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Abstract

Barley yellow mosaic virus (BaYMV) causes a disease in winter 
barley resulting in up to 40% loss in yield. It was first reported in 
England in 1980 and due to increased winter barley production and the 
soil-borne nature of the virus the disease will continue to be 
economically important until resistant barley cultivars are available. 
Little is known about the molecular biology of the virus which does 
not apparently fit into any of the major plant virus groupings.

Methods have been developed for the transmission, propagation and 
purification of the virus and extraction of viral RNA. Particle 
structure and cytopathological effects have been studied using 
electron microscopy. Total single- and double-stranded and polysomal 
RNA has been extracted from BaYMV-infected plants and analysed by gel 
electrophoresis, Northern blotting and hybridisation to BaYMV-specific 
cDNA. Virion and polysomal RNA have been used to direct in vitro 
translation systems. Soluble proteins of healthy and BaYMV-infected 
plants have been analysed for the presence of 'pathogenesis-related' 
(PR) proteins and cultivar- or temperature-dependant gene expression. 
Root tissue of infected plants has been investigated for evidence of 
virus replication. Recombinant M13 phage clones have been obtained 
using cDNA synthesised from template RNA enriched for BaYMV RNA.

BaYMV encapsidates two RNA species (-1.35 & 2.7 xlOG) which do not 
have extensive sequence homology and were not found to be 
polyadenylated or infectious. Northern blot analysis revealed four RNA 
species in polysomal RNA extracts and at least seven dsRNA species in 
infected plants that hybridised to BaYMV-specific cDNA. Tn vitro 
translation of virion RNA produced a number of polypeptides none of 
which comigrated with capsid protein. BaYMV infection of barley did 
not induce high levels of PR-like proteins.
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1 IffTRQDUCTIOff

B a r l e y  y e l l o w  m o s a i c  v i r u s  ( B a Y M V )  c a u s e s  s t u n t i n g  o f  

w i n t e r  b a r l e y  a n d  u p  t o  4 0 %  l o s s  o f  y i e l d  ( I N O U Y E  & S A I T O ,  

1 9 7 5 ) .  T h e  v i r u s  h a s  b e e n  k n o w n  i n  J a p a n  s i n c e  1 9 4 0  ( 1 K A T A  

& K A V A I )  b u t  h a s  o n l y  r e c e n t l y  b e e n  r e c o r d e d  i n  G e r m a n y  

(H U TH  & L E S E M A N N ,  1 9 7 8 ) ,  F r a n c e  ( L A P I E R R E ,  1 9 8 0 ) ,  B e l g i u m  

(M A R O Q U IN  e t  a l  . , 1 9 8 2 )  a n d  t h e  U K  ( H I L L  & E V A N S ,  I 9 6 0 )

w h e r e  i t s  i n c r e a s i n g  i n c i d e n c e  i s  a  c a u s e  f o r  c o n c e r n .  

R e c e n t  t r e n d s  i n  w i n t e r  b a r l e y  p r o d u c t i o n  h a v e  m ade  B a Y M V  

a n  e c o n o m i c a l l y  i m p o r t a n t  v i r u s  a n d ,  s i n c e  i t  i s  s o i l -  

b o r n e ,  d i f f i c u l t  t o  c o n t r o l .  T h e s e  f a c t o r s ,  a l o n g  w i t h  a 

l a c k  o f  k n o w l e d g e  a b o u t  t h e  v i r u s  h a v e  p r o m p t e d  a n  

i n c r e a s i n g  i n t e r e s t j ^ f e a Y M V .

B a Y M V  b e a r s  a  s u p e r f i c i a l  r e s e m b l a n c e  t o  t h e  p o t y v i r u s e s  

w i t h  r e g a r d  t o  i t s  p a r t i c l e  m o r p h o l o g y  a n d  i t s  a b i l i t y  t o  

i n d u c e  c y t o p l a s m i c  ' p i n w h e e l ' - t y p e  i n c l u s i o n  b o d i e s .  

H o w e v e r ,  a s  n o t e d  b y  H O L L I N G S  & B R U N T  ( 1 9 8 1 )  t h e r e  s e e m s  n o  

c o g e n t  r e a s o n  t o  i n c l u d e  B a Y M V  i n  s u c h  a  h o m o g e n e o u s  

g r o u p i n g  u n t i l  d i f f e r e n c e s  i n  m ode o f  t r a n s m i s s i o n ,  

p a r t i c l e - s i z e  d i s t r i b u t i o n  a n d  s y m p t o m a t o l o g y  a r e  s h o w n  t o  

b e  i n s i g n i f i c a n t .  H e n c e  s t u d i e s  o n  t h e  m o l e c u l a r

c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  a  v i r u s  w h i c h  m ay  m e r i t  a  n e w  

c l a s s i f i c a t i o n  a r e  o f  c o n s i d e r a b l e  i n t e r e s t .

1.1 -Discovery and international spread of BaYMV

B a Y M V  w a s  r e c o r d e d  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  i n  J a p a n  w h e r e  b y  

1 9 5 8  i t  h a d  b e c a m e  o n e  o f  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  d i s e a s e s  o f  

b a r l e y  (M IY A M O T O ,  1 9 5 8 ) .  T h e  d i s e a s e  a p p e a r e d  t o  b e  

r e s t r i c t e d  t o  t h e  F a r  E a s t  u n t i l  1 9 7 4  w h e n  i t  w a s  r e c o r d e d  

i n  B u l g a r i a .  O u t b r e a k s  w e r e  l a t e r  r e p o r t e d  i n  t h e  F e d e r a l  

R e p u b l i c  o f  G e r m a n y  (H U TH  & L E S E M A N N ,  1 9 7 8 )  w h e r e  b y  1 9 7 9 ,  

i n  a  l a r g e  a r e a  o f  n o r t h e r n  G e r m a n y  b o u n d e d  b y  t h e  c i t i e s  

o f  B r a u n s c h w e i g  a n d  G o t t i n g e n  t o  t h e  e a s t  a n d  K o l n  a n d  B o n n
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t o  t h e  w e s t ,  t h e  v i r u s  w a s  f o u n d  t o  c o m p l e t e l y  i n f e c t  m o re  

o r  l e s s  l i m i t e d  a r e a s  a s  l a r g e  a s  1 0 0 0  h a .  (H U TH , 1 9 7 9 ) .  

T h e  r a p i d  i n c r e a s e  i n  n u m b e r  o f  r e p o r t s  o f  t h e  v i r u s ,  i n  

W e s t  G e r m a n y  a s  w e l l  a s  i n  o t h e r  p a r t s  o f  E u r o p e ,  c a n  b e

e x p l a i n e d  a t  l e a s t  i n  p a r t  b y  a  g r e a t e r  a w a r e n e s s  o f  a n d

t h e  a b i l i t y  t o  r e c o g n i s e  t h e  v i r u s .  I n  G e r m a n y  y e l l o w

p a t c h e s  h a d  b e e n  r e p o r t e d  i n  a u t u m n —s o w n  b a r l e y  s i n c e  a b o u t  

1 9 6 0  a n d  t h e s e  p a t c h e s  w e re  s u b s e q u e n t l y  f o u n d  t o  b e

i n f e c t e d  w i t h  B a Y M V .  B y  1 9 8 4  m o re  t h a n  o n e  t h i r d  o f  a l l  

a r a b l e  l a n d  i n  n o r t h e r n  G e r m a n y  h a d  b e c o m e  a f f e c t e d  (H U TH , 

1 9 8 5 ) .

I n  1 9 8 0  B a Y M V  w a s  r e p o r t e d  i n  F r a n c e  ( L A P I E R R E ,  1 9 8 0 )  , 

w h e r e  i t  a p p e a r e d  t o  b e  c o n f i n e d  t o  t h e  e a s t e r n  h a l f  o f  

n o r t h e r n  F r a n c e  a n d  a n  i s o l a t e d  a r e a  s o u t h - w e s t  o f  P a r i s ,  

a n d  i n  E n g l a n d  ( H I L L  & E V A N S ,  1 9 8 0 ) .  M o s t  r e c e n t l y  i n  1 9 8 2  

B a Y M V  w a s  r e p o r t e d  i n  B e l g i u m  (M A R O Q U IN  e t  al.  ) w h e r e  i t  i s  

l i k e l y  t o  h a v e  b e e n  p r e s e n t  i n  i s o l a t e d  p a t c h e s  a l o n g  t h e  

S a m b r e  a n d  M e u s e  v a l l e y s  s i n c e  1 9 7 7 .

A f t e r  t h e  f i r s t  r e p o r t  i n  E n g l a n d  a t  a  s i t e  n e a r  

A b i n g d o n ,  O x f o r d s h i r e ,  m o re  t h a n  4 0  o u t b r e a k s  w e r e  

d o c u m e n t e d  i n  1 9 8 0 ,  m a i n l y  i n  E a s t  A n g l i a .  F u r t h e r  

o u t b r e a k s  w e r e  r e c o r d e d  i n  1 9 8 1  i n c l u d i n g  t h e  f i r s t  i n  t h e  

s o u t h - w e s t .  B y  1 9 8 2  m o re  t h a n  2 0 0  r e p o r t s  h a d  b e e n  

c o n f i r m e d  a n d  b y  1 9 8 3  t h e  v i r u s  w a s  f o u n d  t o  b e  p r e v a l e n t  

i n  m a n y  p a r t s  o f  t h e  c o u n t r y  i n c l u d i n g  t h e  W e s t  C o u n t r y ,  

t h e  Home C o u n t i e s ,  E a s t  A n g l i a ,  t h e  M i d l a n d s ,  N o r t h  

Y o r k s h i r e ,  H u m b e r s i d e  a n d  t h e  G r a m p i a n s  ( C U T T IN G ,  1 9 8 3 ) .

E v e n  a l l o w i n g  f o r *  t h e  f a c t  t h a t -  t h e  v i r u s  p r o b a b l y  w e n t  

u n n o t i c e d  f o r  m a n y  y e a r s  t h e s e  r e c o r d s  r e f l e c t  a  r a p i d  a n d  

w i d e s p r e a d  d i s s e m i n a t i o n  w h i c h  w a s  u n d o u b t e d l y  e x p e d i t e d  b y  

t h e  s o i l - t r a n s m i s s i o n ,  a n d  h e n c e  p e r s i s t e n c e ,  o f  t h e  v i r u s  

a n d  r e c e n t  i n c r e a s e s  i n  w i n t e r  b a r l e y  p r o d u c t i o n .
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1.2 Agronomic Trends

A c o m b i n a t i o n  o f  u n d e r l y i n g  f a c t o r s  h a s  l e d  t o  a n  

i n c r e a s e  i n  b a r l e y  p r o d u c t i o n  o f  7 4 %  o v e r  t h e  p e r i o d  1 9 7 4 -  

8 2  d u r i n g  w h i c h  t i m e  t h e  p r o p o r t i o n  o f  a u t u m n - s o w n  b a r l e y  

h a s  r i s e n  f r o m  1 0  t o  4 0 %  (G O V E R N M E N T  S T A T I S T I C A L  S E R V I C E ,  

1 9 8 3 ) .  S i m i l a r l y  w i n t e r  b a r l e y  p r o d u c t i o n  h a s  m o re  t h a n  

d o u b l e d  i n  t h e  s a m e  p e r i o d  i n  W e s t  G e r m a n y  ( F R I E D T  & 

F O R O U G H I -W E H R ,  1 9 8 5 ) .  A u t u m n  s o w i n g  s p r e a d s  t h e  t i m i n g  o f  

t h e  c e r e a l  h a r v e s t ,  r e l i e v i n g  p r e s s u r e  o n  r e s o u r c e s  a n d  

a l l o w i n g  e a r l y  e n t r y  f o r  f o l l o w i n g  c r o p s  s u c h  a s  o i l s e e d  

r a p e  a n d  s t u b b l e  t u r n i p s  o r ,  a l t e r n a t i v e l y ,  g r e a t e r  t i m e  

f o r  s o i l - c o n d i t i o n i n g .  A u t u m n - s o w n  b a r l e y  p r e d o m i n a t e s  o v e r  

a u t u m n - s o w n  w h e a t  b e c a u s e  o f  i t s  g r e a t e r  y i e l d  p o t e n t i a l .  

I n c r e a s i n g l y j  m a l t i n g  v a r i e t i e s  o f  b a r l e y  ( t r a d i t i o n a l l y  

s p r i n g - s o w n )  h a v e  b e e n  a u t u m n - s o w n  i n  p r e f e r e n c e  t o  m o re  

c o l d - t o l e r a n t  w i n t e r  v a r i e t i e s .  T h e  h i g h e r  y i e l d  o f  t h e  

l a t t e r  i s  c o m p e n s a t e d  f o r  b y  h i g h  m a l t i n g  p r e m i u m  a n d  e a r l y  

s e l l i n g  t i m e  w i t h  a s s o c i a t e d  r e d u c t i o n s  i n  s t o r a g e  p r o b l e m s  

a n d  i m p r o v e m e n t s  i n  c a s h - f l o w  t h o u g h  t h i s  h a s  l e d  t o  

i n c r e a s e d  d i s e a s e - s u s c e p t i b i l i t y  a n d  w i n t e r  l o s s e s .

I n  1 9 8 2  i n  E n g l a n d  a n d  W a l e s ,  8 2 9  k i l o h e c t a r e s  o f  l a n d  

w e r e  c u l t i v a t e d  w i t h  w i n t e r  b a r l e y  a n d  w e r e  c o n s e q u e n t l y  a t  

r i s k  f r o m  B a Y M V .

1.3 Transmission

I t  i s  n o w  w i d e l y  a c c e p t e d  t h a t  B a Y M V  h a s  a t  l e a s t  o n e  

f u n g a l  v e c t o r ,  t h e  p l a s m o d i  o p h o r a c e o u s  r o o t  p a r a s i t e  

P o l y m y x a  g r a m i n i s  ( L e d . ) .  E v i d e n c e  p u t  f o r w a r d  b y  K U S A B A  e t  

a l . ( 1 9 7 1 ) ,  t o  s u p p o r t  t h i s  c o n t e n t i o n  i n c l u d e s :  t h e

a c q u i s i t i o n  o f  i n f e c t i v i t y  b y  s t e r i l i s e d  s o i l  o n  a d d i t i o n  

o f  r e s t i n g  s p o r e s  o f  t h e  f u n g u s  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  r o o t s  o f  

n a t u r a l l y  i n f e c t e d  b a r l e y ;  t h e  s t a b i l i t y  o f  i n f e c t i v i t y  i n  

r e s t i n g  s p o r e s  t o  t r e a t m e n t  w i t h  1 0 %  T e e p o l ,  5 %  t r i s o d i u m
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o .o r t h o p h o s p h a t e , o r  a t  pH  2 . 3 ;  a c q u i s i t i o n  o f  i n f a c t i v i t y  b y  

v i r u s - f r e e  f u n g u s  w h e n  g r o w n  o n  p l a n t s  i n f e c t e d  w i t h  B a Y M V  

b y  m e c h a n i c a l  i n o c u l a t i o n ;  a n d  t h e  c l o s e  c o r r e l a t i o n  

b e t w e e n  i n f e c t i v i t y  o f  w a s h i n g s  f r o m  n a t u r a l l y  i n f e c t e d  

r o o t s  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  f u n g a l  s p o r e s  t h e r e i n .  

A d d i t i o n a l l y ,  i n f e c t i v i t y  w a s  f o u n d  t o  b e  r e t a i n e d  i n  a i i —  

d r i e d  s o i l  f o r  o v e r  5  y e a r s  ( Y A S U  & Y O S H IN O ,  1 9 6 4 ) ,  t h o u g h  

a n  a l t e r n a t i v e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  w a s  p u t  f o r w a r d  b y  

M IY A M O T O  ( 1 9 5 9 a , b )  w ho  r e p o r t e d  i n f e c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  

s o i l  p a r t i c l e s  o f  t h e  c l a y  f r a c t i o n  w h i c h  i n c l u d e s  o r g a n i c  

a n d  i n o r g a n i c  c o l l o i d a l  m a t e r i a l .  M i x t u r e s  o f  s a p  f r o m  

i n f e c t e d  p l a n t s  a n d  s t e r i l i s e d  s o i l ,  k a o l i n  o r  b e n t o n i t e  

r e m a i n e d  i n f e c t i o u s  f o r  a t  l e a s t  S  m o n t h s  a t  1 0 - 1 5 *C .  W h i l e  

t h e  p o s s i b i l i t y  e x i s t s  o f  c o n t a m i n a t i o n  b y  v i r u l i f e r o u s  

r e s t i n g  s p o r e s  f r o m  t h e  i n f e c t e d  p l a n t s  ( t h o u g h  n o n e  w e r e  

f o u n d )  a  d e m o n s t r a t i o n  o f  t h e  a b i l i t y  o f  s o i l  p a r t i c l e s  t o  

s t a b i l i s e  i n f e c t i v i t y  d o e s  n o t  r u l e  o u t  a  v e c t o r  r o l e  f o r  

P o l y m y x a  g r a m i n i s  i n  v i v o .  I n d e e d  t h e r e  i s  a  g r o w i n g  b o d y  

o f  e v i d e n c e  l i n k i n g  t h e  t r a n s m i s s i o n  o f  m a n y  s o i l - b o r n e  

v i r u s e s  w i t h  z o o s p o r i c  f u n g i  ( f o r  r e v i e w  s e e  B R U N T  & 

S H I K A T A ,  1 9 8 6 ) .  I t  i s  n o t  u n l i k e l y  t h a t  B a Y M V  i s  

t r a n s m i t t e d  b y  o t h e r  z o o s p o r i c  r o o t  p a r a s i t e s  s u c h  a s  

P y t h i u m  s p p .

A n  u n a m b i g u o u s  d e m o n s t r a t i o n  o f  t h e  a b i l i t y  o f  

P . g r a m i n i s  t o  t r a n s m i t  B a Y M V  h a s  r e c e n t l y  b e e n  g i v e n  

( K . L A I N G ,  p e r s .  c o ra m . ) .  I n f e c t i v i t y  w a s  f o u n d  t o  b e

a s s o c i a t e d  w i t h  f u n g a l  c y s t o s o r i  i s o l a t e d  f r o m  B a Y M V -  

i n f e c t e d  p l a n t s  a n d  f r e e d  f r o m  c o n t a m i n a t i o n  b y

d i f f e r e n t i a l  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  m i c r o m a n i p u l a t i o n .

S o i l - t r a n s m i s s i o n  i s  t h e  o n l y  k n o w n  m e t h o d  o f  s p r e a d  " i n  

t h e  f i e l d "  a s  t h e r e  h a v e  b e e n  n o  r e p o r t s  o f  t r a n s m i s s i o n  

t h r o u g h  s e e d ,  b y  d o d d e r  o r  b y  a n y  i n s e c t  ( I N O U Y E  & S A I T O ,  

1 9 7 5 ;  HUTH, 1 9 8 5 ) .  S p r e a d  w i t h i n  a n d  b e t w e e n  f i e l d s  i s

f a c i l i t a t e d  b y  f a r m  m a c h i n e r y  l e a d i n g  t o  e l o n g a t i o n  o f  

v i r u s - i n f e c t e d  p a t c h e s  a l o n g  l i n e s  o f  c u l t i v a t i o n  ( H I L L  & 

E V A N S ,  1980*, HUTH, 1 9 8 4 ) .  H UTH  ( 1 9 8 5 )  h a s  a l s o  p r o p o s e d
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t h a t  h i g h  w i n d s  c a n  c a r r y  s o i l  d u s t  c o n t a m i n a t e d  w i t h  

v i r u l i f e r o u s  s p o r e s  o v e r  l o n g  d i s t a n c e s .

B a r l e y  (H o r d e u m  v u l g a r e ) i s  t h e  o n l y  s u s c e p t i b l e  s p e c i e s  

k n o w n  i n  t h e  f i e l d .

B a Y M V  i s  t r a n s m i s s i b l e  t o  b a r l e y  b y  m e c h a n i c a l  

i n o c u l a t i o n .  T h e  v i r u s  i s  n o t  r e a d i l y  t r a n s m i s s i b l e  ( I N O U Y E  

& S A I T O ,  1 9 7 5 )  b u t  i m p r o v e m e n t s  i n  i n o c u l a t i o n  p r o c e d u r e  

( F R I E D T ,  1 9 8 2 )  h a v e  r e s u l t e d  i n  s u c c e s s  r a t e s  o f  u p  t o  

1 0 0 % .  P l a n t s  w e r e  i n o c u l a t e d  a t  t h e  3 - 4  l e a f  s t a g e  b y  

r u b b i n g  w i t h  i n o c u l u m  c o n s i s t i n g  o f  p l a n t  s a p  a n d  v a r i o u s  

a d d i t i v e s ,  l e f t  i n  t h e  s h a d e  f o r  2 4 h  t h e n  i n c u b a t e d  a t  

t e m p e r a t u r e s  o f  1 0 / 8 * C ,  d a y / n i g h t ,  w i t h  1 2 h  d a y l e n g t h .  

U nde r-  t h i s  r e g i m e  a d d i t i o n  o f  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  ( G . 0 4 K ,  

p H 7 )  a n d / o r  s o d i u m  s u l p h i t e  ( 0 . 1M, p H 9 )  t o  t h e  i n o c u l u m  a n d  

r e p e t i t i o n  o f  i n o c u l a t i o n  a f t e r  7  d a y s  r e s u l t e d  i n  t h e  

f i r s t  a p p e a r a n c e  o f  s y m p t o m s  i n  p l a n t s  a f t e r  3  w e e k s  a n d  

m a x im u m  i n f e c t i o n  r a t e s  o f  b e t w e e n  8 0  a n d  1 0 0 %  a f t e r  5 - 6  

w e e k s .

M e c h a n i c a l  t r a n s m i s s i o n  t o  a n y  b u t  H o r d e u m  s p p .  h a s  n o t  

b e e n  r e p o r t e d .

R e s u l t s  o f  r e c e n t  w o r k  b y  HUTH  e t  a l . ( 1 9 8 4 )  a n d  E H L E R S

& P A U L  ( 1 9 8 6 )  s u g g e s t  t h a t  m o re  t h a n  o n e  s t r a i n  o f  B a Y M V  

e x i s t s  i n  G e r m a n y  a t  l e a s t  o n e  o f  w h i c h  i s  n o t  s a p -  

t r a n s m i s s i b l e .  T h i s  w o r k  i s  d i s c u s s e d  b e l o w  ( s e e  1 . 6 ) .

M e c h a n i c a l  t r a n s m i s s i o n  i s  u n l i k e l y  t o  b e  s i g n i f i c a n t  i n  

t h e  f i e l d .

1.4 KyrnptnTnatrn r>gy and Yield Effects

T h e  y o u n g e s t  l e a v e s  o f  B a Y M V - i n f e c t e d  p l a n t s  h a v e  

c h l o r o t i c  s t r e a k s  ( l - 5 m m  i n  l e n g t h )  r u n n i n g  a l o n g  t h e i r  

v e i n s  ( F i g s . 3 - 5 )  a n d  o f t e n  e x h i b i t  u p w a r d  r o l l i n g  o f  l e a f  

m a r g i n s  c a u s i n g  a n  u p r i g h t ,  s p i k y  a p p e a r a n c e .  I n  t h e  o l d e r  

l e a v e s  o f  s o m e  c u l t i v a r s  (e g .  M a r i s  O t t e r )  c h l o r o t i c  s t r e a k s  

o f t e n  b e c o m e  n e c r o t i c ,  p a r t i c u l a r l y  a t  t h e  t i p ,  w h i l e  o t h e r



c u l t i v a r s  (e.vf. I c r r i )  d i s p l a y  a n  o r a n e e - y e l l D w  d i s c o l o u r a t i o n  

w i t h  a g e .  E a r l y  i n  t h e  s e a s o n  d u r i n g  o n s e t  o f  s t e m  

e l o n g a t i o n  a t  g r o w t h  s t a g e  (G S )  3 0  C Z A D O K S  e t  a l . , 1 9 7 4 ) ,

a f f e c t e d  p a t c h e s  h a v e  a  y e l l o w  o r  g r e y i n g  a n d  s p i k y  

a p p e a r a n c e  a n d  b y  G S  3 2  s t u n t i n g  i s  a p p a r e n t  ( H I L L  &  E V A N S ,  

1 9 8 0 ) .  T h e  s e v e r i t y  o f  s y m p t o m s  d e p e n d s  o n  t h e  c u l t i v a r  a n d  

e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s ,  s y m p t o m s  n o t  u s u a l l y  b e i n g  

p r o d u c e d  o v e r  1 8 ° C  ( I N O U Y E  & S A I T O ,  1 9 7 5 ) ,  a p p e a r i n g  i n  

e a r l y  s p r i n g  a n d  t e n d i n g  t o  d i s a p p e a r  a s  t h e  w e a t h e r  

b e c o m e s  w a rm e r .  U n d e r  m i l d  c o n d i t i o n s  s o m e  c u l t i v a r s  ( e g  

S o n j a ,  A u g u s t a  &  D u r a )  s u f f e r  l e s s  d a m a g e  b u t  l o w e r  

t e m p e r a t u r e s  t h r o u g h o u t  t h e  g r o w t h  p e r i o d  l e a d  t o  h e i g h t  

r e d u c t i o n s  o f  u p  t o  5 0 %  (H U TH , 1 9 8 5 ) .  C l i m a t i c  d i f f e r e n c e s  

c o u l d  t h u s  e x p l a i n  t h e  a p p a r e n t  r e s i s t a n c e  o f  c v .  S o n j a  i n  

E n g l a n d  ( H I L L ,  1 9 8 5 ;  P L U M B ,  1 9 8 5 )  a s  c o m p a r e d  w i t h  i t s  

s u s c e p t i b i l i t y  i n  G e r m a n y  (H U TH , 1 9 8 5 ) .  I n f e c t i o n  o f  

s u s c e p t i b l e  c u l t i v a r s ,  w h i c h  a r e  g e n e r a l l y  l e s s  c o l d -  

t o l e r a n t  a n y w a y  ( H I L L ,  1 9 8 5 ) ,  m ay  l e a d  t o  e a r l y  s e n e s c e n c e  

a n d  i n c r e a s e d  v u l n e r a b i l i t y  t o  f r o s t  d a m a g e  a n d  w i n t e r  

k i l l .  I n  G e r m a n y  f r o s t  d a m a g e  d u e  t o  p r o l o n g e d  c o l d  s p e l l s  

h a s  r e s u l t e d  i n  b a r l e y  b e i n g  p l o u g h e d  i n .

T h e  d e g r e e  o f  d a m a g e  i s  f u r t h e r  i n f l u e n c e d  b y  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  v i r u l i f e r o u s  s p o r e s  o f  P . g r a m i n i s  a n d  t h u s  

t h e  a g e  o f  t h e  i n f e s t a t i o n ,  c r o p p i n g - h i s t o r y  a n d  s o i l - t y p e ,  

h e a v y  s o i l s  b e i n g  r i c h e r  i n  f u n g a l  s p o r e s  (H U TH , 1 9 8 5 ;  

H I L L ,  1 9 8 5 ) .  I t  m a y  a l s o  b e  a f f e c t e d  b y  t h e  s o w i n g  t i m e ,  

P o l y m y x a - i n f e c t i v i t y  b e i n g  g r e a t e r  a t  t h e  h i g h e r  

t e m p e r a t u r e s  f o u n d  e a r l i e r  i n  t h e  a u t u m n .  I n  a  s t u d y  i n  

E n g l a n d  (P L U M B ,  1 9 8 5 ) ,  e a r l y  s o w i n g  w a s  f o u n d  t o  i n c r e a s e  

t h e  p r o p o r t i o n  o f  p l a n t s  i n f e c t e d  w i t h  P . g r a m i n i s , t h e  

s e v e r i t y  o f  i t s  i n f e c t i o n  a n d  t h e  p r o p o r t i o n  o f  p l a n t s  

d i s p l a y i n g  B a Y M V - s y m p t o m s  t h r o u g h o u t  t h e  g r o w i n g  s e a s o n .  

T h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e s e  r e s u l t s  i s  c o m p l i c a t e d  b y  t h e  

f i n d i n g  t h a t  e a r l y  s o w i n g  i n c r e a s e d  P . g r a m i n i s  i n f e c t i o n  i n  

t h e  s y m p t o m l e s s  p l a n t s  a s  w e l l ,  t h o u g h  o f  c o u r s e  i t  i s  n o t  

p o s s i b l e  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  v i r u l i f e r o u s  a n d  v i r u s - f r e e
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c y s t o s o r i .  F u r t h e r m o r e  H I L L ,  ( 1 9 8 5 )  f o u n d  t h a t  t h i s  l a t e -  

s o w i n g  a t t e n u a t i o n  w a s  s h o r t - l i v e d  a n d  t h a t  b y  M a r c h  e a r l y -  

a n d  l a t e - s o w n  p l a n t s  w e r e  e q u a l l y  i n f e c t e d  w i t h  B a Y M V .

T h e  e f f e c t s  o f  B a Y M V  o n  c o m p o n e n t s  o f  y i e l d  a r e  

a n a l o g o u s l y  i n f l u e n c e d .  I n  G e r m a n y  r e g i o n a l  c l i m a t i c -  

d i f f e r e n c e s  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  d i f f e r e n c e s  i n  y i e l d  

r e d u c t i o n ,  g r e a t e s t  r e d u c t i o n s  b e i n g  f o u n d  i n  a r e a s  o f  

g e n e r a l l y  l o w e s t  t e m p e r a t u r e s  (H U TH , 1 9 8 5 ) .  I n  a  s t u d y  i n  

E n g l a n d , P L U M B  ( 1 9 8 5 )  f o u n d  a l l  c o m p o n e n t s  o f  y i e l d  ( h e i g h t ,  

g r a i n  n u m b e r ,  g r a i n s / e a r ,  1 0 0 0  g r a i n  w e i g h t  a n d  y i e l d )  t o  

b e  s i g n i f i c a n t l y  d e c r e a s e d  b y  B a Y M V  i n f e c t i o n  i n  b o t h  M a r i s  

O t t e r  a n d  S o n j a  p l a n t s  i n d i c a t i n g  t h a t ,  w h e n  i n f e c t e d ,  c v .  

S o n j a  i s  d a m a g e d  a s  m u ch  a s  t h e  m o re  s u s c e p t i b l e  c v .  M a r i s  

O t t e r .  I n  a  s t u d y  i n  G e r m a n y  (H U TH , 1 9 8 2 ) ,  y i e l d  r e d u c t i o n s  

w e r e  f o u n d  t o  b e  d u e  t o  l o w e r  s h o o t  n u m b e r  r a t h e r  t h a n  1 0 0 0  

g r a i n  w e i g h t  w h i c h  a c t u a l l y  i n c r e a s e d  r e l a t i v e l y  i n  s o m e  

c u l t i v a r s .  T h e  a u t h o r  a c k n o w l e d g e d  t h a t  t h e s e  r e s u l t s  w e r e  

f r o m  s m a l l  s a m p l e  p l o t s  a n d  t h a t  n o  a c c o u n t  w a s  t a k e n  o f  

w i n t e r  k i l l  t h u s  b i a s i n g  t h e  f i g u r e s  t o w a r d s  

r e s i s t a n t / v i r u s - f r e e  p l a n t s .

1.5 Varietal Reactions. Resistance and Control

G e n e r a l  p a t t e r n s  o f  v a r i e t a l  r e a c t i o n  t o  B a Y M V  t h a t  h a v e  

e m e r g e d  a f t e r  y e a r s  o f  t r i a l s  c a n  b e  s u m m a r i s e d  a s  f o l l o w s :

-  U K  m a l t i n g  c u l t i v a r s  o f  w i n t e r  b a r l e y  a r e  u n i v e r s a l l y  

- - s u s c e p t i b l e  w h i l s t  f e e d  c u l t i v a r s  v a r y  i n  s u s c e p t i b i l i t y ;

-  c u l t i v a r s  g r o w n  i n  t h e  U K  f a l l  i n t o  t h r e e  b r o a d

c a t e g o r i e s :  v e r y  s u s c e p t i b l e  ( e #  M a r i s  O t t e r ,  H a l c y o n ,

T i p p e r ,  T r i u m p h ) ,  m o d e r a t e l y  r e s i s t a n t  (e.g. P i r a t e ,  G e r b e l ,  

H e x a )  a n d  r e s i s t a n t  (e.g. I g r i ,  S o n j a ,  B i r g i t ,  A t h e n e ) ;

-  s u c h  g r o u p s  a p p e a r  t o  b e  r e l a t e d  t o  t h e  b r e e d i n g  

p a r e n t a g e  o f  t h e  c u l t i v a r  b u t  v a r i e t a l  r e a c t i o n  i s  h i g h l y  

v a r i a b l e  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  p r o p o r t i o n s  o f  p l a n t s  i n f e c t e d  

a n d  t h e  d e g r e e  o f  s y m p t o m - e x p r e s s i o n ,  e i t h e r  b e c a u s e  o f
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l a c k  o f  g e n e t i c  u n i f o r m i t y  w i t h i n  o n e  c u l t i v a r  o r  e r r a t i c  

d i s t r i b u t i o n  o f  v i r u s / v e c t o r  p o p u l a t i o n s ;

r e s i s t a n c e  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  c o l d  t o l e r a n c e  t h o u g h  

s u s c e p t i b i l i t y  o f  s o m e  c u l t i v a r s  i s  i n c r e a s e d  i n  c o l d  

t e m p e r a t u r e s ,  t h u s  c v .  S o n j a  a p p e a r s  r e s i s t a n t  i n  t h e  UK  

b u t  s u s c e p t i b l e  i n  G e r m a n y ;

-  i n  t h e  U K  b u t  n o t  G e r m a n y  r e a c t i o n s  m a y  d i f f e r  a c c o r d i n g  

t o  v a r i e t a l  p r e - c r o p p i n g  i n  t h a t  c u l t i v a r s  s h a r i n g  com m on  

p a r e n t a g e  a r e  m o re  r e s i s t a n t  i n  f i e l d s  p r e - c r o p p e d  w i t h  

c u l t i v a r s  o f  d i f f e r e n t  p a r e n t a g e .  T h u s  p r e - c r o p p i n g  w i t h  

I g r i  a s  c o m p a r e d  w i t h  M a r i s  O t t e r  c h a n g e d  t h e  p r o p o r t i o n  o f  

i n f e c t e d  p l a n t s  f r o m  3 4 %  t o  9 7 %  f o r  M a r i s  O t t e r ,  2 6 %  t o  7 5 %  

f o r  H a l c y o n  ( r e l a t e d  t o  M a r i s  O t t e r ) ,  4 9 %  t o  2 8 %  f o r  I g r i  

a n d  3 5 %  t o  1%  f o r  S o n j a  ( r e l a t e d  t o  I g r i ) ;

-  t h i s  e f f e c t  i s  a p p a r e n t l y  r e v e r s i b l e  b y  r e p e a t e d  

c r o p p i n g  w i t h  a n o t h e r  c u l t i v a r  s i n c e  S o n j a ,  g r o w n  i n  f i e l d s  

i n  w h i c h  M a r i s  O t t e r  h a d  b e e n  g r o w n  a n d  i n f e c t e d ,  s h o w e d  n o  

s y m p t o m s  u n t i l  t h e  f o u r t h  y e a r  o f  r e p e a t e d  c u l t i v a t i o n .  T h e  

c h a r a c t e r  o f  a  v i r u s  o r  v e c t o r  p o p u l a t i o n  m ay  t h u s  b e  

c h a n g e d  b y  s e l e c t i o n  o v e r  a  p e r i o d  o f  o n l y  3  y e a r s  ( H I L L ,  

1 9 8 5 ) .

A t t e m p t s  a t  c o n t r o l  o f  B a Y M V  i n c l u d i n g  d e e p  p l o u g h i n g ,  

u s e  o f  p r e - c r o p p i n g  s o i l - s t e r i l a n t s  s u c h  a s  m e t h y l  b r o m i d e ,  

d i a z o m e t ,  d i c h l o r o p r o p e n e  a n d  f o r m a l d e h y d e ,  a n d  s e e d -  

d r e s s i n g s  a n d  f u n g i c i d e  s p r a y s  s u c h  a s  f o s e t y l - a l u m i n i u m  

( A l l i e t t e ) ,  h a v e  a l l  p r o v e d  u n s u c c e s s f u l  ( H I L L ,  1 9 8 5 ) .  

Y i e l d  l a s s  c a n  o n l y  a p p a r e n t l y  b e  a v o i d e d  b y  g r o w i n g  

r e s i s t a n t  c u l t i v a r s .  H o w e v e r ,  p r e s e n t l y  r e c o m m e n d e d  

r e s i s t a n t  c u l t i v a r s  l a c k  o t h e r  a g r o n o m i c a l l y  d e s i r a b l e  

c h a r a c t e r i s t i c s  ( F R I E D T  & F O R O U G H I -W E H R ,  1 9 8 5 ) ,  s o  b r e e d i n g  

p r o g r a m m e s  d e s i g n e d  t o  c o m b i n e  r e s i s t a n c e  w i t h  s u p e r i o r  

g r a i n  q u a l i t y  h a v e  b e e n  i n i t i a t e d .

I n  a n  e v a l u a t i o n  o f  s o u r c e s  o f  r e s i s t a n c e  i n  4 8 0  

c u l t i v a r s  a n d  s t r a i n s  i n  G e r m a n y ; H UTH  ( 1 9 8 2 )  f o u n d  6 

c u l t i v a r s  w i t h  h i g h  r e s i s t a n c e  ( B a r b o ,  B i r g i t ,  F r a n k a ,  

O g r a ,  H e x a  a n d  B i s o n )  a n d  a  f u r t h e r  2 3  c u l t i v a r s ,  8  o f  t h e m
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2 - r o w e d ,  w i t h  i n t e r m e d i a t e  r e s i s t a n c e .  A s i m i l a r  s u r v e y  o f  

8 0 0  l i n e s  i n  J a p a n  ( T A K A H A S H I  e t  a l . , 1 9 7 3 )  h a d  r e v e a l e d  

o n e  r e s i s t a n t  c u l t i v a r  , "  M o k u s e k k o  3 " ,  a  C h i n e s e  6 - r o w e d  

s p r i n g  b a r l e y  c a r r y i n g  a  d o m i n a n t  r e s i s t a n c e  g e n e  Ym 1 o n  

c h r o m o s o m e  4 ' ; J a p a n e s e  b r e e d e r s  s u c c e e d e d  i n  

t r a n s f e r r i n g  t h i s  g e n e  i n t o  a  2 - r o w e d  c u l t i v a r  w h i c h  t h e y  

n a m e d  " R e s i s t a n t - Y m  N o . 1 "  (M U R A M A T SU ,  1 9 7 6 ) .

F O R O U G H I -W E H R  & F R I E D T  ( 1 9 8 4 )  c r o s s e d  r e s i s t a n t  6 - r o w e d  

c u l t i v a r s  w i t h  s u s c e p t i b l e  b u t  h i g h e r  m a l t i n g  q u a l i t y  2 -  

r o w e d  c u l t i v a r s  a n d  u s e d  t h e  r a p i d  t e c h n i q u e  o f  a n t h e r  

c u l t u r e  t o  p r o d u c e  d o u b l e d  h a p l o i d s  o f  F i  p r o g e n y  w h i c h  

t h e y  s c r e e n e d  f o r  r e s i s t a n c e  b y  m e c h a n i c a l  i n o c u l a t i o n .  

T h e i r  r e s u l t s  e s t a b l i s h e d  t h a t  a l l  s o u r c e s  o f  r e s i s t a n c e  i n  

G e r m a n  c u l t i v a r s  c a n  b e  e x p l a i n e d  b y  o n e  o r  t w o  r e c e s s i v e  

g e n e s  a n d  t h a t  r e s i s t a n c e  a n d  r o w - n u m b e r  s e g r e g a t e  

i n d e p e n d e n t l y .  A  s u b s e q u e n t  p r o g r a m m e  ( F R I E D T  & F O R O U G H I -  

WEHR, 1 9 8 5 )  i n d i c a t e d  t h a t  t h i s  r e s i s t a n c e  i s  p r o b a b l y  

d e t e r m i n e d  b y  a  s i n g l e  r e c e s s i v e  g e n e .  A f t e r  c o n f i r m a t i o n  

o f  t h e  d o m i n a n c e  o f  t h e  Ym 1 g e n e  b y  c r o s s e s  b e t w e e n  

s u s c e p t i b l e  G e r m a n  2 - r o w  c u l t i v a r s  a n d  t h e  r e s i s t a n t  

" M o k u s e k k o  3 "  a n d  " R e s i s t a n t - Y m  N o.  1 "  c u l t i v a r s  t h e  Ym 1 

w a s  i n t r o d u c e d  i n t o  G e r m a n  c u l t i v a r s  c a r r y i n g  t h e  s i n g l e  

r e c e s s i v e  g e n e .  T h e  a b s e n c e  o f  s u s c e p t i b l e  p l a n t s  i n  Fn o r  

F a  p r o g e n y  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  t w o  g e n e s  a r e  e i t h e r  a l l e l i c  

o r  t h a t  " R e s i s t a n t  Ym  N o . 1 "  c a r r i e s  a n  a d d i t i o n a l  r e c e s s i v e  

g e n e  a l l e l i c  t o  t h a t  o f  t h e  G e r m a n  c u l t i v a r s .  F u r t h e r  w o r k  

i s  n e c e s s a r y  b u t  i t  a p p e a r s  t h a t  i t  i s  p o s s i b l e  t o  

i n t r o d u c e  a  b r o a d  b a s i s  o f  r e s i s t a n c e  i n t o  h i g h  y i e l d i n g  2 -  

r o w e d  c u l t i v a r s .  I n  t h e  U K  s u c h  a  b l e n d  h a s  a p p a r e n t l y  b e e n  

a c h i e v e d  i n  " P a l o m i n o " ,  f r o m  M i l n  M a s t e r s .  I t  i s  d e s c r i b e d  

a s  a  r e s i s t a n t ,  2 —r o w e d  c u l t i v a r  w i t h  y i e l d  b e t w e e n  t h a t  o f  

S o n j a  a n d  I g r i .

I n  t h e  G e r m a n  b r e e d i n g  p r o g r a m m e s  r e s i s t a n c e  o r  

s u s c e p t i b i l i t y  w a s  a s s e s s e d  b y  r e a c t i o n  t o  m e c h a n i c a l  

i n o c u l a t i o n  w i t h  B a Y M V .  R e c e n t  r e p o r t s  o f  a t  l e a s t  o n e  

s t r a i n  o f  B a Y M V  t h a t  i s  n o t  s a p - t r a n s m i s s i b l e  (H U TH  e t  a l . ,
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1 9 8 4 ,  a n d  s e t  1 . 6  b e l o w )  t h u s  h a v e  i m p o r t a n t  i m p l i c a t i o n s .  

H o w e v e r ,  s o  f a r  a l l  p l a n t s  f o u n d  t o  b e  r e s i s t a n t  t o  

i n f e c t i o n  b y  m e c h a n i c a l  i n o c u l a t i o n  h a v e  a l s o  p r o v e d  

r e s i s t a n t  i n  t h e  f i e l d , t h o u g h  HUTH  ( 1 9 8 5 )  h a s  e x p r e s s e d  a  

f e a r  t h a t  s o m e  c u l t i v a r s  m ay  o n l y  h a v e  s t r a i n - s p e c i f i c  

r e s i s t a n c e .

I n  s u m m a r y ,  o n e  m i g h t  c o n c l u d e  t h a t  t w o  s e p a r a t e  f a c t o r s  

a r e  a t  w o r k  i n f l u e n c i n g  t h e  B a Y M V - r e s p o n s i v e n e s s  o f  

d i f f e r e n t  b a r l e y  c u l t i v a r s :  a  n o n - s p e c i f i c  h a r d i n e s s

a s s o c i a t e d  w i t h  c o l d - t o l e r a n c e  w h i c h  c a n  b e  o v e r c o m e  b y  

p r o l o n g e d  c o l d  p e r i o d s  a n d  a  g e n e t i c a l l y  b a s e d  r e s i s t a n c e  

w h i c h ,  a l t h o u g h  u s u a l l y  o n l y  f o u n d  i n  6 - r o w e d  c u l t i v a r s  a t  

p r e s e n t ,  i s  d e t e r m i n e d  b y  g e n e ( s )  i n d e p e n d e n t  o f  g e n e ( s )  

f o r  r o w - n u m b e r .  P o t e n t i a l  t h u s  e x i s t s  f o r  i n c o r p o r a t i n g  

t h e s e  t w o  f a v o u r a b l e  c h a r a c t e r i s t i c s  i n t o  n e w  b r e e d i n g  

l i n e s .

1 .6  BaYMV Strains and Serological Relationships

I n  1 9 7 0  i n  J a p a n ,  a n  a n t i s e r u m  w a s  r a i s e d  t o  a  p a r t i a l l y  

p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n  o f  B a Y M V  w h i c h ,  a f t e r  a d s o r p t i o n  w i t h  

h e a l t h y  p l a n t  s a p ,  g a v e  a  t i t r e  o f  1 / 1 2 8 0  a n d  r e a c t e d  w i t h  

w h e a t  y e l l o w  m o s a i c  v i r u s  ( V Y M V )  a n d  r i c e  n e c r o s i s  m o s a i c  

v i r u s  (R N M V )  i n  c o m p l e m e n t a t i o n  f i x a t i o n  t e s t s  ( U S U G I  & 

S A I T O ,  1 9 7 0 ) .  I n  s i m i l a r  t e s t s  n o  s e r o l o g i c a l  r e l a t i o n s h i p  

w a s  f o u n d  w i t h  w h e a t  y e l l o w  v i r u s  ( U S U G I  & S A I T O ,  1 9 7 0 )  o r  

s o i l - b o r n e  w h e a t  m o s a i c  v i r u s  ( U S U G I  & S A I T O ,  1 9 7 6 ) .  M o r e  

r e c e n t l y  ( U S U G I  & S A I T O ,  1 9 7 9 )  B a Y M V  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  

s e r o l o g i c a l l y  r e l a t e d  t o  w h e a t  s p i n d l e  s t r e a k  m o s a i c  v i r u s  

( V S S M V ) .  B a Y M V  r e s e m b l e s  RN M V  ( IN O U Y E  & F U J I I , 1 9 7 7 ) ,  V Y M V

( S A I T O  e t  a J ., 1 9 6 6 ) ,  V S S M V  ( S L Y K H U I S ,  1 9 7 6 )  a n d  o a t  m o s a i c

v i r u s  (O M V )  ( H E B E R T  &  P A R I Z O ,  1 9 7 5 )  i n  i t s  s o i l - ,

t r a n s m i s s i o n ,  p a r t i c l e  m o r p h o l o g y  a n d  a b i l i t y  t o  i n d u c e  

c y t o p l a s m i c  p i n w h e e l - t y p e  i n c l u s i o n  b o d i e s  a n d  m e m b r a n o u s  

n e t w o r k  s t r u c t u r e s  i n  i n f e c t e d  c e l l s .  O f  t h e  l a s t  t w o  n a m e d
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v i r u s e s ,  w h i c h  a r e  p r e v a l e n t  i n  N. A m e r i c a ,  OMV i s  n o t  k n o w n  

t o  be  s e r o l o g i c a l l y  r e l a t e d  t o  a n y  o f  t h e  o t h e r  t h r e e  

v i r u s e s  w h i c h  u n t i l  r e c e n t l y  h a v e  b e e n  c o n f i n e d  t o  J a p a n .  

T h e r e  i s  n o  e v i d e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  d i f f e r e n t  s t r a i n s  

o f  B a Y M V  i n  J a p a n  b u t  d i f f e r e n c e s  i n  v a r i e t a l  r e a c t i o n  t o  

B a Y M V  h a v e  b e e n  f o u n d  ( K U S A B A  e t  a l  . T A K A H A S H I  e t  a l . ,

1 9 7 3 ) .

I n  G e r m a n y  a t  l e a s t  t h r e e  t y p e s  o f  B a Y M V  e x i s t  w h i c h  a r e  

i d e n t i c a l  i n  p a r t i c l e  m o r p h o l o g y  a n d  s y m p t o m a t o l o g y  a n d  

s o i l - t r a n s m i s s i o n  b u t  d i f f e r  i n  b u o y a n t  d e n s i t y ,  s e r o l o g y  

a n d  s a p - t r a n s m i s s i b i l i t y  (H U TH  e t  a l  . , 1 9 8 4 ) .  O n e  t y p e

( d e s i g n a t e d  B a Y M V - M )  c o u l d  be  m e c h a n i c a l l y  t r a n s m i t t e d  a n d  

d i d  n o t  r e a c t  w i t h  t h e  a n t i s e r u m  r a i s e d  t o  t h e  J a p a n e s e  

i s o l a t e  ( B a Y M V - J ) ,  w h e r e a s  t h e  o t h e r  ( B a Y M V - N M )  c o u l d  n o t  b e  

s o  t r a n s m i t t e d  b u t  d i d  r e a c t  w i t h  B a Y M V - J  a n t i s e r u m .  B a Y M V -  

J  i s  s a p - t r a n s m i s s i b l e .  T h e  t h i r d  t y p e ,  d e s i g n a t e d  B a Y M V - S o  

a n d  d e s c r i b e d  o n l y  r e c e n t l y  ( E H L E R S  & P A U L ,  1 9 8 6 ) ,  r e a c t s  

w i t h  B a Y M V - J  a n t i s e r u m  a n d  i s  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  B a Y M V - U M  

b u t  i s  m e c h a n i c a l l y  t r a n s m i s s i b l e ,  t h o u g h  w i t h  s o m e  

d i f f i c u l t y .  O f  t h e  t h r e e  t y p e s  B a Y M V - S o  t h u s  m o s t  c l o s e l y  

r e s e m b l e s  B a Y M V - J .

U s i n g  J a p a n e s e  a n t i s e r u m  t o  WYMV, B a Y M V - U M  c o u l d  b e  

t r a p p e d  o n  a c t i v a t e d  g r i d s  b u t  d e c o r a t i o n  w a s  n o t  o b s e r v e d ,  

i n d i c a t i n g  a  s e r o l o g i c a l  r e l a t i o n s h i p  m o re  d i s t a n t  t h a n  

t h a t  t o  B a Y M V - J .  H o w e v e r  f i e l d  s a m p l e s  o f  b a r l e y  f r o m  

w e s t e r n  G e r m a n y  c o n t a i n e d  a  v i r u s  w h i c h  r e a c t e d  s t r o n g l y  

w i t h  WYMV a n t i s e r u m  i n  b o t h  t e s t s  b u t  o n l y  w e a k l y  w i t h  

B a Y M V —J  a n t i s e r u m ,  s u g g e s t i n g  t h a t  e v e n  m o re  t y p e s  m a y -  

e x i s t .  B a Y M V - M  d i d  n o t  r e a c t  w i t h  WYMV a n t i s e r u m  a n d  

J a p a n e s e  a n t i s e r u m  t o  RUM V  d i d  n o t  r e a c t  w i t h  e i t h e r  v i r u s .

U s i n g  a n t i s e r a  r a i s e d  t o  B a Y M V - M  a l o n e  a n d  a  m i x t u r e  o f  

B a Y M V - M  a n d  - N M  a n d  t h e  B a Y M V - J  a n t i s e r u m ^  H UTH  e t  a l . 

( 1 9 8 4 )  s h o w e d  t h a t  t h e  p r o p o r t i o n  o f  B a Y M V - M  t e n d e d  t o  

i n c r e a s e  t h r o u g h o u t  t h e  g r o w i n g  s e a s o n  t h o u g h  t h e r e  w a s  

g r e a t  v a r i a b i l i t y  i n  s a m p l e s  e v e n  f r o m  t h e  s a m e  s i t e .  

S e l e c t i v i t y  b y  b a r l e y  c u l t i v a r s  f o r  o n e  t y p e  o f  v i r u s  w a s
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n o t  m o un d .  T h e s e  a u t h o r s  a l s o  o b s e r v e d  d i f f e r e n t  d e g r e e s  o f  

i n t e n s i t y  i n  d e c o r a t i o n  e x p e r i m e n t s  a n d  p r o p o s e d  m i x e d  

e n c a p s i d a t i o n  w i t h  b o t h  t y p e s  o f  c a p s i d  p r o t e i n  t o  e x p l a i n  

t h i s  r e s u l t .

T h e s e  d a t a  o n  s e r o l o g i c a l  r e l a t i o n s h i p s  p r e s e n t  a  

c o n f u s i n g  p i c t u r e :  R N M V  i s  r e l a t e d  t o  B a Y M V - J  b u t  n o t  a n y

o f  t h e  G e r m a n  i s o l a t e s ;  WYMV a n t i s e r u m  c r o s s - r e a c t s  w i t h  

B a Y M V - J  a n d ,  l e s s  s t r o n g l y ,  w i t h  B a Y M V - N M  a n d  B a Y M V - S o  b u t  

n o t  w i t h  B a Y M V - M ;  B a Y M V - J  i s  r e l a t e d  t o  B a Y M V - N M  a n d  B a Y M V -  

S o  b u t  n o t  B a Y M V - M  a l t h o u g h  B a Y M V - J  i s  r e p o r t e d  t o  b e  s a p -  

t r a n s m i s s i b l e ;  a d d i t i o n a l  v i r u s  t y p e s  m ay  e x i s t  i n  G e r m a n  

b a r l e y  t h a t  a r e  m o re  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  V YM V  t h a n  B a Y M V  

a l t h o u g h  V Y M V  d o e s  n o t  i n f e c t  b a r l e y .  T h e  p r o p e r t i e s  o f  

B a Y M V - M  a r e  p a r t i c u l a r l y  a n o m a l o u s  i n  t h a t ,  d e s p i t e  

r e s e m b l i n g  o t h e r  B a Y M V  i s o l a t e s  i n  s y m p t o m a t o l o g y , s o i l -  

t r a n s m i s s i o n ,  p a r t i c l e - m o r p h o l o g y  a n d  c y t o p a t h o l o g y , i t  

b e a r s  n o  s e r o l o g i c a l  r e l a t i o n s h i p  t o  a n y  o f  t h e m .  

F u r t h e r m o r e ,  p l a n t s  r e s i s t a n t  t o  i n f e c t i o n  w i t h  B a Y M V - M  b y  

m e c h a n i c a l  i n o c u l a t i o n  a l s o  s e e m  t o  b e  r e s i s t a n t  t o  

i n f e c t i o n  w i t h  a  m i x t u r e  o f  B a Y M V - M  a n d  B a Y M V - N M  i s o l a t e s  

i n  t h e  f i e l d .  D i f f e r e n c e s  i n  c o a t  p r o t e i n  s t a b i l i t y  m ay 

e x p l a i n  v a r i a t i o n s  i n  s a p - t r a n s m i s s i o n  ( s e e  1 . 8  b e l o w )  b u t  

n o t  t h e  s e r o l o g i c a l  a n o m a l i e s .  F u r t h e r  i n f o r m a t i o n  s u c h  a s  

s e q u e n c e  d a t a  i s  r e q u i r e d  t o  s h o w  t h e  r e l a t e d n e s s  o f  t h e s e  

t w o  v i r u s e s  a n d  w h e t h e r  t h e y  c a n  b o t h  b e  d e s i g n a t e d  B a Y M V .

T h e  i m p l i c a t i o n s  o f  t h e  e x i s t e n c e  o f  s t r a i n s  t o  

r e s i s t a n c e - b r e e d i n g  p r o g r a m m e s  a n d  t e s t i n g  h a v e  b e e n  

m e n t i o n e d  ( 1 . 5 ,  a b o v e ) .  A t  p r e s e n t  r e s u l t s  o f  f i e l d  t r i a l s  

a l l  c o n c u r  w i t h  t h o s e  o f  g r e e n h o u s e  t e s t s  u s i n g  m e c h a n i c a l  

i n o c u l a t i o n  t o  a s s a y  B a Y M V - s u s c e p t i b i l i t y  ( i n  HUTH  e t  a l . , 

1 9 8 4 ) .  H o w e v e r ,  c o n s i d e r i n g  t h e  a n o m a l o u s  s e r o l o g i c a l  

c h a r a c t e r i s t i c s  o f  B a Y M V - M ,  i t  i s  c o n c e i v a b l e  t h a t  

d i f f e r e n c e s  i n  v a r i e t a l  b e h a v i o u r  m a y  e m e r g e .  S u c h  

b e h a v i o u r  w o u l d  h e l p  m a k e  s e n s e  o f  d i f f e r e n c e s  i n  v a r i e t a l  

r e a c t i o n  a s  a  c o n s e q u e n c e  o f  p r e - c r o p p i n g  t h o u g h ,  e q u a l l y ,

23



t h e s e  r e s u l t s  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  b y  d i f f e r e n t  v e c t o r  

p o p u l a t i o n s .

H I L L  ( 1 9 8 5 )  r e p o r t e d  t h a t  f r o m  l i m i t e d  t e s t i n g  i t  

a p p e a r s  t h a t  b o t h  t y p e s  o f  B a Y M V  f o u n d  i n  G e r m a n y  a r e  a l s o  

f o u n d  i n  t h e  UK. F u r t h e r  e v i d e n c e  ( K . L A I N G ,  p e r s .  c o m m .)  

s u g g e s t s  t h a t  o t h e r  UK  s e r o t y p e s  m ay e x i s t  a s  w e l l .  A n  

i s o l a t e  f r o m  L i t t l e  C l a c t o n ,  u s e d  i n  t h i s  s t u d y ,  a n d  o n e  

f r o m  S t r e a t l y  i n  B e d f o r d s h i r e  r e a c t  i n  I S E M  a n d  E L I S A  t e s t s  

w i t h  a n t i s e r u m  t o  B a Y M V - M  a n d  a  m i x t u r e  o f  B a Y M V - M  a n d  -N M .  

B o t h  a r e  m e c h a n i c a l l y  t r a n s m i s s i b l e  s o  a p p e a r  t o  b e  s i m i l a r  

t o  B a Y M V - M .  A n  i s o l a t e  f r o m  I j D s d e n  i n  O x f o r d s h i r e  d o e s  n o b  

r e a c t  w i t h  B a Y M V - M  a n t i s e r u m  a n d  r e a c t s  o n l y  w e a k l y  w i t h  

t h e  m i x e d  a n t i s e r u m  i n  E L I S A  t e s t s .  H o w e v e r  i n  d e c o r a t i o n  

t e s t s  u s i n g  p r o t e i n  A - g o l d  a  p o s i t i v e  r e a c t i o n  i s  s e e n  w i t h  

t h e  m i x e d  a n t i s e r u m .  I t  i s  m e c h a n i c a l l y - t r a n s m i s s i b l e  w i t h  

g r e a t  d i f f i c u l t y  s o  s e e m s  m o re  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  B a Y M V - N M  

o r  - S o .

l .  7  Taxonomy
B a r l e y  y e l l o w  m o s a i c  v i r u s  w a s  n o t  i n c l u d e d  i n  a n y  

i n t e r n a t i o n a l l y  r e c o g n i s e d  v i r u s  g r o u p i n g  u n t i l  r e c e n t l y  

w h e n  i t  w a s  p l a c e d  i n  s u b - g r o u p  2  ( f u n g a l - t r a n s m i t t e d )  o f  

t h e  p o t y v i r u s e s .  I t  i s  s i m i l a r  t o  p o t y v i r u s e s  i n  p a r t i c l e  

m o r p h o l o g y  a n d  a b i l i t y  t o  i n d u c e  p i n w h e e l - t y p e  i n c l u s i o n  

b o d i e s ,  b u t  i t s  s o i l - t r a n s m i s s i o n  a n d  l a c k  o f  s e r o l o g i c a l -  

r e l a t i o n s h i p  t o  a n y  k n o w n  p o t y v i r u s e s  a r g u e  a g a i n s t  

i n c l u s i o n  i n  t h i s  g r o u p .  O t h e r  s o i l - b o r n e  v i r u s e s  s u c h  

s o i l - b o r n e  w h e a t  m o s a i c  v i r u s  a n d  b e e t  n e c r o t i c  y e l l o w  v e i n  

v i r u s  ( s e e  B R U N T  & S H I K A T A ,  1 9 8 6 )  h a v e  s h o r t e r ,  m o r e  r i g i d  

p a r t i c l e s ,  d o  n o t  i n d u c e  c y t o p l a s m i c  i n c l u s i o n s  a n d  s h o w  n o  

s e r o l o g i c a l  r e l a t i o n s h i p  t o  B a Y M V .  B a Y M V  s h a r e s  m a n y  

c h a r a c t e r i s t i c s  w i t h  V YM V , R N M V , V S S M V  a n d  OMV ( s e e  1 . 6  

a b o v e )  a n d  com m on  a n t i g e n i c  p r o p e r t i e s  w i t h  a t  l e a s t  t h e  

f i r s t  t h r e e  o f  t h e s e  v i r u s e s  w h i c h  m ay  t h u s  c o n s t i t u t e  a
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n e w  v i r u s  g r o u p i n g .  U n a m b i g u o u s  c l a s s i f i c a t i o n  w i l l  n o t  b e  

p o s s i b l e  u n t i l  m o re  b i o c h e m i c a l  a n d  m o l e c u l a r  d a t a  a r e  

a v a i l a b l e .

1 . 8  P a r t i c l e  S t r u c t u r e .  C o m p o s i t i o n  a n d  P r o p e r t i e s

B a r l e y  Y e l l o w  M o s a i c  V i r u s  p a r t i c l e s  a r e  s l i g h t l y  

f l e x u o u s  f i l a m e n t o u s  r o d s  ( F i g . l ) .  T h e y  a r e  1 3 n m  i n  

d i a m e t e r  a n d  h a v e  a  b i m o d a l  l e n g t h  d i s t r i b u t i o n  w i t h  m a x im a  

r e p o r t e d  t o  be  a t  2 7 5 n m  a n d  5 5 0 n m  b y  IN O U Y E  & S A I T O , ( 1 9 7 5 ) ,  

a n d  a t  2 7 0 - 2 8 9 n m  a n d  5 6 8 - 6 0 0 n m  b y  H UTH  e t  a l . ( 1 9 8 4 ) ,  w ho  

a l s o  f o u n d  a  m i n o r  m a x im u m  a t  8 5 5 - 8 7 3 n m ,  a  v a l u e  n e a r  t o  

t h e  s u m  o f  t h e  o t h e r  t w o  m a x im a .  S i z e  d i s t r i b u t i o n s  w e r e  

s i m i l a r  f r o m  l e a f - d i p  o r  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n s  

a n d ,  f o r  t h e  G e r m a n  v i r u s ,  f r o m  B a Y M V - M  o r  B a Y M V -N M .  

M e g a t i v e - s t a i n i n g  s o m e t i m e s  r e v e a l e d  a  f a i n t  c e n t r a l  c a n a l  

a n d  i n d i s t i n c t  c r o s s - b a n d i n g  (H U TH  e t  a l ., 1 9 8 4 ) .

T h e  u v - a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  o f  B a Y M V  i s  t y p i c a l  f o r  a  

n u c l e o p r o t e i n  h a v i n g  a  m a x im u m  a t  2 6 5 - 2 7 0 n m  w i t h  a  s h o u l d e r  

a t  2 9 0 n m  a n d  a n  A 2 6 0 / 2 8 0  r a t i o  o f  1 . 1 4  i n d i c a t i n g  a  n u c l e i c  

a c i d  c o n t e n t  o f  5 %  ( I N O U Y E  & S A I T O ,  1 9 7 5 ) .  B i a o y a n t  d e n s i t y  

i n  c a e s i u m  c h l o r i d e  i s  1 . 2 9 4 g / m l  ( U S U G I  & S A I T O ,  1 9 7 6 ) .  

H UTH  e t  a l . . ( 1 9 8 4 ) ,  f o u n d  t w o  R N A  s p e c i e s  i n  p a r t i a l l y  

p u r i f i e d  v i r u s  p r e p a r a t i o n s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t s  2 . 7 - 2 . 8  

a n d  1 . 4 - 1 . 5  x lO*3 a s  d e t e r m i n e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  t h r o u g h  

2 . 8 %  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  u n d e r  n o n - d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s .  

I t  w a s  n o t  s h o w n  w h e t h e r  b o t h  s p e c i e s  a r e  s u f f i c i e n t  o r  

n e c e s s a r y  t o  c a u s e  i n f e c t i o n .  S o d i u m  D o d e c y l  S u l p h a t e  -  

P o l y a c r y l a m i d e  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  ( S D S - P A G E )  o f  d e n a t u r e d  

c a p s i d  p r o t e i n  f r o m  s i m i l a r  p r e p a r a t i o n s  r e v e a l e d  a  b a n d  o f  

s i z e  3 5  x 1 0 3 a s  w e l l  a s  b a n d s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t s  b e t w e e n  

2 9 . 5 -  a n d  3 3  x 1 0 3  w h i c h  w e r e  a s c r i b e d  t o  d e g r a d a t i o n  s i n c e  

t h e i r  l e v e l s  c o u l d  b e  r e d u c e d  b y  t h e  u s e  o f  p r o t e a s e  

i n h i b i t o r s  d u r i n g  p u r i f i c a t i o n  ( E H L E R S  & P A U L ,  1 9 8 6 ) .
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Fig-1 Electron micrograph of BaYMV particles 
preparation (xl00,000).

in a leaf-dip
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A i l  b a n d s  w a re  s h o w n  t o  be  E a  Y K  Y - s p e c i f i c  b y  w e s t e r n  

b l o t t i n g  e x p e r i m e n t s  w h i c h  a l s o  d e t e c t e d  p r o t e i n s  o f  h i g h e r  

m o l c u l a r  w e i g h t  i n  B a Y M V - M  e x t r a c t s .  T h e  s i g n i f i c a n c e  o f  

t h e s e  b a n d s  i s  n o t  k n o w n .  C o a t  p r o t e i n s  o f  B a Y M V - N M  a n d  - S o  

w e r e  f o u n d  t o  b e  m o re  l a b i l e  t h a n  t h a t  o f  B a Y M V - M  s o  

d e g r a d a t i o n  o f  c a p s i d  m ay  e x p l a i n  t h e  p o o r  m e c h a n i c a l  

t r a n s m i s s i o n  a n d  h i g h e r  b o u y a n t  d e n s i t y  o f  t h e  f a r m e r .

V i r u s  c o n c e n t r a t i o n  i n  p l a n t s  i s  l o w ,  t h e  d i l u t i o n  e n d  

p o i n t  b e i n g  l e s s  t h a n  l O " ^  ( K U S A B A  e t  a l . , 1 9 7 1 ) .  

I n f e c t i v i t y  o f  d r i e d  l e a v e s  i s  r e t a i n e d  f o r  t w o  y e a r s  a t  5 -  

1 0 ° 6  (M IY A M O T O ,  1 9 5 S ) . F r e e z i n g  a t  - 2 2 ° £  r e s u l t s  i n  a b o u t  

2 0 %  l o s s  o f  i n f e c t i v i t y  ( F R I E D T ,  1 9 8 2 ) .  T h e r m a l  

i n a c t i v a t i o n  p o i n t  a n d  l o n g e v i t y  i n  v i t r o  a r e  n o t  k n o w n  b u t  

p a r t i c l e s  p u r i f i e d  b y  e q u i l i b r i u m  c e n t r i f u g a t i o n  l o s e  

i n f e c t i v i t y  w i t h i n  2 4 h  i f  l e f t  i n  C s C l  a t  4 °C  ( U S U G I  & 

S A I T O ,  1 9 7 5 ) .

1.9 Relations With Cells and Tissues

C e l l s  o f  i n f e c t e d  p l a n t s  a r e  c h a r a c t e r i s e d  b y  v o l u m i n o u s  

c y t o p l a s m  c o n t a i n i n g  h y p e r t r o p h i e d  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  

( E R )  , n u m e r o u s  s m a l l  v e s i c l e s ,  a  h i g h  r i b o s o m e  c o n t e n t  a n d  

o c c a s i o n a l l y  l i p i d  d r o p l e t s  a n d  a h i g h  e l e c t r o n  d e n s i t y  

a s s o c i a t e d  w i t h  n e c r o s i s  (HUTH  e t  a l . , 1 9 8 4 ) .  E l e c t r o n  

m i c r o s c o p y  o f  t h i n  s e c t i o n s  o f  i n f e c t e d  l e a v e s  r e v e a l s  

p r o m i n e n t  m e m b r a n o u s  n e t w o r k  s t r u c t u r e s ,  c y t o p l a s m i c  

p i n w h e e l - t y p e  i n c l u s i o n s  a n d  f i l a m e n t o u s  a g g r e g a t e s  o f t e n  

s e v e r a l  pm i n  l e n g t h  w h i c h  m ay  r e p r e s e n t  b u n d l e s  o f  v i r u s  

p a r t i c l e s .  T h e s e  c y t o p l a s m i c  a l t e r a t i o n s  a r e  f o u n d  i n  

m e s o p h y l l ,  x y l e m  p a r e n c h y m a  a n d  e p i d e r m a l  c e l l s  o f  i n f e c t e d  

t i s s u e  ( S A I T O  e t  a l ., 1 9 6 6 ,  M A R O Q U IN  e t  a l . ,  1 9 8 2 ,  H U TH  e t  

a l ., 1 9 8 4 ) .

