal de RNA-replicatie zouden kunnen spelen, 
werd tot nu toe niet onderkend. Zo wordt de evaluatie van literatuur over cytopa-
thische structuren bemoeilijkt wanneer de auteurs niet vermeldden op welk tijdstip na 
inoculatie het bladmateriaal verzameld werd; een voorbeeld hiervan is de situatie bij 
pelargonium leaf curl virus zoals beschreven door Martelli & Castellano (1969). Soms 
wordt bij accumulatie van virusdeeltjes op een bepaalde plaats in de eel door de 
auteurs gesuggereerd dat daar de virusvermenigvuldiging zou plaats vinden, zoals 
Carroll (1970) deed voor de ophoping en associatie van barley stripe mosaic virus
deeltjes aan de buitenkant van de chloroplasten, 10 tot 15 dagen na inoculatie met het 
virus. 

Tot de veranderingen van structuren in de eel veroorzaakt door virusinfectie 
behoren de vesiculatie van de chloroplasten-buitenmembraan en van de kernmem-
braan, de vesiculatie in mitochondrien en het optreden van vesiculae in het cyto
plasma, waarbij de oorsprong van de vesiculae niet direct vastgesteld kon worden. 
De aard van de veranderingen wordt door het virus bepaald en niet door de waardplant. 

Pea enation mosaic virus veroorzaakte vesiculatie in de perinucleaire ruimte, zoals 
werd gevonden voor drie verschillende isolaten (De Zoeten et al., 1972). In een later 
stadium van de infectie door dit virus werden de vesiculae ook in het cytoplasma 
aangetrofFen. Ze werden dan omgeven door een membraan, die mogelijk afkomstig 
was van de buitenmembraan van de nucleaire envelop. Sommige vesiculae bevatten 
fibrillen die deden denken aan nucleinezuurfibrillen zoals waargenomen in chloro
plasten, mitochondrien en bacterien. 

In sterk degenererende cellen van Pelargonium geinfecteerd met pelargonium leaf 
curl virus werden soms vesiculae in de kern aangetroffen, ze werden evenwel vaker in 
het cytoplasma gevonden. Zowel in de kern als in het cytoplasma waren groepjes 
vesiculae omgeven door een membraan (Martelli & Castellano, 1969). 

De vesiculae veroorzaakt door beet yellows virus (Esau & Hoefert, 1971a, b, c) en 
door beet western yellows virus (Esau & Hoefert, 1972) werden soms omgeven door 
een membraan die hen afscheidde van het cytoplasma. Bij beet western yellows virus 
leek de membraan die de geinduceerde vesiculae omsluit afkomstig van het endoplas-
matisch reticulum, ook kwamen vesiculae in de perinucleaire ruimte voor. Sommige 



van de vesiculae gei'nduceerd door beet yellows virus respectievelijk beet western 
yellows virus bevatten fibrillen. 

Vesiculaire membranen in het cytoplasma, die niet hiervan afgescheiden werden 
door een membraan, werden waargenomen bij infectie door cowpea-mozaiekvirus 
(Van der Scheer & Groenewegen, 1971; Van Kammen, 1971b). 

Soortgelijke vesiculae werden gei'nduceerd door radish mosaic virus (Stefanac & 
Ljubesic, 1971) en door bean pod mottle virus (Kim & Fulton, 1972), twee andere 
virussen van de cowpea-mozaiekvirus-groep. 

Ook pokeweed mosaic virus (Kim & Fulton, 1969), en cherry leaf roll virus (Jones 
et al., 1973), twee virussen die niet verwant zijn met CPMV, induceerden de vorming 
van vesiculaire membranen in het cytoplasma van de gei'nfecteerde eel. 

