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Bij het benoemen van genetische toetsen met plantevirusmutanten dient de term
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uitkomst sprake is indien een of meer gemuteerde virale RNA's als gevolg van
dubbele infectie in verhoogde mate worden gerepliceerd of bemanteld.

J.B. Bancroft en L.C. Lane, 1973. J. gen. Virecl. 19, 381 - 389.
Dit proefschrift.

II

De bewering van Gibbs en Harrison dat pseudo-recembinanten van plantevirussen
met een meerdelig genoom genetische analyses mogelijk maken die analoog zijn
aan de eerste uitsplitsingsproeven van Mendel met planten, is aanvechtbaar.

G. Mendel, 1865. Verh. des Naturforschenden Ver. in Brinn 4, 3 - u7.
A. CQibbs en B. Harrison, 1976. Plant virclogy, the principles.
Edward Arnold (Publishers) Ltd., Londen. p. 186.

Dit proefschrift.
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De bedenkingen van Powell tegen de bewijzen die Tsuchizaki et al. aanvoeren voor
het meerdelige karakter van het genoom van solil-borne wheat mosaic virus, zijn
niet steekhoudend.

T. Tsuchizaki, H. Hibineo en Y. Saito, 1975. Phytopathclogy 65, 523 - 532.
C.A. Powell, 1976. Virology 71, 453 - 462.

Iv
Aangezien het alfalfa-mozalekvirus tot de Ilarvirusgroep wmoet worden gerekend dient
de naam van deze groep (isometric labile ringspot virus group) te worden gewlijzigd.

R.M. Lister en X.N. Saksepa, 1976, Virology 70, 440 - 450.
D. Gonsalves en R.W. Fulten, 1977. Viroleogy 81, 398 - 407.

v

De bewering van Baldzs et al. dat systemische verworven resistentie tegen tabaks-
mozalekvirus in Xanthi-nc tabak een gevolg is van een verhoogd cytokinine-gehalte
wordt onvoldoende door hun onderzoeksresultaten ondersteund.

E. Baldzs, I. Szirdki en Z. Kirdly, 1877. Physiol. plant pathol. 11, 29 - 37.

VI

Het negatieve resultaat van de door Donham et al. uitgevoerde toets voor anti-
lichamen tegen runderleukemievirus bij personen in contact met leukemiszch vee,
kan worden verklaard door inadequate testmethoden.

K.J. Donham, M.J. VanDerMaaten, J.M. Miller, B.C. Kruse en M.J. Rubino,
1977, J. Natl. Cancer Inst. 59, 851 - 853,
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De door Grunewaldt-Stdcker en Nienhaus genoemde gevallen van overdracht via het
zaad van mycoplasma-achtige organismen in planten moeten als zeer onwaarschijn-
1lijk worden begchouwd.

G. Grunewaldt-Stdcker en F. Nienhaus, 1977. Mycoplasma-@hnliche Organismen
als Krankheitserreger in Pflanzen. Verlag Paul Parey, Berlijn en Hamburg.
p. 23. :
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Ter beoordeling wvan het gevaar dat schimmels in gewassen in te kruisen monogene
resistentie doorbreken of tolevantie ontwikkelen voor nieuw te introduceren
'site-specific’ hestrijdingsmiddelen worden wel kunstmatig geinduceerde mutanten
van deze schimmels getoetst. De veoorspellende waarde van dergeliik onderzoek is
beperkt zolang niet de mate van overeenkomst is.vastgesteld tussen de mutatie-

spectra van kunstmatige en natuurlijke mutagenese.

IX

De deoor Ballal et al. gepresenteerde resultaten rechtvaardigen door hun onvolle-
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N.R. Ballal, Y.C. Choi, R. Mouche en H. Busch, 1977. Proc. Natl. Acad. Sci.
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Tris(hydroxymethyl Jaminomethaan

Tobacco ringspot virus

Tabaksratelvirus

Tobacco streak virus
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1. inleiding

1.1. Doelstellingen

In de afgelopen tien jaar is gebleken dat veel RNA-plantevirussen een genoom
hebben dat is verdeeld over verschillende deeltjes. Zo'n gedeeld genoom bestaat
uit twee of meer verschillende RNA's. Bij RNA-diervirussen komen ook wel gedeelde
genomen voor, maar daarbij worden de genoomdelen niet, 2zoals bij plantevirussen,
aangetroffen in afzonderlijke viruspartikels mzar zijn zij tezamen opgenomen in
&én deeltie.

Het voorkomen van cen gedeeld genoom is bij plantevirussen geen uitzonde-
ring. Het is tot nu toe bewezen respectievelijk zannemelijk gemaakt bij zeven
van de zestlen bencemde groepen van plantevirussen (Fenner, 1976) en bij drie
niet in een groep gerangschikte virussen (Tabel 1.1).

De vraag rijst wat de biolegische betekenis is van de verdeling wvan het
gencom. Is zij voor het virus van belang ondat de genetische variatie kan worden
vergroot door uitwisseling van genoomdelen tussen natuurlijke varianten van het
virus? Of is het voorkomen van afzonderlijke, als mRNA's optredende virus-RNA's
noodzakelijk voor regulatie van de aanmaak van virus-specifieke eiwitten naar
hoeveelheid, tijdstip of plaats in de gastheercel? In dit verband kan men ook,
meer direct, de vraag stellen hoe dan de verdeling is van de functies over de
verschillende genoomdelen.

De verdeling van de totale genetische informatie van het virus over twese of
drie 'chromoscmen" geeft mogelijkheden voor de bestudering van de functieverde-
ling. Bij een gedeeld genoom is het mogelijk langs experimentele weg nieuwe genc-
typen samen te stellen door combinering van genoomdelen van genetisch verschil-
lende herkomst. Bestudering van de eigenschappen van deze nieuwe genotypen mazkt
het mogelijk deze eigenschappen en de daarasn ten grondslag liggende functies
van het virusgenoom te asscciéren met bepaalde delen van het gencom. Functies,
gelokaliscerd in verschillende gencomdelen, kunnen daardcor van elkaar worden
onderscheiden en nader gedefiniferd.

Wanneer ook genprodukten van verschillende genoomstukken kuanen worden ge-—
karakteriseerd kan dit leiden tot het verbinden van deze genprodukten met speci-
fieke functies van het virus. Aldus kan de deling van het gencom van vcordeel
zijn voor het onderzoek naar de preocessen van virusinfectie en -vermenigwvuldi-
ging.

Een virus dat zich voor zulk onderzoek goed leent is het cowpea-mozalek-
virus (CPMV, Van Kammen, 1971a). Dit is een plantevirus met kleine, isometrische

virusdeeltjes en een tweedelig RNA-genoom. De twee RNA's, met molecuulgewichten
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van 2,02 en 1,37 x 106 D, komen afzonderlijk voor in verschillende deeltijes.
Door hun verschil in dichtheid kunnen deze deeltjes door middel van centrifuge-
ring van elkaar worden gescheiden. Hierdoor is het mogelijk de gencomdelen apart
in handen te krijgen.

Er is raeds veel bicchemisch onderzcek met CPMV verricht ter karakterisering
van het virus, het RNA en de virusspecifieke eiwitten. In dit proefschrift wordt
genetisch onderzcek aan CPMV beschreven dat kan dienen ter ondersteuning van het
biochemische onderzoek. Veel aandacht werd besteed aan kunstmatig geInduceerde
mutanten omdat dergelijke mutanten, zoczls bij onderzoekingen met vele dier- en
bacterievirussen reeds is gebleken, van zeer veel nut kunnen zijn bij bestude-
ring van het vermenigvuldigingsproces.

De doelstellingen van het hier beschreven onderzoek kunnen dan ook als
volgt worden weergegeven:

1. Het uitwerken van metheden voor het verwekken en isoleren van mutanten van

CPMV en veoor het lokaliseren van de mutatles in de beide delen van het

gencom,

2. Het verkrijgen van mutanten voor gebrulk in het onderzoek van het infectie-
proces.

3. Het verschaffen van inzicht in de functieverdeling tussen de beide delen

van het genocm.

[.2. Literatuuroverzicht

1.2.1, Virussen met ¢en gedeeld genocon

Het concept van het gedeelde plantevirusgenoom werd geformuleerd in 1968
op grond van de resultaten van onderzoekingen met cowpea-mozafekvirus (CPMV)
en glfalfa-wozalekvirus (AMV). De deeltjespopulaties van beide virussen ziin
heterogeen, zij bestaan uit twee, respectievelijk vier typen van nucleoprotelnen,
die componenten worden genoemd.

Van Kammen (1968) stelde vast dat de twee nucleoproteine-compenenten van
CPMV afzonderlijk niet infectieus zijn maar samengeveoegd wel. Hij veronderstelde
dat ieder der componenten een deel bevatte van de informatie die nodig is voor
virusvermenigvuldiging.

Van Vloten-Doting et al. (1968) vonden bij AMV eveneens een wederzijdse
afhankelijkheid van nucleoprotelne-componenten. Bovendien bleek dat heterologe
combinaties van componenten van verschillende stammen eigenschappen van beide
ouderstammen vertoonden in nieuwe combinatles. Zij wverklaarden dit door aan te

nemen dat iedere componsnt een specifiek deel van het AMV-gencom bevatte.
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Sindsdien is de hypothese van het gedeelde genoom ondersteund door vele
waarnemingen, ook met andere virussen. Voor een gedetailleerd overzicht van de
ontwikkeling van het inzicht in dit fenomeen wordt verwezen naar Jaspars (1374).
Thans is een meerdelipg genoom aangetoond of waarschiinlijk gemeakt bij vele
plantevirussen. Een overzicht van deze virussen is gegeven in tabel 1.1. Voor
al deze virussen werd vastgesteld dat voor infectie een combinatie van nucleo-
protelne-deeltjes, respactievelilk van klassen van het RNA nedig is.

De wvirussen (Tabel 1.1) van de tobra-, como- en nepovirusgroep en pea
enation mosaic virus (PEMV) en soil-borne wheat mosaic virus (ShWMV) hehben
twee soorten nucleoprotelne-deeltjes en twee RNA-klassen. Meestal geldt dat het
langste RNA voorkomt in het grootste of zwaarste deeltje en het kortste RKA in
het kleinste of lichtste deeltje. Bij nepo-virussen echter bevatten de zwaarste
deeltjes hetzij &&n lang RNA, hetzij twee korte RNA's (Diener en Schneider,
1%66; Murant et al., 1972). Bij alle virussen met twee RNA's zijn beide RNA's
nodig voor infectie.

De iseometrische nucleoprotelne-deeltjes van virussen van de bromovirus-
groep hebben alle dezelfde diameter en sedimenteren homogeen in een suikergra-
diént. In cesiumchloride-gradiénten vertenen zij echter kleine verschillen in
dichtheid. Cowpea chlorotic mottle virus (CCMV) heeft ccmponenten met drie ver-
schillende dichtheden, brome mosaic virus (BMV} twee. Beide virussen hebben
vier RNA's met verschillend molecuulgewicht, volgens aflopend melecuulgewicht
aangeduid als RNA 1, 2, 3 en 4. De RNA's 1 en 2 komen leder apart in deeltjes
voor, de RNA's 3 en 4 zijn samen in &&n deeltje opgenomen. Voor infectie zijn
de drle langste RNA's nodig (Lane en Kaesberg, 1%71). Uit translatieproeven in
vitro blijkt dat RNA 4 het cistron voor het manteleiwit bevat (Shih en Kaesberg,
1873). Dit cistron komt cok vocr in RNA 3 (Shih et al., 1972)., Het totale gencom
wordt dus gevormd door de RNA's 1, 2 en 3. Hoewsl RNA 4 niet nocdzakelidk is
voor Infectie verschijnt het wel in de nakomelingschap, ock al was het niet
zanwezig in het inoculum. Dit suggereert dat RNA 4 tijdens de replicatie ont-
staat uit RNA 3.

ECen verdeling van het genocm als bij bromovirussen komt ook wveoor bij
virussen van de cucumovirusgroep en de ilarvirusgroep en bij AMV (Van Vleoten-
~Doting, 1976). Bij de cucumovirussen is onderscheid op nucleoproteineniveau
niet of nauwelijks mogelijk door de uiterst geringe verschillen in dichtheld
der compcnenten (Lot en Kaper, 1976a)}. De rangschikking der R¥NA's 1lijkt ook bij
deze virussen echter te zijn als bij BMV (Lot en Kaper, 1976b). Ilarvirussen

hebben ook drie nucleoprotelnen en vier RNA's maar hce deze RNA's over de deel-

tjes zijn verdeeld Is niet bekend. Het is mogelijk dat de nucleoprotelne-compo-
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Tabel 1.1, Heterogeniteit in de meer-componentenvirussen.

NUCLEOPRUTEINEN
Virusgroep Morfologie Virus Te onderscheiden op basis van
Tobravirusgroep staafvormig Tabaksratelvirus Lengten (nm) : 186 75
(stam PRN)
Comovirusgroep pelyedervormig Cowpea mosaic virus sed,co8ff. (5] + 115 o5
Nepovirusgroep polyedervormig Tebacco ringspot virus sed.cofff. (S} i 136 99
Raspberry ringspet sed.co8ff. {5} : 130 92
virus
x polyedervormig Pea enation mosaic sed.codff, {5y ¢ 112 - 99
virus
] staafvormig Soil-borne wheat lengten (nm) 1 28S - 148
mosaic virus
3
Bromovirusgroep polysdervormig Brome mosaic virus dichtheid (g/fcm™): 1,355 - 1,348
s 3
Cowpea chlorotic dichtheid (g/em™)}: 1,364 - 1,360 - 1,356
mottle virus 3
Cucumovirusgroep  polyedervormig Cucumber mosaic virus  dichtheid {(g/em”): 1,3728 - 1,371 - 1,3627
Tomato asperny virus geen onderscheid mogelijk
Tlarvirusgroep polyedervormig Tobacce streak virus sed,colff, (8) : 109 - - 93 - 78
* bacilliform Alfalfa mosaic virus lengten (nm) HE. -t - 51 - 43 - 29
Hordeivirusgroep staafvormlg Barley stripe mosaic lengten (nm) 1 148 ~ 125 « 108

virus

% Virus dat nog niet in een groep is ondergebracht.
nenten ieder meer dan &&n klasse RNA bevatten {Fulton, 1975). De RNA's van AMV
komen ieder apart voor in bacllliforme deeltjes van verschillende lengte. Van
het vierds RNA komen twee ketens voor in de kortste deeltjes.
Hoewel de RNA's 1, 2 en 3 tezamen het gehele genoom van AMV vormen kunnen

zij bij inoculatie als gelsoleerd RNA toch geen infectle tot stand brengen.

Daarveor is tcevoeging van RNA 4 of het produkt van RNA 4, het manteleiwit, nodig

(Bol et al., 1971). Welke rol het manteleiwit speelt bij het tot stand komen van

een infectie wordt nog onderzocht.

De nocdzaak van de aanwezighelid in het inoculum van het manteleiwit of het

mRNA daarvan is ook vastgesteld voor tobaceco strezk wvirus (TSV, Van Vleoten-Doting,

1975) en andere virussen van de ilarvirusgroep zoals citrus leaf rugose virus

(CLRY, Gonsalves en Garnsey, 1875a), citrus variegation virus (CVV, Gonsalves
en Garnsey, 1975b), necrotic ringspot virus (NRSV) en rose mesaic virus (RMV)
(Gonsalves en Fulten, 1977). Zelfs iz vastgesteld dat de eiwitten van deze
virussen, daaronder begrepen AMV, voor wat betreft hun rol bij het tot stand
kcmen van de infectie in veel gevallen uitwisselbzar zijn (Van Vlieoten-Doting,
1975; Gonsalves en Garnsey, 1975c; CGonsalves en Fulton, 1977},

Uit het feit dat van de in tabel 1.1 gencemde meer-componentenvirussen

meerdere typen deelties of RNA's alleen in combinatie een infectie kunnen ver-
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RNA's

Literatuur Molecuulgewichten (x IU-BD) Literatuur
RNA 1 RNA 2 RNA 3 RNA Y

H§rrison & 2,5 1,0 Cooper &

Nixon, 1959 Mayw, 1972

Van Kammen, 2,02 1,37 Reijnders et

1971 al., 1974

Rand1e§ & 2,3 1,4 Rezaian &

Prancki, 1965 Francki, 1974

Murant et al., 2,4 1,4 Murant et al.,

1972 1872

Hull % Lane, 1,6 1,3 Hull & Lane,

1973 1873

Gumpf, 1971 1,84 - 0,95 Gumpf, 1871

Bancroft, 1972 1,098 - 0,99 - 0,75 - 0,28 Lane & Kaes-
berg, 1871

Bancroft & 1,15 - 1,0 0,85 - 0,32 Bancroft, 1971

Flack, 1972

Lot & Xaper, 1,26 - 1,10 - 0,77 - 0,34 Eabili 3

1975&_ Francki, 1974a

Habili & 1,26 - 1,10 - 0,90 - 0,43 Habili &

Francki, 1%74a Francki, 197ua

Lister et al., 1,12 - 0,93 - 0,70 - 0,35 Clark & Lister,

1872 1971

Van Vloten- 1,13 - 6,82 - 0,70 - 0,28 Heijtink, 1974

Doting et al.,

1970

Chike, 1975 1,5 1,35 1,2 Lane, 1974

ocrzaken volgt nog niet dwingend dat het hier gaat om virussen met een gedeeld
genoom. De wederzijdse afhankelijkheid van de RNA's zou nl. een gevolg kunnen
zijn van defici&nties van verschillende omvang en op verschillende plaatsen in
de onderscheiden RNA's. Indien dit het geval was zouden de RNA's nog bepaalde
delen informatie gemeen hebben en dus in meerdere of mindere mate met elkaar
overeenkomen in basevolgorde. Bij een gedeeld gencom daarentegen vertegenwoor-
digt elk der REA's een uniek desl van het genocm en is er geen overeenkomst in
basevolgorde. Het bestaan van een gedeeld genocem kan daarom bewezen worden door
aan te tonen dat de voor infectie van elkaar afhankelijke RNA's weinig of geen
gemeenschappelijke nuclectiden-sequenties hebbemn.

Dit is voor enkele meer-componentenvirussen onderzocht door middel van
competitie-hybridisatie experimenten. Van Kammen (1871b) toonde zo aan dat de
beide RNA's van CPMV inderdaad geen gemeenschappelijke basevolgorden hebben.
Darby en Minson (1973) berekenden daarentegen dat de beide RNA's van TRV ca.

600 nucleotiden {6% van het lange RNA) in dezelfde velgorde hebben. Voor tobacco
rinspet virus (TRSV, Rezaian en Francki, 1974) werd zelfs een overeenkomsi van
900 nucleotiden (14% van het lange RNA) vastgesteld. Tussen de twee langste
RNA's van AMV bestaat evenwel geen of slechts een zeer geringe overeenkomst. De

mate waarin het derde RNA in volgorde overeenkomt met de twee langere kon nog
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niet worden vastgesteld doordat preparaten van het derde RNA nilet konden worden
vrijgemaakt van brokstukies RNA die het hele AMV-genoom vertegenwoordigen {Bol
et al., 1975). Het langste RNA van barley stripe mosaic virus (BSMV) heeft
waarschijniijk weinig of geen nucleotidenvolgorden gemeen met de andere RNA's
van dit virus {Palomar et al., 1877).

De waarneming dat gemeenschappelijke nuclectidenvolgerden niet of in be-
perkte mate voorkomen in de verschillende RNA's van de conderzochte meer-componen-
tenvirussen bewijst dat het hier gaat om virussen met een gedeeld gencom.

Een verdeling van de totale genetische informatie over twee of meer RNA's
is waarschijniijk als blijkt dat de afzonderlijke RNA's verschillende, speci-
fieke functies vervullen. Functionele specialisatie kan worden aangetcond dcor
te demonstreren dat karakteristieke biologische functiss van het virus kunnen
worden toegeschreven aan bepzalde RNA's. Dit kan werden gedaan door van een
stam met specifieke biclogische eigenschappen de RNA's afzonderlijk te vervangen
door overeenkomstige RWA's van een andere stam met een ander biologisch gedrag.
Uit vergelijking van de kenmerken der nisuw ontstane hetercloge combinaties met
die der ouderstammen kan blijken wvia welk RNA de kenmerkende eigenschappen in
de hybriden terechtkomen. Aldus kan worden vastgesteld welk RNA de wvoor het tot
stand komen van de eigenschap verantwoordelijke genetische informatie bevat.

Dergelijke onderzoekingen zijn uitgevoerd met vele van de in de tabel 1.1
gencemde en enkele daarmee verwante virussen. In de meeste gevallen waren hier-
voor natuurlijk veoorkomende stammen beschikbaar. Een enkele keer werden kunst-
matig geinduceerde mutanten gebruikt.

In dit proefschrift worden de resultaten van dergelijke onderzoekingen
met mutanten van CPMV beschreven. De resultaten met andere stammen van CPMV en
met andere virussen ziin samengevat in de tabellen 1.2 en 1.3.

Voor het samenstellen van hybride combinaties is het in het algemeen nodig
om van de betrokken virusstammen de componenten te scheiden. Vaak is het ver-
schil in sedimentatiesnelheid van de nucleoprotelne-componenten voldeende groct
om een goede zuiverheid van deze componenten te bereiken. Soms is dat echter
niet het geval en moet scheiding tot stand worden gebracht op RNA-niveau. Dit is
ook nodig bl] nepo-virussen, waarbij korte RNA's cok vocrkomen in deeltjes die
tezamen met deeltjes met lang RNA sedimenteren.

Als marker-sigenschappen kunnen uiteraard alleen die eigenschappen worden
gekozen waarin de beschikbare stammen een verschillend gedrag vertcnen. De tot
nog toe gelokaliseerde eigenschappen vormen daardoor een betrekkelijk willekeu-
rige greep ulit het totaal van viruseigenschappen. Vaak hangen zij samen met de

hoedanigheid van het manteleiwit, 2oals serclogische specifiteit, elektrofore-
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tisch gedrag en overdracht door een vector. Vaker nog worden de in diverse waard- ‘
planten verccrzaakte symptomen als kenmerkende eigenschappen gehanteerd. |

De genetische infcormatie voor het manteleiwit blijkt meestal voor te komen
in het kleinste RNA. Verder valt er geen duldelijke 1ijn te ontdekken in de ult-
komsten voor de verschillende virussen, Alleen valt het op dat bij virussen met
drie-delige genomen het aantal aan de RNA's toegeschreven elgenschappen groter
is naarmate het molecuulgewicht kleiner is, Een verklaring hierveor is nog niet
te geven.

RIj enkele virussen {(CPMV: Wood, 1972; Raspberry ringspot virus (RRSV):
Rarrison et al., 1974; SbWMV: Tsuchizaki et al., 1975; cucumber mosaic virus
(CMV}: Marchoux et al., 1974a; AMV: Majoranz en Paul, 1969) werden voor heterc-
loge combinaties van componenten of van RNA's symptomen beschreven die afweken
van die van de beide ouderstammen. De symptomen van de ouderstammen werden in
die gevallen blijkbaar bepaald door tenminste twee RNA's, waarbi] vervanging van
ieder der betrokken RNA's leidde tot verandering in symptomen.

Paren van reciproke hybride isolaten van TRV (Singer, 1969), RRSV (Harrison
et al., 1974]), SbWMV (Tsuchizaki et al., 1975), CMV (Marchoux et al,, 1974b) wer-
den ock conderling gerecombineerd. De daaruit resulterende isolaten hadden weer
het fenotype van de ocorspronkelijke cuderstammen. Hybride Isclaten van CPMV
(Wood, 1872} en AMV (Dingian~Versteegh et al., 1974) werden gerecombineerd met
elk der beide ouderstammen. Ook uit deze recombinaties werden weer isclaten ver-
kregen die zich in fenotype niet onderscheidden van de oorspreonkelijke ouderstam-
men. Uit deze uitkomsten blijkt dat de RNA's tijdens hun tijdelijke combinatie
met andere partners in de hybriden hun identiteit behielden en niet deor mutatie
of intermoleculalre recombinatie veranderden in genetische inhoud.

Cpmerkelijk 1s dat infectieuze hybridestammen konden worden verkregen uit
combinaties van RNA's van verschillende virussen t.w. van BMV en CCMV (Bancroft,
1972} en van CMV en tomato aspermy virus (TAV, Habili en Irancki, 197u4b). BMV
en CCMV zijn wel serologisch verwant {Scott en Slack, 1971) maar het zijn toch
duidelijk verschillende virussen, ieder met een eilgen karakteristieke waardplan-
tenreeks. TAV en CMV worden eveneens als verschillende virussen beschouwd en
zijn zelfs in het geheel niet serolegisch verwant.

Met TSV iz veel kruisingswerk verricht (TFulten, 1970, 1872, 1975), Kruising
had steeds plaats door menging van heterologe nucleoproteTne-componenten. De be-
trokken biclogische eigenschappen bleken daarbij via verschillende componenten te
kunnen overerven. Hierult werd afgeleid dat in iedere nucleoproteIne-component
meerdepre RNA-klassen vertegenwoordigd zouden zijn (Fulten, 1975). Daardoor kan

geen verband worden gelegd tussen deeltjes-type en RNA-~klasse. Het Is dus ook
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niet mogelijk om marker-eigenschappen toe te wijzen zan specifieke RNA's. Om
deze reden moest in tabel 1.2 de lokalisatie van TSV-markers worden weggelaten.
Het feit dat in meer-componentenvirussen goed gedefiniferde bioleogische
eigenschappen kunnen worden geassociferd met cen bepaalde RNA-component wijst
op een functionele speciglisatie van die RNA-component. Zou de voor een bepaalde
eigenschap benodigde genetische informatie voorkomen op meerdere RNA's dan zou,
bij vervanging van &&n van die RNA's, de eigenschap zich moeten blijven manifes-
teren tenzij het desbetreffende deel van het genoom niet tot expressie zou kunnen
komen. Aangezien deze laatste mogelijkheid niet a priori kan worden uitgesloten
is constatering van een functionele specialisatie op zichzelf geen afdoend bewiijs
voor het bestaan van een gedeeld genoom. Daarveor iz het nedig dat sangetoond
wordt dat er geen of weinig gemeenschappelijke basevolgerden voorkemen in de

verschillende RNA's, zoals hiervcor reeds uiteengezet werd.

1.2.2, Cowpea~mozalekvirus

Cowpea-mozafekvirus (R/1:1,4/25 + 2,0/36:58/5:5/C1) is een van de virussen
die een mozaiekziekte van het tropische peulgewas cowpea, Vigna ungutceulata,
verocrzaken (Bos, 1964). Cowpeas worden In tropische landen veel geteeld als
voadsel voor mens en dier. Zowel zaden als peulen en bladeren worden gegeten.
Bij ernstige aantasting door CPMV kunnen alle planten geinfecteerd zijn. De
opbrengstderving kan 40-60% belopen (Gilmer et al., 1974). Overigens kunnen de
vele verschillende cowpea-rassen op zeer uiteenlopende wiize op infectie reage-
ren. Immuniteit, tolerantie en overgeveceligheid komen voor, terwijl ook de
eventuele systemische symptomen per ras zeer kunnen variéren in hevigheid
(Robertson, 1965; Williams, 1875). Het virus wordt door kevers (bladhaantjes)
overgebracht (Chant, 1959; Van Hoof, 1963) maar is ook gemakkelijk door mecha-
nische inoculatie over te brengsn. De waardreeks is grotendeels beperkt tot de
leguminosen.