P i n w h e e l  i n c l u s i o n s  r e s e m b l e  t h o s e  o f  p o t y v i r u s e s  

c o n s i s t i n g  i n  c r o s s - s e c t i o n  o f  a n  a x i a l  t u b u l e  a n d  m o r e  o r  

l e s s  c u r v e d  a r m s  w h i c h ,  i n  l o n g i t u d i n a l  s e c t i o n ,  a r e  o f t e n

27



s e e n  a s s o c i a t e d  a t  o n e  e n d  w i t h  ER .  S c r o l l  f o r m a t i o n  h a s  

n o t  b e e n  o b s e r v e d .

I n  s o m e  c e l l s  h i g h l y  o r d e r e d ,  s o m e t i m e s  p a r a c r y s t a l 1 i n e , 

t h r e e - d i m e n s i o n a l  m e m b r a n o u s  a r r a y s  o f  u p  t o  5p m  i n  

d i a m e t e r  a r e  o b s e r v e d ,  p e r i p h e r a l l y  c o n t i n u o u s  w i t h  r o u g h  

ER .  R e l a t i v e l y  l o o s e  “ c o a t  o f  m a i l "  a r r a y s  a r e  f o u n d  i n  

c e l l s  o f  p l a n t s  w i t h  m i l d  i n f e c t i o n s  b u t  i n  s e v e r e  

i n f e c t i o n s  a r r a y s  a p p e a r  m o re  c o n d e n s e d .  D i f f e r e n c e s  i n  

c y t o l o g y  m ay  r e f l e c t  e n v i r o n m e n t a l  i n f l u e n c e .

S i m i l a r  c y t o l o g i c a l  e f f e c t s  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  p l a n t s  

i n f e c t e d  w i t h  a l l  B a Y M V  i s o l a t e s .

1 . 1 0 a  P u r i f i c a t i o n  o f  B a Y M V

T h e r e  a r e  t w o  p u b l i s h e d  p r o t o c o l s  f o r  t h e  p u r i f i c a t i o n  

o f  B a Y M V ,  o n e  b y  J a p a n e s e  w o r k e r s  ( U S U G I  & S A I T O ,  1 9 7 0 ,  

1 9 7 5 ,  1 9 7 6 )  a n d  t h e  o t h e r  b y  G e rm a n  v / o r k e r s  (H U TH  e t  a.1. ,

1 9 8 4 ) .  I n  t h e  f o r m e r  the . v i r u s  w a s  p u r i f i e d  b y  

c l a r i f i c a t i o n  w i t h  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  f o l l o w e d  b y  

d i f f e r e n t i a l ,  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  a n d  i s o p y c n i c  

g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e  l a s t  i n  c a e s i u m  c h l o r i d e .  

O p t i m a l  y i e l d s  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  c i t r a t e  b u f f e r  ( 0 . 1 M ,  

p H 7 . 0 >  a s  o p p o s e d  t o  p h o s p h a t e  ( 0 . 1 K ,  p H 7 , 0 ) ,  b o r a t e  

( 0 . 0 0 5 M ,  p H 9 . 0 ) ,  a c e t a t e  (0 .  1M, p H 5 . 0 )  o r  c i t r a t e  ( 0 , 0 1 M ,

p H 7 . 0 >  b u f f e r s .  T h e  v i r u s  w a s  s a i d  t o  b e  s t a b l e  i n  c a r b o n  

t e t r a c h l o r i d e  b u t  n o t  i n  c h l o r o f o r m  o r  b u t a n o l .  S u c r o s e  

d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  r e s u l t e d  i n  t w o  v i r u s  

c o n t a i n i n g  z o n e s ,  t h e  t o p  c o n s i s t i n g  m a i n l y  o f  s h o r t  

p a r t i c l e s  a n d  t h e  b o t t o m  o f  a  m i x t u r e  o f  b o t h  l o n g  a n d  

s h o r t  p a r t i c l e s .  T h e  b o t t o m  z o n e  a n d  m i x t u r e s  o f  t h e  t w o  

w e r e  m a de  h i g h l y  i n f e c t i o u s  b y  a d d i t i o n  o f  o f  h e a l t h y  p l a n t  

s a p .  E q u i l i b r i u m  d e n s i t y  c e n t r i f u g a t i o n  i n  c a e s i u m  c h l o r i d e  

f o r  2 0 h  a t  3 6 , 0 0 0 r p m  f u r t h e r  p u r i f i e d  t h e  v i r u s  w h i c h  w a s  

f o u n d  t o  h a v e  a  b t l o y a n t  d e n s i t y  o f  1 . 2 9 4 3  a n d  w a s  h i g h l y  

i n f e c t i o u s  t h o u g h  s t o r a g e  i n  c a e s i u m  c h l o r i d e  f o r  e v e n  o n e
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d a y  e n t i r e l y  d e s t r o y e d  t h i s  i n f e c t i v i t y .  E l e c t r o n

m i c r o s c o p y  r e v e a l e d  a  h i g h l y  p u r e  p r o d u c t  w i t h  o c c a s i o n a l l y  

s o m e  d e g r e e  o f  a g g r e g a t i o n  o f  t h e  r o d s .

HUTH  e t  a l . ( 1 9 8 4 ) ,  h o w e v e r ,  f o u n d  t h i s  p r o t o c o l  t o  b e

u n s a t i s f a c t o r y  i n  t e r m s  o f  q u a l i t y  a n d  v i r u s  y i e l d .  T h e y  

i n t r o d u c e d  m o d i f i c a t i o n s  t o  r e d u c e  t h e  n u m b e r  a n d  s h o r t e n  

t h e  l e n g t h  o f  s t e p s  d u r i n g  p u r i f i c a t i o n  a s  t h e y  f o u n d  B a Y M V  

h a d  a  t e n d e n c y  t o  a g g r e g a t e  a n d  b e c o m e  i n s o l u b l e  i n  

e l o n g a t e d  p r o t o c o l s .  T h e  m a j o r  m o d i f i c a t i o n s  w e r e  t h e  u s e  

o f  o n l y  o n e  r o u n d  o f  d i f f e r e n t i a l  c e n t r i f u g a t i o n ,  t h r o u g h  a  

3 0 %  ( w / v )  s u c r o s e  c u s h i o n ,  a n d  o m i s s i o n  o f  t h e  s u c r o s e

g r a d i e n t  s t e p .  T h e  f i n a l  i s o p y c n i c  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  

s t e p  w a s  r e t a i n e d  a n d  y i e l d e d  a  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  

p r e p a r a t i o n  s u i t a b l e  f o r  p r o d u c t i o n  o f  a n t i s e r a  a n d  t h e  

s t u d y  o f  s o m e  p a r t i c l e  p r o p e r t i e s .  T h e  a u t h o r s  f o u n d  t h e  

c h o i c e  o f  s t a r t i n g  m a t e r i a l  t o  b e  c r i t i c a l ;  g r e e n  l e a v e s  

•  d i s p l a y i n g  c l e a r  s y m p t o m s  g a v e  h i g h e s t  y i e l d s  w h i l e  o l d e r

c h l o r o t i c  o r  n e c r o t i c  l e a v e s  g a v e  p o o r  r e s u l t s  d e s p i t e  

c o n t a i n i n g  m o re  p a r t i c l e s ,  a s  r e v e a l e d  b y  I S E M .  T h i s

p h e n o m e n o n  i s  p r o b a b l y  d u e  t o  a s s o c i a t i o n  a n d  a g g r e g a t i o n  

o f  t h e  v i r u s  w i t h  s o m e  h o s t  c o m p o n e n t  ( s )  f o u n d  a t  h i g h e r  

l e v e l s  i n  n e c r o t i c  t i s s u e  l e a d i n g  t o  l o s s  a t  o n e  o f  t h e  l o w  

s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n  s t e p s  a n d  a n o m a l o u s  p r o p e r t i e s  i n  

c a e s i u m  c h l o r i d e  g r a d i e n t s .  T h i s  s o r t  o f  b e h a v i o u r  w a s

f o u n d  i n  p r e p a r a t i o n s  c o n t a i n i n g  h i g h  f e r r i t i n  l e v e l s .  

S u c r o s e  d e n s i t y  c e n t r i f u g a t i o n  w a s  u n s u c c e s s f u l  s i n c e  

b r e a k d o w n  a n d  a g g r e g a t i o n  l e d  t o  a  w i d e  r a n g e  o f

s e d i m e n t a t i o n  c h a r a c t e r i s t i c s .

T h e  c a e s i u m  c h l o r i d e  c e n t r i f u g a t i o n  s t e p  g a v e  t h e  f i r s t  

i n d i c a t i o n s  o f  t h e  e x i s t e n c e  o f  s t r a i n s  o f  B a Y M V  i n  

G e r m a n y .  M a t e r i a l  f r o m  t h e  f i e l d  p r o d u c e d  t w o  c l o s e l y  

s p a c e d  o p a l e s c e n t  b a n d s  w h e r e a s  m e c h a n i c a l l y  i n o c u l a t e d  

m a t e r i a l  o n l y  p r o d u c e d  o n e ,  t h e  u p p e r  b a n d .  T h i s  d i s c o v e r y  

l e d  t o  t h e  f u r t h e r  c h a r a c t e r i s a t i o n  w h i c h  h a s  b e e n  

d e s c r i b e d  e a r l i e r  ( 1 . 8 ) .  E H L E R S  & P A U L  ( 1 9 8 6 )  p r o p o s e d  t h a t  

d e g r a d a t i o n  o f  c a p s i d ,  l e a d i n g  t o  a  l o w e r  p r o t e i n : R N A
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r a t i o ,  c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  o b s e r v e d  i n c r e a s e  i n  b u o y a n t  

d e n s i t y .

T h e  m a i n  p r o b l e m s  e n c o u n t e r e d  b y  t h e  G e r m a n  a u t h o r s  

d u r i n g  p u r i f i c a t i o n  w e r e  t h e  l o w  l e v e l s  o f  v i r u s  f o u n d  i n  

p l a n t s ,  i n s t a b i l i t y  a n d  a  t e n d e n c y  f o r  p a r t i c l e s  t o  

a g g r e g a t e  w i t h  e a c h  o t h e r  a n d  h o s t  c o m p o n e n t s  l e a d i n g  t o  

i n s o l u b i l i t y .  A g g r e g a t i o n  a n d  f r a g m e n t a t i o n  l e a d  t o  

h e t e r o g e n e i t y  i n  s e d i m e n t a t i o n  p r o p e r t i e s  s o ,  f r o m  t h e  

i n f o r m a t i o n  a v a i l a b l e ,  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  u n d e r s t a n d  h o w  

t h e  J a p a n e s e  a u t h o r s  h a d  a n y  s u c c e s s  w i t h  s u c r o s e  d e n s i t y  

g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  a t  a l l .

1.10b Purification of Rod-Shaped Plant Viruses

I t  i s  n o t  u n r e a s o n a b l e  t o  e x p e c t  t h a t  v i r u s  p a r t i c l e s  

s h a r i n g  b i o p h y s i c a l  a n d  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  

r e q u i r e  s i m i l a r  c o n s i d e r a t i o n s  w i t h  r e g a r d  t o  p u r i f i c a t i o n .  

A m o n g s t  r o d - s h a p e d  p l a n t  v i r u s e s  t h e  p r o b l e m s  o f  

i r r e v e r s i b l e  a g g r e g a t i o n  a n d / o r  p a r t i c l e  f r a g i l i t y  a r e  

f r e q u e n t l y  e n c o u n t e r e d  d u r i n g  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  

H o r d e i  v i r u s e s  ( J A C K S O N  & L A N E ,  1 9 8 1 ) ,  P o t e x v i r u s e s  

( P U R C I F U L L  & E D W A R D SO N ,  1 9 8 1 ) ,  C a r l a v i r u s e s  ( V E T T E R  & 

M I  LITE, 1 9 8 1 ) ,  P o t y v i r u s e s  ( H O L L I N G S  & B R U N T ,  1 9 8 1 ) ,  

C l o s t e r o v i r u s e s  ( L I S T E R  & B A R - J O S E P H ,  1 9 8 1 )  a n d  

" f u r o v i r u s e s "  ( B R U N T  & S H I K A T A ,  1 9 8 6 ) .  T o b r a v i r u s e s  a n d  

T o b a m o v i r u s e s  a r e  r e l a t i v e l y  s t a b l e  a n d  e a s y  t o  p u r i f y  

( H A R R I S O N  & R O B IN S O N ,  1 9 8 1 ,  V A N  R E G E N M 0 R 7 E L ,  1 9 8 1 ) .

A g g r e g a t i o n  o f  H o r d e i v i r u s e s  c a n  b e  c a u s e d  b y  

i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  p o l y c a t i o n s  a n d  t h e  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  

p a r t i c l e s ,  p a r t i c u l a r l y  a t  l o w  i o n i c  s t r e n g t h s ,  o r  w i t h  

p l a n t  l e c t i n s  o n  a c c o u n t  o f  t h e  c a r b o h y d r a t e  m o i e t i e s  o f  

t h e  v i r u s .  H i g h  i o n i c  s t r e n g t h s  O 0 . 2 M )  a l o n e  a l s o  l e a d  t o  

a g g r e g a t i o n  s o  a  c o m p r o m i s e  l e v e l  m u s t  b e  u s e d .  D e t e r g e n t s  

h e l p  t o  s o l u b i l i s e  p a r t i c l e s  b u t  a t  t o o  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  

( > 1 % )  l e a d  t o  l o s s  o f  i n f e c t i v i t y .  T h i s  b e h a v i o u r  i s  n o t
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p a r t i c u l a r l y  i m p o r t a n t  f o r  H o r d e i v i r u s  p u r i f i c a t i o n  b e c a u s e  

o f  t h e  l a r g e  n u m b e r s  o f  p a r t i c l e s  f o u n d  i n  p l a n t s  b u t  i s  

i l l u s t r a t i v e  o f  t h e  t y p e  o f  p h y s i c o - c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  

r o d - s h a p e d  p l a n t  v i r u s e s  c a n  e x h i b i t .

P o t e x v i r u s e s  a n d  C a r l a v i r u s e s  b o t h  h a v e  s l i g h t l y  

f l e x u o u s  f i l a m e n t o u s  p a r t i c l e s  w h i c h  a r e  p r o n e  t o  

f r a g m e n t a t i o n  a n d  a g g r e g a t i o n  d u r i n g  p u r i f i c a t i o n  b u t  

b e c a u s e  o f  t h e i r  m o d e r a t e  ( C a r l a - )  a n d  h i g h  ( P o t e x - )  

c o n c e n t r a t i o n s  i n  p l a n t s  t h e s e  p r o b l e m s  h a v e  n o t  b e e n  

a d d r e s s e d  t o  a n y  g r e a t  e x t e n t .  I n t e r e s t i n g l y ,  i n  c o n t r a s t  

t o  H o r d e i v i r u s e s ,  a g g r e g a t i o n  o f  C a r l a v i r u s e s  i s  m i n i m i s e d  

b y  h i g h  m o l a r i t y  (W E T T E R  & M I L N E ,  1 9 8 1 ) .

Som e ,  b u t  n o t  a l l ,  p o t y v i r u s e s  h a v e  p r o v e d  d i f f i c u l t  t o  

p u r i f y .  A s  w i t h  o t h e r  f l e x u o u s  r o d s  t h e  m a j o r  p r o b l e m  i s  

a g g r e g a t i o n  l e a d i n g  t o  i n s o l u b i l i t y .  A n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  

a p p r o a c h e s  t o  t h i s  p r o b l e m  h a v e  b e e n  u s e d .  C o n c e n t r a t i o n  o f  

v i r u s  i n  t h e  h o s t  p l a n t  i s  a n o t h e r  i m p o r t a n t  a s p e c t  a n d  c a n  

s o m e t i m e s  b e  m a n i p u l a t e d  b y  j u d i c i o u s  c h o i c e  o f  p r o p a g a t i o n  

h o s t ,  t h o u g h  n o t  f o r  v i r u s e s  s u c h  a s  t h o s e  o f  t h e  G r a m i n e a e  

w h i c h  h a v e  r e s t r i c t e d  h o s t  r a n g e s .

M a n y  d i f f e r e n t  b u f f e r s  f o r  p u r i f i c a t i o n  h a v e  b e e n  u s e d  

a n d  i t  a p p e a r s  e a c h  v i r u s  m ay  h a v e  i t s  ow n  s p e c i f i c  

r e q u i r e m e n t s  ( e g  l o w  i o n i c  s t r e n g t h s  f o r  p l u m  p o x  v i r u s  

( P P V ) , (V A N  O D S T E N ,  1 9 7 2 )  a n d  a v o i d a n c e  o f  b o r a t e  f o r  t u l i p  

b r e a k i n g  v i r u s  ( T B V ) , ( D E R K S  e t  a l ., 1 9 8 2 ) ) .  H i g h  r a t i o s  o f  

b u f f e r  t o  p l a n t  m a t e r i a l  a r e  u n i v e r s a l l y  u s e f u l ,  p r o b a b l y  

b y  d i s p e r s i n g  v i r u s  a n d  h o s t  m a t e r i a l ,  b u t  p r a c t i c a l  

c o n s i d e r a t i o n s  l i m i t  t h i s  t o  3 : 1  o r  4 : 1  ( m l : g ) .  A d d i t i v e s  

s u c h  a s  c h e l a t i n g  a g e n t s ,  r e d u c i n g  a g e n t s  a n d  p r o t e a s e  

i n h i b i t o r s  a r e  o f t e n  h e l p f u l .  T h e  a d d i t i o n  o f  d i e t h y l  

d i t h i o c a r b a m a t e '  ( D I E C A ) , a  c o p p e r — c h e l a t o r  a n d  h e n c e  

p o l y p h e n o l  o x i d a s e  i n h i b i t o r ,  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  lO m M  

d o u b l e d  t h e  i n f e c t i v i t y  o f  P P V  p r e p a r a t i o n s  (V A N  O O S T E N ,  

1 9 7 2 ) ,  m i n i m i s e d  d e g r a d a t i o n  o f  p o t a t o  v i r u s  A ( P V A )  

( F R I B O U R G  & D E  Z O E T E N ,  1 9 7 0 ) ,  a n d  i n  g e n e r a l  i s  p r o b a b l y  

u s e f u l  w h e r e  n e c r o t i c  t i s s u e  i s  i n v o l v e d .  E D T A  r e d u c e s

31

t



a g g r e g a t i o n  f o r  s o m e  v i r u s e s  (eg- P P V  (V A N  O O S T E N ,  1 9 7 2 )  , 

P V Y  ( D E R R I C K  & B R L A N S K Y ,  1 9 7 5 )  a n d  w a t e r m e l o n  m o s a i c  v i r u s  

2  (W M V2) ( i n  H I E B E R T  & C H A R U D A T T A N ,  1 9 8 4 ) )  b u t  n o t  o t h e r s  

s u c h  a s  a r a u j  i a  m o s a i c  v i r u s  ( A u M V )  a n d  w a t e r m l o n  m o s a i c  

v i r u s  1 (W M V 1)  w h i c h  r e q u i r e  d i v a l e n t  c a t i o n s  f o r  p a r t i c l e  

s t a b i l i t y  a n d  s o l u b i l i t y  ( H I E B E R T  & C H A R U D A T T A N ,  1 9 8 4 ) .  T h e  

m o s t  c o m m o n l y  u s e d  r e d u c i n g  a g e n t  i s  2 - m e r c a p t o e t h a n o l  

( 0 . 1 - 1 % )  b u t  a s c o r b a t e ,  t h i o g l y c o l l a t e  a n d  s o d i u m  s u l p h i t e  

h a v e  a l s o  b e e n  u s e d .  P h e n y l m e t h y l  s u l p h o n y l  f l u o r i d e  ( P M S F )  

i s  s o m e t i m e s  a d d e d  t o  i n h i b i t  t h e  a c t i o n  o f  s e r i n e  

p r o t e a s e s  ( H I E B E R T  & C H A R U D A T T A N ,  1 9 8 4 ) .

S e v e r a l  d i f f e r e n t  c l a r i f y i n g  a g e n t s  h a v e  b e e n  u s e d ,  o n e  

o f  t h e  m o s t  co m m on  o f  w h i c h  i s  n - b u t a n o l  t h o u g h  H O L L I N G S  &  

B R U N T ,  ( 1 9 8 1 ) ,  f o u n d  t h i s  s o l v e n t  d i s r u p t i v e  f o r  m a n y  

p o t y v i r u s e s .  O t h e r  s o l v e n t s  w h i c h  h a v e  b e e n  u s e d  a r e  

c h l o r o f o r m  a n d  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e ,  a l o n e  o r  i n  

c o m b i n a t i o n .  C l a r i f i c a t i o n  w i t h  t h e  n o n - i o n i c  d e t e r g e n t  

T r i t o n  X - 1 0 0  p r o v e d  t h e  m o s t  s u c c e s s f u l  m e t h o d  f o r  P P V  (V A N  

O O S T E N ,  1 9 7 2 )  a n d  T B V  ( D E R K S  e t  a l . , 1 9 8 2 ) ,  v i r u s e s  f o r  

w h i c h  c l a r i f i c a t i o n  w i t h  o r g a n i c  s o l v e n t s ,  e s p e c i a l l y  

c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e ,  l e d  t o  f r a g m e n t a t i o n  a n d  l o s s  o f  

a c t i v i t y .

U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  a n d  p o l y e t h y l e n e  g l y c o l  ( P E G )  

p r e c i p i t a t i o n  a r e  t h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  c o n c e n t r a t i o n  

m e t h o d s  a l t h o u g h  t h e  f o r m e r  c a n  s o m e t i m e s  c a u s e  

f r a g m e n t a t i o n  a n d  t h e  l a t t e r  i r r e v e r s i b l e  a g g r e g a t i o n  o f  

p o t y v i r u s e s .  H o w e v e r ,  m a n y  p o t y v i r u s e s  a r e  s t a b l e  t o  o n e  

r o u n d  o f  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  e s p e c i a l l y  t h r o u g h  s u c r o s e  

c u s h i o n s ,  o r  t h e y  c a n  b e  r e s u s p e n d e d  f r o m  P E G - p e l l e t s .  

R e s u s p e n s i o n  o f  v i r u s  p e l l e t s  h a s  b e e n  a i d e d  b y  u r e a  ( T O L I N  

e t  a l ., 1 9 7 5 ,  S U N  e t  a l ., 1 9 7 4 ,  D A M IR D A G H  & S H E P H E R D ,  1 9 7 0 ,  

T H O U V E N f iL  e t  a  1 . , 1 9 7 6 ,  V A N  O O S T E N ,  1 9 7 2 ) ,  E D T A  ( T O L I N  e t  

a l ., 1 9 7 5 ,  B O N D  & P IR O N E ,  1 9 7 1 ) ,  2 - m e r c a p t o e t h a n o l  

(T H O U V E N f iL  e t  a l . , 1 9 7 6 ,  V A N  O O S T E N ,  1 9 7 2 ,  L A N G E N B E R G ,  

1 9 7 3 )  a n d  p o l y v i n y l  p y r v. - o l i d o n e  ( L A N G E N B E R G ,  1 9 7 3 ) .  F u r t h e r  

p u r i f i c a t i o n  i s  u s u a l l y  a c h i e v e d  b y  s u c r o s e  d e n s i t y
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c e n t r i f u g a t i o n  b u t  c h r o m a t o g r a p h y  o n  c o n t r o l l e d - p o r e  g l a s s  

( C P G )  c o l u m n s  w a s  s u c c e s s f u l  f o r  p e p p e r  v e i n a l  m o t t l e  v i r u s  

(B A R T O N ,  1 9 7 7 )  a n d  c e n t r i f u g a t i o n  o n t o  a  c a e s i u m  s u l p h a t e  

c u s h i o n  g r a d i e n t  w a s  u s e d  f o r  A u M V  ( H I E B E R T  & C H A R U D A T T A N ,  

1 9 8 4 ) .

C l o s t e r o v i r u s  p a r t i c l e s  o n l y  r e a c h  l o w  l e v e l s  i n  p l a n t s  

a n d  b e i n g  e v e n  l o n g e r  a n d  m o re  f l e x u o u s  t h a n  p o t y v i r u s e s  

a r e  p r o n e  t o  s h e e r i n g  d u r i n g  h o m o g e n i s a t i o n  a n d  c o m p a c t i o n  

d u r i n g  c e n t r i f u g a t i o n  ( L I S T E R  & B A R - J O S E P H ,  1 9 8 1 ) .  " M i l d "  

c l a r i f y i n g  a g e n t s  s u c h  a s  b e n t o n i t e  (D U N N  & H IT C H B O R N ,  

1 9 6 5 ,  B A R - J O S E P H  & H U L L ,  1 9 7 4 )  a n d  T r i t o n  X - 1 0 0  ( K A S S A N I S  

e t  a l .  1 9 7 7 )  h a v e  o f t e n  b e e n  u s e d .  C o n c e n t r a t i o n  i s  u s u a l l y  

b y  P E G - p r e c i p i t a t i o n  a n d  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n  h a s  b e e n  

a c h i e v e d  b y  i s o p y c n i c  d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  ( B A R -  

J O S E P H  &  H U L L ,  1 9 7 4 )  o r  C P G - c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  (B R U N T ,  

1 9 7 8 ) .  C a e s i u m  s u l p h a t e  i s  p r e f e r a b l e  t o  c a e s i u m  c h l o r i d e  

a s  a  g r a d i e n t  m a t e r i a l  e s p e c i a l l y  f o r  c i t r u s  t r i s t e z a  v i r u s  

( C T V )  w h i c h  i s  s t a b l e  i n  t h e  f o r m e r  ( G O N S A L V E S  e t  a l . , 
1 9 7 8 )  b u t  n o t  t h e  l a t t e r  ( B A R - J O S E P H  e t  a l .,  1 9 7 2 ) .  

R e c e n t l y  B A R - J O S E P H  e t  a l . , ( 1 9 8 5 ) ,  h a v e  u s e d  

s u c r o s e / c a e s i u m  s u l p h a t e  c u s h i o n  g r a d i e n t s  t o  i m p r o v e  

y i e l d s  o f  C T V .  D i v a l e n t  c a t i o n s  a r e  r e q u i r e d  f o r  p a r t i c l e  

i n t e g r i t y  o f  a p p l e  c h l o r o t i c  l e a f  s p o t  v i r u s  ( C L S V )  ( L I S T E R  

& H A D I D I , 1 9 7 1 )  t h o u g h  a t  h i g h  l e v e l s  ( 0 . 1 M )  a r e  

d e l e t e r i o u s .  I n t e r e s t i n g l y  p a r t i c l e s  o f  t h i s  v i r u s  a r e  

s e n s i t i v e  t o  R N a s e  A.

S u c r o s e / c a e s i u m  s u l p h a t e  c u s h i o n  s t e p  g r a d i e n t s  h a v e  

a - l s o  b e e n  u s e d  t o  p u r i f y  W SSM V  ( H A U F L E R  & F U L B R IG H T ,  1 9 8 3 ) ,  

a  v i r u s  s h a r i n g  m a n y  c h a r a c t e r i s t i c s  w i t h  B a Y M V  ( s e e  1 . 7  

a b o v e ) ,  b u t  l i t t l e  f u r t h e r  i n f o r m a t i o n  i s  a v a i l a b l e .

T h e  m a i n  d i f f i c u l t i e s  e n c o u n t e r e d  w i t h  p u r i f i c a t i o n  o f  

" f u r o v i r u s e s "  ( f u n g a l - b o r n e  r o d - s h a p e d  v i r u s e s )  a r e  l o w  

c o n c e n t r a t i o n  i n  p l a n t s  , i n s t a b i l i t y  i n  v i t r o , 

f r a g m e n t a t i o n  a n d  a g g r e g a t i o n  (B R U N T  & S H I K A T A ,  1 9 8 6 ) .  T h e  

e x t e n t  o f  a g g r e g a t i o n  b e t w e e n  v i r u s  a n d  h o s t  c o m p o n e n t s  i s  

s o  g r e a t  f o r  t w o  o f  t h e s e  v i r u s e s  ( p o t a t o  mop t o p  v i r u s
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C P K T V )  a n d  n i c o t i a n a  v e l u t i n a  m o s a i c  v i r u s  G J V M V ) ) t h a n  

t h e y  a r e  b o t h  s e d i m e n t e d  o n  c e n t r i f u g a t i o n  o f  p l a n t  s a p  a t  

c e n t r i f u g a l  f o r c e s  a s  l o w  a s  9 - 1 2 , 0 0 0 x g .  T h i s  p r o p e r t y  h a s  

b e e n  u s e d  i n  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  b o t h  v i r u s e s .  O t h e r  

m e m b e r s  o f  t h e  f u r o v i r u s  g r o u p  h a v e  b e e n  p u r i f i e d  b y  

m e t h o d s  o u t l i n e d  a b o v e ,  o r  v a r i a t i o n s  t h e r e o f ,  w i t h  v a r y i n g  

d e g r e e s  o f  s u c c e s s  b u t  l i t t l e  c o m p a r a t i v e  w o r k  h a s  b e e n  

d o n e .

R o d - s h a p e d  v i r u s  p a r t i c l e s  t h u s  e x h i b i t  a  w i d e  r a n g e  o f  

t h o s e  p h y s i c o - c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  r e l e v a n t  t o  t h e i r  

p u r i f i c a t i o n .  E v e n  w i t h i n  a  h o m o g e n e o u s  g r o u p i n g  s u c h  a s  

t h e  p o t y v i r u s e s  t h e r e  i s  v a r i a t i o n  i n  b u f f e r  p r e f e r e n c e ,  

c a t i o n  r e q u i r e m e n t s ,  s o l v e n t  t o l e r a n c e ,  r e s i s t a n c e  t o  

u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  f o r c e s  a n d  s o l u b i l i t y .  I t  i s  a l s o  c l e a r  

t h a t ,  o f  t h e  p u r i f i c a t i o n  m e t h o d s  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  

( s u c r o s e ,  c a e s i u m  c h l o r i d e  o r  c a e s i u m  s u l p h a t e  g r a d i e n t  

c e n t r i f u g a t i o n  a n d  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y )  , t h e  t e c h n i q u e  o f  

p r e f e r e n c e  i s  n o t  p r e d i c t a b l e  a  p r i o r i .

I n  t h e  c a s e  o f  v i r u s e s  t h a t  a r e  d i f f i c u l t  t o  p u r i f y  s o m e  

m e t h o d s  m ay  b e  s u i t a b l e  f o r  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  v i r u s  

c a p s i d ,  f r e e  f r o m  h o s t  p r o t e i n s ,  w h e r e a s  o t h e r s  m a y  y i e l d  

m o re  i n t a c t  p a r t i c l e s  s u i t a b l e  f o r  n u c l e i c  a c i d  a n a l y s i s .  

P r a c t i c a l  c o n s i d e r a t i o n s  a l s o  i n f l u e n c e  c h o i c e  o f  m e t h o d  

e s p e c i a l l y  i f  l a r g e  a m o u n t s  o f  m a t e r i a l  m u s t  b e  p r o c e s s e d .  

I n  s u c h  c a s e s  a  b a l a n c e  m u s t  b e  a c h i e v e d  b e t w e e n  s i m p l i c i t y  

o f  m e t h o d  a n d  o p t i m i s a t i o n  o f  y i e l d .

1.11 Plant Viral Double-Stranded RITA

I n v e s t i g a t i o n s  o f  d o u b l e - s t r a n d e d  ( d s )  R N A  f o r m s  f o u n d  

i n  p l a n t s  a r e  b a s e d  o n  t h e  p r e m i s e  t h a t  p l a n t s  n o t  i n f e c t e d  

w i t h  R N A  v i r u s e s  o r  v i r u s - l i k e  a g e n t s  d o  n o t  c o n t a i n  

d e t e c t a b l e  a m o u n t s  o f  h o m o g e n e o u s  s e g m e n t s  o f  h i g h  

m o l e c u l a r  w e i g h t  O O . l x l O * - )  d s R N A .  I n  g e n e r a l  t h i s  

a s s u m p t i o n  h o l d s  t r u e  a s  m o s t  d s R N A  f o u n d  i n  h e a l t h y  p l a n t s



i s  o f  h e t e r o g e n e o u s  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  ( F R A E N K E L - C O N R A T ,  

1 9 8 3 ;  I K E G A N I  81 F R A E N K E L - C O N R A T ,  1 9 7 9 ;  G O U LD  & F R A N C K 1 , 

1 9 8 1 )  b u t  t h e r e  h a v e  b e e n  t w o  r e p o r t s  o f  h i g h  m o l e c u l a r  

w e i g h t  d s R N A s  i n  a p p a r e n t l y  u n i n f e c t e d  p l a n t s .  O n e  ( G R I L L  &  

G A R G E R ,  1 9 8 1 )  i s  o f  a  f a c t o r  a s s o c i a t e d  w i t h  m a l e  s t e r i l i t y  

i n  V i c i a  f a b a  a n d  t h e  o t h e r  ( V A K A R C H U K  & H A M IL T O N ,  1 9 8 5 )  

c o n c e r n s  t w o  s p e c i e s  o f  d s R N A ,  o f  s i z e s  e s t i m a t e d  t o  b e

1 4 . 9  a n d  1 3 . 0  k i l o b a s e  p a i r s  ( k b p )  , f o u n d  c o n s i s t e n t l y  i n  

P h a s e o l u s  v u l g a r i s  c v .  B l a c k  T u r t l e  S o u p  ( B T S ) . T h e  l a t t e r  

h a v e  h o m o l o g y  w i t h  t h e  g e n o m e  o f  t h e  F r e n c h  B e a n  b u t  t h e i r  

f u n c t i o n a l  s i g n i f i c a n c e ,  i f  a n y ,  i s  n o t  k n o w n .  O t h e r  d s R N A s  

f o u n d  i n  s o m e  s e e d  l o t s  a r e  p r o b a b l y  d u e  t o  u n d e t e c t e d  

v i r u s  i n f e c t i o n  t h o u g h  i t  i s  n o t  u n l i k e l y  t h a t  f u r t h e r  

h o s t - e n c o d e d  d s R N A  s p e c i e s  w i l l  b e  f o u n d .  T h e r e f o r e  i n  

s t u d i e s  o f  p l a n t  v i r a l  i n f e c t i o n s  p r o p e r  a n a l y s i s  o f  

h e a l t h y  c o n t r o l s  i s  i m p o r t a n t .  H o w e v e r ,  t h e  a b s e n c e  o f  

d s R N A s  i n  h e a l t h y  c o n t r o l s  g r o w n  f r o m  t h e  s a m e  s e e d  s t o c k s  

a s  i n f e c t e d  p l a n t s  i s  a  s t r o n g  i n d i c a t i o n  t h a t  d s R N A s  a r e  

i n f e c t i o n -  i f  n o t  v i r u s - s p e c i f i c .

T h e  v a l u e  o f  d s R N A  a n a l y s i s  i n  d e t e c t i o n  a n d  d i a g n o s i s  

o f  p l a n t  v i r u s  i n f e c t i o n  h a s  b e e n  t h e  s u b j e c t  o f  a  r e c e n t  

r e v i e w  (D O D D S  e t  a l . , 1 9 8 4 ) .  M e t h o d o l o g i e s  b a s e d  o n

c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  ( F R A N K L IN ,  1 9 G 6 )  h a v e  b e e n  

d e v e l o p e d  s o  t h a t  d s R N A  c a n  b e  e x t r a c t e d  a n d  a n a l y s e d  

q u i c k l y  a n d  s o m e t i m e s  f r o m  s m a l l  a m o u n t s  o f  t i s s u e  ( a s  

l i t t l e  a s  0 . 5 g ) .  T e c h n i q u e s  a r e  s i m p l e ,  c h e a p  a n d  d o  n o t  

r e q u i r e  s p e c i a l  e q u i p m e n t .  N o  k n o w l e d g e  o f  t h e  i d e n t i t y  o f  

t h e  i n f e c t i o u s  a g e n t  i s  n e e d e d  f o r  d e t e c t i o n  w h i c h  i s  

p o s s i b l e  e v e n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  v i r i o n s .  D i a g n o s i s  i s  b a s e d  

o n  t h e  r e c o g n i t i o n  o f  a  g e l - e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n  o f  

d s R N A  s p e c i e s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  a  p a r t i c u l a r  v i r u s  o r  

g r o u p .  I n  m o s t  c a s e s  s t u d i e d  s o  f a r  t h e  p a t t e r n s  p r o d u c e d  

a r e  c o m p l e x  b u t  c o n s i s t e n t  a n d  i l l u s t r a t e  d i f f e r e n c e s  

b e t w e e n  v i r u s e s  o f  d i f f e r e n t  g r o u p s  ( M O R R I S ,  1 9 8 3 ) ,  

s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  v i r u s e s  o f  t h e  s a m e  g r o u p  ( M O R R I S ,  

1 9 8 3 )  a n d  s m a l l  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  d i f f e r e n t  s t r a i n s  o f
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t h e  s a m e  v i r u s  ( G I L D O V  e t  a l  . , 1 9 8 3 ) .  A c o m p r e h e n s i v e  

c a t a l o g u e  o f  e x p e c t e d  d s R N A s  w o u l d  t h e r e f o r e  a l l o w  

d i a g n o s i s  o f  m i x e d  i n f e c t i o n s  a s  w e l l .

I f  s u f f i c i e n t l y  p u r i f i e d  f r o m  h o s t  n u c l e i c  a c i d s  d s R N A s  

a r e  u s e f u l  a s  c o m p a r a t i v e l y  s t a b l e  a n d  a c c e s s i b l e  s o u r c e s  

o f  v i r a l  R N A  s e q u e n c e s .  E n d - l a b e l l i n g  w i t h  a s  i n  J O R D A N  

& D O D D S ,  ( 1 9 8 3 )  p r o v i d e s  a  s o u r c e  o f  b o t h  ( + )  a n d  ( - )  s e n s e  

p r o b e s  w i t h o u t  t h e  n e c e s s i t y  o f  v i r u s  p u r i f i c a t i o n ,  o f t e n  a 

m o re  c o m p l e x  a n d  d i f f i c u l t  p r o c e d u r e  t h a n  d s R N A  

p u r i f i c a t i o n .  S t r a t e g i e s  f o r  t h e  s p e c i f i c  m o l e c u l a r  c l o n i n g  

o f  d s R N A s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t h o u g h  t w o  o f  t h e m  (E O T H  e t  

a l ., 1 9 8 2 ;  I M A I  e t  a l . ,  1 9 8 3 )  h a v e  t h e  i n h e r e n t  p r o b l e m  o f  

k e e p i n g  t h e  s t r a n d s  a p a r t  l o n g  e n o u g h  f o r  c o m p l e m e n t a r y  D N A  

( c D N A )  s y n t h e s i s  b y  t h e  e n z y m e  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e .  T h e  

t h i r d  ( S H O T N I K I  e t  a l ., 1 9 8 5 )  e m p l o y s  d i r e c t  c l o n i n g  o f  

d s R N A s  i n  p l a s m i d / b a c t e r i o p h a g e  v e c t o r s  b y  a d d i t i o n  o f  D N A  

l i n k e r s  t h o u g h  t h e r e  i s  l i t t l e  i n f o r m a t i o n  a v a i l a b l e  o n  

t h i s  p r o c e d u r e .  I n  v i t r o  t r a n s l a t i o n  o f  m e l t e d  d s R N A s  a g a i n  

h a s  t h e  p r o b l e m  o f  r e a n n e a l l i n g  d u r i n g  t h e  i n c u b a t i o n  b u t  

h a s  b e e n  r e p o r t e d  f o r  t h e  y e a s t  k i l l e r - a s s o c i a t e d  d s R N A  

( B O S T I A N  e t  a l ., 1 9 8 5 )  a n d  t o b a c c o  n e c r o s i s  v i r u s  ( T N V )  

s u b g e n o m i c  d s R N A s  ( C O N D IT  & F R A E N K E L - C O N R A T ,  1 9 7 9 )  a l t h o u g h  

e v i d e n c e  f o r  t h e  l a t t e r  w a s  s a i d  ( i n  1 9 7 9 )  t o  b e  

p r e l i m i n a r y .  A  m o re  r e c e n t  a t t e m p t  t o  t r a n s l a t e  m e l t e d  

t o b a c c o  m o s a i c  v i r u s  (T M V )  d s R N A s  w a s  u n s u c c e s s f u l  

( P A L U K A I T I S  e t  a l ., 1 9 8 3 ) .  U n l i k e  a n i m a l  p i c o r n a v i r u s  

d s R N A s  p l a n t  v i r a l  d s R N A s  d o  n o t  s e e m  t o  b e  i n f e c t i o u s  

u n l e s s  f i r s t  d e n a t u r e d  ( J A C K S O N  e t  a l .,  1 9 7 1 ;  S H A N K S  e t  

a l . , 1 9 8 5 )  b u t  a s  s u c h  c o u l d  b e  u s e f u l  f o r  i n f e c t i v i t y  

s t u d i e s  w h e n  v i r i o n  s i n g l e - s t r a n d e d  ( s s )  R N A  i s  n o t  

a v a i l a b l e .

D o u b l e - s t r a n d e d  R N A  s p e c i e s  a r e  o f t e n  r e f e r r e d  t o  a s  

r e p l i c a t i v e  f o r m  ( R F )  t h o u g h  t h e r e  i s  n o  e v i d e n c e  t h a t  t h e y  

h a v e  t h i s  f u n c t i o n  i n  v i v o .  I n d e e d ,  p a r t i a l l y  d o u b l e -  

s t r a n d e d  R N A s  w i t h  s i n g l e - s t r a n d e d  t a i l s  ( s o - c a l l e d  

r e p l i c a t i v e  i n t e r m e d i a t e s ,  R I s )  i n  a  c o m p l e x  w i t h  m e m b r a n e s

♦
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a n d  p r o t e i n s  a r e  m o re  l i k e l y  t o  b e  t h e  t r u e  r e p l i c a t i v e  

s t r u c t u r e s  w i t h i n  t h e  c e l l ,  a s  h a s  b e e n  f o u n d  f o r  t u r n i p  

y e l l o w  m o s a i c  v i r u s  ( T Y M V )  ( G A R N I E R  e t  a l . , 1 9 8 0 ) .  R F  m a y

b e  a  b y - p r o d u c t  o r  e n d - p r o d u c t  o r  e v e n  a n  a r t i f a c t  o f  

e x t r a c t i o n  m e t h o d s .  H o w e v e r ,  t h e  e x i s t e n c e  o f  d s R N A s  o f  t h e  

s a m e  l e n g ^ i t h  a s  g e n o m i c  a n d  s u b g e n o m i c  s s R N A s  o f  m a n y  

v i r u s e s  i m p l i e s  t h a t  a n a l y s i s  o f  d s  f o r m s  g i v e s  v a l i d  

i n f o r m a t i o n  o n  t h e  g e n o m e  s t r a t e g i e s  o f  t h e  v i r u s e s  

i n v o l v e d .  F o r  i n s t a n c e ,  o n  e x t r a c t i o n  o f  d s R N A  f r o m  p l a n t s  

i n f e c t e d  w i t h  c o w p e a  m o s a i c  v i r u s  ( C P M V ) , a  v i r u s  w h o s e  

g e n e - p r o d u c t s  a r i s e  b y  p o l y p r o t e i n  p r o c e s s i n g  r a t h e r  t h a n  

t r a n s l a t i o n  o f  s u b g e n o m i c  R N A s  (P E L H A M ;  1 9 7 9 ,  G O L D B A C H  & 

R E Z E L M A N ,  1 9 8 3 ) ,  n o  d s  f o r m s  s h o r t e r  t h a n  g e n o m i c  l e n g t h  

a r e  f o u n d  ( S H A N K S  e t  a l . , 1 9 8 5 ) .  T r i p a r t i t e  g e n o m e  v i r u s e s

( e g  C u c o m o v i r u s e s )  p r o d u c e  d s R N A s  f o r  e a c h  g e n o m i c  R N A  i n  

a d d i t i o n  t o  a  s p e c i e s  f o r  s u b g e n o m i c  R N A - 4  a n d  f o r  

s a t e l l i t e  R N A  w h e n  p r e s e n t  ( K A P E R  & D I A Z - R U I Z ,  1 9 7 7 ) .  F o r  

TMV, a  s i n g l e  c o m p o n e n t  v i r u s ,  f o u r  d s R N A s  a r e  f o u n d ,  t h r e e  

o f  w h i c h  a p p e a r  t o  b e  d o u b l e - s t r a n d e d  f o r m s  o f  p o l y s o m e -  

a s s o c i a t e d  s s R N A s  ( P A L U K A I T I S  e t  a l . , 1 9 8 3 ) .  O t h e r  w o r k e r s

f o u n d  a n  a d d i t i o n a l  t h r e e  ( B A R - J O S E P H  e t  a l . , 1 9 8 3 )  o r

e i g h t  (D A W SO N  & D O D D S ,  1 9 8 2 )  d s R N A  s p e c i e s  i n  T M V - i n f e c t e d  

p l a n t s  a n d  t h e  l a t t e r  a u t h o r s  f o u n d  n i n e  " s u b g e n o m i c "  

s s R N A s  s o m e  o f  w h i c h  c o r r e s p o n d e d  i n  s i z e  t o  s o m e  o f  t h e i r  

d s R N A s  b u t  t h e s e  s s R N A s  w e r e  n o t  f o u n d  o n  p o l y s o m e s  a n d  a l l  

b u t  t h e  o r i g i n a l  f o u r  s s R N A s  ( o n e  g e n o m i c  a n d  t h r e e  

s u b g e n a m i c )  w e r e  s h o w n  b y  P A L U K A I T I S  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  t o  b e  

e l e c t r o p h o r e t i c  a r t i f a c t s .  S i m i l a r  a r t i f a c t u a l  b a n d s

p r o d u c e d  o n  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  m i x t u r e s  o f  p l a n t  R N A  a n d  

v i r a l  R N A  f r o m  t o b a c c o  e t c h  v i r u s  ( T E V )  (D O U G H E R T Y ,  1 9 8 3 )  

a n d  t o m a t o  b u s h y  s t u n t  v i r u s  ( T B S V )  ( H A Y E S  e t  a l . , 1 9 8 4 )

h a v e  b e e n  r e p o r t e d .  I t  h a s  b e c o m e  e v i d e n t  t h a t

i n t e r p r e t a t i o n  o f  s u c h  r e s u l t s  i s  i m p o s s i b l e  w i t h o u t  t h e  

a p p r o p r i a t e  c o n t r o l s .  T h e s e  s o r t s  o f  e f f e c t s  c a n n o t ^ h o w e v e r )  

e x p l a i n  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  n u m b e r  o f  T M V  d s R N A s  f o u n d  b y  

t h e  t h r e e  g r o u p s  s i n c e  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n s  o f  d s R N A
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s h o u l d  n o t  c o n t a i n  a n y  p l a n t  R N A .  T h e  d i s p a r i t y  m ay  b e  d u e  

t o  t h e  d i f f e r e n t  r e s o l v i n g  p o w e r s  o f  t h e  g e l  s y s t e m s  

e m p l o y e d  t o  v i s u a l i s e  t h e  d s R N A s  o r  t o  a n o m a l o u s  b e h a v i o u r  

o f  s o m e  d s R N A s  i n  o n e  o r  m o re  o f  t h e  s y s t e m s .

T h e  s t r u c t u r e s  o f  R F  m o l e c u l e s  f r o m  t w o  p l a n t  v i r u s e s  

h a v e  r e c e n t l y  b e e n  i n v e s t i g a t e d  w i t h  a  v i e w  t o  e l u c i d a t i n g  

r e p l i c a t i o n  s t r a t e g y .  T h e  t e r m i n a l  s e q u e n c e s  f o u n d  i n  b o t h  

R F - M  a n d  R F - B  o f  C P M V  w e r e  f o u n d  t o  b e  i d e n t i c a l

( L O M O N O S S O F F  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) ,  s u g g e s t i n g  a  r o l e  f o r  t h e s e  

s t r u c t u r e s  i n  t h e  r e p l i c a t i o n  p r o c e s s .  T h e  ( - )  s t r a n d s  f o r m  

p e r f e c t  d u p l e x e s  w i t h  ( +  ) s t r a n d s  e v e n  t o  t h e  e x t e n t  o f  a  

p o l y < U )  s e q u e n c e  a t  5 '  e n d s  c o m p l e m e n t a r y  t o  p o l y ( A )  t r a c t s  

o n  v i r i o n  3 '  e n d s .  T h i s  i m p l i e s  t h a t  p o l y ( A )  t a i l s  a r e

c o p i e d  f r o m  t h e  ( - >  s e n s e  t e m p l a t e  r a t h e r  t h a n  b e i n g  a d d e d  

o n  l a t e r  b y  a  h o s t  p o l y ( A ) - p o l y m e r a s e , a  s i t u a t i o n  t h a t  

w o u l d  e x p l a i n  t h e  l a c k  o f  e u k a r y o t i c  p o l y a d e n y l a t i o n  

s i g n a l s  i n  e i t h e r  v i r a l  R N A .  T h e  5 *  e n d s  o f  b o t h  s t r a n d s  

w e r e  f o u n d  t o  b e  l i n k e d  t o  a  V P g ,  a s  w i t h  p o l i o v i r u s e s ,  

t h o u g h  s o m e  R F  m o l e c u l e s  l a c k e d  t h e  V P g  o n  t h e i r  ( +  ) 

s t r a n d s .  T h e  p r o p o s e d  r o l e  o f  t h e  V P g  i n  i n i t i a t i o n  o f  R N A  

s y n t h e s i s  (W IM K E R ,  1 9 8 2 )  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e

s u g g e s t i o n  t h a t  s u c h  m o l e c u l e s  h a d  t h e  V P g  r e m o v e d  a f t e r

R N A  s y n t h e s i s  a n d  w e r e  d e s t i n e d  f o r  m e s s e n g e r  R N A  a c t i v i t y  

i n s t e a d  o f  e n c a p s i d a t i o n .

T h e  d o u b l e - s t r a n d e d  f o r m s  o f  c u c u m b e r  m o s a i c  v i r u s  

(C M V )  R N A - 3  a n d  t h e  s a t e l l i t e  R N A  ( C A R N A - 5 )  a n d  s o m e  R N A - 4  

d s R N A s  c o n t a i n  a n  u n p a i r e d  (G )  a t  t h e  3 '  e n d  o f  t h e  ( - )  

s t r a n d  ( C O L L M E R  & K A P E R ,  1 9 8 5 )  a s  d o  m a n y  a l p h a - v i r u s e s  

(W E N G L E R  e t  a l . , 1 9 8 2 ) ,  t h u s  b e g g i n g  c o m p a r i s o n  o f  t h e i r

r e p l i c a t i o n  s t r a t e g i e s .  T h e  p r e s e n c e  o f  t h e  u n p a i r e d  (G )  o n  

C A R N A - 5  R F  s u g g e s t s  t h a t  t h e  s a t e l l i t e  s h a r e s  a t  l e a s t  p a r t  

o f  t h e  r e p l i c a t i v e  m a c h i n e r y  o f  i t s  h e l p e r  v i r u s .  T h e  

f i n d i n g  t h a t  s o m e  d s  f o r m s  o f  R N A - 4  ( a  s u b g e n o m i c  o f  R N A - 3 ,  

c o d i n g  f o r  c o a t  p r o t e i n )  c o n t a i n  a n  u n p a i r e d  (G )  o n  t h e i r  

( - )  s t r a n d  3 '  e n d s  i m p l i e s  t h a t  n o t  a l l  ( +  ) s t r a n d  R N A - 4  

m o l e c u l e s  a r e  s y n t h e s i s e d  o n  ( - )  s t r a n d  R N A - 3  t e m p l a t e s
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s i n c e  i n  t h i s  c a s e  d o u b l e - s t r a n d e d  R N A - 4  w o u l d  a r i s e  b y  

d e g r a d a t i o n  o f  t h e  n o n - h o r a o l o g o u s  s i n g l e - s t r a n d e d  r e g i o n  o f  

t h e  < ->  s t r a n d .  T h u s  R N A - 4  m ay  r e p l i c a t e  i n d e p e n d e n t l y  w i t h  

i t s  o w n  R F .  A l t e r n a t i v e l y  t h e  ( - )  s t r a n d  s y n t h e s i s  o n  a n  

R N A - 4  ( +  ) s t r a n d  , i m p l i e d  b y  t h e  t e r m i n a l  (G )  , m a y  b e  a n  

a b e r r a t i o n  i n d u c e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  s a t e l l i t e .  

A n a l y s i s  o f  t h e  ( + )  s t r a n d s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  3 '  t e r m i n a l  

( A )  o f  R N A s - 3  a n d  - 4  a n d  t h e  5 *  c a p  o f  C A R N A - 5  a r e  l a c k i n g  

s o  t h e s e  m u s t  b o t h  b e  a d d e d  p o s t - t r a n s c r i p t i o n a l l y .

T h e r e  h a v e  b e e n  n o  r e p o r t s  o f  B a Y M V - a s s o c i a t e d  s s  o r  

d s R N A s  a p a r t  f r o m  t h e  f i n d i n g  o f  t w o  e n c a p s i d a t e d  s s R N A s  i n  

v i r u s  p r e p a r a t i o n s  (H U T H  e t  a l ., 1 9 8 4 ) .  A n  i n v e s t i g a t i o n  o f  

d s R N A s  f o u n d  i n  B a Y M V - i n f e c t e d  t i s s u e  m i g h t  y i e l d  a  m e t h o d  

o f  d e t e c t i o n  a n d  d i a g n o s i s ,  w i t h  t h e  a d v a n t a g e s  o u t l i n e d  

a b o v e ,  a  p o t e n t i a l  f o o t p r i n t  o f  t h e  v i r u s  t o  a i d  i n  i t s  

c l a s s i f i c a t i o n  a n d  i n  s t r a i n  c o m p a r i s o n s ,  a n d  a  s o u r c e  o f  

R N A  f o r  m o l e c u l a r  c h a r a c t e r i s a t i o n  w i t h o u t  t h e  n e e d  f o r  

v i r u s  p u r i f i c a t i o n .

1 . 1 2  R N A  P l a n t  V i r u s  G e n o m e  A n a l y s i s

A  v i r a l  g e n o m e  m u s t  c o n t a i n  a l l  t h e  i n f o r m a t i o n  r e q u i r e d  

f o r  i n f e c t i v i t y ,  r e p l i c a t i o n ,  e n c a p s i d a t i o n  a n d

p a t h o g e n i c i t y  w i t h i n  t h e  h o s t  p l a n t .  T h e  o r g a n i s a t i o n  o f  

t h i s  i n f o r m a t i o n ,  i.e, ' g e n o m e  s t r a t e g y '  , c a n  b e  i n v e s t i g a t e d  

b y  a  n u m b e r  o f  m e t h o d s ,  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  o f  w h i c h  a r e  

p r o b a b l y  i n f e c t i v i t y  s t u d i e s  ( i n  p l a n t s  a n d  p r o t o p l a s t s ) , 

i n  v i t r o  t r a n s l a t i o n  o f  v i r a l  R N A ,  i d e n t i f i c a t i o n  o f  v i r a l  

R N A s  b y  b l o t t i n g  a n d  h y b r i d i s a t i o n ,  a n d  s e q u e n c e  a n a l y s i s  

o f  v i r a l  R N A s  o r  c l o n e d  c D N A s .  T h e  u s e  o f  d s R N A  a n a l y s i s  i n  

s t u d i e s  o f  g e n o m e  o r g a n i s a t i o n  h a s  b e e n  d i s c u s s e d  a b o v e .  

M o s t  r e c e n t l y  t h e  t e c h n i q u e  o f  ' r e v e r s e  g e n e t i c s '  h a s  

b e c o m e  a v a i l a b l e  w h e r e  t h e  e f f e c t s  o f  i n  v i t r o  m u t a t i o n  o f  

c l o n e d  f u l l - l e n g t h  c D N A s  a r e  s t u d i e d  a f t e r  R N A  

t r a n s c r i p t i o n .  F r o m  s u c h  s t u d i e s  i t  h a s  e m e r g e d  t h a t  i n
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f t ) - s t r a n d  R N A  v i r u s e s  g e n e t i c  i n f o r m a t i o n  i s  o r g a n i s e d  a n d  

e x p r e s s e d  i n  d i f f e r e n t  w a y s  a n d  v i r a l  R N A s  h a v e  

c h a r a c t e r i s t i c  s t r u c t u r e s  t h a t  a r e  p r o b a b l y  i n v o l v e d  i n  t h e  

e x p r e s s i o n  o f  t h e  g e n e t i c  i n f o r m a t i o n  a n d / o r  i t s  

r e g u l a t i o n ,  t h o u g h  n o t  a l l  h a v e  k n o w n  f u n c t i o n .

T h e  v a r i e t y  o f  R N A  s t r u c t u r e s  a n d  g e n o m e  s t r a t e g i e s  

e m p l o y e d  b y  p l a n t  v i r u s e s  h a s  b e e n  r e v i e w e d  e x t e n s i v e l y  

( Z A I T L I N ,  1 9 7 9 ;  L A N E ,  1 9 7 9 ;  D A V I E S ,  1 9 7 9 ;  H I R T H , 1 9 8 2 ;  V A N  

V L O T E N - D O T IN G  & N E E D L E M A N ,  1 9 8 2  a n d  D A V I E S  & H U L L ,  1 9 8 2 ) .  

V i r a l  g e n e s  c a n  be  c o n t a i n e d  o n  a  s i n g l e  R N A  s p e c i e s  o r  

d i v i d e d  b e t w e e n  t w o  o r  m o r e  c o m p o n e n t s .  M o n o c i s t r o n i c  R N A s  

c a n  b e  t r a n s l a t e d  d i r e c t l y  b u t  i n t e r n a l  c i s t r o n s  o f  

p o l y c i s t r o n i c  R N A s  m u s t  b e  m ade  a v a i l a b l e  f o r  t r a n s l a t i o n  

b y  t h e  u s e  o f  s u b g e n o m i c  m R N A s  ( e n c a p s i d a t e d  o r  n o t )  o r  

r e a d t h r o u g h  o f  ' l e a k y 1 t e r m i n a t i o n  c o d o n s  p r o d u c i n g  t w o  o r  

m o re  p r o t e i n s  f r o m  t h e  s a m e  R N A  r e g i o n .  I n  s o m e  v i r u s e s  

f u n c t i o n a l  p r o t e i n s  a r e  n o t  s y n t h e s i s e d  b y  d i r e c t  

t r a n s l a t i o n  o f  mRNA b u t  b y  p r o c e s s i n g  o f  p o l y p r o t e i n s  w h i c h  

a r e  t h e  p r i m a r y  p r o d u c t s .  M o r e  t h a n  o n e  o f  t h e s e  s t r a t e g i e s  

i s  s o m e t i m e s  e m p l o y e d  b y  a  s i n g l e  v i r u s .

A t  5 '  e n d s  o f  v i r a l  R N A s  d i f f e r e n t  t e r m i n a l  s t r u c t u r e s  

h a v e  b e e n  f o u n d  i n c l u d i n g  m‘7 Gs  ‘ p p p - ' ' c a p s ,  d i -  o r  

t r i p h o s p h a t e s  a n d  V P g s .  M o s t  s m a l l ,  e f f i c i e n t  m R N A s  h a v e  

r e l a t i v e l y  s h o r t  l e a d e r  s e q u e n c e s  c o m p a r e d  t o  t h o s e  o f  

l a r g e r  g e n o m i c  R N A s  a l t h o u g h  t h e  l e n g t h s  d o  n o t  c o r r e l a t e  

w i t h  t r a n s l a t i o n a l  e f f i c i e n c y  i n  v i t r o .  C a p  s t r u c t u r e s  a r e  

p r o b a b l y  i n v o l v e d  i n  t r a n s l a t i o n  i n i t i a t i o n  a n d  V P g s  i n  

i n i t i a t i o n  o f  R N A  s y n t h e s i s  b u t  f u n c t i o n s  f a i r  n o n e  o f  t h e  

5 '  s t r u c t u r e s  a r e  k n o w n  f o r  c e r t a i n  a n d  s t r u c t u r e  t y p e  d o e s  

n o t  c o r r e l a t e  w i t h  t r a n s l a t i o n a l  s t r a t e g y .  A t  t h e  3 '  e n d s  

t e r m i n a l  s t r u c t u r e s  i n c l u d e  t R N A - l i k e  s e q u e n c e s  t h a t  c a n  b e  

a m i n o a c y l a t e d  i n  v i t r o } p o l y a d e n y l a t e  t r a c t s ,  n e i t h e r  

s t r u c t u r e  o r  b o t h .  T h e  t R N A - l i k e  s t r u c t u r e  i s  a l m o s t  

c e r t a i n l y  i n v o l v e d  i n  r e p l i c a t i o n  s i n c e  i t  c o n t a i n s  s i g n a l s  

d i r e c t i n g  i n t e r a c t i o n  w i t h  r e p l i c a s e ,  n u c l e o t i d y l  

t r a n s f e r a s e  a n d  a m i n o a c y l  t R N A  s y n t h e t a s e .  P o l y a d e n y l a t e
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t r a c t s  m a y  a f f o r d  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  3 '  e x o n u c l e a s e  

d i g e s t i o n  b u t  p r o b a b l y  h a v e  o t h e r  r o l e s .  V i r a l  R N A s  w i t h  3 '  

p o l y ( A )  s e q u e n c e s  u s u a l l y  b u t  n o t  a l w a y s  h a v e  5 '  V P g s  a n d  

u s e  p o s t - t r a n s l a t i o n a l  p r o t e i n  p r o c e s s i n g .  T h o s e  w i t h  3 '  

t R N A - l i k e  s e q u e n c e s  s h o w  3 '  s e q u e n c e  h o m o l o g y  w i t h i n  v i r u s  

g r o u p s  a n d  c o n s e r v a t i o n  o f  a m i n o  a c i d  c h a r g i n g .  I n  g e n e r a l ,  

h o w e v e r  t h e r e  i s  l i t t l e  o r  n o  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t e r m i n a l  

s t r u c t u r e s  a n d  t r a n s l a t i o n a l  s t r a t e g y  o r  p a r t i c l e  

m o r p h o l o g y .

T h e  w a y  i n  w h i c h  d i f f e r e n t  e x p e r i m e n t a l  a p p r o a c h e s  c a n  

g i v e  i n f o r m a t i o n  o n  v i r a l  g e n o m e  o r g a n i s a t i o n  i s  b e s t  

i l l u s t r a t e d  w i t h  e x a m p l e s .  T h e s e  w i l l  b e  t a k e n  f r o m  t w o  

v i r u s  g r o u p s  t h a t  s h a r e  c e r t a i n  f e a t u r e s  w i t h  B a Y M V :  

F u r o v i r u s e s  a r e  f u n g a l - t r a n s m i t t e d  a n d  h a v e  r o d - s h a p e d  

p a r t i c l e s  o f  m o re  t h a n  o n e  m o d a l  l e n g t h ;  P o t y v i r u s e s  a r e  

f l e x u o u s  r o d s  a n d  i n d u c e  c y t o p l a s m i c  i n c l u s i o n s .

B e e t  n e c r o t i c  y e l l o w  v e i n  v i r u s  ( B N Y V V )  a n d  s o i l - b o r n e  

w h e a t  m o s a i c  v i r u s  ( S B W M V )  a r e  p o s s i b l e  m e m b e r s  o f  t h e  

n e w l y  p r o p o s e d  F u r o v i r u s  g r o u p  ( B R U N T  & S H I K A T A ,  1 9 8 6 ) .  

T h e y  h a v e  p a r t i c l e s  o f  t h r e e  (SB W M V )  o r  f o u r  ( B N Y V V )  m o d a l  

l e n g t h s  a n d  c o n t a i n  a * R N A  s p e c i e s  f o r  e a c h  l e n g t h .  

I n f e c t i v i t y  s t u d i e s  w i t h  p u r i f i e d  v i r i o n s  o f  SBW M V s h o w e d  

t h e  t w o  s m a l l e r  s i z e s  ( 0 . 5  & 0 . 3 5 L )  w e r e  n o t  i n f e c t i o u s .

I n f e c t i v i t y  o f  1. 0 L  v i r i o n s  m a y  h a v e  b e e n  d u e  t o  

c o n t a m i n a t i o n  w i t h  s m a l l e r  v i r i o n s  ( T S U C H I Z A K I  e t  a l . t 

1 9 7 5 ) .  U s i n g  s u c r o s e - g r a d i e n t  p u r i f i e d  R N A s  S H I R A K O  & 

B R A K K E  ( 1 9 8 4 a )  s h o w e d  t h a t  t h e  SBW M V genom e, i s  b i p a r t i t e  

s i n c e  1 . 0 L  a n d  o n e  o r  o t h e r  o f  0 . 5 L  a n d  0 . 3 5 L  R N A s  w e r e  

r e q u i r e d  f o r  i n f e c t i v i t y .  O f  t h e  t w o  s m a l l e r  R N A s  t h e  0 . 3 5 L  

w a s  p r o p o s e d  t o  b e  a  d e l e t i o n  m u t a n t  o f  t h e  0 . 5 L  R N A .  

S p o n t a n e o u s  d e l e t i o n  w a s  s u b s e q u e n t l y  d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  

d e t e c t i o n  o f  0 . 3 5 L  v i r i o n s  a n d  R N A  i n  p l a n t s  o r i g i n a l l y  

i n o c u l a t e d  w i t h  p u r i f i e d  1 . 0 L  a n d  0 . 5 L  R N A s  ( S H I R A K O  & 

B R A K K E ,  1 9 8 4 b ) . I n f e c t i v i t y  s t u d i e s  w i t h  B N Y V V  R N A s  h a v e  

n o t  b e e n  r e p o r t e d  s o  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  f o u r  R N A s  i s  

n o t  k n o w n .  T h e  t w o  s m a l l e s t  R N A s  d i s p l a y  l e n g t h



T h e  3 '  a n d  5 '  

T h e  p r e s e n c e  o f  

d e m o n s t r a t e d  by- 

w a n d e r i n g  s p o t  

[ 5 '  p ]  p C p  a n d

h e t e r o g e n e i t y  i n  d i f f e r e n t  i s o l a t e s  a s  d o e s  SBW M V R N A - 2  

( R I C H A R D S  e t  a J . ,  1 9 8 5 ) .

e n d s  o f  b o t h  v i r u s e s  h a v e  b e e n  e x a m i n e d ,  

p o l y ( A )  t a i l s  o n  a l l  B N Y V V  R N A s  w a s  

s e q u e n c i n g  (P U T Z  e t  a l ., 1 9 8 3 )  u s i n g

a n a l y s i s  o f  R N A s ,  3 ' - l a b e l l e d  w i t h  

T 4  l i g a s e ,  a f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  

h o m o c h r o m a t o g r a p h y .  T h e  a b s e n c e  o f  s u c h  s t r u c t u r e s  i n  SBW M V 

R N A s  w a s  s u g g e s t e d  b y  t h e i r  i n a b i l i t y  t o  b i n d  t o  o l i g o ( d T ) -  

c e l l u l o s e  c o l u m n s  o r  t o  s e r v e  a s  s u b s t r a t e s  f o r  r e v e r s e  

t r a n s c r i p t a s e  w i t h  o l i g o ( d T )  a s  a  p r i m e r  (H S U  & B R A K K E ,  

1 9 8 5 a ) .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  p r e c i s e  3 '  e n d s  o f  t h e s e  R N A s  

a w a i t s  s e q u e n c e  a n a l y s i s .  T h e  p r e s e n c e  o f  a  c a p  s t r u c t u r e  

(m ^ G p p p N )  a t  t h e  5 '  e n d s  o f  B N Y V V  R N A s  w a s  i n d i c a t e d  b y  t h e  

f a i l u r e  t o  d e t e c t  a  V P g  b y  i o d i n a t i o n ,  t h e  f a i l u r e  t o  l a b e l  

5 '  e n d s  w i t h  [ A T P  a n d  p o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e  w i t h o u t

p r i o r  t r e a t m e n t  w i t h  t o b a c c o  a c i d  p y r o p h o s p h a t a s e  a n d  b y  

D E A E - S e p h a d e x  c h r o m a t o g r a p h y  o f  t o t a l  R N a s e  P i  o r  T  

d i g e s t s  o f  R N A s  l a b e l l e d  a t  t h e  5 ' - e n d  u s i n g  NaBC 3 H] *  ( P U T Z  

e t  a l . , 1 9 8 3 ) .  T h e  a b s e n c e  o f  e i t h e r  V P g  o r  c a p  s t r u c t u r e

i n  SBW M V R N A s  w a s  p r o p o s e d  f o l l o w i n g  t h e  f a i l u r e  o f  

i o d i n a t i o n  l a b e l l i n g  a n d  o f  n r 'G p  t o  i n h i b i t  I n  v i t r o  

t r a n s l a t i o n ,  a n d  t h e  s u c c e s s  o f  l a b e l l i n g  e x p e r i m e n t s  u s i n g  

E ^ _ 3 i ; p ]  a t p  a n d  p o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e  a f t e r  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e  t r e a t m e n t  o f  R N A s  (H SU  & B R A K K E ,  1 9 8 5 ) .  T h e  

d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  e n d s  o f  t h e s e  t w o  v i r u s e s  t e n d s  t o  

a r g u e  a g a i n s t  t h e i r  i n c l u s i o n  i n  t h e  s a m e  g r o u p .