Vesiculatie in de chloroplasten-buitenmembraan is beschreven voor turnip yellow 
mosaic virus (Bove, 1967; Ushiyama & Matthews, 1970; Lafleche et al., 1972; Gerola, 
1972), voor het met turnip yellow mosaic virus verwante wild cucumber mosaic virus 
(Allen, 1972), voor barley stripe mosaic virus (Carroll, 1970) en voor tabaksmoza'iek-
virus strain U 5 (Betto et al., 1972). De vesiculae veroorzaakt door turnip yellow 
mosaic virus en wild cucumber mosaic virus bezaten een dubbele membraan. Daar-
naast werden bij infectie met wild cucumber mosaic virus vesiculae met een enkele 
membraan in het cytoplasma aangetroffen. Deze vesiculae bevatten soms fibrillen 
waarvan weer verondersteld werd dat het nuclelnezuurfibrillen zijn. De vesiculae 
geinduceerd door barley stripe mosaic virus in de chloroplasten-buitenmembraan 
bezaten slechts een enkele membraan. Voor de vesiculae veroorzaakt door tabaks-
mozai'ekvirus strain U 5 was het moeilijk te zien, of deze een enkele dan wel een dubbele 
membraan hebben. 

Vesiculatie van mitochondrien werd beschreven voor cucumber green mottle mosaic 
virus door Hatta et al. (1971) en voor bean pod mottle virus door Kim & Fulton (1972). 

1.2.2 Lokalisatie van de RNA-replicatie met behulp van cel-vrije extracten 

Onderzoek aan cel-vrije extracten van geinfecteerd bladmateriaal wordt in dit 
overzicht opgenomen, omdat hierbij naar voren komt, dat de replicatie van virus-
RNA waarschijnlijk plaats vindt in een complex van replicerend RNA en RNA-
polymerase, dat geassocieerd is met een structuur in de eel. 

In met brome mosaic virus (BMV) gelnfecteerde gerst werd een activiteit van RNA-
replicase gevonden, die geassocieerd was met structuren uit het bladhomogenaat die 
tussen 1000 g en 10.000 g sedimenteren (Semal & Hamilton, 1968; Semal & Kummert, 
1971a). Welke structuren in deze fractie terecht kwamen, werd niet onderzocht. De 
RNA-polymerase was niet gevoelig voor actinomycine D (Semal & Kummert, 1970). 
Bij incorporatie-experimenten in vitro met deze fractie werd gedurende de eerste 
minuten een nucleinezuurprodukt gevormd dat de eigenschappen van replicerend 
RNA van BMV bezat. Er werd dubbelstrengig RNA, de replicatieve vorm, geisoleerd 
uit een 2 M LiCl oplosbare fractie. Dit dubbelstrengig RNA was resistent tegen RNase 
in 2 x SSC; met behulp van moleculaire hybridisatie werd aangetoond dat het 



gedeeltelijk bestond uit aan BMV-RNA complementair RNA (Semal, 1970; Semal 
& Kummert, 1971a, b). Uit de in 2 M LiCl onoplosbare fractie werd een nuclei'ne-
zuurprodukt met de eigenschappen van replicatieve intermedial van BMV-RNA 
geisoleerd. Bij een langere incorporatietijd bleek het nuclei'nezuurprodukt identiek 
aan de enkelstrengige RNA's van BMV. Zowel de replicatieve vorm als de replicatieve 
intermediair leken betrokken te zijn bij de synthese van deze RNA's. Dit zou er op 
wijzen, dat het replicerend RNA van BMV in deze experimenten tot hernieuwde 
initiatie van RNA-synthese overgaat (Kummert & Semal, 1972). Uit een overeen-
komstige fractie, namelijk het sediment verkregen bij 15.000g van een bladhomogenaat, 
isoleerden Lane & Kaesberg (1971) dubbelstrengig RNA van BMV. Door behandeling 
met Triton X100 van de fractie verkregen bij 20.000 g (respectievelijk bij 1000 g) uit 
met BMV geinfecteerde gerst werd een polymerase geisoleerd, die sterk 'template'-
afhankelijk was. De polymerase vertoonde een voorkeur voor BMV-RNA als tem
plate, maar BMV-RNA als specifiek produkt werd niet aangetoond (Hadidi & 
Fraenkel-Conrat, 1973; Hariharasubramanian et al., 1973). 

In met broadbean mottle virus (BBMV) geinfecteerde bladeren van tuinboon werd 
een soortgelijke RNA-polymerase gevonden als bij BMV. De RNA-polymerase 
sedimenteerde met structuren uit het bladhomogenaat tussen 1000 g en 10.000 g. De 
aard van de structuren in deze fractie werd niet onderzocht (Semal, 1970; Romero & 
Jacquemin, 1971; Jacquemin, 1972). 