Agrawal (1S64) vergeleek vijf Isolaten van verschillende herkomst met
elkaar en deelde ze op grond van waardreeks, symptomen en serclogische eigen-
schappen in in twee stammen, de gele en de "severe" stam. later werd deor Swazns
en Yan Xammen (1973) nogmaals een vergelijking gemaskt van beide stammen. Deze
auteurs kwamen tet de conclusle dat de stammen toch nog zoveel van elkaar ver-
schillen dat zij eigenlijk als twee verschillende virussen beschouwd moeten
worden. In Wageningen werd, en wordt nog, veel onderzcek verricht met isolaten
van de gele stam. Ook voor het hier bLeschreven onderzcek werd gebruik gemaakt

van een isolaat uit de gele stam.
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Het virus kan op betrekkelijk eenvoudige wijze worden gezuiverd uit primaire
cowpea-bladeren (Van Kammen, 1967). Hoge opbrengsten zijn daarbij mogelijk, tot
200 mg per 100 g bladmateriaal (Van Kammen, 1971}.

De virusdeeltjes zijn icosaddrisch van bouw met een grootste diameter van
24 nm (Geelen, 1974). De eiwitmantel wordt gevormd door twee verschillende soor-
ten eiwitmoleculen. Wu en Bruening (1971} vonden voor deze eiwitten molecuul-
gewichten van 22.000 D en 42.000 D. Door Geelen et al. (1972) werden de molecuul-
gewichten bepaald op 22.000 - 25.000 D en 44.000 D. Van beide eiwitten komen 60
moleculen per deeltje voor. De grote eiwitsubeenheden zijn gegroepeerd rond de
S-tallige posities en de kleine rond de 3-tallige posities dzartussenin (Crowther
et al., 1974}, Het voorkomen van twee manteleiwitten is cok gerapporteerd voor
andere virussen van de comovirusgroep (Kassanis et al., 1973; Blevings en Stace-
Smith, 1876; Jones en Barker, 139781},

Bij zone-centrifugering in een suikergradiént blijkt het virus uit drie
centrifugale componenten te bestaan die op grond van hun positie in de centri-
fugebuis worden aangeduid als top{T)~, midden(M)- en bodem(B)-component. De com-
ponenten bestaan uit morfologisch identieke deeltjes met verschillende RNA-inhoud.
T-, M- en B-component worden gevormd docr deeltjes met respectievelijk 0, 25 en
36% RWA. De sedimentatiecoé&fficidnten van deze componenten zijn respectievelijk
58, 95 en 115 8. Fen overeenkcmstige heterogeniteit wordt aangetroffen bij de

andere virussen van de comovirusgroep (Tabel 1.4).

Tabel 1.4. Heterogeniteit in de virussen der comovirusgroep

Sedimentatie-
Virus coéfficiénten Literatuur
T M B
Squash mosaic virus 56 88 111 Rice et al., 1955
Broad bean true mosaic
virus - 98 119 Paul, 1961/2
Bean pod mottle virus 54 91 112 Bancreft, 1962
Cowpea mosaic virus 58 100 119 Agrawal, 1964
Radish mosaic virus 57 97 116 Campbell, 1964, 1973
Broad bean stain virus 60 100 127 Gibbs et al., 1968
Red clover mottle virus 55 95 125 Valenta en Marcinka, 1968
Lapchic et al., 1976
Pea green mottle virus ? ? ? Valenta et al., 1968
Pez mild mosaic virus 55 9y 119 Clark, 1972
Bean rugose mosaic virus ? ? ? Gamez, 1972
Quail pea mosaic virus 57 93 112 Moore, 1873
Andean potato mottle virus 53 93 112 Salazar en Harrisen, 1978

Op grond van de overwegingen gemoemd in 1.2.1 en de resultaten vermeld in dit

proefschrift worden de RNA's uit M- en B-component (M- sn B-RNA) beschouwd als
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afzonderlijke delen van het CPMV-genoom. Bij evenwichtscentrifugering wvan CPMY
in CsCl worden meestal vier bhanden in de gradiént waargenomen. De B-component
komt daarbi] voor in twee banden met verschillende dichtheld (Bruening, 1969
Wood, 1971; Geelen, 1974).

Behalve door de centrifugale heterogeniteit wordt CPMV ook gekenmerkt dcor
het cptreden van twee componenten met verschillende elektroforetische mobili-
teit: de 'slow' (8) en de ‘fast' (F) component (Agrawal, 1964; Semancik, 19€6).
Deze elektroforetische componenten komen voor in preparaten van alle drie de
centrifugale componenten (Semancik, 13966). In vivo wordt de verhouding tussen
de hoeveelheden S- en F-component in de loop van het infectieproces kleiner,
waarschijnlijk als gevolg van omzetting van de S- in de F-vorm (Niblett en
Semancik, 1969}. In vitro heeft deze omzetting ook plaats bij bewaring van virus
In plantesap en van gezuiverd virus, waarschijnlijk als gevelg van de aanwezig-
heid van proteolytische enzymen. De omzetting kan versneld werden nagebootst
deor incubatie met trypsine en chymotrypsine en is een gevolg van afsplitsing
van een aantal aminozuren van het kleinste der manteleiwitten (Niblett en
Semancik, 1989; Geelen et al., 1973).

Uit planten, gefnfecteerd met CPMV, kan virusspecifiek dubbelstrengig RNA
worden gelsoleerd. De twee meest voorkomende lengten van deze dubbelstrengige
moleculen zijn die, welke verwacht kunnen worden van de replicatieve vormen van
de RNA's uit M- en B-component. Deze beide RNA's worden dus gereplicesrd via
een eigen replicatieve vorm (Van Griensven et al., 1973}).

In cellen van geinfecteerde cowpea-planten worden, meestal dicht bij de
kern, cytopathische structuren waargenomen die bestaan uit opeenhopingen van
vesiculaire membranen in amorf, elektronendicht materiaal (Van der Scheer en
Croenewegen, 1971, De Zoeten et al., 1974). Deze cytopathische structuren kunnen
door centrifugering in discontinué suikergradifnten worden afgezonderd (Assink,
1973). In de fracties waarin ze voorkomen wordt ook het dubbelstrengig virus-
-RNA aangetroffen. Autcradiografie toonde aan dat gelabelde RNA-precursors wor-
den gevonden in de membraanmassa's van de cytopathische structuren. Dit sugge-
resrt dat RNA-replicatie plaats heeft In samenhang met de membraanstructuren
(De Zoeten et al., 1974).

Dat membraansystemen betrckken zijn bij de replicatie volgt ook uit het
fait dat uit geinfecteerde cowpea-bladeren een membraangebonden, virusspecifieke
replicase kan worden gefscleerd (Zabel et al., 1974). De replicase kan, met be-
houd van de activiteit, van de membranen worden vrijgemaakt door wassen in een
Mg++—defici§nte buffer. Het enzym blijkt daarna geen voorkeur te hebben voor

M~RHA, B-RNA of een mengsel van deze RNA's als matrijs (Zabel et al., 1976).
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Blijkbaar heeft transcriptie van M- en B-RNA plaats door dezelfde replicase,

Bij in-vitro-translatie van M- en B-RNA in konijne-reticulocytenlysaat
(Pelham en Stuik, 1976) en tarwekiemenextract (Davies et al., 1977} ontstaan re-
produceerbaar grote polypeptiden met molecuulgewichten van 118.000 en 131.00Q0 D
vocr het M-RNA en 185.000 voor het B-RNA. De informatlie voor deze elwitten be-
slaat sen zeer groot deel van het CPMV-genoom. Waarschijnlijk gaat het hier niet
om artefacten van het in-vitro-systeem want uit gefnfecteerde cowpea-protoplasten
kunnen ock grcte eiwitten met overeenkomstige molecuulgewichten worden geIsoleerd,
Het Is mcgelijk dat de grote translatie-produkten precursors zijn die na hun
vorming worden gekliefd tot kleinere functionele eenheden.

Protoplasten van cowpea kunnen in vitrc met CPMV worden geinfecteerd. Daar-
bij kunnen infectiepercentages van 90% en meer worden bereikt. Compleet virus
verschijnt 12 uur na de infectie. Tot 35 uur na de infectie neemt de virushoe-
veelheid In de protoplasten zeer sterk toe (Hibi et al., 1975). Cpmerkelijk is
dat ook proteplasten van Samsun-tabak deor CPMV kunnen worden gelnfecteerd, hoe-
wel de intacte planten van dit tabaksras nlet vatbaar zljn voor het virus
(Huber et al., 1977).

Protoplastcultures zijn homogene systemen die goede mogelijkheden bieden
voor de bestudering van het infectieproces van CPMV. Het is te verwachten dat
het gebruik van defecte mutanten in infectieproeven met protoplastcultures kan
bijdragen tot het verkrijgen van inzicht in het verloop van het vermenigvuldi-

gingsproces van CPMV.
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2. Materiaal en methoden

2.1, Virus en plantemateriaal

Als wild-type CPMV werd gebruikt een laboratoriumcultuur van het gele-
-stamisclaat Sb (Agrawal, 1964). Materiaal vaen dit isolaat werd. beschikbaar ge-
steld docr Dr. L. Bes, Instituut voor Plantenziektenkundig Onderzoek, Wageningen,
uit de door hem samengestelde collectlie van virussen van vlinderbleemige gewas-
sen (Bos, 1969). De in het onderzoek betrokken mutanten werden alle uit dit
Sb-isclaat verkregen.

Voor de karakterisering en de onderscheiding van wild-type CPMV en de daar-
van afgeleide mutanten werd gebruik gemaakt van de volgende toetsplanten: Vigna
unguioulgta (L.) Walp., rassen Blackeye Farly Ramshorn en Early Red en Phaseolus
vulgarts L,, rassen Scotla, Pinto, Beka en Noordhollandse Bruine. De eerste
twee bonerassen reageerden op inoculatie met CPMV met de vorming van lokale
lesies, de laatste twee rassen werden systemisch geinfecteerd. De rassen Scotia
en Beka werden alleen gebruikt in de eerste experimenten met mutant N3. Omdat
dazarna van deze bonerassen geen zaad meer verkrijgbasar was, werden zij in de
onderzoekingen met de overige mutanten vervangen door respectievelijk Pinto en
Noordhollandse Bruine.

In tabel 2.1 zijn de herkomsten van het zaad van de gebruikte ccwpea- en
bonerassen weergegeven,

De cowpeas en bonen werden rechtstreeks in stenen potten (diameter 12 cm)
gezaaid in gestoomde Trio potgrond, bestaande uit turf en zand, waaraan was toe-
gevoegd enige kunstmest. ledere pot bevatte 1-3 planten. Alleen van Early Red
werden soms 4 planten per pot gebruikt. De zaden van dit ras werden voor het
zaaien aangevijld om een betere kieming te verkrijgen.

De planten werden opgekweekt in de kas bij een temperatuur van 20-23C. e
relatieve luchtvochtigheid varieerde gewoonlijk tussen 50 en 93%.

In lente en zomer ontvingen de planten alleen daglicht. In de maanden ckto-
ber tot en mel maart werd sen daglengte van 16 uur bereikt door bijbelichting
met Philips HFI/T hoge druk kwiklampen of "TL" F/65W/33 buizen met een licht-
sterkte van 2000-4000 Lux ter hoogte van de geInoculeerde bladeren. Bij experi-
menten met temperatuurgevoelige isclaten werden de planten geplaatst in Sherer
klimaatkasten, model 253-6, bii temperaturen van 22° en 30°%C. De temperatuur-
schommelingen in de kasten besloegen ten hoogste 1°. De verlichting in de kasten
was met Sylvania F48 T12/CW/Ho bulzen en enkele gloeilampen tot een lichtsterkte
van 8000-12000 Lux ter hoogte van de geTnoculeerde bladeren. Inoculatie van de

planten had altijd plaats op de primaire bladeren en wel §-10 dagen na het zaai-
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Tabel 2.1. Herkomsten van het zaad van de gebruikte cowpea- en bonerassen.

Ras

Leverancier

Vigna wnguiculata
Blackeye Early Ramshorn

V. unguiculata
Early Red {PI 293506) =)

Phaseolus vulgaris
Scotia

P. vulgaris
Pinto (UI 111 en UI 114)

P, vulgaris

Beka en Noordhellandse Bruine

W. Atlee Burpee Co., Philadelphia Pa,
U.5.A.

Plant Intreduction Germplasm Resources
Laboratory, Agricultural Research Service,
UsDA, Beltsville Md., U.S.A.

Corneli Seed Company, St Louis Mi., U.S5.A.

Agricultural Extension Service, College
of Agriculture, University of Idaho,
Twin Falls Branch Fxperiment Station,
Kimberly Id., U.S.A.

Keninklijke Bloembellen—~ en Zaadhandel
van Tubergen B.V., Haarlem

#) Toen van het ras Larly Red geen zaad meer geleverd kon worden, werd dit ras
in Wageningen eenmalig vermeerderd. Het in Wageningen geteelde materiaal ver-
toonde dezelfde reactie als het uit Amerika ontvangen materiaal.

en, juist veordat het eerste secundaire blad zich ging ontplooien en het inter-

nodium daaronder zich strekte., Als slijpmiddel werd carborundumpoeder, grofte

500, gebruikt. V&6r het inoculeren werd iedere plant ter ondersteuning zan

pokendraad bevestigd met behulp van een anjerring. Inoculatie van grote partij-

en planten werd uitgevoerd met uitgekookte schuimplastic sponsjes, die slechts

cenmaal werden gebruikt. Moesten meerdere inccula leder op slechts enkele planten
worden geinoculeerd, dan gebeurde dit met glazen spatels, waarvan het afgeplatte
eind geruwd was. Wanneer voor het bereiden van de voor deze inoculaties benodigde
viruspreparaten stukjes blad moesten worden gehomogeniseerd dan werd dit gedaan
met behulp van de glazen spatels op geruwde horlogeglazen. Als buffer werd vcor
alle inocula gebruikt 0,01 M fosfaatbuffer pH 7.0.

Speciale zorg werd besteed aan het virusvrij msken van al het gebruikte
materiaal. Glaswerk werd voor het gebruik gedurende tenminste een nacht in een
droogstoof bij 140%¢ gehouden.

Wild-type virus en mutanten werden in stand gehouden door middel van
achtereenvolgende lokale-lesietransfers, eerst op Scotla en later op Pinte. De
gehomogeniseerde lesies werden mniet alleen op de lokale-lesiewaard, maar cck op
alle andere differentidrende waardrassen gelnoculeerd ter controle cp het behoud
van de specifieke eigenschappen en voor het opsperen van eventuele verontreini-
gingen. Van iedere mutant werden steeds drie isolaten aangehouden. Wanneer sen

isolaat verontreinigd bleek te zijn of anderszins niet voldeed aan de criteria
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werd het verwijderd en vervangen door een nieuw isolaat uit een der overige
twee.

Vecor het bewaren van isolaten gedurende langere tijd werd virusbevattend
plantemateriaal bewaard blj -20% of -35°C of gedroogd boven calclIumchleride,

zoals beschreven door Bos (1969).

2.2, Infectiositeitstoetsen

De infecticsitelt van viruspreparaten werd vastgesteld door middel van
lokale-lesietoetsen op primaire bladeren van Scotia- of Pinto-bonen. De bladeren
werden afgeplukt en langs de middennerf In twee gelijke helften gesneden. Na be-
stuiven met carborundumpoeder werden twee of drie druppels van de te toetsen
virusoplossing op iedere bladhelft gelegd en uitgestreken met schuimplastic
sponsjes. Na afspoelen met leidingwater werden de bladhelften in petrischalen
op vochtig filtreerpapier gelegd =n bij 19° en continue belichting geplaatst.

De lckale lesies werden na 4 of 5 dagen geteld.

Te toetsen virussuspensies werden meestal op 8, 10 of 12 linkerbkladhelften
getoetst. Op alle rechterbladhelften werd esen standaard Sb-inoculum gebracht
dat gemiddeld tussen 50 en 150 lckale lesies per bladhelft gaf. De infectiesi-
telten van de getoetste virusoplossingen werden met elkaar vergeleken op basis
van de totzle aantallen lesies op de linker helften, uitgedrukt als percentage
van de totale aantallen lesies op de corresponderende rechter controlehelften.

Soms werden virussuspensies rechtstrecks met elkaar vergeleken op blad-

helften, afkomstig van dezelfde plant.

2.3, Viruszuivering

Wild-type virus an de daaruit geIscleerde mutanten werden gezuiverd uit
gelnoculeerde primaire bladeren van Blackeye-cowpeas. De bladeren werden 12-14
dagen na incculatie geocogst en voordat zlj werden verwerkt bij ~20° of -35° be-
waard. Zulvering had plaats volgens de polyethyleenglycol-NaCl methcede, beschrer
ven door Van Kammen (1967),

De concentratie van het gezuiverde virus werd spectrofotometrisch bepaald,

waarbij als extinectlie van 1 wmg/ml virus bij een lichtweg van 1 cm en een golf-

lengte van 260 nm werd aangehouden EQBO = 3.1,
De mate van zulverheld van een preparaat werd voldoende geacht wanneer de
verhouding tussen maximum en minimum absorptie (E260/E24O) tenminste 1,37 was en

bij een golflengte van 320 nm geen of bijna geen extinctie meer werd gemeten.

Een dergeiijk preparaat gaf, gedurende de esrste maanden na zuivering, in de
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infectiositeitstoets in een concentratie van 0,5 ug/ml gemiddeld 50-150 lokale
lesles per bladhelft. Gezuiverd virus werd bewaard in 0,01 M fosfazatbuffer
pH 7.0 bij 2%c.

De verhouding van de T-, M- en B-componenten in preparaten van CPMV en
de geiscleerde mutanten werd zichtbaar gemaakt door centrifugering In een Spinco
analytische ultracentrifuge model E, uitgerust met Schlieren-optiek. De draai-

snelheid was 31.410 tpm.

2.4, Zuivering van M- en B-component

Scheiding van de componenten had plaats door centrifugering van gezuiverd
virus In lineaire 15-30% (w/w) sulkergradiénten in MSE zonerotoren B XIV en
B XXIX. De gradiénten werden gevormd met behulp van een MSE Automatic Variable
Cradient Former Z-100. Na het Inpompen van de gradiént werd de B XIV beladen
met ten hoogste 40 mg virus in 7 ml 7,5% (w/w) suikeroplossing in fosfaatbuffer.
Daarna werd nog 100 ml van sen 2% (w/w) suikeroplossing in fosfaatbuffer inge-
bracht om het viruspreparaat in gen dunne laag van gelijke dikte op enige afstand
van de rotoras te brengen. In de B XIV rotor werd 3 1/2 - 4 uur gecentrifugeerd
bij 30.000 tpm en een temperatuur van 8°0. De B XXIX rotor werd cop dezelfde
wijze beladen, met dien verstande dat ten hoogste 70 mg virus werd ingebracht.
Centrifugering in deze rotor was gedurende 17 uur met 23,000 tpm bij een tempe-
ratuur van 8°¢.

Na de centrifugering werden de gradiénten uit de rotoren gebracht door het
inpompen van een 40% (w/w) oplessing van consumptiesulker via de buitenzijde wvan
de rotor. De volgorde, waarin de componenten uit de rotor kwamen was daardoor:
T-, M- en B-component. De inhoud van de rotoren werd geleid door esen absorptie-
meter en gefractioneerd opgevangen. Aan de hand van de door de abscrptiemeter
weergegeven virusconcentratie in de fracties werden per component de verschil-
lende fracties bij elkaar gevoegd. M- en B-componenten werden uit de suiker-
oplossingen teruggewonnen met polyethyleenglycol en NaCl zoals beschreven door
Van Xammen (1967).

Na een eerste centrifugering met ongefractioneerd virus werd de M-component
nog 1-3 maal en de B-component nog 2-5 maal gecentrifugeerd in de zonerotor veoor
verdere zuivering. In het absorptiepatroon van de gradiént van de laatste rum
vertconde de piek, die de positie van de gezuiverde ccmponent aangaf, geen
scheuder en werd er geen abscrptie gemeten op de plaats in de gradiént waar de
complementaire component verwacht kon worden.

De concentratie van de gezuiverde componenten werd spectrofotometrisch be-

paald, waarbij voor M- en B-component respectievelijk 6,2 en 10,0 werden aange-
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houden als extinctie van 1 mg/ml bij een lichiweg van 1 cm en een golflengte
van 260 nm.

De mate, waarin de M- en Brcowponent vrij waren gemaakt van de complemen-—
taire nucleoprotelne-component werd vastgesteld door middel van lokale-lesie-
toetsen, waarin de infectliositeit van de preparaten van de afzonderlijke compo-
nenten vergeleken werd met die van een mengsel van deze preparaten. Daarbij was
iedere component in het mengsel in dezeifde concentratie zanwezig als in het
inoculum van ledere component afzonderiijk. De scheiding van de componenten werd
voldoende geacht wanneer het gemengde preparaat tenminste tien maal zoveel lesies
gaf als de afzonderlijke preparaten van M- en B-component samen. De B-component
bleek altijd nog een geringe restinfectiositeit te bezitten, hoewel door meting
van de absorptie in de laatste gradiént geen M-component meer kon worden aange-
toond. In concentraties van 2,5 )g/ml gaf de afzonderiijke B-compenent nog ten
hoogste 2 lokale lesies per Pinto-bladhelft. In de M-component kon bij deze
concentraties vrijwel geen infectiositeit meer worden aangetoond.

De gescheiden componenten werden hewaard bii 2°C in 0,01 M fosfaatbuffer
pH 7.0 of bij -20°C in 86% (v/v) glycerineoplossing in deze buffer. De prepara-

ten waren cnder deze omstandigheden niet langer dan enkele maanden houdbaar.

2,5. Bereiding van CPMV-RNA

RNA werd uit CPMV of uit de afzonderlijke M- en B-component gefxtraheenrd
met de fenol-cresol methode. Een oplossing van 2 mg/ml virus in 100 mM Tris,
5 mM EDTA, 50 m# NaCl, 2% aminosalicylzuur, 1% SDS en 0,1% macaloid, pH 2.0
werd gedurende 10 minuten bij kamertemperatuur geschud met sen even groot volu-
me van een oplossing bestaande uit 500 g fencl, 70 ml cresol, 0,5 g hydroxy-
quineline en 55 ml water., Na centrifugering gedurende 10 minuten bij 3000 tpm
in een tafelcentrifuge werd de waterfase afgepipetteerd en nogmaals uitgeschud
met fenol-cresol. Na opnieuw centrifugeren en afpipetteren werd het RNA uit de
waterfase neergeslagen met twee volumina ijskoude ethanol na toevoeging van
enkele druppels 2 & 3 M Na-acetaat. Na een verblijf van twee uur in de diep-
vries werd het geprecipiteerde RNA afgecentrifugeerd en drie maal gewassen met
70% ethanol, waaraan wWaren toegevcegd enkele druppels Na-acetzat. Het RNA werd
daarna opgenomen in RNase-vrije 0,01 M fosfaatbuffer pH 7.0 en iIngevroren In
porties van 0,1 ml. De fosfaatbuffer was gedurende 10 minuten geautoclaveerd
bij 12¢%C.

De concentratie van het RKA werd spectrofotometrisch bepaald waarbij
E = 24,0 werd aangehouden als de extinctie bij 260 nm golflengte en 1 cm

260
lichtweg van 1 mg/ml RNA.
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Al het te gebruiken glaswerk werd RNase-vrij gemazakt door het gedurende

tenminste 2 uur boven 140°C te verhitten en daarna afgedekt te bewaremn.

2.6. Mutagene behandeling met salpeterigzuur

De mutagene behandeling werd uitgevoerd met salpeterigzuur velgens Mundry
en Gierer (1958).

Virus werd gelncubeerd in een mengsel van 1 volume 1 M Na-acetaatbuffer
pH 5.0, 1 volume 4 M NaNO2 en 2 volumina virussuspensie In 0,01 M fosfaatbuffer
pH 7.0 blj constante temperatuur. Incubatle had plaats In een waterbad na uit-
voerige pre-incubatie van de ingrediénten bij de gewenste temperatuur. De virus-
concentratie varieerde per experiment.

RNA werd gefncubeerd met salpeterigzuur in een mengsel van 1 volume 2,5 M
Na-acetaatbuffer pH 4.2, 1 velume 2,5 M NaNO2 en 8 volumina RNA-oplessing wvan
500 of 600 pg/ml in 0,01 M fosfaatbuffer pH 7.0. De temperatuur was hierbii
steeds 22°C.

Bij behandeling van virus zowel als van RNA dienden mengsels, op overeen-
komstige wijze samengesteld met NaCl in plaats van NaNOE, als controle.

Uit de incubatiemengsels werden met tussenpozen meonsters genomen vocr het
bepalen van de infectiositeit. Om de mutagene reactie te stoppen werden de
monsters van virusbevattende reactiemengsels aangevuld met een gelijk volume
0,5 M NaQHPoq waardoor de pH op ongeveer 7 werd gebracht. Direct daarna werd
nog eens viiftigvoudig verdund met 0,01 M fosfaatbuffer pH 7.0 voor het verlagen
van de zoutconcentratie en het bereiken van een voor de infectiositeitstoets
geschikte virusconcentratie. Bij het bemensteren van reactiemengsels met RNA
werd vijfentwintig- of vijftigvoudig verdund in sen fosfaatbuffer met zodanige

molariteit en pH dat na de verdunning de pH op 7.0 kwam.

2.7. Isolatie van geinduceerde mutanten

Virus of virus-RNA dat zolang met salpeterigzuur geincubeerd was dat een
laag overlevingsniveau was bereikt, werd geInoculeerd op een groot aantal Pinto-
-planten of afgeplukte Pinte- of Scetia-bladeren in petrischalen. Wanneer uit
het aantal lesies dat ontstond bleek dat het overlevingspercentage 1% of lager
wag, werden de lokale lesies uitgesneden en werd het virus daaruit gelnoculeerd
op Pinto- of Scotia-bladeren in petrischalen voor een snelle toets op aanwezig-
heid van actief virus en voor vermeerdering van het virus op kleine schaal. Ver-
schenen op de bladeren lesies, dan werd virus uit een aantal van deze lesies

gelnoculeerd op een toetsplantensortiment voor het opspeoren van veranderingen

31




in de symptoomvorming en eventuele andere wijzigingen in de fenotypische eigen-
schappen van de isolaten. Werden inderdaad veranderingen aangetroffen die gedu-
rende enkele generaties reproduceerbaar bleken, dan werd het isolaat als mutant
in het cnderzoek betrokkemn.

Mutanten die na nitriet-behandeling werden gelisoleerd, werden aangeduid
met een volgnummer voorafgegaan door de letter N. Zij werden hierdcor onder-
scheiden van spontane mutasnten, die werden aangeduid met nummers, voorafgegaan

door de letter S.

2.8. Polyacrylamide-gelelektroforese

Van mogelijke mutanten werd het elektroforetische gedrag vergeleken met dat
van wild-type virus door middel van polyacrylamide-gelelektroforese. Virusbevat-
tend bladmateriaal werd ultgeperst en het onverdunde sap werd gedurende 5 minuten
tot 50°C verwarmd in een waterbad. Na afkoeling in smeltend ijs werd het sap
helder gedraaid bij 3000 g gedurende 20 minuten. Het supernatant werd, na toe-
voeging van elektroforese-buffer en glycerine, rechtstreeks op 3% polyacrylamide-
gels gebracht. Bereiding van de elektroforese-buffer en gels, elektroforese en
kleuring van de gels hadden plaats als beschreven dcor Geelen (1974).