H y b r i d i s a t i o n  e x p e r i m e n t s  u s i n g  c D N A  c o p i e s  o f  SBW M V  a n d  

B N Y V V  ( c l o n e d  i n  t h e  l a t t e r  c a s e )  r e v e a l e d  s e q u e n c e  

r e l a t i o n s h i p s .  I n  N o r t h e r n  b l o t s  c D N A  f r o m  SBW M V R N A - 1  

h y b r i d i s e d  t o  R N A - 1  f r o m  o t h e r  i s o l a t e s  b u t  n o t  t o  s m a l l e r  

R N A s .  c D N A  f r o m  0 . 5 L  R N A  h y b r i d i s e d  t o  R N A s  f r o m  0 . 4 L  a n d  

0 . 3 5 L  v i r i o n s  t h u s  s u p p o r t i n g  t h e  p r o p o s a l  o f  t h e i r  

d e r i v a t i o n  t h r o u g h  d e l e t i o n  (H S U  & B R A K K E ,  1 9 8 5 a ) . C l o n e d  

c D N A s  f r o m  B N Y V V  R N A s  3  a n d  4  d i d  n o t  h y b r i d i s e  t o  R N A s  1 

o r  2  r u l i n g  o u t  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e y  a r e  s u b g e n o m i c

42



m e s s e n g e r s  d e r i v e d  fro m  t h e  l a r g e r  RNAs (RICHARDS e t  a l  . , 
1 9 3 5 ) .  BNYW RNAs 3 an d  4 sh o w ed  som e c r o s s  h y b r i d i s a t i o n  
and  s e q u e n c e  a n a l y s i s  r e v e a l e d  90% h o m o lo g y  f o r  t h e i r  
t e r m in a l  2 0 0  n u c l e o t i d e s  (BQUZOUBAA e t  a l . , 1 9 8 5 ) .  S e q u e n c e
a n a l y s i s  a l s o  c o n f ir m e d  t h a t  i n t e r n a l  d e l e t i o n s  a c c o u n t e d
f o r  l e n g t h  h e t e r o g e n e i t y  b e tw e e n  i s o l a t e s .  D e l e t i o n s  w ere

i w it h i n  o p e n  r e a d in g  f r a m e s  w h ich  a r e  t h u s  u n l i k e l y  t o  
e n c o d e  e s s e n t i a l  f u n c t i o n s .

In  i n  v i t r o  t r a n s l a t i o n  e x p e r im e n t s  SBWMV RNA-1 d i r e c t e d  
s y n t h e s i s  o f  f i v e  m a jo r  p o l y p e p t i d e s  o f  180K, 152K , 135K ,
80K and  45K . The t o t a l  c o d in g  c a p a c i t y  o f  RNA-1 i s  228K  s o  
som e p r o d u c t s  m ust o v e r l a p .  The s i t u a t i o n  i s  s i m i l a r  t o  
t h a t  fo u n d  f o r  TMV w h ere  l a r g e  p r o d u c t s  a r i s e  i n  v i t r o  
th r o u g h  r e a d th r o u g h  o f  l e a k y  t e r m i n a t i o n  c o d o n s .  
T r a n s l a t i o n  o f  RNA-2 fr o m  a l l  i s o l a t e s  p r o d u c e d  a 
p o l y p e p t i d e  o f  1 9 ,7 0 0  w h ic h  c o m ig r a t e d  w it h  c o a t  p r o t e i n ,  a

•  p r o t e i n  o f  28K an d  a n o t h e r  p r o t e i n  w h o se  s i z e  v a r i e d  w it h
RNA l e n g t h  (55K , 66K o r  90K f o r  0 .3 5 L , 0 .4 L  & 0 .5 L  
r e s p e c t i v e l y )  (HSU & BRAKKE, 1 9 8 5 b ) .  A l l  p o l y p e p t i d e s  w ere  
im m u n o p r e c ip i t a t e d  w i t h  a n t i s e r u m  t o  v i r u s  and  p e p t i d e  
m ap p in g  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  tw o  l a r g e r  p r o d u c t s  a r o s e  fro m  
r e a d t h r o u g h .  P r o d u c t s  a p p e a r e d  i n  a s c e n d i n g  o r d e r  o f
m a g n itu d e  s o  t h e  c o a t  p r o t e i n  g e n e  s e e m s  t o  b e  l o c a t e d  a t  
t h e  5 ' e n d  o f  RNA-2 a n d  d e l e t i o n s  o c c u r  i n  3* s e q u e n c e s .  
A l l  t h r e e  p r o t e i n s  w ere  im m u n o p r e c ip i t a t e d  fro m  e x t r a c t s  o f  
S B W M V -in fected  w h ea t s o  t h e  r e a d th r o u g h  s t r a t e g y  a p p e a r s  t o

# o p e r a t e  i n  v i v o  a l s o .  T r a n s l a t i o n  o f  g e l  p u r i f i e d  BNYVV
RNAs sh o w e d  t h a t  RNA—2 e n c o d e s  a  22K p o l y p e p t i d e  t h a t  
r e a c t s  w i t h  a n t i s e r u m  t o  v i r u s  and  RNAs 3 and  4 o f  t h e  F2 
i s o l a t e  d i r e c t  s y n t h e s i s  o f  27K a n d  33K p r o t e i n s  
r e s p e c t i v e l y  (RICHARDS e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  RNA-1 g a v e  no  
d e t e c t a b l e  t r a n s l a t i o n  p r o d u c t s .  S e q u e n c e  a n a l y s i s
c o n f ir m e d  t h a t  F2 RNA-3 c o n t a i n s  an  ORF e n c o d in g  a 25K
p o l y p e p t i d e  and  F2 RNA-4 c o n t a i n s  an  ORF e n c o d in g  a 31K
p r o t e i n  th o u g h  i t  i s  n o t  known i f  t h e s e  p r o t e i n s  a r e
s y n t h e s i s e d  i n  v i v o .
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T h e se  tw o  v i r u s e s  t h u s  em p lo y  a s p l i t  genom e s t r a t e g y  
w it h  a t  l e a s t  c o a t  p r o t e i n  b e in g  d i r e c t l y  t r a n s l a t e d  fr o m  
g e n o m ic  RNA. T h ere  i s  no e v i d e n c e  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  o f  
s u b g e n o m ic  RNAs o r  p o l y p r o t e i n  p r o c e s s i n g  a n d  p r o d u c t s  o f  
SBWMV RNAs a r i s e  by r e a d t h r o u g h , i n  v i t r o  a t  l e a s t .  SBVMV 
h a s  a b i p a r t i t e  gen om e a s  may BNYVV i f  RNAs 3 and  4 p r o v e  
t o  b e  s a t e l l i t e s  b u t  t e r m in a l  s t r u c t u r e s  a r e  d i f f e r e n t  an d  
t h e  v i r u s e s  a r e  n o t  s e r o l o g i c a l l y  r e l a t e d .  T h e se  d a t a  a lo n g  
w it h  f u r t h e r  s e q u e n c e  a n a l y s i s  and  d a t a  on  o t h e r  p o s s i b l e  
m em bers o f  t h e  p r o p o s e d  F u r o v ir u s  g r o u p  (BRUNT & SHIKATA, 
1 9 8 6 ) w i l l  h e l p  i n  ta x o n o m ic  a s s ig n m e n t .

S t u d i e s  on  t h e  gen om e s t r a t e g i e s  o f  p o t y v i r u s e s  h a v e  l e d  
t o  a d i v i s i o n  o f  o p i n i o n  a s  t o  w h e th e r  e x p r e s s i o n  o f  g e n e s  
i n  t h e  s i n g l e  RNA s p e c i e s  (=:10kb) i s  a c h i e v e d  by  
p o l y p r o t e i n  p r o c e s s i n g  o r  su b g e n o m ic  RNAs. M ost w ork  h a s  
b e e n  d o n e  on  t o b a c c o  e t c h  v i r u s  (TEV> .

P o t y v i r u s e s  h a v e  a  s i n g l e  RNA co m p o n en t a s  sh o w n  b y  
i n f e c t i v i t y  o f  w h ea t s t r e a k  m o s a ic  v i r u s  (VSMV) RNA (BRAKKE 
& VAN PELT, 1 9 7 0 )  f o r  e x a m p le . T o b a c c o  e t c h  v i r u s  RNA 
e x i s t s  i n  tw o  p o p u l a t i o n s  d i f f e r e n t i a t e d  b y  a b i l i t y  t o  b in d  
t o  p o l y ( U ) - a g a r o s e  b o th  o f  w h ich  a r e  i n f e c t i o u s  (HARI e t  
a l . ,  1 9 7 9 ) .  The p r e s e n c e  o f  a s h o r t  p o l y  (A) t a i l  i s  n o t  
e l i m i n a t e d  b y  t h e  i n a b i l i t y  t o  b in d  t o  t h e s e  c o lu m n s . TEV 
RNA h a s  a VPg a t  t h e  5 ' - e n d  (HARI, 1 9 8 1 ) .

P o t y v i r u s e s  in d u c e  l a r g e  a m o u n ts  o f  i n c l u s i o n  p r o t e i n s  
i n  i n f e c t e d  p l a n t s  a n d  t h e  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e s e  
g r e a t l y  h e l p e d  gen om e a n a l y s i s .  Two n u c le a r  i n c l u s i o n  
p r o t e i n s  (49K  & 55K f o r  TEV) and  t h e  - c y l i n d r i c a l  i n c l u s i o n  
p r o t e i n  (70K  f o r  TEV) w ere  p u r i f i e d  an d  a n t i s e r a  r a i s e d  
a g a i n s t  th em .

T r a n s l a t i o n  o f  TEV RNA i n  r a b b i t  r e t i c u l o c y t e  l y s a t e  
(DOUGHERTY & HIEBERT, 1 9 8 0 )  y i e l d e d  a m a jo r  p r o d u c t  o f  87K 
and  f i v e  o t h e r  d i s c r e t e  p r o d u c t s .  I m m u n o p r e c ip i t a t io n  u s in g  
a n t i s e r a  t o  c a p s i d  a n d  t h e  i n c l u s i o n  p r o t e i n s  t e n t a t i v e l y  
i d e n t i f i e d  im m u n o r e a c t iv e  p o l y p e p t i d e s  c o m i g r a t i n g  w it h  
r e s p e c t i v e  a n t i g e n s  i n  a d d i t i o n  t o  a num ber o f  o t h e r
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p r o d u c t s  w h ich  w ere  p resu m ed  t o  b e  d ue t o  p r e m a tu r e  
t e r m i n a t i o n  o r  r e a d t h r o u g h .  P r e c i p i t a t i o n  o f  t h e s e  p r o d u c t s  
w it h  m ore th a n  o n e  a n t i s e r u m  a l l o w e d  a g e n e  map t o  be  
p r o p o s e d  w h ich  w as 5 ' - e n d  -  87K p r o t e i n  -  49K n u c le a r
i n c l u s i o n  p r o t e i n  -  50K p r o t e i n  -  70K c y l i n d r i c a l  i n c l u s i o n  
p r o t e i n  — 54K n u c le a r  i n c l u s i o n  p r o t e i n  -  30K c o a t  p r o t e i n

» -  3 ' - e n d .  The o r d e r  o f  a p p e a r a n c e  o f  p r o d u c t s  g a v e  no
i n d i c a t i o n s  o f  p o l y p r o t e i n  p r o c e s s i n g .

KOZIEL e t  a l . , ( 1 9 8 0 )  t r a n s l a t e d  TEV RNA i n  a w h e a t -  
e m b r y o - d e r iv e d  c e l l - f r e e  s y s t e m  and  fo u n d  o n l y  a s i n g l e  
p o l y p e p t i d e  o f  40K . T h ey  a c c o u n t e d  f o r  t h i s  by p r o p o s in g  
t h a t  t h e  w h ea t em b ryo  s y s t e m  w as m ore s t r i n g e n t  an d  d id  n o t  
a l l o w  r e a d th r o u g h .

RNA e x t r a c t e d  fr o m  TEV v i r i o n s  an d  fr o m  i n f e c t e d  p l a n t s  
w as a n a l y s e d  b y  N o r th e r n  b l o t  h y b r i d i s a t i o n  t o  TEV cDNAs i n  
tw o  s e p a r a t e  s t u d i e s .  OTAL & HARI (1 9 8 3 )  fo u n d  t e n

•  s u b g e n o m ic  s i z e d  RNAs f o u r  o f  w h ic h  w ere  fo u n d  i n  b o th
v i r i o n  RNA and  i n f e c t e d  t i s s u e .  T h r e e  e a c h  o f  t h e  o t h e r s  
w ere  fo u n d  i n  o n l y  o n e  o f  t h e s e .  A l l  RNAs w ere
p o l y a d e n y l a t e d  a n d  p r o d u c t s  o f  c e l l - f r e e  t r a n s l a t i o n  o f  
t h e s e  RNAs c o m ig r a t e d  w it h  known v i r a l  p o l y p e p t i d e s  s o  a 
r o l e  f o r  s u b g e n o m ic  mRNAs i n  TEV r e p l i c a t i o n  w as p r o p o s e d .  
In  t h e  o t h e r  s t u d y  (DOUGHERTY, 1 9 8 3 )  s i m i l a r  e x p e r i m e n t s  
a g a i n  r e v e a l e d  l e s s  t h a n  f u l l - l e n g t h  RNAs i n  i n f e c t e d  
t i s s u e  b u t  r e c o n s t i t u t i o n  e x p e r im e n t s  u s i n g  h e a l t h y  p l a n t s  
and  TEV v i r i o n s  o r  RNA s u g g e s t e d  t h e s e  w ere  e l e c t r o p h o r e t i c

•  a r t e f a c t s .  O n ly  o n e  p o l y a d e n y l a t e d  v i r a l  RNA ( o f  g e n o m ic  
l e n g t h )  w as fo u n d . T r a n s l a t i o n  o f  p o l y a d e n y l a t e d  RNA 
p r o d u c e d  a  s l i g h t l y  d i f f e r e n t  s e t  o f  p o l y p e p t i d e s  fr o m  t h e  
p r e v i o u s  s t u d y  b y  DOUGHERTY & HIEBERT (1 9 8 0 )  b u t  t h e  87K  
an d  49K p r o t e i n s  w ere  p r e s e n t  a lo n g  w it h  a 120K p r o t e i n  
t h a t  r e a c t e d  w it h  c y l i n d r i c a l  i n c l u s i o n  a n t i s e r u m  a n d  an  
85K p r o t e i n  t h a t  r e a c t e d  w it h  a n t i s e r a  t o  b o t h  c a p s i d  
p r o t e i n  (30K ) and  t h e  55K n u c le a r  i n c l u s i o n .

N o r th e r n  b l o t  h y b r i d i s a t i o n  o f  p o ly s o m a l  RNA fro m  
s o y b e a n  m o s a ic  v i r u s  (SNV) r e v e a l e d  a  s i n g l e  s p e c i e s  o f
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g e n o m ic  l e n g t h  (VANCE & BEACHY, 1 9 8 4 a ) .  T h e se  w o r k e r s  a l s o  
fo u n d  e v i d e n c e  f o r  p r o t e i n  p r o c e s s i n g  i n  v i t r o  (VANCE & 
BEACHY, 1 9 8 4 b ) 'a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  s i n g l e  g e n o m ic  
l e n g t h  RNA on p o ly s o m e s  s u g g e s t e d  t h e  sam e m e ch a n ism  o f  
g e n e  e x p r e s s i o n  i n  v i v o .  Many o t h e r  RNA v i r u s e s  t h a t  h a v e  
5 ' V Pgs and  3* p o ly ( A )  t a i l s  e m p lo y  t h i s  s t r a t e g y  and  
f u r t h e r  e v i d e n c e  f o r  p r o c e s s i n g  i n  p o t y v i r a l  g e n e  
e x p r e s s i o n  w as p r o v id e d  by s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  t h e  3 ' 
t e r m in a l  2 3 2 4  n u c l e o t i d e s  o f  TEV cDNA (ALLISON e t  a l . ,  
1 9 8 5 ) .  The s e q u e n c e  b e g i n s  w it h  an  o p en  r e a d in g  fra m e  o f  
2 1 3 5  n u c l e o t i d e s  an d  c o n t a i n s  an  u n t r a n s l a t e d  r e g i o n  o f  189  
n u c l e o t i d e s  a d j a c e n t  t o  a p o l y a d e n y l a t e  t r a c t .  T h u s t h e  
i n i t i a t i o n  c o d o n  i s  u p s tr e a m  o f  t h e  s e q u e n c e .  S e q u e n c in g  o f  
t h e  N - t e r m in a l  o f  c a p s i d  p r o t e i n  a l l o w e d  l o c a t i o n  o f  t h e  
s t a r t  o f  i t s  g e n e  a t  a m in o  a c i d  - 2 5 3  ( n u c l e o t i d e  - 9 7 4 )  t h u s  
i n d i c a t i n g  t h a t  m a t u r a t io n  o f  c a p s i d  r e q u i r e s  c l e a v a g e  o f  a 
l a r g e r  p r e c u r s o r .  T h i s  c o u ld  b e  e i t h e r  t h e  85K p r o t e i n  s e e n  
am ong t r a n s l a t i o n  p r o d u c t s  o r  a s i n g l e  p r o t e i n  c o n s i s t i n g  
o f  t h e  e n t i r e  c o d in g  c a p a c i t y  o f  t h e  TEV g en o m e. S e q u e n c e  
a n a l y s i s  o f  t h e  r e s t  o f  TEV RNA w i l l  h e l p  t o  d e c i d e  t h i s  
q u e s t i o n .

T h e se  s t u d i e s  i l l u s t r a t e  t h e  d i f f i c u l t i e s  i n  
i n t e r p r e t a t i o n  o f  d a t a  fr o m  som e e x p e r im e n t s  a n d  sh o w  t h a t  
c e r t a i n  i n  v i t r o  t e c h n i q u e s  c a n  r e a l i s e  d i f f e r e n t  r e s u l t s  
i n  d i f f e r e n t  l a b o r a t o r i e s .  In  t h e  a n a l y s i s  o f  v i r a l  genom e  
s t r a t e g y  i t  i s  t h e r e f o r e  im p o r t a n t  t o  u t i l i s e  a s  many 
t e c h n i q u e s  a s  a r e  a v a i l a b l e .

1.13 Pathogenesis-Related Proteins

I n f e c t i o n  o f  p l a n t s  w i t h  v i r u s e s ,  v i r o i d s ,  f u n g i  and  
b a c t e r i a  i s  o f t e n  a c c o m p a n ie d  b y  t h e  e x p r e s s i o n  o f  n o v e l  
s o l u b l e  p r o t e i n s .  F i r s t  fo u n d  i n  t o b a c c o ,  s i m i l a r  p r o t e i n s  
h a v e  now b e e n  d e t e c t e d  i n  16 d i c o t y l e d o n o u s  s p e c i e s  (VAN 
LOON, 1 9 8 5 ) .  T hey  a r e  n o t  p a t h o g e n - s p e c i f i c  a n d  a r e  o f t e n

46



i n d u c i b l e  b y  c h e m ic a l  a g e n t s ,  i n d i c a t i n g  t h e y  c o n s t i t u t e  a 
h o s t  r e s p o n s e ,  a n d  h a v e  com e t o  b e known a s  p a t h o g e n e s i s -  
r e l a t e d  ( P R ) - p r o t e i n s .  P R - p r o t e in s  a r e  c h a r a c t e r i s t i c a l l y  
o f  lo w  m o le c u la r  w e ig h t  b u t  c a n  b e s e p a r a t e d  in  n a t i v e  
p o ly a c r y la m id e  g e l s  b e c a u s e  o f  c h a r g e  d i f f e r e n c e s .  In  
t o b a c c o  p i s  v a r y  fro m  4 . 0 - 7 . 5  (PIERPOINT, 1 9 8 3 ) and  i n  
to m a to  P 14 h a s  a p i  o f  1 0 .7  (CAMACHO-HENRIQUEZ e t  a l . , 
1 9 8 3 ) .  T hey  a r e  s e l e c t i v e l y  e x t r a c t a b l e  a t  lo w  pH (VAN 
LOON, 1 9 7 5 ) ,  o c c u r  m a in ly  i n  t h e  i n t e r c e l l u l a r  f l u i d s  
(PARENT & ASSELIN, 1 9 8 4 )  th o u g h  a r e  n o t  p e r o x i d a s e s ,  
r i b o n u c l e a s e s ,  p r o t e a s e s  o r  p h o s p h a t a s e s  (VAN LOON, 1 9 8 5 )  
and  a r e  r e s i s t a n t  t o  a  v a r i e t y  o f  p r o t e a s e s  (PIERPOINT, 
1 9 8 3 ) th o u g h  a r e  n o t  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  (PIERPOINT e t  a l  . , 
1 9 8 1 ) .

P R - p r o t e in s  a r e  a l s o  fo u n d  i n  h e a l t h y  t o b a c c o  p l a n t s  a t  
t h e  o n s e t  o f  f l o w e r i n g  (FRASER, 1 9 8 1 ) ,  i n  c a l l u s  (ANTONIV 
e t  a l . , 1 9 8 1 )  a n d  crow n  g a l l  t i s s u e  (ANTONIV e t  a l . , 1 9 8 3 )
an d  c a n  b e in d u c e d  i n  cu cu m b er  an d  co w p ea  by p l a s m o l y s i s  
(WAGIH & COUTTS, 1 9 8 1 ) .  A num ber o f  c h e m ic a l  a g e n t s  a r e  
a l s o  c a p a b le  o f  i n d u c i n g  P R - p r o t e in s  i n c l u d i n g  p o l y a c r y l i c  
a c i d  (GIANINAZZI & KASSANIS, 1 9 7 4 ) ,  b e n z o i c  a c i d  
d e r i v a t i v e s  (WHITE, 1 9 7 4 ) ,  p l a n t  h o rm o n es  (VAN LOON, 1 9 7 7 )  
an d  c u l t u r e  f i l t r a t e s  o f  p a t h o g e n i c  f u n g i  (MAISS & 
POEHLING, 1 9 8 3 )  an d  b a c t e r i a  (LEACH e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  T h e ir  
i n d u c t i o n  b y  e t h y l e n e  s u g g e s t s  a p a r t i c i p a t i o n  i n  a s t r e s s  
r e s p o n s e  s i n c e  e t h y l e n e  p r o d u c t io n  i s  i t s e l f  a  s t r e s s  
r e s p o n s e  a c t i n g  t o  s t i m u l a t e  a r o m a t ic  b i o s y n t h e s i s  w h ic h  
may b e  m im ic k e d  b y  b e n z o i c  a c i d  d e r i v a t i v e s .

P R - p r o t e in  i n d u c t i o n  i s  i n h i b i t e d  b y  p r o t e i n - s y n t h e s i s  
i n h i b i t o r s  a n d  p u l s e - c h a s e  e x p e r im e n t s  s u g g e s t  1 AC0^; 
i n c o r p o r a t i o n  i s  d ue t o  d e  n o v o  s y n t h e s i s  r a t h e r  t h a n  
t u r n o v e r  (PIERPOINT, 1 9 8 3 ) .  In  N . t a b a c u m  c v  X a n t h i - n c  
i n d u c t i o n  i s  n o t  i n h i b i t e d  b y  RNA s y n t h e s i s  i n h i b i t o r s  and  
i n  v i t r o  t r a n s l a t i o n  o f  mRNA fr o m  h e a l t h y  p l a n t s  l e a d s  t o  
t h e  s y n t h e s i s  o f  p o l y p e p t i d e s  p r e c i p i t a b l e  b y  P R - p r o t e in  
a n t i s e r a  im p ly in g  t r a n s l a t i o n a l  c o n t r o l  o f  e x p r e s s i o n  (CARR
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e t  a l . , 1 9 8 2 ) .  C o n v e r s e ly ,  i n  cv. Sarasun NN i n  v i t r o  
t r a n s l a t i o n  an d  N o r th e r n  b l o t t i n g  e x p e r im e n t s  u s in g  c lo n e d  
p r o b e s  sh o w ed  a > 1 0 0 - f o l d  i n d u c t i o n  o f  P R - p r o t e in  mRNA on  
THV i n f e c t i o n  (HOOFT VAN HUIJSDUIJNEN e t  a l . ,  1 9 8 5 ) ,  
im p ly in g  a  t r a n s c r i p t i o n a l  l e v e l  o f  c o n t r o l .

T o b a c c o  P R - p r o t e in s  l a ,  b & c  h a v e  b e e n  p u r i f i e d  an d  
sh ow n  t o  b e  p o l y p e p t i d e s  o f  *15K . T h ey  sh o w  s e r o l o g i c a l  
c r o s s - r e a c t i v i t y  w it h  e a c h  o t h e r  an d  w it h  co w p ea  an d  to m a to  
P R - p r o t e in s  (NASSUTH & SANGER, 1 9 8 6 ) .  C lo n in g  and  
s e q u e n c in g  h a v e  sh ow n  90% h o m o lo g y  b e tw e e n  PR1 p r o t e i n s  an d  
60% a m in o  a c i d  h o m o lo g y  b e tw e e n  P R lb  and  to m a to  P14  
(CORNELISSEN e t  a l . ,  1 9 8 6 a ) .  T o b a c c o  PR1 p r o t e i n  mRNAs h a v e  
l e a d e r  s e q u e n c e s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e i r  e x t r a c e l l u l a r  
l o c a t i o n  an d  s e q u e n c e  a n a l y s i s  r e v e a l e d  a b u n d a n t t r y p s i n  
an d  c h y m o t r y p s in  s i t e s  w h ic h  a r e  p r e s u m a b ly  i n a c c e s s i b l e  i n  
n a t i v e  p r o t e i n s .  TMV i n f e c t i o n  i n d u c e s  a t  l e a s t  f i v e  o t h e r  
mRNA f a m i l i e s  t h r e e  o f  w h ich  c o d e  f o r  p o l y p e p t i d e s  
p r e c i p i t a b l e  b y  P R - p r o t e in  a n t i s e r a  (HOOFT VAN HUIJSDUIJNEN 
e t  a l . , 1 9 8 6 ) .  One o f  t h e s e  i s  h i g h l y  h o m o lo g o u s  t o  
t h a u m a t in ,  t h e  s w e e t - t a s t i n g  p r o t e i n  fr o m  T h a u m a t o c o c c u s  
d a n i e l l i  B e n th  (CORNELISSEN e t  a l . ,  1 9 8 6 b ) .

The f u n c t i o n s  o f  P R - p r o t e in s  a r e  n o t  c l e a r .  
A c c u m u la t io n  t o  h ig h  l e v e l s  a t  l e s i o n  m a r g in s  a n d  lo w e r  
l e v e l s  i n  u n i n o c u l a t e d  l e a v e s  i n  w h ich  f e w e r  l e s i o n  d e v e lo p  
on c h a l l e n g e  i n o c u l a t i o n  h a s  b e e n  t a k e n  a s  e v i d e n c e  f o r  
t h e i r  p a r t i c i p a t i o n  i n  v i r u s  l o c a l i s a t i o n  and  a r o l e  i n  
s y s t e m i c  a c q u i r e d  r e s i s t a n c e  (VAN LOON, 1 9 7 5 ) .  C h e m ic a l  
i n d u c t i o n  o f  PR—p r o t e i n s  a l s o  l e a d s  t o  a c q u i r e d  r e s i s t a n c e  
an d  b o th  P R - p r o t e in s  a n d  r e s i s t a n c e  a r e  c o n f i n e d  t o  t h e  
t r e a t e d  l e a f .  E t h y le n e  t r e a t m e n t  l e a d s  t o  P R - p r o t e in  
p r o d u c t i o n  a n d  s y s t e m i c  a c q u ir e d  r e s i s t a n c e  w h ic h  a r e  n o t  
l i m i t e d  t o  t h e  t r e a t e d  l e a f .  In  t h e  i n t e r s p e c i f i c  h y b r i d s  
N .  g l u t i n o s a  x  N .  d e b n e y i ^  a m p h id ip l o i d s  e x p r e s s  a P R - p r o t e in  
and  e x h i b i t  r e s i s t a n c e  c o n s t i t u t i v e l y  (AHL & GIANINAZZI, 
1 9 8 2 ) .  When s u c h  h y b r i d s  a r e  u s e d  a s  r o o t  s t o c k ,  s c i o n s  
e x p r e s s  t h e i r  own P R - p r o t e in  c o n s t i t u t i v e l y  s u g g e s t i n g  t h a t



a m o b ile  com pound , c o n s t i t u t i v e  i n  t h e  h y b r i d s ,  i s  i n d u c in g  
PRs i n  t h e  s c i o n s  (GIAHINAZZI & AHL, 1 9 8 3 ) .  One 
i n t e r p r e t a t i o n  i s  t h u s  t h a t  i n f e c t i o n  c a u s e s  e t h y l e n e  
p r o d u c t io n  w h ic h  s t i m u l a t e s  a r o m a t ic  b i o s y n t h e s i s  and  o n e  
s u c h  com p ou nd , w h ic h  i s  m o b i le  and  m im ic k e d  b y  b e n z o i c  a c i d  
d e r i v a t i v e s ,  i n d u c e s  PR—p r o t e i n s  and  h e n c e  r e s i s t a n c e .

H ow ever P R - p r o t e in  i n d u c t i o n  an d  s y s t e m i c  a c q u i r e d  
r e s i s t a n c e  may be s e p a r a t e  e f f e c t s .  R e s i s t a n c e  i n  t o b a c c o  
i s  m a n i f e s t e d  b e f o r e  PRs c a n  be d e t e c t e d  and  PRs a r e  n o t  
s u f f i c i e n t  f o r  v i r u s  l o c a l i s a t i o n  (FRASER & CLAY, 1 9 8 3 ) .  
S i m i l a r  d i s c r e p a n c i e s  h a v e  b e e n  fo u n d  i n  co w p ea  and  
cu cu m b er  (COUTTS & WAGIH, 1 9 8 3 ) .  F u r th e r m o r e  i n  t o b a c c o
p l a n t s  c o n t a i n i n g  t h e  N g e n e ,  w h ic h  i s  t e m p e r a t u r e  
s e n s i t i v e ,  w hen PRs a r e  in d u c e d  by TMV i n f e c t i o n  a t  2 0  *C 
t h e i r  p r e s e n c e  i s  n o t  s u f f i c i e n t  t o  p r e v e n t  s y s t e m i c  s p r e a d  
o f  t h e  v i r u s  u pon  a t e m p e r a t u r e  s h i f t  t o  30  *C. T h u s  
a d d i t i o n a l  f a c t o r s  s e e m  t o  b e n e c e s s a r y  f o r  v i r u s
l o c a l i s a t i o n .

In  an  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n s  fo u n d  i n  t h e  
i n t e r c e l l u l a r  f l u i d  o f  s t e m  r u s t - a f f e c t e d  w h ea t and  b a r l e y  
(HOLDER" & ROHRINGER, 1 9 8 5 )  i t  w as c o n c lu d e d  t h a t  t h e  n o v e l  
p r o t e i n s  fo u n d  w ere  p r o b a b ly  o f  f u n g a l  o r i g i n .  T h e r e  h a v e
b e e n  fe w  o t h e r  s u c h  s t u d i e s  and  no r e p o r t s  o f  P R - p r o t e in s
i n  m o n o c o ts .  S u ch  c o n s i d e r a t i o n s  p r o m p te d  a s t u d y  on  t h e  
p r e s e n c e  o f  P R - l i k e  p r o t e i n s  i n  B a Y ltV - in fe c te d  p l a n t s .



2 . MATERIALS & METHODS

2 . l  A b b r e v i a t i o n s

The following abbreviations are used
dH^O distilled water
BSA bovine serum albumin
SDS sodium dodecyl sulphate
SDOC sodium deoxycholate
EDTA ethylenediamine tetracetic acid
EGTA ethylene glycol bis(2-aminoethyl ether) N,N'-tetracetic 

acid
tris tris(hydroxymethyl)aminomethane
HEPES N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulphonic acid
IPTG isopropylthio-p-D-galactopyranoside

• X-gal
DTT

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside
dithiothreitol

PEG polyethylene glycol
TCA trichloroacetic acid
TEKED N, IT' -tetramethyl ethylenediamine
AMPS ammonium persulphate
PMSF phenylmethyl sulphonyl fluoride
MeHgOH
dATP

methylmercuric hydroxide 
deoxyadenosine triphosphate

dCTP deoxycytidine triphosphate
• dGTP deoxyguanosine triphosphate

H P thymidine triphosphate
s second(s)
min minute(s)
h hour(s)
vol volume(s)
Pi
ml

microlitre(s) 
millilitre(s)

1 litre(s)
ng nanogram(s)
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MS microgram(s)
mg milligram(s)
S gram(s)
u unit(s)
M molar
mK millimolar
mol wt relative molecular mass
d dalton(s)
C centrigrade
mm millimetre(s)
cm centimetre(s)
mA milliamp(s)
V volt(s)
cv cultivar
rpm revolutions per minute
psi pounds per square inch
0D optical density
A absorbance
uv ultraviolet
ss single-stranded
ds double-stranded
RF replicative form
RI replicative intermediate

2.2 Safety Precautions

A p r o t e c t i v e  l a b o r a t o r y  c o a t  w as w orn a t  a l l  t i m e s  and  
g l o v e s  w ere  w orn w hen h a n d l in g  h a z a r d o u s  c h e m i c a l s .  G lo v e s  
and  g l a s s e s  w ere  w orn when u s in g  r a d i o i s o t o p e s  a n d  w ork  w as  
c a r r i e d  o u t  b e h in d  a p e r s p e x  s c r e e n .  A l l  r a d i o a c t i v e  w a s t e  
w as d i s p o s e d  o f  i n  a c c o r d a n c e  w it h  I m p e r ia l  C o l l e g e  and  
J oh n  I n n e s  I n s t i t u t e  S a f e t y  R e g u l a t i o n s .  A l l  m a n i p u la t i o n s  
i n v o l v i n g  t o x i c  c h e m i c a l s  w ere  c a r r i e d  o u t  i n  a fum e h o o d .
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2. 3 Companies and Suppliers of Reagents and Materials

C h e m ic a ls  and  e q u ip m e n t  w ere  s u p p l i e d  by t h e  f o l l o w i n g  
c o m p a n ie s :

A lp h a  L a b o r a t o r i e s ,  4 0  Parham  D r iv e ,  E a s t l e i g h ,  H a n ts . SOS 
4NU
A m erica n  Can Co. , G r e e n w ic h , Conn. 0 6 8 3 0 , USA.
Amersham  I n t e r n a t i o n a l  p i c ,  W h ite  L io n  R oad, Am ersham , 
B u c k s . HP7 GLL.
A n g lia n  B i o t e c h n o l o g y  L td . , U n it  8 , H a w k in s R oad, 
C o l c h e s t e r ,  E s s e x  C02 8JX .
BCL: B o e h r in g e r  C o r p o r a t io n  (L on d on ) L td . , B e l l  L an e ,
L ew es, E a s t  S u s s e x  BN17 1LG.
BDH C h e m ic a ls  L td . , F r e s h w a t e r  R oad, D agenham , E s s e x  RM8 
1R 2.
Beckm an I n s t r u m e n t s  I n c .  , 2 5 0 0  H arb or B lv d . , F u l l e r t o n ,  CA,
USA.
B io -R a d  L a b o r a t o r i e s  (UK) L td . , C a x to n  Way, W a tfo rd  
B u s i n e s s  P a rk , W a tfo r d , H e r t s .  WD1 8RP.
BRL: B e t h e s d a  R e s e a r c h  L a b o r a to r y  (UK) L td . , PO B ox 1 4 5 ,
S c i e n c e  P a rk , C am b rid g e  CB4 4BE.
C arborundum  Company L td . , T r a f f o r d  P a rk , M a n c h e s te r  M17 
1HP.
D i f c o  L a b o r a t o r i e s ,  PO Box 14B , C e n t r a l  A v en u e , E a s t  
M o le s e y , S u r r e y  KT8 08E .
E M scope, K in g s  N o r th  I n d u s t r i a l  E s t a t e ,  W o tto n  Rd. ,
A s h f  curd, K e n t .
F i s o n s  S c i e n t i f i c  E q u ip m e n t, B is h o p  Meadow R oad, 
L o u g h b o ro u g h , L e i c s .  LE11 0R6.
F lu k a : UK a g e n t s ,  F lu o r o c h e m  L td . , P e a k d a le  Rd. , G lo s s o p ,
D erb y  SK13 9XE.
G i l s o n  Company I n c .  , PO Box 6 7 7 , W o r th in g to n , O h io  4 3 0 8 5 ,  
USA.
K o c h -L ig h t  L a b o r a t o r i e s  L t d . , 3 7  H o l la n d  R d . ,
H a v e r h i l l , S u f f o l k  CB9 8PU.



3 3 , KernelK odak L td . , D i s t r i b u t i o n  S o u th e r n  R e g io n , F'O Eox 
H em p stea d , H e r t s .  HP2 7EU.
L a n c a s t e r  S y n t h e s i s ,  E a s t g a t e ,  W h ite  Lund, M orecam be, 
L a n c s .
LKB I n s t r u m e n t s  L td . , 2 3 2  A d d in g to n  R oad, S e l s d o n ,  S o u th
C ro y d o n , S u r r e y  CR2 8YD.
M a rin e  C o l l o i d s  D i v i s i o n ,  FMC C o r p o r a t io n ,  R o c k la n d , ME 
0 4 8 4 1 , USA.
M e d ic e l l  I n t e r n a t i o n a l ,  2 3 9  L iv e r p o o l  R d . , L ondon N1 1LX. 
M ic r o f lo w  L t d . , S o u th  Way, W alw orth  E s t a t e ,  A n d o v e r , H a n ts .  
S P 11 0  SAG.
M i l l i p o r e  C o r p . , 8 0  A shb y  R oad, B e d fo r d , MA, USA.
MSE S c i e n t i f i c  I n s t r u m e n t s ,  Manor R o y a l ,  C r a w le y , W est 
S u s s e x  RH10 2QQ.
New E n g la n d  B i o l a b s  I n c .  , UK s u p p l i e r s  CP L a b o r a t o r i e s  
L t d . , PO Box 2 2 , B is h o p s  S t o r t f o r d ,  H e r t s .  CM22 7RQ.
New E n g la n d  N u c le a r ,  Du P o n t (UK) L td . , W edgewood Way, 
S t e v e n a g e ,  H e r t s .  WD1 8RP.
P&S B i o c h e m i c a l s  L t d . ,  3 8  Q u e e n s la n d  S t r e e t ,  L iv e r p o o l  L7 
3JG.
P a c k a r d  I n s t r u m e n t s  L t d . , 1 3 - 1 7  C h u rch  R d . , C a v ersh a m ,
R e a d in g , B e r k s .  RG4 7AA.
P h a r m a c ia  (G r e a t  B r i t a i n )  L t d . ,  P h a r m a c ia  H o u se , M idsum m er 
B o u le v a r d ,  C e n t r a l  M i l t o n  K e y n e s , B u c k s . MK9 3HP.
P -L  B i o c h e m i c a l s  L t d . , PO Box 9 8 , N o r th a m p to n  NN3 1AW.
R o se  C h e m ic a ls  L t d . , 83  D a r e n th  R oad, L ondon  N16 6EB.
S ig m a  C h e m ic a l Co. L td . , F a n c y  R oad , P a a l e ,  D o r s e t  BH17 
7NH.
S t e r i l i n  L t d . , 4 3 - 4 5  B ro a d  S t r e e t ,  T e d d in g t o n ,  M iddx. TW11
8QZ.
U n i v e r s a l  S c i e n t i f i c  L td . , The B roa d w ay , W ood ford  G reen , 
E s s e x  IG8 OHL.
Whatman L a b s a le s ,  S p r i n g f i e l d  M i l l ,  M a id s t o n e , K en t ME14



W o r th in g to n  D i a g n o s t i c s  S y s t e m s  I n c . , UK s u p p l i e r s  F lo w  
L a b o r a t o r i e s  L t d . ,  PO Box 1 7 , S e c o n d  A v en u e , I n d u s t r i a l  
E s t a t e ,  I r v i n e ,  S c o t l a n d  KA12 8NB.

U n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d  a l l  c h e m i c a l s  w ere  s u p p l i e d  by  
BDH C h e m ic a ls  L td  an d  w ere  o f  a n a l y t i c a l  g r a d e  o r  
e q u i v a l e n t .

2.4 Buffers and Media

The f o l l o w i n g  b u f f e r s  an d  m ed ia  w ere  u s e d  com m only  an d  
u s u a l l y  made up i n  c o n c e n t r a t e d  fo rm , eg, 1 0 x . O th e r  b u f f e r s  
w h ich  w ere  u s e d  f o r  s p e c i f i c  p u r p o s e s  w i l l  b e  d e t a i l e d  w it h  
r e f e r e n c e  t o  t h e  m eth od  b e i n g  d e s c r i b e d .  C o n c e n t r a t io n s  
g i v e n  i n  t h e  fo r m  o f  p e r c e n t a g e s  a r e  w e ig h t  p e r  v o lu m e  
(w /v )  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .

BE : 40mM b o r i c  a c i d  (p H 8 .2 > , ImM EDTA.
SSC : 150mM N aC l, 15mM t r i s o d i u m  c i t r a t e  ( p H 7 .0 ) .
STE : 50mM t r i s - H C l  < p H 7.5> , lOOmM N aC l, ImM EDTA.
TAE : 40mM t r i s - H C l  (p H 7 .8 > , 20mM s o d iu m  a c e t a t e ,  ImM

EDTA.
TE : lOmM t r i s - H C l  ( p H 8 .0 ) ,  ImM EDTA.
2TY : 1.6%  B a c t o t r y p t o n e  ( D i f c o ) ,  1% Y e a s t  E x t r a c t

( D i f c o ) ,  0.5%  N aC l, 1.5%  B a c to  A gar ( D i f c o )
( o m i t t e d  f o r  2TY b r o t h ) .

H Top A gar: 1% B a c t o t r y p t o n e  ( D i f c o ) ,  0.8%  N aC l, 0.8%  B a c t o
A gar ( D i f c o ) .

53



2.5 General Methods

2 . 5 . 1  M i s c e l l a n e o u s

A l l  E p p e n d o r f  t u b e s  and  m i c r o p i p e t t e  t i p s  w er e  
a u t o c l a v e d  b e f o r e  u s e  f o r  2 0 m in  a t  120*C , 1 5 p s i . A l l  
s o l u t i o n s  w ere  a l s o  a u t o c l a v e d  when p o s s i b l e  and  i f  n o t  
w ere  f i l t e r —s t e r i l i s e d  ( M i l l i p o r e )  b e f o r e  u s e .  G r a d u a te d  
an d  P a s t e u r  p i p e t t e s  w ere  s t e r i l i s e d  b y  b a k in g  a t  2 0 0 °C  
o v e r n i g h t .  G la s s w a r e  f o r  RNA work w as s i 1 i c o n i s e d  b y  
r i n s i n g  w it h  5% ( v / v )  d ic h l o r o d ir a e t h y l  s i l a n e  (S ig m a ) i n  
c h lo r o f o r m  f o l l o w e d  b y  a t  l e a s t  t e n  w a s h e s  in  dH^O p r i o r  t o  
b a k in g  o v e r n i g h t  a t  2 0 0 *C.

A l l  dH^O w as g l a s s  d i s t i l l e d .
D i a l y s i s  t u b i n g  ( M e d i c e l l )  w as b o i l e d  i n  tw o  c h a n g e s  o f  

lOmM EDTA, lOmM so d iu m  b ic a r b o n a t e  f o r  15m in  e a c h ,  r i n s e d  
i n  s e v e r a l  c h a n g e s  o f  dHx;0 , a u t o c la v e d  i n  d H -0  f o r  2 0 m in  a t  
15 p s i  a n d  s t o r e d  a t  4 °C .

Form am ide (R o s e )  an d  g l y o x a l  w ere  d e i o n i s e d  by s t i r r i n g  
100m l w it h  5 g  " A m b e r lite "  m onobed r e s i n  (M E-3) f o r  4 h . The 
s l u r r i e s  w ere  f i l t e r e d  th r o u g h  Whatman No. 1 f i l t e r  p a p e r  t o  
rem ov e t h e  r e s i n  and  t h e  f i l t r a t e s  w er e  s t o r e d  i n  10m l 
a l i q u o t s  a t  -2 0 * C .

S t o c k s  o f  b u f f e r e d  p h e n o l  c o n t a i n e d  0.1%  (w /w ) 8 -  
h y d r o x y q u in o l in e  a s  a n  a n t i - o x i d a n t  u n l e s s  s t a t e d  
o t h e r w i s e .  S t o c k s  o f  c h lo r o f o r m  u s e d  i n  n u c l e i c  a c i d  
e x t r a c t i o n s  c o n t a i n e d  4 ( v / vO isa a m y L  a l c o h o l .  S t a c k s  a f  
b u f f e r e d  p h e n o l : c h lo r o f o r m  ( 1 : 1 )  w ere  made up u s i n g  t h e  
s t o c k s  d e s c r i b e d  a b o v e . The p r e s e n c e  o f  8 - h y d r o x y q u i n o l in e  
a n d  is o a m y l  a l c o h o l  w i l l  b e  t a k e n  a s  i m p l i e d  b y  t h e  t e r m s  
p h e n o l  an d  c h lo r o f o r m  i n  t h e  t e x t .

E th a n o l  p r e c i p i t a t i o n  o f  n u c l e i c  a c i d s  w as a c h i e v e d  w it h  
2 v o l  o f  e t h a n o l  f o r  DNA o r  2 . 5 v o l  o f  e t h a n o l  f o r  RNA i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  lOOmM s o d iu m  a c e t a t e  (p H 6 .5 )  a t  -2 0 ° C  o v e r n i g h t  
o r  a t  - 7 0 ‘ C f o r  a t  l e a s t  2h  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .



S o r v a l l  RC-5B o r  MSE H i - s p i n  21 c e n t r i f u g e s  w ere  u s e d  
f o r  h ig h  s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n  and  a B eckm an L 8 -5 5  w as u s e d  
f o r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .  C e n t r i f  u g a t  i o n  o f  l ip p e n d o r f s
( m i c r o c e n t r i f u g a t i o n )  w as c a r r i e d  o u t  i n  a H e t t i c h  
M i k r o l i t e r  o r  a MSE M ic r o c e n ta u r .

R a d i o a c t i v i t y  d e t e c t i o n  by m in i - m o n i t o r  w as c a r r i e d  
u s in g  a M in i - I n s t r u m e n t s  g -m  m e te r  t y p e  5 .1 0 .

2 . 5 . 2  P r e p a r a t i o n  o f  B e n t o n i t e

B e n t o n i t e  s u s p e n s i o n s  w ere  p r e p a r e d  e s s e n t i a l l y  a s  
d e s c r i b e d  i n  FRAENKEL-CONRAT e t  a l . ( 1 9 5 1 ) .  B e n t o n i t e
( T e c h n ic a l  g r a d e )  w as s u s p e n d e d  in  dH:-.Q a t  l g /2 0 m l  and  
c e n t r i f u g e d  a t  2 ,5 0 0 r p m  f o r  15m in . The s u p e r n a t a n t  w as  
d e c a n t e d  an d  c e n t r i f u g e d  a t  8 0 0 0  rpm f o r  2 0 m in . B e n t o n i t e

# p e l l e t s  w ere  r e s u s p e n d e d  i n  50mM t r i s - H C l  (p H 7 .0 )  f o r  4 8h
a t  2 5 ®C t h e n  s u b j e c t e d  t o  d i f f e r e n t i a l  c e n t r i f u g a t i o n  a s
a b o v e . The f i n a l  p e l l e t  w as r e s u s p e n d e d  i n  a s m a l l  v o lu m e  
o f  dHsjO a n d  i t s  c o n c e n t r a t i o n  d e t e r m in e d  by d ry  w e ig h t .

2 . 5 . 3  P r o t e i n a s e  K -T r e a tm e n t o f  D N ase I

DNase I w as r e n d e r e d  R N a s e - f r e e  b y  t r e a t m e n t  w it h  
p r o t e i n a s e  K a s  d e s c r i b e d  b y  TULLIS & RUBIN ( 1 9 8 0 ) .  D N ase I

•  (W o r th in g to n )  w as d i s s o l v e d  t o  lm g /m l i n  20mM t r i s - H C l
( p H 7 .5 ) ,  c o n t a i n i n g  lOmM C aC l-: an d  e q u i l i b r a t e d  a t  37~C  f o r  
2 0 m in . P r o t e i n a s e  K (S ig m a ) w as a d d ed  t o  lm g /m l a n d  t h e  
s o l u t i o n  w as in c u b a t e d  a t  3 7 ‘ C f o r  l h  t h e n  s t o r e d  a t  -20® C . 
S o l u t i o n s  w ere  t e s t e d  f o r  D N ase an d  R N ase a c t i v i t y  a s  
f o l l o w s :  l p g  e a c h  o f  RNA and  DNA w ere  i n c u b a t e d  t o g e t h e r  a t
37°C  f o r  3 0 m in  w it h  R N ase A (5 0 p g /m l)  (S ig m a ) o r  a m ix t u r e  
o f  R N ase A ( 5 0 / ig /m l ) and  p r o t e i n a s e  K - t r e a t e d  D N ase I 
(5 0 p g /m l e a c h )  th e n  n u c l e i c  a c i d  i n t e g r i t y  w as i n s p e c t e d
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using agarose gel electrophoresis (2.6.1) and ethidium 

bromide staining (2.6.4) (see Fig.2). 

1 2 

Fig.2 Efficacy of proteinase K treatment of DNase I. 

lJ.1g each BSKV RNA and plasmid DNA were incubated together wi th a 

mixture of RNase A and proteinase K-treated DNase I (Lane 1) and RNase 

alone (Lane 2). Incubations were carried out as in the text. 
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2.5.4 Spectrophotometry

Uv a b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  n u c l e i c  a c i d  p r e p a r a t i o n s  w ere  
d e t e r m in e d  u s in g  a B eckm an M odel 35  s p e c t r o p h o t o m e t e r  w it h  
q u a r t z  c e l l s  o f  p a th  l e n g t h  1cm. C o n c e n t r a t io n s  o f  n u c l e i c  
a c i d s  w ere  c a l c u l a t e d  fr o m  t h e  r e l a t i o n s h i p  1 A:::eo=4 0 p g /m l  
and  p u r i t i e s  e s t i m a t e d  fr o m  t h e  A ^ so : A^ao and  Aseeo: Aseeo 
r a t i o s  w h ic h  s h o u ld  b o t h  b e  c a .  2 .

C rude e s t i m a t e s  o f  v i r u s  c o n c e n t r a t i o n  w ere  made by- 
a s s u m in g  an  a b s o r b a n c e  c o e f f i c i e n t  a t  260nm  o f  2 . 5  and  
e s t i m a t e s  o f  p u r i t y  u s i n g  t h e  p u b l i s h e d  A s e o : A aeo r a t i o  o f
1. 14 .

2.6 Gel Electrophoresis

• 2.6.1 Agarose Gel Electrophoresis

A g a r o se  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  n u c l e i c  a c i d s  w as c a r r i e d  
o u t  u s in g  h o r i z o n t a l  " s u b m a r in e ” s l a b  g e l s ,  m a in ly  " h a l f ­
g e l s "  ( 1 5 . 5 x 1 1 . 5 x 0 . 4cm ) , " q u a r te i—g e l s "  ( 1 0 x 1 1 . 5 x 0 . 4cm ) o r  
" m i n i - g e l s "  ( 6 . 5 x 1 0 x 0 . 2cm ) (B io -R a d , " m in i- s u b " )  an d
( 1 0 x 8 x 0 .2cm ) (C am b rid g e  S c i e n t i f i c ) .  D i r e c t  c u r r e n t  w as  
p r o v id e d  b y  LKB B io c h r o m  2 1 0 3  a n d  P h a r m a c ia  EPS 5 0 0 /4 0 0  
pow ei—s u p p l i e s .

a TTrm-dgvnaturiiig gels
1 %  a g a r o s e  g e l s  w ere  p r e p a r e d  b y  b r i e f l y  b a i l i n g  t h e  

r e q u ir e d  am ount o f  a g a r o s e  (S ig m a  N o .A -6 0 1 3 )  i n  lxTAE  
b u f f e r  and  c o o l i n g  t o  6 0  °C p r i o r  t o  p o u r in g  i n t o  t h e  
r e l e v a n t  p l a t e s .  S o m e t im e s  e t h id iu m  b r o m id e  (S ig m a ) w as  
a d d ed  t o  t h e  m o lt e n  g e l  ( a t  6 0 * 0  t o  a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  
o f  0 .5 p g /m l  fro m  a lO m g/m l a q u e o u s  s t o c k  ( s t o r e d  a t  4 ‘ C i n  
t h e  d a r k )  t h u s  e n a b l i n g  g e l s  t o  b e v i s u a l i s e d  d i r e c t l y  
a f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s .  S a m p le s  ( 2 - 1 0 /jl1 f o r  m i n i - g e l s ,  
u s u a l l y  2 0 /jl1 f o r  l a r g e r  g e l s )  c o n t a i n e d  lxTAE, 8% ( v / v )
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g l y c e r o l  and  0 .05%  b roraop h en o l b lu e  and  w ere  
e l e c t r o p h o r e s e d  a t  100mA, c o n s t a n t  c u r r e n t ,  i n  lxTAE f o r  1 -  
4h .

b  M e th y l T n p rn u ry  g e l s
RNA s a m p le s  d e n a t u r e d  w ith  m e th y l m e r c u r ic  h y d r o x id e  

(MeHgOH, L a n c a s t e r  S y n t h e s i s )  (BAILEY & DAVIDSON, 1 9 7 6 )  
w ere  e l e c t r o p h o r e s e d  i n  g e l s  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  
MeHgOH. A l l  m a n i p u la t i o n s  i n v o l v i n g  MeHgOH w ere  c a r r i e d  o u t  
in  a  fum e h o o d . G e ls  (1%) w ere p r e p a r e d  b y  b r i e f l y  b o i l i n g  
t h e  r e q u ir e d  am ount o f  a g a r o s e  i n  dH^O, c o o l i n g  t o  6 0  °C and  
a d d in g  10xBE (p H 8 .2 )  an d  1M MeHgOH t o  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  lxB E  and  0 , 5 o r  15mM MeHgOH, t h e  l a s t  c o n c e n t r a t i o n
b e in g  r e q u ir e d  t o  f u l l y  d e n a t u r e  dsRNA. S a m p le s  ( 5 - 1 5 p l )  
c o n t a in e d  lx B E , 5 o r  15mM MeHgOH, 1 0 % (v /v )  g l y c e r o l  an d  
0.05%  b ro m o p h e n o l b lu e  a n d  w ere e l e c t r o p h o r e s e d  a t  8 0 -1 0 0 V  
i n  lxB E  f o r  l - 4 h .  F o l l o w i n g  e l e c t r o p h o r e s i s  g e l s  w ere  
t r e a t e d  w it h  lOmM 2 - m e r c a p t o e t h a n o l  (S ig m a ) f o r  3 0 m in and  
w ash ed  e x t e n s i v e l y  t o  rem o v e  s o l u b i l i s e d  m e rc u ry .

c  G ly o x a l a t e d  RITA g e l s
RNA s a m p le s  w ere  d e n a t u r e d  w it h  fo rm a m id e  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  g l y o x a l  b y  t h e  m eth od  o f  McMASTER & CARMICHAEL 
(1 9 7 7 )  m o d i f i e d  a s  b e lo w . G e ls  w ere  p r e p a r e d  a s  i n  2 . 6 . 1 a  
i n  TPE b u f f e r  (0 . 08M t r i s - p h o s p h a t e  (p H 7. 0 ) , 0 . 008M EDTA). 
S a m p le s  w ere  l v o l  n u c l e i c  a c i d  s o l u t i o n :  9 v o l  GFP (1 .1 1 M
g l y o x a l ,  77.8%  fo r m a m id e , l l . lm M  s o d iu m  p h o s p h a t e  ( p H 7 .0 ) )  
and. w e r e  d e n a t u r e d  by_ h e a t i n g  t a  65  *C f a r  1 5m in  p r i a r  t a  
a d d i t i o n  o f  g l y c e r o l  a n d  b ro m o p h en o l b lu e  t o  1 0 % (v /v )  an d  
0. 05% r e s p e c t i v e l y  t h e n  e l e c t r o p h o r e s e d  i n  lxT PE  a s  a b o v e .  
GFP w as a g i f t  fr o m  D .T u r n e r , J oh n  I n n e s  I n s t i t u t e .

d Alkaline gels
DNA s a m p le s  w ere  e l e c t r o p h o r e s e d  i n  a l k a l i n e  g e l s  a s  i n  

McDONNELL e t  a l .  ( 1 9 7 7 ) .  G e ls  w ere  p r e p a r e d  a s  a b o v e  i n  
50mM N a C l, ImM EDTA, a l l o w e d  t o  s e t  t h e n  s o a k e d  i n  30mM



NaOH, lmM EDTA f o r  a t  l e a s t  30m in  p r i o r  t o  e l e c t r o p h o r e s i s .  
The p r e s e n c e  o f  a l k a l i  d u r in g  m e l t in g  o f  t h e  g e l  r e s u l t s  i n  
h y d r o l y s i s  o f  t h e  a g a r o s e .  S a m p le s  c o n t a in e d  30mM NaOH, lmM 
EDTA, 10% ( v / v )  g l y c e r o l  and  0 . 05% b ro m o p h en o l b lu e  and  
w ere  e l e c t r o p h o r e s e d  i n  30mM NaOH, lmM EDTA a t  20mA f o r  
1 6 h .

e Low Melting Point <LMP) agarose gels
P r e p a r a t i v e  n o n - d e n a t u r in g  o r  m e th y l m e rc u ry  lo w  m e l t i n g  

p o i n t  g e l s  w ere p r e p a r e d  and  ru n  a s  i n  2 . 6 . 1 a  and  b e x c e p t  
t h a t  L M P -ag aro se  (M a r in e  C o l l o i d s )  w as u s e d  and  g e l s  w ere  
a l l o w e d  t o  s e t  a t  4 °C . In  t h e  l a t t e r  c a s e  MeHg w as u s e d  t o  
d e n a t u r e  PNA s a m p le s  b u t  w as o m it t e d  fr o m  t h e  g e l  i t s e l f .

2.6.2 Polyacrylamide Gel Electrophoresis CPAGE) of ds RITA

dsRNAs w ere a n a l y s e d  on  4% p o l y a c r y l a m i d e  g e l s .  G e ls  
w ere  made b y  a d d in g  t o  a  B u ch n er  f l a s k :

5 ml s t o c k  a q u e o u s  a c r y la m id e  (40% a c r y la m id e ,  0.4%  N ,N '-  
m e th y le n e  b i s a c r y l a m i d e )

2m l 25xTAE b u f f e r  
0 .5 m l 5% ( v / v )  TEMED 
40m l dHs:0

A f t e r  m ix in g  t h e  s o l u t i o n  w as d e g a s s e d  u s in g  a w a te r  
pump f o r  a t  l e a s t  3 0 m in , 2 .5 m l 1.5%  AMPS w as a d d ed  t h e n  t h e  
g e l  w as m ix e d , p o u r e d  a n d  a l l o w e d  -to s e t  f a r  a t  l e a s t  2_5h._ 
G e ls  w ere  p o u r e d  i n t o  g l a s s  p l a t e s  ( 2 0 x 1 6 .5cm ) s e p a r a t e d  b y  
s p a c e r s  ( 0 .2 c m ) .  A 1 3 . 2 x 2 . 5cm  s l o t  w as c u t  o u t  o f  t h e  t o p  
o f  o n e  p l a t e  t o  a l l o w  c o n t a c t  b e tw e e n  g e l  and  
e l e c t r o p h o r e s i s  b u f f e r .  S am p le  w e l l s  w ere  0 .8 5 c m  w id e  
g i v i n g  a maximum l o a d i n g  v o lu m e o f  6 0 p l .  S a m p le s  c o n t a i n e d  
lxTA E, 8% ( v / v )  g l y c e r o l  and  0.05%  b ro m o p h e n o l b lu e  an d
w ere  e l e c t r o p h o r e s e d  a t  70V ( c o n s t a n t  v o l t a g e )  f o r  1 6 - 1 8 h  
w it h  TAE a s  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  b u f f e r .



2.6.3 PAGE of Proteins

P r o t e i n s  w ere  a n a l y s e d  by g r a d i e n t  o r  d i s c o n t i n u o u s  
PAGE. P r o t e i n  s l a b  g e l s  w ere  c a s t  u s in g  a P h a r m a c ia  GSC-2 
G el S la b  C a s t in g  A p p a r a tu s  an d  e l e c t r o p h o r e s i s  w as 
p e r fo r m e d  u s i n g  a  P h a r m a c ia  G el E l e c t r o p h o r e s i s  A p p a r a tu s  
G E -2 /4  an d  a P h a r m a c ia  EPS 5 0 0 /4 0 0  pow er p a c k . G el s i z e s  
w ere 1 80  o r  90x140x2m m . Tube g e l s  w ere  c a s t  in  s i l i c o n i s e d  
g l a s s  t u b e s  7 . 5 x 0 . 25cm  ( l e n g t h x r a d i u s )  s e a l e d  a t  o n e  en d  
w it h  P a r a f i l m  (A m e r ic a n  Can C o .)  and  e l e c t r o p h o r e s i s  w as 
p e r fo r m e d  i n  a S h a n d on  K it  u s in g  t h e  p ow er p a c k  d e s c r i b e d  
a b o v e .

a 5-15% Gradient Gels

5-15%  p o l y a c r y l a m i d e  g r a d i e n t  g e l s  c o n t a i n i n g  0 .4M  t r i s -  
HC1 ( p H S .5 ) ,  0.1%  SDS, 0 .0 3  % < v /v )  TEMED and  0 .06%  AMPS
w ere  c a s t  u s i n g  a  LKB g r a d i e n t  m ix e r .  The s t o c k  a c r y la m id e  
s o l u t i o n  u s e d  t o  p r o d u c e  t h e  g r a d i e n t  c o n t a in e d  30% 
a c r y la m id e  (S ig m a ) a n d  0 .8  % N ,M '- m e t h y le n e  b i s a c r y l a m i d e  
(S ig m a ) . P r i o r  t o  a d d i t i o n  o f  AMPS t h e  g e l  s o l u t i o n s  w ere  
d e g a s s e d  u s in g  a w a te r  pump t o  p r e v e n t  t h e  f o r m a t io n  o f  
a i r - b u b b l e s  and  e n s u r e  e v e n  s e t t i n g  o f  t h e  g e l .  A w e l l  
fo r m e r  w as p u t  i n  p l a c e  b e f o r e  p o u r in g  t h e  g e l s .

E l e c t r o p h o r e s i s  b u f f e r  c o n t a i n e d  0 .0 2 5M  t r i s ,  0 .1 9 2 M  
g l y c i n e  an d  0.1%  SDS (p H 8 .3 ) .  G e ls  w ere  p r e - e l e c t r o p h o r e s e d  
a t  70V f o r  2 0 m in  a n d  s a m p le s  w ere  e l e c t r o p h a r e s e d  a t  150V  
f o r  1 6 h .

S a m p le s  ( 2 0 - 1 0 0 p l )  w ere  d e n a t u r e d ,  p r i o r  t o  l o a d i n g ,  in  
0 .0 1M  t r i s - H C l  ( p H 8 .0 ) ,  0 . 001M EDTA, 1% SDS, 5% ( v / v )  2 -
m e r c a p t o e t h a n o l  (S ig m a ) ,  10% ( v / v )  g l y c e r o l  a n d  0.05%
b ro m o p h e n o l by h e a t i n g  a t  1 0 0 °C f o r  5 m in . Any i n s o l u b l e  
m a t e r i a l  w as rem o v ed  b y  c e n t r i f u g a t i o n  i n  a m ic r o f u g e  f o r  
lO m in .



b Discontinuous SDS-PAGE

A d i s c o n t i n u o u s  SDS-PAGE s y s t e m  w as e m p lo y e d  a s  
d e s c r i b e d  b y  LAEMMLI ( 1 9 7 0 ) .  The s t o c k  a c r y la m id e  s o l u t i o n  
u s e d  w as a s  d e s c r i b e d  a b o v e . A s t a c k i n g  g e l  c o n t a i n i n g  4% 
a c r y la m id e ,  0 .1 2 5 M  t r i s - H C l  (p H 6 .8 > , 0.1%  SDS, 0.1%  ( v / v )
TEMED a n d  0 . 1% AMPS w as l a y e r e d  o n t o  a r e s o l v i n g  g e l  
c o n t a i n i n g  e i t h e r  1 0 , 1 2 .5  o r  15 % a c r y la m id e ,  0 .3 7 5 M  t r i s -
HCl (pH 8. 8 )  , 0.1%  SDS, 0.1%  TEMED a n d  0.1%  AMPS. G el
s o l u t i o n s  w ere  d e g a s s e d  a s  d e s c r i b e d  p r i o r  t o  a d d i t i o n  o f  
AMPS. The r e s o l v i n g  g e l  w as p o u r e d  f i r s t  t o  w i t h i n  3cm  o f  
t h e  t o p  o f  t h e  g e l  p l a t e s  and  o v e r la y e d  w it h  dH -̂O t o  e n s u r e  
a l e v e l  s u r f a c e .  A f t e r  t h e  g e l s  h ad  s e t  ( l - 2 h )  t h e y  w ere  
s e t  s t o r e d  f o r  l a t e r  u s e  w rap p ed  i n  ' c l i n g f i l m '  a t  4°C  o r  a 
s t a c k i n g  g e l  w as p o u r e d  im m e d ia t e ly  a n d  a w e l l  fo r m e r  p u t  
i n t o  p l a c e .

P r e p a r a t i o n  an d  d e n a t u r a t i o n  o f  s a m p le s  w as a s  d e s c r i b e d  
f o r  g r a d i e n t  g e l s .  The e l e c t r o p h o r e s i s  b u f f e r  c o n t a in e d  
0 .05M  t r i e ,  0 .3S 4M  g l y c i n e  <pH8.3> a n d  0.1%  SDS. S a m p le s  
w ere  e l e c t r o p h o r e s e d  a t  70V u n t i l  t h e  t r a c k i n g  d y e  h ad  
m ig r a t e d  t o  t h e  t o p  o f  t h e  r e s o l v i n g  g e l  and  t h e n  
e l e c t r o p h o r e s i s  w as c o n t i n u e d  a t  2 0 0 -3 0 0 V  f o r  3 - 4 h .

c  Tube G e l s

D e n a t u r in g  a n d  n o n - d e n a t u r in g  PAGE b o t h  e m p lo y e d  a  
d i s c o n t i n u o u s  s y s t e m ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e
r e s p e c t i v e l y  o f  SDS. The s t o c k  a c r y la m id e  s o l u t i o n  u s e d  w as 
a s  d e s c r i b e d  ( 2 . 6 . 3 a ) .  A s t a c k i n g  g e l  c o n t a i n i n g  3%
a c r y la m id e ,  0 . 0625M  t r i s - H C l  ( p H 6 .7 ) ,  0.1%  SDS ( i f  u s e d ) ,
0 .05%  < v/v>  TEMED a n d  0.1%  AMPS w as l a y e r e d  o n t o  a
r e s o l v i n g  g e l  c o n t a i n i n g  10% a c r y la m id e ,  0 .3 7 5 M  t r i s - H C l  
(pH 8. 9 )  , 0.1%  SDS ( i f  u s e d ) ,  0 .05%  ( v / v )  TEMED an d  0.05%
AMPS. The g e l  s o l u t i o n s  w ere  d e g a s s e d  a s  d e s c r i b e d  p r i o r  t o  
a d d i t i o n  o f  AMPS.