Uit met komkommermozai'ekvirus geinfecteerde komkommer-cotyledonen werden 
zowel een 'gebonden' als een met MgS04 'oplosbare' RNA-polymerase geisoleerd. 
De polymerases sedimenteerden met de fractie verkregen bij 16.000-20.000 g van 
het bladhomogenaat. De gebonden polymerase was niet afhankelijk van een RNA-
template, de oplosbare polymerase was dit wel maar vertoonde geen voorkeur voor 
een bepaald template-RNA. Het nucleinezuur dat gevormd werd in incorporatie-ex-
perimenten in vitro met beide RNA-polymerases had de eigenschappen van dubbel
strengig RNA (May et al., 1969,1970; May & Symons, 1971). 

Uit met tobacco ringspot virus geinfecteerde cotyledonen van komkommer werd 
op gelijke wijze als bij komkommermozai'ekvirus een oplosbare RNA-polymerase 
geisoleerd. Deze onderscheidde zich van die van komkommermozai'ekvirus in enzym-
activiteit op verschillende tijdstippen na inoculatie. De gebonden RNA-polymerase 
bij tobacco ringspot virus was niet in dezelfde mate met MgS04 oplosbaar als de 
gebonden RNA-polymerase bij komkommermozai'ekvirus. Uit de verschillen tussen 
de RNA-polymerases werd de conclusie getrokken, dat de enzymfuncties, ten dele, 
door het virusgenoom bepaald worden (Peden et al., 1972). 

Bij autoradiografische experimenten aan met tabaksmozaiekvirus (TMV) gein
fecteerde tabak werd gevonden, dat in aanwezigheid van actinomycine D een aan-
zienlijke incorporatie van 3H-uridine in de nucleolus had plaats gevonden (Smith & 
Schlegel, 1965). Hieruit werd geconcludeerd dat de RNA-replicatie van TMV in de 
nucleolus gelokaliseerd zou zijn. De aard van het gelabelde nucleinezuur werd even-
wel niet onderzocht. 

Dubbelstrengig RNA van TMV werd geisoleerd uit een fractie die structuren sedi-



menterend tussen 1000 en 12.000 g bevatte (Ralph & Wojcik, 1969). Kernen en chloro-
plasten sedimenteerden niet met deze fractie of waren door filtratie hieruit verwijderd. 
Bij verdere fractionering van de fractie verkregen bij 1000 - 12.000 g en uit elektronen-
microscopie van deze fracties bleek het dubbelstrengig RNA geassocieerd te zijn 
met membraanfragmenten. Abnormale structuren werden hierbij niet gevonden 
(Ralph et al., 1971a). Uit een soortgelijke fractie van gei'nfecteerde tabaksbladeren 
extraheerden Jackson et al. (1971) dubbelstrengig RNA van TMV met de eigenschap-
pen van replicatieve vorm en replicatieve intermediair. 

Bij elektronenmicroscopisch onderzoek aan met TMV gei'nfecteerde protoplasten 
werden evenmin abnormale structuren gevonden (Hibi & Yora, 1972). 

De gewone stam van TMV lijkt in de cellen van tabak geen veranderingen in 
structuren te induceren, daarentegen veroorzaakte TMV strain U 5 een vesiculatie in 
de chloroplasten-buitenmembraan. De vesiculae werden reeds vier dagen na inocu-
latie, maar ook later wanneer al grote virusaggregaten gevormd waren, waargenomen 
(Bettoetal, 1972). 

In incorporatie-experimenten in vitro werd een voor infectie met TMV specifieke 
activjteit van RNA-polymerase aangetoond in fracties die structuren bevatten die 
sedimenteren tussen 1000 g en 20.000 - 30.000 g (Ralph & Wojcik, 1969; Bradley & 
Zaitlin, 1971). Als produkten van deze incorporaties werden replicatieve vorm en 
replicatieve intermediair van TMV-RNA aangetroffen, echter geen enkelstrengig 
RNA van TMV (Bradley & Zaitlin, 1971). Door behandeling van de fractie met het 
detergens Nonidet P-40 kon een aan de structuren gebonden RNA-polymerase 
opgelost worden, specificiteit van deze polymerase voor het RNA van TMV werd 
echter niet aangetoond (Zaitlin et al., 1973). 