De isolaten werden afzonderlijk en gemengd met het wilde type geélektrofo-
reerd. Cok het wilde type werd afzonderlijk geélektroforeerd. Door Geelen (1974)
werd beschreven hoe in CPMV de langzaam migrerende component als gevolg van pro-
teclytische activiteit kan worden omgezet in een sneller migrerende component.
Wanneer een dergelijke activiteit in verschillende mate in de preparaten van de
te vergelijken isolaten aanwezig is, kan dit aanleiding geven tot verschillende
posities in de gels van met name de langzame componenten, zonder dat er sprake
behoeft te zijn van verschillen in de corspronkelijke aminozuursamenstelling van
de desbetreffende manteleiwitten. Om dergelijke niet-genetisch bepaalde verschil-
len in elektroforetisch patroon te vermijden werd, ter verkrijging van de ge-
mengde preparaten, bladmateriaal met het fe toetsen isolaat vbbr extractie van

het sap gemengd met bladmaterizal dat het wild-type virus bevatte.
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3. De mutagene reactie

Salpeterigzuur i1s een efficiént en eenvoudig toe te passen mutageen voor
plantevirussen (Hennig en Wittmann, 1972; Singer en Fraenkel-Conrat, 1974}, In
de reactie met HNO2 worden de vrije amincgrcepen van de basen van het nucleIne-
zZuur vervangen door CH-groepen. Cytosine verandert daardcor rechtstreeks in
uracil. Uit adenine ontstaat hypoxanthine. Omdat hypoxanthine ziech bij de base-
paring gedraagt als guanine zal deze desaminering bij de replicatie leiden tot
inbouw van guanine in de plaats van de veranderde adenine. Desaminering van
guanine geeft xanthine, dat evenals guanine paart met cytosine, zodat hierdoor
geen vervanging optreedt.

Verandering, respectievelijk vervanging wan basen van het virus-RNA door
salpeterigzuur betekenen veranderingen in de genetische informatie: het zijn
puntmutaties. Waarneembare geveolgen hebben deze mutaties wanneer zij letaal zijn
of wanneer zij resulteren in een weliswaar levensvatbaar maar in fenotype ver-
anderd virus. In het laatste geval is er een mutant ontstaan.

Naarmate virus of virus-RNA langer met HNO, wordt gelncubeerd, zullen er

gemiddeld per ENA meer mutaties optreden. Een diel daarvan is letaal, zodat een
viruspreparaat met toenemende Incubatietijd verder geInactiveerd zal worden. Ock
- de niet-letale mutaties zullen echter in aantal toenemen, waardocr de frequentie
van de mutanten met veranderd fenotype onder de overlevenden groter zal worden
{Mundry en Gierer, 1958). Het zceken naar mutanten, na behandeling van virus met
salpeterigzuur, kan daarom het meest efficiént gebeuren bij lage overlevings-
niveaus.

Voor CPMV werd de kinetiek wvan de inactivering door salpeterigzuur onder-
zocht om vast te stellen onder welke incubatie-omstandigheden en na hoeveel tiijd
een bepaald laag overlevingsniveau berelkt kan werden. Voor het aanbrengen van
mutaties in slechts &&n van de beide gencomdelen van CPMV is het nodig M- en
Bwcomponent apart met salpeterigzuur te behandelen. DPaarom werd ook de kinetiek
van de inactivering der afzonderlijke M- en B-component onderzocht.

De inactiveringssnelheid van gelsoleerde plantevirus-RNA's is vaak niet
dezelfde als die van de intacte virussen (Schgal en Krause, 1968; Schgal, 1973;
Robinson, 1973), Hetzelfde geldt voor de frequentie waarin levensvatbare mutan-
ten optreden (Sehgal en Krause, 1968). Met het oog hierop werd cok vocor CPMY na-
gegaan hoe de inactivering van het RNA verloopt, zowel voor ongefractioneerd
RNA als voor M- en B-RNA afzonderlijk.

Een vergelljking werd gemaakt van de aantallen mutanten die gelsoleerd

konden worden na behandeling van virus en van virus-RNA met salpeterigzuur.
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3.1. Inactivering van virus en van de nucleoproteine-componenten afzonderlijk

Tijdens de reactie van virus met HNO2 was de virusconcentratie in het
reactiemengsel 50 ug/ml. Bij de bemonstering werd in totaal honderdvoudig ver-
dund tot een concentratie van 0,5 ug/ml. Niet gelnactiveerd virus gaf in deze
concentratie gemiddeld tussen 50 en 150 lokale lesies per Pinto-bladhelft, zodat
de door de verschillende monsters vercorzaakte aantallen lokale lesies signifi-
cant en goed telbaar waren.

De temperatuur tijdens de incubatie bleek een niet onbelangrijk effect te
hebben op de reactiesnelheid. De incubatietijd bij pH 5.0, nodig voor het berei-
ken van 1% overleving was bij 20%¢ ongeveer 16 minuten en bij 25% cngeveer 9
minuten. Bij de iIn deze paragraafl besprocken experimenten werd 23°¢ als incubatie-
temperatuur aangshouden.

De desamineringsreactie verloopt met behulp van HNOQ—moleculen. De snelheid
van de reactie is afhankelijk van de HNOQFCOHCEHtPatie en deze hangt weer af van

de concentratie van de natriumnitriet en de pH van het reactiemengsel. Voor de
NaNog]

Antilog(pH-pK}+1l

relatie geldt de formule [HN02] = , waarin de pK van HNO, op

3,4 gesteld kan worden (Dussault et al., 1970}.

Bij pH 5.0 werd het 1% overlevingsniveau bereikt in ongeveer 12 minuten
(Fig. 3.1). Bij pH 5.4 was hiervoor een incubatietijd van tenminste 25 minuten
nodig. Voor de behandeling van virus werd een pH van 5.0 gekazen. Bij lagere
pH's trad precipitatie van het virus op.

Cm de kinetiek van de inactlvering der afzonderliike componenten vast te
stellen, werden de gezuiverde M- en B-compeonent apart met NaNO2 gefncubeerd. De
virusconcentratie in de reactiemengsels was daarblj steeds 60 pg/ml. Omdat de
componenten alleen niet Infectieus zijn, mecest voor de infectiositeitstoets de
andere ccmpenent worden toegevoegd. Dit werd gedaan door de complementaire com-
ponent op te nemen in de fosfaatbuffer, waarmee de monsters uit het reactie-
mengsel werden verdund.

De inactiveringscurven voor de M- en de B-component zijn opgenomen in
Fig. 3.1. De M-compenent werd duidelijk minder snel gefnactiveerd dan de B-com-
ponent, die op zijn beurt weer iets minder snel zijn activiteit verloor dan on-
gefractioneerd virus. Dat het infectiositeitsverlies van compleet virus sneller
verleopt dan dat van de afzonderliike componenten kan verklaard worden uit het
feit dat het bij virus gaat om een gecombineerd effect cp beide componenten
tegelijk.

De inactiveringscurves verliepen niet geheel recht, zoals verwacht mocht

worden voor een reactie van virus-RNA met HNOQ, die een kinetiek van de eerste
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Fig. 3.1. Inactivering van CPMV en var M- en B-component afzonderlijk onder
invloed van 1 M NaNQ, bij pH 5.0 en 237C.

&—@ CPMV in Nafl (controle)
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OD——0 M-component in NaNO2

O——O0 B-component in NaNO2

orde heeft (Schuster en Schramm, 1958). De afbuiging sugpercerde een in de tijd
afnemende reactiesnelheid. Tijdens de reactie werd geen verandering van de pH
geconstateerd en de overmaat HNO2 ten opzichte van het aanwezige RNA was zo
groot, dat in de relatief keorte Incubatietijd veranderingen in de hoeveelheid
beschikbaar salpeterigzuur geen rol konden spelen bij een eventusle verandering
van de reactiesnelheid.

Voor de afzonderliike M- en B-componenten kan de afbuiging van de curves
ook niet verocrzaakt zijn door het benaderen van de restinfectiositeit van de
toegevoegde, niet behandelde componenten. De toegevoegde M~component bezat, in
de gebruikte concentratie, In het geheel geen restinfecticsitelt. De restinfec-
tiositeit van de toegevoegde B-component was lager dan de infectiositeit die

Let mengsel van deze B-componert en een tot op 1% overleving geInactiveerde
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M-compenent zou hebben. Mogeliik hangt de afbuiging van de voor virus en nucleo-
protelne-componenten gevonden curves samen met een effect van de hehandeling op

het manteleiwit (zie 3.4).

3.2. Inactivering van virus-RNA en van M- en B~RNA afzonderlijk

Virus-RNA werd in de reactie gebruikt in een concentratie van 300 pg/ml.
Afhankelijk van de infectiositeit van de RNA-preparaten werd bij een bemcnstering
25 of 50-voudig verdund. Deze verdunningen leverden inoculum-concentraties op,
die in de infectiocsiteitstoets goed telbare leszies gaven.

Omdat bij pH 5.0 en 1 M NaNO, het RNA precipiteerde, werd de reactie uitge-
voerd in 0,25 M NaNO2 bij pH 4.2. Onder deze omstandigheden bleek een rvelatief

langzame inactivering van virus-RNA op te treden (Fig. 3.2A). Het niveau van 1%
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Fig. 3.2. Inactivering van CFMV {(A) en CPMV-RNA (B) onder invlged van NaNOZ.
CO———0 CPMV-RNA in NaCl (controle)

O——C CPMV-RNA in NaNO

B—8 CPMV in NaCl (controle)

& ——@ CPMV in NalO

2
overleving werd pas bereikt in 110 minuten. Wanneer gelncubeerd werd met NaCl
in plaats van NaNO2 werd geen Inactivering in de tijd gevonden.
De voor virus-RNA gevonden inactiveringssnelheid was niet zonder meer te

vergelijken met die van het virus (Fig. 3.1). Zowel de concentratie van het
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HNO2 als de hoeveelheid aanwezig RNA waren in beide gevallen verschillend. Om
toch een vergelijking mogelijk te maken, werd virus ook behandeld onder zodanige

omstandigheden dat hoeveelheden HNO, en RNA gelijk waren zan die bij de reactie

met RNA. Omdat virus geIncubeerd mozst werden bij pH 5.0 om precipitatie te
voorkomen, moest de NaNO2—concentPatie op 1,4 M gebracht worden om de HNOQ“COn—
centratie dezelfde waarde te geven als bij behandeling van het RNA. De viruscon-
centratie in het reactiemengsel werd gebracht op 1000 ug/ml, hetgeen overeenkomt
met een RNA-ceoncentratie van congeveer 300 ug/ml. Zoals blijkt uit Fig. 3.2B ver-
liep de inactivering van virus ock cnder deze cmstandigheden zeer veel sneller
dan de inactivering van het RNA. Het overlevingsniveau van 1% werd bereikt in

7 minuten. Incubatie met NaCl in plaats van NaNO2 bij dezelfde zoutconcentratie
en pH leidde niet tot infectiositeitsverlies.

Nagegaan werd of het verschil in inactiveringssnelheid, dat bleek te be-
staan tussen M- en B-component (Fig. 3.1}, ook gevonden kon worden bij behande-
ling van het RNA uit die ccmponenten. Daartoe werden de RNA's gelsoleerd uit
gezuiverde componenten. De RNA's werden afzonderlijk in een concentratie van
400 ug/ml geincubeerd met NaNO2 zoals beschreven voor ongefractioneerd RNA, De
op verschillende tijdstippen genomen monsters werden zodanig verdund, en zoveel
RHA van de complementaire component werd tcegevoegd dat de inocula voor de in~
fectiositeitsbepaling 16 ug/ml M~RNA en 32 ug/ml B-RNA bevatten.

De resultaten van deze toets zijn weergegeven in Fig. 3.3. Daarin zijn ook
zangegeven de niveaus van de restinfectiositeiten van de toegevoegde RNA's.,

De infectiositeit van het M~RNA nam met relatief geringe snelheid af. Na
3 uur was het niveau van de restinfecticsitelt van het toegevcegde B-RNA nog
lang niet bereikt. Het B-RNA werd veel sneller gefnactiveerd. De in het begin
van de proef optredende inactivering verliep voor B-RNA ongeveer vier tot zes
maal zo snel als voor M-RNA. Na ruim 2 uur was het nlveau van de restinfectiosi-
teit van het toegevoegde M-RNA nagenceg bhereikt, d.w.z. dat het behandelde
B-RNA preparaat zelf geen of nog slechts zen zeer geringe activiteit hezat.

Dat de voor het B-RNA gevonden inactiveringssnelheid in de loop van het
experiment lijkt af te nemen, is waarschijnlijk een gevolg van het felt dat de
restinfectiositeit van het toegevoegde M-RNA in geleidelijk toenemende mate een

rol speelt bij het veroorzakea van lesies.

3.3. Aantallen mutanten

De experimenten, uitgeveerd ter verkrijging van mutanten, leverden enkele

kwantitatieve gegevens op die een vergelijking mogelijk mzken tussen de aantal-

37



1007

percentage overleving

T T T

1 45 90 135 180
incubatietijd {min)

Fig. 3.3. Inactivering van M-RNA en B-RNA onder invloed van NaNO
O~——-a0 M-RNA in NaNQ
O——oO B-RNA in NaNO
&—8 niveau van de restinfectiositeit van het toegevoegde M-RNA
®—® niveau van de restinfectiositelt van het toegevoegde B-RNA

20

len mutanten die kunnen worden geIscleerd na behandeling van intact virus en
gelscleerd RNA met salpeterigzuur.

In een experiment met intact virus werd 50 ug/ml virus gedurende 45 minuten
gelncubeerd in 1 M NaNQ, bij pH 5.0. Inoculatie van het aldus behandelde virus
op intacte Pinto-planten gaf gemiddeld 1 lokale lesie per 17 bladeren, hetgeen
in dit geval neerkwam op een overlevingspercentage van ongeveer 2,016%. In to-
taal werden 28 lesies gevonden. Virus uit elk der lesles afzonderliik werd ge-
toetst op veranderde fenotypische eigenschappen. In tahel 3.1 is weergegeven
hoeveel van deze 28 isolaten in Pinte- en Blackeye-planten gewijzigde symptomen
gaven. Van twee isolaten was het lesietype op Pinto gewijzigd. Twee andere iszo-

laten vertoonden alleen op Blackeye veranderde symptomen. Drie iseclaten tenslotte




Tabel 3.1. Aantallen mutanten, geIsoleerd na behandeling van CPMV en CPMV-RNA
met salpeterigzuur.

CPMV CPMV-RNA

Overleving Totaal Overleving

0,016% 0,005% 0,02% O0,06% 0,12%
aantal getoetste
isolaten 28 25 4 1 1 19
isolaten zonder
verandering 21 12 1 1 1 9
mutanten met;
veranderd lesie-
type op Pinto 2 g 2 a 0 7
veranderde lckale
symptomen op Blackeye 2 0 0 0 0 0
veranderde lesie-type
cp Pinto en veranderde
lckale symptomen op
Blackeye 3 4 1 4 0 3

gaven ¢p beide waardplanten andere symptomen. Fenentwintig isolaten vertoonden
geen wijzigingen in de symptomen.

Uit vier experimenten met CPMV-RNA, onder condities als beschreven in 3.2,
werden bij overlevingsniveaus van 0,12% en lager in totaal 25 isolaten verkre-
gen. Hiervan hadden negen isclaten veranderde lokale lesies op Pinte en 4 isola-
ten hadden zowel een ander lesietype op Pinto als veranderde symptomen op
Blackeye. Twaalf isoclaten weken niet af van het wilde type (Tabel 3.1},

Vergelijking van deze aantallen mutanten toont aan dat, hoewel het overle-
vingsniveau na RNA-behandeling gemiddeld hoger was dan na behandeling van intact
virus, RNA-behandeling toch in een hogere frequentie van mutanten cnder de over-
levende isolaten resulteerde.

Zowel na behandeling van virus als van RNA, werden op Pinte vlekken zange-
troffen waaruit geen infectleus virus kon worden geéxtraheerd. Deze vlekken had-
den echter geen van alle een duidelijk lesiekarakter en het is mogelijk dat zij
deor andere ocorzaak als door virusinfectle waren ontstaan. Er werden dus geen
positieve sanwijzingen verkregen voor het optreden van labiele mutanten die
manteleiwit vormden, dat als gevolg van cen of meer mutanten niet meer functio-
neel was,

In totaal werden 77 na mutagene behandeling verkregen isclaten door middel
van polyacrylamide~gelelektroforese met het wilde type vergeleken. Daarbij werd
geen enkel isolaat aangetroffen dat een afwijkend elektroforetisch gedrag had.

Ook op deze wijze werden dus geen manteleliwit-mutanten gevonden.
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3.4. Discussie

De inactivering van CPMV onder invloed van salpeterigzuur verloopt, in ver-
gelijking met die van andere plantevirussen, zeer snel. CEMV-RNA wordt bovendien
onder vergelijkbare cmstandigheden veel langzamer gelnactiveerd. De vraag dringt
zich op of de corzaak van de inactivering van intact virus wel uitsluitend ge-
zocht moet worden in de desaminering van basen van het nucleInezuur.

Bij tabaksmozalskvirus (TMV) verliest het RNA smeller zijn activiteit dan
het intacte virus, hetgeen geweten wordt zan de afwezigheid van de beschermende
werking die de eiwitmantel heeft tegen letale mutaties (Schgal en Krause, 1968},
Met name de desamineringen van guanine-basen, die bij TMV letaal zijn, zouden
door de aanwezigheid van het manteleiwit worden voorkomen (Schuster en Wilhelm,
1963).

Bij scuthern bean mosaic virus (SBMV) bestaat cen situatie die met die bij
CPMV vergelijkbaar is. SBMV verliest sneller zijn infectiositeit dan SBMV<RNA
(Sehgal, 1973]. Na behandeling van een viruspreparaat met HN02 bleek het eiwit
moellijker van het RNA te verwijderen te zijn dan zonder HNO2"behandeling het
geval was. Verondersteld werd, dat salpeterigzuur een effect op het manteleiwit
heeft waarvan het gevolg zou zijn dat ontmanteling na binnendringen in de waard-
cel bemoelllikt of verhinderd werd. Dit zou resulteren in een extra afname van
de infectiositelt.

Eenzelfde verschil tussen de inactiveringssnelheden van RNA en van intact
virus als bij CPMV en SBMV werd gevonden bij behandeling van poliovirus met
salpeterigzuur (Boey&, 1959). Opvallend was dat ook bij behandeling van dit
RNA~virus de curve vecor virus een afbuiging vertconde en die veoor het RNA niet.
In dit geval werd dit beschouwd als een aanwijzing dat het bij intact virus ging
om @en 'multiple hit' curve, die esn effect op het manteleiwit suggereerde.

Het Is denkbaar dat ook bij CPMV de snellere inactivering van het intacte
virus een gevolg is van een verandering van het manteleiwit. Het relatief geringe
aantal mutanten dat ondanks een zeer laag overlevingsniveau na behandeling van
intact virus gelsoleerd kan worden, wijst ook in die richting. Het lage overle-
vingsniveau zou, anders dan bij RNA, slechts ten dele te wijten zijn aan letale
mutaties In het RNA., Het relatief minder optreden van letale mutaties zou ook
inhouden dat relatief minder niet-letale mutaties voorkomen, hetgeen dus een
lagere mutantenfrequentie betekent.

Yoor het opsporen van mutanten is evenwel een hoge mutantenfrequentie ge-
wenst. Behandeling van RNA verdient daarom de voorkeur boven behandeling van

intact virus.
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Tussen M-RNA en B-RNA hestaat een opvallend grecot verschil in inactiverings-
snelheid (Fig. 3.3). Omdat op gewichtsbasis gelijke concentraties van beide
RNA's in de reactiemengsels werden aangehouden, kan een deel van het verschil
worden toegeschreven aan de grotere ketenlengte van het B-RNA. De melecuulge-
wichten van M- en B-RNA zijn respectievelijk 1,37 en 2,02 x 106 D en de basen-
samenstelling van de beide RNA's Is nagenoeg gelijk (Geelen, 1874). Het ver-

schil in de lengten der moleculen kan dus ten hocgste verantwoordelijk zijn voor
1,37
2,02
echter veel groter is, moeten er nog andere omstandigheden zijn die het verlies

een factor = ca. 1,5 verschil in iInactiveringssnelheid. Omdat het verschil

van infectiositeit belnvlceden. Als zodanlg kunnen worden gencemd:

a. Een onder de omstandigheden van incubatie met nitriet grotere interne base-
paring in het M-RNA dan in het B-RNA, Aminogrcepen die zijn betrokken bij
de vorming van waterstofbruggen zijn niet beschikbaar veor de reactie met
HNOz, waardoor desaminering van de desbetreffende nuclectiden niet kan op-
treden.

b. De desamineringen die letaal zijn, vormen in het M-RNA een kleinere fractis
van het totaal aantal mogelijke desamineringen dan in het B-RNA, Een rela-
tief kleiner azntal letale mutaties zou kunnen samengaan met een relatief
groter aantal niet-letale mutaties.

Voor het B-RNA werden bij polyacrylamide-gelelektroforese onder denaturerende

en onder niet-denaturerende omstandigheden molecuulgewichten bepaald van respec-

tievelijk 2,02 en 2,5 x lO6 D. Voor het M-RNA werden waarden gevonden van res-

pectievelijk 1,37 en 1,45 x lO6 D (Reynders et al., 1874), Het verschil tussen
de voor het B-RNA gevonden waarden is groter dan het verschil tussen de waarden
veor het M-RNA. Dit wijst er op, dat de secundaire structuur van het B-RNA
groter is dan die van het M-RNA, Dit plelt tegen een verklaring als conder a ge-
geven.

Verder wijst de naar verhouding hoge frequentie, waarmee mutaties in het
M~RNA worden aangetroffen meer op een mechanisme als gencemd onder b. Het is
waarschijnlijk, dat een eventuele interne baseparing niet-letale mutaties in
dezelfde mate verhindert als letale mutaties. Het M~RNA blijkt echter bij de
gaconstateerde geringe inactiveerbaarheid toch een hoge mutabiliteit te bezitten.
Van vijf mutanten, dfe na nitriet-behandeling van ongefracticneerd RNA waren
gelsoleerd, werden de mutaties gelokaliseerd. Al deze mutanten bleken M-mutaties
te bevatten, terwijl in slechts twee der mutanten B-mutaties werden aangetrof-
fen.

Deze lagtste bevinding toont zan dat het voor het verkrijgen van mutaties

in het M-RNA niet nodig is dit RNA afzonderliik te behandelen, ondanks het feit
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dat bij gezamenlijke incubatie van M- en B-RNA het M~RNA een relatief hoog
overlevingsniveau zal hebben. Het apart behandelen van de RNA's uit de componen-
ten heeft trouwens als praktisch nadeel dat het onbehandelde complementaire RNA
naderhand toegevoegd moet worden veor het verkrijgen van lokale lesies. De rest-
infecticsiteit in dit toegevoegde RNA zal verantwoordelijk zijn voor esn deel
van de ontstane lesies, Dit deel zal groter zijn naarmate de overleving van de
behandelde component geringer is. In dit geval geldt dus niet meer dat de fre-
quentie waarmee mutanten worden aangetroffen, groter wordt bij verdergaande in-

activering.
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4. Isolatie en karakterisering van de mutanten

In beginsel kunnen alle biologische en chemische verschillen tussen stam-
men van een virus met een gedeeld genoom diemen om verschillen In genetische
informatie te lokallseren in de genoomdelen.

De in dit onderzecek betrokken varianten van de gele stam van CPMV werden
alle als afwijkend herkend en gekarakterisecerd op basis van afwijkingen in de
lokale en systemische symptcomvorming op de gebrulkte differentiérende waard-
planten.

In dit hoofdstuk zijn beschreven isclatie en biclegisch gedrag van de mu-
tanten en, ter vergelijking, ock de elgenschappen van het wilde type. Zowel
kunstmatig gelnduceerde als natuurlijk vocrkomende mutanten zijn beschreven.
Ten behoeve van een goede vergelijkbaarheid zijn de docr het wilde type en de

mutanten veroorzaakte symptomen samengevat in een tabel (Tabel 4.1].

4,1. Wild-type CPMV
FPhaseolus vulgaris, rassen Scotia en Pinto. »

Deze bonerassen reageerden op incculatie met Sb met de vorming van necro-
tische lokale lesies. Op afgeplukte hladeren in petrischalen verschenen de lesies
na 3 dagen als kleine gebledjes, waarbinnen de nerfjes bruin gekleurd waren. Ge-
durende de periode van waarneming, dat Is tot 6 dagen na inoculatle, bleven de
tussenliggende bladmoescellen groen. De diameter van de lesies was op Scotla
maximaal 2 mm en op Pintc maximaal 3 mm.

De primaire bladeren van Scotia werden alleen in petrischalen gebruikt.

In de primaire bladeren van Pintc aan de plant hadden de lesies aanvankeliik
hetzelfde karakter als in afgeplukte bladeren. Later, wanneer de lesies zich niet
meer ultbreidden, ontwikikelde zich een donkerbruine randzone met daarbinnen veol-
ledig genecrotiseerd, lichtbruin weefsel. De diameter der lesies cop Finteo werd
maximaal 4 mm.

Buiten de lesies kwam geen virus in het blad voor. Homogenaten van blad-
ponsjes, gsnomen uit weefsel tussen de lesies, bleken niet Infectieus te zijn,
ook niet wanneer gehomogeniseerd werd in tien maal zo weinig buffer als gebruike-
1ijk was voor ponsje= met lesies. Verschijnselen van systemische infectle decor

CPMV kwamen nooit wvoor in Pinto.

Phaseolus vulgaris, rassen Beka en Noordhollandse Bruine.

Deze bonerassen reageerden met gelijke symptomen op inoculatie met CPMV.

De lokale symptomen bestonden uit zich langzaam uitbreidende ronde chlero-
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Tabel 4.1. Symptcmen van wild-type CPMV (Sb) en de daarvan afgeleide
mutanten op vier differentiérende waardrassen. Voor iedere
mutant is de beschrijving van de symptomen op de voornaam-
ste differentifrende waard omlijnd,

Isolaat

FPhaseolus vulgaris
c.v. Pinto

P. vulgaris c.v.

Noordhol landse Bruine

lokaal

systemisch

Wild-type
Sb

s1

S8

N3

N57

N123

N163

N140

N1lu2

515

N158

N172

necrotische lokale
lesies met bruine
rand, diam. 1-4 mm.

als Sb

als Sb

necrotische lokale le-
slies met bruine rand,
diam. 0,5%2,5 mm,.

als Sb

chlorotische vlek-
ken en nerfnecrose,
verspreide necrose

als Sb

als Sb

nerfnecrose en
nerfmozaliek,
misvorming der
blaadjes

als &b

als Sb

als Sbh, maar symp-
tomen zich minder
snel ontwikkelend

gean svmptome

als Sb

geen symptomen)

bruine, necrotische
lokale lesies,
diam. 0,5-1 mm.

witte, weinig ne-
crotische lokale
lesies, diam. 0,5-1
mm.

chlorotische lokale
lesies, wel met
enige nerfnecrose
maar zonder bruine
rand, diam. 1-3 mm.

chlorotische lokale
lesies met weinig
nerfnecrose en
zonder bruine rand,
diam. 0,5-2,5 mm.

necrotische lokale le-
sies met bruine rand,
diam. 0,5-2,5 mm.

witte, weinig ne-
crotische lokale
lesies, diam.
0,5~1,5 mm.

bruine, weinig
necrotische lokale
lesies, diam.
0,5-1 mm.

zger kleine chloro-

geen symptomen

tische vlekjes, later

necrotisch, necro-
tische nerfgedeelten

kleine, chloroti-
sche vlekken,
weinig nerfchlo-
rose, geen necrose

nerfmozalek en
geeD necrose,
weinig mis-
vorming




Vigna unguiculata c.