The r e s o l v in g -  g e l  w as p o u r e d  "to w i t h i n  2 cm o f  t h e  t o p  o f  
t h e  t u b e s  and  o v e r l a y e d  w it h  dH^Q. When g e l s  had  s e t  ( l - 2 h )  
t h e y  w ere  e i t h e r  s t o r e d  w rap p ed  i n  ' c l i n g f i l m '  a t  4°C  o r  a 
s t a c k i n g  g e l  ( 1 - 1 . 5cm ) w as p o u r e d  d i r e c t l y .  S a m p le s  ( 5 0 -  
2 5 0 p l )  w er e  e i t h e r  d e n a t u r e d  a s  a b o v e  ( 2 . 6 . 3 b )  o r  w ere  
a d j u s t e d  t o  5% s u c r o s e  and  0.05%  b ro m o p h en o l b lu e  t h e n  
e l e c t r o p h o r e s e d  a t  2 m A /g e l ( c o n s t a n t  c u r r e n t )  f o r  2 0 m in  
f o l l o w e d  b y  4 m A /g e l u n t i l  t h e  g e l  f r o n t  w as a fe w  mm fro m  
t h e  en d  o f  t h e  g e l  ( l - 2 h ) .  E l e c t r o p h o r e s i s  b u f f e r  c o n t a in e d  
0 .0 5 K  t r i s ,  0 .3 8 4 K  g l y c i n e  (p H 8 .3 )  and  0.1%  SDS ( i f  u s e d ) .  
A f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s  g e l s  w ere  rem o v ed  fro m  t u b e s  by  
i n s e r t i n g  a s y r i n g e  n e e d l e  b e tw e e n  g e l  an d  tu b e  and  
s q u i r t i n g  dH^O w h i l e  r o t a t i n g  t h e  t u b e .

2.6.4 Gel Staining and Photography

N u c l e i c  a c i d s  w ere  v i s u a l i s e d  i n  a g a r o s e  and  
p o ly a c r y la m id e  g e l s  on  a C h rom a to -V u e T r a n s i l l u m i n a t o r  C -6 3  
u l t r a v i o l e t  l i g h t  b o x  a f t e r  s t a i n i n g  w it h  0 .5 p g /m l  e t h id iu m  
b ro m id e  f o r  1 5 -3 0 m in  f o l l o w e d  b y  d e s t a i n i n g  i n  dH^O. G e ls  
c o n t a i n i n g  m e t h y lm e r c u r ic  h y d r o x id e  w ere  s t a i n e d  a s  a b o v e  
c o n c u r r e n t l y  w i t h  2 - m e r c a p t o e t h a n o l  t r e a t m e n t  ( 2 . 6 . 1 b ) .  
G e ls  ru n  w it h  g l y o x a l a t e d  n u c l e i c  a c i d s  w ere  t r e a t e d  w it h  
50mM NaOH f o r  15m in  t o  d i s s o c i a t e  t h e  g l y o x a l  t h e n  
n e u t r a l i s e d  w it h  0 .5M  ammonium a c e t a t e  (p H 6 .5 )  w h i le
s t a i n i n g  a s  a b o v e . A l k a l i n e  g e l s  w ere  n e u t r a l i s e d  w it h  
t h r e e  lO m in  w a s h e s  o f  IK  t r i s - H C l  ( p H 7 .5 ) ,  1 .5M  N aC l p r i o r
t o  s t a i n i n g  a s  a b o v e .

P r o t e i n  g e l s  w ere  s t a i n e d  w it h  0.25%  C o o m a s s ie  B r i l l i a n t  
B lu e  R 250 (B io -R a d )  i n  45% ( v / v )  m e th a n o l an d  9% ( v / v )  
g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  f o r  2h  a t  room  t e m p e r a t u r e  w it h  
s h a k in g .  G e ls  w ere  d e s t a i n e d  i n  45% ( v / v )  m e th a n o l ,  9%
( v / v )  a c e t i c  a c i d  f o r  2 4 h  w it h  f r e q u e n t  c h a n g e s .  P r o t e i n  
b a n d s  w ere  v i s u a l i s e d  on a l i g h t  b o x . Tube g e l s  w ere  
s t a i n e d  an d  d e s t a i n e d  i n d i v i d u a l l y  i n  t e s t - t u b e s .
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G e ls  w ere  p h o to g r a p h e d  u s in g  <1; a P o l a r o i d  o r  (2 )  an  
E xa. 1 cam era  f i t t e d  w it h  tw o  Y(K2> y e l l o w  f i l t e r s  and  o n e  
UV (0 )  f i l t e r  ( a l l  H oya) on  35mm I l f o r d  HP5 o r  Pan F f i l m  
w h ic h  w as s u b s e q u e n t ly  d e v e lo p e d  i n  P r o m ic r o l  u l t r a f i n e  
g r a i n  d e v e lo p e r .

2.6.5 Gel Drying

A g a r o s e  and  p o ly a c r y la m id e  g e l s  w ere  p la c e d  on w et 
Whatman 3 MM p a p e r , c o v e r e d  w it h  1S a r a n  Wrap' and  d r i e d  a t  
6 0 - 8 0 * 0  u n d er  vacuum  u s in g  a B io -R a d  g e l  d r i e r .  I f  
u n l a b e l l e d  m o le c u la r  w e ig h t  m a rk e rs  h ad  b e e n  u s e d  i n  
a g a r o s e  g e l s  m ark er  b a n d s  w ere  e x c i s e d  a f t e r  s t a i n i n g  and  
s p o t s  o f  b ro m o p h en o l b lu e  d y e  w ere  p la c e d  on t h e  Whatman 
p a p e r  t o  d e t e r m in e  t h e i r  p o s i t i o n s .  A f t e r  d r y in g  s p o t s  o f  
r a d i o a c t i v e  in k  ([ a '^ P ]  dCTP s u s p e n d e d  i n  in k )  o f  e q u i v a l e n t  
a c t i v i t y  t o  b a n d s  i n  t h e  g e l  w ere  p la c e d  on  t o p  o f  t h e  d y e  
s p o t s .  In  p r o t e i n  g e l s  m ark er  b a n d s  w ere  e x c i s e d  a f t e r  g e l  
d r y in g  and  t h e i r  p o s i t i o n s  d e t e r m in e d  a n a l o g o u s l y  u s in g  
[ 3 H ] - l e u c i n e  o r  L3&S 3 - m e t h io n in e  s u s p e n d e d  i n  in k  a s  
a p p r o p r i a t e .

2.7 Virus Propagation

2.7.1 Plazrts and Plant Culbivation

B a r le y  ( H o r d e u m  v u l g a r e  c v s .  : M a r is  O t t e r ,  T ip p e r ,
H a lc y o n , T riu m ph , G e r b e l , I g r i ,  S o n ja ,  B i r g i t  a n d  F r a n k a )  
p l a n t s  w ere  grow n  fr o m  s e e d  k i n d l y  p r o v id e d  b y  S . H i l l  
(MAFF, Harpenden*> . E r a g r o s t i s  s i c i l i e n s i s ,  A t r i p l e x
h o r t e n s i s  and  T o u r e n i a  f o u r n i e r i  c o m p a c t a  n y m p h e  s e e d s  w ere  
k i n d l y  p r o v id e d  fr o m  s e e d  s t o c k s  a t  Kew G a r d e n s .
C h e n o p o d i  urn s p p . ( f o l i o s u m ,  m u r a l e ,  f  i d  f o l i u m ,  o p i  f o l i u m ,
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h y b r i d u m ,  a m a r a n t i c o l o r  and  q u i n o a j ,  C o r n e l  i n a  c o m m u n i s , 
V i c i a  f a b a , V i g n a  u n g u i c u l a t a  and  B r a s s i c a  r a p a  p l a n t s  w ere  
grow n  fr o m  s e e d s  s t o c k e d  a t  t h e  J oh n  I n n e s  I n s t i t u t e ,  
N o r w ic h . G o m p h r e n a  g l o b o s a  s e e d s  w ere  a g i f t  fr o m  
D r. S .E . Adams ( I m p e r ia l  C o lle g e " , L o n d o n ). N i c o t i a n a  
b e n t h a m i a n a  a n d  t a b a c u m  c v s .  W h ite  B u r le y  an d  X a n th i  s e e d s  
w ere  a  g i f t  fr o m  D r .R .H .A .C o u t t s  ( I m p e r ia l  C o l l e g e ,  
L o n d o n ) .

A l l  s e e d s  w ere  sow n  i n  4 - i n c h  p o t s ,  u s i n g  L e v i n g t o n s  o r  
J o h n  I n n e s  N o .2 c o m p o s t  a n d  grow n  i n  an  i n s e c t - f r e e  
g r e e n h o u s e  a t  a  t e m p e r a t u r e  o f  1 6 -2 5 ° C  w it h  70-80%  r e l a t i v e  
h u m id it y  an d  i l l u m i n a t i o n  o f  7 - 8 ,0 0 0  l u x  a t  p o t  l e v e l  f o r  
16h  p e r  d a y  fr o m  m e rc u ry  v a p o u r  la m p s . Some p l a n t s  w ere  
t r a n s f e r r e d  t o  g l a s s  c l o c h e s  and  o t h e r s  t o  a g r o w th  c a b i n e t  
a t  t e m p e r a t u r e s  1 5 /1 0 ° C  ( d a y / n i g h t )  w it h  a 12h  d ay  l e n g t h  
( 1 0 0 / j e i n s t e i n s  l i g h t  i n t e n s i t y )

2.7.2 Origin of Virus

B a Y K V -in fe c te d  p l a n t s  w ere  c o l l e c t e d  fr o m  a n  ADAS t r i a l  
s i t e  a t  W o o d la n d s Farm , L i t t l e  C la c t o n ,  E s s e x  an d  
m a in t a in e d  a t  I m p e r ia l  C o l l e g e  i n  t h e  g r e e n h o u s e ,  c l o c h e s  
o r  g r o w th  c a b i n e t  a s  a b o v e  ( 2 . 8 . 1 a ) .  I n f e c t e d  l e a v e s  w ere  
a l s o  h a r v e s t e d  fr o m  i n f e c t e d  p l a n t s  a t  L i t t l e  C la c t o n  an d  
s t o r e d  a t  -2 0 * C . T i s s u e  fro m  t h i s  s i t e  w as t h e  i n i t i a l  
s o u r c e  o f  in o c u lu m  f o r  t r a n s f e r  o f  BaYMV t o  an d  m a in te n a n c e  
i n  H o r d e u m  v u l g a r e  c v s .  T ip p e r  and  M a r is  O t t e r  a s  i n  2 . 7 . 3 .



2.7.3 Inoculation of Plants and Virus Propagation

a Inoculation with sap

B a r le y  s e e d l i n g s  w ere  i n o c u l a t e d  w it h  i n f e c t e d  p l a n t  s a p  
b y  a  m eth o d  a d a p t e d  fr o m  t h a t  o f  FRIEDT ( 1 9 8 2 ) .  U s u a l l y  
c v s .  T ip p e r  and  M a r is  O t t e r  w ere  u s e d  f o r  p r o p a g a t io n  o f  
BaYMV. P l a n t s  ( 1 0 - 1 5 / p o t )  w ere  g e r m in a t e d  an d  grow n  i n  t h e  
g r e e n h o u s e  t o  t h e  2 - 3  l e a f  s t a g e  a s  d e s c r i b e d  i n  2 . 7 . 1  a n d  
t h e n  p l a c e d  i n  t h e  d a r k  f o r  2 4 - 4 8 h  p r i o r  t o  i n o c u l a t i o n .  
In o c u lu m  w as f r e s h l y  p r e p a r e d  b y  g r i n d i n g  1 - 2 g  l e a v e s  
s h o w in g  c l e a r  sym p tom s i n  a  c h i l l e d  m o r ta r  w it h  2 - 5 r a l /g  
c o l d  i n o c u l a t i o n  b u f f e r  <0. 04M K̂ -HPCL*, 1 %  Na^SOs (p H 7 .0 )> .  
S e e d l i n g s  w ere  d u s t e d  w ith  6 0 0 -m e s h  ca rb o ru n d u m  
(C arb oru nd um  Co. ) , r u b b e d  w it h  f r e s h  in o c u lu m  u s i n g  a s m a l l  
s t e r i l e  s p o n g e ,  p u t  i n  t h e  s h a d e  f o r  2 4 h  w it h o u t  p o s t ­
w a s h in g  t h e n  in c u b a t e d  i n  g r o w th  c a b i n e t s  a s  a b o v e  
< 2 .7 .1 a ,b > .  F r e s h  in o c u lu m  w as p r e p a r e d  f o r  e v e r y  b a t c h  o f  
6 p o t s  i n o c u l a t e d .

P l a n t s  o f  o t h e r  s p e c i e s  w ere  i n o c u l a t e d  i n  a s i m i l a r  
f a s h i o n  a n d  t h e n  in c u b a t e d  i n  g r o w th  c a b i n e t s  o r  i n  t h e  
g r e e n h o u s e .

A f t e r  h a r v e s t i n g  o f  i n f e c t e d  l e a v e s ,  p r o v id e d  t h a t  
m e r is t e m s  h ad  n o t  b e e n  rem o v ed , p l a n t s  c o u l d  be r e t u r n e d  t o  
t h e  g r o w th  c a b i n e t  t o  a l l o w  s e c o n d a r y  g r o w th . S u ch  g r o w th  
w as n o t  p r o l i f i c  b u t  a l l  new  l e a v e s  sh o w ed  s t r o n g  sy m p tom s  
and  w ere  u s e f u l  s o u r c e s  o f  v i r u s .

P l a n t s  t o  b e  u s e d  a s  h e a l t h y  c o n t r o l s  (e.g i n  dsRNA 
e x t r a c t i o n )  w ere  " m o c k " - in o c u la t e d  a s  a b o v e  b u t  u s i n g



b Inoculation with RNA

B a r le y  s e e d l i n g s  a t  t h e  2 - 3  l e a f  s t a g e  w ere  i n o c u l a t e d  
w it h  RNA b y  t h e  m eth o d  d e s c r i b e d  i n  AHLQUIST e t  a l . ,
< 1 9 8 4 ) . P l a n t s  w ere  d u s t e d  w it h  b a k ed  ca rb o ru n d u m  an d . 
i n o c u l a t e d  w it h  RNA i n  50mM t r is - P C U  < p H 8 .0 ) , 250mM N aC I,
5mM EDTA, 5m g/m l b e n t o n i t e  u s in g  a g lo v e d  f i n g e r  w h ic h  w as  
w ip e d  w it h  m e th a n o l an d  d r i e d  b e tw e e n  i n o c u l a t i o n s .  2 0 - 4 0  
p l a n t s  w ere  t r e a t e d  w it h  t h e  sam e in o c u lu m , u s i n g  1 0 - 3 0 p l
p e r  p l a n t ,  a t  BaYMV RNA c o n c e n t r a t i o n s  o f  0 . 3 ,  3  & 3 0
n g / p l .  P u re  v i r a l  RNA < 2 . 1 1 . 2 ) ,  c r u d e  BaYMV RNA < 2 .1 1 .1 )  
and  t o t a l  RNA fr o m  i n f e c t e d  p l a n t s  < 2 .1 1 .3 )  w ere  u s e d  a s  
i n o c u l a  a n d  BaYMV RNA c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  l a t t e r  tw o  w ere  
m e a su r e d  b y  c o m p a r is o n  w it h  known q u a n t i t i e s  o f  RNA a f t e r  
d e n a t u r in g  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  < 2 . 6 . l b ) .  RNA u s e d  f o r  
i n o c u l a t i o n  w as e x t r a c t e d  w it h  o r  w it h o u t  t h e  u s e  o f
p r o t e i n a s e  K. F o r  e a c h  s e t  o f  RNA i n o c u l a t i o n s  a b a t c h  o f  
p l a n t s  w as i n o c u l a t e d  w it h  i n f e c t e d  s a p  a s  a b o v e  f o r  
c o m p a r is o n s  o f  i n o c u l a t i o n  e f f i c i e n c y  an d  s p e e d  o f  sym ptom  
e x p r e s s i o n .  A f t e r  RNA i n o c u l a t i o n  p l a n t s  w ere  t r e a t e d  a s  
d e s c r i b e d  f o r  s a p - i n o c u l a t i o n .
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2.8 Virus Purification

Many d i f f e r e n t  p u r i f i c a t i o n  p r o t o c o l s  w ere  u s e d  d u r in g  
t h i s  s t u d y  w it h  v a r y in g  d e g r e e s  o f  s u c c e s s .  The p r i n c i p a l  
c o n s i d e r a t i o n s  w ere  t h e  lo w  l e v e l s  o f  v i r u s  fo u n d  i n  
p l a n t s ,  t h e  r e l a t i v e  f r a g i l i t y  o f  t h e  p a r t i c l e s  an d  t h e  
t e n d e n c y  o f  p a r t i c l e s  t o  a g g r e g a t e  and  b ecom e i n s o l u b l e .  
T h e se  d i f f i c u l t i e s  w ere  a d d r e s s e d  in  a num ber o f  d i f f e r e n t  
w ays w it h  r e f e r e n c e  t o  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  o t h e r  r o d - s h a p e d  
p l a n t  v i r u s e s  ( s e e  1 . 1 0 . 2 ) .  The s u c c e s s  o r  f a i l u r e  o f  
t e c h n i q u e s  w as d e t e r m in e d  by s e v e r a l  m e th o d s  and  u s u a l l y  
i n v o l v e d  c o m p a r is o n s  o f  tw o  o r  m ore t e c h n i q u e s  d i f f e r i n g  i n  
o n ly  o n e  a s p e c t .  A w o r k in g  p r o t o c o l  i s  d e t a i l e d  b e lo w  
< 2 . 8 . 8 ) .

2.8.1 Assays

The s i m p l e s t  an d  q u i c k e s t  m eth od  f o r  m o n i t o r in g  
p u r i f i c a t i o n s  w as e l e c t r o n  m ic r o s c o p y  (EM) ( 2 . 9 ) .  When 
a n t i s e r u m  b ecam e a v a i l a b l e  t h i s  w as c o m p le m e n te d  b y  ISEK  
( 2 . 1 0 . 1 ) .  S a m p le s  fr o m  d i f f e r e n t  s t a g e s  and  d i f f e r e n t  
p r o t o c o l s  w ere  v ie w e d  an d  m o n ito r e d  i n  te r m s  o f  p u r i t y ,  
p a r t i c l e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  d e g r e e s  o f  a g g r e g a t i o n  an d  
f r a g m e n t a t io n .  The e f f e c t s  o f  b u f f e r s ,  pH, s a l t  an d  c a t i o n  
c o n c e n t r a t i o n  an d  o t h e r  t r e a t m e n t s  w ere  d e t e r m in e d  b y  EM 
a f t e r  i n c u b a t i n g  t h e  sam e c r u d e  p r e p a r a t io n  i n  e a c h  o f  t h e  
t e s t  s o l u t i o n s .

P u r i t y  o f  v i r u s  w as f u r t h e r  m o n ito r e d  b y  SDS-PAGE
( 2 . 6 . 3 )  a n d  c o m p a r is o n  w it h  e x t r a c t s  fr o m  h e a l t h y  p l a n t s  a t  
t h e  sam e p u r i f i c a t i o n  s t a g e .  SDS-PAGE a l s o  a l l o w e d  
e s t i m a t i o n  o f  y i e l d  i n  te r m s  o f  c a p s i d  p r o t e i n .

Y i e l d  an d  p u r i t y  o f  v i r u s  p r e p a r a t i o n s  w ere  m e a su r e d  
s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  a s s u m in g  an  a b s o r b a n c e  c o e f f i c i e n t  
a t  260nm  o f  2 . 5  and  an  A ^ eo /A ^ eo  r a t i o  o f  1 .1 4  ( 2 . 5 . 4 ) .



Once t h e  t e c h n i q u e s  h ad  b e e n  e s t a b l i s h e d  RNA e x t r a c t i o n  
and  d e n a t u r in g  a g a r o s e  e l e c t r o p h o r e s i s  w ere  u s e d  t o  a s s a y  
y i e l d s  o f  f u l l - l e n g t h  RNA ( s e e  2 . 1 1 . 1 ) .  T h is  m eth o d , w i t h  
r e f e r e n c e  t o  o t h e r  a s s a y s ,  g a v e  i n f o r m a t io n  on t h e  d e g r e e  
o f  f r a g m e n t a t io n  o r  d e g r a d a t io n  o f  p a r t i c l e s .  E s t i m a t e s  o f  
t o t a l  y i e l d  w ere  n o t  p o s s i b l e  s i n c e  d e g r a d e d  v i r a l  RNA w as  
i n d i s t i n g u i s h a b l e  fro m  d e g r a d e d  p l a n t  RNA.

V ir u s  z o n e s  in  c a e s iu m  g r a d i e n t s  w ere  l o c a t e d  b y  
d e t e r m i n a t i o n  o f  r e f r a c t i v e  in d e x .  A ssu m in g  an  RNA c o n t e n t  
o f  5 7o BaYMV b a n d in g  d e n s i t i e s  a r e  1 .3 2 g /c m 3 i n  C sC l and  
1 . 2 7 g /c m 3 i n  Cs ^SOa . R e f r a c t i v e  i n d i c e s  a r e  t h u s  1 .3 6 4 4  an d  
1 .3 5 6 1  r e s p e c t i v e l y .

I n f e c t i v i t y  t e s t s  w ere  n o t  u s u a l l y  u s e d  b e c a u s e  o f  t h e  
l o n g  d e l a y  in  o b t a i n i n g  r e s u l t s  and  t h e i r  
i r r e p r o d u c i b i 1 i t y .

2.8.2 Plant Material and Hom n g en isation

F r e s h  a n d  f r o z e n  b a r l e y  l e a v e s  and  r o o t s  w ere  b r o k e n  up  
b y c u t t i n g  w it h  s c i s s o r s ,  f r e e z i n g  t o  -7 0 ° C  an d  c r u s h i n g  
m a n u a lly  o r  g r i n d i n g  i n  a m o r ta r  w it h  l i q u i d  n i t r o g e n .  
M a t e r ia l  w as f u r t h e r  h o m o g e n is e d  t o  a f i n e  b r e i s  i n  c o l d  
e x t r a c t i o n  b u f f e r  ( 2 - 4 m l / g )  i n  a W arin g  b le n d o r  e i t h e r  o n c e  
o r  t w i c e .  In  t h e  l a t t e r  c a s e  t h e  f i r s t  h o m o g e n is a t io n  w as 
a t  lo w  s p e e d  an d  t h e  s e c o n d  a t  h ig h  s p e e d .  H o m o g e n a te s  w ere  
t h e n  f i l t e r e d  th r o u g h  tw o  l a y e r s  o f  s t e r i l e  m u s l in .

2.8.3 Extraction buffers

The f o l l o w i n g  e x t r a c t i o n  b u f f e r s  w ere  u se d :
Reference

0.067K sodium phosphate (pH7.3)
0. 1M tris-thioglycollic acid (TGA) (pH9.0) 
0.1M sodium citrate/0.1% TGA (pH6.5)

HUTTINGA (1973)
A.A.BRUNT (pers. comm.)



0.1M sodium citrate (pH7.0) 
20mM HEPES-NaOH (pH7.4)

USUGI & SAITO (1976) 
DAMIRDAGH & SHEPHERD 
(1980)

The following additives were included in extraction buffers: 
l-5mM EDTA
0.1-1% (v/v) 2-mercaptoethanol 
1% Na*SOa
lOmM sodium diethyl dithiocarbamate (DIECA)
lmK phenylmethyl sulphonyl fluoride (PMSF) (from lOOmK stock in 
isopropyl alcohol)

2.8.4 Clarification

C l a r i f y i n g  a g e n t s  w ere  a d d ed  d u r in g  h o m o g e n is a t io n ,  
a f t e r  f i l t r a t i o n  t h r o u g h  m u s l in  o r  a f t e r  a p r e l im i n a r y  
c e n t r i f u g a t i o n  s t e p .  The f o l l o w i n g  c l a r i f y i n g  a g e n t s  w ere  
u se d :

I v o l  C H C ls/C C l*  ( 1 : 1 )
0 . 2 v o l  CC1a
0 . 3 v o l  e th e r /C C l* . ( 1 : 1 )
8% ( v / v )  b u t a n o l
0 .1 -5 %  ( v / v )  T r i t o n  X -1 0 0

O r g a n ic  s o l v e n t s  w ere  s t i r r e d  o r  h o m o g e n is e d  w it h  
e x t r a c t s  f o r  lO m in  p r i o r  t o  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 , OOOxg* t o  
s e p a r a t e  t h e  p h a s e s .  T r i t o n  X—1 00  w as s t i r r e d  w it h  e x t r a c t s  
(w h e th e r  o r  n o t  i n c l u d e d  d u r in g  h o m o g e n is a t io n )  f o r  a t  
l e a s t  Ih  b e f o r e  o r  a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  a s  a b o v e .  
I r r e s p e c t i v e  o f  t r e a t m e n t  e x t r a c t s  w ere  f i l t e r e d  th r o u g h  
tw o  l a y e r s  o f  s t e r i l e  m u s l in  a f t e r  t h e  c e n t r i f u g a t i o n  s t e p  
t o  rem o v e  r e s i d u a l  p l a n t  d d b r i s .



2.8.5 Concentration

V ir u s  c o n c e n t r a t i o n  w as a c h i e v e d  b y  o n e  o r  tw o  r o u n d s  o f  
Ca) p o l y ( e t h y l e n e  g l y c o l )  (PEG) 6 0 0 0  p r e c i p i t a t i o n  o r  (b )  
u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e  l a t t e r  s o m e t im e s  th r o u g h  a s u c r o s e  
c u s h io n .

a )  C l a r i f i e d  e x t r a c t s  w ere  a d j u s t e d  t o  4% PEG and  0 .4 -4 %  
NaCl b y  a d d i t i o n  o f  s o l i d  and  s t i r r e d  a t  4*C f o r  1 .5 h .  
E x t r a c t s  c l a r i f i e d  w it h  o r g a n i c  s o l v e n t s  w ere  a l s o  a d j u s t e d  
t o  1% ( v / v )  T r i t o n  X -1 0 0  a t  t h e  sam e t im e .  P E G - p r e c i p i t a t e d  
v i r u s  w as c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 ,0 0 0 x g -  f o r  
15m in . When a s e c o n d  ro u n d  o f  P E G - p r e c i p i t a t i o n  w as 
e m p lo y e d  p e l l e t s  w ere  r e s u s p e n d e d  a s  b e lo w  ( 2 . 8 . 6 ) ,  
c e n t r i f u g e d  a t  1 0 , OOOx^ f o r  lO m in  a n d  s u p e r n a t a n t s  w ere  
r e p r e c i p i t a t e d  a s  d e s c r i b e d .

b ) E x t r a c t s  w ere  c e n t r i f u g e d  a t  3 0 , OOOrpm i n  a B eckm an T ype  
30  r o t o r  a t  4®C f o r  2 .5 h  o r  3h  i f  a  c u s h i o n  w as u s e d .  5m l 
s u c r o s e  c u s h i o n s  (25% i n  e x t r a c t i o n  b u f f e r )  w ere  u n d e r la y e d  
i n  t u b e s  p r i o r  t o  c e n t r i f u g a t i o n .  When u s e d ,  a  s e c o n d  ro u n d  
o f  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  w as c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  a f t e r  
r e s u s p e n s i o n  a s  b e lo w  ( 2 . 8 . 6 )  and  a c l e a r i n g  s p i n  a t  
1 0 ,0 0 0 x g > f o r  lO m in .

2.8.6 Resuspension

P e l l e t s  w ere  r e s u s p e n d e d  i n  0 .8 m l / g  p l a n t  t i s s u e  i f  a  
s e c o n d  c o n c e n t r a t i o n  s t e p  w as e m p lo y e d  a n d  0 .2 m l / g  i f  n o t .

R e s u s p e n s io n  w as a c h i e v e d  b y  g e n t l y  s w i r l i n g  t h e  p e l l e t s  
i n  c o l d  r e s u s p e n s i o n  b u f f e r  an d  i n c u b a t i n g  a t  4*C  f o r  a t  
l e a s t  l h  and  s o m e t im e s  o v e r n i g h t .  V o r t e x in g  a n d  v i g o r o u s  
m e c h a n ic a l  r e s u s p e n s i o n  w ere  a v o id e d  i n  v ie w  o f  t h e  
p o t e n t i a l  s h e a r i n g  f o r c e s  i n v o l v e d .  O c c a s i o n a l l y  s e e m in g l y
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r u b b e ri n s o l u b l e  p a r t s  o f  p e l l e t s  w ere  b r o k e n  up u sin g ; a 
' p o l i c e m a n ' .

P e l l e t s  w ere  u s u a l l y  r e s u s p e n d e d  i n  e x t r a c t i o n  b u f f e r  
w it h  o r  w it h o u t  a d d i t i v e s  t o  a i d  s o l u b i l i s a t i o n .  The 
f o l l o w i n g  a d d i t i v e s  w ere  u s e d  a lo n e  o r  i n  c o m b in a t io n :

1M u r e a
0.1%  ( v / v )  2 - m e r c a p t o e t h a n o l
lmK EDTA
0.1%  (v /v >  T r i t o n  X -1 0 0

2 . 8 . 7  F u r t h e r  P u r i f i c a t i o n

R e su sp e n d e d  p e l l e t s  fr o m  t h e  f i r s t  o r  s e c o n d  ro u n d  o f  
p r e c i p i t a t i o n  o r  c e n t r i f u g a t i o n  w ere  s u b j e c t e d  t o  a 
c l e a r i n g  s p i n  a t  lO.OOOxg* p r i o r  t o  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n  by  
(a )  s u c r o s e  d e n s i t y  c e n t r i f u g a t i o n ,  (b ) p e r m e a t io n  
c h r o m a to g r a p h y  on  c o n t r o l l e d - p o r e  g l a s s  (CPG) c o lu m n s , ( c )  
s u c r o s e / c a e s i u m  s u l p h a t e  s t e p  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  or
(d ) i s o p y c n i c  d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  i n  C sC l o r  

C s k SO a .

a )  S u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  w as c a r r i e d  o u t  
a s  d e s c r i b e d  i n  2 . 1 2 . 3 .

b ) C h ro m a to g ra p h y  on CPG c o lu m n s  w as c a r r i e d  o u t
e s s e n t i a l l y  a s  d e s c r i b e d  b y  BARTON (1 9 7 7 )  . CPG o f  70nm p o r e  
s i z e  a n d  1 2 0 -2 0 0 m e s h  (C PG -700; S ig m a ) w as s u s p e n d e d  i n
e x t r a c t i o n  b u f f e r ,  w a sh ed  s e v e r a l  t i m e s  by d e c a n t a t i o n  t o  
rem ov e " f i n e s " ,  r e s u s p e n d e d  i n  e x t r a c t i o n  b u f f e r  c o n t a i n i n g  
1% PEG-20M and  d e g a s s e d  f o r  15m in  on a vacuum  l i n e  w h i le  
s h a k in g  g e n t l y .  B e a d s  w ere  t h e n  w a sh ed  s e v e r a l  t i m e s  i n  
e x t r a c t i o n  b u f f e r  t o  rem o v e f r e e  PEG-20M. C olum n s w ere  made 
by p o u r in g  t h e  CPG s u s p e n s io n  i n t o  g l a s s  c o lu m n s  (800x10m m ) 
w h i le  v i b r a t i n g  t h e  s u p p o r t i n g  c la m p  c o n t i n u o u s l y  w it h  a 
V h i r l i m i x e r  an d  a l l o w i n g  b u f f e r  t o  e l u t e  t h e n  t h e  c o lu m n s



w ere  w ash ed  f o r  2 h  i n  b u f f e r .  E f f e c t i v e  o p e r a t i o n  o f  t h e  
co lu m n  w as c h e c k e d  by r u n n in g  a sa m p le  o f  B lu e  D e x tr a n  2 0 0 0  
and  m o n it o r in g  t h e  e l u a t e  f o r  a c o m p a c t e l u t i o n  p r o f i l e .

P a r t i a l l y  p u r i f i e d  v i r u s  p r e p a r a t i o n s  (^ lm l)  w ere  
a p p l i e d  i n  and  e l u t e d  u s in g  d e g a s s e d  e x t r a c t i o n  b u f f e r  a t  
4°C . E l u t i o n  p r o f i l e s  w ere  m o n ito r e d  a t  254nm  u s i n g  a LKB 
U v ic o r d  I I  T ype 8303A  and  f r a c t i o n s  w ere  c o l l e c t e d  u s i n g  a 
G i l s o n  R ic r o c o l  TDC80.

C olum n s w ere  w a sh ed  and  s t e r i l i s e d  w it h  tw o  v o i d  v o lu m e s  
o f  2M HC1 f o l l o w e d  by r e - e q u i l i b r a t i o n  w it h  b u f f e r .

c )  S t e p  g r a d i e n t s  w ere  i n i t i a l l y  p r e p a r e d  by l a y e r i n g  i n
Beckm an S V 2 8 .1  t u b e s  3m l e a c h  Cs^SO^i. ( d e n s i t i e s  1 .3 5  and  
1 .2 g /c m 3 ) and  3ml 20% s u c r o s e  ( a l l  i n  e x t r a c t i o n  b u f f e r )  
and  o v e r l a y i n g  8m l v i r u s  p r e p a r a t io n .  G r a d ie n t s  w ere  
c e n t r i f u g e d  a t  2 6 ,0 0 0 r p m  o v e r n i g h t  a n d  o p a l e s c e n t  z o n e s  
w ere  rem o v ed  b y  h a n d . F r a c t i o n s  w ere  m o n ito r e d  f o r  p r e s e n c e  
o f  v i r u s  b y  EM a n d  t h o s e  c o n t a i n i n g  v i r u s  w ere  p o o le d  and  
f u r t h e r  p u r i f i e d  b y  i s o p y c n i c  c e n t r i f u g a t i o n  a s  b e lo w
( 2 .8 .7 d > .  S o m e tim e s  p a r t i c u l a t e  m a t t e r  b a n d ed  w h ere  v i r u s  
z o n e s  w ere e x p e c t e d  t h u s  o b s c u r in g  th em . In  t h i s  c a s e  t h e  
w h o le  z o n e  w as r e m o v ed , d i l u t e d  o n c e  i n  b u f f e r ,  c e n t r i f u g e d  
a t  lO.OOOxg- an d  s u p e r n a t a n t s  w ere  u s e d  f o r  i s o p y c n i c
c e n t r i f u g a t i o n  a s  b e lo w .

S u b s e q u e n t ly  a m o d i f i e d  p r o t o c o l  w as I n t r o d u c e d  ( s e e
2 . 8 . 8 ) .

d ) V ir u s  p r e p a r a t i o n s ,  e i t h e r  b e f o r e  o r  a f t e r  s t e p  g r a d i e n t
c e n t r i f u g a t i o n  a s  a b o v e  ( 2 . 8 . 7 c ) ,  w ere  a d j u s t e d  t o  1 .3 g /c m 3 
w it h  s o l i d  C sC l o r  t o  1 .2 8 g /c m 3 w it h  s o l i d  C ss:S0A and  
c e n t r i f u g e d  a t  3 5 ,0 0 0 r p m  i n  a Beckm an S V 5 0 .1 r o t o r  f o r  a t  
l e a s t  2 4 h . O p a le s c e n t  b a n d s  w ere  rem o v ed  s e p a r a t e l y  u s in g  
s y r i n g e s  by p u n c t u r in g  t h e  s i d e  o f  t h e  tu b e  w it h  t h e
n e e d l e ,  v i r u s  w as l o c a t e d  b y  r e f r a c t i v e  in d e x  m ea su rem en t  
t h e n  EM and  s a l t  w as rem o v ed  b y  d i a l y s i s .  I f  n e c e s s a r y
v i r u s  w as c o n c e n t r a t e d  b y  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .
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2.8.8 Working Protocol

P l a n t  m a t e r i a l  w as f r o z e n  t o  - 7 0 ° C , c r u s h e d  m a n u a lly  and  
h o m o g e n is e d  g e n t l y  i n  2 v o l  b u f f e r  (20mM HEPES (p H 7 .4 ) ,  lOmM 
DIECA, 5mM EDTA, ImM PMSF, 0.1%  ( v / v )  2 - m e r c a p t o e t h a n o l :
a l l  a d d ed  s e p a r a t e l y  fro m  c o n c e n t r a t e d  s t o c k s  e x c e p t  DIECA 
w h ich  w as a d d ed  a s  a s o l i d ) .  The h o m o g e n a te  w as f i l t e r e d  
th r o u g h  tw o  l a y e r s  o f  s t e r i l e  m u s l in  and  p l a n t  m a t e r i a l  w as 
h o m o g e n is e d  a g a i n  a t  h ig h  s p e e d  i n  l v o l  b u f f e r  u n t i l  a f i n e  
b r e i s  w as p r o d u c e d . The b r e i s  w as s q u e e z e d  th r o u g h  t h e  sam e  
m u s lin  an d  t h e  co m b in e d  f i l t r a t e s  w ere  c e n t r i f u g e d  a t  
lO.OOOxg' f o r  15m in  a t  4®C. S u p e r n a t a n t s  w ere  f i l t e r e d  
th r o u g h  tw o  l a y e r s  o f  s t e r i l e  m u s l in ,  a d j u s t e d  t o  0.5%  
T r i t o n  X -1 0 0  u s i n g  a 20% s t o c k  i n  20mM HEPES (p H 7 .4 ) ,  5mM 
EDTA, an d  s t i r r e d  a t  4°C  f o r  l h .  E x t r a c t s  w ere  p o u r e d  i n t o  
Beckm an t y p e  3 0  c e n t r i f u g e  b o t t l e s ,  u n d e r la y e d  w it h  5m l 
s u c r o s e  c u s h i o n s  <25% i n  20mM HEPES ( p H 7 .4 ) ,  5mM EDTA, 0.1%  
( v / v )  2 - m e r c a p t o e t h a n o l )  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  2 8 ,0 0 0 r p m  f o r  
3h  a t  4°C  i n  a Beckm an t y p e  30  r o t o r .  P e l l e t s  w ere  
r e s u s p e n d e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  ( 2 . 8 . 6 )  i n  0 . 1 5 - 0 . 2 m l / g  
p l a n t  m a t e r i a l  20raM HEPES (p H 7 .4 ) ,  ImM EDTA, 0.1%  ( v / v )
T r i t o n  X -1 0 0  f o r  a t  l e a s t  l h  a t  4®C. E x t r a c t s  w ere  
c e n t r i f u g e d  a t  1 0 ,0 0 0 x g -  f o r  5m in  and  o v e r la y e d  on s t e p  
g r a d i e n t s  p r e p a r e d  a s  f o l l o w s :  Cs^;S0^. s o l u t i o n s ,  d e n s i t i e s
1 .0 ,  1 .1 ,  1 . 2 ,  1 .3  an d  1 .5 g /c m 3 , i n  20mM HEPES ( p H 7 .4 ) ,  ImM
EDTA c o n t a i n i n g  20% s u c r o s e ,  w ere  c a r e f u l l y  l a y e r e d  Cl, 1,
1 .5 ,  1 . 5 ,  and  1ml r e s p e c t i v e l y )  i n t o  Beckm an SW28. 1 t u b e s
( d e n s i t i e s  and  v o lu m e s  o f  s t e p s  were- - s e l e c t e d  t o  m a x im is e  
s e p a r a t i o n  o f  v i r u s  fr o m  h o s t  c o m p o n e n t s ) . G r a d ie n t s  w ere  
t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  2 7 ,0 0 0 r p m  f o r  3h  a t  4*C and  t h e  
o p a l e s c e n t  b an d  o f  v i r u s ,  l o c a t e d  j u s t  a b o v e  t h e  
1 . 3 / 1 . 5 g /c m 3 i n t e r f a c e ,  w as rem o v ed  u s in g  a s y r i n g e .  
S o m e tim e s  p a r t i c u l a t e  m a t t e r  b a n d ed  w h ere  t h e  v i r u s  w as  
e x p e c t e d  t o  b e . In  t h i s  c a s e  t h e  w h o le  z o n e  w as rem o v ed  
u s in g  a p i p e t t e ,  d i l u t e d  w it h  an  e q u a l  v o lu m e  o f  20mM 
HEPES, ImM EDTA, c e n t r i f u g e d  a t  1 0 , O O O x g  and  t h e



s u p e r n a t a n t  w a s  l a y e r e d  o n  a n o t h e r  s t e p  g r a d i e n t  a n d  

r e c e n t r i f u g e d  a s  a b o v e .  C s^ -SC U  w a s  r e m o v e d  b y  d i a l y s i s  

a g a i n s t  20niM: H E P E S  ( p H 7 . 4 ) ,  Im M  E D T A  t h e n  v i r u s ,

c o n c e n t r a t e d  b y  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  i f  n e c e s s a r y ,  w a s  

s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .

C r u d e  B a Y M V  R N A  c o u l d  b e  p r e p a r e d  b y  r e s u s p e n s i o n  o f  

p e l l e t s  f r o m  t h e  s u c r o s e  c u s h i o n  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  s t e p  

i n  R N A  E x t r a c t i o n  B u f f e r  ( s e e  2 . 1 1 . 1 ) .  D u r i n g  v i r u s  

p u r i f i c a t i o n  p e l l e t s  f r o m  c l e a r i n g  s p i n s  a f t e r  t h i s  s t a g e ,  

w h i c h  c o n t a i n e d  i n s o l u b l e  v i r u s ,  w e r e  r e t a i n e d  a n d  t r e a t e d  

i n  t h e  s a m e  w ay .

2.9 Electron Microscopy (EM)

T r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  o f  n e g a t i v e l y  s t a i n e d  

s a m p l e s  w a s  c a r r i e d  o u t  o n  P h i l l i p s  3 0 1  o r  A E I  E M 6 B  

m i c r o s c o p e s  u s i n g  f o r m v a r  c o a t e d  c o p p e r  g r i d s .  T h i n  

s e c t i o n s  w e r e  p r e p a r e d ,  v i e w e d  a n d  p h o t o g r a p h e d  b y

K . P l a s k i t t  ( J o h n  I n n e s  I n s t i t u t e ) .

2.9.1 Formvar Coating

N ew  m i c r o s c o p e  s l i d e s  w e r e  w i p e d  w i t h  v e l l i n  t i s s u e  a n d  

c o a t e d  w i t h  a  t h i n  l a y e r  o f  f o r m v a r  b y  d i p p i n g  i n  a  f o r m v a r  

s o l u t i o n  ( 0 . 6 %  i n  c h l o r o f o r m ) ,  w i t h d r a w i n g  s l o w l y  a n d  

e v e n l y ,  b r i e f l y  h o l d i n g  i n  t h e  v a p o u r  t h e n  d r y i n g  u n d e r  a  

b e n c h  la m p .  E v e n  w i t h d r a w a l  w a s  i m p o r t a n t  t o  e n s u r e  u n i f o r m  

t h i c k n e s s  a n d  t h e  s p e e d  o f  w i t h d r a w a l  d e t e r m i n e d  t h e  

t h i c k n e s s ,  t h e  s l o w e r  t h e  s p e e d  t h e  t h i n n e r  t h e  c o a t i n g .  A n  

i d e a l  t h i c k n e s s  p r o d u c e d  a  s i l v e r y  c o l o u r  w h e n  v i e w e d  a t  a n  

a n g l e .  U s i n g  a  m o u n t e d  n e e d l e  a  5 x 2 c m  a r e a  w a s  s c o r e d  o n  

t h e  c o a t e d  s l i d e  w h i c h  w a s  t h e n  b r e a t h e d  o n  a n d  l o w e r e d  a t  

a  4 5 °  a n g l e  i n t o  a  b r i m f u l  b o w l  o f  d o u b l e - g l a s s - d i s t i l l e d  

T h e  f o r m v a r  r e c t a n g l e  f l o a t e d  o f f  t h e  s l i d e  w h i c h  w a s
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t h e n  r e m o v e d .  C o p p e r  g r i d e  ( 2 0 0 p m  m e s h )  w e r e  p l a c e d  d u l l  

s i d e  d o w n  o n  t h e  f i l m  w i t h  a  p a i r  o f  f o r c e p s  t h e n  t h e  r a f t  

w a s  p i c k e d  u p  w i t h  a  p i e c e  o f  c o p p e r  g a u z e  b y  i n v e r s i o n  

u n d e r  w a t e r  s o  t h a t  g r i d s  w e r e  t r a p p e d  b e t w e e n  t h e  g a u z e  

a n d  t h e  f i l m .  A f t e r  d r y i n g ,  c o a t e d  g r i d s  w e r e  s t o r e d  i n  a  

d e s s i c a t o r  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  c a r e f u l l y  p i c k e d  o f f  t h e  

g a u z e ,  f o r m v a r  i n t a c t ,  i m m e d i a t e l y  p r i o r  t o  u s e .

2 . 9 . 2  L e a f  D i p s

A s m a l l  p i e c e  o f  l e a f  ( c a .  1cm  l o n g )  w a s  g r o u n d  i n  a 

1 . 5 m l  E p p e n d o r f  t u b e  w i t h  a  f e w  d r o p s  o f  c o l d  dH^-0 a n d  a 

s m a l l  a m o u n t  o f  c a r b o r u n d u m  ( C a r b o r u n d u m  C o . ) u s i n g  a 

r o u n d e d  p a s t e u r  p i p e t t e .  S a m p l e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  f o r  5 m i n  

a n d  a  s m a l l  a m o u n t  o f  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  t o  a n o t h e r  

E p p e n d o r f  t u b e  o n  i c e .

2.9.3 Sample Application .and-ifegatJLye .Staining

A s m a l l  d r o p  o f  s a m p l e  ( v i r u s  o r  l e a f  d i p  p r e p a r a t i o n )  

( 2 - 5 p l )  w a s  p l a c e d  o n  a  f o r m v a r  c o a t e d  g r i d ,  h e l d  i n  

f o r c e p s ,  a n d  t h e  e x c e s s  l i q u i d  w i t h d r a w n  b y  t o u c h i n g  t h e  

s i d e s  o f  t h e  g r i d  w i t h  f i l t e r  p a p e r  t r i a n g l e s .  G r i d s  w e r e  

a l l o w e d  t o  d r y  t h e n  a  s m a l l  d r o p  o f  s t a i n  ( 2 %  

p h o s p h o t u n g s t a t e  ( P T A )  o r  2 %  m e t h y l a m i n e  t u n g s t a t e

( E M s c o p e ) )  w a s  a p p l i e d  a n d  w i t h d r a w n  i n  a  s i m i l a r  f a s h i o n .  

G r i d s  w e r e  s t o r e d  o n  f i l t e r  p a p e r  p r i o r  t o  v i e w i n g .  S a m p l e s  

c o n t a i n i n g  h i g h  s a l t  (e g .  C s ^ S C U )  w e r e  s p o t t e d  o n t o  g r i d s  

s i t t i n g  o n  w e t  f i l t e r  p a p e r  a n d  a l l o w e d  t o  d i a l y s e  f o r  l h  

a t  4 ° C  p r i o r  t o  d r y i n g  a n d  s t a i n i n g  a s  a b o v e .



2.10 Serological Studies

2. 10. 1 TTTimii-nn̂ orbent Electron Microscopy (ISEM)

I S E M  ( D E R R I C K , 1 9 7 3 ;  M I L N E  & L U I S O N I , 1 9 7 5 )  w a s  c a r r i e d  

o u t  u s i n g  f o r m v a r  c o a t e d  g r i d s  ( 2 . 9 . 1 )  a c t i v a t e d  w i t h  

a n t i s e r u m  ( k i n d l y  p r o v i d e d  b y  D r .  V. H u t h ,  B r a u n s c h w e i g ,  

F R G )  r a i s e d  t o  a  m i x t u r e  o f  t h e  s t r a i n s  B a Y M V - M  a n d  - N M  

(H U TH  e t  a l . , 1 9 8 4 ) .  G r i d s  w e r e  i n c u b a t e d  o n  d r o p s  o f

a n t i s e r u m  d i l u t e d  1 : 1 0 0 0  i n  0. 1M  s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  

( p H 7 . 0 )  f o r  3 0 m i n  a t  3 7 ° C  t h e n  w a s h e d  w i t h  2 0  c o n s e c u t i v e  

d r o p s  o f  b u f f e r  a n d  d r i e d .  V i r u s  p a r t i c l e s  w e r e  a d s o r b e d  b y  

i n c u b a t i n g  t h e  g r i d s  o n  d r o p l e t s  o f  v i r u s  o r  l e a f  d i p  

p r e p a r a t i o n s  f o r  0 . 5 - 4 h  a t  4 ° C .  T h e  s h o r t e r  t i m e  w a s  

u s u a l l y  s u f f i c i e n t  b u t  l o n g e r  i n c u b a t i o n s  w e r e  n e c e s s a r y  

f o r  d i l u t e  s a m p l e s .  G r i d s  w e r e  w a s h e d  w i t h  3 0  c o n s e c u t i v e  

d r o p s  o f  dHs;:0 t h e n  d r i e d  a n d  s t a i n e d  a s  a b o v e  ( 2 . 9 . 3 )  p r i o r  

t o  v i e w i n g  ( 2 . 9 ) .

2.10.2 Gel iTminiTinrii ffus i  n n  Plates

A n  a t t e m p t  t o  d e v e l o p  a  s e r o l o g i c a l  t e s t  b a s e d  o n  

i m m u n o l o g i c a l  d o u b l e - d i f f u s i o n  (O U C H T E R L O N Y ,  1 9 6 2 )  w a s  m ade  

u s i n g  H u t h ' s  a n t i s e r u m  ( s e e  2 . 1 0 . 1 ) .  P l a t e s  w e r e  p r e p a r e d  

b y  p i p e t t i n g  7 m l  m o l t e n  a g a r o s e ,  a t  6 0 °C, o n t o  4 x 4 c m  g l a s s  

s q u a r e s ,  a l l o w i n g  i t  t o  s e t ,  t h e n  c u t t i n g  6  w e l l s  i n  a  

h e x a g o n  ( 1 . 5 c m  l o n g  a x i s )  r o u n d  a  7 t h  u s i n g  a  t e m p l a t e  a n d  

a  P a s t e u r  p i p e t t e  o n  a  v a c u u m  l i n e .  A g a r o s e  ( 0 . 7 % )  w a s  m ade  

u p  i n  P B S  ( lO m M  s o d i u m  p h o s p h a t e ,  0 . 9 %  N a C l ) a n d  s o m e t i m e s  

a d j u s t e d  t o  0 . 5 %  S D S  o r  0 . 1 %  s o d i u m  d e o x y c h o l a t e  ( S D O C )  

p r i o r  t o  p o u r i n g .  A n t i s e r u m  w a s  u s e d  a t  d i l u t i o n s  o f  1 : 1 ,  

1 0 ,  1 0 0  a n d  1 0 0 0  ( i n  P B S )  a n d  v i r u s  s a m p l e s  w e r e  t r e a t e d ,

p r i o r  t o  d i l u t i o n  a s  a b o v e ,  i n  o n e  o f  t h e  f o l l o w i n g  w a y s :  

w i t h  0 . 5 %  S D S ;  w i t h  0 . 1 %  S D O C ;  b y  3  r o u n d s  o f  f r e e z i n g  a t



- 2 0  " C  a n d  t h a w i n g  r a p i d l y  a t  6 0 ° C  w i t h  v o r t e x i n g ;  b y  

s o n i c a t i o n  8  t i m e s  f o r  1 5 s  e a c h ;  o r  w i t h  n o  t r e a t m e n t .  

S a m p l e s  a n d  a n t i s e r u m  w e r e  l o a d e d  i n t o  w e l l s  i n  d i f f e r e n t  

c o m b i n a t i o n s  a n d  t h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 * C  o n  d a m p  

f i l t e r  p a p e r  i n  s e a l e d  p e t r i - d i s h e s '  f o r  u p  t o  3  d a y s .  W e l l s  

w e r e  p e r i o d i c a l l y  r e f i l l e d  w i t h  P B S  t o  p r e v e n t  d r y i n g  a n d  

t o  a i d  d i f f u s i o n .

2 . 1 1  RffA E x t r a c t i o n

2 . 1 1 . 1  C r u d e  V i r a l  RITA E x t r a c t i o n

I t  w a s  f o u n d  c o n v e n i e n t  t o  u s e  e x t r a c t i o n  o f  R N A  f r o m  

c r u d e  v i r u s  p r e p a r a t i o n s  ( p e l l e t s  f r o m  t h e  s u c r o s e - c u s h i o n  

u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  s t e p ;  2 . 8 )  a n d  d e n a t u r i n g  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 . 6 . 1 b )  t o  a s s a y  n o t  o n l y  d i f f e r e n t  v i r u s  

p u r i f i c a t i o n  m e t h o d s  b u t  a l s o  d i f f e r e n t  R N A  e x t r a c t i o n  

m e t h o d s .  T h e  l a t t e r  i n c l u d e d  v i r u s  d i s r u p t i o n  b y  ( a )  t h e  

h i g h l y  d e n a t u r i n g  g u a n i d i n i u m  m e t h o d  ( B E V A N  & C H I L T O N ,  

1 9 8 2 ;  D E  G R E V E  e t  a l . , 1 9 8 2 )  a n d  ( b )  b y  S D S - t r e a t m e n t  i n

t h e  p r e s e n c e  o f  p r o t e i n a s e  K  a n d  b e n t o n i t e  f o l l o w e d  b y  

s o l v e n t  e x t r a c t i o n  a n d / o r  s u c r o s e  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n .  

R N A  e x t r a c t e d  i n  t h i s  w a y  w a s  d e s i g n a t e d  c r u d e  B a Y M V  R N A .

a )  V i r u s  s u s p e n s i o n s  w e r e  m i x e d  w i t h  4 v o l  g u a n i d i n i u m  

t h i o c y a n a t e  ( G u S C N )  b u f f e r  ( 4 M  G u S C N  ( F l u k a ) ,  25m M  t r i s - H C l  

( p H 7 . 0 ) ,  2 %  s a r k o s y l  ( K o c h - L i g h t ) ,  0 . 0 3 %  ( v / v )  A n t i f o a m  A

( S i g m a ) ,  lOm M  E D T A ,  1%  ( v / v )  2 - m e r c a p t o e t h a n o l ) f o r  3 0 m i n

a t  4 ° C  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  6 , 0 0 0 r p r a  f o r  l O m i n .  T h e

s u p e r n a t a n t  w a s  d e c a n t e d  a n d  n u c l e i c  a c i d s  p r e c i p i t a t e d  

w i t h  0 . 0 2 5 v o l  1M  a c e t i c  a c i d  a n d  l v o l  e t h a n o l  a t  - 2 0 ° C  

o v e r n i g h t .  N u c l e i c  a c i d s  w e r e  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  

a t  6 , 0 0 0 r p m  f o r  3 0 m i n ,  d i s s o l v e d  i n  0 . 5 v o l  7 . 4 M  g u a n i d i n i u m  

h y d r o c h l o r i d e  ( G u H C l ;  F l u k a ) ,  25m M  t r i s - H C l  ( p H 7 . 0 ) ,  a n d



#

r e p r e c i p i t a t e d  w i t h  0 . 0 2 5 v o l  i  K  a c e t i c  a c i d  a n d  0 . 7 5 v o l  

e t h a n o l  a t  - 2 0  °C o v e r n i g h t .  P r e c i p i t a t e s  w e r e  c o l l e c t e d  by- 

c e n t r i f u g a t i o n  a t  7 , 0 0 0 r p m  f o r  3 0 m i n ,  d i s s o l v e d  i n  0 . 5 v o l  

25m M  E D T A  ( p H 8 . 0 )  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  p h e n o l / c h i o r o f  o r m  

( 1 : 1 )  a n d  c h l o r o f o r m .  T h e  f i n a l  a q u e o u s  p h a s e  w a s  

p r e c i p i t a t e d  w i t h  2 v o l  e t h a n o l  a t  - 2 0  " C  o v e r n i g h t .

b> V i r u s  p e l l e t s  w e r e  s u s p e n d e d  i n  a n  R N A  e x t r a c t i o n  b u f f e r  

(20m M  t r i s - H C L  ( p H 9 . 0 ) ,  Im M  E D T A ,  1 %  S D S ,  2 0 0 / ig / m l  

b e n t o n i t e  ( 2 . 5 . 2 )  a n d  2 0 0 p g / m l  p r o t e i n a s e  K  ( S i g m a )  ( a d d e d  

f r o m  f r o z e n  s t o c k ) ) ,  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  3 0 m i n  o r  a t  4 ° C  

o v e r n i g h t  a n d  e x t r a c t e d  o n c e  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  t r i s -  

s a t u r a t e d  p h e n o l  b y  e m u l s i o n  f o r  l O m i n  f o l l o w e d  b y  

c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 , 0 0 0 r p m  f o r  5 m i n  t o  s e p a r a t e  t h e  

p h a s e s .  T h e  a q u e o u s  p h a s e  w a s  r e m o v e d  t o  a n o t h e r  t u b e  a n d  

t h e  p h e n o l  p h a s e  w a s  r e - e x t r a c t e d  w i t h  O . S v o l  dH --0  t h e n  t h e  

c o m b i n e d  a q u e o u s  p h a s e s  w e r e  e x t r a c t e d  w i t h  

p h e n o l / c h l o r o f o r m  ( 1 : 1 )  r e p e a t e d l y  u n t i l  t h e  i n t e r f a c e  

d i s a p p e a r e d  ( u s u a l l y  2 - 3  t i m e s )  a n d  f i n a l l y  w i t h  c h l o r o f o r m  

a l o n e  p r i o r  t o  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n .

V a r i a t i o n s  o f  t h i s  p r o t o c o l  i n c l u d e d :  o m i s s i o n  o f  

b e n t o n i t e  o r  p r o t e i n a s e  K  o r  b o t h  i n  t h e  d i s r u p t i o n  b u f f e r ;  

o m i s s i o n  o f  t h e  i n i t i a l  p h e n o l  e x t r a c t i o n  ( p o l y a d e n y l a t e d  

R N A s  a r e  s o m e t i m e s  s e q u e s t e r e d  a t  p h e n o l - a q u e o u s  b u t  n o t  

p h e n o l / c h l o r o f o r m - a q u e o u s  i n t e r f a c e s ;  H A R I  e t  a l . , 1 9 7 9 ) ;  

a n d  o m i s s i o n  o f  t h e  s o l v e n t  e x t r a c t i o n  c o m p l e t e l y  i f  

s u c r o s e  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  p u r i f i c a t i o n  ( 2 . 1 2 . 1 )  w a s  

t o  b e  p e r f o r m e d  ( p h e n o l  e x t r a c t i o n  h a s  b e e n  f o u n d  t o  b e  

u n s u i t a b l e  f o r  p u r i f i c a t i o n  o f  s o m e  p o t y v i r a l  R N A s ;  E R A K K E  

& V A N  P E L T ,  1 9 7 0 ) .



2 .1 1 .2 P u r i f i c a t i o n  of-Viral RITA

RITA w a s  e x t r a c t e d  f r o m  p u r i f i e d  v i r u s  p r e p a r a t i o n s  by- 

a d j u s t i n g  t o  1 x R N A  e x t r a c t i o n  b u f f e r  u s i n g  c o n c e n t r a t e d  

s t o c k s  a n d  t r e a t i n g  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  ( 2 . 1 1 . 1 b ) .

A l t e r n a t i v e l y ,  i t  w a s  s o m e t i m e s  f o u n d  t o  b e  m o re  

c o n v e n i e n t  t o  p u r i f y  v i r a l  RITA f r o m  c r u d e  RN A  p r e p a r a t i o n s  

( 2 . 1 1 . 1 b )  b y  s u c r o s e  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  ( 2 . 1 2 . 1 )  o r  

e l u t i o n  f r o m  g e l s  ( 2 . 1 1 . 7 )

2.11.3 Total RNA Extraction from Plants

T o t a l  RITA w a s  e x t r a c t e d  f r o m  h e a l t h y  a n d  B a Y M V - i n f e c t e d  

b a r l e y  p l a n t s  b y  t h e  m e t h o d  o f  P A R I S H  & K I R B Y ,  ( 1 9 6 6 )  a s  

m o d i f i e d  b y  R . T o w n s e n d  ( p e r s .  c o m m . ) .  P l a n t  m a t e r i a l  w a s  

g r o u n d  i n  a  b a k e d  m o r t a r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  l i q u i d  

n i t r o g e n ,  t r a n s f e r r e d  t o  a  W a r i n g  b l e n d o r  a n d  h o m o g e n i s e d  

w i t h  l v o l  K i r b y  m i x  ( 1 %  t r i - i s o p r o p y l n a p h t h a l e n e  s u l p h o n a t e  

(T IT S ) ,  6 %  s o d i u m  4 - a m i n o  s a l i c y l a t e ,  5 0 m H  t r i s - H C l  ( p H 8 . 3 ) ,  

6 %  ( v / v )  t r i s - b u f f e r e d  p h e n o l )  i n t e r m i t t e n t l y  f o r  3 0 m i n  a t

4 ° C . l v o l  p h e n o l / c h l o r o f o r m  w a s  a d d e d  a n d ( a f t e r  m i x i n g  f o r  

5 m in ,  t h e  e m u l s i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  5 , 0 0 0 x g  f o r  1 5 m i n .  T h e  

a q u e o u s  p h a s e  w a s  r e m o v e d ,  r e - e x t r a c t e d  t w i c e  w i t h  

p h e n o l / c h l o r o f o r m  a s  a b o v e  a n d  n u c l e i c  a c i d s  w e r e  

p r e c i p i t a t e d  w i t h  0 . 2 M  s o d i u m  a c e t a t e  a n d  2 . 5 v o l  e t h a n o l  a t  

- 2 0 ° C  o v e r n i g h t .  N u c l e i c  a c i d s  w e r e  c o l l e c t e d  b y  

c e n t r i f  u g - a t i o n  - a t  5 , 0 0 0 x g  f o r  l O m in ,  w a s h e d  i n  8 0 %  ( v / v )

e t h a n o l / 0 . 1 5 M  s o d i u m  a c e t a t e  ( p H 6 . 5 ) ,  d r i e d  i n  v a c u o  a n d  

d i s s o l v e d  i n  dH=>0. A f t e r  a d d i t i o n  o f  3 v o l  4 M  l i t h i u m  

a c e t a t e  ( p H 6 . 0 )  i n s o l u b l e  R N A  w a s  a l l o w e d  t o  p r e c i p i t a t e  a t  

0 CC  f o r  l h  t h e n  w a s  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 5 , 0 0 0 x g  

f o r  1 5 r a in  a n d  w a s h e d  t w i c e  w i t h  3 N  l i t h i u m  a c e t a t e .  D r a i n e d  

p e l l e t s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  50m M  t r i s - H C l  ( p H 7 . 6 )  c o n t a i n i n g  

5mM M gC l^ :  a n d  i n c u b a t e d  a t  O ' C  f o r  3 0 m i n  w i t h  2 5 p g / m l

R N a s e - f r e e  D N a s e  I  ( s e e  2 . 5 . 3 ) .  A f t e r  e x t r a c t i o n  w i t h



p h e n o l / c h l o r o f o r m  a n d  c h l o r o f o r m  R N A  w a s  p r e c i p i t a t e d  w i t h  

0 . 3 N  s o d i u m  a c e t a t e  ( p H 6 . 5 )  a n d  2 . 5 v o l  e t h a n o l  a t  - 2 0 ° C  

o v e r n i g h t .

^ 2.11.4 Selection of Polyadenylated RNA

P o l y a d e n y l a t e d  R N A s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  t o t a l  p l a n t  B R A  

b y  o i l  g o  d T - c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  e s s e n t i a l l y  a s  

d e s c r i b e d  b y  K A N I A T I S  e t  a l . ( 1 9 8 2 ) .  A c o l u m n  w a s  m ade  i n  a

2 m l  d i s p o s a b l e  s y r i n g e  u s i n g  0 . 5 g  o l i g o  d T  ( S i g m a )  

s u s p e n d e d  i n  l o a d i n g  b u f f e r  ( lO m M  t r i s - H C l  ( p H 7 . 5 ) ,  5 0 0 m M

N a C I , 0 . 1 %  s a r k o s y l  ( K o c h - L i g h t ) ) .  T h e  c o l u m n  w a s  w a s h e d  i n

2 c o l u m n  v o l u m e s  o f  0 . I N  N aO H  a n d  t h e n  w a s h e d  a n d  

e q u i l i b r a t e d  i n  l o a d i n g  b u f f e r .  2m g  t o t a l  p l a n t  R N A

( 2 . 1 1 . 3 )  w a s  d i s s o l v e d  i n  1m l T E  a n d  h e a t e d  t o  6 5  * C  f o r  

2 m in .  A n  e q u a l  v o l u m e  o f  2 x  l o a d i n g  b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  

b r o m o p h e n o l  b l u e  w a s  a d d e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e  R N A  

w a s  l o a d e d  o n t o  t h e  c o l u m n  (R N A  w a s  h e a t e d  t o  6 5  ° C  i n  a  

r e l a t i v e l y  l a r g e  v o l u m e  a n d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  s a l t  t o  

a s s i s t  i n  i t s  c o m p l e t e  d e n a t u r a t i o n ) . T h e  f i r s t  c o l u m n  

v o l u m e  o f  e l u a t e ,  m o n i t o r e d  b y  t h e  p r o g r e s s  o f  t h e  d y e ,  w a s  

c o l l e c t e d ,  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  c o l u m n  a g a i n ,  r e c o l l e c t e d  a n d  

e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d .  T h i s  f r a c t i o n  w a s  d e s i g n a t e d  " p o l y  A ~  

R N A "  . T h e  c o l u m n  w a s  w a s h e d  w i t h  f o u r  f u r t h e r  c o l u m n  

v o l u m e s  o f  l o a d i n g  b u f f e r  t h e n  " p o l y  A"'' R N A "  w a s  e l u t e d  

w i t h  e l u t i o n  b u f f e r  (5m M  t r i s - H C l  ( p H 7 . 5 ) ,  lm N  E D T A ,  0 . 1 %  

s a r k o s y l ) .  F r a c t i o n s  o f  0 . 5 m l  w e re  c o l l e c t e d ,  O D * s  m e a s u r e d  

a t  2 6 0 n m  u s i n g  a c i d - w a s h e d  c u v e t t e s  a n d  u v - a b s o r b a n t  

f r a c t i o n s  p o o l e d  a n d  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  c a r r i e r  t R N A  ( S i g m a )  ( 2 0 p g / m l ) .

\ 8 0



♦

D o u b l e - s t r a n d e d  ( d s )  RN A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  p l a n t s  

m e c h a n i c a l l y - i n o c u l a t e d  o r  n a t u r a l l y  i n f e c t e d  w i t h  B a Y M V  

a n d  f r o m  h e a l t h y  p l a n t s  b y  t h e  m e t h o d  o f  Z E L C E R  e t  a l . 

( 1 9 8 1 )  a n d  p u r i f i e d  b y  t h e  c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  m e t h o d  

o f  F R A N K L I N  ( 1 9 6 6 )  a s  m o d i f i e d  b y  ( a )  Z E L C E R  e t  a l  . ( 1 9 8 1 )  

o r  ( b )  M O R R I S  & D O D D S  ( 1 9 7 9 ) .  B a t c h  p u r i f i c a t i o n  ( c )  w a s  

c a r r i e d  o u t  a s  i n  M O R R I S  e t  a l.  ( 1 9 8 3 ) .