Bij infectie van Chinese kool met turnip yellow mosaic virus (TYMV) trad een 
rangschikking van chloroplasten in rijtjes op. De chloroplasten in de rijtjes, zg. 
polyplasten, waren onderling verbonden door pseudo-fibrillen. Tussen twee chloro
plasten werden soms holtes (pockets) gevonden waarin vaak virusdeeltjes werden 
aangetroffen. In de buitenmembranen van de abnormale chloroplasten vormden zich 
vooral in de nabijheid van de 'pockets' vesiculae met een dubbele membraan (Bove, 
1967). Deze vesiculatie van de chloroplasten-buitenmembraan is de eerst waarneem-
bare verandering in de eel na virusinfectie (Ushiyama & Matthews, 1970). De structuur 
van de vesiculae werd met behulp van de vries-ets techniek onderzocht (Hatta et al., 
1973). De vorming van vesiculae met een dubbele membraan in de buitenmembraan 
van chloroplasten lijkt specifiek voor virussen uit de TYMV-groep (Ushiyama & 
Matthews, 1970; Gerola, 1972; Allen, 1972). 

Elektronenmicroscopisch en autoradiografisch onderzoek van de gei'nfecteerde eel 
na een korte periode van incorporate in vivo van met 32P of 3H-uridine gelabelde 
precursors liet zien, dat bij een labelperiode van 3 uur en langer, de zwarting ver-
oorzaakt door de ^-straling van het in nuclei'nezuur ingebouwde 32P respectievelijk 
3H-uridine, gelokaliseerd was boven de nucleoli en de chloroplasten. Bij een kortere 
labelperiode, 1 uur, werd zwarting voornamelijk aangetroffen bij de buitenmembranen 
van chloroplasten (Lafleche et al., 1972). 



Bij verdeling over fracties van structuren van cellen van geiinfecteerd blad werd in 
overeenstemming hiermee dubbelstrengig RNA van TYMV geisoleerd uit de fractie 
die vooral chloroplasten bevatte, en werd op grond van de verdeling van het DNA 
over de fracties een associatie van het dubbelstrengig RNA met de kernen uitgesloten 
(Ralph et al., 1971b; Lafleche et al., 1972). 

Incorporatie-experimenten in vitro met deze chloroplasten-fractie lieten zien, dat in 
deze fractie een RNA-replicase aanwezig was met de eigenschappen van een RNA-
polymerase (Bove & Lafleche, 1972; Lafleche et al., 1972). De ingebouwde radio-
activiteit was voor extractie van het incorporatiemengsel met fenol-SDS grotendeels 
ongevoelig voor RNase en 41 % van de ingebouwde 3H-uridine sedimenteerde bij 
centrifugeren van het incorporatiemengsel bij 10.000 g. Dit duidt erop dat het ge-
vormde produkt aanwezig is in een aan membranen gebonden complex. Het met 
fenol-SDS geextraheerde, gelabelde nuclei'nezuur heeft de eigenschappen van dubbel
strengig RNA van TYMV (Ralph & Wojcik, 1966). Het geextraheerde RNA was voor 
RNase ongevoelig in 1,5 x SSC maar gevoelig in 0,1 x SSC. Het elektroforeerde op 
polyacrylamidegels als dubbelstrengig RNA. Bij centrifugering in Cs2S04 had het een 
dichtheid p = 1,61, karakteristiek voor dubbelstrengig RNA. Het molecuulgewicht 
van het dubbelstrengig RNA was twee keer zo groot als dat van enkelstrengig RNA 
van TYMV en in overeenstemming hiermee werd bij elektronenmicroscopie volgens 
Kleinschmidt voor de moleculen een gemiddelde lengte van 1,95 fim gevonden. 
Uitsmelten van het gelabelde RNA bij 120 °C gevolgd door incubatie bij 85 °C 
veroorzaakte eerst het uit elkaar gaan van de ketens die evenwel weer een dubbelstreng 
vormden mits de incubatieperiode bij 85 °C ongeveer een uur bedroeg. Ook de base-
samenstelling, waarbij G = C en A = U was, was karakteristiek voor dubbelstrengig 
RNA (Lafleche et al., 1972). 