V.

Blackeye Early Ramshern

lokaal

systemisch

V. unguiculata
c.v. Early Red

lokaal

systemisch

chlorotische vlek-
ken, diam. 1-3 mm.

zwak chlecrotische
viekken, diam.
1-3 mm-

als 5b

als Sb {produktie
van relatief veel
topcomponent )

zwalk chlorotische
vlekken, diam.
1-3 mm.

zeer kleine, opper-
vlakkige licht-
groene vlekjes,
diam. < 0,5 mm.

zwak chlorotische
vlekken, diam.
1-2 mm.

fijn geel-groen
mozalek

necrotische bruine
lokale lesies,
diam. 0,5-1 mm.

gesn symptomen

Tijn licht- en
donkergroen
mozaiek

zesr zwak chloro-
tische vlekken,
diam. 1-2 mm.

fijn licht- en
donkergroen mozaiek

als 3b

als Sb

fijn licht- en
donkergroen
mozalek

geen symptomen

als 5b

bruine necrotische
lckale lesies, diam.
0,5-1,5 mm., necrose

sterk geel-groen
mozalek, necrose,
afsterven van de
plant

geen symptomen

geen sympftomen

geen symptomen

geen symptomen

zwak chlorotische

fiin licht~ en

vlekken, diam. donkergroen
0,5-2,5 mm. mozalek
22° awak chloroti- zeer fijn iicht-
sche vlekken, en donkergroen
diam. 0,5-1,5 mozaiek
mm.
30° geen symptomen geen symptomen
22° geen symptomen geen Symptomern
(geringe virus-
produktie)

307 geen symptomen
(geen virus-
produktie)

geen symptomen

geen symptomen

bruine necrotische
lokale lesies,
diam, < 0,5 mm,

witte, necrotische
lokale lesles, diam.
0,5-1 mm,

zeer zwak chleoreti-
sche vlekken, diam.
1-2 mm.

bruine, necrotische
lokale lesies, diam,
0,5-1 mm.

witte, necrotische
lokale legies, diam.
< 0,5 mm.

witte necrotische
lokale lesies, diam.
< 0,5 mm.

geen symptomen

geen symptomen

geen symptomen

fijn licht- en
donkergroen mozalek

geen symptomen

geen symptomen

geen symptomen
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tische vlekken, waarbij de chlorose zich voortzette in de zangrenzende nerven.
Later trad een verspreide necrose op in de chlorotische bladgedeelten en in de
grotere nerven aan de basis van de bladschijf.

Systemische infectie bleek uit het necrotiseren van kleine nerfgedeelten
in de drietallige bladeren. De blaadjes groeiden daardcor plaatselijk niet uit
en waren krom en ingesncerd. Vaak trad ook een mozalek op van stervormige vlek-

ken als gevolg van plaatselijke chlorose van de kleinere nerven.

Vigna wrguiculata, ras Blackeye Early Ramshorn.

Bij kastemperatuur (20—23°C) ontstonden op de geinoculeerde primaire blade-
ren ronde, vaag begrensde chlorotische vlekken met een diameter van 1-3 mm. In
de secundaire bladeren ontwikkelde zich een betrekkelijk fijn, geelgroen mozalek,
waarvan de hevigheld per blad sterk kon variéren. De blaadjes waren niet of
slechts weinig misvormd.

Bij hogere temperatuur (30°) waren de vlekken op de primaire bladeren min-
der chlorotisch dan bij 22°. Bovendien verdwenen zij vanaf de 5e of 6e dag ge-
leidelijk. Het systemische mozalek was bij hegere temperatuur meestal heviger

dan bij lage temperatuur en de blaadjes waren lets meer misvermd.

Vigna wunguiculata, ras Early Red.

De lokale symptomen bestonden uit bruine necrotische lesies met een dia-
meter van 0,5-1 mm. De lesies waren ock aan de onderzijde van het primaire blad
duidelijk zichtbaar als bruine vlekjes.

Systemische symptomen traden wel op met wisselende frequentie maar werden

verondersteld te zijn vervorzaakt deor afwijkende virusstammen (zie 4.2).

De beschreven symptomen zijn die, welke dcorgzans werden aangetroffen. Variaties
traden vaak op. Zo konden lesies op Pinto minder necrotisch uitvallen; de lokale
lesies in Early Red cowpeas waren soms kleiner dan normaal en voor een deel wit
in plaats van bruin. In volgende transfers traden echter altijd weer de beschre-
ven beelden op, zodat aangencmen mag worden dat de variatie vercorzaakt werd

door niet nader te defini8ren wisselingen in uitwendige omstandigheden.

4.2, Spontane mutanten, gekarakteriseerd op Early Red

Inoculatie van Early Red met wild-type virus in hoge concentratie resul-
tesrde vrijwel altijd in een heterogene reactie. Op de geinoculeerde primaire
bladeren van alle planten verschenen de voor Sb karaskteristicke lokale lesies.

Voor vele planten waren deze lesies het enige symptoom van virusinfectie. Een
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aantal planten echter vertoonde na verloop van tijd symptomen van systemische
infectie. Sporadisch werden planten waargencmen die een systemisch mezafek ont-
wikkelden. Bij een groter deel der planten necrotiseerden de blaadjes van het
eerste of tweede secundaire blad. Deze blaadjes vielen spoedig af. Verdere uit-
groei van de hoofdstengel stopte dan en de okselknoppen van primaire en secun-
daire bladeren en van kiemlobben liepen uit. Dit kon zich herhalen in de nieuwe
scheuten waardoor een heksenbezemachtige groel ontstond.

Deze cntwikkeling van heksenbezems trad veoldoende vaak op om daarin een
dosiseffect van het inoculum te herkennen. Bij zeer lage inoculumconcentraties
trad het verschijnsel niet op, bij zeer hoge concentraties vertoonden bijna
alle planten deze symptomen. Deze concentratie-afhankeliikheid wees op een hete-
rogeniteit van de viruspopulatie,

Inderdaad was het mogelijk om door herhaalde transfer van virus ult syste-
misch geilnfecteerde delen van Early Red-cowpeas met specifieke symptomen twee
stammen te isoleren, die repreduceerbaar van elkaar en van het wilde type ver-
schilden in de sympteoomvorming. De stam die gelscleerd werd uit Early Red plan-
ten met het eerdergencemde mozalek werd aangeduid als 81, De stam uit planten

met necrose en heksenbezemgroei werd S8 genoemd.

4,2.1, 81

In de bonerassen Pintc en Noordhollandse Bruine werden geen reproduceerbare
verzchillen tussen het wilde type en S1 waargencmen.

Tn Blackeye waren de door S1 verocorzaakte vlekken in de geinoculeerde pri-
maire bladeren zwakker chlorotisch dan die van de uitgangsstam. Het systemische
mozalek van S1 in dit cowpearas was ook milder.

In EBarly Red, de belangrijkste differentiérende waard voor S1, bestonden de

lokale symptomen van deze stam uit vaag begrensde, zeer zwak chlorotische viek-

ken. Sommige planten vertocnden na enige tijd ook verspreide oppervlakkige necrose

aan de geinoculeerde bovenzijde van het blad. De systemlsche symptomen bestonden
uit een fijn, lichtgroen mozalek met enige bobbeling van de bladschijf en een
lichte golving van de bladrand.

S1 kon worden gezuiverd ult de primaire bladeren van Blackeye. De in verge-

1lijking met Sb lage opbrengsten weersplegelden de mildere lokzle symptomen. In

drie zuiveringen werd uit in totaal 555 gram bladmateriaal 118 mg virus verkregen.

Deze opbrengst was ongeveer een vijfde van dile, welke gewocnlijk veoor Sb werd
gevonden.

De specifieke infectiositeit van gezuiverd S1 was niet duidelijk anders dan
die van gezuiverd Sb. Bij centrifugering in de analytische ultracentrifuge bleek

er tussen Sb en 51 geen opvallend verschil in cemponentenverhouding te bestaan.
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4.2.2. 58

In de waardplanten Pinto, Noordhollandse Bruine en Blackeye werden geen
verschillen in symptoomvorming tussen 58 en Sb geconstateerd.

De lokale symptomen op Early Red bestonden uit bruine, necrotische lesies
met een diameter van 1-2 mm. De bruine necrose zette zich voort in de grotere
nerven. De primaire bladeren werden lichtgroen, hingen een of twee dagen verti-
caal langs de stengel en vielen dan af. De secundaire bladeren groeiden aiet
uit, de blaadjes necrotiseerden en vielen af, waarna de planten in hun geheel
afstierven. Bij lagere inoculumconcentraties stierven de planten niet af maar
ontwikkelden een hevig geel-groen mozafek met sterke misvorming der blaadjes,

Zuivering van $8 uit primaire Blackeye-bladeren gaf opbrengsten van gemid-
deld 100 mg per 100 gram blad. Dit was hetzelfde als wat voor Sb werd gevonden.
S8 had ock een even hoge specifieke infectiositeit als Sb. De componentenver-
houding in het S8-preparaat week niet duldelijk af van die in een Sbh-preparaat.
Polyacrylamide-gelelektroforese gaf geen verschil in elektroforetische mobili-

teit tussen S8 en 5b te zien.

4,2.3, Wild-type Sb als mengsel van stammen

De mogelijkheid om zonder toepassing van een mutagene behandeling uit het
Sb-isclaat een tweetal afwijkende stammen te isoleren, gaf aan dat dit Sb-isolaat
een mengsel van stammen was. De vraag rees of hier sprake was van een toevallige
verontreiniging of dat de op Early Red systemische stammen voortdurend door spon-
tane mutatie konden ontstaan,

Pogingen om door lokale-lesie-isclatie het Sh-isolaat te bevrijden van deze
stammen S1 en S8, faalden. Na elk van drie series van respectievelijk 10, 11 en
12 lokale-lesietransfers bleken de verkregen isclaten nog steeds in staat te zijn
symptomen van 51 en S8 op Early Red te vercorzaken.

De onmogelijkheid om deze afwijkende stammen te elimineren maakt het aanne-
melijk dat zij steeds copnieuw door spontane mutatie ontstonden en dat dus het
Sb-isclaat in feite altijd een stammenmengsel was. Ondanks de voortdurend zan-
wezige bijmenging van de spontane mutanten kom Sb toch altijd goed op basis van
symptomen van deze stammen worden onderscheiden. Sb gaf, ook in hogere concentra-
ties, slechts sporadisch systemisch mozalek op Early Red, terwijl inoculatie met
81 in lage concentratie al in alle planten resulteerde in mozalek. Bovendien ver-
corzaakte S1 niet de vorming van de voor Sbh typische bruine necrotische lesies.

De lokale reactie van S8 op Early Red was ook duldelijk anders dan die van

8b. De lesies van SB waren iets groter en de daarbij optredende nerfnecrose kwam
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na Sb-inoculatie niet veoor. Opvallend was ock dat de aanwezigheid van 58 In het
Sb-inoculum bleek uit de vorming van heksenbezems maar dat S8 zelf nooit deze
bijzondere vorm van groeistoornis gaf.

Dat de door Sb vercorzaakte reactie ook geen gevolg was van een gecombi-
neerd effect van S1 en S8 bleek bij Inoculatie van Barly Red-planten met mengsels
van deze stammen in verschillende verhoudingen. De mate waarin het syndroom van
een van de stammen overheerste was afhankelijk van de relatieve hoeveelheid virus
van die stam in het inoculum maar bij geen enkele verhouding trad het beeld van
Sb op.

4.3, Kunstmatige mutanten, gekarakteriseerd op Beka en Noordhollandse Bruine

4.3.1, N3

De mutant N2 werd geIsoleerd na beghandeling van cngefractioneerd CPMV met
salpeterigzuur tot een overlevingsniveau van ruim 2%.

In de gelnoculeerde primalre bladeren van Beka en Noordhcollandse Bruine
bleken de door de mutant vercorzaakte chlorotische vlekken een dag later zicht-
baar te worden en zich minder snel uit fte breiden dan wild-type wlekken. Een op-
vallender verschil met het wilde type was het slechts zeer sporadisch cptreden
van necrose in de secundaire blaadjes, waardocr deze niet of nauwelijks misvormd
waren.

Vergelijking van de mutant met het wilde type ten aanzien van de systemische
symptoomvorming moest gebeuren bij hoge incculumconcentraties omdat het wilde
type bij lagere concentraties ook slechts spaarzame systemische symptomen teweeg
bracht. Om deze reden kon mutant-virus uit lokale lesies op Pinto of andere
plantedelen, waarin weinig virus aanwezig was, pas na een vermeerdering in
Blackeye op Beka en Noordhcliandse Bruine worden getoetst.

Uit symptoomleze secundaire bladeren van Beka-planten, gelnoculeerd met N3,
kon geen infectieus virus worden ge&xtraheerd. Dit kon wel wanneer de blaadjes
enige nerfnecrose vertoonden. Het virus uit dergelijke necrotische nerfgedeelten
gaf, na vermeerdering in Blackeye, op Beka een normale systemische symptoomveor-
ming. De sporadische nerfnecrose na inoculatie met N3 werd dus waarschijniijk
niet door mutant-virus vercorzaakt, maar door wild-type virus, dat als contami-
natie in het mutant-preparaat aanwezig was, dan wel tijdens vermenigvuldiging
van de mutant in de geTncculeerde bladeren door reversie ontstond.

Pogingen om deze bijmenging van wild-type virus uit de mutant te verwijderen
door herhaalde lckale-lesietransfer slaagden niet. Wel kon docr deze transfers

de contamlinatie op een laag peil worden gehcuden. Om deze reden werd de mutant
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in stand gehcuden door lokale-lesietransfer. Voor vermeerdering op grote schaal
werden nooit meer dan twee achtereenvolgende passages in Blackeye-cowpeas toe-
gepast. Aldus kon worden voorkomen dat wild-type virus in de mutant-populatie
cumuleerde.

Lokale lesies van N3 in Pinto bleven kleiner dan Sb-lesies. Mutant-lesies
hadden sen diameter van 1-2,5 mm. Hun virusichoud was ook duidelljk geringev.
Homogenaten van N3- en wild-type lesies in 30 druppels buffer vercorzaakten res-
pectievelijk 1-25 en 10-150 lcokale lesies per Pinto-blad.

In Blackeye gaf N3 dezelfde lokale en systemische symptomen als het wilde
type. Zuivering van de mutant leverde niet minder virus op. In de analytische
ultracentrifuge bleek de compenentenverhocuding van de mutant echter duidelijk
anders te zijn dan die van het wilde type. Een gezulverd mutant-preparaat bevatte
relatief veel meer T-component dan een op dezelfde wijze gezuiverd wild-type
preparaat. Een vergelijking van de Schlierenpatronen van Sb en N3 is gegeven in

Fig. 4.1,

Fig. 4.1. Schlierenpatronen van gezuiverde preparaten van het wilde type S$b
(boven) en mutant N3 (onder). Sedimentatie was van links naar rechts.

4.3.2, N57

De mutant NS7 werd geiscleerd na behandeling van de afgezonderde B-compo-
nent van CPMV met salpeterigzuur tot een overlevingspercentage van ongeveer 1%.

N57 werd, evenals N3, als mutant herkend op grond van het slechts spora-
disch optreden van systemische symptomen in Beka-bonen. Het ras Noordhcllandse
Bruine gaf dezelfde afwijking in reactie te zien.

Ook voor N57 gold dat vergelijking met het wilde type op deze beide bone-
rassen moest gebeuren bij hoge inoculumccncentraties. Verder bleek cok N57 niet

te ontdoen van een contaminatie met wild-type virus. Om deze redenen werden voor
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instandhouding, vermeerdering en toetsing van N537 dezelfde voorzorgen genomen
als bij N3.

De lokale lesies van N57 op Pintc weken iIn uiterlijk niet af van wild-type
lesies. N57 gaf op de gelucculeerde bladeren van Blackeye-cowpeas weliswasr even
grote, maar zwakker chleorotische vlekken dan Sb. Het dcor de mutant vercorzaakte
systemische mozalek in dit cowpea-ras was ock milder dan dat van het wilde type.

Ondanks de minder uitgesprcken lokale symptomen op Blackeye was bij zuive-
ring van N57 de virusopbrengst niet significant minder dan die van Sb. In de
analytische ultracentrifuge bleek de componentenverhouding van N57 ock niet dui-
delijk anders te zijn. Wel was de piek van de B-component altijd even hoog als
die van de M-component. Maar omdat dat bij Sk ook een enkele maal het geval was,
werd geen peging gedaan deze eventueel afwijkende eigenschap nader te definiéren

en als marker-eigenschap te gebruiken.

4.4, Kunstmatige mutanten, gekarakteriseerd op Pinto

4.4.1. N123

Mutant N1223 werd gelsoleerd uit cen lokale lesie met afwijkend uiterlijk
die verscheen op een Pinto-plant na behandeling van ongefractioneerd virus tot
een overlevingspercentage van ongeveer 50%. De lesie was kleln (diameter tussen
0,5 en 1 mm)} en egasl bruin necrotisch., Gedurende alle daarop volgende transfers
bleef dit lesietype gehandhaafd.

De lokale symptomen in Neordhellandse Bruine bestonden uit kleine, zich
niet uitbreidende chlorotische vlekjes, die bhetrekkelijk snel bruin necrotisch
werden. De grotere nerven vertoonden cok plaatseliik bruine necrotische gedeel-
ten. Symptomen van systemische infectie traden miet ap.

Op de geincculeerde bladeren van Blackeye-cowpeas ontstonden geen symptomen
na incculatie met lage concentraties van de mutant. Werd met een hogere concen-
tratie gelnoculeerd, dan vormden zich onregelmatig gevormde, oppervlakkige licht-
groene vlekjes die tezamen een beeld van etsing gaven. Hoewel er enige vermenig-
vuldiging van de mutant in deze bladeren plaats had was het toch niet mogelijk
daaruit virus te zuilveren in hoeveelheden van enige betekenis. Ni23 vercorzaakte
geen systemische symptomen in Blackeye.

In Early Red veroorzaakte de mutant noch lokale noch systemische symptomen.

N123 kon door lokazle-lesletransfer in Pinto in stand worden gehouden met
behoud van alle karakteristieke afwijkende eigenschappen. In Blackeye-planten,
geInoculeerd met mutantvirus uit afzonderlijke lesies traden echter sporadisch

systemische symptomen op, bhestaande uit mozalek in de secundaire bladeren. Bij]
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natoetsing bleken deze bladeren wild-type virus te bevatten.

Een dergelijke infectie met wild-type virus trad frequenter op wanneer het
inoculum afkomstig was uit geInoculeerde Blackeye-bladeren. Bij herhaalde massale
transfer vanuit Blackeye naar Blackeye blesk wild-type wvirus een steeds groter
deel te gaan uitmaken van de totale populétie. De infectie van Blackeye met
wild-type virus na inoculatie met K123 kwam cok ncg voor na 35 achtereenvolgende
lckale-lesietransfers van de mutant in Pinte, waarbij ncolt lokale lesies wvan
het wilde type werden waargenomen.

Deze waarnemingen maken het aannemelijk dat bij vermenigvuldiging van N123
in Blackeye wild-type virus door reversie kan ontstaan. Door een grotere verme-
nigvuldigingssnelheid zou dit wild-type virus in de systemische infectie snel

in relatieve hoeveelheid kunnen toenemen.

4,4.2, N163

Evenals N123 werd N183 gelscleerd uit een lesie op Pinto van afwijkend type.
De desbetreffende lesie ontstend bij een relatief hoog overlevingsniveau na be-
handeling met nitriet van de afgezonderde M-compenent wvan Sh.

In Pinto vercocrzaakte N163 lokale lesies bestaande uit kleine, witte, vaag
begrensde vlekjes waarin aanvankelijk nauwelijks enige nerfnecrose was waar te
nemen. Later werd het centrum van de lesies toch lichtbruin necrctisch. De dia-
meter van de lesies varieerde van 0,5-1 mm.

In de primaire bladeren van Noordhollandse Bruine-planten veroorzaakte N163
chlerotische vlekken die kleiner bleven dan die van het wilde type, terwijl ook
de chlorose in de omringende nerven minder was. Necrose van de nerven trad in
het geheel niet op. Necrose trad ook niet op in de secundaire bladeren. In deze
bladeren bleeck een systemische infectie alleen uit mozalek en nerfehlorose. Door
het contbreken van necrose in de nerven waren de blaadjes ook minder misveormd
dan bij infectie met het wilde type.

De door N183 veroorzaakte vlekken in gelnoculeerde Blackeye-bladeren waren
kleiner en minder chlorotisch dan wild-type vlekken. De diameter varieerde van
1-2 mm. Het systemische mozafek week niet af van dat van het wilde type maar
ontwikkelde zich minder snel.

De lokale lesies van N163 in LEarly Red waren bruin als wild-type lesies
maar kleiner dan deze. Mutant-lesies hadden een diameter kleiner dan 0,5 mm.

De mutant werd in stand gehouden door lokale-lesietransfers in Pinto.

Voor zuivering uit primaire Blackeye-bladeren werden niet meer dan twee

achteresenvelgende vermeerderingen in dit ras toegepast.
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4.5, Kunstmatige mutanten, gekarakteriseerd op Blackeye

De mutanten N140 en N142 werden bij dezelfde gelegenheid geIsoleerd na be-
handeling van cngefractioneerd virus met nitriet tot een overlevingsniveau van
ongeveer 0,016%. Belde mutanten werden als afwijkend herkend doordat zij in
Blackeye lokale noch systemische symptomen vercorzaakten. De symptoomloosheid
in Blackeye bleek zich in alle volgende transfers te herhalen.

Mutant N140 bleek in Early Red voornamelijk witte in plaats van bruine lckale
lesies te vercorzaken. Qok het lesietype van deze mutant op Pinto bleek afwijkend
te zijn. Na een aanvankelijke ontwikkeling als wild-type lesies werd het weefsel
tussen de genecrotiseerde nerfjes chloretisch in plaats van necrotisch. Er vormde
zich ook geen bruine randzone om de lesie. De lesies werden wel even groot als
wild-type lesies.

Lesies van N142 in Pinto necrotlseerden evenmin mzar bleven bovendien iets
kleiner dan wild-type lesles. De diameter varieerde van 0,5-2,5 mm.

In Barly Red veroorzaakte N142 geen necrotische lokale lesies maar zeer
vage chlorotische vlekken op de geIncculeerde primaire hladeren en een licht-
groen mozalek In de secundaire. Dit mozalek was meestal fijner dan dat van Sl
in Early Red.

Hoewel N140 en N1u2 geen lokale symptomen in Blackeye verocrzaakten had wel
enige virusvermeerdering plaats in de geInoculeerde primaire bladeren. Weinig
verdund sap van deze bladeren bleek nog zeer infectieus te zijn in een lokale-
~lesle toets. Het verdunningseindpunt bleek bij 10?4 te liggen.

Voor N140 werd nagegaan of het mogelijk was virus uit Blackeye te zuiveren.
De opbrengst was minder dan 0,01 mg per gram blad. De specifiske iInfectiositeit
van het gezuiverde materiaal was echter niet veel lager dan dat van gezuivenrd
wild-type virus.

Bij natoetsing van NI40 en N142 uit primaire Blackeye bladeren rechtstreeks
op de differentiérende waardplanten bleek in deze bladeren voornameliik mutant=
=virus aanwezig te zijn. Wild-type virus kon echter ook in een aantal gevallen
In preparaten van beide mutanten werden aangetoond. Evenals de andere mutanten
werden N140 en N142 daarom door middel van lokale-lesietransfer in stand gehou-
den met gelljktijdige toetsing op de beide cowpea-rassen. Sporadisch traden
daarbij in Blackeye symptomen van systemische infectie op. Virus uit de syste-
misch geinfecteerde delen bleek vaak wild-type virus te zijn.

Uit secundaire bladeren met mozalek van Blackeye-planten gefnoculeerd met
N1u2, werd een isclaat verkregen dat zowel van N142 als van het wilde type ver-
schilde. Cp Pinto gaf het isclaat kleine maar wel normaal necrotische lckale

lesies. Op de gefnoculeerde bladeren van Blackeye ontstonden in vergelijking
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met Sb kleinere en minder gele vlekken en in de secundalre bladeren slechts een
licht mozalek. In Early Red ontstonden zeer kleine, bruine lokale lesies en geen
mozalek zoals bij N142, Dit isclaat werd als mutant S15 door lckale-lesietransfer

in stand gehouden met behoud van de karakteristieke symptomen.

4.6. Kunstmatige temperatuurgevoelige mutanten

4.6.1. N168

Mutant N168 werd verkregen uit een experiment waarin ongefracticneerd RNA
van het wilde type met salpeterigzuur werd behandeld tot een overlevingsniveau
van 0,25%. Het isclaat werd als afwijkend herkend deoordat in Blackeye-planten
bij 30°C lokale noch systemische symptomen ontstonden. Tegelijkertijd geinocu-
leerde Blackeye-planten die bij 22° werden gehouden vertocnden wel symptomen.
Op de gelnoculeerde bladeren van deze laatste planten verschenen chlorotische
vlekjes, die kleiner, minder chlorctisch en scherper begrensd waren dan de door
het wilde type vercorzaakte vlekken. In figuur 4.2 zijn de lokale symptomen wvan
mutant en wild-type virus bij beide temperaturen weergegeven. Bij 22° was het
door de mutant vercorzaakte mozafek in Blackeye veel minder hevig dan dat van
het wilde type.

De lokale lesies van N168 op Pintc waren klein (diameter 0,5-1,5 mm) en
licht van kleur en vertconden weinig nerfnecrose. Hoewel na 7-1C¢ dagen het cen-
trum van de lesies toch wel necrotisecerde, bleef de onderepidermis intact. Hier-
door waren de mutant lesies, in tegenstelling tot wild-type lesies, aan de
onderzljde van de Pinto-bladeren slecht zichtbaar.

De lckale lesies in Farly Red waren extreem klein en wit van kleur. Vaak
waren het niet meer dan kleine, nauwelijks zichtbare putjes in de bovenzijde
van het blad.