F o r  l a r g e - s c a l e  e x t r a c t i o n s  u p  t o  2 0 0 g  f r e s h  o r  f r o z e n  

l e a f  o r  r o o t  t i s s u e  w a s  g r o u n d  i n  a  c h i l l e d  m o r t a r  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  l i q u i d  n i t r o g e n ,  t r a n s f e r r e d  t o  a  W a r i n g  

b l e n d o r ,  t h a w e d , a n d  f u r t h e r  h o m o g e n i s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

l v o l  G P S  b u f f e r  ( 0 . 2 M  g l y c i n e ,  0 . 1 M  N a ^ H P O * , 0 . 6 M  N a C l  

( p H 9 . 6 ) ) ,  O . l v o l  1 0 %  S D S ,  O . O O l v o l  2 - m e r c a p t o e t h a n o l , l v o l  

G P S - s a t u r a t e d  p h e n o l  a n d  l v o l  c h l o r o f o r m / i s o a m y l  a l c o h o l  

( 2 5 : 1 ) ,  i n t e r m i t t e n t l y  f o r  3 0 m i n  a t  4 * C .  T h e  h o m o g e n a t e  w a s  

c e n t r i f u g e d  a t  1 0 , 0 0 0 r p m  f o r  l O m i n  t o  s e p a r a t e  t h e  p h a s e s  

t h e n  t h e  a q u e o u s  p h a s e  w a s  d e c a n t e d  a n d  p a s s e d  t h r o u g h  

s t e r i l e  m u s l i n  t o  r e m o v e  a n y  p l a n t  d e b r i s .  d s R N A  w a s  e i t h e r  

( a )  f u r t h e r  p u r i f i e d  b y  d i g e s t i o n  o f  D N A  a n d  p r e c i p i t a t i o n  

o f  s s R N A  w i t h  2 M  L i C l  p r i o r  t o  C F l l - c e l l u l o s e  

c h r o m a t o g r a p h y  o r  ( b )  s e l e c t e d  d i r e c t l y  o n  C F l l - c e l l u l o s e .

a )  N u c l e i c  a c i d  w a s  p r e c i p i t a t e d  f o r  a t  l e a s t  3 h  a t  - 2 0 ' C ,  

c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 , O O O rpm  f o r  2 0 m i n ,  

r e s u s p e n d e d  i n  50m M  t r i s - H C l  ( p H 7 . 5 )  a n d  d i a l y s e d  o v e r n i g h t  

a g a i n s t  2 1  o f  t h e  s a m e  b u f f e r  a t  4 * C  t o  r e m o v e  l o w  

m o l e c u l a r  w e i g h t  i m p u r i t i e s  s u c h  a s  s o l v e n t  m o l e c u l e s ,  

p l a n t  p h e n o l i c s  e t c .  T h e  n u c l e i c  a c i d  s o l u t i o n  w a s  t h e n  

c l a r i f i e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 , O O O rpm  f o r  5 m in ,  m ade  

lOm M  w i t h  r e s p e c t  t o  M g C lz :  a n d  i n c u b a t e d  w i t h  5 0 / i g / m l  D N a s e  

I  ( 2 . 5 . 3 )  f o r  4 0 m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  R N A  w a s  

p r e c i p i t a t e d  w i t h  2 v o l  e t h a n o l  a n d  lOO m M  s o d i u m  a c e t a t e  

( p H 6 . 5 )  a t  - 2 0 °C f o r  a t  l e a s t  3 h ,  c o l l e c t e d  b y  

c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 , O O O rpm  f o r  2 0 m i n ,  d r i e d  i n  v a c u o  a n d

2.11.5 Double-Stranded RNA Extraction from Plants

81



r e s u s p e n d e d  d i r e c t l y  i n  5 - 1 Oml 2 M  L i C l . A l t e r  m i x i n g  f o r  

l O m i n  t h e  s l u r r y  w a s  c e n t r i f u g e d  f o r  2 0 m i n  a t  1 0 , 0 0 0 r p m  a n d  

t h e  s a l t - s o l u b l e  n u c l e i c  a c i d s  w e r e  p r e c i p i t a t e d  w i t h  3 v o l  

e t h a n o l  a t  - 7 0 ° C  f o r  l h .  T h e  p r e c i p i t a t e  w a s  c o l l e c t e d  b y  

c e n t r i f u g a t i o n  f o r  2 0 m i n  a t  1 0 , 0 0 0 r p m ,  r e s u s p e n d e d  i n  S T E  

b u f f e r  a n d  a d j u s t e d  t o  1 7 . 5 %  e t h a n o l .  C F 1 1 - c e l l u l o s e  

(W h a t m a n )  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  s u s p e n d e d  i n  0 . 1 N  NaO H, 

w a s h e d  e x t e n s i v e l y  w i t h  d H ::.:0  t o  l o w e r  t h e  pH  a n d  s t o r e d  i n  

S T E .  5 m l  c o l u m n s  w e r e  m ade  i n  s y r i n g e  b a r r e l s  w i t h  g l a s s  

w o o l  p l u g s ,  w a s h e d  w i t h  S T E  t h e n  e q u i l i b r a t e d  w i t h  1 7 . 5 %  

e t h a n o l / S T E .  S a m p l e s  i n  1 7 . 5 %  e t h a n o l / S T E  w e r e  l o a d e d  o n t o  

t h e  c o l u m n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e  c o l u m n  w a s  w a s h e d  

e x t e n s i v e l y  w i t h  1 7 . 5 %  e t h a n o l / S T E  t o  e l u t e  r e s i d u a l  DN A  

a n d  s s R N A  u n t i l  t h e  OD a t  2 6 0 n m  o f  t h e  e l u a t e  w a s  l e s s  t h a n  

0 . 0 1 .  d s R N A  w a s  t h e n  e l u t e d  s e q u e n t i a l l y  w i t h  0 . 5 m l  

a l i q u o t s  o f  S T E ,  t h e  O D ' s  o f  t h e  d i f f e r e n t  f r a c t i o n s  

m o n i t o r e d  a n d  t h e  u v - a b s o r b e n t  f r a c t i o n s  p o o l e d  a n d  e t h a n o l  

p r e c i p i t a t e d .  Y e a s t  t R N A  a t  5 / ig / m l  w a s  u s e d  a s  a  

p r e c i p i t a t i o n  c a r r i e r  w h e n  n e c e s s a r y .

b )  A l t e r n a t i v e l y  d s R N A  w a s  p u r i f i e d  d i r e c t l y  f r o m  t o t a l  

n u c l e i c  a c i d s  a s  d e s c r i b e d  i n  M O R R I S  & D O D D S  ( 1 9 7 9 )  

m o d i f i e d  f o r  l a r g e  v o l u m e s .  T h e  n u c l e i c  a c i d  s o l u t i o n  w a s  

a d j u s t e d  t o  1 7 . 5 %  e t h a n o l  t h e n  C F l l - c e l l u l o s e ,  w i t h o u t  p r e ­

t r e a t m e n t ,  w a s  a d d e d  a t  t h e  r a t e  o f  0 . 0 2 g / g  p l a n t  t i s s u e .  

T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  4 ' C  f o r  3 0 m i n  t h e n  t h e  c e l l u l o s e  

w a s  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 , O O O rpm  f o r  5 m i n  a n d  

w a s h e d  f o u r  t i m e s  w i t h  1 7 . 5 %  e t h a n o l / S T E  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  ( C F l l - c e l l u l o s e  w a s  w a s h e d  a n d  c o l u m n s  w e r e  

e l u t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  s i n c e  a t  4 ° C  s o m e  c e l l u l a r  s s R N A  

h a s  s u f f i c i e n t  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  t o  b i n d  t o  t h e  c e l l u l o s e  

i n  1 7 . 5 %  e t h a n o l ) .  T h e  c e l l u l o s e  w a s  t h e n  p a c k e d  i n t o  a  

c o l u m n ,  w a s h e d  w i t h  1 7 . 5 %  e t h a n o l / S T E  a n d  d s R N A  w a s  e l u t e d  

a s  i n  ( a )  . T r a c e s  o f  D N A  a n d  s s R N A  w e r e  r e m o v e d  b y  D N a s e  I  

d i g e s t i o n  a n d  L i C l - f r a c t i o n a t i o n  a s  a b o v e .
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c )  d s R N A  e x t r a c t i o n s  o f  s m a l l  a m o u n t s  o f  t i s s u e  ( 0 . 5 g )  w e r e  

c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  a s  i n  M O R R I S  e t  a 1 . ( 1 9 8 3 ) .  T i s s u e  

w a s  p o w d e r e d  i n  l i q u i d  n i t r o g e n  i n  a  s m a l l  m o r t a r  a n d  

h o m o g e n i s e d  i n  0 . 7 m l  2 x S T E ,  0 . 3 m l  1 0 %  S D S  a n d  0 . 1 m l  

b e n t o n i t e  ( 4 0 m g / m l ,  p r e p a r e d  a s  i n  2 . 5 . 2 ) .  T h e  h o m o g e n a t e  

w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  1 . 5 m l  E p p e n d o r f  t u b e ,  a g i t a t e d  f o r  

lO r a in  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  c l a r i f i e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  

f o r  2 m in .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  s e c o n d  t u b e  

c o n t a i n i n g  0 . 0 2 g  C F l l - c e l l u l o s e  p o w d e r ,  a d j u s t e d  t o  1 7 . 5 %  

e t h a n o l  a n d  s h a k e n  f o r  lO m in .  C e l l u l o s e  w a s  c o l l e c t e d  b y  

c e n t r i f u g a t i o n  f o r  2 m in  a n d  w a s h e d  b y  r e s u s p e n d i n g  i n  1 7 . 5 %  

e t h a n o l / S T E  f i v e  t i m e s .  d s R N A  w a s  e l u t e d  w i t h  a  f i n a l  w a s h  

o f  0 . 4 m l  S T E  a n d  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d  p r i o r  t o  a n a l y s i s  o n  

g e l s .

T h e  i d e n t i t y  o f  D N a s e - r e s i s t a n t ,  2 M  L i C l - s o l u b l e  n u c l e i c  

a c i d s  w a s  f u r t h e r  c o n f i r m e d  b y  R N a s e  A s e n s i t i v i t y  i n  h i g h  

o r  l o w  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s  ( Z E L C E R  e t  a l ., 1 9 8 1 ) .  d s R N A  i s  

r e s i s t a n t  t o  d i g e s t i o n  b y  R N a s e  A i n  2 x S S C  b u t  s u s c e p t i b l e  

i n  O . l x S S C .  s s R N A  i s  s u s c e p t i b l e  u n d e r  b o t h  c o n d i t i o n s .  

I n c u b a t i o n s  w e r e  a t  3 7 °C f o r  3 0 m i n  w i t h  R N a s e  A a t  

0 .5/jLg/m l.  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n s  R N a s e  w a s  d i g e s t e d  w i t h  

p r o t e i n a s e  K  ( 5 0 p g / m l  f o r  1 5 m in  a t  3 7 * 0  , s o l u t i o n s  w e r e  

e x t r a c t e d  o n c e  w i t h  p h e n o l / c h l o r o f o r m  a n d  e l e c t r o p h o r e s e d  

d i r e c t l y  o r  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d .

2.11.6 Isolation of Polysoaes

P o l y s o m e s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  H o r d e u m  v u l g a r e  p l a n t s  b y  

t h e  m e t h o d  o f  J A C K S O N  & L A R K I N S  ( 1 9 7 6 )  a s  m o d i f i e d  b y  

P A L U K A I T I S  e t  a l . ( 1 9 8 3 ) .  P l a n t  m a t e r i a l  w a s  h a r v e s t e d  f r o m

h e a l t h y  a n d  B a Y M V - i n f e c t e d  p l a n t s  4 2  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  

( 2 . 7 . 3 a ) .  M a t e r i a l  f r o m  m e r i s t e m a t i c  a s  w e l l  a s  y o u n g  a n d  

o l d  l e a v e s  w a s  t a k e n .  A l l  f u r t h e r  m a n i p u l a t i o n s  w e r e  

c a r r i e d  o u t  a t  4 ° C .  3 . 5 g  p l a n t  m a t e r i a l  w a s  g r o u n d  o n  i c e



i n  a  c h i l l e d  m o r t a r  w i t h  3 5 m l  b u f f e r  (2 0 0 m N  t r i s - H C l  

( p H 9 . 0 ) ,  4 0 0 m M  K C 1 , 2 0 0 m M  s u c r o s e ,  35m M  MgCl.;::, 25m M

e t h y l e n e  g l y c o l  b i s ( 2 - a m i n o e t h y l  e t h e r )  N , N ' - t e t r a c e t i c  

a c i d  ( E G T A ;  S i g m a ) , 1%  2 - m e r c a p t o e t h a n o l  ( S i g m a ) ) a n d  t h e

h o m o g e n a t e  w a s  s q u e e z e d  t h r o u g h  s t e r i l e  n y l o n  b o l t i n g  

c l o t h .  F o l l o w i n g  c e n t r i f u g a t i o n  o f  t h e  f i l t r a t e  a t  

1 5 , O O O rpm  f o r  l O m i n  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d e c a n t e d  a n d  T r i t o n  

X - 1 0 0  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 %  ( v / v )  . T h e

p o l y s o m e s  w e r e  t h e n  p e l l e t e d  t h r o u g h  a  4 m l  l a y e r  o f  1 . 7 5 M  

s u c r o s e  ( i n  40m M  t r i s - H C l  ( p H 9 . 0 ) ,  2 0 0 m M  K C L , 3 0 m M  M g C l s ,

5raM E G T A )  a t  5 0 ,  O O O rpm  f o r  6 0 m i n  i n  a  B e c k m a n  T y p e  6 5  

r o t o r .  T h e  c u s h i o n  i n t e r f a c e s ,  t h e n  t h e  p e l l e t s ,  w e r e  

w a s h e d  b r i e f l y  w i t h  s t e r i l e  d H ^ O  t o  r e m o v e  n o n - p o l y s o m a l  

m a t e r i a l  t h e n  t h e  p e l l e t s  w e r e  f r o z e n  a t  - 2 0 * C .

P e l l e t s  w e r e  t h a w e d  a n d  t r e a t e d  i n  o n e  o f  t h r e e  w a y s .  

T o t a l  p o l y s o m a l  R N A  w a s  i s o l a t e d  a s  i n  2 . 1 1 . 1 b .  P o l y s o m e s  

f o r  u s e  d i r e c t l y  i n  i n  v i t r o  t r a n s l a t i o n  ( I V T )  e x p e r i m e n t s  

w e r e  p r e p a r e d  b y  r e s u s p e n s i o n  o f  p e l l e t s  i n  2 0 0 / i l  o f  SmM 

t r i s - H C l  ( p H 8 . 5 )  , 5mM K C 1 , 2mtf M g C l =>. I n s o l u b l e  m a t e r i a l  

w a s  r e m o v e d  b y  m i c r o c e n t r i f u g a t i o n  f o r  5 m i n  a n d

s u p e r n a t a n t s  w e r e  e i t h e r  f r o z e n  a t  - 2 0 °C o r  u s e d

i m m e d i a t e l y  i n  I V T  i n c u b a t i o n s .  P o l y s o m a l  R N A ,  f r e e  f r o m  

e n c a p s i d a t e d  v i r a l  R N A ,  w a s  p r e p a r e d  b y  d i s r u p t i o n  o f  

p o l y s o m e s  i n  40m M  t r i s - H C l  ( p H 9 . 0 ) ,  15m M E D T A  f o r  l O m i n

f o l l o w e d  b y  h i g h  s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  

a n d  p h e n o l / c h l o r o f o r m  e x t r a c t i o n  a n d  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  

o f  t h e  s u p e r n a t a n t s  ( l e s s  t h e  s u c r o s e  c u s h i o n s ) . A n  a l i q u o t  

o f  t h i s  s u p e r n a t a n t  , p r i o r  t o  s o l v e n t  e x t r a c t i o n ,  w a s  

t e s t e d  b y  I S E M  ( 2 . 1 0 . 2 )  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  v i r u s

p a r t i c l e s .  P e l l e t s  f r o m  t h e  s e c o n d  r o u n d  o f

u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  w e r e  w a s h e d  a s  a b o v e  a n d  R N A  e x t r a c t e d  

a s  i n  2 . 1 1 . 1 b .  T h u s  t h r e e  f r a c t i o n s  o f  R N A  w e r e  p r o d u c e d :  

t o t a l  p o l y s o m a l  R N A ;  v i r a l  R N A - f r e e  p o l y s o m a l  R N A  a n d  

p o l y s o r a a l  R N A - f r e e  v i r a l  R N A .



2.11.7 Gel Purification of RNA

B a Y M V  R N A  w a s  p u r i f i e d  b y  d e n a t u r i n g  a g a r o s e  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  ( a )  e l e c t r o e l u t i o n ,  <b> e x t r a c t i o n  f r o m  

l o w  m e l t i n g  p o i n t  ( L M P )  g e l s  o r  < c )  f r e e z e / t h a w  t r e a t m e n t .

•  D s  R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  a g a r o s e  a n d  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s

b y  e l e c t r o e l u t i o n  a s  i n  ( a ) . O c c a s i o n a l l y  i m p u r i t i e s  w e r e  

r e m o v e d  b y  D E A E - c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  ( d > .

a )  E l e c t r o e l u t i o n  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  a n  I S C O  m o d e l  1 7 5 0  

s a m p l e  c o n c e n t r a t o r  ( A L L IN G T O N  e t  a l . , 1 9 7 8 )  a s  d e s c r i b e d

b y  Z A S S E N H A U S  e t  a l . ( 1 9 8 2 )  m o d i f i e d  a s  f o l l o w s .  T h e  d e s i g n

o f  t h e  e l e c t r o e l u t i o n  a p p a r a t u s  i s  i l l u s t r a t e d  b e l o w .

D i a l y s i s  m e m b ra n e  ( i n d i c a t e d  b y  d o t t e d  l i n e s )  w a s  h e l d  

i n  p l a c e  w i t h  p l a s t i c  c o m p r e s s i o n  r i n g s  a t  t h e  b o t t o m  o f  

t h e  s a m p l e  a n d  c o l l e c t i o n  c h a m b e r s .  C o m p a r t m e n t  A  o f  t h e  

e l e c t r o p h o r e s i s  t a n k  w a s  f i l l e d  w i t h  3 M  s o d i u m

a c e t a t e / 1 x T A E ,  c o m p a r t m e n t  B  w i t h  l O x T A E  a n d  t h e

e l e c t r o e l u t i o n  c u p  ( c o m p a r t m e n t  C )  c o n t a i n e d  T E .  E x c i s e d  

g e l  s l i c e s  w e r e  p l a c e d  i n  t h e  s a m p l e  c h a m b e r  a n d  

e l e c t r o e l u t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  1 0 0 V  f o r  l h  a t  4 4C. T h e  

e l u a t e  w a s  w i t h d r a w n  f r o m  t h e  c o l l e c t i o n  c h a m b e r  a f t e r  

f i r s t  c a r e f u l l y  r e m o v i n g  t h e  r e s t  o f  t h e  b u f f e r  i n  t h e  c u p  

t h e n  t h e  s a m e  b u f f e r  w a s  r e t u r n e d  t o  t h e  c u p  a n d  

e l e c t r o e l u t i o n  r e p e a t e d .  T h e  t w o  e l u a t e s  w e r e  p o o l e d ,  

e x t r a c t e d  w i t h  p h e n o l / c h i o r o f o r m  t o  r e m o v e  r e s i d u a l  a g a r o s e  

a n d  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d .



b )  R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  L M P  a g a r o s e  b y  a  m o d i f i c a t i o n  o f  

t h e  m e t h o d  i n  ( M A N I A T I S  e t  a l . , 1 9 8 2 ) .  R N A  w a s  d e n a t u r e d  

w i t h  M eH gO H  a n d  e l e c t r o p h o r e s e d  i n  g e l s  n o t  c o n t a i n i n g  

M eH gO H  ( 2 . 6 . 1 e > .  A f t e r  s t a i n i n g  b a n d s  w e r e  s l i c e d  o u t  o f  

t h e  g e l s ,  t r a n s f e r r e d  t o  1 . 5 m l  E p p e n d o r f  t u b e s  a n d  v o l u m e s  

w e r e  e s t i m a t e d .  2 v o l  1 %  S D S  a n d  3 v o l  p h e n o l  w e r e  a d d e d  a n d  

m i x t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  6 5  * C  w i t h  o c c a s i o n a l  v o r t e x i n g  

u n t i l  a  c l e a r  o n e  p h a s e  s o l u t i o n  w a s  o b t a i n e d  O S m i n ) . 

T u b e s  w e r e  c h i l l e d  o n  i c e  u n t i l  w h i t e  e m u l s i o n s  w e r e  f o r m e d  

( 2 - 3 m i n )  t h e n  m i c r o c e n t r i f u g e d  f o r  l O m in .  S u p e r n a t a n t s  v/ere 

r e m o v e d  a n d  i n t e r f a c e s  w e r e  r e - e x t r a c t e d  w i t h  0 . 5 v o l  d £ b O  

a t  6 5  ‘C  a s  d e s c r i b e d .  C o m b i n e d  a q u e o u s  p h a s e s  w e r e  

e x t r a c t e d  w i t h  p h e n o l / c h l o r o f o r m  r e p e a t e d l y  u n t i l  t h e r e  w a s  

n o  i n t e r f a c e ,  o n c e  w i t h  c h l o r o f o r m  a n d  t h e n  R N A  w a s  e t h a n o l  

p r e c i p i t a t e d .

c )  R N A  w a s  e l u t e d  f r o m  g e l  s l i c e s  a t e r  d e n a t u r i n g  a g a r o s e  

e l e c t r o p h o r e s i s  b y  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  m e t h o d  o f  T A U T Z  & 

R E N Z  ( 1 9 8 3 ) .  S t e r i l e  2 m l d i s p o s a b l e  s y r i n g e s  w e r e  p r e p a r e d  

b y  s l i c i n g  o f f  t h e  n o z z l e  w i t h  a  h o t  s c a l p e l  l e a v i n g  a  

s m a l l  h o l e  i n  i t s  p l a c e .  G e l  s l i c e s  w e r e  s q u e e z e d  t h r o u g h  

t h i s  s y r i n g e  i n t o  a n  e p p e n d o r f  t u b e ,  m i x e d  w i t h  3 v o l  T E  

c o n t a i n i n g  1M N a C l  w h i c h  h a d  b e e n  u s e d  t o  w a s h  t h e  s y r i n g e  

a n d  f r o z e n  a t  - 7 0 ‘ C. C a p l e s s  0 . 5 m l  e p p e n d o r f  t u b e s ,  t h e  

b o t t o m s  o f  w h i c h  h a d  b e e n  p u n c t u r e d ,  w e r e  p a c k e d  w i t h  a  

s m a l l  a m o u n t  o f  b a k e d ,  s i l i c a n i s e d  g l a s s  w o o l  a n d  s u s p e n d e d  

i n  c a p l e s s  1 . 5 m l  e p p e n d o r f  t u b e s . - - G e l  s l u r r i e s  w e r e  t h a w e d ,  

t r a n s f e r r e d  t o  t h e s e  0 . 5 m l  t u b e s  a n d  m i c r o c e n t r i f u g e d  f o r  

3 0 s .  E l u a t e s  w e r e  c o l l e c t e d  i n  t h e  1 . 5 m l  t u b e s  a n d  a g a r o s e  

r e s i d u e s  w e r e  r e - e x t r a c t e d  w i t h  7 5 p l  e a c h  o f  t h e  s a m e  

b u f f e r  a s  d e s c r i b e d .  C o m b i n e d  e l u a t e s  w e r e  e x t r a c t e d  w i t h  

p h e n o l / c h l o r o f o r m  u n t i l  t h e  i n t e r f a c e  d i s a p p e a r e d  t h e n  o n c e  

w i t h  c h l o r o f o r m  a n d  t h e n  R N A  w a s  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d .
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d> D E A E - c e l l u l o s e  ( S i g m a ?  w a s  w a s h e d  b y  d e c a n t a t i o n  i n  0 . 5 N  

H C 1 , 0 . 5 N  N aO H  a n d  f i n a l l y  i n  d H - 0  t o  l o w e r  pH. " F i n e s "

w e re  c o n c o m m i t t a n t l y  r e m o v e d  i n  t h i s  w a y .  0 . 2 m l  c o l u m n s  

w e r e  m ade  i n  2 m l  s t e r i l e  d i s p o s a b l e  s y r i n g e s  a n d  

e q u i l i b r a t e d  i n  lO m M  t r i s - H C l  ( p H 7 . 5 ) ,  0 . 3 M  N a C l .  RN A  w a s  

l o a d e d  a n d  c o l u m n s  w e r e  w a s h e d  i n  t h e  s a m e  b u f f e r  t h e n  R N A  

w a s  e l u t e d  w i t h  l O O p l  a l i q u o t s  o f  lOm M  t r i s - H C l  ( p H 7 . 5 )  

c o n t a i n i n g  7M  u r e a  a n d  1M  N a C l . E l u a t e s  w e r e  m o n i t o r e d  b y  

s p o t t i n g  2 p l  s a m p l e s  o n  a g a r o s e  p l a t e s  c o n t a i n i n g  0 . 5 p g / m l  

e t h i d i u m  b r o m i d e  a n d  v i e w i n g  o n  a  t r a n s i l l u m i n a t o r .  

F r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  R N A  w e r e  p o o l e d  a n d  e t h a n o l  

p r e c i p i t a t e d .

2.12 Sucrose Density Gradient Centrifugation

•  S u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  w a s  u s e d  t o

f r a c t i o n a t e  R N A ,  c D N A  a n d  v i r u s  p r e p a r a t i o n s .  L i n e a r  

g r a d i e n t s  w e r e  m ade  b y  l a y e r i n g  f o u r  a p p r o p r i a t e  s u c r o s e  

s o l u t i o n s  (e.g 5 , 1 0 , 1 5  a n d  2 0 %  s o l u t i o n s  f o r  a  5 - 2 0 %  

g r a d i e n t )  i n  t h e  r e l e v a n t  c e n t r i f u g e  t u b e s  a n d  a l l o w i n g  

t h e m  t o  d i f f u s e  a t  4® C  o v e r n i g h t .

2.12.1 RNA

C r u d e  v i r a l  R N A  p r e p a r a t i o n s  w e r e  f r a c t i o n a t e d  o n  5 m l 

5 - 2 0 %  s u c r o s e  ( R H a s e - f r e e ,  S i g m a )  g r a d i e n t s  m ade  u p  i n  T E S  

(10m M  t r i s - H C l  < p H 7 . 5 ) ,  lm M  E D T A ,  lOO m M  N a C l ) .  R N A ,  

p r e p a r e d  a s  i n  2 . 1 1 . 1 b ,  w a s  t r e a t e d  w i t h  5 0 p g / m l  D N a s e  I  

( R N a s e - f r e e ,  2 . 5 . 3 )  a t  3 7 ° C  f o r  1 5 m in ,  p r e c i p i t a t e d  w i t h  2 H  

L i C l  f o r  4 h  a t  0 ‘ C  t o  r e m o v e  s o m e  o f  t h e  h e t e r o g e n e o u s  l o w  

m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A ,  c o l l e c t e d  b y  m i c r o c e n t r i f u g a t i o n  f o r  

l O m i n  a n d  w a s h e d  t w i c e  w i t h  7 0 %  e t h a n o l .  R N A  p e l l e t s  w e r e  

d i s s o l v e d  i n  T E S ,  0 . 1 %  S D S  ( u p  t o  lO m g / m l  t o t a l  R N A ) ,  

h e a t e d  t o  6 5  ®C f o r  2 m in ,  q u i c k - c o o l e d  i n  i c e - w a t e r  a n d
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m i c r o c e n t r i f u g e d  f o r  5 m in .  S u p e r n a t a n t s  w e r e  l a y e r e d  o n t o  

g r a d i e n t s  < i 2 0 0 p l / g r a d i e n t ) a n d  c e n t r i f u g e d  i n  a  B e c k m a n  

S W 5 0 . 1  r o t o r  a t  4 0 , 0 0 0 r p m  f o r  4 h  a t  1 0 * C .  G r a d i e n t s  w e r e  

f r a c t i o n a t e d  b y  h a n d  i n t o  0 . 2 5 m l  a l i q u o t s  a n d  5 p l  s a m p l e s  

o f  e a c h  f r a c t i o n  w e r e  e l e c t r o p h o r e s e d  i n  d e n a t u r i n g  a g a r o s e  

g e l s  < 2 . 6 .  l b )  t o  l o c a t e  R N A s  o f  i n t e r e s t .  F r a c t i o n s  

c o n s i s t i n g  o f  t h e  s a m e  R N A  s p e c i e s  w e r e  p o o l e d ,  d i l u t e d  3 x  

a n d  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d .

2 . 1 2 . 2  cBKA

S i n g l e - s t r a n d e d  c D N A  w a s  f r a c t i o n a t e d  o n  a l k a l i n e  

s u c r o s e  g r a d i e n t s  ( K E I D E C K E R  & M E S S I N G ,  1 9 8 3 )  ( a )  a n d

d o u b l e - s t r a n d e d  c D N A  o n  n e u t r a l  g r a d i e n t s  ( b ) .

a )  1 6 m l  a l k a l i n e  g r a d i e n t s  ( 1 5 - 3 0 % )  w e r e  m ade  u p  i n  0. I N  

N aO H , 1M  N a C l , 2mM E D T A .  S a m p l e s  o f  c D N A  a t  t h e  e n d  o f  

r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  r e a c t i o n s  ( 2 . 1 3 . 2 )  w e r e  a d j u s t e d  t o  

0 . 3 N  N aO H , h e a t e d  t o  6 5 ® C  f o r  2 0 m in ,  a d j u s t e d  t o  1M  N a C l  

a n d  2mM E D T A  t h e n  l o a d e d  o n t o  a l k a l i n e  g r a d i e n t s  a n d  

c e n t r i f u g e d  f o r  1 8 h  a t  1 0 * C  i n  a  B e c k m a n  S W 2 8 . 1  r o t o r  a t  

2 7 , 0 0 0 r p m .  G r a d i e n t s  w e r e  h a n d  f r a c t i o n a t e d  i n t o  0 . 5 m l  

a l i q u o t s ,  r a d i o a c t i v i t y  w a s  l o c a t e d  u s i n g  a  m i n i - m o n i t o r  

a n d  t h e  s i z e s  o f  c D N A s  i n  e a c h  a l i q u o t  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  

a l k a l i n e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 . 6 . I d ) ,  g e l - d r y i n g  ( 2 . 6 . 5 )  

a n d  a u t o r a d i o g r a p h y  ( 2 . 1 5 . 3 ) .  F r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  c D N A s  o f  

d e s i r e d  s i z e  w e r e  p o o l e d ,  n e u t r a l i s e d  w i t h  a c e t i c  a c i d ,  

d i l u t e d  3x a n d  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d .

b) D o u b l e - s t r a n d e d  p r o d u c t s  o f  2 n d  s t r a n d  s y n t h e s i s  

r e a c t i o n s  ( 2 . 1 3 . 2 )  w e r e  f r a c t i o n a t e d  a n a l o g o u s l y  o n  n e u t r a l  

1 6 m l  1 5 - 3 0 %  s u c r o s e  g r a d i e n t s  m ade  u p  i n  50m M  t r i s - H C l  

( p H 7 . 4 ) , l m M  E D T A  e x c e p t  t h a t  s a m p l e s  w e r e  n o t  d e n a t u r e d  

b e f o r e  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  f r a c t i o n s  w e r e  n o t  n e u t r a l i s e d  

p r i o r  t o  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n .



P a r t i a l l y  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n s  o f  B a Y N V  w e r e  s u b j e c t e d  

t o  a  l O m i n  c l e a r i n g  s p i n  a t  8 , 0 0 0 r p m  t h e n  l a y e r e d  o n t o  3 6 m l  

1 0 - 4 0 %  g r a d i e n t s  ( 2 m l  v i r u s / g r a d i e n t ) m ade  u p  i n  0 . 0 5 K  

s o d i u m  p h o s p h a t e  ( p H 7 . 3 >  a n d  c e n t r i f u g e d  i n  a  B e c k m a n  S W 2 8  

r o t o r  a t  2 5 , 0 0 0 r p m  f o r  2 . 5 h  a t  4 * 'C .  G r a d i e n t s  w e r e  

f r a c t i o n a t e d  u s i n g  a  G i l s o n  M i c r o c o l  T D C 8 0  f r a c t i o n a t o r  

a t t a c h e d  t o  a L K B  U v i c o r d  I I  t y p e  8 3 0 3 A .  F r a c t i o n s  w e r e  

m o n i t o r e d  f o r  v i r u s  b y  E M  ( 2 . 9 . 3 >  a n d  v i r u s  c o n t a i n i n g  

c o n e s  w e r e  p o o l e d ,  d i l u t e d  w i t h  5 v o l  0 . 0 5 M  s o d i u m  p h o s p h a t e  

( p H 7 . 3 >  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  3 0 , 0 0 0 r p m  f o r  2 h  i n  a  B e c k m a n  

T y p e  3 0  r o t o r  a t  4 ° C .  p e l l e t s  w e re  r e s u s p e n d e d  i n  t h e  s a m e  

b u f f e r  a n d  s t o r e d  a t  4 ‘ C  o r  a t  - 2 0 * C .

2.12.3 Virus

2.13 cDNA Synthesis

2.13.1 Preparation of cDNA probes

[ - l a b e l l e d  c D N A  p r o b e s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  b y  

G O U LD  & S Y M O N S  ( 1 9 7 7 )  a n d  T A Y L O R  e t  a l . ( 1 9 7 6 )  u s i n g  o l i g o

d T -  o r  r a n d o m - p r i m i n g  a n d  R N A  p u r i f i e d  a s  i n  2 . 1 1 . 2 .  R a n d o m  

p r i m e r  w a s  p r e p a r e d  b y  p a r t i a l  h y d r o l y s i s  o f  s a l m o n  s p e r m  

DMA ( S i g m a )  w i t h  D N a s e  I  ( W o r t h i n g t o n ) . D N A  w a s  d i s s o l v e d  

a t  5 m g / m l  i n  lOm M  t r i s - H C l  ( p H 8 . 3 )  c o n t a i n i n g  lOm M  M g C l - ;, 

D N a s e  I  w a s  a d d e d  t o  7 0 p g / m l  a n d  t h e  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  

f o r  2 h  a t  3 7 * C  f a l l o w e d  b y  h e a t i n g  t a  1 2 0 “C  i n  a  p a r a f f i n  

b a t h  t o  i n a c t i v a t e  t h e  D N a s e  I .  P r i m e r  w a s  q u i c k - c o o l e d  t o  

p r e v e n t  r e a n n e a l l i n g  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 °C. F o r  c D N A

s y n t h e s i s  l O p C i  [ oc-^-^P] d C T P  ( l m C i / m l ;  4 1 0 C i / m m o l :  A m e r s h a m )

w a s  d r i e d  i n  v a c u o ,  t a k e n  u p  i n  a  2 5 p l  r e a c t i o n  v o l u m e  

c o n t a i n i n g  50m M  t r i s - H C l  ( p H 8 . 3 ) ,  lO m M  MgCls.-, 140raM  K C 1 , 

30m M  2 - m e r c a p t o e t h a n o l , IraM e a c h  d A T P ,  d G T P  a n d  T T P  

( S i g m a ) ,  1 . 2 5 p g  o l i g o  d T i  1 ( P - L  B i o c h e m i c a l s )  o r  2 5 p g

p r i m e r  DNA, 0 . 5 - 2 p g  R N A  a n d  1 0 - 2 0 u  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e
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("Surer ET" : Anglian) and the reaction mixture was± '
i n c u b a t e d  a t  4 2  X  f o r  9 0 m i n .  T h e  r e a c t i o n  w a s  t e r m i n a t e d  

a n d  E N A  h y d r o l y s e d  b y  a d d i t i o n  o f  NaO H  t o  0 . 3 f t  a n d  

i n c u b a t i o n  a t  7 0 ® C  f o r  l h  o r  3 7 ° C  o v e r n i g h t .

R a d i o a c t i v e  c D N A  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  u n i n c o r p o r a t e d  

n u c l e o t i d e s  b y  t h e  " s p i n - c o l u m n "  p r o c e d u r e  o f  f t A N I A T I S  e t  

a l . ( 1 9 8 2 ) .  A c o l u m n  w a s  m ade  b y  f i l l i n g  a  2  m l d i s p o s a b l e

s y r i n g e  b a r r e l ,  p l u g g e d  w i t h  a  W h a tm a n  3MM  p a p e r  d i s c ,  w i t h  

S e p h a d e x  G 7 5  ( P h a r m a c i a )  w h i c h  h a d  b e e n  s u s p e n d e d  a n d  

a u t o c l a v e d  i n  T E .  T h e  c o l u m n  w a s  s u s p e n d e d  i n  a  1 5 m l  C o r e x  

t u b e ,  c e n t r i f u g e d  a t  l , 0 0 0 r p m  f o r  2 m in  i n  a  b e n c h - t o p  

c e n t r i f u g e  a n d  w a s h e d  w i t h  5 0 p l  T E  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a s  

a b o v e .  T h e  c D N A  r e a c t i o n  m i x  w a s  l o a d e d  o n t o  t h e  c e n t r e  o f  

t h e  c o l u m n  a n d  t h e  f i r s t  f r a c t i o n  w a s  c o l l e c t e d  i n  a  

c a p l e s s  1 . 5 m l  £ p p e n d o r f  t u b e  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  l , 0 0 0 r p m  

f o r  l m i n .  F u r t h e r  f r a c t i o n s  w e re  c o l l e c t e d  i n  s e p a r a t e  

t u b e s  b y  s e q u e n t i a l  a d d i t i o n  o f  5 0 /jl1 T E  a n d  c e n t r i f u g a t i o n  

a s  a b o v e .  T h e  r a d i o a c t i v i t y  i n  e a c h  t u b e  w a s  m e a s u r e d  w i t h  

a  m i n i - m o n i t o r  a n d  f r a c t i o n s  c o n s t i t u t i n g  t h e  f i r s t  e l u t i o n  

p e a k  w e r e  p o o l e d .  R a d i o a c t i v i t y  w a s  m e a s u r e d  b y  c o u n t i n g  a  

2p .l s a m p l e ,  s p o t t e d  a n d  d r i e d  o n t o  a  W h a tm a n  3M M  p a p e r  

d i s c ,  i n  8 m l  s c i n t i l l a n t  c o n t a i n i n g  2 v o l  t o l u e n e  t o  l v o l  

T r i t o n  X - 1 0 0  ( R o s e )  w i t h  0 . 4 %  2 , 5 - d i p h e n y l o x a z o l e  a n d  0 . 1 %  

1 , 4 - b i s C 2 - ( 5 - p h e n y l o x a z o l y l ) ] b e n z e n e  ( b o t h  S i g m a )  u s i n g  a  

P a c k a r d  " T r i - C a r b "  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  s p e c t r o m e t e r .

2 .  1 3 . 2  Aei CAPITA S y n t h e s i s

d s  c D N A  w a s  s y n t h e s i s e d  f o r  c l o n i n g  i n  M 13  b a c t e r i o p h a g e  

v e c t o r s  ( 2 . 1 8 )  b y  ( a )  t h e  " l o o p - b a c k "  m e t h o d  ( M A N I A T I S  e t  

a l . , 1 9 8 2 )  o r  ( b )  t h e  R N a s e  H m e t h o d  (W A T SO N  & J A C K S O N ,

1 9 8 5 ) .  I n  b o t h  c a s e s  f i r s t  s t r a n d  s y n t h e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  

a s  a b o v e  ( 2 . 1 3 . 1 )  e x c e p t  t h a t  r e a c t i o n  v o l u m e s  w e r e  5 0 p l  

a n d  c o n t a i n e d ,  i n  a d d i t i o n ,  2 5 p f t  d C T P  a n d  5 0 u  o f  R N a s i n  

( P & S ) .
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a )  T h i s  m e t h o d  r e l i e s  o n  t r a n s i e n t  h a i l — p i n  f o r m a t i o n  a t  

t h e  e n d s  o f  t h e  s i n g l e - s t r a n d e d  c D N A  p r o v i d i n g  p r i m e r s  

w h i c h  c a n  b e  e x t e n d e d  b y  t h e  " K l e n o w "  f r a g m e n t  o f  E . c o l i  

D N A  P o l  I .  T h e  p r o d u c t  i s  d s  c D N A  w i t h  a  l o o p  a t  o n e  e n d  

w h i c h  m u s t  b e  r e m o v e d  b y  S i  n u c l e a s e  o r  r e s t r i c t i o n  

e n d o n u c l e a s e  t r e a t m e n t .

1 s t  s t r a n d  c D N A  w a s  f r a c t i o n a t e d  o n  a l k a l i n e  s u c r o s e  

g r a d i e n t s  ( 2 . 1 2 . 2 a ) .  F r a c t i o n s  c o n s i s t i n g  o f  D N A  o f  ) 2 0 0  

b a s e s  ( a s  d e t e r m i n e d  b y  a l k a l i n e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ;

2 . 6 .  I d )  w e r e  p o o l e d ,  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d  a n d  r e s u s p e n d e d  

i n  2 0 p i  d H ^O .  1 0 / iC i  [ a 3 * 'P I  - d C T P  w a s  d r i e d  i n  v a c u o t t a k e n  

u p  i n  a  5 0 p l  r e a c t i o n  v o l u m e  c o n t a i n i n g  1 s t  s t r a n d  c D N A ,  

lOOm M H E P E S  ( p H 6 . 9 ) ,  lO m M  MgCl=.., 70m M K C 1 , 2mM D T T , 0 . 5 m M  

e a c h  d A T P ,  d G T P  a n d  T T P ,  1 2 5 p M  d C T P  a n d  5 u  " K l e n o w "  

f r a g m e n t  ( A m e r s h a m )  a n d  i n c u b a t e d  a t  1 5 °C o v e r n i g h t .  T h e  

r e a c t i o n  w a s  t e r m i n a t e d  b y  p h e n o l / c h l o r o f o r m  e x t r a c t i o n  a n d  

p r o d u c t s  w e r e  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d .

b )  I n  t h i s  m e t h o d  R N A - c D N A  h y b r i d s  a r e  n i c k e d  w i t h  R N a s e  H 

t h e n  n i c k - t r a n s l a t e d  b y  E . c o l i  D N A  P o l  I .  " R a g g e d  e n d s "  a r e  

f i l l e d  i n  b y  T 4  D N A  p o l y m e r a s e .

R N A - c D N A  h y b r i d s  w e r e  f r a c t i o n a t e d  o n  S e p h a d e x  G 7 5  a s  

a b o v e  b u t  o m i t t i n g  t h e  R N A  h y d r o l y s i s  s t e p .  E l u t e d  h y b r i d s  

w e r e  e x t r a c t e d  w i t h  p h e n o l / c h l o r o f o r m  a n d  c h l o r o f o r m ,  

e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d ,  d r i e d  i n  v a c u o  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  

2 5 p l  d H - ;0 .  l O p C i  C oc3;;::P ]  - d C T P  w a s  d r i e d  i n  v a c u o  a n d  t a k e n  

u p  i n  a  l O O p l  r e a c t i o n  v o l u m e  c o n t a i n i n g  1 s t  s t r a n d  c D N A ,  

iO Q ntK  H E P E S  ( p H 7 . 6 ) ,  4 m K  M g C l ^ ;, 70m M  K C 1 ,  0 . 1 3 %  ( v / v )  2 -

m e r c a p t o e t h a n o l , 0 . 2 m M  e a c h  d A T P ,  d G T P  a n d  T T P ,  5 p M  d C T P ,

3 0 u  E . c o l i  D N A  P o l  I  ( A m e r s h a m )  a n d  l u  R N a s e  H ( P - L ) / p g  

c D N A .  T h e  r e a c t i o n  m i x  w a s  i n c u b a t e d  f o r  l h  a t  1 4  °C  t h e n  

f o r  l h  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  r e a c t i o n  w a s  t e r m i n a t e d  b y  

a d d i t i o n  o f  E D T A  t o  5mM a n d  p r o d u c t s  w e r e  f r a c t i o n a t e d  o n  

S e p h a d e x  G 7 5 ,  d e p r o t e i n i s e d  a n d  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d  a s  

a b o v e .  R a g g e d  e n d s  w e r e  f i l l e d  i n  b y  r e s u s p e n d i n g  t h e  d s  

c D N A  i n  3 0 p l  o f  t h e  f o l l o w i n g  r e a c t i o n  m i x t u r e :  33m M  t r i s -



a c e t a t e  ( p H 7 . Q ) ,  6 6  mM p o t a s s i u m  a c e t a t e ,  lO m K  m a g n e s i u m

a c e t a t e ,  0 . 5 m M  D T T ,  O . lm M  e a c h  d A T P ,  d C T P ,  d G T P  a n d  T T P ,  

O . l m g / m l  B S A  ( n u c l e a s e - f r e e ;  P h a r m a c i a ;  a n d  9 u  T 4  DN A  

p o l y m e r a s e  ( A n g l i a n )  a n d  i n c u b a t i n g  a t  3 7 ° C  f o r  3 0 m i n .  T h e  

r e a c t i o n  w a s  t e r m i n a t e d  b y  p h e n o l / c h l o r o f o r m  e x t r a c t i o n  a n d  

t h e n  p r o d u c t s  w e r e  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d .

2.14 Hicfc-Translation-Qf JH13- RF . PITA

R a d i o a c t i v e  DN A  p r o b e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  

R I G E Y  e t  a l ., ( 1 9 7 7 ) .

l O p C i  [ o r ^ - P ] - d C T P  w a s  d r i e d  i n  v a c u o  a n d  t a k e n  u p  i n  a  

l O O p l  r e a c t i o n  v o l u m e  c o n t a i n i n g  lOOm M t r i s - H C l  ( p H 7 . 4 ) ,  

20m M  2 - m e r c a p t o e t h a n o l , lO m M  M g C l =:;, 1 5 p M  e a c h  d A T P ,  d G T P  

a n d  T T P ,  0 . 0 3 m g / m l  E S A  ( n u c l e a s e - f r e e )  a n d  l p g  M 1 3  R F  DNA.

•  D N a s e l  w a s  a d d e d  t o  4 n g / m l  a n d  t h e  r e a c t i o n  w a s  i n i t i a t e d

b y  t h e  a d d i t i o n  o f  2 u  E . c o l i  DN A  P o l  I .  A f t e r  i n c u b a t i o n  a t  

1 6  CC f o r  9 0 m i n  t h e  r e a c t i o n  w a s  t e r m i n a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  

o f  l O p l  I K  N aO H  a n d  2 p l  0 . 5 M  E D T A .  L a b e l l e d  D N A  w a s  

f r a c t i o n a t e d  a s  i n  2 . 1 3 . 1 .

2.15 Blotting and Hybridisation

A n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  t r a n s f e r  p r o c e d u r e s ,  t r a n s f e r  

m e m b r a n e s  a n d  h y b r i d i s a t i o n  p r o t o c o l s  w e r e  u s e d  d e p e n d i n g  

a n  a v a i l a b i l i t y  and. c o n v e n i e n c e .

2.15.1 Blotting/Transfer

a Dot-Blots
D o t - b l o t s  w e r e  u s e d  t o  d e t e c t  B a Y M V  i n  p l a n t  t i s s u e s  a s  

d e s c r i b e d  i n  M A U L E  e t  a l ., ( 1 9 8 3 )  a n d  E A U L C O M E E ,  ( 1 9 8 4 ) .

S a m p l e s  o f  h e a l t h y  a n d  i n f e c t e d  t i s s u e  w e r e  g r o u n d  i n
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U p p e n d o r f  t u b e s  u s i n g  a  s m a l l  a m o u n t  o f  c a r b o r u n d u m  a n d  a 

r o u n d e d  £ a s t e u r  p i p e t t e  w i t h  2 m l / g  5  OmK s o d i u m  p h o s p h a t e  

( p H 7 . 5 ) .  H o m o g e n a t e s  w e r e  a d j u s t e d  t o  1 0 0 / jg / m i p r o t e i n a s e  

K, i n c u b a t e d  a t  6 5  ' C  f o r  l O m i n  a n d  m i c r o c e n t r i f  u g e d  f o r  

5  m in .  S u p e r n a t a n t s  a n d  p u r i f i e d  v i r a l  RITA ( u s e d  a s  a  

c o n t r o l )  w e r e  s e r i a l l y  d i l u t e d  i n  p h o s p h a t e  b u f f e r  a n d

*  a p p l i e d  a s  5 p l  s p o t s  t o  e i t h e r  n i t r o c e l l u l o s e  ( B i o - R a d )

w h i c h  h a d  b e e n  a i r - d r i e d  f o l l o w i n g  p r e s o a k i n g  i n  2 0 x S S C  o r  

G e n e S c r e e n ”  w i t h o u t  p r e t r e a t m e n t  ( l c n r V s p o t ) .  M e m b r a n e s  

w e r e  a i r - d r i e d  t h e n  b a k e d  a t  8 0 VC f o r  2 - 4 h  p r i o r  t o  

h y b r i d i s a t i o n .

R e c o m b i n a n t  M 1 3  c l o n e s  w e r e  s c r e e n e d  b y  d o t - b l o t t i n g  

u s i n g  a  s l i g h t l y  d i f f e r e n t  p r o c e d u r e .  M 13  R F  d s D N A  w a s  

p r e p a r e d  b y  t h e  " m i n i - p r e p "  m e t h o d  ( 2 . 1 8 . 7 )  a n d  5 p l  s p o t s  

o f  DMA (0 .  l / i g / p l ) w e r e  a p p l i e d  t o  u n t r e a t e d  n i t r o c e l l u l o s e  

( l c m ' - V s p o t )  . C o n t r o l  s p o t s  o f  v i r a l  RITA o r  e x t r a c t s  f r o m

•  h e a l t h y  a n d  i n f e c t e d  p l a n t s  ( p r e p a r e d  a s  a b o v e )  w e r e  

s p o t t e d  o n t o  a i i — d r i e d  5 p l  s p o t s  o f  2 0  x S S C  o n  t h e  s a m e  

m e m b ra n e .  M e m b r a n e s  w e r e  t h e  d r i e d  a n d  b a k e d  a s  a b o v e .

b "Northern Blots" (RMA transfer)
D e n a t u r e d  s s  a n d  d s R N A  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  G e n e S c r e e n  

P l u s ' " m e m b r a n e s  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r s  r e c o m m e n d e d  

p r o t o c o l s  a f t e r  m e t h y l m e r c u r y  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 . 6 . 1 b ) .  

A f t e r  s t a i n i n g  a n d  p h o t o g r a p h i n g  ( 2 . 6 . 4 )  w e l l s  w e r e  c u t  

a w a y  a n d  g e l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  50m M  M aO H  f o r  3 0 m i n  t h e n  

w e r e  n e u t r a l i s e d  i n  1M  t r i s - H C l  ( p H 7 . 0 )  f o r  3 0 m i n .  

M e a n w h i l e  t h e  G e n e S c r e e n  P l u s n  m e m b ra n e  w a s  c u t  t o  s i z e  a n d  

s o a k e d  i n  w a t e r  f o r  5 m i n  t h e n  i n  l O x S S C  f o r  1 5 - 2 0 m i n .  A 

s h e e t  o f  W h a tm a n  3M M  p a p e r  w a s  p l a c e d  o v e r  a n  e l e v a t e d  

g l a s s  p l a t e  i n  a  g l a s s  b a k i n g  d i s h  c o n t a i n i n g  l O x S S C  s o  

t h a t  t h e  e n d s  o f  t h e  p a p e r  w e r e  i n  t h e  s o l u t i o n .  T h e  p a p e r  

w a s  t h e n  w e t  w i t h  l O x S S C  a n d  t h e  g e l  w a s  p l a c e d  i n  t h e  

m i d d l e  a n d  s u r r o u n d e d  w i t h  P a r a f i l m ©  s t r i p s .  T h e  t r a n s f e r  

m e m b ra n e  w a s  p o s i t i o n e d  o n  t h e  g e l ,  c o n c a v e  s i d e  ( s i d e  B )  

d o w n ,  e x c l u d i n g  a l l  a i r  b u b b l e s  t h e n  5  g e l  s i z e d  s h e e t s  o f
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W h a tm a n  3 K K ,  f o l l o w e d  b y  a  3 - 6 c r a  s t a c k  o l  a b s o r b a n t  t o w e l s ,  

w a s  l a i d  o n  t o p  o f  t h e  m e m b ra n e .  T h e  w h o l e  s t r u c t u r e  w a s  

c o v e r e d  i n  ' c l i n g - f  i l m '  , a  l a r g e  w e i g h t  ( ^ 8 0 0 g ;  w a s  p l a c e d  

o n  t o p  o f  t h e  p a p e r  a n d  c a p i l l a r y  t r a n s f e r  o f  R N A  w a s  

a l l o w e d  o v e r n i g h t .  A f t e r  t r a n s f e r  t h e  m e m b ra n e  w a s  w a s h e d  

b r i e f l y  i n  2 x S S C ,  a i l — d r i e d  a n d  b a k e d  a t  8 0 ° C  f o r  l h .

A f t e r  n o n - d e n a t u r i n g  a g a r o s e  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 . 6 . 1 a ) ,  

a s R N A  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  G e n e S c r e e n  P l u s ' ” i n  a  s i m i l a r  

f a s h i o n .

c HSouthern Blots" (DNA transfer)
R e c o m b i n a n t  M 1 3  R F  d s D N A ,  l i n e a r i s e d  b y  r e s t r i c t i o n  

e n d o n u c l e a s e  d i g e s t i o n  ( 2 . 1 8 . 2 ) ,  w a s  e l e c t r o p h o r e s e d  i n  

n o n - d e n a t u r i n g  a g a r o s e  g e l s  ( 2 . 6 . 1 a )  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  

G e n e S c r e e n  P l u s ™  m e m b r a n e s  b y  r e c o m m e n d e d  p r o t o c o l s .  A f t e r  

s t a i n i n g  w e l l s  w e r e  c u t  a w a y  a n d  g e l s  w e r e  s o a k e d  i n  0 . 2 5 M  

•  HC1 f o r  1 5 m i n  t o  d e p u r i n a t e  t h e  DN A ,  i n  0 . 2 M  N aO H , 0 . 6 M

N a C I  f o r  3 0 m i n  t o  d e n a t u r e  t h e  D N A  a n d  t h e n  i n  0 . 5 M  t r i s -  

HC1 ( p H 7 . 5 ) ,  1 . 5 M  N a C I  f o r  3 0 m in .  A f t e r  t r a n s f e r  o f  D N A  a s

d e s c r i b e d  i n  2 . 1 5 . 1 b .  m e m b r a n e s  w e r e  s o a k e d  i n  0 . 4 M  N aO H  

f o r  6 0 s  t h e n  i n  0 . 2 M  t r i s - H C l  ( p H 7 . 5 ) ,  2 x S S C  f o r  6 0 s ,  a i r -

d r i e d  a n d  b a k e d  a t  8 0 °C f o r  l h .

d Plaque Lifts
P l a q u e  l i f t s  o f  r e c o m b i n a n t  M 1 3  c l o n e s  w e r e  p e r f o r m e d  

u s i n g  P a l l ®  E i o d y n e ™  A  a n d  C o l o n y / P l a q u e S c r e e n ™  m e m b r a n e s  

u s i n g  i d e n t i c a l  p r o t o c o l s .  A u t o c l a v e d  82mm m e m b ra n e  d i s c s  

w i t h o u t  p r e w e t t i n g  w e r e  p l a c e d  ( c o n v e x  s i d e  d o w n  f o r  

C o l o n y / P l a q u e S c r e e n ™ )  o n  p l a t e s  o f  M 1 3 - i n f e c t e d  E. c o l l y  

g e n e r a t e d  a s  i n  2 . 1 8 . 6  a n d  p r e c o o l e d  t o  4 * C .  P l a t e s  a n d  

m e m b r a n e s  w e r e  m a r k e d  a s y m m e t r i c a l l y  i n  t h r e e  p l a c e s  f o r  

s u b s e q u e n t  o r i e n t a t i o n  t h e n  i n c u b a t e d  a t  4 ° C  f o r  5 m i n .  E a c h  

m e m b ra n e  w a s  r e m o v e d  a n d  p l a c e d  p l a q u e - s i d e  u p  o n  a  1m l 

d r o p  o f  d e n a t u r i n g  s o l u t i o n  ( 2 . 5 M  N a C I ,  0 . 5 M  N a O H )  o n  a  

s t r e t c h e d  s h e e t  o f  S a r a n  W ra p  f o r  5  m i n  a n d  t h e n  o n  a  1m l
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d r o p  o l  n e u t r a l i s i n g  s o l u t i o n  ( 3 K  s o d i u m  a c e t a t e ,  p H 5 . 5 ) 

f o r  5 m in  t h e n  a i r - d r i e d  a n d  b a k e d  a t  8 0 ‘ C f o r  l h .

2 . 1 5 . 2  H y b r id i s a t i o n

Dll A a n d  RN A , b o u n d  t o  t r a n s f e r  m e m b r a n e s  a s  a b o v e ,  w e r e  

d e t e c t e d  b y  h y b r i d i s a t i o n  t o  r a d i o a c t i v e  D N A  p r o b e s  

( 2 . 1 3 . 1 ,  2 . 1 4 )  a n d  a u t o r a d i o g r a p h y  ( 2 . 1 5 . 3 ) .  M e m b r a n e s  w e r e

p r e h y b r i d i s e d  i n  h e a t - s e a l e d  p l a s t i c  b a g s  c o n t a i n i n g  1 0 -  

1 5 m l  h y b r i d i s a t i o n  s o l u t i o n  ( w i t h o u t  p r o b e )  p e r  l O O c n r  f o r  

a t  l e a s t  4 h  t o  b l o c k  a n y  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  s i t e s .  P r o b e s  

w e r e  d e n a t u r e d  b y  b o i l i n g  f o r  5 m in ,  q u i c k - c o o l e d  i n  a n  

e t h a n o l / i c e  b a t h  a t  - 2 0 ’ C a n d  a d d e d  t o  t h e  h y b r i d i s a t i o n  

s o l u t i o n  a t  1 0 3 - 1 0 ^  c p m / m l.  A n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  

h y b r i d i s a t i o n  c o n d i t i o n s  w e r e  e m p l o y e d :

a GeneScreen” Membranes
H y b r i d i s a t i o n  w a s  f o r  1 8 - 2 4 h  a t  4 2 ‘ C i n  5 0 %  f  o r m a m id e  

( d e i o n i s e d ) ,  0 . 2 %  P V P ,  0 . 2 %  B S A ,  0 . 2 %  f i c o l l ,  0 . 0 5 M  t r i s -  

HC1  ( p H 7 . 5 ) ,  1M  N a C l , 0 . 1 %  s o d i u m  p y r o p h o s p h a t e ,  1%  S D S ,  1 0 %  

d e x t r a n  s u l p h a t e ,  lO O p g / m l  s h e a r e d  a n d  d e n a t u r e d  s a l m o n  

s p e r m  DM A  ( S i g m a ) .

M e m b r a n e s  w e re  w a s h e d  i n  1 0 0 m l  o f  e a c h  o f  t h e  f o l l o w i n g :  

2  x S S C  f o r  5 m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ;  2 x S S C ,  0 . 5 %  S D S  f o r  

3 0 m i n  a t  6 0 ° C  ( t w i c e ) ;  O . l x S S C  f o r  3 0 m i n  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e . A f t e r  b r i e f L y  d r y i n g ,  m e m b r a n e s  w e r e  w r a p p e d  

i n  1S a r a n  W r a p 1 a n d  a u t o r a d i o g r a p h e d .

b Nitrocellulose Membranes
M e m b r a n e s  w e r e  h y b r i d i s e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  S I N G H  & J O N E S  

( 1 9 8 4 ) ,  f o r  1 8 - 2 4 h  a t  6 5 ° C  i n  4 x S E T  ( l x S E T =  0 . 1 M  N a C l , 

0 . 0 3 M  t r i s - H C l  ( p H 7 . 4 ) ,  2mM E D T A ) , 1 0 %  d e x t r a n  s u l p h a t e ,

0 . 2 %  S D S ,  0 . 1 %  s o d i u m  p y r o p h o s p h a t e ,  5 0 0 / ig / m l  h e p a r i n

( s o d i u m  s a l t ;  S i g m a ) .
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W a s h i n g  w a s  i n  10  0m l e a c h  o f  t h e  f o l l o w i n g :  2 - S E T  f o r

5 m in  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ;  2 x S E T ,  0 . 2 %  S D S  f o r  3 0 mi n a t  6 5 °C 

( t w i c e ) ;  l x S E T ,  0 . 2 %  S D S  f o r  3 0 m i n  a t  6 5 ° C ;  2 x S E T  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  f o r  5 m in .  A f t e r  b r i e f l y  d r y i n g  m e m b r a n e s  w e r e  

w r a p p e d  i n  S a r a n  W r a p  a n d  a u t o r a d i o g r a p h e d .

c  G e n e S c r e e n  P l u s ’" M e m b r a n e s

M e m b r a n e s  w e r e  p r e h y b r i d i s e d  a t  4 2  °C f o r  4 h  i n  5 0 %  

f o r m a m i d e ,  1M N a C l  a n d  1 0 %  d e x t r a n  s u l p h a t e .  S h e a r e d  a n d  

d e n a t u r e d  s a l m o n  s p e r m  DU A w a s  b o i l e d  w i t h  t h e  p r o b e  a n d  

a d d e d  t o  t h e  h y b r i d i s a t i o n  s o l u t i o n  a t  lO O p g / m l  t h e n  

h y b r i d i s a t i o n  w a s  a t  4 2 °C f o r  1 8 - 2 4 h .

M e m b r a n e s  w e r e  w a s h e d  a s  d e s c r i b e d  f o r  G e n e S c r e e n ™ .

2.15.3 Aid; QradiQgr aphy

M e m b r a n e s  w e r e  a u t o r a d i o g r a p h e d  i n  a  l i g h t - p r o o f  

c a s s e t t e  w i t h  K o d a k  X - O m a t  S  f i l m  a t  - 7 0 " C  f o r  a n  

a p p r o p r i a t e  l e n g t h  o f  t i m e  ( 1 - 1 4  d a y s ) .  I n t e n s i f y i n g  

s c r e e n s  w e r e  u s e d  w h e n  n e c e s s a r y .  F i l m s  w e r e  p r o c e s s e d  i n  a  

K o d a k  X - O m a t  a u t o m a t i c  p r o c e s s o r .

2 . 1 5 . 4  R e h y b r i d i s a t i o n

P r o b e s  w e r e  s t r i p p e d  f r o m  b l o t s ,  p r i o r  t o  

r e h y b r i d i s a t i a n  w i t h ,  d i f f e r e n t  p r o b e s ,  b y  t h e _  _f a L L a w i n g  

m e t h o d s :  n i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e s  w e r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s

f o r  l O m i n  e a c h  i n  d H ^ O  a t  1 0 0 *C ;  G e n e S c r e e n ™  m e m b r a n e s  w e r e  

w a s h e d  i n  5mM t r i s - H C l  ( p H 8 . 0 ) ,  0 . 2 m M  E D T A ,  0 . 0 5 %  s o d i u m

p y r o p h o s p h a t e ,  0 . 0 0 2 %  P V P ,  0 . 0 0 2 %  E S A ,  0 . 0 0 2 %  f i c o l l  f o r  1 -  

3 h  a t  6 5 *C  w i t h  c o n s t a n t  a g i t a t i o n ;  G e n e S c r e e n  P l u s ™  

m e m b r a n e s  w e r e  w a s h e d  i n  0 . 4 N  U aQ H  a t  4 2 ° C  f o r  3 0 m i n  a n d  

t h e n  i n  0 . 2 M  t r i s - H C l  ( p H 7 . 5 ) ,  O . l x S S C ,  0 . 1 %  S D S  a t  4 2  °C 

f o r  3 0 m i n .
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2. 16 I n  V i t r o  Translation

I n  v i t r o  t r a n s l a t i o n  o f  v i r a l  R N A ,  p o l y s o m a l  R N A  a n d  

p o l y s o m e  p r e p a r a t i o n s  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  ( a )  m e s s a g e -  

d e p e n d e n t  r a b b i t  r e t i c u l o c y t e  l y s a t e  (M D L )  (P & S ,  A r a e r s h a m )  

a n d  ( b )  w h e a t  g e r m  e x t r a c t  ( a  g i f t  f r o m  M. B r i s c o ,  J o h n  

I n n e s  I n s t i t u t e ) .

a  T h e  M D L  h a d  b e e n  p r e p a r e d  b y  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  

m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  P E L H A M  & J A C K S O N  ( 1 9 7 6 )  i n  w h i c h  

e n d o g e n o u s  mRNA i s  d e s t r o y e d  b y  t r e a t m e n t  w i t h  a  c a l c i u m -  

d e p e n d e n t  n u c l e a s e .  I n  v i t r o  t r a n s l a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  

a c c o r d i n g  t o  m a n u f a c t u r e r s  i n s t r u c t i o n s .  1 2 . 5 p C i  L - L 4 , 5 -

3 3 H ] l e u c i n e  ( l m C i / m l ,  5 5 - 1 2 8  C i / m m o l ;  A m e r s h a m )  w a s  u s e d  

p e r  f i n a l  r e a c t i o n  v o l u m e  o f  25/j.l. O c c a s i o n a l l y  2 0 p C i  L -  

[ 3 -;S ]  m e t h i o n i n e  ( 1 2 . 7 m C i / m l ,  1 3 3 0  C i / m m o l ;  A m e r s h a m )  w a s

u s e d .  T h e  a p p r o p r i a t e  v o l u m e  o f  l a b e l l e d  a m i n o  a c i d  w a s  

d r i e d  i n  v a c u o  i n  a  0 . 5 m l  E p p e n d o r f  t u b e .  I f  M D L  f r o m  P & S  

B i o c h e m i c a l s  w a s  e m p l o y e d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  w a s  r e s u s p e n d e d  

i n  t h e  f o l l o w i n g  m i x t u r e  p e r  r e a c t i o n  v o l u m e :  1 6 p l  M DL, l p l

[ 2 M  K C 1 , lO m M  M g C l ^ I  ( P & S ) ,  l p l  a m i n o  a c i d s  m i x t u r e  ( 1 9  

a m i n o  a c i d s ,  Im M  e a c h ;  P & S ) ,  l / i l  s t e r i l e  d H - 0 ,  l p l  0 . 2 M  

p h o s p h o c r e a t i n e  ( P & S ) . A l t e r n a t i v e l y ,  i f  A m e r s h a m  M D L  w a s  

u s e d ,  t h e  r a d i o a c t i v i t y  w a s  s i m p l y  r e s u s p e n d e d  i n  2 0 p l  M D L  

p e r  r e a c t i o n  v o l u m e .  A l i q u o t s  o f  2 0 / i l  w e r e  t h e n  d i s p e n s e d  

i n t o  p r e - c h i l l e d  0 . 5 m l  E p p e n d o r f  t u b e s  a n d  m ade  u p  t o  2 5 p l  

b y  a d d i t i o n  o f  5 p l  R N A  ( 0 . 1 - 1 . O m g / m l ) o r  s t e r i l e  dH ^O . T h e  

c a r t - t e n t s  a t  t h e  t u b e s  w e r e  t h o r o u g h l y  m ix e d ,  a n d  i n c u b a t e d  

a t  3 0 * C  f o r  6 0 m i n .

D u p l i c a t e  l / i l  s a m p l e s  w e r e  w i t h d r a w n  a t  v a r i o u s  t i m e s  

t h r o u g h o u t  t h e  i n c u b a t i o n ,  d i g e s t e d  w i t h  R N a s e  A, s p o t t e d  

o n t o  1 . 5 c m  s q u a r e s  o f  W h a tm a n  3M M  p a p e r  a n d  d r i e d  u n d e r  a  

la m p .  T h e  p r o t e i n s  w e r e  p r e c i p i t a t e d  a n d  u n i n c o r p o r a t e d  

r a d i o a c t i v i t y  r e m o v e d  b y  w a s h i n g  t h e  s q u a r e s  i n  t h r e e  

c h a n g e s  o f  5 %  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  ( T C A )  c o n t a i n i n g  H O m M  

s o d i u m  p y r o p h o s p h a t e  ( l O m l / s q u a r e )  f o r  l O m i n  e a c h .  F i n a l l y



t h e  s q u a r e s  w e r e  r i n s e d  i n  m e t h a n o l  a n d  d r i e d .  T h e i r  

r a d i o a c t i v i t y  w a s  m e a s u r e d  i n  S m l  s c i n t i l l a n t  a s  i n  2 . 1 3 . 1 .  

T h e  r e m a i n d e r  o f  e a c h  t r a n s l a t i o n  m i x t u r e  v/as R N a s e - t r e a t e d  

a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ‘ C  u n t i l  a n a l y s e d  o n  d i s c o n t i n u o u s  

p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  < 2 . 6 . 3 b )  a n d  b y  f l u o r o g r a p h y  ( 2 . 1 7 ) .

b  W h e a t  g e r m  S - 3 0  f r a c t i o n  w a s  p r e p a r e d  a s  i n  D A V I E S  

( 1 9 7 9 ) .  2 0 p C i  [ ' S I  m e t h i o n i n e  w a s  d r i e d  d o w n  a s  a b o v e  a n d  

r e s u s p e n d e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  m i x t u r e  p e r  r e a c t i o n  v o l u m e  o f  

2 5 p l :  1 2 . 5 p l  w h e a t  g e r m  e x t r a c t ,  2 . 5 p l  " M i x  6 "  ( 3 . 7 5 m M  G T P ,  

1 9  a m i n o  a c i d s  ( - m e t ) ,  0 . 3 7 5 m M  e a c h ,  25m M  K ^ A T P ,  90m M  

p h o s p h o c r e a t i n e , O . l m g / m l  c r e a t i n e  p h o s p h o k i n a s e ) , 2 . 5 p l  

"  H K M S "  ( 2 0 0 m M  H E P E S  ( p H 7 . 6 ) ,  4-OOmM p o t a s s i u m  a c e t a t e ,  4mM 

m a g n e s i u m  a c e t a t e ,  4mM s p e r m i d i n e ) ,  2 . 5 p l  s t e r i l e  d H - O .  T h e  

w h e a t  g e r m  e x t r a c t ,  " H K M S "  a n d  " M i x  6 "  w e r e  g i f t s  f r o m  

M. B r i s c o  ( J o h n  I n s t i t u t e ) .  A l i q u o t s  o f  2 0 p l  w e r e  d i s p e n s e d  

i n t o  p r e - c h i l l e d  0 . 5 m l  E p p e n d o r f  t u b e s  t h e n  i n c u b a t i o n s ,  

s a m p l i n g ,  f i l t e r  w a s h i n g ,  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g  a n d  

t r a n s l a t i o n  p r o d u c t  a n a l y s i s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  

f o r  M DL  ( 2 . 1 6 a ) .