Elektronenmicroscopie en autoradiografie aan het sediment verkregen van zo'n 
incorporatiemengsel van een in vitro uitgevoerd experiment lieten zien dat zwarting 
veroorzaakt door jS-straling van het ingebouwde 3H-uridine vooral boven de buiten-
membranen van de chloroplasten voorkwam (Lafleche et al., 1972). 

Het totaal van argumenten maakt het aannemelijk te veronderstellen, dat de 
replicatie van TYMV-RNA in Chinese kool geassocieerd is met de buitenmembraan 
van de chloroplasten, speciaal met de door het virus ge'induceerde vesiculae. 

Alleen bij TYMV werd dus tot nu toe een associatie tussen de replicatie van virus-
RNA en een structuur in de gei'nfecteerde eel aangetoond. Het onderzoek bij BMV 
en BBMV maakt wel aannemelijk dat ook hier de RNA-replicatie plaats vindt aan een 
structuur in de eel, maar met welke structuur werd niet onderzocht. Ook voor TMV 
kan een relatie tussen RNA-replicatie en door het virus gei'nduceerde structuur-
veranderingen niet worden aangetoond, omdat de veranderingen die in de eel plaats 
vinden pas laat na infectie optreden. 



1.3 Eigenschappen van cowpea-mozai'ekvirus 

De beschrijving van het cowpea-mozaiekvirus beperkt zich in dit hoofdstuk voor-
namelijk tot die eigenschappen, waarvan bij het onderzoek veelvuldig gebruik ge-
maakt werd. Voor recente overzichtsartikelen betreffende CPMV wordt verwezen 
naar Van Kammen (1972) en Jaspars & Van Kammen (1972). De fysische en che-
mische eigenschappen van CPMV zullen besproken worden in het proefschrift van 
Geelen(1973). 

Het cowpea-mozaiekvirus behoort tot de cowpea-mozai'ekvirusgroep. Het zijn 
bolvormige virussen met twee nucleoprotei'necomponenten. De diameter van de 
gezuiverde virusdeeltjes bedraagt 20 nm (Crowther et al., in druk). Bij elektroforese 
worden twee componenten onderscheiden (Niblett & Semancik, 1969; Wu & Bruening, 
1971; Geelenetal., 1972). 

Van het gezuiverde virus kunnen naar hun sedimentatiegedrag in dichtheidsgra-
dienten drie fracties worden onderscheiden: de top-component (T) met een sedimen
tatiecoefficient van 58 S, de midden-component (M) met een sedimentatiecoefficient 
van 95 S en de bodem-component (B) met een sedimentatiecoefficient van 115 S. 

Het verschil in sedimentatiesnelheid wordt niet bepaald door de eiwitmantel, deze 
is voor de drie groepen identiek, maar door het nuclelnezuurgehalte van de compo
nenten. T bevat geen nuclelnezuur, M en B bevatten ieder een enkelstrengig RNA met 
molecuulgewichten van 1,37 x 106 dalton respectievelijk 2,02 x 106 dalton (Geelen, 
1973; Reijnders et al., 1973). 

De componenten afzonderlijk zijn niet infectieus, een mengsel van M en B, of van 
M-RNA en B-RNA, is wel infectieus. De informatie nodig voor de vermenigvuldiging 
van het virus is dus verdeeld over de twee componenten M en B (Bruening & Agrawal, 
1967; Van Kammen, 1967, 1968, 1971a; Van Kammen & Van Griensven, 1970). 

Door mutanten van het virus te isoleren en deze vervolgens te 'kruisen' met het 
wildtype werd vastgesteld, dat zowel in B als in M eigenschappen gelokaliseerd zijn 
(Bruening, 1969; De Jager & Van Kammen, 1970; De Jager, 1971). 

De verdeling van eigenschappen over de twee stukken RNA van CPMV en de 
wederzijdse complementering van informatie bij de virusvermenigvuldiging maakten 
het interessant vast te stellen of de basevolgorde van het M-RNA volledig anders is 
dan die van B-RNA of dat er een gedeeltelijke overeenkomst in basevolgorde tussen 
de beide RNA's bestaat. Dit werd mogelijk toen voor het M-RNA en het B-RNA het 
replicerend RNA in de vorm van dubbelstrengig RNA van CPMV gei'soleerd was 
(Van Griensven & Van Kammen, 1969; Van Griensven, 1970). Bij moleculaire 
hybridisatie van het dubbelstrengig RNA met gelabeld M- en B-RNA is er geen 
competitie tussen B-RNA en M-RNA tijdens de hybridisatie: er is dus geen aantoon-
bare homologie tussen het M-RNA en het B-RNA van CPMV (Van Kammen, 1971b; 
Van Kammen & Rezelman, 1972). 