Bij hoge temperatuur had in Blackeye nauweliiks virusvermeerdering plaats.
In tabel 4.2 zijn de resultaten weergegeven van een infecticsitelitstoets met
sap uit geInoculeerde bladeren van Blackeye-planten die gedurende & dagen na
inoculatie bij verschillende temperaturen werden gehouden. Inocula uit planten
met wild-type en mutant virus,werden rechtstreeks met elkaar vergeleken op
helften van dezelfde Pinto-bladeren in petrischalen. In deze toets bleek de
vermenigvuldiging van het wilde type weinig door de hoge temperatuur te worden
befnvloed. Bij de toepgepaste verdunningen kon van de mutant bij hogere tempera-
tuur echter in het geheel geen infectieus virus meer worden aangetoond. Bij

geringere verdunning werd vaak nog wel enige infectiositeit aangetroffen.
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N168

Pig. 4.2. Lokale symptcmen, veroorzaakt door temperatuurgevgelige mutant N168
en wild-type Sb op primaire Blackeye-bladeren bij 227 en 30°C, Met toestemming
van Academic Press, Inc., New York, covergenomen uit De Jager et al., 1977,
Viroclogy 76, 164-172.
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Tabel 4.2. Vergelijking van de infectlcsiteit van sap uit Blackeye-bladeren,
gelnoculeerd met wild-type virus resp. mutant N168 en gehouden hij

22° en 30°c.
. %)
aantal lesies vercorzaakt door:
temperatuur verdunning Sk N1G8
22° BGO x 1002 255
2000 x 168 10
30° 400 x 624 0
2000 x B85 0

#) lesie-aantallen zijn totalen van 8 bladhelften

Voor zulvering van N168 werd ultgegaan van Blackeye-planten die bij 22°
waren gehouden. De opbrengsten lagen 3-10 maal lager dan die van Sb. De speci-
fieke infectiositelt van het gezulverde mutant-virus was echter niet lager.

De componentenverhouding in gezuiverde mutantpreparaten verschilde niet
opvallend van die in wild-type preparaten.

Incubatie van mutant-virus in Blackeye-sap gedurende 5 minuten bij 50%
verminderde de infecticositeit van het virus niet meer dan die van wild-type
virus. Aangenomen werd daarom dat niet instabiliteit van de virusdeeltjes bij
hoge temperatuur de corzaak was van de verminderde hoeveelheid virus in Blackeye
bij hoge temperatuur, maar dat de virusvermeerdering door de hogere temperatuur
werd belemmerd.

Instandhouding van de mutant had plaats door lckale-lesietransfer in Pinto
waarbij ileder isclaat ook steeds op temperatuurgevceligheid werd getoetst aan
de hand van het uitblijven van symptemen in Blackeye-cowpeas bij hoge tempera-

Tuur.

4.6.2. NI72

Mutant N172 werd bij dezelfde gelegenheid gelscleerd als N168. Het isolaat
viel op door het uitblijven wan lokale en systemische symptomen in Blackeye bi]
hoge zowel als lage temperaturen.

Het sap van primaire Blackeye-bladeren dis bij 22° gehecuden waren, was
nog wel infectieus, zij het In geringe mate. Onverdund geInoculeerd op Pinto-
-bladeren in petrischalen veroorzaakte het daarop 1-5Q lokale lesies. Er ver-
schenen echter nooit lesies na inoculatie met sap uit vergelijkbare bladeren
die bij 300 waren gehouden, ook niet wanneer voor het homogeniseren macalold

aan de buffer werd toegevoegd.
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De door N172 verocrzaakte Pinto-lesies waren zeer klein, maar niet zo sterk
necrotisch als N123-lesies of licht wvan kleur als Nl163-lesies.

In Early Red gaf de mutant alleen extreem kleine lesies als N168. Zuivering
van de mutant uit Blackeye-bladeren leverde slechts zeer weinig virus op dat
bovendien moeilijk vrij te krijgen was van een bruine verontreiniging, die niet
voorkwam bij de zuivering van Sb en andere mutanten.

De mutant werd, met behoud van de specifieke eigenschappen, in stand gehou-
den door lckale-lesietransfer op Pinto. Het =zl of niet daarbij vermenigvuldigen
in Blackeye bij hoge en lage temperatuur werd steeds vastgesteld door natoetsing

op Pinto-bladeren.

57



5. Lokalisering van mutaties door middel van in-vitro-recombinatie

Onder in-vitro-recombinatie (IVR) wordt verstzan het op kunstmatige wijze
uitwisselen van gencomdelen tussen fenotypisch van elkaar te onderscheiden iso-
laten van virussen met een gedeeld gencom. Uit vergelijking van de fenotypen
der ontstane heterologe combinaties van ccmpenenten met die der cuderstammen
kan worden afgeleid in welke van de genoomdelen de genetische verschillen tussen
de ocuderstammen gelegen zijn.

IVR-toetsen vocr het lckaliseren van mutaties in CPMV werden als volgt
uitgevoerd. Van wild-type virus en de te onderzoeken mutant werden de nucleo-
proteIne-compenenten door gradi¥ntcentrifugering van elkaar gescheiden. Homecloge
en heterologe mengsels van de M- en B-componenten werden samengesteld, waarna
van alle vier de combinaties de eigenschappen op de differentiérende waardplanten
werden vastgesteld., Dit gebeurde door rechtstreekse Inocculatle van de mengsels
op de differentiBrende waardplanten of docr inoculatle van de mengsels op de
ilckale-lesiewaard Pinto en toetsing van een aantal lckale-lesie-isclaten van
ieder mengsel op de differentiérende waardplanten. Van beide methoden zal in de
volgende paragrafen een voorbeeld worden gegeven.

IVR-toetsen kunnen alleen worden uitgevoerd met mutanten waarvan voldoende
gezuiverd virus kan worden verkregen om componentenscheiding mogelijk te maken.
Als zodanig kwamen in aanmerking de mutanten S1, S8, N3, N57, N163 en N168. De

mutantenparen 51-58 en N3-N57 werden ock onderling gerecombineerd.

5.,1. IVR-toetsen met de mutanten N3 en N57

De mutanten N3 en N57 kenmerkten zich vooral door een sterke remming van
de systemische infectie van Beka en Noordhollandse Bruine. De hierveocr verant-
woordelijke mutaties werden door middel van IVR~toetsen gelokaliseerd. Op Finto
kon daarbil] tevens worden vastgesteld in welke component de mutatie veoor het
kleine lesietype van N3 gelegen is. Bij de componentenscheiding werden de belde
compenenten vaﬁ het wilde type en de M-componenten van de mutanten, na de eerste
centrifugering met ongefractioneerd virus, ieder nog eenmaal gecentrifugeerd.
De B-componenten van de mutanten werden nog tweemaal gecentrifugeerd.

Met de preparaten van de compenenten werden inocula samengesteld van de
zes afzonderlijke componenten en de negen mogelijke M- en Becombinaties. Van
iedere component was de concentratis in alle inocula 15C pg/mi. Alle inocula
werden gebracht op 12-15 Noordhollandse Bruine-planten. Ter vergelijking werden
de drie ouderstammen gelnoculeerd in overecenkomstige concentraties.

Zestigvoudige verdunningen van alle inccula werden getoetst op Pinto-blad-

helften in petrischalen om de infectiositeit van de afzonderlijke componenten
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en van de mengsels vast te stellen en tevens om na te gaan mel welke component
het bijzondere lesie-type van N3 op Pinto overerfde. De controlehelften werden
geInoculeerd met wild-type virus in een concentratie van 0,5 ug/ml.

De uitkomsten van alle Inoculaties ziin vermeld in tabel 5.1. Op Pinto
bleken de M-componenten niet meer infectieus te zijn en de Brcomponenten nog
slechts in geringe mate. Samenvoeging van de componenten veroorzaakte in alle
gevallen een sterke verhoging van de infectiositeit. Hierult bleek dat de compo-
nenten afkomstig van verschillende ouderstammen, wel compatibel waren.

In de toets op Pinto bleek ook dat het kleine lesie-type van N3 een gevolg
was van een of meer mutaties in de M-~component van die mutant. Alleen de meng-
sels, waarin deze component aanwezig was, verocrzaakten kleine lesies. De her-
komst van de B-component speelde dzarbij geen rol. In fig. 5.1 zijn bladeren
afgebeeld, die de IVR~tcets met N3 en N57 op Pinto weergeven. Op de linker-
helften, gelncculeerd met M3 + B3 en M3 + B57 waren de lesies kleiner dan op
de corresponderende rechterhelften, geinoculeerd met wild-type inceculum. Dit

gold niet voor de linkerhelften met M57 + B57 en M57 + B3,

Fig. 5.1. TVR-tcets met de mutanten N3 en N57 op primaire Pinte-bladeren, De
linker bladhelften werden gelnoculeerd met de onder de bladeren aangegeven
combinaties van componenten. Op alle rechter helften werd het wilde type ge-
inoculeerd in een concentratie van 0,5 ug/ml.
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De Noordhellandse Bruine-planten werden op basis van de hevigheid van de
systemische symptomen ingedeeld in vijf klassen. De betekenis der klasseaandui-
ding was daarbij 2ls volgt: 0: geen symptcomvorming; I: sporadische of zwakke
symptocmvorming; II: matige symptoomvorming; III; sterke symptoomvorming; IV:
zeer sterke symptoomvorming.

De met het wilde type (8b) gefnoculeerde planten behoorden vrijwel alle
tot de klassen met de hevigste symptomen. Daarentegen behoorden de planten
geTnoculeerd met de mutanten N3 en N57, tot de twee klassen met de geringste
symptcomvorming. De afzonderlijke compenenten gaven niet of slechts zeer weinig
systemische symptomen. Alleen Bsb veroorzaakte nog matige symptomen als gevolg
van de nocg in het preparaat aanwezige restinfecticsiteit.

De planten, geInoculeerd met de homologe mengsels reageerden alsof zi]
waren geInoculeerd met de desbetreffende ouderstammen. Van de hetercloge combi-
naties gaven die combinaties waarin M3 en B57 afzonderlijk zanwezig waren een
geringe systemische infectie. De combinatie M3 + B57 veroorzaakte in het geheel
geen systemische symptomen. De overige heterologe mengsels gaven een hevige
reactie, overeenkomend met die van het wilde type.

Deze uitkomsten op Noordhollandse Bruine geven aan dat van N3 de M-compo-
nent de mutatie(s) voor het uitblijven van systemische infectie bevat en van
N57 de B-component. Dezelfde conclusies konden worden getrokken ult scortgelijke

experimenten met N3 (De Jager en Van Kammen, 1970) en N57 op Beka-bonen.

5.2. IVR-toetsen met de mutant N163

In IVR-toetsen met de mutant N163 en het wilde type werden de fenotypische
eigenschappen van de homologe en heterologe mengsels van componenten vastgesteld
door daarvan cerst lokale-lesie-isolaten te maken en van al deze isolaten af-
zonderlijk de eigenschappen te bepalen.

In een eerste experiment werd een IVR-toets uitgevoerd op Pinto en Neord-
hcllandse Bruine. De te gebruiken componenten werden verkregen door, na runs
met ongefractioneerd Sh en N163, M163 nog eenmaal, B163 en Msb ieder nog twee-
maal en Bsb nog viermaal te centrifugeren. In een daarop volgende infectiosi-
teitstoets bleek dat de componenten voldoende zuiver waren veor gebruik.

Tabel 5.2 geeft de uitkomsten van deze toets. Bij deze toets werden de afzonder-
1ijke componenten, het mengsel van de componenten en het standaardincculum
ateeds gelnoculeerd op de vier bladhelften van dezelfde planten.

Uit de tabel blijkt dat de restinfectiositeit van de afzonderlijke compo-
nenten gering was. Menging van M- en B-component vercorzaakte een 121- respec-

tievelijk 64-voudige stijging van de infectiositeit.

61



Tabel 5.2. Bepaling van de zuiverheid van de gescheiden componenten van $b en
K163 door middel van een infecticsiteitstoets,

Sb Nig3

Inoculum Aantal lesiesi] Inoculum Aantal lesies
geteld als % van geteld als % van

standaard standaard

Msb(h) 2} 6 0,8 M163(2) 2 0,2

Bsb(k) 6 0,8 B163{(2) i G,8

Msb(4 }+Bsb{4) 1436 194 M163(2)+B163(2} 763 64

Standaard Sb(0,5) 742 Standaard N183(0,5) 1228

1} Lesieaantallen zijn totalen van 8 Pinto-bladhelften.
2} Tussen haakjes is gegeven de concentratie van de componenten, respectievelijk
virussen, in ug/mi.

Met deze componenten werden homologe en hetercloge mengsels samengesteld,
waarbij aan de Sb-componenten een eindconcentratie van 5 ug/ml en aan de N1B3-
~compenenten een eindcencentratie van 2 ug/ml gegeven werd.

De vier mengsels werden gelnoculeerd op de vier helften van primaire
Pinto-bladeren aan de plant. Ter vergelijking werden ook de twee ouderstammen
tegenover elkaar op de primaire bladeren van afzonderlijke planten gelnoculeerd.

De lesies, verocrzaakt door Sb, Msb + Bsb en Msb + B163 waren van het
wilde type. De inocula N163, ML63 + B153 en M153 + Bsb gaven lesies van het
mutant-type.

Van de beide heterclege combinaties werd het virus uit 15 vrijliggende
lesies afzonderlijk geinoculeerd op nieuwe Pinto-planten voor een tweede toets
op het lesietype en voor vermeerdering van de isclaten op kleine schaal. De
mutant-lesies van de combinatie M163 + Bsb gaven daarbi] weer mutant-lesies en
de wild-type lesies van het mengsel Mshb + BiB3 gaven weer wild-type lesies.

Per isoclaat werden enkele lokale lesies van de tweede serie Pintc-planten
gezamenlijk in buffer gehomogeniseerd en werd het homogenaat gelinoculeerd op
Noordhellandse Bruine-planten. Ter vergelijking werden tevens homogenaten van
b~ en N163-lesies gelnoculeerd.

van de 15 isolaten afkomstig van de cembinatie Msb + B163 gaven er 13 op
Noordhollandse Bruine wild-type symptomen en 2 mutant-symptomen. De 15 isolaten,
afkomstig van de combinatie M163 + Bsb gaven alle mutant-symptomen.

Zowel op Pinto als op Foordhollandse Bruine gaven de isolaten dus alle of
in meerderheid het fenotype van de ouderstam die de M-component leverde. Voor
de afwijkende symptomen van N163 in de beide benerassen zijn dus een of meer

mutaties in de M-compenent van deze mutant verantwoordelijk.
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De voor de veranderde symptomen van N163 in de beide cowpearassen verant-
woordelijke mutaties werden gelokaliseerd in een tweede, scortgelijk experi-
ment. Cok in dit experiment induceerden de hetercloge componenten-mengsels op
Pinto het lesietype van de ouderstam, waarvan de M-component afkemstig was. Bij
Inoculatie van lokale-lesle-iscolaten van de heterologe mengsels op Blackeye en
Early Red bleken alle isolaten, afkomstlg van de cembinatie Msbhb + B183, wild-
~type lokale symptomen te geven op beide cowpearassen. De lesies van het mutant-
~type van de combinatie MI163 + Bsb gaven bijna alle mutant-symptomen op de
cowpeas.

Ock het afwijkende fenotype van N163 op Blackeye en LFarly Red bleek dus

een gevolg te ziin van &&n of meer mutaties in de M-component van deze mutant.

5.3, Uitkomsten van de overige IVR-toetsen

K3, De mutatle voor de afwijkende componentenverhouding van N3 werd pelokali-
seerd in de M-component door middel van een IVR-toets met N3 en Sb. De resulta-
ten van dit experiment werden reeds eerder beschreven (De Jager en Van Kammen,
19701.

De componentenverhoudingen werden zichtbaar gemaakt door centrifugering
van helder gecentrifugeerd sap van gelnoculeerde Beka-bladeren in een analyti-
sche ultracentrifuge. De Beka-planten waren geInoculeerd met wild-type en
mutant virus, de twee homologe en de twee heterolege mengsels van de componen-—
ten. Bij het nuitpersen van de bladeren werd 2-mercaptoethancl toegevoegd tot
een eindconcentratie van ca. 0,1% om bruin worden van het sap door oxydatie
tegen te gaan. Het sap werd helder gecentrifugesrd bij 10.000 g gedurende 25
minuten. Het supernatant werd direct daarna geanalyseerd in de analytische
ultracentrifuge.

Fig, 5.2 geeft de Schlierenpatronen van de desbetreffende centrifugeringen.
De produktie van relatief veel T-component bleek samen te hangen met de aanwe-
zigheld van de M-component van N3 in het incculum. Een tweede, scortgelijk expe-
riment, waarbij het virus eerst uit de Beka-bladeren werd gezuiverd, gaf het-
zelfde resultaat.

51 en 58, De mutaties in 81 en S8, verantwoordelijk voor de afwijkende syndromen
van deze stammen in Early Red, werden cp analoge wijze gelokaliseerd als be-
schreven voor N3 en N57 in 5.1. Recombinatie had plaats tussen de mutanten en
het wilde type en tussen de mutanten onderling.

Een IVR-tocets met het wilde type en Sl werd reeds eerder beschreven
(De Jager, 1973). Hierbij werden alleen lckale symptcmen als marker-eigenschap
beschouwd. In de hier beschreven experimenten werd ock het systemische mozalek

van $1 als marker in de becordeling betrokken.
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Msb+Bsb

M3+Bsb

Fig. 5.2. Schlierenpatrenen van sap uit primaire bladeren van Beka-planten,
geinoculeerd met wild-type virus (Sb) en mutant N3 en met homologe en heterc-
loge mengsels van de componenten van deze stammen. Sedimentatie was van links
naar rechts. In de patronen met een relatief lage piek van de T-component is
tussen deze piek en die van de M-component een zeer kleine piek zichtbaar,
veroorzaakt door de ribosomen-fractie (r}.

In alle IVR-experimenten met Sb, S1 en S8 op Early Red bleek het syndroom
op te treden van de stam, die de B-component leverde. Er trad geen splitsing
op tussen de diverse symptoomtypen, die tezamen het totale syndroom vormden,
dat wil zeggen: de syndromen erfden als geheel over.

Qok de zwakkere symptoomvorming van S1 in Blackeye-cowpeas en de daarmee
waarschijnliik in verband staande geringere virusinhoud van deze planten bleek

een gevolg van &&n of meer mutaties in de Brcompenent. Mengsels van de compe-
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nenten van Sb en S1, waarin Bsl aanwezig was gaven, hoewel zelf in de lokale-
-lesietcets niet minder infectieus dan de andere mengsels, toch In Blackeye
minder sterke symptoomvorming en geringere virusinhoud.

N168. De mutatie van N168 voor het afwijkende lesietype op Pinto werd in een
IVR-toets met Sb gelokaliseerd in de M-component, hcewel ook de in de B-compo-
nent van deze mutant aangetoonde mutatie (zie hoofdstuk 8} mogelijk een rel
speelde bij het tot stand komen wan het mutant-lesietype.

De afzonderlijke componenten van Sb en N168 gaven gemiddeld 2-15 lesies
per bladhelft van het type van de desbetreffende ouderstam. De homologe en
heterologe mengsels van deze componenten verocrzaakten 100-200 lesies per blad-
helft. Van de combinaties Msb + Bsb en Msb + B168 waren deze van het type van
Sb. De lesies van M168 + B168 waren mutant lesies met, na verloop van enige
tijd, wit of lichtbruin genecrotiseerd centrum. De lesies veroorzaakt door de
combinatie M188 + Bsb waren eveneens klein en licht van kleur met weinig nerf-
necrose maar zij waren over het algemeen iets vager begrensd en necrotiseerden
niet zo snel in het centrum. Hcewel dus de M~component verantwoordelijk was
voor de meest opvallende afwijking iIn lesietype bleek tech ock de aard van de

daarbij aanwezige B-component van belang te zijn.
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B. Lokalisering van mutaties door middel van supplementering

Onder de in hoofdstuk 4 beschreven mutanten zijn er enkele die bij zuive-
ring een zodanig lage opbrengst geven dat scheiding van de componenten van deze
mutanten niet mogelijk is. Deze mutanten konden derhalve niet door middel van
IVR-toetsen geanalyseerd weorden.

Door middel van supplementeringstoetsen konden ook in deze mutanten de
mutaties gelokaliseerd worden. Deze toetsen worden uitgevoerd door aan mutant-
-preparaten de M- en B-component van het wilde type afzonderlijk toe te voegen
en de mengsels te inoculeren op de differentifrende waardplanten. Ligt de muta-
tie in de M-component en is het B-RNA van de mutant niet veranderd dan zal toe-
voeging van de M-component van het wilde type resulteren in de aanwezigheid in
het inoculum van zowel volledige wild-type gencmen als volledige mutant-gencmen.
Er zullen dan ns inoculatie zowel symptomen van het wilde type als van de mutant
optreden:. Toevoeging van de B-component van het wilde type zal in dit geval
echter geen genetisch kwalitatieve verandering inhouden en symptomen van het
wilde type zullen na inoculatie uitblijven. Ligt de mutatie in de B-component
van de mutant dan zal alleen toevoeging van de B-component van het wilde type
kunnen resulteren in het ontstaan van wild-type symptomen.

Voor een goede becordeiing van de resuitaten van deze toetsmethode is het
noodzakelijk dat de symptomen van het wilde type kunnen worden herkend wanneer
zij tezamen met symptomen van de mutant voorkomen. Dit is alleen goed mogelijk
wanneer er een duidelijk verschil bestaat tussen de symptomen van het wilde type
en de mutant.

Supplementeringstoetsen werden uitgeveoerd met de mutanten N123, N140, NiL2,
N1B3, N168, N172 en de spontane submutant 815. In dit hocofdstuk worden de supple-~
menteringstoetsen met N123 uitvoerig beschreven. In de laatste paragraaf worden

de toetsen met de coverige mutanten samengevat.

6.1. Supplementeringstoetsen met de mutant W123

De door N123 op Pinte verocrzaakte lokale lesies waren veel kleiner dan
wild-type lesies, hoewel niet minder necrotisch. Zij bevatten wel veel minder
virus. Voor de supplementeringsproeven werden altijd lesies gencmen van het
karakteristieke mutant-type.

De toe te voegen wild-type componenten werden op de gebruikelijke wijze
gezuiverd. Na de eerste zonecentrifugering met virus werd de M-component nog
driemaal en de B-component nog vier maal gecentrifugeerd. In een infectiosi-
teitstoets daarna bleek de infectiositelit van de afzonderlijke componenten zeer

laag te zijn (Tahel 6.1},
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Naast de infectiositeit van een gezuiverde component is ock de activiteit
daarvan van belang. Onder de activiteit wordt in dit verband verstaan het ver-
mogen van een preparaat van een compehent om, na samenvoeging met de complemen-
taire compenent, infecties te veroorzaken. De activiteit van de in supplemente~
ringstoetsen te gebruiken preparaten moet voldoende hoog zijn en mag voor de
beide componenten niet te veel verschillen om te verzekeren dat de waargencmen
€ffecten alleen door kwalitatief genetische factoren wordern bapaald.

De activiteit van een compenent-preparaat is moeilijk vast te stellen. Fen
esnvoudige infectiositeitstoets na toevoeging van de complementaire componant
is daarveor niet voldoende. Een goede infectiositeit van cen mengsel van M~ en
B~component kan bereikt zijn doordat de geringe activiteit van de ene component
wordt gecompenseerd door een zeer geoede van de andere.

Enig inzicht in een evenlusel verschil in activiteiten kan worden verkregen
deor mengsels van oplopende concentratiss van de ene component en een vaste
concentratie van de andere te toetsen op infectiositeit en hetzelfde te doen
voor het reciproke geval.

Fen dergelijke toets met de in de supplementeringstoets met N123 gebruikte

componenten gaf de in figuur 6.1 weergegeven uitkomsten. Bij gelijke activiteiten

N
Q
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201

aantal lokale
{(percentage van de controle)

-
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1 L) T T 1 T
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Fig. 6.1. Infectiositeitstoets met gezuiverde wild-type componenten.

O—-20 iisb in oplopende concentraties, Bsb in een vaste concentratie van 1 pg/ml
O——0 Bsb in oplopende concentraties, Msb in een vaste concentratie van 1 pg/ml



van de compenenten zouden de curves hetzelfde verlcop hebben. Het bleek echter

dat een vaste concentratie van 1 ug/ml Bsb als beperkende factor ging optreden
bij een concentratie van 0,5 pg/ml of minder van Msb. Len vaste concentratie

van 1 ug/ml Msb bleek nog geen beperkende factor te zijn veor 4 ug/ml Bsb., Hisr-
ult werd geconcludeerd dat de specifieke activitelt van de B-component geringer
was dan die van de M-component.

Hoe groot het verschil in activiteit precies was kon niet zonder meer uit
de curves worden afgeleid. Gekczen werd voor een factor 8 verschil in de concen-
“traties der componenten. Blj deze verhouding bleken zowel M- als B-mutaties
(b.v. in N140) duidelijk te kunnen worden zangetoond. Msb en Bsb werden gebruikt
in elndconcentraties, na mengen met N123-preparaten, van 4% en 32 pg/ml.

In de toets op Pinto werden de wvier helften van de primaire biaderen van
steeds twee planten gelInoculeerd met:

1. een 1:1 verdunning met buffer van het homogenaat van een afzonderlijke

N123-lesie;

2. een 1:1 verdunning van hetzelfde homogenaat met Msb of Bsb in buffer,
3. de deshetreffende wild-type component in dezelfde eindconcentratie als in 2;
4.  het homogenaat van een wild-type lesie op Pinto.

Op deze wijze werden negen N123-lesies getcetst met Msb en negen andere
lesies met Bsb. Het mengsel van Msbk en Bsb werd tevens op negen bladeren getoetst
tegen het gebruikte Sbh-incculum.

De uitkomsten van de toeta op Pinte zijn weergegeven in tabel 6.1. In deze
tabel is wermeld hoeveel lesies van het mutant-type, respectievelijk van het
wilde type, ontstonden na incculatie met de verschillende Inocula, Per behande~
ling vertconden alle negen herhalingen hetzelfde beeld. De tabel geeft de tctale
aantallen lckale lesies van de negen herhalingen gezamenlijk.

Vele wlld-type lesies ontstonden, naast mutant-lesies, na iInoculatie van
Pinto met N123-preparaten, waaraan de M-component van het wilde type was toeger
voegd. Toevoeging van B-component veranderde het lesietype niet.

Niettemin bleek het B-preparaat wel actief te zijn want gemengd met het
M-preparaat was het goed Infectieus. De restinfecticsiteit van de gebruikte com~
ponenten van het wilde type bleek nihil of zeer gering te zijn.

Soortgelijke resultaten werden verkregen op Noordhollandse Bruine. Omdat
mutant-lesfes op Pinto zeer weinig virus bevatten werd een homogenaat van meer-
dere typische N123-lesies getoetst op Noordhollandse Bruine. Hetzelfde homogenaat
werd zowel met M- als B-component van het wilde type getoetst. Ieder inoculum

werd gebracht cp 7 planten.
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Tabel &.l. Supplementeringstoets met Ni23 op Pinto.

Inoculum Lokale lesies11 van
N123-type wilde type
diameter € 1 mm diameter > 1 mm

N123 2) 1513 0

N123 + Msb(u4) 375 648

Msb(4) 0 ]

wilde type 0 858

N123 615 0

N123 + Bsh(32} 590 2

Bsb{32) 0 10

wilde type 1] 470

Msb(4) + Bsb(32) 0 300

wilde type 0 600

1) Lesieaantallen zijn totalen van 2 Pinto-bladhelften.
2) Tussen haakjes is vermeld de eindconcentratie van de desbetreffende wild-
~type component.

Figuur 5.2 geeft een representatief blad van iedere serie van 7 planten.

De grote chlorotische wvlekken, typisch voor infectie met het wilde type (M + Bl,
traden alleen op na incculatie van een mengsel van N123 en de Mrcomponent van
het wilde type. De combinatie van N123 met de B-component van het wilde type
gaf alleen de kleine chlorotisch-necrotische vlekjes van N123.

De afzonderliijke M-component gaf geen vlekken, de B-component slechts spo-
radisch.