2.17 Fluorography

R a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  p r o t e i n s  w e r e  d e t e c t e d  i n  

p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  b y  f l u o r o g r a p h y  a s  d e s c r i b e d  b y  

C H A M B E R L A IN ,  ( 1 9 7 9 ) .  G e l s  w e r e  u s u a l l y  s t a i n e d  w i t h  

C o a m a s s i e  B r i l l i a n t  B l u e  R —2 5 0  a s  I n  2 . 6 . 4 -  p r i o r  t o  

f l u o r o g r a p h y .  A f t e r  s t a i n i n g  g e l s  w e r e  s o a k e d  i n  a b o u t  

2 0 v o l  d H ^ O  f o r  3 0 - 6 0 m i n  t o  r a i s e  t h e  p H  a n d  p r e v e n t  

p r e c i p i t a t i o n  o f  s a l y c y l i c  a c i d .  G e l s  w e r e  t h e n  s o a k e d  i n  

l O v o l  1M  s o d i u m  s a l y c y l a t e  ( p H 5 - 7 )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  

3 0 m i n  b e f o r e  g e l  d r y i n g  ( 2 . 6 . 5 ) .  D r i e d  g e l s  w e r e  e x p o s e d  t o  

K o d a c  X - r a y  f i l m  a t  - 7 0 ° C  a n d  f i l m s  w e r e  d e v e l o p e d  u s i n g  a 

K o d a c  X - o m a t  f i l m  p r o c e s s o r .



2. 18 cDffA Cloning in Bacteriophage M13

2.18.1 Cloning Strategy

A t t e m p t s  w e r e  m ade  t o  " s h o t g u n " - c l o n e  f r a g m e n t s  o f  D N A  

c o m p l e m e n t a r y  t o  t h e  B a Y M V  g e n o m e  i n t o  b a c t e r i o p h a g e  M 13  

v e c t o r s  t o  p r o v i d e  a  s o u r c e  o f  p r o b e s .  D u e  t o  d i f f i c u l t i e s  

i n  o b t a i n i n g  s u f f i c i e n t  q u a n t i t i e s  o f  B a Y M V  R N A  a n d  i t s  

a p p a r e n t  r e s i s t a n c e  t o  r e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  t h e  c l o n i n g  

s t r a t e g y  i n v o l v e d  s y n t h e s i s  o f  c D N A  t o  c r u d e  B a Y M V  R N A  

p r e p a r a t i o n s ,  e n r i c h m e n t  b y  s i z e  f r a c t i o n a t i o n  o n  a l k a l i n e  

( s s  c D N A )  a n d  n e u t r a l  ( d s  c D N A )  s u c r o s e  g r a d i e n t s  a n d  

d i f f e r e n t i a l  s c r e e n i n g  o f  c l o n e s  b y  p l a q u e - l i f t ,  d o t -  a n d  

S o u t h e r n - b l o t  h y b r i d i s a t i o n .  S i n c e  t h e  r e s t r i c t i o n  m ap o f  

B a Y M V  i s  n o t  k n o w n  " b l u n t "  a n d  " s t i c k y "  e n d e d  f r a g m e n t s  

w e r e  g e n e r a t e d  w i t h  a  v a r i e t y  o f  " f o u r — c u t t e r s "  

( r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e s  w i t h  r e c o g n i t i o n  s e q u e n c e s  o f  

4 b p >  a n d  l i g a t e d  i n t o  t h e  m u l t i - c l o n i n g  s i t e s  o f  M 1 3  mp8 

a n d  m p l8  v e c t o r s  l i n e a r i s e d  w i t h  a n  a p p r o p r i a t e  r e s t r i c t i o n  

e n z y m e .  I n s e r t i o n  o r  d e l e t i o n  w i t h i n  t h i s  s i t e  d e s t r o y s  J3- 

g a l a c t o s i d a s e  a c t i v i t y  w i t h i n  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  t h e  

r e c o m b i n a n t  b a c t e r i o p h a g e  a n d  h e n c e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  b l u e  

d y e  o n  m e t a b o l i s m  o f  X - g a l .  T h e  f o l l o w i n g  c o m b i n a t i o n s  o f  

e n z y m e s  w e r e  u s e d :

cDNA cut with K13 cut with Notes
Sau3A (Eiclabs) BamHl (Amersham) "Sticky"
Kbol (P-L) BamHl "Sticky"
Taql (Ainersham) Accl (P-L) "Sticky"
Hpall (P-L) Accl "Sticky"
EcoRl* (Amersham) EcoRl "Sticky" (see 2.18.2)
Haelll (Anglian) Sinai (Anglian) "Blunt"
uncut Sinai "Blunt"



2. 1 8 . 2 Restriction Enzyme Digestions

D i g e s t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  v o l u m e s  o i  1 0 - 2 0 / i l  

c o n t a i n i n g  C 1 5 0 p g / m l  D N A  a n d  2 - 5 u  e n z y m e / p g  D N A  i n  

a p p r o p r i a t e  b u f f e r s  a n d  a t  o p t im u m  t e m p e r a t u r e s  ( s u m m a r i s e d  

i n  t h e  B i o l a b s  c a t a l o g u e ,  1 9 8 5 )  i n  t h e  r e l e v a n t  s a l t  

c o n c e n t r a t i o n  ( M A N I A T I S  e t  a l . , 1 9 8 2 ) .

A l l  r e a c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  M e d iu m  S a l t  B u f f e r  

( M S B )  a t  3 7 *C  e x c e p t :

T a q I  M S B  a t  6 5 ° C

H p a l l  & E c o R l *  a p p r o p r i a t e  b u f f e r  a t  3 7 *C .

T h e  b u f f e r s  u s e d  w e r e :

Medium Salt Buffer: lOmM tris-HCl (pH7.5), 50mM NaCL, lOmM
MgCli, ImM DTT,10mM spermidine.

Hpall Buffer: lOmM tris-HCl (pH7.5), lOmM KC1, lOmM MgCl^,
5mM 2-mercaptoethanol.

EcoRl* Buffer: lOmM tris-HCl (pH7.5), lOmM MgCl^, ImM DTT,
lOmM spermidine, 20% glycerol.

(In the absence of salt and in the presence of 20% glycerol EcoRl 
becomes a four-cutter, recognising the sequence NlAATTI. This activity 
is known as EcoRl*).

D i g e s t i o n s  w e r e  f o r  l - 2 h  a n d  w h e n e v e r  p o s s i b l e  w e r e  

m o n i t o r e d ,  b y  a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  R e a c t i o n s  w e r e  

t e r m i n a t e d  b y  p h e n o l / c h l o r o f o r m  e x t r a c t i o n  t h e n  DM A  w a s  

e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d ,  d r i e d  i n  v a c u o  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  a



2 . 1 8 . 3  L i g g t j p p

T h e  a m o u n t  o f  i n s e r t  D N A  a v a i l a b l e  f o r  l i g a t i o n  w a s  l o w  

a n d  d i f f i c u l t  t o  q u a n t i f y  s o  t h e  d e s i r e d  2 - 3  f o l d  m o l a r  

e x c e s s  o f  i n s e r t  o v e r  v e c t o r  D N A  w a s  n o t  u s u a l l y  a c h i e v e d .  

A s t a n d a r d  l O n g  o f  v e c t o r  DN A  p e r  l i g a t i o n  r e a c t i o n  w a s  

f o u n d  t o  be  a p p r o p r i a t e  f o r  a  c o n v e n i e n t  p l a t i n g  d e n s i t y .

F o r  e a c h  s e t  o f  l i g a t i o n s  t w o  c o n t r o l  r e a c t i o n s  w e r e  

c a r r i e d  o u t  i n  t h e  a b s e n c e  o f  i n s e r t  D N A ,  o n e  w i t h  a n d  o n e  

w i t h o u t  l i g a s e .  On  t r a n s f o r m a t i o n  o f  c o m p e t e n t  c e l l s  ( s e e  

b e l o w )  t h e s e  c o n t r o l s  a l l o w e d  e s t i m a t i o n  o f  t h e  e f f i c i e n c y  

o f  r e s t r i c t i o n  c l e a v a g e  o f  v e c t o r ,  t h e  e f f i c i e n c y  o f  

l i g a t i o n  a n d  t h e  p r o p o r t i o n  o f  " f a l s e  w h i t e s "  ( w h i t e  

p l a q u e s  p r o d u c e d  b y  d e l e t i o n  r a t h e r  t h a n  i n s e r t i o n  w i t h i n  

t h e  M l 3  l a c  o p e r o n ) . O t h e r w i s e  r e a c t i o n s  c o n t a i n e d  i n s e r t  

DNA, l O n g  v e c t o r  D N A  ( c u t  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  e n z y m e )  , 

50m M  t r i s - H C l  ( p H 7 . 7 ) ,  lO m M  M g C l s i ,  5mM s p e r m i d i n e ,  Im M  D T T ,  

Im M  r A T P  a n d  2 u  T 4  l i g a s e  ( A n g l i a n )  f o r  " s t i c k y "  o r  lO u  f o r  

" b l u n t "  e n d  l i g a t i o n s  a n d  w e r e  i n c u b a t e d  a t  1 2 ° C  o v e r n i g h t .  

F o r  " s t i c k y "  e n d  l i g a t i o n s  T 4  l i g a s e  w a s  d i l u t e d  t o  2 u / jjl1 
p r i o r  t o  u s e  i n  20m M  s o d i u m  p h o s p h a t e  ( p H 7 . 6 ) ,  Im M  E D T A ,  

5mM D T T ,  60m M  K C 1 , 5 0 %  g l y c e r o l .

2.18.4 Growth and Maintenance of Bacteria

E s c h e r i c h i a  c o l i  s t r a i n  J M 1 0 1  w a s  s u b c u l t u r e d  m o n t h l y  o n  

m i n i m a l  m e d iu m  p l a t e s  s u p p l e m e n t e d  w i t h  i t s  a u x o t r o p h i c  

r e q u i r e m e n t  a n d  s t o r e d  s e a l e d  a t  4 ° C .

M i n i m a l A g a r

5 0 0 m l 3 %  E a c t o a g a r

5 0 0 m l 2 x M 9  s a l t s

1m l 0. 1M  CaCl=:,

1m l 1M M g S C U

1m l 2 0 %  g l u c o s e

( D i f c o )

1 0 1



#

ih .S : = i £  C o m p o n e n t s  W £ 1  £  B - l i t O C l d  V £ d  S 6 p 3 I "  3 t £ i  y  S l i d  C O I f i b i  n£CL
p r i o r  t o  p o u r i n g  t h e  p l a t e s .

S u p p l e m e n t : 0 . 5 m l  1%  T h i a m i n e - H C l  ( V i t a m i n  B t ) ( f i l t e i —

s t e r i l i s e d )

H£!_s a l t s

6 g  Na^HPO.,

3 g  KH^PO.4

0 . 5 g  N a C I  

lg  NH,.,C1
d H :.-0 t o  5 0 0 m l

F r o z e n  s t o c k s  o f  c e l l s  w e r e  s t o r e d  i n  m i n i m a l  b r o t h  

c o n t a i n i n g  2 0 %  ( v / v )  g l y c e r o l  a t  - 7 0 °C, t o  b e  r e p l a t e d  w h e n  

r e q u i r e d .

O v e r n i g h t  c u l t u r e s  w e r e  g r o w n  b y  i n o c u l a t i n g  2 m l  2 T Y  

b r o t h  i n  a  1 0 m l  S t e r i l i n  t u b e  w i t h  a  s i n g l e  c o l o n y  o f  

E. o o l i  J M 1 0 1  t a k e n  f r o m  a  m i n i m a l  a g a r  p l a t e  a n d  s h a k i n g  

o v e r n i g h t  a t  3 7 °C.

2 . 1 8 . 5  P r e p a r a t i o n  o f  C o m p e t e n t  C e l l s

T r a n s f o r m a t i o n - c o m p e t e n t  E. c o l i  J M 1 0 1  c e l l s  w e r e  

p r e p a r e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  M A N I A T I S  e t  a l . ( 1 9 8 2 ) .  7 . 5 m l  2 T Y

b r o t h  i n  a  1 0 m l  S t e r i l i n  t u b e  w a s  i n o c u l a t e d  w ith .. 2 5 p L l o f  

o v e r n i g h t  c u l t u r e  a n d  s h a k e n  v i g o r o u s l y  a t  3 7 * C  u n t i l  t h e  

O D s s o  r e a c h e d  0 . 3  ( ^ 4 h )  s o  t h a t  c e l l s  w e r e  i n  l o g  p h a s e .

C u l t u r e s  w e r e  c h i l l e d  o n  i c e  f o r  5 m in ,  c e n t r i f u g e d  a t  

3 , 5 0 0 x g  f o r  5 m i n  a t  4 ° C  a n d  s u p e r n a t a n t s  w e re  d i s c a r d e d .  

C e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  1 0 m l  c o l d ,  s t e r i l e  50m M  C a C l -  

w i t h  g e n t l e  m i x i n g ,  s t o r e d  o n  i c e  f o r  2 0 m i n  t h e n  

c e n t r i f u g e d  a g a i n  a s  a b o v e .  S u p e r n a t a n t s  w e r e  d i s c a r d e d  a n d

1 0 2



c e l I s  w e r e  r e s u s p e n d e d ,  i n  1m l c o l d  5 0 m K  C a C l , -  a n d  u s e d  f o r  

t r a n s f o r m a t i o n s  w i t h i n  4 8 h .

2.18.6 Transformatinn

F o r  e a c h  s e t  o f  t r a n s f o r m a t i o n s  t h r e e  c o n t r o l s  w e re  

c a r r i e d  o u t ,  o n e  u s i n g  u n c u t  v e c t o r  D N A  a n d  t h e  o t h e r  t w o  

u s i n g  t h e  c o n t r o l  l i g a t i o n  r e a c t i o n s  C se e  2 . 1 8 . 3  a b o v e ) .  

T h e  u n c u t  v e c t o r  c o n t r o l  a l l o w e d  e s t i m a t i o n  o f  

t r a n s f o r m a t i o n  e f f i c i e n c y .

2 - 2 0 n g  D N A ,  i n  a  m in im u m  v o l u m e  ( ( 1 0 /j I ) ,  w a s  a d d e d  t o  

2 0 0 p X  o f  c o m p e t e n t  c e l l s  a n d  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  4 0 m in .  

D u r i n g  t h i s  i n c u b a t i o n  t u b e s  o f  3 m l m o l t e n  H t o p  a g a r  w e r e  

c o o l e d  t o  4 2 ' C  a l o n g  w i t h  2 0 p l  2 4 m g / m l  i s o p r o p y l - £ - D - t h i o -  

g a l a c t o p y r a n o s i d e  ( I P T G ;  B R L )  , 30/j.l 2 0 m g / m l  ( i n  d i m e t h y l  

f o r m a m i d e )  5 - b r o m o - 4 - c h l o r o - 3 - i r x d o y l - j 3 - g a l a c t o s i d e  ( X - g a l ; 

A n g l i a n )  a n d  2 0 0 p l  o v e r n i g h t  c u l t u r e .  5 0 p l  a l i q u o t s  o f  

t r a n s f o r m a t i o n  m i x  w e r e  a d d e d  t o  t h e s e  a g a r  t u b e s  a n d  h e a t -  

s h o c k e d  a t  4 2  * C  f o r  3 m in  t h e n  i m m e d i a t e l y  p o u r e d  o n t o  

p r e w a r m e d  ( 3 7 ° C )  b o t t o m  a g a r  p l a t e s  ( 1 . 5 %  B a c t o a g a r  i n  

2 T Y )  . W h en  t h e  t o p  a g a r  h a d  s e t  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d ,  

i n v e r t e d ,  a t  3 7  °C o v e r n i g h t .

2 . 1 8 . 7  Ml3  RF " M in ip rep "

t \

I n d i v i d u a l  w h i t e  p l a q u e s  w e r e  t o o t h p i c k e d  i n t o  lQ m l  

S t e r i l i n  t u b e s  c o n t a i n i n g  1m l 2 T Y  b r o t h  a n d  1 0 0 / i l  o v e r n i g h t  

c u l t u r e  a n d  t u b e s  w e r e  t h e n  s h a k e n  v i g o r o u s l y  a t  3 7 ‘ C  f o r  

6 h .  C u l t u r e s  w e r e  p o u r e d  i n t o  1 . 5 m l  E p p e n d o r f  t u b e s  a n d  

m i c r o c e n t r i f u g e d  f o r  5 m in .  S u p e r n a t a n t s  w e r e  r e m o v e d  a n d  

c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  l O O p l  50m M  g l u c o s e ,  25m M  t r i s - H C l  

( p H S . O ) ,  lOraM E D T A ,  4 m g / m l  l y s o z y m e  a n d  i n c u b a t e d  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  f o r  5 m in .  2 0 0 p l  0 . 2 N  NaO H, 1%  S D S  w e r e  a d d e d

w i t h  g e n t l e  m i x i n g  a n d  t u b e s  w e r e  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r



5 m in .  B a c t e r i a l  D B A  w a s  p r e c i p i t a t e d  b y  a d d i t i o n  o l  1 5 0 p l  

3 K  p o t a s s i u m  a c e t a t e  ( p H 4 . 8 ) ,  i n c u b a t i o n  o n  i c e  f o r  5  m in  

a n d  m i c r o c e n t r i f u g a t i o n  f o r  5 m in .  S u p e r n a t a n t s  w e r e  r e m o v e d  

a n d  e x t r a c t e d  w i t h  p h e n o l / c h l o r o f o r m  a n d  c h l o r o f o r m  t h e n  

n u c l e i c  a c i d s  w e r e  p r e c i p i t a t e d  w i t h  2 v o l  e t h a n o l  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  f o r  2 m i n  a n d  c o l l e c t e d  b y  m i c r o c e n t r i f u g a t i o n  

f o r  5 m in .  P e l l e t s  w e r e  d r i e d  i n  v a c u o ,  r e s u s p e n d e d  i n  5 0 p l  

T E  a n d  t r e a t e d  w i t h  4 0 p g / m l  R N a s e  A f o r  1 5 m in  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  t h e n  s t o r e d  a t  - 2 0 * C . .

2 .1 9  E x t r a c t i o n  o f  S o l u b l e  P l a n t  P r o t e i n s

S o l u b l e  p r o t e i n s  w e r e  e x t r a c t e d  f r o m  h e a l t h y  a n d  B a Y M V -  

i n f e c t e d  b a r l e y  s e e d l i n g s  b y  t h e  l o w  p H  m e t h o d  o f  C O U T T S  

( 1 9 7 S )  o r  f r o m  i n t e r c e l l u l a r  f l u i d  ( I F )  b y  t h e  m e t h o d  o f  

P A R E N T  & A S S E L I N  ( 1 9 8 4 ) .

2 . 1 9 . 1  Low pH M ethod

L e a f  s a m p l e s  ( 1 —5 g )  w e r e  g r o u n d  i n  a  m o r t a r  a t  4 ° C  w i t h  

l m l / g  M a c l l v a i n e  b u f f e r  (84m M  c i t r i c  a c i d ,  32m M  d i s o d i u m  

h y d r o g e n  p h o s p h a t e  ( p H 2 . 8 ) )  c o n t a i n i n g  14m N  2 -

m e r c a p t o e t h a n o l . E x t r a c t s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  4 5 , 0 0 0 x (g  f o r  

3 0 m i n  a n d  s u p e r n a t a n t s  w e r e  e i t h e r  a n a l y s e d  d i r e c t l y  o n  

p o l y a c r y l a m i d e  t u b e  g e l s  ( 2 . 6 . 3 c )  o r  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  p r i o r  

t o  e l e c t r o p h o r e s i s .

2 . 1 9 . 2  IF  M ethod

L e a f  s a m p l e s  ( l - 5 g )  

i n f i l t r a t e d  i n  v a c u o , 

p e r i o d s  o f  3 0 s ,  w i t h  

f o l l o w i n g  m i x t u r e  a t

w e r e  c u t  i n t o  4 c m  l o n g  p i e c e s  a n d  

w i t h  g e n t l e  a g i t a t i o n  f o r  t h r e e  

a  l a r g e  e x c e s s  ( - 3 0 m l / g ) o f  t h e  

4  * C : 25raM t r i s - H C l  ( p H 7 . 8 ) ,  0 . 5 M
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s u c r o s e ,  lOraM M g C l ;.:., lO m K  C a C l - ,  5mM 2 - m e r c a p t o e t h a n o l  a n d  

5m K P X S F .  P i e c e s  w e r e  g e n t l y  b l o t t e d  d r y  a n d  p l a c e d  i n  a  

d i s p o s a b l e  1 0 m l  s y r i n g e  b a r r e l  p l u g g e d  w i t h  a  d i s c  o f  

W h a tm a n  3M M  f i l t e r  p a p e r ,  s u s p e n d e d  o v e r  a  c a p l e s s  1 . 5 m l  

e p p e n d o r f  t u b e  i n  a  5 0 m l  S t e r i l i n  t u b e .  A f t e r  

c e n t r i f u g a t i o n  a t  2 , 5 0 0 r p m  i n  a  b e n c h  c e n t r i f u g e  f o r  l O m i n  

t h e  e x t r a c t  w a s  r e c o v e r e d  i n  t h e  e p p e n d o r f  a n d  a n a l y s e d  b y  

P A G E  o n  t u b e  g e l s  < 2 . 6 . 3 c )  o r  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .



3 RESULTS & DISCUSSIQH

3. 1 Virus Transmission and Propagation 

a) Sap Transmission

B a r l e y  Y e l l o w  M o s a i c  V i r u s  w a s  s u c c e s s f u l l y  i n o c u l a t e d  

i n t o  a n d  p r o p a g a t e d  i n  H o r d e u m  v u l g a r e  c v s .  M a r i s  O t t e r  a n d  

T i p p e r  b y  t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  e a r l i e r  ( 2 . 7 . 3 ) .  R e s u l t s  

w e r e  n o t ,  h o w e v e r ,  c o n s i s t e n t  a n d  t h e  i n f e c t i o n  r a t e s  

a c h i e v e d  b y  F R I E D T  ( 1 9 8 2 )  w e r e  r a r e l y  o b t a i n e d .

S y m p t o m s  a p p e a r e d  a f t e r  a s  l i t t l e  a s  2  a n d  a s  m u c h  a s  7 

w e e k s  p o s t - i n o c u l a t i o n .  V a r i a t i o n  m ay  h a v e  b e e n  d u e  t o  d a y -  

l e n g t h  a n d / o r  g r o w t h  r a t e s  o f  h o s t  p l a n t s  a s  t h e  e a r l i e s t  

s y m p t o m  e x p r e s s i o n  w a s  f o u n d  i n  p l a n t s  g r o w n  i n  g r o w t h  

c a b i n e t s  w i t h  1 4 h  d a y  l e n g t h s  a n d  l o n g e s t  d e l a y s  i n  s y m p t o m  

e x p r e s s i o n  w e r e  f o u n d  i n  p l a n t s  g r o w n  i n  a n  u n h e a t e d  

g r e e n h o u s e  w i t h o u t  s u p p l e m e n t a r y  l i g h t i n g  o v e r  t h e  w i n t e r  

m o n t h s  ( d a y - l e n g t h s  c a . 8 - 1 0 h ) . U n d e r  t h e  g r o w t h  c a b i n e t  

c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  m o s t  i n f e c t e d  p l a n t s  s h o w e d  s y m p t o m s  

a f t e r  3 - 5  w e e k s .

S y m p t o m s  a p p e a r e d  f i r s t  a s  c h l o r o t i c  s t r e a k s  i n  t h e  

y o u n g e s t  l e a v e s  a n d  s u b s e q u e n t l y  s p r e a d  t o  n e w  l e a v e s  

( F i g s . 3 - 5 ) .  S e c o n d a r y  g r o w t h  o f  p l a n t s  w h o s e  l e a v e s  h a d  

b e e n  h a r v e s t e d  s h o w e d  u n i f o r m  o b v i o u s  s y m p t o m s .  A s  p l a n t s  

a g e d  l e a v e s  o f  T i p p e r  p l a n t s  d e v e l o p e d  a n  o r a n g e - y e l l o w  

d i s c o l o u r a t i a a  w h i l e  i n  M a r i s  O t t e r  p l a n t s  c h l o r o t i c  

s t r e a k s  b e c a m e  n e c r o t i c  p a r t i c u l a r l y  a t  t h e  l e a f  t i p s



Fig.3 Yellow mosaic symptoms in BaYMV-infected barley

107



Fig.4 Yellow mosaic symptoms in BaYMV-infected barley



Fig.5 Yellow mosaic symptoms in BaYKV-infected barley



Fig.6 Necrosis in BaYMV-infected barley cvs Tipper (T) and Maris 
Otter (MO) leaves
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E f f i c i e n c i e s  o f  i n f e c t i o n  c o m m o n l y  v a r i e d  b e t w e e n  2 0  a n d  

7 5 % .  S o m e  o f  t h i s  v a r i a t i o n  c a n  b e  a s c r i b e d  t o  i n o c u l u m  

i n f e c t i v i t y  a s  i n f e c t i o n  r a t e s  t e n d e d  t o  d r o p  i n  s u c c e s s i v e  

p o t s  t r e a t e d  w i t h  t h e  s a m e  b a t c h  o f  i n o c u l u m .  T h u s  n o  m o re  

t h a n  s i x  p o t s  w e r e  e v e r  i n o c u l a t e d  w i t h  o n e  b a t c h  o f  

i n o c u l u m .  T h e r e  w a s  f u r t h e r  v a r i a t i o n  i n  i n f e c t i o n  r a t e s  

t h a t  c o u l d  n o t  b e  e x p l a i n e d  i n  t h i s  w a y  a n d  c o u l d  h a v e  b e e n  

d u e  t o  i n c o n s i s t e n t  i n o c u l a t i o n  t e c h n i q u e ,  g e n e t i c  

v a r i a b i l i t y  o f  h o s t  p l a n t s  o r  s l i g h t  v a r i a t i o n  i n  g r o w t h  

c o n d i t i o n s .  A p a r t  f r o m  t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  l o w  t e m p e r a t u r e s  

v e r y  l i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  o p t i m a l  c o n d i t i o n s  f o r  i n f e c t i o n  

a n d  s y m p t o m  e x p r e s s i o n .

D i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e s e  r e s u l t s  a n d  t h o s e  o f  F R I E D T  

( 1 9 8 2 )  w e r e  n o t  d u e  t o  t h e  s l i g h t  v a r i a t i o n s  i n  p r o t o c o l  a s  

h i g h e r  i n f e c t i o n  r a t e s  w e r e  n o t  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  b u f f e r s  

o r  d o u b l e  i n o c u l a t i o n  a s  d e s c r i b e d  i n  t h i s  r e p o r t ;  i n  f a c t  

a  s e c o n d  i n o c u l a t i o n  r e s u l t e d  i n  h i g h e r  m o r t a l i t y  a n d  

p o o r e r  g r o w t h  r a t e s .  T h e  r e s u l t s  m ay  r e f l e c t  d i f f e r e n c e s  i n  

i n o c u l a t i o n  t e c h n i q u e  o r  m ay  b e  d u e  t o  a  s t r a i n - s p e c i f i c  

p h e n o m e n o n .  T h e  J a p a n e s e  i s o l a t e  o f  B a Y M V  i s  s a i d  t o  be  

' n o t  r e a d i l y *  t r a n s m i s s i b l e  ( I N O U Y E  & S A I T O ,  1 9 7 5 )  a n d  

v a r i a t i o n s  i n  s a p - t r a n s m i s s i b i l t y  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  f o r  

B a Y M V  s t r a i n s  i n  G e r m a n y  ( E H L E R S  & P A U L ,  1 9 8 6 ) .  T h e  l a t t e r  

a u t h o r s  s u g g e s t e d  t h a t  m e c h a n i c a l - t r a n s m i s s i b i l i t y  d e p e n d s  

o n  v i r u s  c o a t  p r o t e i n  s t a b i l i t y .  T h e  p o o r  t r a n s m i s s i o n  a n d  

a b s e n c e  o f  a n y  b u t  a  3 0 K  p r o t e i n  i n  p r e p a r a t i o n s  o f  t h e  

L i t t l e  C l a c t o n  i s o l a t e  m ay  t h u s  b e  l i n k e d  ( s e e  3 . 2 . 7 ) .

A t t e m p t s  t o  f i n d  a  l o c a l - l e s i o n  o r  h i g h - t i t r e  

p r o p a g a t i o n  h o s t  f o r  B a Y M V  a m o n g  1 9  s p e c i e s  i n  11  g e n e r a  

a l l  p r o v e d  u n s u c c e s s f u l .  N o n e  o f  t h e  s p e c i e s  l i s t e d  i n  

2 . 7 . 1  e x c e p t  H o r d e u m  v u l g a r e  d e v e l o p e d  s y m p t o m s  a f t e r  

i n o c u l a t i o n  n o r  d i d  t h e y  c o n t a i n  v i r u s  p a r t i c l e s  d e t e c t a b l e  

b y  EM  i n  l e a f - d i p  p r e p a r a t i o n s  r e g a r d l e s s  o f  g r o w t h  

c o n d i t i o n s .  A n a l o g o u s l y  r e s t r i c t e d  h o s t  r a n g e s  h a v e  b e e n  

f o u n d  f o r  WYMV, RN M V, OMV a n d  W SSM V , v i r u s e s  t h a t  s h a r e



1 . 7 )  . V i r u s e s  o im a n y  c h a r a c t e r i s t i c s  w i t h  B a Y M V  ( s e e  

m o n o c o t y l e d o n o u s  p l a n t s  c h a r a c t e r i s t i c a l l y  h a v e  r e s t r i c t e d  

h o s t  r a n g e s  b u t  a l l  i n f e c t  m o re  t h a n  o n e  g r a m i n a c e o u s  g e n u s  

a n d  s a m e  a l s o  i n f e c t  d i c o t y l e d o n o u s  p l a n t s .  E v e n  b a r l e y  

s t r i p e  m o s a i c  v i r u s  ( B S M V )  w h i c h  i s  v i r t u a l l y  c o n f i n e d  t o  

b a r l e y  a s  a  h o s t  i n  n a t u r e  ( T I M I A N ,  1 9 7 4 )  c a n  b e  

t r a n s m i t t e d  t o  o t h e r  g r a m i n a c e o u s  h o s t s  a n d  s o m e  

C h e n o p o d i a c e a e  a n d  S o l a n a c e a e  ( A T A B E K O V  & N O V IK O V ,  1 9 7 1 ) .  

O t h e r  v i r u s e s  o f  m o n o c o t s  c a n  h a v e  q u i t e  u n r e s t r i c t e d  h o s t  

r a n g e s :  b ro ra e  m o s a i c  v i r u s  (B M V )  i n f e c t s  f i f t y  g e n e r a  i n

t h e  G r a m i n e a e  a n d  a  f e w  g e n e r a  i n  s i x  d i c o t y l e d o n o u s  

f a m i l i e s  ( L A N E ,  1 9 7 7 ) .  P o t y v i r u s e s  o f  m o n o c o t y l e d o n o u s  

h o s t s  d o  n o t  i n  g e n e r a l  i n f e c t  d i c o t y l e d o n o u s  p l a n t s  b u t  

n o n e  h a v e  s u c h  r e s t r i c t e d  h o s t  r a n g e s  a s  B a Y M V .

b) R N A  I n o c u l a t i o n

I t  i s  n o t  k n o w n  w h e t h e r  B a Y M V  i s  a  m o n o -  o r  m u l t i ­

p a r t i t e  v i r u s  a s  t h e r e  h a v e  b e e n  n o  c o n c l u s i v e  i n f e c t i v i t y  

s t u d i e s  u s i n g  p u r i f i e d  p a r t i c l e s  o r  R N A s .  U S U G I  & S A I T O  

( 1 9 7 6 )  r e p o r t e d  t h a t  a f t e r  s u c r o s e  d e n s i t y  c e n t r i f u g a t i o n  

t h e  u p p e r  o f  t w o  v i r u s  c o n t a i n i n g  z o n e s  c o n s i s t e d  m a i n l y  o f  

s h o r t  p a r t i c l e s  a n d  w a s  m u c h  l e s s  i n f e c t i o u s  t h a n  t h e  l o w e r  

z o n e  w h i c h  c o n s i s t e d  o f  a  m i x t u r e  o f  l o n g  a n d  s h o r t  

p a r t i c l e s .  S i n c e  t h e  p a r t i c l e s  i n  t h e  u p p e r  z o n e  c o u l d  h a v e  

b e e n  f r a g m e n t e d  a n d  t h e  l o n g e r  p a r t i c l e s  c o u l d  h a v e  b e e n  

a g g r e g a t e s -  o f  s h o r t e r  p a r t i c l e s  t h e  r e s u l t s  d o  n o t  

d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  t h e  p o s s i b i l i t i e s  t h a t  i n f e c t i v i t y  i s  

a s s o c i a t e d  w i t h  l o n g  p a r t i c l e s ,  s h o r t  p a r t i c l e s  o r  a  

m i x t u r e  o f  t h e  t w o .  T h e  b i m o d a l  l e n g t h  d i s t r i b u t i o n  o f  

B a Y M V  ( I N O U Y E  & S A I T O ,  1 9 7 5 ,  H UTH  e t  a l . t 1 9 8 4 )  a n d  t h e  

p r e s e n c e  o f  t w o  s s R N A s  i n  p u r i f i e d  v i r i o n s  (H U TH  e t  a l . t 

1 9 8 4 )  a r g u e  i n  f a v o u r  o f  a  b i p a r t i t e  g e n o m e  o r g a n i s a t i o n  

t h o u g h  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a  p a c k a g e d  s u b g e n o m i c  R N A  c a n n o t



#

I n f e c t i v i t y  e x p e r i m e n t s  u s i n g  RN A  e x t r a c t e d  f r o m  

p u r i f i e d  a n d  c r u d e  v i r u s  p r e p a r a t i o n s  a n d  f r o m  w h o l e  p l a n t s  

w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  a  v i e w  t o  c h a r a c t e r i s i n g  t h i s  a s p e c t  

o f  t h e  B a Y M V  g e n o m e .  H o w e v e r ,  w h i l e  5 0 %  o f  c o n t r o l  s a p -  

i n o c u l a t e d  p l a n t s  s h o w e d  s y m p t o m s  a f t e r  2 5 d ,  n o n e  o f  t h e  

RN A  s a m p l e s  d e s c r i b e d  i n  2 . 7 . 3 b  p r o v e d  i n f e c t i o u s  u n d e r  t h e  

c o n d i t i o n s  u s e d  e v e n  a t  R N A  c o n c e n t r a t i o n s  o f  3 0 p g / m l ,  a  

l e v e l  s u f f i c i e n t  f o r  i n f e c t i v i t y  o f  m o s t  p l a n t  v i r a l  R N A s .  

T h i s  w a s  t r u e  ( a )  f o r  R N A s  e x t r a c t e d  w i t h  o r  w i t h o u t  t h e  

u s e  o f  p r o t e i n a s e  K  w h i c h  m i g h t  h a v e  d e g r a d e d  a n  e s s e n t i a l  

5 '  V P g  ( p r o t e o l y t i c  d e g r a d a t i o n  o f  V P g s  d e s t r o y s  

i n f e c t i v i t y  o f  s o m e  eg. N e p o v i r a l  b u t  n o t  o t h e r  eg. C o m o v i r a l  

R N A s ;  W IM M ER ,  1 9 8 2 ) ,  ( b )  f o r  a  m i x t u r e  o f  t h e  t w o  v i r i o n

R N A s  e x t r a c t e d  f r o m  g e l s  o r  p u r i f i e d  b y  s u c r o s e - g r a d i e n t s ,

( c )  f o r  t o t a l  v i r i o n  R N A  ( t h u s  a l l o w i n g  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  

s m a l l e r ,  u n d e t e c t e d  g e n o m i c  o r  p a c k a g e d  s u b g e n o m i c  R N A s )  

•  a n d  ( d )  f o r  t o t a l  i n f e c t e d  p l a n t  R N A  w h i c h  w o u l d  a l s o

c o n t a i n  n o n - v i r i o n  s u b g e n o m i c  R N A s .  S o m e  p l a n t  v i r u s e s  ( e g  

A1M V :  B Q L ,  1 9 7 1 )  r e q u i r e  t h e  p r e s e n c e  o f  c o a t  p r o t e i n  f o r

g e n o m i c  R N A  i n f e c t i v i t y .  H o w e v e r ,  c o i n f e c t i o n  w i t h  

s u b g e n o m i c  R N A  4 ( n o r m a l l y  p a c k a g e d  i n  v i r i o n s )  a b o l i s h e s  

t h i s  r e q u i r e m e n t  ( A L B L A S  & B O L ,  1 9 7 8 ) .  I f  B a Y M V  g e n o m i c  R N A  

i n f e c t i v i t y  d e p e n d s  o n  c o i n f e c t i o n  w i t h  c o a t  p r o t e i n  o r  

s u b g e n o m i c  c o a t  p r o t e i n  m e s s a g e  ( p a c k a g e d  o r  n o t )  R N A  

s a m p l e s  ( c )  o r  ( d )  s h o u l d  h a v e  b e e n  i n f e c t i o u s  u n l e s s  a  

f a c t o r  i n  o r  t h e  h u g e  e x c e s s  o f  p l a n t  R N A  i n  ( d )  w a s  

i n h i b i t o r y .  I n f e c t i v i t y  t e s t s  u s i n g  p u r i f i e d  R N A s  s i n g l y  

and .  i n  c o m b i n a t i o n  w e r e  t h u s  n o t .  p a s s i b l e .

T h e  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n s  f o r  t h e  f a i l u r e  o f  t h e s e  

e x p e r i m e n t s  a r e  i n a d e q u a c i e s  o f  t e c h n i q u e ,  u s e  o f  b e l o w -  

t h r e s h o l d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  R N A ,  p r e s e n c e  o f  i n h i b i t o r s  o r  

a n  a b s o l u t e  r e q u i r e m e n t  f o r  a  s o l u b l e  p r o t e i n .  B a Y M V  R N A  

w o u l d  n o t  b e  i n f e c t i o u s  i f  i t  w e r e  o f  n e g a t i v e  p o l a r i t y  b u t  

t h i s  i s  u n l i k e l y  i n  v i e w  o f  i t s  a b i l i t y  t o  d i r e c t  i n  v i t r o  

p r o t e i n  s y n t h e s i s  ( 3 . 8 )  a n d  o f  v i r u s  p a r t i c l e  m o r p h o l o g y ,  

a l l  n e g a t i v e  s t r a n d  p l a n t  v i r u s e s  b e i n g  b a c i l l i f o r m .  N o n -
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i n f e c t i v i t y  o f  v i r a l  R N A  l e d  t o  t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  t o m a t o  

s p o t t e d  w i l t  v i r u s  R N A  w a s  o f  n e g a t i v e  p o l a r i t y  (V A N  D E N  

H U R K  e t  a l . , 1 9 7 7 )  b u t  i n  v i t r o  t r a n s l a t i o n  a n d

t r a n s c r i p t i o n  e x p e r i m e n t s  ( V E R K L E I J  e t  a l . , 1 9 8 2 )  l a t e r

s h o w e d  t h i s  t o  b e  u n t r u e .

3.2 Virus Purification

A m e t h o d  i s  p r e s e n t e d  (.see  2 . 8 . 8 )  f o r  t h e  p u r i f i c a t i i o n  

o f  b a r l e y  y e l l o w  m o s a i c  v i r u s .  T h i s  m e t h o d  w a s  d e v e l o p e d  

i n d e p e n d e n t l y  a n d  d i f f e r s  i n  a  f e w  i m p o r t a n t  w a y s  f r o m  

p u b l i s h e d  p r o t o c o l s  ( U S U G I  & S A I T O ,  1 9 7 0 ,  1 9 7 5 ,  1 9 7 6 ;  H UTH

e t  a l . , 1 9 8 4 )  w h i c h  p r o v e d  u n s a t i s f a c t o r y .  T h i s  m e t h o d

s u f f e r s  f r o m  t h e  s a m e  d i s a d v a n t a g e  a s  t h e  p u b l i s h e d  o n e s ,  

i.e. c o n s i d e r a b l e  l o s s  o f  v i r u s  d u r i n g  l o w - s p e e d  

#  c e n t r i f u g a t i o n  b e c a u s e  o f  i n s o l u b i l i t y ,  a n d  i s  n o t

p r e s e n t e d  a s  t h e  b e s t  p o s s i b l e  p r o t o c o l .  B e c a u s e  o f  t h e  

n a t u r e  o f  t h e  p r o j e c t  a  m e t h o d  t h a t  m a x i m i s e d  y i e l d  o f  

f u l l - l e n g t h  R N A  w a s  s o u g h t  ( e v e n  a t  t h e  e x p e n s e  o f  c a p s i d )  

a n d  t h e  p r o t o c o l  p r e s e n t e d  w a s  d e v e l o p e d  f r o m  t h e  f i r s t  

e x p e r i m e n t s  t o  y i e l d  a n y  f u l l - l e n t h  R N A  ( p u b l i s h e d  m e t h o d s  

w e r e  i n e f f e c t i v e  i n  t h i s  r e s p e c t ) .  T h e  s t e p  t h a t  r e q u i r e s  

m o s t  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  i s  t h e  r e s u s p e n s i o n  o f  t h e  v i r u s  

p e l l e t  a f t e r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  t h r o u g h  a  s u c r o s e  c u s h i o n .  

A n y  m e t h o d  o f  d i s a g g r e g a t i n g  v i r u s  c l u m p s  w i t h o u t  c a u s i n g  

d i s r u p t i o n  o f  v i r i o n s  w o u l d  g r e a t l y  i n c r e a s e  y i e l d s .

3.2.1 Plant Material and Homogenisation

S i n c e  n o  o t h e r  p r o p a g a t i o n  h o s t  w a s  a v a i l a b l e  B a Y M V  w a s  

p u r i f i e d  f r o m  b a r l e y  p l a n t s  w h i c h  a r e  r e l a t i v e l y  f i b r o u s  s o  

i d e a l l y  o n l y  y o u n g  t i s s u e  w a s  u s e d .  T i s s u e  h o m o g e n i s a t i o n  

w a s  a i d e d  b y  m a n u a l l y  c r u s h i n g  a t  - 7 0 °C a n d  t h e  u s e  o f  a t  

l e a s t  3 v o l  b u f f e r .  G r i n d i n g  i n  l i q u i d  n i t r o g e n  w a s  n o t  u s e d
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r o u t i n e l y  b u t  m ay  i n c r e a s e  e f f i c i e n c y  o f  e x t r a c t i o n  

s l i g h t l y .  U s e  o f  b u f f e r : t i s s u e  r a t i o s  g r e a t e r  t h a n  3 : 1  

( m l : g )  d i d  n o t  i n c r e a s e  t h e  e x t r a c t i o n  e f f i c i e n c y  

s u f f i c i e n t l y  t o  a f f e c t  f i n a l  y i e l d s .

3 . 2 . 2  E x t r a c t i o n  B u f f e r s

T h e  f i n a l  c h o i c e  o f  e x t r a c t i o n  b u f f e r  w a s  i n f l u e n c e d  b y  

t h e  f i r s t  s u c c e s f u l  p u r i f i c a t i o n  m e t h o d .  T h i s  w a s  b a s e d  o n  

t h e  m e t h o d  o f  D O U G H E R T Y  & H I E E E R T  ( 1 9 8 0 ) ,  w ho  u s e d  H E P E S  

b u f f e r  a n d  P E G - p r e c i p i t a t i o n  t o  p u r i f y  p e p p e r  m o t t l e  v i r u s  

a n d  t o b a c c o  e t c h  v i r u s ,  m o d i f i e d  t o  i n c l u d e  a  s u c r o s e -

c a e s i u m  s u l p h a t e  s t e p  g r a d i e n t .  H E P E S  (20mM, p H 7 . 4 )  w a s

s u b s e q u e n t l y  s h o w n  t o  b e  s u p e r i o r  t o  c i t r a t e  (0 .  1M, p H 7 . 0 )

b y  E M  ( 2 . 9 )  a n d  R N A  e x t r a c t i o n  o f  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n

•  p e l l e t s  ( 2 . 1 1 . 1 ) .

T h e  e f f e c t  o f  d i v a l e n t  c a t i o n s  w a s  i n v e s t i g a t e d  b y  

i n c u b a t i n g  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  v i r u s  s a m p l e s  ( a f t e r  o n e  h i g h  

s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n  s t e p )  a t  4 ° C  o v e r n i g h t  i n  t h e  p r e s e n c e  

a n d  a b s e n c e  o f  Mg"*"""' (1  & lO m M ) o r  E D T A  (1  & 5mM) f o l l o w e d

b y  a  c l e a r i n g  s p i n  a n d  EM  a n d  R N A  e x t r a c t i o n  o f  p e l l e t s  a n d  

s u p e r n a t a n t s .  N o  r e q u i r e m e n t  o f  d i v a l e n t  c a t i o n s  f o r

p a r t i c l e  s t a b i l i t y  w a s  f o u n d  i n  t h a t  E M  s h o w e d  n o  e v i d e n c e  

o f  i n c r e a s e d  f r a g m e n t a t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  E D T A  a t  

e i t h e r  c o n c e n t r a t i o n  ( n o r  w a s  t h e r e  a n y  d e c r e a s e  i n  

e x t r a c t a b l e  f u l l - l e n g t h  RN A .  Mg"""*' a t  lOm M  ( b u t  n o t  

a p p r e c i a b l y  a t  lm M )  c a u s e d  c l u m p i n g  o f  p a r t i c l e s  a n d  b a s t  

c o m p o n e n t s , a s  s e e n  b y  E M f a n d  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  p r o p o r t i o n  

o f  R N A  f o u n d  i n  c l e a r i n g  s p i n  p e l l e t s .  S i m i l a r  b e h a v i o u r  

h a s  b e e n  r e p o r t e d  f o r  A 1 M V  w h i c h  i s  p r e c i p i t a t  e d  b y  Mg"*"** 

c o n c e n t r a t i o n s  g r e a t e r  t h a n  lm M  ( H U L L  & JO H N SO N ,  1 9 6 8 ) .  I n  

v i e w  o f  t h e s e  r e s u l t s  a n d  t h e  f a c t  t h a t  i n i t i a l  e x t r a c t s  

h a v e  h i g h e r  l e v e l s  o f  p o t e n t i a l l y  d e l e t e r i o u s  d i v a l e n t  

c a t i o n - d e p e n d e n t  e n z y m e s  E D T A  a t  5mM w a s  i n c l u d e d  i n  

e x t r a c t i o n  b u f f e r s .  T h e  h i g h e r  l e v e l  a l s o  e n s u r e d
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d i s r u p t i o n  o f  r i b o s o m e s  s o  " t h a t  f o l l o w i n g  EN A  e x t r a c t i o n  o f  

u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  p e l l e t s  t h e r e  w a s  n o  r i b o s o m a l  E N A  

c o n t a m i n a t i o n  t o  i n t e r f e r e  w i t h  v i r a l  E N A  p u r i f i c a t i o n  b y  

s u c r o s e  g r a d i e n t s  o r  g e l  e x t r a c t i o n .

O t h e r  a d d i t i v e s  w e r e  i n c l u d e d  a s  p r e c a u t i o n a r y  m e a s u r e s ,  

s t a n d a r d  t o  m o s t  v i r u s  p u r i f i c a t i o n  p r o t o c o l s .  B o t h  2 -  

m e r c a p t o e t h a n o l  a n d  B I E C A  a r e  r e d u c i n g  a g e n t s ,  t h e  l a t t e r  

a l s o  b e i n g  a n  i n h i b i t o r  o f  p o l y p h e n o l  o x i d a s e  t h r o u g h  i t s  

c o p p e r - c h e l a t i n g  a c t i v i t y .  T h e  c o m b i n a t i o n  o f  t h e s e  t w o  

l o w e r s  t h e  c h a n c e s  o f  f r e e  r a d i c a l  d a m a g e .  P M S F  i s  a n  

i n h i b i t o r  o f  s e r i n e  p r o t e a s e s  s o  p r e v e n t s  c l e a v a g e  o f  c o a t  

p r o t e i n  a t  s u s c e p t i b l e  p e p t i d e  b o n d s  t h a t  m i g h t  d e s t a b i l i s e  

v i r i o n  s t r u c t u r e  o r  e x p o s e  EN A .  D e s p i t e  t h e  u s e  o f  t h i s  

p r o t e a s e  i n h i b i t o r  t h e  o n l y  p r o t e i n  f o u n d  c o n s i s t e n t l y  i n  

v i r u s  p r e p a r a t i o n s  i n  t h i s  s t u d y  w a s  a  3 0 K  p r o t e i n .  T h u s  

i f ,  a s  p r o p o s e d  b y  E H L E E S  & P A U L  C 1 9 8 6 ) ,  t h e  3 0 K  p r o t e i n  

a r i s e s  b y  p r o t e o l y t i c  d e g r a d a t i o n  o f  a  3 5 K  c a p s i d  p r o t e i n  

t h e  e n z y m e  i n v o l v e d  i s  p r o b a b l y  n o t  a  s e r i n e - p r o t e a s e .  I n  

t h i s  r e c e n t  G e r m a n  s t u d y  20m M  s o d i u m  i o d o a c e t a t e ,  a n  

i n h i b i t o r  o f  c y s t e i n e - p r o t e a s e s ,  w a s  i n c l u d e d  i n  t h e  

e x t r a c t i o n  b u f f e r  i n  a d d i t i o n  t o  P M S F  a n d  E D T A .

3.2.3 Clarification

S o l u b i l i s a t i o n  o f  c h l o r o p l a s t  a n d  o t h e r  p l a n t  c e l l  

m e m b r a n e s  w i t h  T r i t o n  X - 1 0 0  a f t e r  f i l t r a t i o n  t h r o u g h  m u s l i n  

a n d  l o w  s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n  w a s  t h e  p r e f e r r e d  m e t h o d  o f  

c l a r i f i c a t i o n  o f  c r u d e  p l a n t  e x t r a c t s  f o r  t h e  f o l l o w i n g  

r e a s o n s :

( a )  l e a f - d i p  E M  a n d  I S E M  s h o w e d  t h a t  v e r y  f e w  v i r u s  

p a r t i c l e s  w e re  s e d i m e n t e d  d u r i n g  t h e  l o w - s p e e d  

c e n t r i f  u g a t i o n  s t e p  e v e n  w h e n  t h i s  s t e p  w a s  c a r r i e d  o u t  

b e f o r e  m e m b ra n e  s o l u b i l i s a t i o n ,  i n d i c a t i n g  t h a t  B a Y M V  i s  

n o t  i n t i m a t e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  m e m b r a n o u s  s t r u c t u r e s  w i t h i n



t h e  c a l l  a n d  t h a t  b u f  f e r :  t i s s u e  r a t i o s  o f  3 : 1  (m l : g ) w e r e  

s u f f i c i e n t  f o r  d i s p e r s a l  o f  v i r u s  a n d  h o s t  m a t e r i a l ;

( b )  c e n t r i f u g a t i o n  p r i o r  t o  m e m b ra n e  s o l u b i l i s a t i o n  a l l o w e d  

r e m o v a l  o f  n u c l e i  a n d  s o m e  o t h e r  s u b c e l l u l a r  o r g a n e l l e s  a t  

a n  e a r l y  s t a g e ;

< c )  t r e a t m e n t  w i t h  a n y  o f  t h e  o r g a n i c  s o l v e n t s  l i s t e d  i n
m

2 . 8 . 3  a s  c o m p a r e d  w i t h  T r i t o n  X - 1 0 0  r e s u l t e d  i n  f e w e r  a n d  

m o re  f r a g m e n t e d  p a r t i c l e s  a f t e r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  s t e p  a s  

d e t e r m i n e d  b y  EM;

( d )  n o  d i f f e r e n c e  i n  a g g r e g a t i o n  o r  f r a g m e n t a t i o n  o f  

p a r t i c l e s  w a s  d e t e c t a b l e  b y  EM  b e t w e e n  c r u d e  s a m p l e s  

i n c u b a t e d  a t  4 * C  o v e r n i g h t  i n  0 . 5 %  ( v / v )  T r i t o n  X - 1 0 0  a n d

i n  b u f f e r  a l o n e ;

(e>  c l a r i f i c a t i o n  w i t h  CC1*.  a s  c o m p a r e d  w i t h  T r i t o n  X - 1 0 0  

r e s u l t e d  i n  a  3 0 - 5 0  f o l d  d e c r e a s e  i n  e x t r a c t a b l e  f u l l -  

l e n g t h  R N A  a f t e r  c o n c e n t r a t i o n  ( F i g . 7 a , b ,  L a n e s  1 & 3 ) .

•  A l t h o u g h  c l a r i f i c a t i o n  w i t h  T r i t o n  X - 1 0 0  r e s u l t s  i n

g r e a t e r  y i e l d s  o f  i n t a c t  v i r u s  p a r t i c l e s ; o r g a n i c  s o l v e n t  

c l a r i f i c a t i o n  r e m o v e s  m o re  p l a n t  p r o t e i n  s o  m ay  b e  

p r e f e r a b l e  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  v i r u s  s u i t a b l e  f o r  

a n t i s e r u m  p r o d u c t i o n .  A f t e r  c l a r i f i c a t i o n  w i t h  C C l^ .  a n d  t w o  

r o u n d s  o f  P E G - p r e c i p i t a t i o n  b u t  n o  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n  t h e  

o n l y  p r o t e i n  d e t e c t a b l e  i n  v i r u s  p r e p a r a t i o n s  b y  S D S - P A G E  

i s  t h e  3 0 K  p r o t e i n  ( L a n e  3 ,  F i g . 8 ) .  A f t e r  T r i t o n  X - 1 0 0  

c l a r i f i c a t i o n  a n d  a n a l o g o u s  c o n c e n t r a t i o n  a  l e s s  p u r e  

p r e p a r a t i o n  i s  p r o d u c e d  ( L a n e  1, F i g . 9 ) .  Y i e l d s  o f  t h e  3 0 K  

p r o t e i n  a r e  s l m l L a j r  i n  b o t h  c a s e s .
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F i g . 7 a  Effects of clarifying and deproteinising methods on RNA 
yield. Lane 1; BaYMV RNA extracted from ultracentrifugation pellets as 
in 2 .1 1 .1 .  Lane 2; As Lane 1 but with phenol/chloroform replacing 
initial phenol extraction. Lane  3; As Lane 1 except RNA was extracted 
from virus preparations clarified with 0.2vol CCl* instead of Triton 
X-100. RNA equivalent to 0.85g plant material per lane.
F ig -  7b Densitometer scan of Fig.7a.
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M

F ig .  8 F ig .  9 F i g . 10

Figs.8 -1 0  5-15% Gradient SDS-PAGE of virus extracts prepared by 
purification protocols differing only in clarification and 
concentration methods . Each lane represents extracts from 5g plant 
tissue

F ig .  8 CCl^-clarified BaYMV preparations after two rounds of (1) 
ultracentrifugation and (2) PEG-precipitation

F ig .  9 Triton X-100-clarified BaYJfV preparation after two rounds of 
PEG-precipitation

F i g . 10 Healthy extract after Triton X-100-clarification and two 
rounds of PEG-precipitation

Lane K-Marker proteins (molecular weights are indicated)
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3.2.4 Concentration

I n  v i e w  o f  t h e  l o w  l e v e l s  o f  B a Y M V  i n  b a r l e y  s a p  a n d  

h e n c e  t h e  l a r g e  v o l u m e s  u s u a l l y  h a n d l e d  p r a c t i c a l  

c o n s i d e r a t i o n s  f a v o u r e d  t h e  u s e  o f  P E G - p r e c i p i t a t i o n  a s  a  

c o n c e n t r a t i o n  m e t h o d .  F u r t h e r m o r e  t h e  l o w  c e n t r i f u g a t i o n  

f o r c e s  n e e d e d  i n  t h i s  m e t h o d  w e r e  d e e m e d  l e s s  l i k e l y  t o  be  

d e l e t e r i o u s  t o  t h e  r e l a t i v e l y  f r a g i l e  v i r i o n s  t h a n  t h o s e  

u s e d  i n  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .  P A G E  o f  v i r u s  p r e p a r a t i o n s  

a f t e r  t w o  r o u n d s  o f  P E G - p r e c i p i t a t i o n  o r  

u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  ( w i t h o u t  a  s u c r o s e  c u s h i o n )  s h o w e d  t h a t  

t h e  f o r m e r  p r o d u c e d  a  p u r e r  p r e p a r a t i o n  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  

3 0 K  p r o t e i n  t h o u g h  y i e l d s  w e r e  l o w e r  ( s e e  F i g . 8 ) .  N e i t h e r  

o f  t h e s e  p r e p a r a t i o n s  c o n t a i n e d  e x t r a c t a b l e  i n t a c t  R N A s .  EM  

r e v e a l e d  a  h i g h  d e g r e e  o f  f r a g m e n t a t i o n  i n  b o t h  c a s e s  , 

i n d i v i d u a l  p a r t i c l e s  n e a r l y  a l l  b e i n g  s h o r t  ( ( 2 0 0 n m ) ,  a n d  

i n  P E G - p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n s  a g g r e g a t e s  w e r e  p r e s e n t  i n  

w h i c h  i n d i v i d u a l  p a r t i c l e s  w e r e  h a r d l y  d i s t i n g u i s h a b l e  ( s e e  

F i g s . 1 1 a , b ) .  I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  l a r g e r  a g g r e g a t e s  o f  t h i s  

t y p e  w o u l d  h a v e  b e e n  l o s t  d u r i n g  l o w  s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n  

l e a d i n g  t o  t h e  l o w e r  y i e l d s  f o u n d .  C l o s e  i n s p e c t i o n  o f  

t h e s e  a g g r e g a t e s  s h o w s  t h a t  t h e y  c o n s i s t  g e n e r a l l y  o f  s m a l l  

f r a g m e n t s .  W h e t h e r  o r  n o t  t h e  f r a g m e n t a t i o n  i s  a  r e s u l t  o f  

P E G - i n d u c e d  a g g r e g a t i o n  i s  n o t  c l e a r  b u t  i t  d o e s  e x p l a i n  

t h e  a b s e n c e  o f  i n t a c t  R N A s .  T h u s  P E G - p r e c i p i t a t i o n  d o e s  n o t  

s e e m  t o  b e  s u i t a b l e  f o r  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  v i r a l  R N A  

u n l e s s  c o n d i t i o n s  c a n  b e  f o u n d  t h a t  m i n i m i s e  l o s s  t h r o u g h  

a g g r e g a t i o n .  T h e  u s e  o f  H E P E S  b u f f e r ,  T r i t o n  X — 1 0 0  

c l a r i f i c a t i o n  a n d  o n l y  o n e  r o u n d  o f  P E G - p r e c i p i t a t i o n  

a l l o w e d  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  s o m e  i n t a c t  v i r i o n s  b y  s u c r o s e -  

c a e s i u m  s t e p  ( F i g . 1 2 )  a n d  i s o p y c n i c  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  

b u t  y i e l d s  w e r e  t o o  l o w  t o  b e  s a t i s f a c t o r y .  T h e  R N A  l o a d e d  

i n  t r a c k  2  o f  F i g . 1 3  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  v i r i o n s  p u r i f i e d  i n  

t h i s  w a y  f r o m  2 5 g  i n f e c t e d  t i s s u e .



(b)

Fig.11 Electron micrographs of BaYMV aggregates after PEG- 
precipitation. Magnification; (a) x54,000 (b) *27,000
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Fig.12 Sucrose/caesium sulphate step-gradient purification of BaYKV

(Arrow indicates opalescent virus zone)



Fig.13
from three

Kethylmercury gel electrophoresis of BaYMV RNA extracted 
opalescent zones in an isopycnic caesium sulphate gradient

(2.8.7d) 
Lane 1; 
Lane 2; 
Lane 3; 
Lane 4;

Upper zone 
Kiddle zone 
X H i n d  III digest 
Bottom zone
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U i t r a c e n t r i f u g a t i o n  p e l l e t s  a r e  d e n s e  a n d  h a r d  t o  

r e s u s p e n d  a n d  h i g h  c e n t r i f u g a l  f o r c e s  r e s u l t  i n  c o m p a c t i o n  

a n d  m e c h a n i c a l  b r e a k a g e  o f  B a Y M V  v i r i o n s .  T h e s e  l i m i t a t i o n s  

c a n  b e  a v o i d e d ,  a t  l e a s t  p a r t l y ,  b y  u s i n g  a  s u c r o s e  c u s h i o n ,  

w h i c h  c o n c o m m i t a n t l y ' a d d s  a c r u d e  f r a c t i o n a t i o n  s t e p .  E M  o f  

s u c h  r e s u s p e n d e d  p e l l e t s  s h o w s  t h a t  a  h i g h  p r o p o r t i o n  o f  

t h e  p a r t i c l e s  a r e  l o n g  ( F i g . 1 4 )  a n d ,  a l t h o u g h  a s s o c i a t e d  

w i t h  e a c h  o t h e r  a n d  p l a n t  m a t e r i a l ,  a r e  n o t  a g g r e g a t e d  t o  

t h e  d e g r e e  o f  t h o s e  c o n c e n t r a t e d  b y  P E G - p r e c i p i t a t i o n .  

D i r e c t  e x t r a c t i o n  o f  R N A  f r o m  t h e s e  p e l l e t s ,  d e n a t u r i n g  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  e s t i m a t i o n  o f  v i r a l  R N A  c o n c e n t r a t i o n  

f r o m  t h e  g e l  (e.g F i g .  1 5 )  s h o w s  t h a t  1 0 0 - 1 5 0 p g  i n t a c t  R N A  i s  

e x t r a c t a b l e  f r o m  e a c h  l O O g  p l a n t  t i s s u e  p r o c e s s e d .

A s s u m i n g  n e g l i g i b l e  f r a g m e n t a t i o n  ( u n l i k e l y )  a n d  

5 %  R N A  c o n t e n t  ( I N O U Y E  & S A I T O ,  1 9 7 5 )  p e l l e t s  m u s t  c o n t a i n  

i n  e x c e s s  o f  3m g v i r u s / l O O g  t i s s u e  a n d  p l a n t s  e v e n  m o re .

•  L o w  y i e l d s  t h u s  r e s u l t  f r o m  m a n i p u l a t i o n s  a f t e r  t h i s  s t e p  

i n  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e s .

3 . 2 . 5  R e s u s p e n s i o n

R e s u s p e n s i o n  o f  t h e  v i r u s  p e l l e t  a f t e r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  

s t e p  i s  p r o b a b l y  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  s t a g e  i n  t h e  

p u r i f i c a t i o n  o f  B a Y M V  i n  t e r m s  o f  y i e l d  l o s s .  U n f o r t u n a t e l y  

n o  e n t i r e l y  s a t i s f a c t o r y  m e t h o d  f o r  t h i s  w a s  f o u n d .  N o  l e s s  

t h a n  2 5 %  a n d  a s  m u ch  a s  7 5 %  o f  e x t r a c t a b l e  R N A  i s  f o u n d  i n  

t h e  p e l l e t  o f  a  l o w  s p e e d  c l e a r i n g  s p i n  a f t e r  r e s u s p e n s i o n .  

C o n s e q u e n t l y  t h i s  c e n t r i f u g a t i o n  s t e p  w a s  o f t e n  o r a m i t t e d  

p r i o r  t o  f r a c t i o n a t i o n  o n  s u c r o s e - c a e s i u m  s t e p  g r a d i e n t s .  

H o w e v e r  i n  t h e s e  c a s e s  c o m p a r a b l e  a m o u n t s  o f  e x t r a c t a b l e  

R N A  s e d i m e n t e d  d u r i n g  t h e  l o w  s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n  s t e p  

n e c e s s a r y  t o  r e m o v e  p a r t i c u l a t e  m a t t e r  b a n d i n g  a t  t h e  s a m e  

p a r t  o f  t h e  g r a d i e n t  a s  B a Y M V  ( s e e  3 . 2 . 6  b e l o w ) .  N e i t h e r  o f  

t h e s e  p r o c e d u r e s  c o n s i s t e n t l y  p r o d u c e d  g r e a t e r  y i e l d s  o f  

p u r i f i e d  v i r u s  t h a n  t h e  o t h e r .
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Fig.14 Electron micrograph of BaYMV after ultracentrifugation 
through a sucrose cushion as in 2.8.8. Magnification; x65,000
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1 2

4 — RNA-1

■■ — RNA-2

Fig*15 Crude BaYMV RNA extracted from ultracentrifuge 
as in 2.11.lb 
Lane 1; 2 jig CPKV RNA
Lane 2; Crude BaYKV RNA equivalent to 2g plant material
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VAN OOSTEN,Ey analogy to potyviruses (eg 1972;
T H O U V E N £ L  e t  a l . , 1 9 7 6 )  u r e a  a n d  2 - m e r c a p t o e t h a n o l  w e r e

t e s t e d  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o  s o l u b i l i s e  B a Y M V  p a r t i c l e s .  

U r e a  a t  1M, o n  i t s  ow n  o r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 . 1 %  ( v / v )  2 -  

m e r c a p t o e t h a n o l  i n  f a c t  h a d  t h e  o p p o s i t e  e f f e c t  c a u s i n g  

a g g r e g a t i o n  r e s e m b l i n g  t h a t  r e s u l t i n g  f r o m  P E G  t r e a t m e n t  

a n d  c o n c o m m i t a n t  l o s s  o f  a l l  e x t r a c t a b l e  f u l l - l e n g t h  E N A .  

F i g s . 1 6 a ,  b  & c  s h o w  t h e  e f f e c t s  o f  i n c u b a t i o n  o v e r n i g h t  a t  

4 ° C  i n  0. 1M  t r i s - H C l ,  p H 8 . 0, w i t h  n o  a d d i t i v e s ,  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  1M u r e a  a n d  w i t h  b o t h  1M  u r e a  a n d  0 . 1 %  2 -  

m e r c a p t o e t h a n o l  r e s p e c t i v e l y .  A g g r e g a t i o n  i s  a p p a r e n t  i n  

t h e  l a s t  t w o .  A l o n e ,  2 - m e r c a p t o e t h a n o l  h a d  n o  e f f e c t  o n  

a g g r e g a t i o n  o r  R N A  s t a t e  a b o v e  c o n t r o l  l e v e l s  a n d  w a s  

o m m i t t e d  f r o m  r e s u s p e n s i o n  b u f f e r s .

T r i t o n  X - 1 0 0  a t  0. 1%  a n d  E D T A  a t  Im M  w e r e  i n c l u d e d  i n  

r e s u s p e n s i o n  b u f f e r s  t o  a i d  d i s s o c i a t i o n  o f  v i r u s  f r o m  a n y  

r e m a i n i n g  m e m b r a n o u s  h o s t  c o m p o n e n t s  ( p e l l e t s  w e r e  

s o m e t i m e s  p a l e  g r e e n ) .

3 . 2 . 6  F u r t h e r  P u r i f i c a t i o n

a )  S u c r o s e  G r a d i e n t  C e n t r i f u g a t i o n

S u c r o s e  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  o f  v i r u s  p r e p a r a t i o n s  

a f t e r  o n e  o r  t w o  c o n c e n t r a t i o n  s t e p s  d i d  n o t  r e s u l t  i n  a n y  

f u r t h e r  p u r l f i c a . ' t I a n , o n l y  c a u s i n g  d i l u t i o n  w h i c h ,  t h e r e b y -  

n e c e s s i t a t e d  a n o t h e r  r o u n d  o f  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  o r  P E G — 

p r e c i p i t a t i o n .  U v  p r o f i l e s  o f  g r a d i e n t s  s h o w e d  n o  d i s t i n c t  

p e a k s  a n d  E M  o f  f r a c t i o n s  r e v e a l e d  t h a t  v i r u s  w a s  d i s p e r s e d  

t h r o u g h o u t  t h e  g r a d i e n t  a n d  n o t  s e p a r a t e d  f r o m  a n y  b u t  t h e  

s l o w e s t  s e d i m e n t i n g  h o s t  c o m p o n e n t s .  T h i s  e f f e c t  h a s  a l s o  

b e e n  f o u n d  i n  a n o t h e r  s t u d y  (H U TH  e t  a l ., 1 9 8 4 )  a n d

p r o b a b l y  r e f l e c t s  t h e  h e t e r o g e n e o u s  s e d i m e n t a t i o n  

p r o p e r t i e s  c a u s e d  b y  a g g r e g a t i o n  a n d  f r a g m e n t a t i o n .