Het gezuiverde dubbelstrengig RNA van CPMV wordt gei'soleerd uit een 15.000 g-
sediment, aangeduid als de chloroplasten-nucleoli-fractie, van een homogenaat van 
geinfecteerde cowpea-bladeren. Het gezuiverde dubbelstrengig RNA is bij hoge 



zoutconcentratie, namelijk 1 x SSC, niet gevoelig voor RNase in een concentratie van 
100 ng RNase A plus 150 Units RNase Tt per 3 ml 1 x SSC. Wordt, eveneens bij 
1 x SSC, het smeltgedrag van het dubbelstrengig RNA nagegaan dan wordt een 
Tm = 94 °C gevonden. Ook bij centrifugeren in Cs2S04 sedimenteert het bij een voor 
dubbelstrengig RNA karakteristieke dichtheid, namelijk p = 1,60. Elektronenmicros-
copie volgens Kleinschmidt laat zien dat twee groepen van moleculen voorkomen met 
gemiddelde lengtes van 1,3 fim en 2,4 fim. Dit maakt aannemelijk dat er zowel een 
dubbelstrengig RNA van M als een dubbelstrengig RNA van B is (Van Griensven 
etal.,1973). 



2 Materiaal en methoden 

2.1 Plantemateriaal 

Zaad van Vigna unguiculata (L.) Walp. var. Blackeye Early Ramshorn werd 
betrokken van Burpee Seed Company, Philadelphia, Pa., U.S.A. Het werd gezaaid in 
Trio-potgrond Speciaal, een potgrond samengesteld op basis van doorgevroren 
zwartveen met toevoeging van een extra hoeveelheid kleigrond. 

De planten werden gekweekt in de kas bij een temperatuur van 20 - 22 °C en een 
relatieve luchtvochtigheid van 65 tot 80 %. 

Gedurende de zomer, van april tot September, bestond de belichting uitsluitend uit 
daglicht met een gemiddelde intensiteit van 3 x 10 -3 J cm - 2 sec -1, gedurende de 
wintermaanden, van September tot april, werd in de 16-urige daglichtperiode bij-
belicht met 80 W Ecko TL buizen (daglichttype 4300 K). 

2.2 Cowpea-mozaiekvirus 

Het cowpea-mozaiekvirus (CPMV) dat gebruikt werd in de experimenten behoort 
tot het isolaat dat aangeduid wordt met Sb en oorspronkelijk afkomstig is uit Suriname 
(Agrawal, 1964). 

Cowpea-planten werden gelnfecteerd met CPMV door de primaire bladeren te 
inoculeren met perssap uit zieke cowpea-bladeren. Dit perssap werd verkregen door 
bladeren fijn te wrijven in 0,1 M Na-fosfaat-buffer pH 7,0 in een mortier en het 
homogenaat door kaasdoek te persen. 

Vlak voor de inoculatie werden de secundaire bladeren uit de planten verwijderd 
om de virusvermenigvuldiging vooral in de primaire bladeren te laten plaatsvinden. 

De geinoculeerde planten werden overgebracht naar een Sherer groeikast, model 
255-6. Gedurende vijf dagen vond virusvermenigvuldiging plaats bij een temperatuur 
van 30 °C, een relatieve luchtvochtigheid van 80 tot 90 % en werd continu belicht met 
een intensiteit van 10""2 J cm -2 sec" *. 

Na homogeniseren van de bladeren en centrifugeren van het homogenaat bij 15.000 
g, werd uit de bovenstaande vloeistof het virus gezuiverd door precipitatie met 
PEG-NaCl en door differentieel centrifugeren volgens de methode beschreven door 
Van Kammen (1967). 