Toevoeging van Msb aan de mutant-preparaten deed dus op beide bonerassen,
naast vlekken van het mutant-type, ook wild-type vlekken ontstaan. Daarentegen
veranderde toevoeging van Bsb niets aan het type van de vlekken.

Op Elackeye en Early Red diende het uitblijven van lokale symptomen na in-
cculatie met N123 (zie Tabel 4.1) als kenmerkende sigenschap in de supplemente-
ringstoetsen. Op beide rassen werden homcgenaten van vijf afzonderlijke lckale
lesies van N123 op Pinto getoetst met Msb en van vijf andere Pinto-lesies met
Bsb. De vier inccula: mutant, mutant met component, component, en mengsel van
componenten werden steeds pelncculeerd op series van vier afzonderiijke planten.

De resultaten op Blackeye waren niet kwantificeerbaar omdat de chlorotische
lesies cop de gelnoculeerde bladeren moeilijk te tellen waren. Fig. 6.3 geeft
voorbeelden van bladeren uit de toets op Blackeye. De M-component van het wilde
type, hoewel zelf in het geheel niet infectieus bij de gebruikte concentratie,
veroorzaakte tezamen met N123 zeer veel chlorotische vlekken. De B-component

van het wilde type gaf zelf slechts zeer sporadisch infecties en kon ook niet
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Fig. 6.2. Supplementeringstoets met mutant K123 op Noordhellandse Bruine.

I'ig. 6.3, Supplementeringstoets met mutant N123 op Blackeye.
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tezamen met N123 lokale symptomen teweegbrengen. M- en B-component samen gaven
vele vlekken die zich niet onderscheidden van die, veroorzazkt door wild-type Sh.

In Early Red werden de uitkomsten van de supplementeringstoets enigszins
versluierd door het optreden van vlekjes die qua uiterlijk niet of nauwelijks
waren te onderscheiden van lckale lesies, door het virus veroorzazkt. Deze
'pseudolesies' waven echter geen gevolg van infectie of inoculatie want zij
kwamen ook voor in niet-gelnoculeerde bladeren. Blj het tellen van de virus~
lesies werden zij meegeteld.

De uitkomsten van de tellingen zijn gegeven in tabel 6.2. Uit de aantallen
lesies die ontstonden na inoculatie met inocula, die geen of slechts weinig
lesies werden geacht te geven (N123, Msb, Bsb), bleek dat het aantal 'pseudo-
lesies' op 10 bladeren lag tussen 40 en 100. Toevoeging van Msb aan N123-prepa-
raten verhoogde het aantal vlekken tot ver boven dit niveau. Toevoeging van Bsb
had echter nauwelijks enig effect. Het mengsel der componenten van het wilde

type gaf ock hoge aantallen vlekken.

Tabel 6.2. Supplementeringstcets met N123 cp Early Red.

Inccula
N123 N123 + compeonent component  mengsel van
Msh en Bsb
Msb toegevoegd HSR) 690 53 453
Bsb toegeveoegd 82 11¢ 82 487

%) Aantallen lesies zijn totalen van 10 bladeren en omvatten ock de aantallen
'pseudolesies’.

Op alle vier de differentiérende waardrassen van N123 gaven supplemente-
ringstoetsen aan dat het defect in deze mutant gecompenseerd kon worden door
toevoeging van de M-component maar nlet door toevoeging van de B-component van
het wilde type. De conclusie die hieruit kan worden getrokken is dat een of meer
mutaties in de M-component van N123 verantwoordelijk is of zijn voor de afwij-

kingen in de symptoomvorming van de mutant op de vier rassen.

6.2. Uitkomsten van de overige supplementeringstoetsen

N163. Supplementeringstoetsen werden ock ultgevoerd met mutant N163 op Pinte en
Noordhollandse Bruine nadat eerder deze mutant door middel wan IVR-toetsen was
geanalyseerd.

De toetsen werden op dezelfde wijze uitgevoerd als beschreven vocr N123

in 6.1. Op beide bonerassen bleek toeveeging van de op zichzelf niet Infectieuze
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M-component van het wilde type het optreden van symptomen van het wilde type te
veroorzaken., Toevoeging van de B-component veranderde op geen var de beide bone-
rassen iets aan de lokale symptomen van de mutant.

Evenals in de IVR-tcetsen (zie 5.2) werd dus de M-component van N163 aange-
wezen als drager van een of meer mutaties die de reactie op de bonerassen be-
invloedden.

N140. Het onvermeogen van N140 om op Blackeye lokale en systemische symptomen te
geven bleek te berusten op een of meer mytaties in de B-component. Menging van
Hl4O-preparaten met de M-component van het wilds type had geen effect maar
menging met de B-component resulteerde in sen groot aantal vlekken op de primaire
bladeren van hetzelfde type als die, verccrzaakt door Sh.

Op analoge wijze werd vastgesteld dat cok het chlorotische in plaats van
necrotische karakter van NldO-lesies op Pinto berustte op een of meer mutaties
in de B-component van N1u40,

Ni42, Evenals N140 bleek N142 niet in staat symptomen te vercorzaken op Blackeve.
Ook bij N1u42 was er geen positielf effect van supplementering met de M-component
van het wilde type. Echter, ook bij toeveeging van de B-component traden slechts
bij een van de tien getoetste lokale-lesie-isolaten normale vlekken op. In de
negen overige gevallen waren er wel vlekjes te onderscheiden, masar deze waren
zeer veel kleiner en minder chlorotisch dan de wild-type vlekken, veroorzaakt
door de gecombineerde M- en B-preparaten van het wilde type.

Aangenomen werd dat de reactie van de negen isolaten de voor N142 kenmer-
kende reasctie was. De uitkomsten konden dan worden verklsard door het voorkomen
van mutaties in beide componenten van N142, De mutatie(s) in de B-component
zou(den) dan het volledig ultblijven van symptomen versorzaken en daarmee een
epistatisch effect hebben ten aanzien van de M-mutatie{s), die verantwoordelijk
zoul(den) zijn voor het klein blijven van de vlekken.

De lokale lesies van Nl42 op Pinto waren chlorotisch in plaats van necro-
tisch, maar bovendien cok kleiner dan wild-type lesies. De diameter van mutant-
-lesies varieerde van 0,5-2,5 mm, die van wild-type lesies van 0,5-4% mm. Het
percentage lesies met een diameter van 2 mm of meer was bij Sb duidelijk groter
dan bij N1Lk2.

Het chlorotische karakter van de Nli2-lesies bleek evenals bij N140 te
worden verocrzaakt door een of meer mutaties in de B-compenent. Veoor de kleinere
afmetingen waren echter een of meer mutaties in de M-component verantwoordelijk
zoals blijkt uit tabel 6.3. Het percentage lesies van 2 mm cf meer werd door
toevoeging van de M-component aanmerkelijk verhcogd maar veranderde nauwelijks

door toevoeging van de B-component.
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Tabel &.3. Supplementeringstoets met N142,op Pinto; effect op de diameter van
de lokale lesies.

Aantal Aantal lesies met een diameter 2 mm
1) gemeten,

Inoculum lesies geteld als percentage van het totaal
Niy2 216 23 10,7

N142 + M 270 73 27,0

M 0 0

M+ B 114 42 36,8

N142 180 16 8,9

N142 + B 147 20 13,6

B 5 3

M+ B 59 21 35,6

1) Per wild-type component werden 10 lokale-lesie-isoclaten afzonderliik getoetst.
De vier bij elkaar gencemde inocula werden daarbij steeds op de vier bladhelften
van dezelfde plant gefnoculeerd.

2) Alleen vrijliggende, niet op de bladrand of tegen een nerf liggende lesies
werden gemeten. Bij niet geheel ronde lesies werd de grootste diameter gemeten.

N168. Op Finto vercorzaakte N168 kieine, lichte en weinig necrctische lokale
lesies. Na toevoeging van Msb ontstond meer necrose, die aan de onderzijde van
het blad zichtbasar was, en werden ook lesies van het wilde type waargenomen. Of
de lesies in het algemeen een grotere diameter hadden, kon niet worden waarge-
nomen als gevolg van de vage begrenzing en de grote aantallen. Toevoeging van
Bsb gaf geen verandering in de mate van necrotisering van de lesies. Deze uit-
komsten bevestigen die van IVR-toetsen (zie 5.3) volgens welke het welnig necro-
tische karakter van de lesies een gevolg was van een of meer mutaties iIn de
M-component.

Eenzelfde conclusie was mogelijk ten aanzien van het defect dat de tempe-
ratuurgevceligheid van N168 veroorzaakte. Na toevoeging van Msb aan NI68-prepa-
raten ontstonden in Blackeye bij 30% symptomen, na menging met Bsb bleven de
planten echter symptocomloos. Overigens waren zowel de lokale als de systemische
symptomen, veroorzaskt door het mengsel N168 + Msb, milder dan die vercorzaakt
door het mengsel Msb + Bsb. Dit deed vermceden dat ook in de B-component van
N168 nog een of meer mutaties waren opgetreden die de symptoomvorming bij 30°
beinvloedden.

De virusinhoud van primazire Blackeye-bladeren ult supplementeringstoetsen
bij 22° en 30° werd vergeleken door middel van lokale-lesietoetsen met verdun-
ningen van sap uit die bladeren. De uitkomsten van deze toetsen zijn weergegeven
in tabel 6.4. Toevoeging van Msb bracht de virusproduktie bij 30° op ongeveer

hetzelfde niveau als dle bij 22°, Bij teeveeging van Bsb bleef de virusproduktie
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echter even laag als die van N168 allgen bii die temperatuur. De sterke vermin-
dering van de virusproduktie als gevolg van een hoge temperatuur bleek dus,
evenals de symptoomloosheid bij die temperatuur, cen gevolg te zijn van een of

meer mutaties in de M-component van N188.

Tabel 6.4%. Supplementeringstoetsen met N168 op Blackeye; effect op dg infectic-
siteit van sap uit de geInoculeerde bladeren bij 22 en 30 C.

Sap afkomstig uilt

pianten gelnocu- Verdunning wvan het sap
leerd met Temperatuur 35 % 175%
N168 20° 705%) 134
N163 30° 19 1
N168 + Msh 25° 855 137
N1B8 + Msb 30 98y 176
Msb + Bsb 222 150 68
Msbh + RBsb 307 2176 98
Msh 30 17 2
N168 + Msb 35° 605 159
N168 22° 748 256
N158 35° 21 0
N168 + Bsb 22° 570 115
N168 + Bsb 30° 11 1
Msb + Bsb 222 473 51
Wsh + Bsb 20 2469 1004
Bsb 3g° 161 5
W168 + Bsk 3¢° 12 1

%) Aantallen lokale lesies zijn totalen van 8 bladhelften.

WNi172. De mutant N172 gaf bij 22° noch bij 30° symptomen op Blackeye. De virus-
produktie was bij deze temperaturen gering, respectievelijk nihil. Supplemente-
ring met Msb hief het defect in de lokale symptoemvorming bij 22° slechts ge-
deeltelijk op, er ontstonden wel vlekken van normale afmetingen maar deze waren
minder chlorctisch dan wild-type vlekken. Toevoeging van Bsb had bij 22° geen
effect. Dit wees op het voorkomen van mutaties in beide componentern van N172.
De M-component zou dan verantwoordelijk zijn voor het uitblijven van symptomen,
terwijl een of meer mutaties in de B-component de vlekken, indien ontstaand,
minder chlorctisch zouden doen uitvallen.

Bij 30° had geen van beide wild-type componenten een positief effect op
de symptoomvorming door N172. De conclusie was dat mutaties in beide componenten
de vorming van symptomen bij die temperatuur verhinderden.

Het zfwijkende type van de lokale lesies van N172 op Pinto bleek een gevolg

te zijn van de mutatie(s) in de M-component. Homogernaat van N172-lesies gaf,
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gemengd met een Msb-suspensie, normale wild-type lesies. De lokale lesies, ver-
oorzaakt door de combinatie van N172 en Bsb hadden alle het type van N172-lesies.
S15. Deze mutant werd geiscleerd uit een systemisch geiInfecteerde Blackeys-plant
die gelnoculeerd was met N1u2. S15 verschilde hierin van het wilde type dat het
op Blackeye kleinere en zwakker chlorotische vlekken gaf op de gelncculeerde
bladeren. Het systemische mozalek was ook milder. Normale vlekken op de gefnccu-
leerde bladeren verschenen wel na toevoeging van Msb aan S15, maar niet wanneer
Bsb werd gesupplementeerd. Hieruit werd afgeleid dat 515, evenals de ouderstam
N142, een of meer mutaties veor kleinere, minder chlorotische vlekken op Blackeye

in de M-component had.
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1. Lokalisering van mutaties door middel van ‘reassortment of components’

Bij gezamenlijke inoculatie op de differentiérende waard van twee mutanten,
welker mutaties hetzelfde symptoom befnvloeden maar in verschillende componenten
voorkemen, zullen decor 'reasscrtment of components! (ROC) in het inoculum, cok
combinaties van de niet-gemuteerde M-~ en B-deeltjes infectles kunnen vercorzaken.
Dit zal resulteren in de vermenigvuldiging van wlld-type virus en daardeor in
het ontstaan van wild-type symptomen. Deze laatste treden dan tezamen met even-
tuele mutant-symptomen op. Komen de mutaties van de beide samengevcegde mutanten
in dezelfde component voor dan bevat het mengsel geen volledige, onveranderde
genomen en zal er geen wild-type virus kunnen ontstazn.

Cp basis van dit principe uitgevoerde ROC-toetsen kunmen aanwijzingen ver-
schaffen omtrent het wvoorkomen van mutaties in M- of B-compeonent van een mutant,
als van een andere mutant met een soortgelijk defect in symptoomvorming de mu-
tatie reeds gelokaliseerd is. Uit het al of niet optreden van wild-type sympto-
men na inoculatie van de differentiérende waard met een mengsel van de desbe-
treffende mutanten kan werden afgeleid of deze mutanten hun mutaties in verschil-
lende of in dezelfde componenten hebben.

Voorwaarde voor het tcoepassen van deze toetsmethode is dat voor de desbe-
treffende marker-eigenschap geldt dat het decor het wilde type verocrzaakte beelc
dominerend is ten opzichte van de verschijnselen, die door ieder der mutanten
worden vercorzaakt. Aan deze vcorwaarde voldeed een groct deel van de mutanten,

veorzover het de reactie van Pinto en Blackeye betrof,

7.1. ROC-toetsen met NI123, NI40 en NI142

Supplementeringstoetsen met N123 en NI4O (6.1 en 6.2) gaven aan dat deze
mutanten hun mutaties in respectlevelijk M- en B-component hadden. Voor N1k2
werd het voorkomen van mutaties in beide componenten gepostuleerd (6.2}, Voor
een uitvoerige bespreking van de ROC-tcets zijn daarom deze drie mutanten
interessant. De resultaten met de twee eerstgenoemde mutanten (en N163) werden

reeds eerder gepubliceerd (De Jager, 1976).

7.1.1., N123 en N140

De ROC-tcetsen werden uitgevcerd op Pinto en Blackeye. Op Pintc waren de
lockale lesies van N123 zeer klein maar wel necrctisch, die van NI40 normaal van
afmetingen maar chlorotisch in plaats van necrotisch. In Blackeye gaven de heide
mutanten doorgaans geen symptomen, alleen N123 wvercorzaakte soms een nauwelijks

zichtbare oppervlakkige etsing in het geincculeerde blad (Tabel 4.1),
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N123 N140

N123+N140 Sb

Fig. 7.1. ROC-toets met de mutanten N123 en N140 op primaire bladeren
van Blackeye.
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De RCC-toetsen werden uitgeveerd door op de differentiérende waard te

incculeren:

1. het homogenaat, in buffer, van 88n of enkele lokale lesies van N123;

2. idem van N140;

3. een mengsel van gelijke volumina van deze homogenaten en

4.  het homogenaat van een wild-type lesie.

Cp Pinto werden deze vier inocula gebracht op de vier helften van de primaire
bladeren van dezelfde plant. Van Blackeye werden hiervoor steeds series van
vier afzonderlijke planten gebruikt.

De combinatie N123 + N140 vercorzaakte op Pinto, behalve lesies van de
beide mutant-typen, veel grote, necrotische lesies van het wilde type. Deze
laatste kwamen niet veoor op de bladheiften, geInoculeerd met de afzonderlijke
matanten.

Op Blackeye gaven de mutanten N123 en N140 afzonderlijk geen lokale symp-
tomen maar samengevoegd wel. De door het mengsel teweeggebrachte vlekken ver-
schenen echter een of twee dagen later dan wild-type vlekken en waren iets min-
der chlorotisch dan deze (Fig. 7.1).

Deze resultaten waren in overeenstemming met de ultkomsten van de supple-
menteringsproeven (hoofdstuk 6}, volgens welke van K123 de M-component en van
N140 de B-component gemuteerd was. Uit de B-component van N123 en de M-component
van N140 zou dan, bij gezamenlijke inoculatie op Blackeye, wild-type virus moe-
ten ontstaan. De hoeveelheid virus, die daarbij geproduceerd werd, zou groter
moeten zijn dan bij afzonderlijke inoculatie van de mutanten, omdat beide mutan-
ten in Blackeye minder sterk vermenigvuldigd werden dan het wilde type.

Om de hoeveelheden wan het bij de verschillende behandelingen geproduceerde
virug te vergeliiken werd sap uit bladeren van Blackeye geTnoculeerd met N123 +
N140, in een aantal verdunningen gefnoculeerd op Pinto-planten. Hetzelfde ge-
beurde met sap uit Blackeye gefnoculesrd met de afzonderlijke mutanten. Aan de
hand van de aantallen lokale lesies op de Pinto-planten konden de in Fig. 7.2A
weergegeven verdunnings-infectiositeitscurves worden bepaald. Uit de afstand
tussen de curves blijkt, dat na inoculatie met het mengsel van mutanten tenmin-
ste tien maal zoveel virus ontstond als na incculatie van de mutanten afzonder-
1lijk.

Om de aard van het geproduceerde virus vast te stellen werd virus ult 16
afzonderlijke lesies van de met de hoogste verdunningen van het Blackeye-sap
gefnoculeerde Pinto-planten getcetst op Pinto en Blackeye. Van de 16 lokale-
-lesie-isolaten van virus, ontstaan uit de combinatie N123 + N1uG, bleken er 15

op de beide differentiérende waardplanten de symptomen van het wilde type te
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Fig. 7.2. Verdunnings-infectiositeitscurves van sap uit primaire bladeren van
Blackeye geinoculeerd met de mutanten N123, N140 en N142 afzonderlijk en gecom-
bineerd.
A. &—~N Bladeren gelnoculesrd met N123

O—o©0 Bladeren gelnoculeerd met N140O

@—® Bladeren geIncculeerd met N123 + N14Q
B. O~—10 Bladeren geincculeerd met Niu2

B—& Bladeren geinoculeerd met N123 + Nu2

geven. Fén isclaat bleek overeen te komen met N1LO.

De lokale-lesie-isclaten van de in Blackeye afzonderlijk vermeerderde

mutanten N123 en N140 hadden dezelfde karakteristieken als de oorspronkelijke
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mutanten. Slechts &&n van de zestien isclaten van N1%0 hleek verontreinigd te
zijn met Sb. Hieruit werd geconcludeerd dat, zo er al wild-type virus door
reversie uit de mutanten kon ontstaan (4.4.1 en 4.5), dit op zo geringe schaal
gebeurde dat het geen verklaring kon opleveren voor het overvlioedig voorkomen
van wild-type virus na incculatie van N123 en N140 samen.

In een tweede, soortgelijk experiment werden uit Blackeye-planten, geInccu-
leerd met N122 + N140 14 isolaten verkregen, waarvan er 13 de eigenschappen had-
den van het wilde type en 1 die van N123.

De resultaten van de supplementeringstoetsen met N123 en NI40 in aanmerking
nemende kunnen de uitkomsten van de ROC-tcetgen met die wmutanten en van de na-
toatsing van het daarbij geproduceerde virus worden verklaard door de produktie
van wild-type virus uit een niet-gemuteerde M-component van N140 en een niet-ge-

muteerde B-component van N123.

7.1.2. N123 en Nl42

De ROC-toetsen met de mutanten N123 en N142 werden op dezelfde wijze uitge-
voerd als de in de vorige paragraaf beschreven ROC-toetsen met N123 en N14O. Op
Pinto-planten, geinoculeerd met sen mengsel van N123 en N142 ontwikkelden zich
grote, necrotische leszies als van het wilde type en lesies van het type van de
beide mutanten. Ook kwamen wel lesies voor van het type van NI4Q (groot, chloro-
tisch) en van S15 (klein, necrotisch). Op Blackeye gaf de combinatie N123 + N142
dezelfde verschijnselen als het wilde type.

QOp dezelfde wijze als hiervoor werd beschreven voor de combinatie N123 +
N140 werd ook het virus onderzocht dat in Blacksye-cowpeas cntstond uit de com-
binatie N123 + Ni#42. Op Pinto veroorzaakte het sap uit Blackeye-bladeren, gein-
cculeerd met het mengsel van deze mutanten, necrotische lesies van alle afmetin-
gen en ook kleine, chlorotische lesies van het type van N142. Vergelijking van
de desbetreffende verdummings-infectiositeitscurve met die van sap uit Blackeye,
gefnoculeerd met N142 alleen (Fipg. 7.2B), geeft aan dat in de dubbel geinfec-
teerde planten cngeveer 40 maal zoveel virus ontstond zls in de enkel geiInfec-
teerde planten.

Lokale-lesie-isolaten van de hoogste verdunningen van het Blackeye-sap
werden nagetoetst op Blackeye en Pintc. Vijftien van de 16 isolaten afkomstig
van de mutant N142 alleen hadden de voor die mutant karakteristicke symptomen.
Lén isolaat gaf symptomen als $15 en kon op dezelfde wijze als die submutant
uit N1%2 zijn voortgekomen (zie 4.5).

Van de zestien isclaten, afkomstig van de combinatie van N123 + N142 hadden

er twee de karakteristicken van N123. De overige 14 isolaten veroorzaakten alle
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lckale symptomen op Blackeye-cowpeas. Van 4 van deze 14 isolaten waren dit nor-
male wild-type symptomen. Deze isclaten gaven op Pinto, naast wild-type lokale
lesies, ook lesies van het type van de mutanten N123, N142 en 815, De resterende
10 isolaten combineerden ten opzichte van het wilde type zwakker chlorotische
vlekjes op de gelnoculeerde bladeren van Blackeye met kleinere lokale lesies op
Pinto. Onder deze kleine lesies op Pintc kwamen zowel chlorctische als necroti-
sche in wisselende verhcudingen voor.

In twee andere, soortgelijke experimentsan, waarin lckale-lesie-isclaten van
de nakomelingschap van een combinatie N123 + N142 werden getoetst, werden over-
eenkomstige uitkomsten verkregen: voor rover de isolaten op Blackeye symptomen
van het wilde type gaven leken de lesie-typen op Pintc er op te wijzen dat het
mengsels van mutanten waren. Andere isolaten gaven zowel kleinere lesies op
Pinto als klelnere en minder chlorotische vlekken op Blackeye.

Voor de resultaten met N123 en NIN2 lipt een verklaring niet direct voor de
hand. Immers, voor N142 werd op grond van supplementeringsproeven {5.2) aange-
nomen dat in beide componenten wutaties waren opgetreden, die de symptomen op
Pinto en Blackeye belnvloedden. N142 zou dus in het mengsel van mutanten geen
onveranderde component bijdragen en wild-type virus zou dus niet kunnen ontstaan.

Inderdaad bleek bij de natcetsing van het geproduceerde virus dat, hoewel
op de met N123 + N142 geinoculserde Blackeye-planten duidelijk wild-type symp-
tomen ontstonden, het in de bladeren zanwezige virus voor eemn groot deel afweek
van het wilde type en meer leek op submutant S16.

Een verklaring voor de waargenomen verschijnselen kan gegeven worden door
aan te nemen dat complementering cptrad tussen de M-componenten van N123 en
N142. Onder complementering wordt hierbij verstaan het verschijnsel dat twee
virusgenomen, die in dezelfde cel voorkomen eén letale of subletale mutaties in
verschillende cistrons hebben, beide normaal kunnen vermeerderen door gebruik
te maken van eikaars niet-gestoorde functies, Hierbij wordt dus geen wild-type
virus gevormd maar worden de beide mutanten als zodanig vermeerderd.

Complementering tussen de M-componenten van N123 en N142 zou kunnen optre-
den indien de M-component van CPMV codeert voor tenminste twee functionele
eiwitten en in leder van de mutanten een verschillend eiwit door mutatie is
veranderd.

In de hier ter sprake gekomen mutanten zouden de mutaties dan als volgt

voorkomen:
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Een + geeft in ieder van de vercnderstelde clstrons cen genetische constitutie

aan die op Pinte (P) respectieveliik Blackeye (B) symptomen van het wilde type
zkl

geeft. Afwijkingen ten aanzien van het lesietype op Pinto zijn: P = zeer
klein, Pkl = klein, en PChl = chlorctisch., Voor de lokale reactie op Blackeye
geldt: RS - geen symptomen of opperviakkige etsing, Bkl = kleine zwak chloro-
tische vlekken, en B = geen symptomen.

De mutanten N140 en N142 zouden dezelfde mutatie in de B-component kunnen
hebben en daardcor bij samenvoeging geen wild-type symptomen kunnen veroorzaken.

815 zou uit N142 kunnen zijn ontstaan deor terug-mutatie in de B-component.
De submutant zou daarbij alleen de mutatis in de M-component van N142 hebben
overgehouden.

Inoculatie van N123 en N142 samen op Pinto en Blackeye zou kunnen resulteren
in het ontstaan van wild-type symptemen indien van beide mutanten de M-ccmpeonent
en van N123 ook de B-component in de desbetreffende infectiecentra aanwezig zou-
den zijn. De niet-veranderde genprodukten van de beide M-componenten zouden
daarbij normaal moeten kunmen functioneren. Bij natecetsing van afzonderlijke
isnlaten, afkemstig van het mengsel van de mutanten, zouden alleen die isolaten
weer wild-type symptomen geven die ook weer de genoemde drie componenten bevat-
ten. Op Pinteo zouden deze isolaten, naast wild-type lesies, ontstaan door comple-
mentering, ook N123- en S15-lesies geven en, indien BIN2 ook aanwezig zou zijn,
ook nog Nlu2-lesies. Fen dergelijk samengaan van meerdere lesie-typen werd inder-

daad waargenomen.
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Het merendeel van de nagetoetste isclaten leek in eigenschappen op S15 en
zou hebben kunnen ontstzan uit de M-component van N142 en de Brcomponent van N123.
Wanneer hierbij ook nog de B-component van NIW2 zou voorkomen zouden op Pinto
zowel S815- als Nlu42-lesies kunnen ontstaan. Dit werd ook waargenomen.

Indien een mengsel van N123 en Nil#2 op Pintc alleen wild-type lckale lesies
zou kunnen geven op plaatsen waar tenminste drie verschillende compenenten aan-
wezig zouden zijn zouden wild-type lesies bij toenemende verdunningen steeds
minder freguent moeten optreden. Dit is,in eéh eetmalig uitgeveoerd experiment,
inderdaad gevonden. In tabel 7.1 zijn de uitkemsten van dit experiment gegeven.
Het percentage duidelijk als wild-type lesies herkenbare grote, necrctische

lesies nam af naarmate het zantal lesies per blad geringer was.