(a)

Fig.. 16  E f f e c t s  o f  u r e a  a n d  2 - m e r c a p t o e t h a n a l  on BaYJTY a g g r e g a t io n .

E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  B a Y K V  a f t e r  r e s u s p e n s i o n  o f  

u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  p e l l e t s  i n  t r i s - H C l ,  p H 8 . 0,  a n d  i n c u b a t i o n  a t  4 * C  

o v e r n i g h t  ( a )  w i t h  n o  a d d i t i v e s ,  ( b)  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  I K  u r e a  a n d

( c )  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  I K  u r e a  a n d  0 . 1 %  2 - m e r c a p t o e t h a n o l .

K a g n i f i c a t i o n ;  ( a )  x 5 4 , 0 0 0  ( b )  x l 0 , 0 0 0  ( c )  x 2 7 , 0 0 0
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M  1 2

F i g . 1 7  5 - 1 5 %  g r a d i e n t  S D S - P A G E  o f  C P G - c o l u n m  e l u a t e s .  F i r s t  ( 1 )  a n d  

s e c o n d  ( 2 )  u v - a b s o r b i n g  p e a k s  p r o d u c e d  b y  C P G - c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  o f  

B a Y K V ,  p r e p a r e d  b y  C C l ^ - c l a r i f i c a t i o n  a n d  on e r o u n d  o f

u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  f r o m  l O g  p l a n t  m a t e r i a l / l a n e .

L a n e  M -  M a r k e r  p r o t e i n s  ( m o l e c u l a r  w e i g h t s  a r e  i n d i c a t e d )

m
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P e r m e a t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  o n  c o n t r o l l e d  p o r e  g l a s s  

c o l u m n s  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  v i r u s  p r e p a r a t i o n s  a f t e r  o n e  

a n d  s o m e t i m e s  t w o  r o u n d s  o f  c o n c e n t r a t i o n .  S a m p l e s

c l a r i f i e d  w i t h  C C l ^  a n d  c o n c e n t r a t e d  o n c e  p r o d u c e d  t w o  u v  

a b s o r b i n g  p e a k s  o f  v a r y i n g  s i z e s  t h o u g h  t h e  f i r s t  w a s  

a l w a y s  e q u a l  i n  s i z e  t o  o r  l a r g e r  t h a n  t h e  s e c o n d .  A f t e r  a  

s e c o n d  r o u n d  o f  c o n c e n t r a t i o n  o n l y  o n e  p e a k ,  t h e  f i r s t ,  

e l u t e d .  S a m p l e s  c l a r i f i e d  w i t h  T r i t o n  X - 1 0 0  o n l y  e v e r  

p r o d u c e d  o n e  p e a k .  T h i s  w a s  t r u e  f o r  s a m p l e s  f r o m  h e a l t h y  

a n d  i n f e c t e d  p l a n t s .  E M  s h o w e d  t h a t ,  w h i l e  n o  o r  v e r y  f e w  

v i r u s  p a r t i c l e s  w e r e  f o u n d  i n  s e c o n d  p e a k  e l u a t e s ,  f i r s t  

p e a k  e l u a t e s  a l w a y s  c o n t a i n e d  p l a n t  m a t e r i a l  a s  w e l l  a s  

v i r i o n s .  S D S - P A G E  o f  t h e  t w o  e l u a t e s  c o n f i r m e d  t h i s ,  s h o w i n g  

p a r t i a l  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  3 0 K  p r o t e i n  i n  t h e  f i r s t  p e a k  

•  A i t s  r e m o v a l  f r o m  t h e  s e c o n d  ( F i g .  1 7 )  . N o  a t t e m p t  w a s  m ade

t o  c h a r a c t e r i s e  t h e  h o s t  c o m p o n e n t ( s )  e x c l u d e d  f r o m  t h e  

c o l u m n  s o  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  m o d i f i c a t i o n s  o f  t h e  p r o t o c o l  

c o u l d  l e a d  t o  i t s  r e m o v a l  a t  a n  e a r l i e r  s t a g e  a n d  h e n c e  

a l l o w  v i r u s  p u r i f i c a t i o n  o n  t h e  c o l u m n .  H o w e v e r  C PG  e l u a t e s  

n e v e r  c o n t a i n e d  e x t r a c t a b l e  f u l l - l e n g t h  R N A .  T h e s e  r e s u l t s  

i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  l a r g e  d i l u t i o n  e f f e c t  o f  t h e  c o l u m n  

l e d  t o  t h e  a b a n d o n m e n t  o f  t h i s  p u r i f i c a t i o n  m e t h o d .

b >  CPG Column C h r m n a t n g r f l p h y

c) Caesimn Gradients

P u r i f i c a t i o n  m e t h o d s  u s i n g  c e n t r i f u g a t i o n  i n  c a e s i u m  

s a l t s  p r o v e d  t h e  m o s t  s u c c e s s f u l  b u t  s u f f e r e d  f r o m  t h r e e  

m a in  d r a w b a c k s .  T h e  f i r s t  i s  t h a t  t h e  v i r u s  i s  n o t  v e r y  

s t a b l e  i n  h i g h  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s  f o r  l o n g  p e r i o d s .  T h i s  

e f f e c t  i s  g r e a t e r  i n  C s C l  t h a n  C s ^ S O ^ .  A f t e r  o v e r n i g h t  

i n c u b a t i o n  a t  4 * C  i n  2 8 %  (w /w ) C s C l  p a r t i a l l y  p u r i f i e d

v i r u s  p r e p a r a t i o n s  c o n t a i n e d  n o  e x t r a c t a b l e  R N A  w h e r e a s  

a f t e r  a  s i m i l a r  i n c u b a t i o n  i n  C s e S O a  a b o u t  1 0 %  o f  t h e
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c o n t r o l  a m o u n t  ( i n c u b a t e d  i n  b u f f e r  a l o n e )  r e m a i n e d .  A 

s i m i l a r  s a l t  s e n s i t i v i t y  w a s  r e p o r t e d  b y  U S U G I  & S A I T O  

( 1 9 7 5 )  w ho  f o u n d  t h a t  i n c u b a t i o n  i n  C s C l  f o r  t w o  d a y s  

c o m p l e t e l y  d e s t r o y e d  i n f e c t i v i t y .  T h e  g r e a t e r  e f f e c t  o f  

C s C l  i s  p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e  c h l o r i d e  i o n  i s  

m o re  c h a o t r o p i c  t h a n  t h a n  t h e  s u l p h a t e  i o n .  D i f f e r e n t i a l  

s t a b i l i t y  i n  t h e s e  t w o  s a l t s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  f o r  o t h e r  

v i r u s e s  ( H U L L ,  1 9 7 6 ) .  L o s s e s  c a n  b e  m i n i m i s e d  b y  t h e  u s e  o f  

s t e p  g r a d i e n t s  w h i c h  c a n  b e  r u n  f o r  m u ch  s h o r t e r  t i m e s  t h a n  

i s o p y c n i c  g r a d i e n t s  s i n c e  t h e  g r a d i e n t  i s  p a r t i a l l y  f o r m e d  

a n d  d o e s  n o t  n e e d  t o  r e a c h  e q u i l i b r i u m  t o  a c h i e v e  a d e q u a t e  

s e p a r a t i o n .  I n i t i a l l y  g r a d i e n t s  w e r e  f o r m e d  b y  o v e r l a y i n g  

3 m l  e a c h  2 0 %  s u c r o s e , C s^ -SC U  o f  d e n s i t y  1 . 2 g / c m 3  a n d  C s ^ S O . *  

o f  d e n s i t y  1 . 3 5 g / c m 3  a n d  c e n t r i f u g a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  f o r  

5 h .  F i g .  1 2  s h o w s  t h e  r e s u l t  o f  s u c h  a  r u n ,  t h e  o r a n g e  

c o l o u r a t i o n  o f  t h e  u p p e r  h a l f  o f  t h e  t u b e  b e i n g  a  

c h a r a c t e r i s t i c  o f  p r e p a r a t i o n s  i s o l a t e d  u s i n g  p a r t i a l l y  

c h l o r o t i c / n e c r o t i c  t i s s u e  a n d  P E G - p r e c i p i t a t i o n .  I t  i s  

a p p a r e n t  f r o m  t h e  p h o t o g r a p h  t h a t  t h e  o p a l e s c e n t  v i r u s  

c o n t a i n i n g  z o n e  i s  n o t  w e l l  s e p a r a t e d  f r o m  h o s t  p r o t e i n s  s o  

c o n t a m i n a t i o n  i s  a  p r o b l e m  o n  f r a c t i o n a t i o n .  V i r u s  m u s t  b e  

f u r t h e r  p u r i f i e d  b y  i s o p y c n i c  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  a s  i n  

2 . 8 . 7 d  w i t h  i t s  c o n c o m i t a n t  y i e l d  l o s s e s .  S u b s e q u e n t l y  f o u r  

C s ^S C L j. s t e p s ,  o f  d e n s i t i e s  1 . 0 ,  1 . 1 ,  1 . 2  a n d  1 . 3 g / c r a '3 , w e r e  

u s e d  t o  s h o r t e n  r u n  t i m e s  a n d  t h e  s t e p s  o f  d e n s i t y  a b o v e  

a n d  b e l o w  t h a t  o f  t h e  v i r u s  w e r e  i n c r e a s e d  i n  s i z e  t o  

i m p r o v e  s e p a r a t i o n .  A n  e x a m p l e  o f  s u c h  a  g r a d i e n t  i s  s h o w n  

i n  F i g .  1 8 .  T h e  f i n a l  i m p r o v e m e n t  w a s  t o  i n c l u d e  a  f i f t h  

s t e p  o f  d e n s i t y  1 . 5 g / c m 3  t o  r a i s e  t h e  o p a l e s c e n t  b a n d  o f f  

t h e  b o t t o m  o f  t h e  t u b e  a n d  t h u s  m ake  i t s  r e m o v a l  s i m p l e r .  

S o m e t i m e s  t h e  v i r u s  z o n e  h a d  a  f l o c c u l e n t  a s  w e l l  a s  

o p a l e s c e n t  a p p e a r a n c e  t h o u g h  t h i s  d i d  n o t  a f f e c t  p a r t i c l e  

i n t e g r i t y  o r  p u r i t y .  T h e  r e a s o n  f o r  t h i s  i s  n o t  u n d e r s t o o d  

b u t  o n  d i l u t i o n  a n d  d i a l y s i s  t h e  f l o c c u l e n c e  d i s a p p e a r e d .



Fig.1S Sucrose/caesium sulphate step-gradient purification of BaYMV 

(Arrows indicate opalescent virus zones) 
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T h e  o t h e r  t w o  s h o r t c o m i n g s  o f  t h i s  m e t h o d  a r e  c o n n e c t e d  

a n d  a r e  i n v o l v e d  w i t h  i n s o l u b i l i t y  a n d  c o n t a m i n a t i o n .  V i r u s  

p u r i f i e d  b y  c a e s i u m  g r a d i e n t s  i s  c h a r a c t e r i s t i c a l l y  i n  a  

f a i r l y  a g g r e g a t e d  s t a t e ,  p r o b a b l y  a s  a  s i m p l e  r e s u l t  o f  

h i g h  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  l a r g e s t  o f  t h e s e  a g g r e g a t e s  t e n d  t o  

b e  i n s o l u b l e .  T h i s  w o u l d  n o t  b e  a  p r o b l e m  i f  t h e  v i r u s  w a s  

p u r e  a s  s o l u b l e  R N A  a n d  c a p s i d  p r o t e i n  c o u l d  b e  e x t r a c t e d  

b y  d e n a t u r a t i o n  o f  i n s o l u b l e  a g g r e g a t e s .  H o w e v e r ,  i n  m a n y  

p r e p a r a t i o n s  p l a n t  d e r i v e d  p a r t i c u l a t e  m a t t e r  b a n d e d  i n  t h e  

s a m e  p a r t  o f  t h e  g r a d i e n t  a s  v i r u s .  A s  d e r a i l e d  i n  2 . 8 . 8  

t h i s  c o u l d  b e  r e m o v e d  b y  d i l u t i o n  a n d  l o w  s p e e d  

c e n t r i f u g a t i o n  a n d  t h e  v i r u s  r e p u r i f i e d  o n  a n o t h e r  s t e p  

g r a d i e n t  b u t  i n s o l u b l e  a g g r e g a t e s  a r e  l o s t  d u r i n g  t h e  

c l e a r i n g  s p i n .  T h e  n a t u r e  a n d  o r i g i n  o f  t h e  c o n t a m i n a t i o n  

i s  u n k n o w n  b u t  i t  i s  p o s s i b l y  f o r m e d  b y  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  

t h e  h i g h  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  a n d  p l a n t  p r o t e i n s  s u c h  a s  

•  f e r r i t i n  o r  o t h e r  c o m p o u n d s  s u c h  a s  p o l y p h e n o l s .  T h e

o c c u r r e n c e  o f  t h e  c o n t a m i n a t i o n  d i d  n o t  c o r r e l a t e  w i t h  t h e  

a g e  o r  c h l o r o t i c / n e c r o t i c  s t a t e  o f  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l  a s  

s u g g e s t e d  b y  H UTH  e t  a l . , ( 1 9 8 4 ) .  I t  r e m a i n s  t o  b e  s e e n

w h e t h e r  s t e p s  c a n  b e  t a k e n  t o  r e m o v e  t h e  c o n t a m i n a t i o n  a t  

a n  e a r l i e r  s t a g e .

3 . 2 . 7  BaYKV C o a t P r o t e i n  a n d  E n c a p s id a t e d  RNAs

C o n t r a r y  t o  o t h e r  r e p o r t s  (H U TH  e t  a l . , 1 9 8 4 ,  E H L E R S  &

P A U L ,  1 9 8 6 )  o n l y  o n e  p r o t e i n ,  o f  c a . 3 0 K ,  w a s  c o n s i s t e n t l y  

d e t e c t e d  b y  S D S - P A G E  o f  p u r i f i e d  v i r u s  p r e p a r a t i o n s  ( s e e  e g  

F i g . 1 9 ) .  N o  e v i d e n c e  o f  t h e  3 5 K  p r o t e i n  r e p o r t e d  b y  t h e  

G e rm a n  w o r k e r s  w a s  f o u n d .  T h i s  m a y  o r  m ay  n o t  b e  d u e  t o  

p r o t e o l y t i c  d e g r a d a t i o n  b u t  i n  t h i s  s t u d y  t h e  3 0 K  p r o t e i n  

w i l l  b e  r e f e r r e d  t o  a s  B a Y M V  c o a t  o r  c a p s i d  p r o t e i n .



1 2  M

r - 6 7

— 5 5  

— 4 5

F i g . 1 9  S D S - P A G E  o f  B a Y K V  p u r i f i e d  a s  i n  2 . 8 . 8  f r o m  ( 1 )  f i e l d -  

i n f e c t e d  p l a n t s  f r o m  L i t t l e  C l a c t o n  a n d  ( 2 )  m e c h a n i c a l l y - i n o c u l a t e d  

p l a n t s
K - K a r k e r  p r o t e i n s  ( m o l e c u l a r  w e i g h t s  a r e  i n d i c a t e d )

m



I n  a g r e e m e n t  w i t h  a n  e a r l i e r  r e p o r t  (H U TH  e t  a l . , 1 9 8 4 )  

t w o  R N A  s p e c i e s ,  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t s  2 . 7 - 8  a n d  1 . 3 - 4  *  

10 '^, w e r e  c o n s i s t e n t l y  f o u n d  i n  v i r u s  p r e p a r a t i o n s  ( s e e  e g  

F i g . 1 3 ) .  T h e s e  w i l l  b e  r e f e r r e d  t o  a s  B a Y M V  R N A - 1  a n d  R N A - 2  

i n  t h i s  s t u d y .  T h e r e  i s  n o  e v i d e n c e  t h a t  t h e s e  t w o  R N A s  a r e  

s u f f i c i e n t  o r  n e c e s s a r y  f o r  i n f e c t i o n  ( s e e  3 . 1 ( b )  a b o v e ) .

3 . 2 .  7  S u m m a r y

T h e  p u r i f i c a t i o n  p r o t o c o l  p r e s e n t e d  i n  2 . 8 . 8  w a s  

d e v e l o p e d  i n d e p e n d e n t l y  o f  p u b l i s h e d  p r o t o c o l s  a n d  d i f f e r s  

f r o m  t h e m  i n  c h o i c e  o f  b u f f e r  a n d  a d d i t i v e s ,  m e t h o d  o f  

c l a r i f i c a t i o n  a n d  f o r m  o f  f i n a l  p u r i f i c a t i o n  s t e p .  C h o i c e  

o f  b u f f e r  a n d  m e t h o d  o f  c l a r i f i c a t i o n  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  be  

s u p e r i o r  i n  t e r m s  o f  y i e l d  o f  i n t a c t  p a r t i c l e s  f r o m  w h i c h  

f u l l - l e n g t h  R N A  c o u l d  b e  e x t r a c t e d .  S u c r o s e / c a e s i u m  

s u l p h a t e  s t e p  g r a d i e n t s  h a v e  t h e  a d v a n t a g e  o v e r  i s o p y c n i c  

g r a d i e n t s  o f  s h o r t e r  r u n  t i m e s  t h u s  r e d u c i n g  t h e  

d e l e t e r i o u s  e f f e c t s  o f  h i g h  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s  w h i c h  a r e  

f u r t h e r  a m e l i o r a t e d  b y  t h e  u s e  o f  s u l p h a t e  r a t h e r  t h a n  

c h l o r i d e  s a l t s  o f  c a e s i u m .  N u m e r o u s  a t t e m p t s  t o  p u r i f y  

B a Y M V  u s i n g  p u b l i s h e d  p r o c e d u r e s  n e v e r  y i e l d e d  i n t a c t  v i r u s  

p a r t i c l e s  f r o m  w h i c h  f u l l - l e n g t h  R N A  c o u l d  b e  e x t r a c t e d .

T h e  v i r u s  a p p e a r s  t o  h a v e  n o  r e q u i r e m e n t  f o r  M g -*-^  i o n s .  

T h i s  a l l o w s  t h e  u s e  o f  E D T A  a t  l e v e l s  t h a t  e n s u r e  

d i s r u p t i o n  o f  r i b o s o m e s  t h u s  p r e v e n t i n g  t h e i r  c o -  

s e d i m e n t a t i o n  o n  c e n t r i f u g a t i o n -  A f t e r  RNA.. e x t r a c t i o n  o f  

u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  p e l l e t s  r i b o s o m a l  R N A  w o u l d  o b s c u r e  

v i r a l  R N A  b a n d s  o n  g e l s  a n d  p r e v e n t  s u c r o s e  g r a d i e n t  

p u r i f i c a t i o n  o n  a c c o u n t  o f  t h e  h u g e  e x c e s s  o f  r R N A  a n d  t h e  

r o u g h  e q u i v a l e n c e  i n  s i z e  o f  1 8 S  r R N A  a n d  B a Y M V  R N A - 2 .

G r e a t e s t  y i e l d  l o s s e s  o c c u r  a t  a l l  c o n c e n t r a t i o n  s t e p s  

b e c a u s e  o f  t h e  r e s u l t a n t  i n s o l u b i l i t y  o f  l a r g e  a g g r e g a t e s .  

A n y  m e t h o d  o f  r e d i s p e r s a l  o f  s u c h  a g g r e g a t e s ,  p h y s i c a l  o r  

c h e m i c a l ,  w o u l d  g r e a t l y  i n c r e a s e  y i e l d s .  Y i e l d s  o f  v i r u s  a t



t h e  s t a e r e  o f  t h e  u l  t r a c e n t r i  f  u c a t  i  o n  p e l l e t  c o u l d  be  a s  

h i g h  a s  3 m g / 1 0 0 g  p l a n t  t i s s u e  b u t  a f t e r  r e s u s p e n s i o n  a n d  

o n e  s t e p  g r a d i e n t  y i e l d s  w e re  b e t w e e n  0 . 4  a n d  O .& m g / lO O g .  

I f  t w o  s t e p  g r a d i e n t s  w e r e  r e q u i r e d  y i e l d s  w e r e  r a r e l y  

a b o v e  l O O p g / l O O g .  T h e  p r o p o r t i o n  o f  i n t a c t  p a r t i c l e s  a l s o  

d e c r e a s e d  w i t h  e a c h  s t a g e  s o  t h a t  y i e l d s  o f  i n t a c t  R N A  w e r e  

i n  t h e  o r d e r  o f  1 0 0 ,  1 0 - 2 0  a n d  0 . 5 - 5 p g / 1 0 0 g  t i s s u e  f o r  t h e  

s a m e  s t a g e s .  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  p a r t i c u l a t e  m a t t e r  

t h a t  o b s c u r e s  v i r u s  z o n e s  i n  s t e p  g r a d i e n t s  a n d  i t s  r e m o v a l  

a t  a n  e a r l i e r  s t a g e  w o u l d  e n s u r e  c o n s i s t e n t  a n d  r e a s o n a b l e  

y i e l d s .

C a e s i u m  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  p r o v i d e d  n o  e v i d e n c e  o f  

d i f f e r e n t  s t r a i n s  s u c h  a s  t h a t  r e p o r t e d  b y  HUTH  e t  a l . ,  

< 1 9 8 4 ) .  O c c a s i o n a l l y  m o r e  t h a n  o n e  o p a l e s c e n t  z o n e  w a s  s e e n  

i n  i s o p y c n i c  g r a d i e n t s  b u t  t h e s e  s e e m  t o  h a v e  b e e n  d u e  t o  

e m p t y  o r  R N A - d e p l e t e d  p a r t i c l e s  ( z o n e s  o f  l o w e r  d e n s i t y )  o r  

a n  a s s o c i a t i o n  w i t h  h o s t  D N A  ( z o n e s  o f  g r e a t e r  d e n s i t y ) . 

F i g .  1 3  s h o w s  t h e  n u c l e i c  a c i d  e x t r a c t e d  f r o m  t h r e e  s u c h  

o p a l e s c e n t  z o n e s .  R N A  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  u p p e r  z o n e  ( L a n e

1 )  i s  c o m p l e t e l y  d e g r a d e d ,  t h a t  f r o m  t h e  m i d d l e  z o n e  ( L a n e

2 )  c o n t a i n s  f u l l - l e n g t h  v i r a l  R N A  a n d  t h a t  f r o m  t h e  l o w e r  

z o n e  ( L a n e  4 )  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a  l a r g e  D N A  s p e c i e s  w h i c h  

w a s  n o t  d e g r a d e d  o n  p r o l o n g e d  i n  s i t u  R N a s e  d i g e s t i o n .  F r e e  

D N A  w o u l d  h a v e  p e l l e t e d  u n d e r  c e n t r i f u g a t i o n  c o n d i t i o n s  

u s e d  s o  a  f a i r l y  s t a b l e  i n t e r a c t i o n  i s  i m p l i e d  b e t w e e n  

v i r u s  a n d  D N A  l e a d i n g  t o  a n  i n t e r m e d i a t e  b u o y a n t  d e n s i t y .  

T h e  e x i s t e n c e  o f  s t r a i n s  i s  n o t ,  h o w e v e r ,  e l i m i n a t e d  b y  t h e s e  

f i n d i n g s .



E l e c t r o n  m i c r o s c o p y  w a s  f o u n d  t o  b e  a  u s e f u l  t o o l  i n  

d i a g n o s i s  o f  i n f e c t i o n  (3 .  l a )  a n d  m o n i t o r i n g  p u r i f i c a t i o n  

p r o t o c o l s  ( 2 . 8 . 1 ) .  I n  a d d i t i o n ,  i n f o r m a t i o n  w a s  o b t a i n e d  

a b o u t  p a r t i c l e  m o r p h o l o g y  a n d  c e l l u l a r  l o c a t i o n  w h i c h  m ay*
b e  r e l e v a n t  t o  v i r u s  c l a s s i f i c a t i o n .

N e g a t i v e l y  s t a i n e d  l e a f - d i p  p r e p a r a t i o n s  r e v e a l e d  s o m e  

l o o s e  s i d e - b y - s i d e  a g g r e g a t i o n  ( F i g . 2 0 a , b )  b u t  g e n e r a l l y  

p a r t i c l e s  w e r e  n o t  s t r o n g l y  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  o t h e r  o r  

c e l l u l a r  c o m p o n e n t s .  T h i s  w a s  t r u e  e v e n  f o r  p r e p a r a t i o n s  

t h a t  w e r e  n o t  m i c r o c e n t r i f u g e d  b r i e f l y  b e f o r e  t h e y  w e r e  

a p p l i e d  t o  t h e  g r i d s  a n d  i m p l i e s  t h a t  t h e  p h e n o m e n o n  o f  

m a s s i v e  a g g r e g a t i o n  ( F i g . 2 1 )  i s  c a u s e d  b y  s o m e  a s p e c t ( s )  o f  

t h e  p u r i f i c a t i o n  m e t h o d ;  m o s t  p r o b a b l y  c o n c e n t r a t i o n  a n d  

r e m o v a l  o f  t h e  s t r u c t u r e d  c e l l u l a r  e n v i r o n m e n t .  E n d - t o - e n d

•  a g g r e g a t i o n  w a s  a l s o  a p p a r e n t  ( F i g . 2 2 )  t h o u g h  t h i s  i s  m o re

l i k e l y  t o  i n t e r f e r e  w i t h  m o d a l  l e n g t h  m e a s u r e m e n t s  t h a n  

p u r i f i c a t i o n .  I n  s o m e  m i c r o g r a p h s  i t  w a s  p o s s i b l e  t o  

d i s c e r n  p a r t i c l e  p o l a r i t y  a n d  a  f a i n t  c e n t r a l  c a n a l  w h i c h  

w a s  m o re  o b v i o u s  a t  t h e  c o n c a v e  e n d  ( F i g s . 2 2 ) .  M o r e  

e f f i c i e n t  p e n e t r a t i o n  o f  s t a i n  h e r e  m ay  b e  d u e  t o  p a r t i a l  

s t r i p p i n g  o f  p a r t i c l e s  a n d / o r  l o s s  o f  R N A .  C o r r e l a t i o n  o f  

p a r t i c l e  p o l a r i t y  w i t h  RITA p o l a r i t y  w i l l  d e p e n d  o n  

a s s e m b l y / d i s a s s e m b l y  e x p e r i m e n t s  s u c h  a s  i n  B U T L E R  ( 1 9 7 4 )  

a n d  P E R H A M  & W IL S O N  ( 1 9 7 6 ) .  I t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  

s p e c u l a t e  o n  i n t e r m o l e c u l a r  f o r c e s  b e t w e e n  a d j a c e n t  c a p s i d  

p r o t e i n s  f u r t h e r  t h a n  t o  s a y  t h a t  c a t i o n  s a l t  b r i d g e s  

b e t w e e n  c a r b o x y l  g r o u p s  a r e  n o t  a n  a b s o l u t e  r e q u i r e m e n t  f o r  

p a r t i c l e  s t a b i l i t y  s i n c e  E D T A  a t  5mM d o e s  n o t  c a u s e  

d i s r u p t i o n .

3.3 Electron Microscopy
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(a >

F i g . 2 0  E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  l e a f - d i p  p r e p a r a t i o n s  o f  BaYMV  

s h o w i n g  s i d e - t o - s i d e  a s s o c i a t i o n  

M a g n i f i c a t i o n ;  ( a )  x 4 4 , 0 0 0  ( b )  x 5 6 , 0 0 0

1 3 9!•



F i g . 2 1  E l e c t r o n  m i c r o g r a p h  o f  t h e  e d g e  o f  a  m a s s i v e  a g g r e g a t e  o f  

BaYMV r e s u s p e n d e d  f r o m  a  c l e a r i n g  c e n t r i f u g a t i o n  s t e p  t o  r e m o v e  

i n s o l u b l e  m a t e r i a l  i n  a  s u c r o s e / c a e s i u m  s u l p h a t e  s t e p - g r a d i e n t  

<*100,000)

1 4 0



Fig.22
(x6 0 ,000). 

c a n a l  ( C C )

E l e c t r o n  m i c r o g r a p h  o f  B aYK V  p r e p a r e d  b y  l e a f - d i p  I S E K  

E x a m p l e s  o f  e n d - t o - e n d  a s s o c i a t i o n  ( E E ) ,  a  f a i n t  c e n t r a l  

a n d  c o n c a v e  ( C V )  a n d  c o n v e x  (C X )  e n d s  a r e  i n d i c a t e d .

14 1



K i c r o g r a p h s  o f  t h i n - s e c t i o n s  o f  b o t h  m e c h a n i c a l l y -  

i n o c u l a t e d  a n d  f i e l d - i n f e c t e d  p l a n t s  ( F i g . 2 3 a - f )  r e v e a l e d  

t h e  l a r g e  f i l a m e n t o u s  a g g r e g a t e s  a n d  p i n w h e e l  i n c l u s i o n s  

a l s o  r e p o r t e d  b y  H UTH  e t  a l . ( 1 9 8 4 )  a n d  M A R O Q U IN  e t  a l . 

( 1 9 8 2 )  t h o u g h  t h e  l a t t e r  w e r e  l e s s  w e l l  f o r m e d  a n d  

a s s o c i a t i o n  w i t h  E R  w a s  n o t  a p p a r e n t .  T h i s  c o u l d  b e  d u e  t o  

t h e  a n g l e  o f  s e c t i o n i n g  a l t h o u g h  t h e  d i f f e r e n t  a p p e a r e n c e s  

o f  f i l a m e n t o u s  a g g r e g a t e s  i n  F i g . 2 3 b  a n d  F i g . 2 3 e  i n d i c a t e  

t h a t  m o r e  t h a n  o n e  a n g l e  w a s  v i e w e d .  D i f f e r e n c e s  i n  

i n c l u s i o n  m o r p h o l o g y  c o u l d  r e f l e c t  i n f e c t i o n  s t a g e  o r  

e n v i r o n m e n t a l  i n f l u e n c e s ,  f a c t o r s  t h a t  c o u l d  a l s o  e x p l a i n  

t h e  a b s e n c e  o f  " c h a i n - m a i l "  m e m b r a n o u s  s t r u c t u r e s  f o u n d  b y  

o t h e r  a u t h o r s  (H U TH  e t  a l . ( 1 9 8 4 )  a n d  M A R O Q U IN  e t  a l . 

( 1 9 8 2 ) .  N o  e v i d e n c e  o f  s c r o l l  f o r m a t i o n  w a s  f o u n d  h e r e  o r  

i n  t h e  o t h e r  s t u d i e s .

P i n w h e e l  i n c l u s i o n s  a r e  t y p i c a l  o f  t h e  p o t y v i r u s  g r o u p  

b u t  n o t  d i a g n o s t i c  u n l e s s  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  o t h e r  

p r o p e r t i e s  s u c h  a s  t r a n s m i s s i b i 1 i t y  i n  a  n o n - p e r s i s t e n t  

m a n n e r  b y  a p h i d s  ( H O L L I N G S  & B R U N T ,  1 9 8 1 ) .  H o w e v e r ,  H U TH  e t  

a l .  ( 1 9 8 4 )  n o t e d  t h a t  b y  c o m p a r i s o n  w i t h  p o t y v i r u s  

i n c l u s i o n s  t h e  p r e s e n c e  o f  p i n w h e e l s  b u t  a b s e n c e  o f  s c r o l l s  

w o u l d  p u t  B a Y M V  i n  s u b g r o u p  I I  ( a s  d e s c r i b e d  b y  E D W A R D SO N ,  

1 9 7 4 ) .  S t u d i e s  o f  s e q u e n t i a l  d e v e l o p e m e n t  o f  p o t y v i r a l  

i n c l u s i o n s  ( L A W SO N  e t  a l . ,  1 9 7 1 )  s h o w e d  t h a t  t h e y  c h a n g e  i n  

s i z e ,  s h a p e ,  n u m b e r  a n d  l o c a t i o n  d u r i n g  t h e  i n f e c t i o n  a n d  

a t  a  f a i r l y  l a t e  s t a g e  i n c o m p l e t e  i n c l u s i o n s  p r e d o m i n a t e  

o v e r  i n t a c t  p i n w h e e l s .  A g a i n  b y  c o m p a r i s o n  t h i s  w o u l d  

e x p l a i n  d i f f e r e n c e s  i n  i n c l u s i o n  m o r p h o l o g y  f o u n d  i n  t h i s  

s t u d y  a n d  b y  H UTH  e t  a l . ( 1 9 8 4 )  a n d  M A R O Q U IN  e t  a l .  ( 1 9 8 2 ) .



Fig.23a (x21,000)

Fig.23a~f E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  t h i n  s e c t i o n s  o f  b a r l e y  n a t u r a l l y  

i n f e c t e d  ( a - c )  a n d  m e c h a n i c a l l y - i n o c u l a t e d  ( d - f )  w i t h  B a Y K V  

F i l a m e n t o u s  a g g r e g a t e s  ( F A )  a n d  i n c l u s i o n s  ( I )  a r e  i n d i c a t e d .  

( T h i n - s e c t i o n  m i c r o g r a p h s  c o u r t e s y  o f  K . P l a s k i t t ,  J o h n  I n n e s  

I n s t i t u t e )
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F i g . 2 3 c  ( x 7 0 , 000)

1 4 5



F i g .2 3 d  ( x l 0 ,5 0 0 )
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F i g . 2 3 e  ( x 7 0 , 000)
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F i g . 2 3 f  ( x 7 0 , 000)

1 4 8



U s i n g  g r i d s  c o a t e d  w i t h  a n t i s e r u m  r a i s e d  t o  a  m i x t u r e  o f  

t h e  M a n d  NM B a Y M V  s t r a i n s ,  I S E M  r e v e a l e d  a  c l o s e  

s e r o l o g i c a l  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  a t  l e a s t  o n e  o f  t h e  G e r m a n  

i s o l a t e s  a n d  a t  l e a s t  o n e  s t r a i n  f r o m  t h e  L i t t l e  C l a c t o n  

s i t e .  V i r u s  p a r t i c l e s  w e r e  a d s o r b e d  f r o m  s a p  o f  p l a n t s  

i n f e c t e d  w i t h  B a Y M V - M / N M  ( p r o v i d e d  b y  V . H u t h )  , p l a n t s  

i n f e c t e d  n a t u r a l l y  a t  L i t t l e  C l a c t o n  a n d  p l a n t s  i n f e c t e d  b y  

m e c h a n i c a l  i n o c u l a t i o n .  I n  d e c o r a t i o n  t e s t s  a l l  p a r t i c l e s  

r e a c t e d  p o s i t i v e l y .  B e c a u s e  o f  t h e  n a t u r e  o f  t h e  a n t i s e r u m ^  

i t  i s  o n l y  p o s s i b l e  t o  e s t a b l i s h  a  s e r o l o g i c a l  r e l a t i o n s h i p  

b e t w e e n  o n e  G e rm a n  s t r a i n  a n d  a  s a p - t r a n s m i s s i b l e  E n g l i s h  

s t r a i n .  N o  e v i d e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  s t r a i n s  i n  E n g l a n d  

w a s  p r o v i d e d .  H o w e v e r  i f  t h e  a b s e n c e  o f  a  3 5 K  p r o t e i n  i n  

v i r u s  p r e p a r a t i o n s  i s  a  r e s u l t  o f  c o a t  p r o t e i n  l a b i l i t y  

t h e n  t h e  L i t t l e  C l a c t o n  i s o l a t e  i s  p r o b a b l y  r e a c t i n g  w i t h  

a n t i b o d i e s  t o  B a Y M V -N M .  I t s  s a p - t r a n s m i s s i b i 1 i t y  w o u l d  t h e n  

i n d i c a t e  a  c l o s e r  r e l a t i o n s h i p  w i t h  B a Y M V - S o .  F u r t h e r  

s t u d i e s  u s i n g  B a Y M V - S o  a n t i s e r a  w o u l d  b e  i n t e r e s t i n g .

A l l  d o u b l e - d i f f u s i o n  t e s t s  p r o v e d  u n s u c c e s s f u l .  No  

p r e c i p i t i n  l i n e s  w e r e  s e e n  i n  a g a r  p l a t e s  i r r e s p e c t i v e  o f  

a n t i s e r u m  c o n c e n t r a t i o n  o r  v i r u s  p r e t r e a t m e n t .  T h e  m o s t  

p r o b a b l e  e x p l a n a t i o n  o f  t h i s  r e s u l t  i s  t h a t  i n t a c t  

p a r t i c l e s  d i d  n o t  d i f f u s e  s u f f i c i e n t l y  t h r o u g h  t h e  g e l  t o  

b e  d e t e c t e d  b y  t h i s  m e t h o d  a n d  t h a t  c a p s i d  p r o t e i n  

d e n a t u r e d  b y  S D S  o r  S D O C  w a s  n o t  r e c o g n i s e d  b y  t h e  

a n t i s e r u m  w h i c h  w a s  r a i s e d ,  t o  n a t i v e  v i r i o n s  . (HTJTH, 1 9 8 4 ) .  

V i r i o n s  d i s r u p t e d  b y  s o n i c a t i o n  o r  r e p e a t e d  f r e e z i n g  a n d  

t h a w i n g  m i g h t  n o t  h a v e  p o s s e s s e d  u n i f o r m  d i f f u s i o n  

c h a r a c t e r i s t i c s .  W h a t e v e r  t h e  e x p l a n a t i o n  i t  a p p e a r s  t h a t  

t h e  d o u b l e - d i f f u s i o n  m e t h o d  i s  n o t  s u i t a b l e  f o r  t h e  

i n v e s t i g a t i o n  o f  s e r o l o g i c a l  r e l a t i o n s h i p s  o f  B a Y M V  n o r  a s  

a  m e a n s  o f  d e t e c t i o n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a n  e l e c t r o n  

m i c r o s c o p i c  o r  o t h e r  s e n s i t i v e  t e c h n i q u e s  s u c h  a s  E L I S A  o r  

d o t - b l o t  h y b r i d i s a t i o n .



3.5 BaYMV Single-Stranded RHA

3.5.1 Extraction from virions

U s i n g  t h e  c r u d e  R N A  e x t r a c t i o n  a s s a y  d e s c r i b e d  i n  2 . 1 1 . 1  

t w o  s t a n d a r d  R N A  e x t r a c t i o n  m e t h o d s  w e r e  c o m p a r e d  a n d  t h e  

m o re  s u c c e s s f u l  o n e  o p t i m i s e d .  T h e  g u a n i d i n i u m  m e t h o d  

y i e l d e d  n o  f u l l - l e n g t h  B a Y M V  RN A  o n  a n y  o c c a s i o n  i n d i c a t i n g  

t h a t  e i t h e r  v i r i o n s  w e r e  n o t  b e i n g  d i s r u p t e d  o r  t h a t  t h e  

r e l e a s e d  R N A  w a s  n o t  s t a b l e  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  e m p l o y e d .  

T h i s  m e t h o d  w a s  t h e r e f o r e  a b a n d o n e d .  I n  c o n t r a s t  v i r u s  

d i s r u p t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  1%  S D S  d i d  y i e l d  i n t a c t  RNA. 

T h e  i n c l u s i o n  o f  b e n t o n i t e  i n  t h e  d i s r u p t i o n  b u f f e r  ( a s  

u s e d  i n  e x t r a c t i o n  o f  p o t y v i r a l  RN A ,  B R A K K E  & V A N  P E L T ,  

1 9 7 0 )  d i d  n o t  a p p r e c i a b l y  i n c r e a s e  y i e l d s  w h e r e a s  t h e  u s e  

•  o f  p r o t e i n a s e  K  r e s u l t e d  i n  t w o - f o l d  i n c r e a s e s .  T h i s  e n z y m e

c o n c o m i t a n t l y  a f f o r d e d  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  R N a s e  a c t i v i t y  

a n d  w a s  f o u n d  b y  S D S - P A G E  a n d  C o o m a s s i e  B l u e  s t a i n i n g  t o  

d i g e s t  a l l  p r o t e i n s  p r e s e n t  i n  t h e s e  e x t r a c t s .  B r i e f  

i n c u b a t i o n  o f  c r u d e  v i r u s  s a m p l e s  w i t h  R N a s e  A  p r i o r  t o  

d i s r u p t i o n ,  a t t e m p t e d  w i t h  a  v i e w  t o  d i g e s t i n g  

u n e n c a p s i d a t e d  h o s t  R N A  a n d  h e n c e  i s o l a t i n g  v i r a l  R N A  i n  a  

p u r e r  f o r m ,  r e s u l t e d  i n  d e g r a d a t i o n  o f  v i r a l  R N A  a s  w e l l .  

T h u s  t h e  v i r i o n  s t r u c t u r e  s e e m s  t o  b e  ' l o o s e '  e n o u g h  t o  

a l l o w  p e n e t r a t i o n  o f  s m a l l  p r o t e i n s  a t  l e a s t  a t  s o m e  s i t e s .  

T h i s  m a y  i n  p a r t  e x p l a i n  t h e  i n s t a b i l i t y  o f  B a Y M V  

i n f e c t i v i t y  i n  e x t r a c t s  o f  p l a n t s .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  

s u m m a r i s e d  i n  F i g . 2 4 .  D i s r u p t i o n  b u f f e r  c o n t a i n i n g  S D S ,  

b e n t o n i t e  a n d  p r o t e i n a s e  K  g a v e  g r e a t e s t  y i e l d s  o f  f u l l -  

l e n g t h  R N A  s o  w a s  u s e d  t h e r e a f t e r .
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'J k *  WkM —
■U V i^.

F i g .  2 4  M e t h y l  m e r c u r y  g e l  s h o w i n g  e f f e c t s  o f  d i f f e r e n t  RMA 

e x t r a c t i o n  m e t h o d s  on BaYMV RNA y i e l d .  E a c h  l a n e  c o n t a i n s  RNA f r o m  

e q u i v a l e n t  t o  2 g  h e a l t h y  ( L a n e  1 )  o r  B a Y M V - i n f e c t e d  ( L a n e s  2 - 8 )  

p l a n t s .  RITA e x t r a c t i o n  w as a s  d e s c r i b e d  i n  2 . 1 1 . 1 b  e x c e p t  L a n e s  3  & 7  

( b e n t o n i t e  o m i t t e d ) ,  L a n e s  4 & 5  ( p r o t e i n a s e  K o m i t t e d )  a n d  L a n e  6  

( b e n t o n i t e  a n d  p r o t e i n a s e  K o m i t t e d ) .  L a n e  8 s h o w s  t h e  e f f e c t  o f  

i n c u b a t i n g  t h e  c r u d e  v i r u s  s a m p l e  w i t h  R N a s e  A ( 0 . 5 p g / m l )  f o r  5 m i n  

p r i o r  t o  RNA e x t r a c t i o n .
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P h e n o l  e x t r a c t i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  a n  e f f e c t i v e  m e a n s  o f  

d e p r o t e i n i s i n g  s a m p l e s  i n  c o n t r a s t  t o  r e s u l t s  f o r  s o m e  

p o t y v i r u s e s  ( H A R I  e t  a l . , 1 9 7 9 ) .  D i s r u p t i o n  o f  v i r i o n s

f o l l o w e d  b y  s u c r o s e  g r a d i e n t  p u r i f i c a t i o n  w i t h  o r  w i t h o u t  a  

p r i o r  p h e n o l  e x t r a c t i o n  r e s u l t e d  i n  e q u i v a l e n t  y i e l d s .  U s e  

o f  p h e n o l / c h l o r o f o r m  i n  p l a c e  o f  p h e n o l  f o r  t h e  f i r s t  

e x t r a c t i o n  d i d  n o t  a f f e c t  y i e l d s  e i t h e r  ( F i g . 7 ,  L a n e s  1 & 

2 )  w h i c h  i n d i c a t e s  t h a t  B a Y M V  R N A s  d o  n o t  h a v e  l o n g  

p o l y a d e n y l a t e  t r a c t s  . F o r  p r a c t i c a l  r e a s o n s  a n  i n i t i a l  

e x t r a c t i o n  w i t h  p h e n o l  a l o n e  w a s  p r e f e r r e d  s i n c e ,  b e i n g  

l e s s  d e n s e  t h a n  t h e  s o l v e n t  m i x t u r e ,  i t  a l l o w e d  t h e  

s e d i m e n t a t i o n  o f  b e n t o n i t e  a n d  s o m e  o t h e r  i n s o l u b l e  m a t t e r  

w h i c h  o t h e r w i s e  f o r m e d  a  t h i c k  i n t e r f a c e  b e t w e e n  a q u e o u s  

a n d  p h e n o l / c h l o r o f o r m  p h a s e s .

A s  m e n t i o n e d  a b o v e  ( 3 . 2 . 8 )  y i e l d s  o f  i n t a c t  R N A  f r o m  

c a e s i u m  g r a d i e n t  p u r i f i e d  v i r u s  p r e p a r a t i o n s  r a r e l y  r e a c h e d  

1 5 p g  a n d  w e r e  o f t e n  a s  l o w  a s  0 . 5 - 5 p g / l O O g  t i s s u e  

e x t r a c t e d .  Y i e l d s  i n  c r u d e  s a m p l e s / h o w e v e r  c o u l d  b e  a s  h i g h  

a s  1 0 0 p g / 1 0 0 g .  C o n s e q u e n t l y  m e t h o d s  w e r e  d e v e l o p e d  t o  

p u r i f y  B a Y M V  R N A  f r o m  t h e s e  c r u d e  m i x t u r e s .  B a Y M V  R N A - 1  i s  

t h e  l a r g e s t  R N A  s p e c i e s  f o u n d  i n  t h e s e  m i x t u r e s  ( s e e  eg. 

F i g s . 7 ,  1 5 )  a n d  e q u i v a l e n t  e x t r a c t s  f r o m  h e a l t h y  p l a n t s

a p p a r e n t l y  c o n t a i n e d  n o  R N A s  a s  l a r g e  a s  R N A - 2  s o  B a Y M V  

R N A s  c o u l d  p o t e n t i a l l y  b e  p u r i f i e d  b y  s u c r o s e  g r a d i e n t  

c e n t r i f u g a t i o n .  I n  p r a c t i c e  o n l y  R N A - 1  c o u l d  b e  o b t a i n e d  

e s s e n t i a l l y  p u r e  ( F i g .  2 5 a - d ) ,  R N A - 2  f r a c t i o n s  s o m e t i m e s  

h a v i n g  c o n t a m i n a t i n g  f r a g m e n t s  d e r i v e d  f r o m  R N A - 1  

d e g r a d a / t i c m .  H o w e v e r ,  r a d i a l a b e l l e d  p r o b e s  m ade  f ro m ,  

m i x t u r e s  o f  t h e s e  f r a c t i o n s  d i d  n o t  u s u a l l y  h y b r i d i s e  t o  

p l a n t  R N A .  T h e  m a j o r  d i s a d v a n t a g e  t o  t h i s  m e t h o d  i s  t h a t  

b e c a u s e  o f  l o a d i n g  c o n s t r a i n t s  o f  t h e  s u c r o s e  c o l u m n  t h e  

f r a c t i o n s  c o n t a i n e d  R N A  a t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a b o u t  l O p g / m l  

a n d  t h e  i n e f f i c i e n c y  o f  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  f r o m  s u c r o s e  

l e d  t o  y i e l d s  o f  a b o u t  2 0 % .  H o w e v e r ,  i t s  s i m p l i c i t y  a n d  

r e p r o d u c i b i l i t y  r e l a t i v e  t o  v i r u s  p u r i f i c a t i o n  m a k e  t h i s  a  

p r e f e r a b l e  R N A  p u r i f i c a t i o n  t e c h n i q u e .
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Fig.25.la-d M e t h y l m e r c u r y  g e l s  o f  B a Y K V  RMA f r a c t i o n a t e d  on s u c r o s e  

g r a d i e n t s  a s  d e s c r i b e d  i n  2 . 1 2 . 1 .

(a) L a n e s  1 - 5 ;  

L a n e  6 ;

F r a c t i o n s  7 - 1 1  

C r u d e  B a Y K V  ENA

(b) L a n e  1 ;  E . c o l i  rR N A

L a n e s  2 - 8  F r a c t i o n s  4 - 1 0
1 2 3 4 5 6 7 8

1 5 3



#

(d) F r a c t i o n s  a c r o s s  a n  e n t i r e  

g r a d i e n t

T o p  h a l f  o f  g e l ;

c r u d e  BaYMV RNA & f r a c t i o n s  1 - 1 4  

B o t t o m  h a l f  o f  g e l ;  

c r u d e  BaYMV RNA & f r a c t i o n s  1 5 - 2 4
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Fig.2 5 . 2  M e t h y l m e r c u r y  g e l  o f  BaYMV RN A s p u r i f i e d  f r o m  g e l s  a;

d e s c r i b e d  i n  2 . 1 1 . 7 c

L a n e 1 ; E . c o l i  rR N A

L a n e 2 ; BaYMV R N A - 1

L a n e 3 ; BaYMV R U A - 2

15 5



A l l  g e l  e l u t i o n  m e t h o d s  w e r e  u s e f u l  f o r  R N A  p u r i f i c a t i o n  

t h o u g h  e a c h  h a d  i t s  d i s a d v a n t a g e s .  T h e  f r e e z e / t h a w  m e t h o d  

p r o d u c e d  r e l a t i v e l y  i n t a c t  R N A  ( F i g . 2 6 )  b u t  w i t h  l o w  y i e l d  

( ^ 1 0 % ) ;  e l e c t r o e l u t i o n  g a v e  h i g h e r  y i e l d s  ( 2 0 - 3 0 % )  b u t  w a s  

p r o n e  t o  R N a s e  c o n t a m i n a t i o n  w h i c h  s o m e t i m e s  l e d  t o  l o s s  o f  

a l l  R N A ;  e x t r a c t i o n  f r o m  l o w  m e l t i n g  p o i n t  a g a r o s e  a t  6 5 ° C  

g a v e  b e s t  y i e l d s ,  a p p r o a c h i n g  q u a n t i t a t i v e ,  w i t h  a  s m a l l  

d e g r e e  o f  d e g r a d a t i o n  b u t  s u f f e r e d  f r o m  g r e a t e r  a g a r o s e  

c o n t a m i n a t i o n  w h i c h  i n h i b i t e d  e n z y m e s  u s e d  i n  i n  v i t r o  

r e a c t i o n s .  D H A E - c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  r e m o v e d  t h e s e  

c o n t a m i n a n t s  b u t  l o s s e s  w e r e  h i g h  ( 5 0 - 8 0 % )  f o r  p g  

q u a n t i t i e s  o f  RN A .  T h e  s i m p l i c i t y  o f  t h e s e  m e t h o d s  a g a i n  

m ake  t h e m  p r e f e r a b l e  t o  v i r u s  p u r i f i c a t i o n  f o r  R N A  

i s o l a t i o n .

• 3.5.2 RITA Structure & Sequence Homo! ngy

T h e  a b s e n c e  o f  a  p o l y ( A )  t a i l  o n  B a Y M V  R N A s ,  s u g g e s t e d  

b y  R N A  e x t r a c t i o n  d a t a  ( 3 . 5 . 1 ) ,  w a s  f u r t h e r  i n d i c a t e d  b y  

t h e  i n a b i l i t y  o f  o l i g o - d T  t o  p r i m e  c D N A  s y n t h e s i s  i n  a  

r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  r e a c t i o n  u n d e r  c o n d i t i o n s  i n  w h i c h  

C PM V  b u t  n o t  TM V  c D N A  s y n t h e s i s  w a s  p r i m e d .  F u r t h e r m o r e ,  

B a Y M V  R N A  d i d  n o t  b i n d  t o  o l i g o - d T - c e l l u l o s e  c o l u m n s .  T h e s e  

r e s u l t s  a r e  a l s o  i n c o m p a t i b l e  w i t h  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  

i n t e r n a l  p o l y a d e n y l a t e  s e q u e n c e  s u c h  a s  t h a t  f o u n d  i n  B S M V  

RN A .

S c a r c i t y  o f  R N A  p r e c l u d e d  a n y  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  o f  

s t r u c t u r e s  s u c h  a s  V P g s ,  c a p s  a n d  t R N A - l i k e  s e q u e n c e s  a t  5 '  

a n d  3 '  e n d s .

T h e  p o s s i b i l i t y  o f  R N A - 2  b e i n g  a  s u b g e n o m i c  o f  R N A - 1  w a s  

e l i m i n a t e d  b y  N o r t h e r n  b l o t t i n g  o f  c r u d e  B a Y M V  R N A  a n d  

h y b r i d i s a t i o n  w i t h  c D N A  f r o m  g e l  p u r i f i e d  R N A s .  F i g . 2 6  

d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e r e  i s  n o  e x t e n s i v e  s e q u e n c e  h o m o l o g y  

b e t w e e n  R N A —1 a n d  R N A —2 ,  t h o u g h  s h o r t  com m on  s e q u e n c e s  m ay  

e x i s t .
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Fig.2 6  I n v e s t i g a t i o n  o f  R N A - 1  a n d  - 2  c r o s s - h y b r i d i s a t i o n .  C r u d e  

B a Y K V  RNA, a f t e r  m e t h y l m e r c u r y  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  was t r a n s f e r r e d  t o  

G e n e S c r e e n  F I  us™ a n d  h y b r i d i s e d  t o  cDNA f r o m  g e l  p u r i f i e d  R R A s .

L a n e  1 ;  cDNA f r o m  a  m i x t u r e  o f  R K A - 1  & - 2  

L a n e  2 ;  cDNA f r o m  R R A - 1  a l o n e  

L a n e  3 ;  cDIJA f r o m  R E A - 2  a l o n e
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3,5.3 Single-Stranded RNA in Plants

B a Y M V  e n c a p s i d a t e d  a n d  u n e n c a p s i d a t e d  R N A  c o n s t i t u t e s  

l e s s  t h a n  0 . 5 %  t o t a l  p l a n t  R N A  i n  i n f e c t e d  t i s s u e  s o  c a n n o t  

b e  d e t e c t e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  e t h i d i u m  b r o m i d e  

s t a i n i n g .  T h e o r e t i c a l l y  d e t e c t a b l e  l e v e l s  a r e  m a s k e d  b y  t h e  

e x t r e m e  o v e r l o a d i n g  o f  p l a n t  R N A s ,  c h i e f l y  r R N A s .  F i g s . 2 7 a  

& b  s h o w  a g a r o s e  g e l s  o f  g l y o x a l a t e d  a n d  n o n - d e n a t u r e d  

t o t a l  p l a n t  R N A  f r o m  h e a l t h y  a n d  i n f e c t e d  p l a n t s ,  b e t w e e n  

w h i c h  n o  d i f f e r e n c e s  a r e  a p p a r e n t .  H i g h e r  l e v e l s  o f  l o a d i n g  

r e s u l t  i n  s m e a r i n g  w h i c h  w o u l d  o b s c u r e  a n y  m i n o r  b a n d s  ( c f . 

L a n e  5 ,  F i g . 2 7 b ) .

S e l e c t i o n  o f  p o l y a d e n y l a t e d  R N A  d o e s  n o t  l e a d  t o  

e n r i c h m e n t  f o r  v i r a l  R N A  b a n d s .  T h i s  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  

t h e  r e s u l t s  i n  3 . 5 . 2 .

P o l y s o m a l  R N A  i s  a l s o  c h i e f l y  r R N A  s o  n o  v i r a l  m e s s e n g e r  

•  R N A  c a n  b e  d e t e c t e d  b y  e t h i d i u m  b r o m i d e  s t a i n i n g  ( F i g . 2 8 a ,

L a n e  3 , F i g . 2 8 b ,  L a n e  t )  . H o w e v e r ,  v i r a l  R N A s  c a n  b e

d e t e c t e d  i n  p o l y s o m a l  R N A  p r e p a r a t i o n s  b y  d e n a t u r i n g  

a g a r o s e  e l e c t r o p h o r e s i s ,  N o r t h e r n  t r a n s f e r  a n d

h y b r i d i s a t i o n  w i t h  B a Y M V  R N A  s p e c i f i c  p r o b e s .  

A u t o r a d i o g r a p h s  o f  N o r t h e r n  b l o t s  o f  t h e s e  g e l s  ( L a n e  7- , 

F i g .  2 8 a  a n d  L a n e  ^  , F i g .  2 8 b )  s h o w  e s s e n t i a l l y  t h e  s a m e

f e a t u r e s :  B a Y M V  R N A s - 1  & - 2  a n d  t w o  o t h e r  m i n o r  b a n d s .  R N A -

2  c o m i g r a t e s  w i t h  t h e  2 3 S  r R N A  b a n d  ( b o t h  h a v e  M r  

- 1 . 3 5 x l 0 t7) s o  h a s  a  b u b b l e - l i k e  a p p e a r a n c e  ( s e e  b e l o w  f o r  

e v i d e n c e  t h a t  t h i s  i s  n o t  t w o  b a n d s )  . B o t h  m i n o r  b a n d s  

c o m i g r a t e  w i t h  r i b a s a m a L  E N A  b a n d s  s a  m a y  b e  a r t e f a c t u a l  

( c f .  1 . 1 1 ) .  I f  n o t  t h e s e  c o u l d  r e p r e s e n t  s u b g e n o m i c  R N A s  o f  

M r  ^ 0 . 7  & 0 . 3 8 x 1 0 ^ .  T h e  f i r s t  b l o t  ( F i g . 2 8 a ,  L a n e s  7  & 8 )  

w a s  s t r i p p e d  o f  p r o b e  a n d  r e h y b r i d i s e d  w i t h  c D N A  m ade  t o  a  

m i x t u r e  o f  B a Y M V  a n d  h o s t  R N A  t e m p l a t e  ( F i g . 2 8 a ,  L a n e s  9  & 

1 0 ) .  C o m p a r i s o n  s h o w s  c o m i g r a t i o n  o f  R N A - 2  w i t h  2 3 S  r R N A ,  

t h e  l a r g e  a m o u n t  o f  w h i c h  p r o b a b l y  e x p l a i n s  t h e  s t r a n g e  

a p p e a r a n c e  o f  t h e  f o r m e r  i n  L a n e ?  , F i g . 2 8 a .
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1 2 3 4 5 6 7 8

Fig.27a,b Agarose gel electrophoresis of (a) glyoxalated and .(b) 
native total RNA from BaYKV-infected (Lanes 3-5) and healthy (Lanes 6- 
8) barley plants.
Loadings: (a) Lanes 5,6; 0.2pg. Lanes 4,7; lpg. Lanes 3,8; 5pg.

(b) Lanes 4,6; 0.2pg. Lanes 3,7; lpg. Lanes 5,8; 5pg. 
Markers: Lane 1; X H i n d  III. Lane 2; TMV.
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Fig.28a Methylmercury gel (Lanes 1-4) and Northern blot (Lanes 5- 
10) of polysomal RNA from healthy (Lanes4 , 8 & 10) and BaYKV-infected 
(Lanes 3 , 7  & 9 ) barley plants. RNA was transferred to GeneScreen
P l u s m and hybridised to cDNA to sucrose-gradient purified BaYMV RNA 
(Lanes 5-8) then rehybridised to a mixture of BaYKV RKA and barley 
rRNA (Lanes 9 & 10) after stripping of probe.
Lanes 1 & 5; TMV RNA
Lanes 2 & 6; crude BaYMV RNA
Lanes 3,4,7,8,9 & 10; polysomal RNA
(RNA-1 & -2 and minor hybridising bands 3 & 4 are indicated)
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Fig.28b As Fig 28a except hybridised once only. 
Lanes 1 & 3; polysomal RRA from healthy plants 
Lanes 2 & 4; polysomal RRA from BaYRV-infected plants
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T h e  p r e s e n c e  o f  B a Y M V  R N A s  i n  p o l y s o r a a l  R N A  d o e s  n o t ,  

h o w e ve r ;  i m p l y  a  r o l e  a s  f u n c t i o n a l  m e s s e n g e r  R N A s  s i n c e  

e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  o f  p o l y s o m a l  p r e p a r a t i o n s  s h o w e d  t h e  

p r e s e n c e  o f  v i r u s  p a r t i c l e s .  D i s r u p t i o n  o f  r i b o s o m e s  w i t h  

E D T A  a n d  r e c e n t r i f u g a t i o n  a l l o w e d  a  t h e o r e t i c a l  s e p a r a t i o n  

o f  p a r t i c l e s  a n d  p o l y s o m a l  R N A s .  H o w e ve r ;  p r o b i n g  o f  b o t h  

t h e  p e l l e t  ( v i r u s  p a r t i c l e s )  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  ( p o l y s o m a l  

R N A )  f r a c t i o n s  d e m o n s t r a t e d  a n  a b s e n c e  o f  v i r a l  RN A  i n  

e i t h e r ,  p r o b a b l y  a s  a  r e s u l t  o f  d e g r a d a t i o n .  T h u s  i t  i s  n o t  

p o s s i b l e  t o  s a y  w h e t h e r  v i r a l  b a n d s  i n  t o t a l  p o l y s o m a l  R N A  

w e r e  d u e  t o  c o n t a m i n a t i n g  v i r u s  p a r t i c l e s  o r  t r u e  

t r a n s l a t i o n a l  a c t i v i t y .  T h i s  q u e s t i o n  c a n  o n l y  b e  r e s o l v e d  

b y  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  o f  t h i s  n a t u r e .

T h e  s t a t e  o f  B a Y M V  R N A  i n  c r u d e  e x t r a c t s  f r o m  

u l t r a c e n t r i f u g e  p e l l e t s  i s  a l s o  i l l u s t r a t e d  i n  F i g . 2 8 a .  

H e r e  l a n e  2  s h o w s  t h a t  t h e  m a j o r i t y  o f  R N A  i s  o f  

•  h e t e r o g e n e o u s  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  p r o b a b l y  d e g r a d e d .

H o w e v e r ,  l a n e  5  s h o w s  t h a t  n o n e  o f  t h e  R N A  h y b r i d i s e s  t o  

B a Y M V  c D N A ,  d e m o n s t r a t i n g  i t s  p l a n t  o r i g i n .  T h e  p r e s e n c e  o f  

a  l a r g e  p r o p o r t i o n  o f  B a Y M V  R N A  t h a t  i s  i n t a c t  i n d i c a t e s  

t h a t  v i r u s  p a r t i c l e s  a r e  n o t  s e v e r e l y  d a m a g e d  b y  

u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  t h r o u g h  a  s u c r o s e  c u s h i o n .

3. 6 Double-Stranded RNA

I n  v i e w  o f  t h e  d i f f i c u l t i e s  e x p e r i e n c e d  i n  p u r i f i c a t i o n  

o f  v i r u s  a n d  v i r a l  R N A s  a n  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  d s R M A s  

f o u n d  i n  B a Y M V - i n f e c t e d  p l a n t s  w a s  i n i t i a t e d .  T h e  v a l u e  o f  

d s R N A  a n a l y s i s  i n  d e t e c t i o n  a n d  d i a g n o s i s  o f  p l a n t  v i r a l  

i n f e c t i o n ,  g e n o m e  c h a r a c t e r i s a t i o n  a n d  p r o v i s i o n  o f  v i r a l  

R N A  s e q u e n c e s  h a s  b e e n  d i s c u s s e d  a b o v e  ( 1 . 1 1 ) .
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P l a n t s  u s e d  l o r  d s R N A  a n a l y s i s  w e r e  b a r l e y  c v s .  T i p p e r  

a n d  M a r i s  O t t e r .  P l a n t s  n a t u r a l l y  i n f e c t e d  w i t h  B a Y M V  w e r e  

c o l l e c t e d  f r o m  t h e  L i t t l e  C l a c t o n  s i t e  i n  e a r l y  s p r i n g  o f  

1 9 8 4  C L C 8 4 )  a n d  1 9 8 5  < L C 8 5 ) .  H e a l t h y  p l a n t s  (H )  a n d  t h o s e

i n f e c t e d  b y  m e c h a n i c a l  i n o c u l a t i o n  ( I n )  w e r e  g r o w n  f r o m  t h e  

s a m e  s e e d  s t o c k s  s o w n  a t  t h e  L i t t l e  C l a c t o n  s i t e  a n d  t h e  

l a t t e r  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  v i r u s  f r o m  t h e  s a m e  s i t e .

3.6.1 Plant. Material

3.6.2 Extraction and Yields

D s R N A  e x t r a c t i o n  w a s  i n i t i a l l y  c a r r i e d  o u t  b y  t h e  m e t h o d  

o f  Z E L C E R  e t  a l . ( 1 9 8 1 )  ( 2 . 1 1 . 5 a )  b u t  s i n c e  t h e  m o d i f i e d  

p r o t o c o l  o f  M O R R I S  & D O D D S  ( 1 9 7 9 )  ( 2 . 1 1 . 5 b )  g a v e  s i m i l a r

•  y i e l d s  a n d  w a s  m u c h  s i m p l e r  t h i s  m e t h o d  w a s  a d o p t e d .  D s R N A

e x t r a c t e d  i n  t h i s  w a y  w a s  o f t e n  c o n t a m i n a t e d  b y  s o m e  s s R N A  

a n d  a  d i s c r e t e  DM A  s p e c i e s  ( s e e  eg. F i g .  3 9 )  b u t  t h e s e  c o u l d  

u s u a l l y  b e  r e m o v e d  b y  2 M  L i C l  p r e c i p i t a t i o n  a n d  d i g e s t i o n  

w i t h  R N a s e  A a n d  D N a s e  I  u n d e r  h i g h  s a l t  c o n d i t i o n s .  T h e  

s m a l l  s c a l e  b a t c h  m e t h o d  o f  M O R R I S  e t  al .  ( 1 9 8 3 )  n e v e r  

p r o d u c e d  s u f f i c i e n t  d s R N A  t o  v i s u a l i s e  b y  g e l

e l e c t r o p h o r e s i s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  l e v e l s  i n  p l a n t s  a r e  l o w .  

I n  f a c t  2 0 - 4 0 g  o f  t i s s u e  w a s  u s u a l l y  r e q u i r e d  f o r  

d e t e c t a b l e  a m o u n t s  o f  R N A  ( t h e  s m a l l e s t  q u a n t i t y  w a s  5 g  a n d  

t h e  g r e a t e s t  6 0 g  ( s e e  l e g e n d s  o f  F i g s .  2 9 - 4 1 ) ) .  T h i s  

v a r i a b i l i t y  p r o b a b l y  r e f l e c t e d  t h e  i n f e c t i o n  s t a g e  o f  

p l a n t s  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  n o n - i n f e c t e d  t i s s u e  i n  t h e  

s a m p l e s .

3.6.3 Gels and Molecular Weight Standards

T h r e e  g e l  s y s t e m s  w e r e  u s e d  t o  a n a l y s e  d s R N A  e x t r a c t s  

a n d  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  b e h a v i o u r  o f  d s D N A ,  d s R N A  a n d  s s R N A
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w a s  d i f f e r e n t  i n  e a c h .  T h e  p u b l i s h e d  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  

n u c l e i c  a c i d  s p e c i e s  u s e d  a s  m a r k e r s  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e s  8 

& 9. A p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  B a Y M V  d s R N A  b a n d s  

w e r e  e s t i m a t e d  f r o m  p l o t s  o f  l o g  ( m o l e c u l a r  w e i g h t )  v s .  

d i s t a n c e  m i g r a t e d  o f  m a r k e r  b a n d s .  V i r a l  o r i g i n  o f  d s R N A  

s p e c i e s  w a s  i n v e s t i g a t e d  b y  N o r t h e r n  t r a n s f e r  a n d  

h y b r i d i s a t i o n  t o  B a Y M V  c D N A  p r o b e s .

I n  4 %  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  m a i z e  r o u g h  d w a r f  v i r u s  (M R D V )  

a n d  G a e u m a n n o m y c e s  g r a m i n i s  var. t r i t i c i  v i r u s  3 b l a  R N A s  

e x h i b i t e d  s l i g h t l y  d i f f e r e n t  m i g r a t i o n  p r o p e r t i e s ;  l o g  

p l o t s  o f  M RDV  R N A s  w e r e  i n v a r i a b l y  l i n e a r  w h e r e a s  t h o s e  o f  

3 b l a  w e r e  l i n e a r  o n l y  o v e r  l i m i t e d  s i z e  r a n g e s .

I n  n o n - d e n a t u r i n g  1 %  a g a r o s e  g e l s  l o g  p l o t s  o f  d s R N A  

m o b i l i t i e s  w e r e  r o u g h l y  e q u i v a l e n t  f o r  a l l  m a r k e r s  u s e d  

( F i g s . 4 0 , 4 4 )  b u t  n o t  e q u i v a l e n t  t o  t h o s e  o f  d s D N A  f o r  w h i c h  

m o b i l i t y  w a s  g r e a t e r  f o r  a  g i v e n  m o l e c u l a r  w e i g h t  

•  ( F i g s . 3 9 , 4 0 ) .