Uit het gezuiverde virus werd het RNA geiisoleerd door extractie met fenol-SDS in 
een Na-fosfaat-buffer of in een glycine-NaOH-buffer (Van Griensven, 1970). 
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2.3 Preparatieve bereiding van dubbelstrengig RNA 

Primaire cowpea-bladeren werden vijf dagen na inoculatie met CPMV geoogst 
(zie 2.2 voor kweekomstandigheden). De gewichtshoeveelheid blad per oogst varieerde 
van 150 tot 500 g. De bereiding van dubbelstrengig RNA uit dit bladmateriaal werd 
uitgevoerd volgens de methode ontwikkeld door Van Griensven (1970). 

De bladeren werden gespoeld met gedesioniseerd water en fijngeknipt. Daarna 
werd gehomogeniseerd in een Waring blendor in 0,1 M Na-fosfaat-buffer pH 7,0 
(1,5 ml/g blad) gedurende 1 minuut. Het homogenaat werd door kaasdoek geperst 
om de grove plantenresten te verwijderen. Het perssap werd 10 minuten gecentri-
fugeerd bij 15.000 g. Uit de vloeistof werd het cowpea-mozai'ekvirus gei'soleerd. 

Het sediment werd gesuspendeerd in 10 ml glycine-NaOH-buffer (0,1 M glycine-
NaOH pH 9,5, 0,1 M NaCl, 0,005 M EDTA, 1 % natriumlaurylsulfaat, 3 % diethyl-
pyrocarbonaat) met behulp van een met een watje omwikkeld glazen staafje. 

De suspensie werd eenmaal geextraheerd met een gelijk volume vers bereide, met 
water verzadigde fenol door gedurende 5 minuten krachtig te schudden met behulp 
van een Vortex-mixer. De fenolfase en de waterfase werden van elkaar gescheiden 
door centrifugeren bij 18.000 g gedurende 10 minuten en de waterfase werd afgepipe-
teerd. De waterfase werd opnieuw geextraheerd met een gelijk volume verse, met water 
verzadigde fenol. Het mengsel werd weer 10 minuten gecentrifugeerd bij 18.000 g. 
De waterfase werd gescheiden van de fenolfase en driemaal uitgeschud met ether om 
fenolresten te verwijderen. De residu-ether werd uit de waterfase verwijderd door stik-
stofgas door te leiden. 

Het nucleiinezuurextract werd vervolgens 16 uur gedialyseerd tegen 2 liter 0,01 M 
tris-HCl pH 7,2, 0,15 M NaCl. Na dialyse werd het nuclei'nezuurextract 10 minuten 
gecentrifugeerd bij 18.000 g om fijne deeltjes of stofjes te verwijderen. 

Aan de bovenstaande vloeistof werd een volume 2,5 M KH2P04 pH 8,1, en een 
volume 2-methoxyethanol toegevoegd om in het extract aanwezige polysacchariden 
te verwijderen (Ralph & Bellamy, 1964). Na goed mengen werd de oplossing 5 minuten 
gecentrifugeerd bij 18.000 g en vervolgens werd de bovenfase afgepipeteerd. Hieraan 
werd een volume 0,2 M Na-acetaat toegevoegd. Vast cetyltrimethylammonium-
bromide (CTA) werd opgelost in dit mengsel tot een eindconcentratie van 0,33 % 
(w/v). Het nuclemezuur precipiteert als quaternair ammoniumzout. Het precipitaat 
werd driemaal gewassen met 0,1 M Na-acetaat-70 % ethanol. Daarna werd het 30 
minuten onder vacuum gedroogd en vervolgens opgelost in 0,01 M tris-HCl-buffer 
pH 7,2. De nucleinezuuroplossing werd 16 uur gedialyseerd tegen 2 liter 0,01 M 
tris-HCl pH 7,2, 0,15 M NaCl. Na de dialyse werd het nucleinezuurextracti ngevroren 
bij - 20 °C; het kon onder deze omstandigheden gedurende lange tijd bewaard 
blijven. Op deze manier, die overigens niet gevolgd werd door Van Griensven (1970), 
werden nuclei'nezuurextracten verzameld afkomstig van totaal 1000 tot 1500 g blad. 
De extracten werden na ontdooien gecombineerd en verder samen opgewerkt. 

De verzamelde extracten werden eerst gecentrifugeerd bij 18.000 g gedurende 10 
minuten om niet-opgelost materiaal te verwijderen. De bovenstaande vloeistof werd 
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