Tabel 7.1. Verband tussen de relatieve virusconcentratie en het aantal wild-type
lesies na inoculatie met een mengsel van de mutanten N123 en N1uZ.

Aantal Aantal lekale lesies Aantal wild-type lesies
gelnoculeerde
Verdunning bladeren Totaal Per blad Geteld Als percentage
van totaal

1x 1 149 149 68 45,6
3 x 3 422 inl 185 ug ,2
10 x 12 782 g5 191 24,4
0 x 18 375 21 53 14,1
100 x 30 240 8 25 10,4

7.1.3. N140 en N142

In ROC-toetsen met de mutanten Ni%0 en N142 verschenen op de delen van
Pinto-bladeren, geinoculeerd met een mengsel van deze mutanten alleen chloroti-
sche lokale lesies van zllerlel afmetingen. Blackeye-planten, geinoculeerd met
het mengsel, bleven symptocmloos. In geen enkel geval verschenen de voor het
wilde type karakteristieke symptomen.

Voor de mutanten Ni40 en N142 werd cp grond van supplementeringstoetsen ge-
concludeerd dat beide mutanten mutatie(s) hadden in de B-component voor geringe
vermeerdering en het uitblijven van symptomen in Blagkeye en voor chlorotische
lokale lesies in Pinto (6.2)}. Een negatief resultaat van dé ROC-tcetsen met deze
mutanten kon daarmee verklaard worden en natoetsing van het geproduceerdes virus

had niet plaats.

7.2, Uitkomsten van de overige ROC-toetsen

Behalve de in de vorige paragrafen behandelde toetsen werden ock nog ROC-

-toetsen uitgeveerd met de mutanten N163, S15, W57 en S1. Bij de eerste twee
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mutanten werd getoetst op de afwijkende reacties zowel op Pintc als cop Blackeye.
De mutanten N57 en S1 gaven op Pinto normale lckale lesies en werden daarom al-
leen op Blackeve getocetst.

De uitkomsten van de toetsen op Pinto zijn samengevat in tabel 7.2. Volle-
digheidshalve zijn daarin ook nog eens de in de vorige drie paragrafen gegeven

uitkomsten verwerkt.

Tabel 7.2. Resultaten van de ROC-toetsen cp Pinto

Gecombineerde

mutanten N123 N163 N1u40 N1y2 S15

N123 s 43s) +(5) +(2}

N183 +(2) +(1) +(1)

Niuo -(1) -(2)

Niy2 -{1)

515

a. - geeft aan dat de combinatie ulitsluitend lesies van de beide mutant-typen

veroorzaakte. + geeft zan dat, naast lesies van de mutant-typen, ook wild-type
lesies ontstonden.

b. Tussen haakjes is gegeven het aantal afzonderlijk getoetste paren lesie-
-homogenaten.

Geen wild-type lesies werden waargencmen na menging van N123 en N163 en
evenmin na menging van N1uQ0, N142 en S$15. Alle overige combinaties gaven aanlei-
ding tot het ontstaan van lesies met wild-type karakter.

De resultaten op Blackeye zijn samengevat in tabel 7.3. De eerder als mutan-
ten met M-mutaties herkende N123 en N163 gaven samen geen wild-type infecties.
Ook de mutanten, dile eerder een of meer mutaties in de B-component bleken te
hebben (NL140, NiI42, N57, 81), konden elkaars defect niet opheffen, ook niet deor

complementering tussen overkemstige componentien.

Tabel 7.3. Resultaten van de ROC-toetsen op Blackeye.

Gecombineerde

mutanten N123 N163 NiaQ N1y2 Sl N57 515
N123 V) ST B CED BT E B +H1) +(3)
N163 +(2) +{1) +(1) ng® +(1)
H140 -(10} -(1) -(1) +(2)
Niu2 ~{1) ng -{1)
sl ng +{2)
N57 ng
515

a. Zie bij tabel 7.2,
b. Zie bij tabel 7.2.

c. ng = niet getoetste combinatie.



Submutant S15 gaf cp Blackeye geen positief resultaat met mutant NI42 waar-
uit hij afkomstig was, maar wel met alle andere, waaronder zowel mutanten met
M- als met B-mutaties. Omdat S15 waarschijnlijk de mutatie in de M-cemponent van
Ni42 heeft overgencmen kunnen de pesitieve reacties met de mutanten N123 en N163
op dezelfde wijze verklaard weorden door complementering binnen de Mr~componenten,

zoals in paragraaf 7.1.2 beschreven veoor N123 en NI1yZ2.
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8. Hybrnde isolaten

Onder een hybride isolaat of hybride wordt verstaan een isolaat waarvan
1) ¥- en B-component afkomstig zijn van genotypisch verschillende stammen, en
2) het fenotype stabiel 1s bij meerdere achtereenvclgende passages in een vat-
bare waard. De laatste eigenschap onderscheidt het hybride isolaat van het hete-
rologe mengsel van componenten, zoals dat wordt gebruikt in IVR-toetsen.

Als methodiek kan bestudering van de eigenschappen van hybride isolaten
nedig zijn ter ondersteuning van andere methcdicken voor lokalisering van muta-
ties.

Wanneer bijvoorbeeld in supplementeringspreeven het wilde fenctype noch door
toevoeging van wild-type M-component noch door toevoeging van wild-type B-compo-
nent kan worden hersteld, is dit een aanwijzing dat in beide componenten van de
mutant een of meer mutaties voorkomen. Volledige zekerheid hieromtrent kan een
supplementeringstoets echter niet geven omdat de inocula In een dergelijke toets
steeds drie componenten bevatten en het niet onmogelijk is dat aan het tot stand
komen van het waargenomen fenotype al deze componenten bijdragen.

Of er in een dergelijk geval irnderdaad sprake is van mutaties in beide com-
penenten kan worden nagegszan dcor de in M- en B-component veronderstelde mutaties
van elkaar te scheiden en apart op hun effect te beoordelen. Dit kan gebeuren
door de M- en B-mutaties onder te brengen in de vreciproke hybriden van de desbe-
treffende mutant en het wilde type en van deze hybriden het fenotype te bestude-
ren.

Dit is gebeurd met de temperatuurgevoelige mutant N168, waarin op grond van
supplementeringstoetsen zowel in de M- als de B-compeonent een mutatie werd ver-
moed (6.2). De eigenschappen van de hybride isolaten toonden aan dat inderdaad
beide componenten van de mutant mutaties bevatten, die invlcoed hadden op de symp-
toomvorming.

De hybride Msb/Bl68 kon worden gelsoleerd uit grote necrotische lesies van
het wilde type, die in supplementeringsexperimenten tezamen met mutant-lesies op
Pinto verschenen na toevoeging van wild-type M-component zan een N168-preparaat
(6.2), Het wild-type karakter van de lesies gaf zan dat in ieder geval Msb in de
lesies aanwezig moest zijn. Fen verontreiniging met M168 werd door middel van
lokale-lesietransfer ge€limineerd.

Van de door de hybride combinatie M1&8/Bsh vercorzaakte Pinto-lesies werd
niet verwacht dat zij zich in een supplementeringsexperiment vcldeende zouden
onderscheiden wan N168-lesies. Voor de isolatie van deze hybride werd daarom uit-

gégaan van de mutant-type lesies, verocrzaakt door de desbetreffende heterologe
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combinatie van componenten in het IVR-experiment met N168 en Sb op Pinto (5.3).
Gezien de geringe restinfectiositeit van het gebruikte M168-preparaat zou het
overgrote deel van de verschenen mutant-type lesies cok inderdaad door de combi-
natie M168 + Bsh vercorzaakt mosten ziiju.

Dat de verkregen isolaten hybriden waren, kon worden afgeleid uit de op
drie waardplanten vercorzaakte symptomen. Een beschrijving van deze symptomen
geeft tabel 8.1.

Het hybride karakter van Msb/B168 bleek op Pinto en Farly Red. De lesies
van hybride Msb/Bl68 op Pinto waren hetzelfde als die van Sb {Fig. 8,1) maar op
Early Red verccorzaakte dit isolaat witte lesies zoals de mutant. Deze lesies

waren echter niet of nauwelijks kleliner dan wild-type lesles.

M1e8BShH

Fig. 8.1. Lokale lesies op Pinto van het wilde type Sb, wutant N168 en de
hybride isclaten Msh/B168 en M168/Bshb.

De door de hybride M168/Bsb op Pinto verocorzaskte lesies verschilden iets
van N168-lesies. Z1lj waren weliswaar ook wit maar vager begrensd en lets groter
dan de lesies van de mutant (Iig. 8.1). Klaarblijkelijk veroorzaakt de M-mutatie
weinig necrose en een slechts geringe afname van de afmeting terwijl voor de
veel kleinere diameter van N168-lesies ook nog de mutatie in de Brcomponent
noedig is.

M168/Bsb gaf wel bruine lesies op Farly Red, zoals Sb, maar deze waren dui-
delijk kleiner dan wild-type lesies. Geconcludeerd werd dat de mutatie in de
M-component verantwcordeliik was voor de kleinere lesie-afmeting op Early Red,

terwijl de B-mutatie een afwijkende, witte kleur van de lesies tot gevolg had.
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Ook op Blackeye bleken de mutaties In belde componenten een rcl te spelen
bij het tot stand komen van de symptomen. De lokale symptomen van belde hybriden
weken bij 22° niet of nauwelijks af van die van het wilde type. De beide gemu-
teerde componenten gaven samen echter de kleine, onvolkomen vlekjes van N168
(Fig. 4.2). Blijkbaar zijn voor dat mutantsymptoom beide mutaties nodig. Dat
geldt cok voor de symptoomloosheid van N168 bij 30°, Msb/B166 gaf vage, weinig
chiorotische vlekken op de primaire Blackeye-bladeren als gevelg van de mutatie
in de B-component. M168/Bsb, die de temperatuurgeveelige mutatie bevat (8.2)
gaf hij 30° toch ook nog zwak chlovotische vlekjes, zij het zeer kleine. Combi-
natie van de mutaties in de mutant N168 verocrzaakte het velledig uitblijven van
lokale symptomen bij 30°.

Nagegaan werd hoe de produktie van infectieus virus in Blackeye was van de
hybride isolaten bij 22° en 300, in vergelijking met die van de beide cuderstam-
men. Bladmateriaal van de vier isolaten werd gehomogeniseerd in een honderdvou-
dige hoeveelhelid fosfaatbuffer. Van ieder isolaat werden de homogenaten van bla-
deren van 22° en 30° tegenover elkaar getoetst op helften van 8 Pinto-bladeren.
De uitkemsten van deze toets staan in tabel 8.2.

De hogere temperatuur bleek de virusproduktie van Sb te hebben verminderd.
Fen dergelijk, maar iets meer ultgesproken effect bleek te bestaan voor Msb/BLES.
Een zeer sterk effect van de hoge temperatuur trad op bij N1E68 en hybride M168/
Bsh. Het is duidelijk dat de temperatuurgevoelige mutatie van N188 voorkomt in
de hybride M168/Bsb. Tot een eventuele rol van de mutatie in de B-component bij
een vermindering van de virusproduktie Lij hoge temperatuur kan cp grond van deze

getallen niet worden geconcludeerd.

Tabel 8.2. Vergelijking dcor middel van een lokale-lesietoets van de hosvesl-
heden infectieus virus, bij 227 en 30" in primaire bladeren van
Blackeye geproduceerd door wild-type Sb, mutant N168 en de hybride
isolaten Msb/B168 en M168/Bsb.

Isolaat 22° BOO
sb s0s™ 327
N168 208 0
Msh/B168 692 156
M168/Bsb 764 5

%) Gegeven zljn aantallen lckale lesies op 8 Pinto-bladhelften.

De hierboven op grond van de eigenschappen der hybriden weergegeven inter-

pretatie van de effecten van de M- en B-mutaties van N168 Is alleen geldig in-

dfen vaststaat dat de hybride isolaten uitsluitend de mutaties bevatten die ook
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voorkwamen in N168. Om dit aan te tonen werden in-vitro-recombinatieproeven uit-
gevoerd met de twee hybriden. Met de hybride Msb/Bl68 waren op dat moment 14
lokale~lesietransfers uitgevcerd, met de hybride M168/Bst 7. Na zuivering en
scheiding der componenten werden Pinto-planten met hetercloge combinaties van de
compenenten der hybriden geInoculeerd. Van iedere combinatie werden vijf lesies
gezamenlijk gehomogeniseerd in buffer en de homogenaten getcetst op alle diffe-
rentiérende waardplanten. De toets op Blackeye had plaats bij 2P en 30°.

Het virus uit de lesies, verocrzaakt door de M-component van Msh/BlEB en
de B-component van M168/Bsb gaf op de toetsplanten dezelfde symptomen als het
wilde type. De B-compenent van Msb/B168 en de M-component van M168/Bsb gaven
virus met dezelfde eigenschappen als N168. Het fenotype van de aldus opnieuw
samengestelde ccorspronkelijke ouderstammen bleef constant gedurende vier achter-
eenvolgende lokale-lesietransfers. De als controles gelnoculeerds lokale-lesie-
-isclaten van homologe mengsels van de componenten der hybriden hadden de eigen-
schappen van de oorspronkelijke hybriden.

Blijkbaar zijn de componenten van de oorspronkelijke ouderstammen gedurende
hun tijdelijk samengaan met een andere partner in de hybriden niet veranderd
door spontane mutatie of intermoleculaire recombinatie, en mag het effect van de
mutaties In N168 worden beocrdeeld op grond van de eigenschappen van de hybride

isolaten.
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9. Discussie en conclusies

In dit hoofdstuk worden de uitkemsten van het onderzoek besproken aan de

hand van de in 1.1 geformuleerde doelstellingen.

9.1. Verwekken en iscleren van mutanten

De mutagene reactie is al uitvoerig besproken in 3.4. Hier zullen alleen
de conclusies worden weergegeven.

Salpeterigzuur blijkt voor CPMV een efficiént mutageen te zijn, dat gemak-
kelijk is tce te passen. Overigens 1s het niet de enige stof die in CPMV mutaties
kan teweegbrengen. Ook vocr natriumbisulfiet is dit gerapporteerd (Siler et al.,
1876 }.

Zowel het virus als het gelsoleerde RNA kunnen worden behandeld met HNO

o
Behandeling van het virus kan gebeuren bij een concentratie van 1 M NaNOQ. De pH
meet daarbij tenminste 5.0 zijn om precipitatie van het virus te voorkomen. Cm

dezelfde reden moet het RNA worden gefncubeerd bij 0,25 M NaNO, en pH 4.2.

2
De inactivering van compleet virus verloopt veel sneller dan die van gelso-

leerd RNA. Dit doet vermoeden dat de behandeling met HNO, niet alleen op het RNA

maar ock op het manteleiwit een effect heeft. Dit is in Sver'eenstemming met het
feit dat na behandeling van RNA een grotere fractie van de overlevende isolaten
gemuteerd blijkt te zijn dan na behandeling van virus tot hetzelfde overlevings-
niveau. Voor het verwekken van mutanten verdient daarom behandeling van het RFA
de voorkeur.

B~RNA wordt sneller geinactiveerd dan M-RNA, dat in gelijke gewichtsconcen-
tratie wordt behandeld. Het verschil is groter dan verklaard kan worden docr een
grotere ‘'target-size' van het B-RNA. Hoewel dus bij behandeling van een mengsel
van M- en B-RNA het M-RNA minder ver wordt gefnactiveerd dan het B-RNA, worden
toch veel mutaties in de M-component gevenden. Voor het verkrijgen van mutaties
Iin beide componenten is dus geen behandeling van gescheiden RNA's nodig. Ulter-
aard is dat wel noodzakelijk indien mutaties in een specifiek deel van het gencom
gewenst zijn.

Mutanten kunnen worden geiscleerd uit lokale lesies op Pinto na inocculatie
met virus of RNA, dat behandeld is tot laag overlevingsniveau. Het lage overle-
vingsniveau zorgt er voor dat in een relatief hoog percentage van de lesies ge-
muteerd virus wordt aangetroffen en tevens dat op de geinoculeerde planten zeer
weinig lesies ontstaan, zodat de kans, dat ledere lesie door slechts &én M- en
&én B-deeltje, respectievelijk -RNA's uit die deelties wordt vercorzaakt, zo

groot mogelijk is.
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Mutant-isclaten behouden, bij herhaalde lokale-lesietransfer, hun afwijkende
fenctype. Dit fenotype wordt dus genetisch bepaald. Na vermeerdering in een sys-
temische waard blijken echter veel mutant-isclaten toch weer wild-type virus te
bevatten. Daarom worden nooit meer dan twee achtereenvolgende passages in een
systemische waard toegepast.

Het optreden van het wilde type in mutantpcpulaties is ock veelvuldig waar-
genomen bij mutanten van de 'severe' stam van CPMV door Wood (persoonlijke mede-
deling). De vraag rijst of het wilde type tijdens de instandhouding als contami-
natie aanwezig blijft of steeds opnieuw deor reversie uit de mutant ontstaat.
Twee waarnemingen pleiten voor reversie:

1. Na zeer vele lokale-lesietransfers met N123, waarbij noolt een enkele
wild-type lesie werd aangetroffen, bleek na passage in Blackeye toch weer wild-
-type virus in de mutantpopulatie voor te komen (4.4.1).

Dat een reversie niet in Pinto maar wel in Blackeye tot uiting komt kan het
gevolg zijn van een verschil in de mate van vermenigvuldiging in deze waardplan-
ten en van het feit dat in Pinto de infectie gelokaliseerd blijft maar in Black-
eye nilet.

2. Homcloge en hetercloge combinaties van de componenten wan N3 en N537 gaven
op én na alle enige systemische infectie van Noordhollandse Bruine (Tabel 5.1},
Voor de mutanten zelf bleek dat deze systemische infectie werd verocorzaakt door
wild~type virus. Alleen na inoculatie van de combinatie M3 + B57, waarbij in elke
component een mutatie voor het uitblijven van systemische infectie voorkomt, ont-
stonden in het geheel geen systemische symptomen. Zou de systemische infectie
docr de andere combinaties te wijten zijn aan blijvende bijmenging van het wilde
type dan zou dit ook voor de combinatie M3 + B57 gelden. De verklaring zou kunnen
zijn dat het systemisch infecterende wild-type virus door reversie kan ontstaan
en dat de aanwezigheid van twee mutatiss de kans op het ontstaan van vclledige,
niet-gemuteerde genomen veel kleiner maakt.

Reversie wordt ock door Jockusch (1968} verondersteld de corzaak te zijn
van het veoorkomen van temperatuur-resistent virus In een populatie van de tempe-
ratuurgeveelige mutant Ni2519 van TMV. Een sterke aanwijzing veoor het optreden
van reversie is bekend gemaakt door Hubert (1974). Uit een TMV-mutant met twee
aminozuur-vervangingen in het manteleiwit en afwijkende symptomen ontstond virus
met de symptomen van het wilde type waarin &&n der aminozuur-vervangingen behou-
den was gebleven.

Twee gpontane mutanten konden worden geiscleerd op Farly Red, ecen lokale-
-lesie waard. De mutanten werden op deze waard uitgeselecteerd door hum vermogen

tet systemische infectie. Het is moeilijk vast te stellen of het hier gaat om
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blijvende bijmenging of spontane mutatie. Het laatste 1lijkt waarschijnlijk daar
systemisch infecterend virus na tientallen lckale-lesietransfers van het wilde
type nog steeds daaruit kon worden gelsoleerd.

Het spontaan optreden van systemisch infecterend virus in een populatie,
die normaliter alleen lokale infecties veroorzaakt, is ook gerapporteerd voor
TMV (Bawden, 1958), CMV (Yarwocd, 1970) en de tomatestam van TMV {(MacNeill en
Fletcher, 1971). In het laatste geval werd spontane mutatie bewezen door
MacNeill en Boxall (1974). Deze onderzoekers lscleerden van het in tomaat alleen
lokale infectles veroorzakende virus een spontane mutant die, in een andere
waard, gekenmerkt werd deoor een geel in plaats van een groen mozalek., Systemisch
infecterend virus, voortkomend uit deze mutant, Lleek cok de gele marker te be-
zitten. Dit wijst er op dat In dit geval de overgang van lokaal blijvend naar
systemisch infecterend ontstond door mutatie en niet door selectie van een reeds
aanwezige bijmenging.

De genetische instabiliteit van zowel wild-type CPMV als de gelscleerde
mutanten maakt het nodig om bij onderzoek, waarbij gelet wordt op specifieke
kenmerkende eigenschappen van het virus, voortdurend bedacht te zijn op verande-

ring van deze eigenschappen.

9.2. Het lokaliseren van mutaties

In de hoofdstukken 5, 6, 7 en 8 werd een viertal methedlieken veoor het loka-
liseren van genetische verschillen in de componenten gepresenteerd: in-vitro-
-recombinatie (IVR)}, supplementering, 'reassortment of components' (ROC) en het
isoleren van genetisch constante hybride isolaten.

IVR omvat het samenstellen van hetercloge combinaties van componenten en
bestudering van de eigenschappen daarvan. Hoewel gewerkt wordt met inoccula wvan
hybride samenstelling wordt hier toch niet de term hybridisatie gebruikt. Deze
term wordt al gebrulkt ter aanduiding van experimenten In het verwante onderzoek
naar gemeenschappelijke genetische informatie in virus-genomen of delen daarvan.
Gekozen is voor de term in-vitrc-recombinatie vanwege de analogie met spontane
recombinatie bij virussen. In beide gevallen ontstaan recliproke hybriden, die
jeder delen van de gencmen der ouderstammen bevatten.

De term supplementering is gefntroduceerd door Bancroft en Lane (1973) ter
onderscheiding van deze methodiek van de complementering.

De term complementering wordt in de literatuur gebruikt in verschillende
betekenissen. In de eerste plaats voor de klassiske complementeringsproeven,
zoals die gebruikt worden bij bacteriofagen (Hayes, 1968) en diervirussen

{Fenner, 1970} voor onderscheiding van functionele eenheden in de genomen van
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deze virussen. In de tweede plaats ter aanduiding van de samenwerking tussen de
componenten van plantevirussen met een meerdelig gencom (Wood, 1972; Kassanis
et al., 1973). Tenslotte wordt complementering gebruikt veer proeven die hier
ROC-toetsen genoemd worden (Bancroft en Lane, 1973). Oppervlakkig gezien is er
wel gelijkenis tussen de klassieke complementeringsproeven en de ROC-toetsen.
In beide gevallen treedt virusvermeerdering op na incculatie met twee defecte
mutanten. In de klassieke complementering worden echter de twee mutanten als
zodanig vermenigvuldigd, na dubbele infectie van de gastheercel, terwijl bij
ROC-toetsen wild-type virus ontstaat in cellen, wasrin niet gemuteerde gencom-
delen samentreffen. Het verdient aanbeveling bij het bencemen van deze metho-
dieken onderscheid te maken en de term complementering alleen te gebruiken in
eerstgenoemde betekenis. Dit klemt des te meer omdat het 1lijkt dat het verschijn-
sel van complementering in deze betekenis cok bij plantevirussen kan voorkomen.

Voor IVR-toetsen is het nodig van beide te reccmbineren stammen de componen-
ten te zulveren. Voor supplementeringsprosven behoeven alleen componenten van
het wilde type gezuiverd te worden en voor ROC-tcetsen is helemaal geen zuivering
van componenten nodig. De bewerkelijkheld van de tcetsen neemt in deze veolgorde
dus af. Daar staat tegenover dat de onzekerheid In de interpretatie in dezelfde
volgorde teeneemt. Blj IVR-toetsen zijn in principe slechts twee componenten in
de 1inocula aanwezig. Andere componenten komen hoogstens als verontreiniging voor
in geringe concentratles en zijn weinig storend. Maar bij supplementerings- en
ROC-toetsen zijn er drie, respectievelijk vier componenten in de inccula aanwezig
en meestal is niet zonder meer duidelijk of die componenten alle een rol spelen
en hoe de interacties zijn tussen deze componenten bij het tot stand komen van
de waargenomen fenotypen.

IVR-toetsen worden het meeste toegepast. Vrijwel alle in tabel 1.2 genoemde
marker~eigenschappen zijn op deze wijze gelokaliseerd. Het resultaat van de
IVE-toets Is ondubbelzinnig als ieder der beide heterologe combinaties van com-
ponenten het fenotype vertoont van een der beide ouderstammen. Bij supplemente-
ring is het resultaat duideliik als &&n der toegevoegde compenenten wel en de
andere niet het wilde fenotype kan herstellen. Geven de heterologe combinaties
in de IVR-toets ieder een ander fenotype dan die der ouders, of kan In supple-
menteringstoetsen geen van de beide wild-type componenten het wilde fenctype te
voorschijn brengen dan zijn er waarschijnliik mutaties in beide componenten van
de mutant opgetreden,

Voor het verkrljgen van zekerheid hieromtrent is het nodig stabiele hybri-
den te isoleren en deze onderling of met de beide cuderstammen te recombineren,

zozls beschreven in hoofdstuk 8 voor mutant N168.
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Wanneer echte complementering kan voorkomen, zoals gepostuleerd in 7.1.2,
is een ROC-toets op zich niet voldcende om mutaties te lckaliseren. Uit het ont-
stazan van het wilde fenotype na inoculatie van een mengsel van twee defecte mu-
tanten kan niet worden afgeleid of de mutanten ieder een andere, niet gemuteerde
component bijdrcegen of dat beide mutanten in dezelfde component maar in ver-
schillende cistrons zijn gemuteerd. Natcetsing van het na gemengde inoculatie
geproduceerde virus is dan nedlg, zoals gedaan werd veoor N123, Ni40 en N1u2
(7.1.1}.

9.3, Mutanten ten behoeve van onderzoek van het infectieproces

Bij de bestudering van het infectieproces van bacterie- en vertebratevirus-
sen wordt veelvuldig gebruik gemaakt van virusmutanten met een genetisch defect.
Nagegaan wordt, veelal met behulp van bicchemische technieken, wat het effect is
van een bepaalde mutatie op de aard, respectievelijk de hoeveelheid van geprodu-
ceerde virusspecifieke produkten en in welk stadium van het infectieproces dit
effect optreeadt. Op deze wijze kan men stappen van het infectieproces onderkennen
en nader karakteriseren.

Nu ook voor onderzoek van het vermenigvuldigingsproces van plantevirussen
meer biochemische technieken beschikbaar komen wordt het van belang ook voor deze
virussen te beschikken over mutanten met niet-letale defecten ten aanzien van hun
reproduktie. Dit geldt zeker ook voor CPMV dat geschikt is voor een groot aantal
biochemische onderzoektechnieken.

De in hocfdstuk 4 beschreven kunstmatig ge¥nduceerde mutanten van CPMV kun-
nen alle als defect aangemerkt worden; zij veroorzaken minder ultgesproken symp-
tomen en vele hebben een geringere virusproduktle dan het wilde type.

In principe zijn deze mutanten alle geschikt voor nader hiochemisch cnder-
zoek. Een paar van deze mutanten kunnen hier met mame genoemd worden.

N3 produceert relatief veel T-component. Dit kan een gevolg zijn van een
verminderde RNA-produktie of van een storing in de ommanteling van het RNA. Bio-
chemische karakterisering van het defect van deze mutant zou dus gegevens kunnen
opleveren cver het verloop van de RNA-replicatie dan wel van het verlocp van het
assemblageproces.

Van N123, N140 en N142 wordt weinig virus geproduceerd in gelnoculeerde
Blackeye-bladeren. Is dit cen gevolg van een defect in het transport van cel tot
cel of 1s het vermenigvuldigingsproces zelf gestcord? Deze vraag zou kunnen wor-
den beantwoord door na te gaan of de gencemde mutanten in cowpea-protoplasten
normaal vermenigwvuldigen of niet. Verder onderzoek zou mogelijk de moleculaire

basis van de storing in transport of vermenigvuldiging kumnnen onthullen.
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N188 is een temperatuurgevoelige mutant. Er werden asanwijzingen verkregen
dat het defect ligt in de synthese of maturatie van de virusspecifieke replicase
en niet in het replicasemclecuul zelf {De Jager et al., 1977). Welk virusspecifiek
produkt of welke functie is hier veranderd en hee belnvlcedt deze verandering de
synthese van de replicase?

Temperatuur-gevoelige mutanten bleken reeds wvan veel belang voor het mole-
culaire onderzoek van diervirussen (Fenner, 1970). Het is te verwachten dat ook
voor een plantevirus als CPMV temperatuur-gevcelige mutanten een belangrijke rol
Zullen kunmen spelen in het conderzoek. Pogingen om meer van deze mutanten van

CPMV te isoleren zullen worden voortgezet.

9.4. Verdeling van functies over de componenten

De waarneembare effecten van de mutaties in de beschreven mutanten zijn op-
gesomd in tabel 49.1. Daarbij is voor iedere mutant aangegeven in welke compo-
nent(en} de deshetreffende mutaties voorkomen.

Het overgrote deel der fenotypische afwijkingen kon worden tcegeschreven
aan een of meer mutaties in &&n van de twee componenten. Dit maakt het waar-
schijnlijk dat er een functionele specialisatie is van componenten. Een mutatie
in de ene component wordt blijkbaar niet goedgemaakt deor functies van de andere
component. Dit bevestigt het meerdelige karakter van het gencom.

Uit de resultaten blijkt ock dat de componenten niet gespecialiseerd zijn
op waardplantensocrten. 0p alle vier de waardplanten blijken beide componenten
invloed te hebben op de symptoomvorming.

Uit de uiltkomsten valt niet af te leiden of de waargenomen effecten, die
zan &én component worden toegeschreven, het gevelg zijn van slechts &&n of van
meerdere mutaties in het RNA van die component. Ook kan niet worden gezegd of
de voor een mutant op verschillende waardplanten geconstateerde en zan dezelfde
component toegeschreven afwijkingen door verschillende mutaties of door &6n en
dezelfde mutatie worden teweceggebracht.

Een dergelijk pleiotroop effect moet wel worden verwacht gezien het kleine
genocom. Het wordt ook gesuggereerd door het feit dat voor de symptoomafwijkingen
van mutant N123 op alle vier de waardplanten de M-component als drager van de
mutatie werd aangewezen. Deze mutant ontstond bBij een relatief hoog overlevings-
niveau en bevat dus waarschijnlijk mazr &&n mutatie. Zeouden niettemin voor de
afwijkingen vier verschillende mutaties verantwoordelijk zijn dan zou de kans,
dat deze alle vier in de M-component optraden, erg klein zijn. Alleen lettend op
de lengte van de genoomstukien kan men vocr deze kans berckenen (—-——l-’-ﬂ--—---—)'+ =

.0 + 2.0
ca. 3%. Een dergelijke redenering geldt voor de mutanten N3 en N140.
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Tabel S.1. Overzicht van de fenotypische afwijkingen van de mutanten en van de
componenten waarin de desbetreffende mutaties voorkomen,

Fenotypische afwlijking

Mutatie(s) in

Mutatie(s) in

M-cemponent B-~component
Pinto
Kleinere lokale lesies N3 (S.I)X}
N142 (6.2)
Veel kleinere lokale lesies N123 (6.,1)
N163 (5.2, 6.2)
N172 (6.2)
N168 (8)  yies
Witte i.p.v. bruine lokale lesies N163 (5.2, 6.2)
N168 (5.3, 8)
minder necrotische lokale lesies N140 {56.2)
Nl42 (6.2)
Noordhollandse Bruine
Kleinere chlorotische lcokale vlekken,
geen necrose N163 (5.2, 6.2)
Veel kleinere chlorotlische lokale vlekken N123 (8.1)
Geen systemische infectie N3 (5.1) N&7 (5.1)
Blackeze 22°
Minder chlorotische lokale vlekken Sl {5.3)
N57 (7.2)
Ni72 (6.2)
Kleinere en minder chlorctische
ickale vlekken N183 (5.2)
S15 (6,21
iz (8.2)
N168 (8) N168
Geen of zeer veel kleinere, oppervlakkige
lokale vlekjes N123 (6.1)
Ceen lokale symptomen N172 (8.2) N14o (6.2, 7.1.1)
Ni42 (6.2, 7.1,2)
Produktie relatief veel T-component E3 {5.3)
Blackeye 3%
Geen symptomen N168 -m——%glij___ Nlgg
N1l72 ———————— N172
Farly Red
Kieinere lokale lesies N163 (5.2)
N168 (8)
Witte i.p.v. bruine lokale lesies N168 (8)
Ceen lokale symptomen N123 (6.1)
Chlorotische lcokale vlekken en
systemisch mozalek 81 (5.3)
Systemische necrose 58 (5.3)

%) Tussen haakjes zijn vermeld de nummers van de paragrafen waarin de lokalise-

ring van de afwijking is heschreven.



N3 en N57 kunnen geen van beide Noordhollandse Bruine systemisch infecteren.

De daarvoor verantwoordelijke mutaties liggen echter in verschillende componenten.
N172 heeft een mutatie voor het uitblijven van lokale symptomen In Blackeye in

de M-component. In N14O en N142 komen mutaties met hetzelfde effect voor in de
B-component. Uit deze voorbeelden blijkt dat mutaties in verschillende cistrons
van het virusgenocom hetzelfde uiterlijk effect kunnen hebben.

Deze conclusie benadrukt dat symptoomafwijkingen niet erg geschikt zijn om
inzicht te verschaffen in de functieverdeling tussen de componenten. In het alge-
meen zullen symptomen van infectie moeten worden opgevat als onbedoelde bij-
-effecten van de vermenigvuldigingsprocessen, die zich op moleculair niveau af-
spelen. Voor copheldering van de functieverdeling tussen de twee gencomdelen is
het daarem nodig de moleculaire basis van de waargencmen effecten te onderzockern.

Fen goed gedefinieerde functie van het virusgenoom 1s de produktie van de
beide manteleiwitten. Omdat in dit onderzoek geen mutanten met veranderd mantel-
eiwit werden gevonden kon niet worden nagegaan in welke component(en) de cistrons
voor deze elwitten voorkomen. In de literatuur zijn hierover wel enkele gegevens |
te vinden. Gopo en Frist (1977) rapporteerden dat een als gevolg van een verande-
ring in het kleine manteleiwit gewijzigde elektroforetische mobiliteit van de
S-component van een CPMV-mutant overerfde met de M-component. Dit zou er op wij-
zen dat het cistron voor het kleine manteleiwit in het M-RNA voorkomt. Siler et
al. (1976) isoleerden een CPMV-mutant met een versnelde omzetting van S- in
F-compenent die samenhing met de B-component. Indien deze versnelde omzetting
een gevolg zou zijn van een gewijzigde primalre structuur van het kleine mantel-
eiwit zou dit impliceren dat het cistron voor dit eiwit in het B-RNA ligt. Wood
(1972) vermeldde kort voorlopige resultaten van fingerprint-analyses van hybride-
-isolaten van de 'severe' stam van CPMV, volgens welke &&n van de manteleiwitten
van CPMV wordt gecodeerd door het M-RNA. Tot dezelfde conclusie kwamen Moore en
Scott (1871) voor het met CPMV verwante bean pod mottle virus op grond van serc-
logische karakterisering van hybride isclaten van twee stammen van dit virus.
Kassanis et al. (1973) mazskten heterologe combinaties van de componenten van twee
stammen van radish mosaic virus, eveneens een ccmo-virus. Beide combinaties ver-
toonden hetzelfde serologische gedrag en dezelfde deeltjes-aggregatie als &én
der beide ouderstammen. Dit zou er op wijzen dat ieder der componenten het
cizstron voor een der manteleiwitten bevat. Deze resultaten overziend 1ijkt het
dus zeker dat in como-virussen het M-RNA in leder geval de genetische informatie
voor &&n der manteleiwitten bevat. Of het cistron voor het andere manteleiwit in

het B-RNA vcorkomt staat nog niet vast.
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Op grond van de ervaringen met mutant N142 werd het veoorkomen van twee
functionele eenheden in het M-RNA gepostuleerd (7.1.2), waartussen complemente-
ring zou kunnen optreden. De coderingscapaciteit van het M~RNA is zeker voldoende
voor twee middelgrote eiwitten. Precedenten voor het voorkemen van twee genen in
de kleinere genocomdelen van plantevirussen worden gevonden bij TRV en AMV.
Robinson (1977) kwam op grond van genetisch onderzcek tot de conclusie dat het
korte RNA van TRV twee genen moet bevatten. Tritsch et al. (1977) vonden bif
in-vitro-translatie van het korte TRV-RNA dat er twee verschillende elwitten
werden geproduceerd waarvan een het manteleiwit was. Zij veronderstelden dat dit
korte TRV-RNA twee open initiatieplaatsen vocr de eiwitsynthese bezit. Van het
RNA-3 van AMV werd eveneens door middel van genetische experimenten en in-vitro-
~translatie vastgesteld dat het codeert veor twee eiwitten, waaronder het mantel-
eiwit (Dingjan-Versteegh et al., 1372; Mohier et al., 1976). Dit RNA zou ock een
dicistronische boodschapper zijn (Rutgers, 1977].

Weliswaar zijn er aanwijzingen dat het M-RNA van CPMV een menocistrenische
boodschapper is maar dit behoceft de mogelijkheid van complementering niet uit te
sluiten. Bij in~vitro-translatie van het M-RNA in hetercloge, celvrije systemen
ontstaan grote polypeptiden met molecuulgewichten van 118.000 en 131.000 D. Voor
het grootste eiwit is vrijwel de gehele coderingscapaciteit van het M-RNA nodig.
Er moet dus tussen dit grote en het iets kleinere eiwit een aanzienlijke over-
eenkomst in primaire structuur bestaan (Davies et al., 1977}). Het grootste eiwit
is zeer waarschijnlijk geen doorleesprodukt dat als artefact in het in-vitro-
-systeem ontstaat want uit gelnfecteerde protoplasten kan een eiwit met hetzelfde
molecuulgewicht worden gelsoleerd. Mogelijk is het grootste eiwit een precursor-
eiwit, dat na de vorming wordt gesplitst in kleinere functionele eiwitten, zoals
dat o.a. bij poliovirus is vastgesteld. Complementering op het niveau van genpro-
dukten, zoals hier verendersteld voor de M-RNA's van CPMV-mutanten, zou kunnen
optreden als inderdaad klieving van de precursor plaats heeft en eiwitten ople-
vert die onafhankelijk van elkaar hun functie kunnen uitoefenen.

Overigens is complementering tussen twee defecte stammen van een plante-
virus nog niet eerder aangetoond. Zou een dergelijke complementering inderdaad
kunnen veoorkomen dan zou dit de mogelijkheid kunnen openen van genetische analyse

binnen de RNA's van de meer-componentenvirusseun.
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10. Samenvatting

In dit proefschrift wordt de genetische analyse van een plantevirus met een
gedeeld genoom beschreven.

In hoofdstuk 1 wordt een overzicht gegeven van de RNA-plantevirussen waar-
van thans vaststaat of wordt aangencmen dat zij een gedeeld genoom bezitten
(Tabel 1.1}. Een aanwijzing voor het bestaan van esn gedeeld genocom vormt de
vaststelling dat de verschillende RNA's van een virus functicneel gespecialiseerd
zijn. Een dergelijke specialisatie kan blijken uit het feit dat bepaalde marker-
-eigenschappen kunnen worden toegeschreven aan bepaalde RNA's. Zo'n lckalisatie
van genetische Informatle voor bepaalde eigenschappen kan worden ultgevoerd door
van stammen met verschillende eigenschappen overeenkomstige genoomdelen in vitro
uit te wisselen en na te gaan met welk genoomdeel de desbetreffende eigenschappen
overgaan.

Dergelijke lokaliseringsexperimenten zijn met een aantal plantevirussen uit-
gevoerd ten aanzien van vele, vaak willekeurige eigenschappen (Tabellen 1.2 en
1.3). Bij de onderzochte virussen blijkt er inderdaad sprake te zijn van functio-
nele speclalisatie.

In dit proefschrift worden soortgelijke proefnemingen met mutanten van het
cowpea-mozalekvirus (CPMV) beschreven. CPMV is een virus met kleine isometrische
deeltjes en een tweedelig RNA-gencom. De belide enkelstrengige RNA's hebben een
molecuulgewicht van respectievelijk 1.37 en 2,02 x 106 D. Zii zijin opgencmen in
verschillende deeltjes (componenten) die door gradiéntcentrifugering van elkaar
kunnen worden gescheiden en dan worden aangeduid als Midden(M)- en Bodem{B)-
component. Het virus leent zich goed veor blcchemisch onderzoek van het vermenig-
vuldigingsproces, Defecte mutanten van het virus kunnen daarbij wellicht goede
diensten bewijzen. Een van de doelstellingen van het hier beschreven onderzcek
was dan ook het verkrijgen van dergelijke mutanten.

Hoofdstuk 2 geeft de methoden die werden toegepast bij de infectieproeven
en bij de elektroforese en zuivering van het virus, de scheiding van de componen-
ten en de Isolering van het RNA. Verder wordt uiteengezet hoe de mutagene behan-
deling werd uitgevoerd en hoe de geinduceerde mutanten werden gelsoleerd.

Hoofdstuk 3 bespreekt de mutagene reactie. Behandeling van het virus met
HNO, resulteerde in een zeer snelle afname van de Infectlicsiteit. De inactivering
van de afzonderlijke B-component verliep sneller dan die van de M-cempenent
(Fig. 3.1). Het gefscleerde RNA werd in vergelijking met virus slechts zeer lang-
zaam geInactiveerd (Fig. 3.2). Dit deoet vermoeden dat het mutageen ook een effect

heeft op het manteleiwit. De inactivering van virus zou daardcor slechts zeer ten
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dele een weersplegeling zijn van veranderingen in het RNA. Dit is in overeenstem-
ming met de frequentie waarmee onder de overlevende isclaten mutanten werden aan-
getroffen. Deze frequentie was bIj RNA hoger dan bij virus ondanks het feit dat
het RHA gemiddeld minder ver werd gefnactiveerd dat het virus {Tabel 3.1}, Voor
het verwekken van mutanten kan dan ook het beste RNA worden behandeld.

Het B-RNA verloor cnder invloed van HNO2 veel sneller zijn Infecticsiteit
dan het M~-RNA (Fig. 3.3). Hoewel het M-RNA dus minder geTnactiveerd werd dcor
mutaties in het RNA, was het aantal nitriet-mutanten met een of meer mutaties
in de M-component, te weten zes, toch niet kleiner dan het aantal nitriet-mutan-
ten met een gemuteerde B-component, nl. vijf (Tabel 9.1),

Mutanten konden worden gefsoleerd uit lokale lesies op het beneras Pinto.
Instandhouding van de mutanten moest bij voorkeur door lokale-lesietransfer op
dit ras gebeuren vanwege het gevaar van het ontstaan van wild-type virus in de
mutantpopulatie, waarschlijnlijk deoor reversie.

In hoofdstuk 4 wordt de isclatie wvan de mutanten beschreven en worden de
eigenschappen van de mutanten vergeleken met die van het wilde type (Tabel %.1).
De symptomen op vier toetsplanten worden beschreven: de bonerassen Pinto en
Noordhollandse Brulne en de cowpsa-rassen Blackeye Early Ramshorn en Early Red.

Er zijn twee spontane mutanten, 51 en 88, die in hoofdzaak werden onder-
scheiden op Early Red, waarin zij, in tegenstelling tot het wilde type, een
systemische infectie tewesghrachten met mozalek respectievelijk necrose.

De overige mutanten (met Nenummers) werden gelscleerd na mutagene behande-
ling met nitriet. Bijna al deze nitriet-mutanten vertoonden afwijkingen op alle
vier de waardplanten. Op Pintc waren de lokale lesies kleiner, wit in plaats van
bruin, of minder necrotisch. De lokale wlekken in Noordhollandse Bruine waren
kleiner en systemische infectie van dit ras bleef bij enkele mutanten uit.

In Blackeye waren de lokale en systemische symptomen vaak milder of zij
verschenen in het geheel niet. Fén mutant produceerde relatief veel topcomponent
(deeltjes zonder RNA) (Tig. 4.1). Fen andere mutant bleek temperatuurgeveelig te
zijn voor de symptoomverming op Blackeye (Fig. 4.2) en voor de virusproduktie
(Tabel 4.2). Op Early Red verschenen geen of witte in plaats van bruine lokale
lesies, of de lesies waren veel kleiner dan normaal. E&n mutant gaf een syste-
misch mozafek in Early Red.

Hoofdstuk 5 beschrijft de in-vitro-recombinatie(IVR)-toets waarbij, na
zuivering van de componenten van twee stammen, door ulitwisseling van de compo-
nenten in vitro reciproke heterologe combinaties werden samengesteld die op de
toetsplanten werden vergeleken met de ouderstammen- Deze tostsing kon recht-

streeks op de waardplant gebeuren {Tabel 5.1, Fig. 5.2) of nadat eerst lokale-
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1. Summary

In this thesis the genetic analysis of a plant virus with a divided genome
is described.

In chapter 1 a review is given of RNA plant viruses with multipartite
genomes (Table 1.1}. If in plant viruses with hetercgeneocus RNA complements
specific marker properties can be assigned to specific RNAs a functional spe-~
clalization of these RNAs is suggested. Such a specialization provides evidence
that the virus has a divided genome.

Location of genetic markers in multicomponent plant viruses may be accom-
plished by constructing in vitrc new genotypes through the exchange of corre~
sponding genome parts between strains of the virus which differ with respsct to
the marker property. Comparing the properties of the reciprocal new genotypes
with those of the parent strains may indicate through which genome part the
marker is transferred to the new genotypes.

Many markers have been located In a number of multicomponent plant viruses
(Tables 1.2 and 1.3). The data indicate that the RNAs of these viruses are
functicnally specialized and thus are parts of split genomes.

Similar investigations with mutants of cowpea mosaic virus (CPMV) are
reported here. CPMV has small jcosahedral particles and a bipartite RNA genome.
The two RNAs, with molecular weights of 1.37 and 2.02 =z 106, are encapsidated
in different particles. The two particle types can be separated by density gra-
dient centrifugaticn, after which they are designated middle(M)- and bottom(B}-
—component. As they contain only part of the genome the purified components are
not infectious alene but after mixing they are again highly infectious.

CPMV is well suited for research on the molecular aspects of virus multi-
plication. As with many vertebrate and bacterial viruses the use of defective
mutants may be fruitful in this research. Therefore the isolation of such mutants
of CPMV was one of the objectives of the work reported here.

In chapter 2 methods are deseribed for infectivity teats, purification of
virus and of the components and for isolation of the viral RNA. In additionm,
mutagenic treatment and isclation of mutants are described.

In chapter 3 the mutagenic treatment is discussed. Upon treatment with
nitrous acid the virus rapidly lost its infectivity (Fig. 3.1). Inactivation of
purified B-compcnent was faster than inactivation of purified M~compenent (Fig.
3,1). Compared with virus, the inactivation of isclated RNA was very slow (Fig.
3.2}, suggesting that with virus an effect on the coat protein was involved in

Inactivation. Thus the loss of infectivity of the virus would only partly reflect
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changes in the RNA. This iz in accordance with the relatively low frequency with
which mutants were found among local lesion isolates surviving the treatment of
virus as compared with the mutation frequency of isclated RNA (Table 3.1]. There-
fore for the induction of mutants the treatment of RNA was preferred.

B-RNA was Inactivated by nitrous acid at a faster rate than M-RNA (Fig., 3.3},
Apparantly Inactivating deaminations occurred less In M~RNA than in B-RNA. Yet
the number of mutants having mutations in their M-compenent was not lower than
the number of mutants with a mutated B-component (Table 9.1).

In chapter 4 the isclation of the mutants is described and biclogical
properties of the mutants are compared with those of the wild type.

Mutants were isolated from necrotic local lesicns on Pinto beans. For main-
taining mutants local lesion transfers on Pinto were preferred to bulk transfers
in the systemic host Blackeye cowpea because with the latter methed wild type
virus often aceumulated in the mutant population. This appearance of wild type
virus was conslidered to result from reversion of the mutant genotype and sub-
sequent preferential multiplication of the resulting wild genotype. The symptoms
on four differential hosts are given: the kidney bean varieties Pinto and Noord-
hollandse Bruine and the cowpea varieties Blackeye Farly Ramshorn and Early Red.

On the hypersensitive host Early Red, two spontaneous mutants were differ-
entiated: S1 and S$8. These mutants infected Early Red systemically giving mosaic
and necrosis, respectively. Eight other mutants, designated by N-numbers, were
isolated after nitrous acid treatment of virus or RNA. From one of these induced
mutants {N142) a spontaneous submutant S15 was isolated.

Almost all induced mutants caused altered symptoms on all the differential
hosts. Cn Pinto the local lesions were slightly smaller (N3, N142, 515) or much
smaller (N123, N163, N168, N172}, white instead of brown (N163, N168), or less
necrotic (N140, Niu2}.

The local spots on the primary leaves of Noordhollandse Bruine were smaller
(N123, N163) and less necrotic (N163), With some mutants (N3, N57, N123)} systemic
infection of this bean variety did not eccur.

In Blackeye the local and systemic symptoms were either milder (51, N57,
N183, N168, S15) or absent (N123, NiLO, N142, N172]), One mutant (N3] produced
a relatively large amount of top(T)-compenent, which consists of particles
devoid of RNA (Fig. 4.1). Another mutant (N168] appeared to be temperature
sensitive for the induction of symptoms (Fig. 4.2} and for virus production
(Table 4.2). One mutant {N172}, inducing nc symptoms at either low or high tem-
perature and having low virus production at low temperature, failed to produce

virus at high temperature.
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In Farly Red the necrotic local leslons were elther white instead of brown
(N140, N168, N172) or they did not occur at all (N123). Four mutants caused
smaller lesions on this cowpea variety (N163, N168, N172, S15)}. Cne nitrous acid
mutant (N142} caused loecal chloretic spots and systemic mosaic in Early Red, like
the spontaneous mutant S1.

Chapter 5 describes the in vitro recombination (IVR) test. In this test
heterologous combinations of components were composed by exchanging in vitro the
purified components of mutants and wild type virus. Properties of the hetero-
logous combinations were compared with those of the parent strains on the differ-
ential hosts. The test couid be performed either by inoculating the mixtures of
components directly on the differential hosts (Table 5.1; Fig. 5.2) or by Inoccu-
lating the mixtures on the local lesion host Pinto and testing local lesion iso-
lates taken from this variety on the differential hosts.

When each of the heterologeous combinations had the phenotype of one of the
parent strains it was clear which of the components was responsible for the
differentiating propertie(s). In almost all IVE tests this proved to be the case.

Some mutants attained only low titres in Blackeye cowpeas and could not be
purified in workable quantities (N123, N140, Niu2, K172), Thus purification of
the components of these mutants was not possible and IVR tests could not be
performed. Such mutants could be analyzed by the supplementation test which is
described in chapter 6. In this test wild type components were separately added
to homogenates of typical mutant local lesicns from Pinto. When addition of wild
type M-component restored the wild phenotype and addition of B-component did not
(Fig. 6.2 en 6.3; Tables 6.1 - 6.4) it was concluded that the M-component carried
one or more mutations. In the reciprocal case the B-component was considered to
carry the mutation(s].

The supplementation test was less laborious than the IVE test but the inter-
pretation of the results was alsc more equiveocal. In supplementation tests the
inoculum always contained three components: two of the mutant and cone of the wild
type. Whether the observed phencotype was the result of an interaction betweern all
these components or only between two of them could not be established directly.

In chapter 7 experiments are described in which crude preparations of pairs
of mutants were incculated onto the differential hosts separately and after mix-
ing. When the mutants carried their mutations in different components the un-
mutated components would together contain complete wild type genomes. In that
case wild type infections would be initiated through reassortment of compenents

(ROC) in the incculum.
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Subculturing local lesicon isolates of virus from primary Blackeye leaves,
incculated with a mixture of N123 and NI40 and showing local symptoms (Fig. 7.1},
revealed that the virus resulting from this combination was indeed mainly wild
type virus. This agreed with the results of supplementation tests with these
mutants which showed that they carried their mutations for the absence of
symptoms in Blackeye in the M- and B-component, respectively.

Normal wild type symptoms were alsc induced on Blackeye by a mixture of
mutants (K123 and N142) having mutations in their M-components for absence of
symptoms and for milder local and systemic symptoms, respectively. To sxplain
this, the occurrence of two independent functional genetic units within the
M-RNA was postulated. It was hypothesized that the mutants had their mutations
in different functional units and could genetically complement each other in
cells In which beth M-components were present. Indeed local lesion isclates of
virus from Blackeye plants doubly infected with these mutants mainly contained
the M-~component of either mutant.

Mutants may have mutatlIons affecting the same phenotypic expression in
both components. Occurrence of mutations in both components may be assumed if
In IVR tests both heterologecus combinations of components have phenotypes other
than the parent strains or when in supplementation tests neither of the wild
type components can completely restore the wild phenotype. In those cases the
role of the mutations in the separate components may be evaluated by studying
the properties of the twe reciprocal hybrids of the mutant and the wild type.
This is described In chapter 8 for the temperature sensitive mutant N168. Muta-
tions In both components appeared to affect symptoms in three differential hosts
(Table 8.1; Fig. 8.1). Temperature sensitivity was due to & mutation in the
M-component. Recombining the components of the twe hybrids mutually restored
the genotypes of the wild type and the mutant N1ES8.

In chapter 9 a general discussion and conclusions are given. Using four
methods, i.e. in vitro recombination, supplementation, reassortment of components
and iseolation of hybrids, mutations in 11 mutants were located. Mutations affect-
ing specific properties were found in both components, indicating that the compo-
nents of CPMV are functionally specialized., This confirms that CPMV has a divided
genoma.

Phenotypic alterations assigned to the M-component were;

- smaller size and changed colour of local lesions on Pinto;
- smaller size of local spots and absence of systemic infecticn in Noordhol-

landse Bruineg
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- smaller size and reduced chlorosis and absence of local spots and absence
of systemic infection in Blackeye cowpeas;

- smalier size and even absence of local lesions in Early Red;

- production of a relatively large ameunt of T-component;

- temperature sensitivity.
Phenotypic alterations assigned to the B-~component were:

- reduced necrosis of leocal lesions on Pinto;

- absence of systemie iInfectliIon in Noocrdhollandse Bruine;

- reduced chlorosis of local spots and absence of local and systemic symptoms
in Blackeye;

- changed colour of local lesions on Early Red and occurrence of systemic
infection of this host;

- temperature sensitivity.
Apparently both components direct the formation of symptoms in all four

hosts. Some changes were brought abeut by mutations in either compenent.
Research on the molecular basis of changes in phenctype may help te eluci-

date the process of virus multiplication and the distribution of functions

between the virus components.
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