S s R N A  m i g r a t e s  m o re  s l o w l y  t h a n  d s R N A  o f  e q u i v a l e n t  s i z e  

i n  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  ( F i g . 3 4 )  b u t  m u c h  m o re  q u i c k l y  t h a n  

d s R N A  o f  e q u i v a l e n t  s i z e  i n  n o n - d e n a t u r i n g  g e l s  

( F i g s . 3 0 , 4 4 ) .

I n  d e n a t u r i n g  a g a r o s e  g e l s  l o g  p l o t s  f o r  s s R N A  a n d  d s R N A  

m o b i l i t i e s  w e r e  n o t  e q u i v a l e n t  (eg. F i g s . 4 2 , 4 3 ) .  s s R N A  

m i g r a t e d  m o re  q u i c k l y  t h a n  d e n a t u r e d  d s R N A  o f  e q u i v a l e n t  

s i z e :  2 5 S  r R N A  ( M r = l . 3 5 x 1 0 * ^ )  c o m i g r a t e s  w i t h  M R D V  R N A - 6

( s s R N A  M r = 0 . 8 8 x l 0 e ) i n  F i g .  4 2 ,  C PM V  R N A - 2  ( M r = l . 3 7 x l O e;) 

c o m i g r a t e s  w i t h  M RD V  R N A - 4  ( s s M r = l .  1 7 x 1 0 * - )  i n  F i g .  4 3 .  T h u s  

i t  s e e m s  t h a t  d e n a t u r e d  d s R H A s  c a n n o t  b e  u s e d  a s  v a l i d  

s s R N A  m a r k e r s .

F o r  t h e  s a k e  o f  u n i f o r m i t y  B a Y M V  d s R N A  m o l e c u l a r  w e i g h t s  

b e l o w  3 x l O G- a r e  g i v e n  w i t h  r e s p e c t  t o  M RD V  R N A s  a n d  t h o s e  

a b o v e ,  w i t h  r e s p e c t  t o  3 b l a  u n l e s s  s t a t e d  o t h e r w i s e  b u t  i n  

v i e w  o f  d a t a  a b o v e  t h e s e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  m u s t  b e  r e g a r d e d  

a s  a p p r o x i m a t e .  A c c u r a t e  s i z i n g  o f  t h e  l a r g e s t  d s R N A  

s p e c i e s  w a s  n o t  p o s s i b l e  d u e  t o  t h e  u n a v a i l a b i l i t y  o f  

m o l e c u l a r  w e i g h t  s t a n d a r d s .
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3. 6. 4 Double-Stranded RFA Characterisation

A n a l y s i s  o f  d s R N A s  f r o m  B a Y M V - i n f e c t e d  p l a n t s  p r o v e d  t o  

b e  f a r  m o re  c o m p l e x  t h a n  e x p e c t e d .  U p  t o  1 4  d i f f e r e n t  d s R N A  

s p e c i e s  o f  M r  £ 0 . 1 x 1 0 ^  w e r e  f o u n d .  E l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  

p r o d u c e d  w e r e  o f t e n  s i m i l a r  b u t  q u a n t i t a t i v e  a n d  

q u a l i t a t i v e  d i f f e r e n c e s  w e r e  f o u n d  b e t w e e n  d i f f e r e n t  

b a t c h e s  o f  m a t e r i a l  f r o m  t h e  s a m e  s o u r c e  a s  w e l l  a s  b e t w e e n  

b a t c h e s  f r o m  d i f f e r e n t  s o u r c e s .  P a t t e r n s  w e r e  g e n e r a l l y  

l e s s  c o m p l e x  f o r  d s R N A s  e x t r a c t e d  f r o m  m e c h a n i c a l l y  

i n o c u l a t e d  m a t e r i a l  b u t  t h i s  w a s  n o t  a l w a y s  t h e  c a s e .  

D s R N A s  o f  t h e  s a m e  s i z e  a s  s s R N A - 1  a n d  - 2  w e r e  n o t  a l w a y s  

o b s e r v e d  a n d  w h e n  p r e s e n t  w e r e  n o t  n e c e s s a r i l y  t h e  m o s t  

a b u n d a n t  s p e c i e s .  F i g s . 2 9 - 4 1  i l l u s t r a t e  t h e  d i f f e r e n t  

e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  f o u n d  a n d  T a b l e s  1 - 7  s u m m a r i s e  t h e  

d a t a .

F i g s . 2 9 - 3 2  i l l u s t r a t e  o n e  o f  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  

p a t t e r n s  o f  d s R N A  p r o d u c e d  i n  a g a r o s e  g e l s  a n d  t h e  d a t a  a r e  

s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  1. A l l  e x t r a c t s  c o n t a i n e d  m u c h  

h e t e r o g e n e o u s  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  n u c l e i c  a c i d  d e s p i t e  2 M  

L i C l  p r e c i p i t a t i o n  b u t  n u c l e a s e  d i g e s t i o n s  ( F i g . 2 9 )  

i l l u s t r a t e d  t h e  d s R N A  n a t u r e  o f  t h e  e x t r a c t s .  Y i e l d s  w e r e  

h i g h ;  a s  l i t t l e  a s  7 . 5 g  m a t e r i a l  w a s  n e e d e d  t o  d e t e c t  

d s R N A s  ( F i g . 3 0 ) .  F i g . 3 0  a l s o  s u g g e s t s  t h a t  m u ch  o f  t h e  

d s R N A  w a s  n i c k e d  a s  n o  b a n d s  a r e  v i s i b l e  f o l l o w i n g  

g l y o x a l a t i o n ,  t h o u g h  t h i s  i s  p a r t l y  e x p l a i n e d  b y  t h e  p o o r e r  

e t h i d i u m  b r o m i d e  b i n d i n g  o f  g l y o x a l a t e d  R N A .  R e s o l u t i o n  i n  

F i g . 3 2  i s  n o t  g o o d  b u t  t h e  f i g u r e  s h o w s  t h a t  t h e  o n l y  d s R N A  

i n  h e a l t h y  p l a n t s  i s  o f  h e t e r o g e n e o u s  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t .  

I t  i s  c l e a r  t h a t ,  w h i l e  t h e r e  a r e  m a j o r  d s R N A  s p e c i e s  o f  

t h e  s a m e  s i z e s  a s  B a Y M V  d s R N A - 1 & - 2 ,  t h e r e  a r e  o t h e r  m o r e  

p r e d o m i n a n t  b a n d s  (eg. b a n d s  d e s i g n a t e d  G r o u p s  1 & 2 ,  s e e  

T a b l e  1 ) .
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Table 1

Summary of data from Figs.29-32

Band Comment
A >5 Probably RNA-1 RF
B ^3.5 Faint
C 2.35-50 Probably RNA-2 RF
D 1.8-9 Faint

E 1.65-75 )
F 1.43-48 ) Group 1
G 1.18-25 >
H 1.00-13 >

I 0.76-80 >
J 0.70-75 ) Group 2
K 0.55-65 }
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2. 

6a 

A-

B-
C-
D-
E -
F -
G-
H-

I -

Flg.29 Nuclease digestions of BaYMV dsRNA. Agarose gel 

electrophoresis of nucleic acids digested with DNase-I (Lanes 1,3,6>, 

RNase-A in 2xSSC (Lanes 4,6,8), RNase-A in O.lxSSC (Lane 7) and 

untreated (Lanes 2,5,9). 

Lanes 1 & 2; plasmid DNA 

Lanes 3, 4 & 5; MRDV dsRNA 

Lanes 6 & 7; BaYMV dsRNA from 109 LC84 

Lanes 8 & 9; BSMV ssRNA 

Lane 6aj as Lane 6, illustrating band nomenclature 
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♦

Fig.30 Agarose gel electrophoresis of native (Lanes 1-
glyoxalated (Lanes 4-6) RNAs.
Lanes 1 & 4; BSKV ssRNA
Lanes 2 & 5; BaYMV dsRNA from 7.5g LC84
Lanes 3 & 6; KRDV dsRUA

1 6 7

3) and



1 2

Fig.31 Agarose gel electrophoresis of BaYMV dsRNA. 
Lane 1; BaYMV dsRMA from 25g LC84 
Lane 2; 3bla dsRNA
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1 2 3 4

Fig.32 Agarose gel electrophoresis of dsRNA from healthy and BaYMV 

infected plants.
Lane 1; BaYMV dsRNA from 12.5g LC84
Lane 2; dsRRA extracted from 25g healthy barley
Lane 3; MRDV dsRNA
Lane 4; 3bla dsRRA

1 6 9



T h e  n e x t  b a t c h  o f  m a t e r i a l  a n a l y s e d  w a s  h a r v e s t e d  f r o m  a 

d i f f e r e n t  p a r t  o f  t h e  L i t t l e  C l a c t o n  s i t e  i n  1 9 8 4 .  Y i e l d s  

o f  d s R N A  w e r e  m u c h  l o w e r  a n d  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n  

w a s  d i f f e r e n t  ( F i g s . 3 3 - 4 ) .  T h i s  i s  p a r t l y  c o n c e r n e d  w i t h  

t h e  g r e a t e r  r e s o l v i n g  p o w e r  o f  a c r y l a m i d e  g e l s  b u t  

q u a n t i t a t i v e  d i f f e r e n c e s  a n d  t h e  a b s e n c e  o f  a  p u t a t i v e  R N A -

*  1 R F  c a n n o t  b e  e x p l a i n e d  i n  t h i s  w a y .  T h e r e f o r e  b a n d s  a r e  

l a b e l l e d  u s i n g  a  d i f f e r e n t  n o m e n c l a t u r e  a n d  c o m p a r i s o n s  

w i t h  t h e  e a r l i e r  p a t t e r n  a r e  m ade  i n  T a b l e  2 .  B e c a u s e  o f  

t h e  l o w  y i e l d s  t h e  d s R N A  a n a l y s e d  o n  o n e  g e l  r e p r e s e n t s  

e x t r a c t s  f r o m  m a n y  m o re  l e a v e s  o f  m a n y  m o re  p l a n t s  s o  

p o s s i b i l i t y  o f  e x t r a c t i n g  a  m i x t u r e  o f  s t r a i n s  a n d / o r  

d e f e c t i v e  R N A s  i s  i n c r e a s e d .  T h i s  m i g h t  e x p l a i n  t h e  

a p p e a r a n c e  o f  s o m e  o f  t h e  m i n o r  b a n d s  a n d  d o u b l e t  b a n d s .

A n a l y s i s  o f  i n f e c t e d  t i s s u e  h a r v e s t e d  f r o m  t h e  s a m e  s i t e  

i n  1 9 8 5  r e v e a l e d  a  s i m i l a r  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n  ( F i g . 3 5 ,

•  T a b l e  3 )  a n d  c o m p a r a b l y  l o w  y i e l d s  t h o u g h  t h e r e  a r e  

q u a l i t a t i v e  a n d  q u a n t i t a t i v e  d i f f e r e n c e s .  A t  l e a s t  o n e  n e w  

d s R F A  s p e c i e s  ( d e s i g n a t e d  J3) i s  s e e n  a n d  t h r e e  o t h e r  b a n d s  

( g ,  h  & o )  a r e  a b s e n t .  T h e  b a n d  d e s i g n a t e d  i '  m ay  b e  n o v e l  

o r  i t  m a y  b e  b a n d  i  m i g r a t i n g  s l i g h t l y  a n o m a l o u s l y .  

U n f o r t u n a t e l y  u n d i g e s t e d  D N A  p a r t i a l l y  o b s c u r e s  t h e  t o p  o f  

t h e  g e l  s o  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  s a y  i f  h i g h  m o l e c u l a r  

w e i g h t  s p e c i e s  s u c h  a s  R N A - 1  R F  a r e  p r e s e n t .
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Summary of data from Figs.33-4

Tab le  2

Band Mr (* 1Q~fc) Comment
b 3.10-15 Doublet in Fig.34. Possibly analogous

to B (Table 1)
c 2.7 May be same as C (ie RNA-2 KF)
d 2.2 May be same as D

e 1.84(80) Doublet )
f 1.7 ) Probably equivalent to
S 1.6 Faint ) Group 1; differences
h 1.5 Faint ) from Figs.29-32 due to
i 1.31-34 ) greater resolution in
j 1.25 Faint > acrylamide
k 1.2 Faint )

1 0.70-79 )
m 0.59-62 } Probably equivalent to Group 2;
n 0.56-58 ) molecular weights approximate in
o o.50-52 > this range
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1 2 3

Fig.33 Fig.34

Fig.33 PAGE of BaYXV dsRNA from naturally infected plants. 
Lane 1; KRDV dsRNA 
Lane 2; BaYKV dsRNA from 30g LC84

Fig. 34 PAGE of BaYKV dsRNA from naturally infected plants.
Lane 1 
Lane 2 
Lane 3

BaYMV dsRNA from 50g LC84 
MRDV dsRNA 
BSKV ssRNA

1 7 2



Table 3

Analysis of data in Fig.35

Band Mr(xlCr6) Comment
b 3. 05(20) Doublet as in Fig.34
c 2.75(80) Doublet. RNA-2 RF?
0 2.35 Not seen in LC84 gels
d 2.2 Higher levels relative to LC84 gels
e 1.85 Not doublet (as opposed to LC84 gels)

f 1.7 }
i' 1.4 ) Group 1
j 1.25 )

1 0. 7 }
m 0.66 ) Group 2
n 0.58 )
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Fig.35 PAGE of BaYKV dsRNA from naturally infected plants. 
Lane 1; BaYMV dsRUA from 40g LC85 
Lane 2; MRDV dsRNA 
Lane 3; 3bla dsRKA
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A n a l y s i s  o f  d s R H A  i n  m e c h a n i c a l l y  i n o c u l a t e d  p l a n t s  

s h o w e d  t h a t  s y m p t o m  e x p r e s s i o n  p r e c e d e d  d e t e c t a b l e  d s R N A  

s y n t h e s i s .  U s u a l l y  f e w e r  d s R N A  s p e c i e s  w e r e  o b s e r v e d  a s  

c o m p a r e d  w i t h  f i e l d  i n f e c t e d  m a t e r i a l  s o  i n i t i a l l y  s o m e  o f  

t h e  b a n d s  i n  t h e  l a t t e r  w e r e  a s c r i b e d  t o  c o - i n f e c t i o n  (eg. 

w i t h  a  c r y p t i c  v i r u s ) . H o w e v e r ,  o n  o n e  o c c a s i o n  m u l t i p l e  

s p e c i e s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  i n o c u l a t e d  p l a n t s  ( F i g . 3 7 )  a n d  

l a t e r  h y b r i d i s a t i o n  s t u d i e s  s h o w e d  b a n d s  i n  f i e l d  i n f e c t e d  

m a t e r i a l  t o  b e  B a Y M V - s p e c i f i c  ( s e e  b e l o w ) .

F i g s . 3 6 - 9  i l l u s t r a t e  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  p r o d u c e d  b y  

d s R N A  e x t r a c t s  f r o m  i n o c u l a t e d  p l a n t s .  B a n d s  a r e  l a b e l l e d  

b y  g e l  t y p e  a n d  a r e  c o m p a r e d  i n  T a b l e s  4 & 5 .  I n t e r e s t i n g l y  

n o  b a n d s  c o r r e s p o n d i n g  i n  s i z e  t o  R F  o f  R N A - 1  w e r e  f o u n d  o n  

a n y  o c c a s i o n  a n d  a  p u t a t i v e  R N A - 2  R F  w a s  s e e n  o n l y  o n c e  

( F i g . 3 7 ) .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  r e p l i c a t i o n  i s  t e m p o r a l l y  o r  

s p a t i a l l y  c o n f i n e d  a n d  w a s  n o t  a c t i v e  i n  t h e  t i s s u e  

p r o c e s s e d .  T h e  o n e  b a n d  ( o r  d o u b l e t )  t h a t  i s  co m m on  t o  a l l  

e x t r a c t s  i s  a  s p e c i e s  o f  M r  2 .  0 - 2 . 3  w h i c h  w a s  a l s o  t h e  

o n l y  b a n d  v i s i b l e  i n  a n o t h e r  e x t r a c t  o f  i n o c u l a t e d  p l a n t s .  

T h e  o t h e r  t w o  d s R N A  s p e c i e s  s e e n  i n  m o re  t h a n  o n e  e x t r a c t  

a r e  o f  s i z e s  3 . 0 - 3 . 5  a n d  - 1 . 3 .  T h e  g r e a t e r  c o m p l e x i t y  o f  

t h e  p a t t e r n  i n  F i g . 3 7  m ay  b e  a  r e f l e c t i o n  o f  t h e  a m o u n t  o f  

p l a n t  m a t e r i a l  p r o c e s s e d  a s  a b o v e .



T a b le  4

Analysis of Figs.36-7

Band Mr(x1Q~fc~) Comment
b 3. 05 Lower band of doublet in Figs.34,5
c 2.55(70) Doublet; migrates faster than Fig.35

2.32 One of two major bands in Fig.36
d 2.2 Possibly doublet in Fig.36
e 1.8

f 1.7
h 1.5
i 1.3 One of two major bands in Fig.36
k 1.2

T a b le  5

Analysis of Figs.38-9

Band Mr (x 10~fr)
B 3.0-3.5

D 2.0-2.1

Comment
Seen in Fig.39 but not 38. (Mr from 
3bla)
Doublet in Fig.38. May be p or d of 
Fig.36

G 1.25-30 Not seen in Fig.39. Probably same as i 
in Fig.36

J 0.7
K 0. 5

} May be present in Fig.39 also but 
) impossible to size.



1 2

Fig.36

1 2

Fig.37

Fig.36 PAGE of BaYKV dsRNA from inoculated plants.
Lane 1;. BaYKV ds RNA from 25g In. (75 days post-inoculation) 
Lane 2; KRDV dsRNA

Fig.37 PAGE of BaYKV dsRNA from inoculated plants.
Lane 1; BaYKV dsRNA from 60g In. (52 days post-inoculation) 
Lane 2; KRDV dsRNA

1 7 7
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Fig.38 Agarose gel electrophoresis of BaYMV dsRNA from inoculated 
plants.
Lane 1; BaYMV dsRNA from 20g In. (42 days post-inoculation)
Lane 2; MRDV dsRNA

17 8
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Fig.39 Agarose gel electrophoresis of BaYKV dsRNA from inoculated 
plants.
Lane 1; BaYKV dsMA from lOg In. (41 days post-inoculation)
Lane 2; 3bla dsRUA 
Lane 3; X H i n d III digest

1 7 9



D s R N A  e x t r a c t e d  f r o m  a f u r t h e r  b a t c h  o f  L C 8 5  m a t e r i a l  

( s e e  F i g . 3 5 )  w a s  f u r t h e r  a n a l y s e d  o n  n o n - d e n a t u r i n g  g e l s  

p r i o r  t o  N o r t h e r n  t r a n s f e r  a n d  h y b r i d i s a t i o n  b y  t h e  m e t h o d  

o f  Z E L C E R  e t  a l . ( 1 9 8 1 ) .  O n e  s u c h  g e l  i s  s h o w n  i n  F i g .  4 0

( T a b l e  6 )  w h i c h  i l l u s t r a t e s  a  b a s i c a l l y  s i m i l a r  p a t t e r n  t o  

t h a t  i n  t h e  a c r y l a m i d e  g e l ,  g i v e n  t h e  g r e a t e r  r e s o l v i n g  

p o w e r  o f  t h e  l a t t e r ,  w i t h  a  f e w  d i f f e r e n c e s .  D o u b l e t s  b ( B )  

a n d  c ( C >  a r e  s e e n  i n  b o t h  g e l s ;  J3 i s  p r o b a b l y  r u n n i n g  w i t h  

d o u b l e t  C  i n  v i e w  o f  t h e  c o m p r e s s i o n  o f  M RDV  b a n d s  2 - 5  i n  

t h e  a g a r o s e  g e l ;  d ( D )  i s  f a i n t ,  o b s c u r e d  b y  t h e  

h e t e r o d i s p e r s e  d s R N A  s m e a r ,  a n d  m i g r a t e s  w i t h  a n  a p p a r e n t l y  

l o w e r  m o l e c u l a r  w e i g h t ;  e a n d  f  r u n  a s  E ;  i  a n d  j a r e  

p r o b a b l y  G a n d  H, t h o u g h  m o re  a b u n d a n t  i n  t h i s  b a t c h  o f  

m a t e r i a l ;  a n d  l , m  a n d  n  a r e  c o m p r e s s e d  i n t o  I .  B a n d  A  i s  

n o t  s e e n  i n  F i g . 3 5 ,  b u t  i s  p o s s i b l y  o b s c u r e d  b y  t h e  

u n d e g r a d e d  DN A , a n d  n e i t h e r  i s  b a n d  L.

•  A l l  a t t e m p t s  t o  t r a n s f e r  R N A  f r o m  n o n - d e n a t u r i n g  g e l s  t o

h y b r i d i s a t i o n  m e m b r a n e s  w e r e  u n s u c c e s s f u l .  S u c h  b e h a v i o u r  

i s  w e l l  d o c u m e n t e d  a n d  i s  a  c o n s e q u e n c e  o f  R N A  s e c o n d a r y  

s t r u c t u r e  i n t e r f e r i n g  w i t h  b i n d i n g .  I n  t h e  m e t h o d  u s e d  R N A  

w a s  s u b j e c t e d  t o  p a r t i a l  a l k a l i n e  h y d r o l y s i s  p r i o r  t o  

t r a n s f e r  b u t  h y b r i d i s a t i o n  w i t h  c D N A  p r o b e s  f a i l e d  t o  

d e t e c t  a n y  R N A  o n  b l o t s  u n d e r  c o n d i t i o n s  i n  w h i c h  R N A  w a s  

d e t e c t e d  a f t e r  t r a n s f e r  f r o m  d e n a t u r i n g  g e l s  ( s e e  b e l o w ) .
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Table 6

Analysis of Fig.40

Band Kr(*lQ-6) Comment
A >4.5 Faint. Possibly obscured in Fig.35. 

RNA-1 RF?
B 3. 15(30) Doublet as b in Fig.35.
C 2.60(40) Doublet as c in Fig.35. RNA-2 RF?
D 1.95 May be d
E 1.70 Probably equivalent to e and f.
G 1.30 ) Probably i' and j though more
H 1.20 ) abundant here
I — 0. 7 Probably k, 1' and m poorly resolved
L ^0.25 Not seen in any other material 

Table 7

Analysis of Fig.41

Band Mr(xl0-6) Comment
B 3.30 Faint relative to Fig.40
C 2.65 Probably RNA-2 RF
D 2. 10 Faint as in Fig.40
E 1.65

G/H 1.25 Bands not resolved here
I 0.65-75 Probably 2 or 3 bands
L ^0.25

1 8 1



Fig.40 Agarose gel electrophoresis of BsYMV dsRM from naturally
infected plants.
Lane 1; X H i n d III D M
Lane 2; 3bla dsRNA
Lane 3; MRDV dsRNA
Lane 4; BaYKV dsRNA from 40g LC85
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Fig.41 Kethylmercury gel (Lanes 1,2) and Northern blot (Lanes 3,4) 
of BaYWV dsRNA from naturally infected plants. ENA was transferred to 
a GeneScreen FI us™ membrane and hybridised to cDNA synthesised to 
sucrose gradient-purified BaYKV RNA.
Lanes 1,3; NRDV dsRNA
Lanes 2,4; BaYNV dsRNA from 40g LC85

1 8 3



D e n a t u r i n g  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  a g a i n  i n d i c a t e d  t h a t  s o m e  

d s R N A s  w e r e  n i c k e d  a s  b a n d s  w e r e  b a r e l y  v i s i b l e  f o l l o w i n g  

e t h i d i u m  b r o m i d e  s t a i n i n g  ( F i g . 4 1 ) .  H o w e v e r ,  i t  a p p e a r e d  

t h a t  d s R N A  s p e c i e s  w e r e  n o t  f u l l y  d e n a t u r e d  ( t o  s i n g l e  

s t r a n d s )  i n  t h i s  g e l  s i n c e  a  l o g  p l o t  d e r i v e d  f r o m  d s R N A  

s t a n d a r d s  d i d  n o t  m a t c h  w i t h  o n e  f r o m  s s R N A  s t a n d a r d s .  I n  

s p i t e  o f  t h i s ,  t r a n s f e r  o f  R N A  t o  h y b r i d i s a t i o n  m e m b r a n e s  

w a s  p o s s i b l e  w h i c h  w a s  n o t  t h e  c a s e  f o r  n a t i v e  d s R N A .  D s R N A  

i s  n o t o r i o u s l y  d i f f i c u l t  t o  d e n a t u r e  a n d  a n o m a l o u s

m o b i l i t i e s  w i t h  r e s p e c t  t o  s s R N A  w e r e  o b s e r v e d  o n  o t h e r

o c c a s i o n s  ( e g  F i g s . 4 2 , 4 3 ) .  S i n c e  t h e  p a t t e r n  o f  B a Y M V

d s R N A s  r e l a t i v e  t o  M RD V  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  i n  F i g .  4 0  , i n

w h i c h  t h e  s a m e  d s R N A  e x t r a c t  w a s  u s e d ,  b o t h  B a Y M V  a n d  M RD V  

d s R N A s  w e r e  a s s u m e d  t o  b e  d e n a t u r e d  t o  t h e  s a m e  e x t e n t  

h e r e .  B a n d  l a b e l l i n g  a n d  m o l e c u l a r  w e i g h t  a s s i g n m e n t  w a s  

t h u s  w i t h  r e s p e c t  t o  M RD V .

•  D a t a  i n  F i g .  4 1  i s  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  7 a n d  i t  i s

a p p a r e n t  t h a t  m o s t ,  i f  n o t  a l l ,  d s R N A  s p e c i e s  p r e s e n t  i n  

t h e  e x t r a c t  a r e  B a Y M V - s p e c i f  i c  a n d  n o t  d e r i v e d  f r o m  t h e  

h o s t  o r  c o i n f e c t i o n  o f  t h e  p l a n t s  i n  t h e  f i e l d .  A t  l e a s t  

s e v e n  d s R N A  s p e c i e s  a r e  p r e s e n t  b u t ; w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  

b a n d  C  ( p o s s i b l y  R N A - 2  R F ) ,  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  a s c r i b e  a  

r o l e  i n  t h e  g e n o m e  e x p r e s s i o n  o f  B a Y M V  t o  a n y  o f  t h e m  

w i t h o u t  f u r t h e r  i n f o r m a t i o n .  Som e  m ay  b e  R F s  o f  s u b g e n o m i c  

R N A s  b u t  s i n c e  i t  n o t  k n o w n  w h e t h e r  B a Y M V  e x p r e s s e s  a n y  o f  

i t s  g e n e s  i n  t h i s  m a n n e r  t h e  s u g g e s t i o n  m u s t  b e  t e n t a t i v e  

a n d  t h e  a r t e f a c t u a l  o r i g i n  o f  a t  l e a s t  s o m e  b a n d s  c a n n o t  b e  

e l i m i n a t e d .  O t h e r  p a s s i b l e  d e r i v a t i o n s  o f  t h e s e  d s R N A  

s p e c i e s  a r e  R F s  o f  h i t h e r t o  u n d e t e c t e d  g e n o m i c  R N A s  a n d  

d o u b l e - s t r a n d e d  f o r m s  o f  d e f e c t i v e  B a Y M V  R N A s  c o n t a i n i n g  

t h e  o r i g i n  o f  r e p l i c a t i o n .
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3.6.5 Conclusions

A n a l y s i s  o f  d s R IT A s  f r o m  B a Y M V - i n f  e c t e d  p l a n t s  r e v e a l e d  

u p  t o  1 4  d i f f e r e n t  s p e c i e s  o f  M r  ^ 0 . 1 x 1 0 ^  a t  l e a s t  7  o f  

w h i c h  h y b r i d i s e d  t o  B a Y M V  s e q u e n c e s .  E l e c t r o p h o r e t i c  

p a t t e r n s  p r o d u c e d  w e r e  o f t e n  s i m i l a r  b u t  q u a n t i t a t i v e  a n d  

q u a l i t a t i v e  d i f f e r e n c e s  w e r e  f o u n d .  D s R N A s  o f  t h e  s a m e  

s i z e  a s  s s R N A - 1  a n d  - 2  w e r e  n o t  a l w a y s  o b s e r v e d  a n d  w h e n  

p r e s e n t  w e r e  n o t  n e c e s s a r i l y  t h e  m o s t  a b u n d a n t  s p e c i e s .  

R e s u l t s  a r e  s u m m a r i s e d  b e l o w .

Band Mr ( x 10~t;;) 

A >5

B (b )  3 - 3 . 5

C (c )  2 . 3 5 - 7 0

D(J3,d) 1 . 9 -

2.2

E-H  1 . 0 0 -  

(e -k )  1 .80

I - K  0 . 5 5 -

(k -n )  0 .8 0

L * 0 . 2 5

Comment

P r o b a b ly  RNA-1 RF. O n ly  seen  i n  

n a t u r a l l y  i n f e c t e d  p l a n t s  

O f te n  p re se n t .  B a Y M V - s p e c i f i c  

P r o b a b ly  RNA-2 RF. O ften  seen  bu t  not 

i n  i n o c u la t e d  p l a n t s .  B a Y M V - s p e c i f i c  

One o r  two bands,  major s p e c i e s  i n  

some i n o c u la t e d  p l a n t s .  At l e a s t  one 

B a Y M V - s p e c i f i c

) Group o f  bands,  v a r i a b l e  i n  number 

} and s i z e ,  i n c l u d i n g  one fou n d  o f t e n  

) i n  i n o c u la t e d  p l a n t s  ( * 1 . 3 )  & a t  

) l e a s t  two B a Y M V - s p e c i f i c  ( * 1 . 3 , 1 . 6 5 )

) T w o -fou r  bands, d i f f i c u l t  t o  s i z e  

} a c c u r a t e l y .  O f te n  seen .  A t l e a s t  

) one B a Y M V - s p e c i f i c

Seen  i n  o n l y  one e x t r a c t  o f  n a t u r a l l y  

i n f e c t e d  p l a n t s .  B a Y M V - sp e c i f i c .  S i z e  

a pp rox im ate
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I n  1 . 1 1  t h e  p o t e n t i a l  o f  u s i n g  d s R N A  a n a l y s i s  a s  a  m e a n s  

o f  d e t e c t i o n  a n d / o r  d i a g n o s i s  o f  p l a n t  v i r a l  i n f e c t i o n  w a s  

d i s c u s s e d .  F r o m  t h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  h e r e  o n  t h e  l e v e l s  o f  

d s R N A  f o u n d  i n  i n f e c t e d  p l a n t s  i t  i s  c l e a r  t h a t  a s  f a r  a s  

B a Y M V  i s  c o n c e r n e d  t h e  t e c h n i q u e  i s  s e v e r a l  o r d e r s  o f  

m a g n i t u d e  l e s s  s e n s i t i v e  t h a n  o t h e r  d e t e c t i o n  m e t h o d s  b a s e d  

o n  s e r o l o g i c a l  o r  h y b r i d i s a t i o n  a s s a y s .  A n t i s e r a  t o  s e v e r a l  

i s o l a t e s  o f  B a Y M V  e x i s t  a n d  t h e  t e c h n i q u e s  o f  I S B M ,  E L I S A  

a n d  W e s t e r n  b l o t t i n g  a r e  n o w  a  r o u t i n e  e x e r c i s e .  D o t - b l o t  

h y b r i d i s a t i o n  u s i n g  c D N A  p r o b e s  i s  a  m o re  t i m e  c o n s u m i n g  

m e t h o d  b u t  w o u l d  b e  g r e a t l y  f a c i l i t a t e d  b y  t h e  e x i s t e n c e  o f  

c l o n e d  f r a g m e n t s  o f  B a Y M V  c D N A  ( s e e  3 . 7  b e l o w ) .  F u r t h e r m o r e  

t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  o f  d s R N A s  o b s e r v e d  i n  t h i s  

s t u d y  a r e  p r o b a b l y  t o o  v a r i a b l e  t o  b e  u s e d  i n  t h e  d i a g n o s i s  

o f  B a Y M V  ( o r  m i x e d )  i n f e c t i o n  o r  f o o t p r i n t i n g  a s  a n  a i d  t o  

c l a s s i f i c a t i o n  o r  s t r a i n  c o m p a r i s o n .

•  P u r i f i e d  d s R N A s  h a v e  a l s o  b e e n  u s e d  a s  s o u r c e s  o f  v i r a l

R N A  s e q u e n c e s .  O n  a c c o u n t  o f  t h e  c o m p l e x i t y  a n d  v a r i a b i l i t y  

o f  d s R N A  e x t r a c t s  i t  w a s  f e l t  t h a t  d a t a  f r o m  e x p e r i m e n t s  

u s i n g  e n d - l a b e l l e d  d s R N A s  a s  p r o b e s  w o u l d  b e  d i f f i c u l t  t o  

i n t e r p r e t .  H o w e v e r ,  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  o f  t h e  "t y p e  

i l l u s t r a t e d  i n  F i g . 4 1  u s i n g  c l o n e d  s t r a n d - s p e c i f i c  o r  e v e n  

g e n e - s p e c i f i c  p r o b e s  c o u l d  b e  u s e f u l  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  

B a Y M V  r e p l i c a t i o n  s t r a t e g y .
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Table 8

Double-stranded molecular weights of commonly used standards (xlO~c')

Band W 2 L 3 h,l a \ H i n d i  11 A f V P s V

1 2.88 4. 1 15. 0 4.1 1. 11
2 2.50 3.5 6. 12 2. 7 0.99
3 2.35 1.6 4.26 2.5 0. 94
4 2.35 1.54 2.84 1.87 0. 89
5 2. 12 1.45 1.5 1.70 0. 46
6 1.75 1.43 1.32 1.44
7 1.45 1.27 0.36 1.24
G 1.25 1. 19
9 1. 18 1. 11
10 1. 08

MRDV: Maize rough dwarf
3bla: G. g . t. virus 3bla
\  H i n d i  11: H i n d l l l digest of X DEA
A f V : A s p e r g i 1 1  u s f o e t i d u s  virus
P s V : P e n i c i l l i u m s t o l o n i f e r u m virus

Table 9

Single-stranded molecular weights of standards (xlO~e)

. Ribosomal REA
Band CFMV. Euk TMV
1 2. 02 1.05 1.35 2. 0
2 1.37 0.56 0.70

CPMV: Cowpea mosaic virus 
E . c . :  E . c o l i  rREA (23S & 16S) 
Euk: Eukaryotic rREA (25S & 18S) 
TMV: Tobacco mosaic virus
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♦

Fig.42 Fig.43

Fig. 42 Kethylmercury gel electrophoresis of molecular
standards.
Lane 1; rRNA
Lane 2; MRDV
Lane 3; F . s . V  + A . f . V
Lane 4; 3bla
Lane 5; MRDV

Fig.43 Methylmercury gel electrophoresis of molecular
standards.
Lane 1; CPKV 
Lane 2; KRDV 
Lane 3; X H i n d III

weight-

weight.

1 8 8



1 2 3 4

Fig.44 Agarose gel electrophoresis of molecular weight
Lane 1; MRDV
Lane 2; 3bla
Lane 3; P.s.V + A . f . V
Lane 4; rRIA

standards
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3 . 7  c D N A  S y n t h e s i s  a n d  M 13  C l o n i n g  

3 . 7 . 1  c D N A  P r o b e s

A l l  a u t o r a d i o g r a m s  s h o w n  a b o v e  w e r e  o b t a i n e d  b y  

h y b r i d i s a t i o n  o f  m e m b r a n e s  t o  c D N A  p r o b e s  s y n t h e s i s e d  b y  

r a n d o m  p r i m i n g  u s i n g  a s  t e m p l a t e  R N A  e x t r a c t e d  f r o m  

p u r i f i e d  v i r u s  o r  p u r i f i e d  b y  s u c r o s e - g r a d i e n t  

f r a c t i o n a t i o n  o r  e l u t i o n  f r o m  g e l s .  E f f i c i e n c i e s  o f  

i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o l a b e l  i n t o  c D N A  w e r e  c o n s i s t e n t l y  l o w  

a s  c o m p a r e d  w i t h  i n c o r p o r a t i o n  u s i n g  TMV  o r  P V X  R N A  a s  

t e m p l a t e  u n d e r  e q u i v a l e n t  c o n d i t i o n s .  R N A  e x t r a c t e d  f r o m  

a g a r o s e  g e l s  s o m e t i m e s  e x h i b i t e d  n o  t e m p l a t e  a c t i v i t y ,  

p r o b a b l y  a s  a  r e s u l t  o f  r e s i d u e s  o f  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  

i n h i b i t o r s  d e r i v e d  f r o m  i m p u r i t i e s  i n  t h e  a g a r o s e .  I n  o r d e r  

•  t o  p r o v i d e  a  s o u r c e  o f  h i g h  a c t i v i t y  p r o b e s  a t t e m p t s  w e r e

m ade t o  c l o n e  f r a g m e n t s  o f  B a Y M V  R N A  i n t o  b a c t e r i o p h a g e  

M 13 .  I n i t i a l  a t t e m p t s  w e r e  m ade  b e f o r e  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  

p u r i f i e d  R N A  u s i n g  R N A  e n r i c h e d  i n  B a Y M V  s e q u e n c e s  f o l l o w e d  

b y  d i f f e r e n t i a l  s c r e e n i n g  o f  r e c o m b i n a n t  c l o n e s  u s i n g  c D N A  

p r o b e s  d e r i v e d  f r o m  t h e  s a m e  e n r i c h e d  p r e p a r a t i o n s  a n d  R N A  

e x t r a c t e d  i n  a  s i m i l a r  m a n n e r  f r o m  h e a l t h y  p l a n t s .  I n  l a t e r  

a t t e m p t s  r e c o m b i n a n t s  w e r e  s c r e e n e d  u s i n g  p r o b e s  m a de  f r o m  

p u r i f i e d  B a Y M V  RNA.

3 . 7 . 2  c D N A  c l o n i n g

T h e  u s e  o f  t h e  " l o o p - b a c k "  m e t h o d  o f  d s  c D N A  s y n t h e s i s  

i n  t w o  e x p e r i m e n t s  r e s u l t e d  i n  a  t o t a l  o f  5 3  r e c o m b i n a n t  

c l o n e s .  D i f f e r e n t i a l  h y b r i d i s a t i o n  o f  R F  D N A  d o t - b l o t s ,  a n d  

i n  s o m e  c a s e s  h y b r i d i s a t i o n  o f  d o t - b l o t s  o f  h e a l t h y  a n d  

i n f e c t e d  p l a n t  e x t r a c t s  w i t h  n i c k - t r a n s l a t e d  c l o n e s ,  

i n d i c a t e d  a  h o s t  o r i g i n  f o r  a l l  c l o n e s ,  s u g g e s t i n g  t h a t  a
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l a r g e  2'- p o p u l a t i o n  o f  c l o n e s  w a s  n e e d e d  t o  f i n d  a n y  s p e c i f i c  

f o r  B a Y M V .

T h e  R N a s e  H m e t h o d  o f  d s  c D N A  s y n t h e s i s  p r o v e d  m o re  

e f f i c i e n t  i n  t e r m s  o f  t h e  n u m b e r  o f  r e c o m b i n a n t s  p r o d u c e d .  

W h i t e  p l a q u e s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  a l l  t h e  c o m b i n a t i o n s  o f  

r e s t r i c t i o n  e n z y m e s  u s e d  ( 2 . 1 8 . 1 )  t h o u g h  a t  l o w e r  r a t e s  

u s i n g  t h e  " b l u n t "  e n d  c u t t e r s .  I n  a l l ,  2 4  p l a t e s  w i t h  

b e t w e e n  2 0  a n d  1 0 0  r e c o m b i n a n t s  e a c h  w e r e  o b t a i n e d .  T h e s e  

w e r e  s c r e e n e d  b y  p l a q u e - l i f t  h y b r i d i s a t i o n  w i t h  p r o b e s  

s y n t h e s i s e d  f r o m  s u c r o s e - g r a d i e n t  p u r i f i e d  B a Y M V  R N A s  a n d  

a u t o r a d i o g r a p h y  r e v e a l e d  15  r a d i o a c t i v e  s p o t s ,  a l l  p r o d u c e d  

u s i n g  " s t i c k y " - e n d  c u t t e r s .  S h o r t a g e  o f  t i m e  p r e v e n t e d  a n y  

f u r t h e r  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t s  s o  p o s i t i v e l y  

h y b r i d i s i n g  p l a q u e s  w e r e  p i c k e d  a n d  g r o w n  u p  t h e n  i n f e c t e d  

c e l l  s t o c k s  w e r e  f r o z e n  a t  - 7 0 ° C  i n  1 5 %  ( v / v )  g l y c e r o l .  

C l o n e s  w i l l  r e q u i r e  f u r t h e r  s c r e e n i n g  b y  d o t - b l o t

•  h y b r i d i s a t i o n  o f  R F  D N A  a n d  h y b r i d i s a t i o n  o f  n i c k -

t r a n s l a t e d  R F  p r o b e s  t o  N o r t h e r n  b l o t s  o f  B a Y M V  R N A  f o r  t w o  

r e a s o n s :  ( 1 )  t h e  d e n s i t y  o f  p l a q u e s  d i d  n o t  a l l o w  a b s o l u t e

a s s i g n m e n t  o f  r a d i o a c t i v e  s p o t s  t o  i n d i v i d u a l  p l a q u e s  ( a l l  

p o t e n t i a l  r e c o m b i n a n t s  w e r e  p i c k e d  s e p a r a t e l y )  a n d  ( 2 )  t h e  

p o s s i b i l i t y  o f  b a c k g r o u n d  s p o t s  o n  a u t o r a d i o g r a m s  c a n n o t  b e  

e l i m i n a t e d .

E v e n  i f  a l l  t h e s e  c l o n e s  a r e  B a Y M V - s p e c i f  i c  1 5  o u t  o f  

1 0 0 0 s  r e p r e s e n t s  a  v e r y  l o w  p r o p o r t i o n  c o n s i d e r i n g  t h e  R N A  

s a m p l e  u s e d  ( c r u d e  B a Y M V  R N A  a s  i n  F i g .  1 5 )  a n d  t h e  s i z e  

s e l e c t i o n  p r o c e d u r e s  ( s e e  2 . 1 8 . 1 ) .  T h i s  l o w  e f f i c i e n c y  o f  

c D N A  s y n t h e s i s  m ay  b e  e n h a n c e d  b y  u s i n g  s y n t h e t i c  p r “im e r * s  

c o n s t r u c t e d  a f t e r  l i m i t e d  s e q u e n c i n g  o f  R N A  t e r m i n i .

3. 8 In Vitro Translation

B a Y M V  v i r i o n  R N A - 1  a n d  R N A - 2 ,  t o g e t h e r  a n d  s e p a r a t e l y ,  

w e r e  u s e d  t o  p r o g r a m m e  c e l l - f r e e  i n  v i t r o  t r a n s l a t i o n  

s y s t e m s  ( 2 . 1 6 ) .  W h e t h e r  R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  v i r i o n s ,
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e l u t e d  f r o m  g e l s  o r  p u r i f i e d  b y  s u c r o s e - g r a d i e n t  

c e n t r i f u g a t i o n  i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  

a m i n o  a c i d s  i n t o  t r a n s l a t i o n  p r o d u c t s  w a s  v e r y  l o w  c o m p a r e d  

t o  t h a t  w i t h  P V X  o r  T N V  R N A  ( ( 1 0 % )  a n d  o n  m a n y  o c c a s i o n s  n o  

d e t e c t a b l e  i n c o r p o r a t i o n  o c c u r r e d  a t  a l l .  R e a s o n s  f o r  t h i s  

a r e  u n c l e a r  b u t  m ay  b e  r e l a t e d  t o  B a Y M V  R N A  s e c o n d a r y  

s t r u c t u r e .  A s  a  c o n s e q u e n c e  o f  t h e  i n c o n s i s t e n c y  o f  r e s u l t s  

a n d  t h e  s c a r c i t y  o f  R N A ,  t r a n s l a t i o n  s y s t e m s  w e r e  n o t  

o p t i m i s e d  f o r  K "  a n d  M g - ”* c o n c e n t r a t i o n .  C o n d i t i o n s  u s e d  

w e r e  t h o s e  d e s c r i b e d  b y  s u p p l i e r s  a s  s u i t a b l e  f o r  m o s t  

m R N A s .

T r a n s l a t i o n  o f  w h o l e  p o l y s o m e s  a n d  p o l y s o m a l  R N A  a g a i n  

r e s u l t e d  i n  l o w  l e v e l s  o f  i n c o r p o r a t i o n .  A d d i t i o n a l  r e a s o n s  

f o r  t h i s  m ay  b e  t h e  p r e s e n c e  o f  i n h i b i t o r s  i n  t h e  

r e l a t i v e l y  c r u d e  p o l y s o m e  p r e p a r a t i o n s  a n d  t h e  h u g e  e x c e s s  

o f  r i b o s o m a l  R N A  o v e r  m e s s a g e  i n  p o l y s o m a l  R N A  

•  p r e p a r a t i o n s .

F l u o r o g r a p h s  o f  M D L  t r a n s l a t i o n  p r o d u c t s  o f  g e l - e l u t e d  

a n d  s u c r o s e - g r a d i e n t  p u r i f i e d  R N A  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g s . 4 5  

& 4 6 .  F i g . 4 5  s h o w s  p r o d u c t s  o f  t h e  s u c r o s e - g r a d i e n t

f r a c t i o n s  5 - 9  s h o w n  i n  F i g . 2 5 b  a n d  p r o d u c t s  o f  t w o  s e p a r a t e  

g e l - e x t r a c t i o n s .  B o t h  t h e  l a t t e r  w e r e  e x t r a c t e d  b y  t h e  

" f r e e z e - t h a w "  m e t h o d  ( 2 . 1 1 . 7 c )  a n d  c o n t a i n e d  e q u a l  a m o u n t s  

o f  R N A - 1  a n d  R N A - 2 .  F i g . 4 6  s h o w s  p r o d u c t s  o f  R N A - 1  ( f r o m  

f r a c t i o n s  1 a n d  2  i n  F i g . 2 5 c )  a n d  R N A - 2  ( f r o m  f r a c t i o n  5  i n  

F i g . 2 5 c ) .  T h e  r e a s o n  f o r  t h e  c l o u d i n g  o f  t h e  f l u o r o g r a p h  i s  

n o t  k n o w n .  C l e a r l y  t h e r e  i s  s o m e  c r o s s - c o n t a m i n a t i o n  o f  

f r a c t i o n s  b u t  b y  c o m p a r i s o n  c e r t a i n  d i f f e r e n c e s  a r e  

a p p a r e n t .

T h e  m a j o r  p r o d u c t s  a r e  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t s  2 3 ,  6 7 ,  8 3 / 4

( d o u b l e t )  a n d  9 6 K .  O t h e r  d i s c e r n i b l e  p r o d u c t s  a r e  o f  2 5  

( d o u b l e t ) ,  2 7 ,  4 4 ,  5 0 ,  5 8  a n d  1 1 0 k .
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2 3 4 5 6 7 8  9

P1 1 0 -  
P 9 6 —  

P83/4—

P67—

P 5 8 —
P 5 0 -

P44—

P2 7 -
P 2 5 -

P 2 3 -

Fig.45 Fluorograph of BaYKV RNA translation products. RNAs were 
translated in MDL systems as described in 2. 16 and fluorography 
carried out as in 2.17 after marking positions of molecular weight 
standards with radioactive ink.
Lane 1; Hs:0 control.
Lanes 2-6; Products of sucrose gradient fractions 5-9 illustrated in 

Fig.25b.
Lanes 7 & 8; Products of mixtures of BaYMV RNA-1 & -2 eluted from gels 

as described in 2.11.7c.
Lane 9; Products of PVX RNA translation

Lane K - Karker proteins (molecular weights are indicated)

1 9 3



1 M 2 3 4

Fig.46 Fluorograph of BaYMV RNA translation products. RNAs were 
translated in MDL systems as described in 2.16 and fluorography
carried out as in 2.17.
Lane 1; Ha-0 control.
Lane 2; Products of a mixture of sucrose gradient fractions 5 & 6 

illustrated in Fig. 25c (BaYMV RNA-1).
Lane 3; Products of sucrose gradient fraction 9 illustrated in Fig.25c 

(BaYMV RNA-2)
Lane 4; Products of PVX RNA translation.

Lane M - Marker proteins (molecular weights are indicated)

1 9 4



Fig.47 Fluorograph of translation products of whole polysomes and 
polysomal RNA from healthy (Lanes 1,3) and BaYMY-infected (Lanes 2,4) 
barley. Translation was carried out in wheatgerm extracts as described 
in 2.16.
Lanes 1 & 2; Products of whole polysome extracts prepared as in 2.11.6 
Lanes 3 & 4; Products of total polysomal RNA

(Kolecular weights of marker proteins are indicated)

19 5
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P 2 3 c o m i g r a t e s  w i t h  t h e  u p p e r  o f  t w o  b a n d s  s e e n  i n  t h e  

Hs;0 c o n t r o l  t r a c k  o f  F i g .  4 5  b u t  i s  s t r o n g e r  r e l a t i v e  t o  t h e  

l o w e r  o n e  i n  f r a c t i o n s  8  a n d  9 .  I n  F i g . 4 6  P 2 3  i s  f o u n d  i n  

t h e  R N A - 2  t r a c k  b u t  n o t  i n  t h e  c o n t r o l  o r  R N A - 1  t r a c k s .

P 6 7  c a n  b e  s e e n  i n  a l l  B a Y M V  R N A  t r a c k s  i n  F i g .  5 - 9  b u t  

i s  r e l a t i v e l y  s t r o n g e r  i n  f r a c t i o n s  8  a n d  9. I n  F i g .  4 6  P 6 7  

i s  o n l y  s e e n  i n  t h e  R N A - 2  t r a c k .

P 8 3 / 4  i s  p r e s e n t  i n  a l l  B a Y M V  R N A  t r a c k s  b u t  s i n c e  R N A - 1  

f r a c t i o n s  a r e  i n h e r e n t l y  p u r e r  P 8 3 / 8 4  i s  p o s s i b l y  a n  R N A - 1  

p r o d u c t .

P 9 6  i s  m u ch  s t r o n g e r  i n  t h e  R N A - 2  t r a c k  t h a n  t h e  R N A - 1  

t r a c k  i n  F i g . 4 6  a n d  r e l a t i v e l y  s t r o n g e r  i n  t r a c k s  8  a n d  9 

t h a n  i n  t r a c k s  5 ,  6  a n d  7 i n  F i g . 4 5 .

P 2 5  c o m i g r a t e s  w i t h  a  b a n d  i n  t h e  c o n t r o l  H ^O  t r a c k  o f  

F i g .  4 6  b u t  i n  F i g .  4 5  t h e  l o w e r  b a n d  o f  t h e  d o u b l e t  i s  

s t r o n g e r  i n  b o t h  e l u t e d  R N A  t r a c k s  w h e r e a s  b o t h  b a n d s  a r e  

o f  r o u g h l y  e q u a l  i n t e n s i t y  i n  g r a d i e n t  f r a c t i o n s .

P 2 7  i s  s t r o n g e r  r e l a t i v e l y  i n  f r a c t i o n s  8  a n d  9 i n  

F i g . 4 5  a n d  i s  o n l y  f o u n d  i n  t h e  R N A - 2  t r a c k  o f  F i g . 4 6 .

P I 10  i s  i n d i s t i n c t  b u t  i s  o n l y  f o u n d  i n  f r a c t i o n s  5  a n d  

6 i n  F i g . 4 5  a n d  t h e  R N A - 1  t r a c k  o f  F i g . 4 6 .

P 4 4 . P 5 0 . P 5 5  a n d  P 5 8  a r e  o f  r o u g h l y  e q u a l  i n t e n s i t y  i n

a l l  R N A  t r a c k s .

T h o u g h  t h e  e v i d e n c e  i s  n o t  u n e q u i v o c a l  s o m e  p r o d u c t s  c a n  

t h u s  t e n t a t i v e l y  b e  a s s i g n e d  t o  p a r t i c u l a r  R N A s :

- -F H A - 1 : P 1 1 0 ,  P 8 3 / 8 4  a n d  t h e  l o w e r  b a n d  o f  t h e  P 2 5

d o u b l e t .

R N A - 2 : P 2 3 , P 2 7 ,  P 6 7 ,  a n d  P 9 6 .

T h e  s i m i l a r i t y  o f  t h e  g e l - e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  o f  

t h e  t r a n s l a t i o n  p r o d u c t s  o f  R N A  i s o l a t e d  f r o m  t w o  s u c r o s e  

g r a d i e n t s  a n d  b y  t w o  g e l  e x t r a c t i o n s  i s  a p p a r e n t  a n d  a r g u e s  

a g a i n s t  a r t i f a c t u a l  o r i g i n  o f  b a n d s  t h r o u g h  c o n t a m i n a t i o n .  

N e v e r t h e l e s s  t h e  n u m b e r  o f  p o l y p e p t i d e s  p r o d u c e d  i s  l a r g e
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a n d  n o t  a l l  a r e  l i k e l y  t o  be  s i g n i f i c a n t  i n  v i v o .  L a r g e  

n u m b e r s  o f  p r o t e i n s  a r e  a l s o  s y n t h e s i s e d  o n  i n  v i t r o  

t r a n s l a t i o n  o f  o t h e r  p l a n t  v i r a l  R N A s ,  eg. P V X  ( s e e  

F i g s . 4 5 , 4 6  a n d  S .  E . A D A M S ,  1 9 8 5 ) .  W i t h o u t  f u r t h e r  

i n f o r m a t i o n  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  a s c r i b e  a  f u n c t i o n  t o  a n y  

o f  t h e  B a Y M V  t r a n s l a t i o n  p r o d u c t s .  T h e r e  a r e  n o  p r o d u c t s  o f  

3 5 K  o r  2 9 / 3 0 K  w h i c h  w o u l d  c o r r e s p o n d ,  i n  s i z e  a t  l e a s t ,  t o  

c o a t  p r o t e i n .  W e s t e r n  b l o t t i n g  o r  i m m u n o p r e c i p i t a t i o n  

e x p e r i m e n t s  u s i n g  a n t i s e r a  r a i s e d  t o  p u r i f i e d  v i r u s  o r  

i n c l u s i o n  b o d i e s  m i g h t  y i e l d  i n f o r m a t i o n  o f  t h i s  s o r t .

F i g . 4 7  s h o w s  t h e  w h e a t g e r m  t r a n s l a t i o n  p r o d u c t s  o f  

p o l y s o m e s  a n d  p o l y s o m a l  RITA f r o m  h e a l t h y  a n d  i n f e c t e d  

t i s s u e .  T h e r e  i s  n o  a p p a r e n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  

t r a n s l a t i o n  p r o d u c t s  o f  R N A  f r o m  e i t h e r  s o u r c e .  T h u s  v i r a l  

a n d  i n f e c t i o n  s p e c i f i c  R N A s  c o u l d  a t  m o s t  c o n s t i t u t e  o n l y  a  

s m a l l  f r a c t i o n  o f  R N A  b e i n g  t r a n s l a t e d  i n  t h e  i n f e c t e d  

t i s s u e  u s e d .

3 . 9  S o l u b l e  P l a n t  P r o t e i n s

I n f e c t i o n  o f  m a n y  p l a n t  s p e c i e s  w i t h  v i r u s e s  i n d u c e s  t h e  

a c c u m u l a t i o n  o f  s o - c a l l e d  ’ p a t h o g e n e s i s - r e l a t e d '  p r o t e i n s  

( P R - p r o t e i n s )  c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e i r  s e l e c t i v e  e x t r a c t i o n  

a t  l o w  pH  a n d  i n t e r c e l l u l a r  l o c a t i o n  ( r e v i e w e d  V A N  LOO N, 

1 9 8 5 ) .  T h e  e x i s t e n c e  o f  s i m i l a r  p r o t e i n s  i n  B a Y M V - i n f e c t e d  

t i s s u e  w a s  i n v e s t i g a t e d  a s  d e s c r i b e d .  N o  s u c h  p r o t e i n s  h a v e  

b e e n  r e p o r t e d  f o r  a n y  v i r u s —i n f e c t e d  m o n o c o t y l e d o n o u s  

p l a n t .  I n  v i e w  o f  t h e  t e m p e r a t u r e - d e p e n d e n c e  o f  t h e  

i n f e c t i o n  p r o c e s s  p r o t e i n  s a m p l e s  w e r e  e x t r a c t e d  f r o m  

i n f e c t e d  p l a n t s  g r o w n  u n d e r  g r o w t h  c a b i n e t  c o n d i t i o n s ,  f r o m  

p l a n t s  g r o w n  i n  g l a s s  c l o c h e s  o n  t h e  r o o f  i n  t h e  w i n t e r  a n d  

f r o m  p l a n t s  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  h e a t e d  g r e e n h o u s e  ( s e e  

2 . 7 . 1 a  f o r  g r o w t h  c o n d i t i o n s ) . I n  a d d i t i o n  t h e  e f f e c t s  o f  

t e m p e r a t u r e  o n  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  a  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  

c u l t i v a r s  o f  b a r l e y ,  v a r y i n g  i n  B a Y M V  s u s c e p t i b i l i t y ,  w e r e
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i n v e s t i g a t e d  b y  g r o w i n g  v i r u s - f r e e  p l a n t s  i n  t h e  g r e e n h o u s e  

a n d  g r o w t h  c a b i n e t  a n d  e x t r a c t i n g  p r o t e i n s  i n  a  s i m i l a r  

w ay .  T h e s e  p l a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  a s  s e e d l i n g s  s o  w e r e  

y o u n g e r  t h a n  p l a n t s  u s e d  a b o v e .  F i n a l l y  i n t e r c e l l u l a r  

f l u i d s  w e r e  e x t r a c t e d  a n d  m o n i t o r e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  P R -  

p r o t e i n s .

S o l u b l e  p l a n t  p r o t e i n  s a m p l e s ,  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  

( 2 . 1 9 )  f r o m  e q u i v a l e n t  a m o u n t s  o f  t i s s u e  (^  0 . 2 g ) ,  w e r e  

a n a l y s e d  b y  n o n - d e n a t u r i n g  d i s c - P A G E  ( 2 . 6 . 3 c ) .  Y i e l d s  o f  

p r o t e i n  v a r i e d  f r o m  s a m p l e  t o  s a m p l e  b u t  t h e s e  d i f f e r e n c e s  

w e r e  n o t  c o n s i s t e n t l y  c u l t i v a i —  o r  i n f e c t i o n - s p e c i f i c  s o  

w e r e  p r o b a b l y  d u e  t o  e x t r a c t i o n  e f f i c i e n c y .  T h u s  o n l y  

q u a l i t a t i v e  a n d  r e l a t i v e  q u a n t i t a t i v e  c o m p a r i s o n s  c a n  b e  

m a d e .

T o  s u m m a r i s e  t h e  r e s u l t s  b r i e f l y ;  a  b r o a d l y  s i m i l a r  

e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n  o f  b a n d s  w a s  p r o d u c e d  i n  a l l  c a s e s  

b u t  a g e - ,  c u l t i v a i —  a n d  t e m p e r a t u r e - s p e c i f i c  q u a n t i t a t i v e  

d i f f e r e n c e s  a n d  o n e  p o s s i b l e  i n f e c t i o n - s p e c i f i c  q u a l i t a t i v e  

d i f f e r e n c e  w e r e  f o u n d .  T a b l e  1 0  l i s t s  t h e  m a j o r  b a n d s  f o u n d  

a n d  t h e i r  a p p r o x i m a t e  R f ' s .
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Table 10

Analysis of Figs. 48-50

Band El Comments
A 0. 10 Doublet.Found in IF. Higher temperatures decrease in 

expression in some cultivars
B 0. 18 Similar temperature effect as for A in the same

cultivars.
C 0.27

D 0. 33

E 0.36
-39 Low levels of expression in seedlings.

F 0. 40
-44 Low levels of expression in seedlings.

G 0. 45
-49 Most prominent band in cold grown plants.

H 0. 56 Higher levels in Birgit & Igri. Higher temperatures
-60 increase expression in healthy seedlings.

I 0. 63
-67 Possible infection-specific protein.

J 0. 70
-74 Stronger in Maris Otter than Tipper.

K 0. 73
-78
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Fig.48 Tube gels of soluble proteins extracted as described in 
2.19.1 from BaYMV-infected Maris Otter plants grown in:
Lane 1 
Lane 2 
Lane 3

Greenhouse
Glass cloches (outside) 
Growth cabinet

Fig.49 Tube gels of soluble proteins extracted as described in 
2.19.1 from healthy (Lane 1) and BaYMV-infected (Lanes 2-4) Tipper 
plants grown in:
Lane 1 
Lane 2 
Lane 3 
Lane 4

Greenhouse
Greenhouse
Glass cloches (outside) 
Growth cabinet

2 0 0



Fig.50 Tube gels of soluble proteins extracted as described in 
2.19.1 from different barley cultivars grown in the growth cabinet 
(odd-numbered gels) and the greenhouse (even-numbered gels)
Gels 1 & 2 
Gels 3 & 4 
Gels 5 & 6 
Gels 7 & 8; 
Gels 9 & 10;
Gels 11 &12; 
Gels 13 & 14; 
Gels 15 & 1G;

Birgit
Franka
Gerbel
Halcyon
Igri
Karis Otter
Sonja
Tipper

2 0 1
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F i g s 4 8  s h o w s  t h e  p a t t e r n  o f  b a n d s  o b t a i n e d  f r o m  i n f e c t e d  

M a r i s  O t t e r  p l a n t s  g r o w n  u n d e r  t h e  v a r i o u s  c o n d i t i o n s .  

B a n d s  a r e  l a b e l l e d  f o r  r e f e r e n c e  t o  T a b l e  1 0 .  B a n d  G i s  

d e c r e a s e d  i n  g r e e n h o u s e - g r o w n  p l a n t s  r e l a t i v e  t o  t h e  c o l d -  

g r o w n  p l a n t s .  N o t e  t h e  f a i n t  b a n d  I  w h i c h  i s  n o t  p r e s e n t  i n  

e x t r a c t s  f r o m  h e a l t h y  p l a n t s .

F i g . 4 9  s h o w s  t h e  p a t t e r n  o f  b a n d s  o b t a i n e d  f r o m  h e a l t h y  

a n d  i n f e c t e d  T i p p e r  p l a n t s  g r o w n  u n d e r  t h e  v a r i o u s  

c o n d i t i o n s .  T h e r e  a r e  n o  m a j o r  d i f f e r e n c e s  b u t  t h e r e  i s  a  

f a i n t  b a n d  ( b a n d  I )  p r e s e n t  i n  e x t r a c t s  f r o m  i n f e c t e d  b u t  

n o t  h e a l t h y  p l a n t s .  B a n d  J  i s  b a r e l y  v i s i b l e .

F i g . 5 0  s h o w s  t h e  p r o t e i n s  e x t r a c t e d  f r o m  s e e d l i n g s  o f  

e i g h t  c u l t i v a r s  o f  b a r l e y  g r o w n  i n  t h e  r e f r i g e r a t e d  g r o w t h  

c a b i n e t  a n d  t h e  h e a t e d  g r e e n h o u s e .  Y i e l d s  a r e  g e n e r a l l y  

l o w e r  t h a n  f o r  t h e  o l d e r  p l a n t s  p r e v i o u s l y  e x t r a c t e d  a n d  

a r e  n o t  a l w a y s  e q u i v a l e n t  f o r  t h e  s a m e  c u l t i v a r  b u t  c e r t a i n  

t r e n d s  a r e  a p p a r e n t .  I n  T i p p e r ,  M a r i s  O t t e r  a n d  H a l c y o n  

b a n d s  A a n d  B  a r e  l e s s  s t r o n g l y  e x p r e s s e d  i n  g r e e n h o u s e  

g r o w n  p l a n t s  r e l a t i v e  t o  t o t a l  p r o t e i n .  T h i s  e f f e c t  i n  I g r i  

a n d  B i r g i t  r e f l e c t s  t h e  m u c h  l o w e r  y i e l d s  o f  t o t a l  p r o t e i n  

i n  t h e  r e s p e c t i v e  g r e e n h o u s e  g r o w n  p l a n t s .  B a n d  H i s  m o re  

p r o m i n e n t  i n  c o l d  g r o w n  G e r b e l  a n d  I g r i  s e e d l i n g s  t h a n  a n y  

o t h e r  c u l t i v a r s  a n d  l e v e l s  a r e  h i g h e r ,  r e l a t i v e  t o  b a n d  G, 

i n  a l l  g r e e n h o u s e  p l a n t s .  I n  t h e  l a t t e r  p l a n t s  b a n d  H 

r e p r e s e n t s  t h e  m o s t  a b u n d a n t  p r o t e i n  i n  n e a r l y  a l l  

c u l t i v a r s ,  b a n d  G b e i n g  e q u a l l y  a b u n d a n t  i n  t h e  o t h e r s .

E l e c t r o p h o r e t i c  a n a l y s i s  o f  a  d i l u t i o n  s e r i e s  o f  t h e  

i n t e r c e l l u l a r :  f l u i d s  f r o m  h e a l t h y  a n d  i n f e c t e d  T i p p e r  

p l a n t s  s h o w e d  t h a t  t h e  o n l y  p r o t e i n s  d e t e c t a b l e ,  e v e n  a t  

z e r o  d i l u t i o n ,  w e r e  t h o s e  c o n s t i t u t i n g  d o u b l e t  A. T h e  

d o u b l e t  w a s  d e t e c t a b l e  i n  i n f e c t e d  p l a n t s  a t  a p p r o x i m a t e l y  

t w i c e  t h e  d i l u t i o n  p e r m i s s i b l e  f o r  d e t e c t i o n  i n  h e a l t h y  

p l a n t s .  H o w e v e r  t h i s  m a y  b e  d u e  t o  e x t r a c t i o n  e f f i c i e n c y .

T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  B a Y M V  i n f e c t i o n  o f  b a r l e y  

d o e s  n o t  i n d u c e  h i g h  l e v e l s  o f  p r o t e i n s  w i t h  t h e  

c h a r a c t e r i s t i c s  o f  P R - p r o t e i n s .  O n e  i n f e c t i o n - s p e c i f i c
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p r o t e i n  i s  d e t e c t a b l e  b u t  a t  s u c h  l o w  l e v e l s  t h a t  t h i s  m ay  

be  a  q u a n t i t a t i v e  r a t h e r  t h a n  q u a l i t a t i v e  e f f e c t .  T h i s  

p r o t e i n  i s  n o t  p r e f e r e n t i a l l y  e x t r a c t e d  i n  i n t e r c e l l u l a r  

f l u i d  e x t r a c t s .  T e m p e r a t u r e - ,  a g e -  a n d  c u l t i v a r - s p e c i f i c  

d i f f e r e n c e s  i n  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  a r e  s e e n  b u t  

w i t h o u t  f u r t h e r  i n f o r m a t i o n  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  r e l a t e  t h e s e  

t o  t h e  i n f e c t i o n  p r o c e s s  o r  r e s i s t a n c e / s u s c e p t i b i l i t y . 

H o w e v e r ,  i n  v i e w  o f  t h e  t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n c e  o f  B a Y M V  

i n f e c t i o n ,  i t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  t h e  d e c r e a s e  i n  

e x p r e s s i o n  w i t h  i n c r e a s e d  t e m p e r a t u r e  o f  b a n d  A, w h i c h  i s  

a l s o  f o u n d  i n  I F ,  i s  o n l y  a p p a r e n t  i n  t h e  t w o - r o w e d ,  

s u s c e p t i b l e  c u l t i v a r s  H a l c y o n ,  M a r i s  O t t e r  a n d  T i p p e r .  

F u r t h e r m o r e  b a n d  H, w h o s e  e x p r e s s i o n  i s  i n c r e a s e d  i n  a l l  

h e a l t h y  g r e e n h o u s e  g r o w n  c u l t i v a r s ,  i s  a l s o  e x p r e s s e d  i n  

c o l d  g r o w n  p l a n t s  o f  t h e  m o d e r a t e l y  r e s i s t a n t  c u l t i v a r s  

I g r i  a n d  G e r b e l .

3.10 Investigation of Infected Root Tissue

B a Y M V  t r a n s m i s s i o n  i n  t h e  f i e l d  i s  t h r o u g h  t h e  s o i l  s o  

r o o t s  a r e  t h e  n a t u r a l  s i t e s  o f  i n f e c t i o n  o f  b a r l e y  p l a n t s .  

T h e  r o o t s  o f  p l a n t s  i n f e c t e d  b y  m e c h a n i c a l  i n o c u l a t i o n  m u s t  

a l s o  c o n t a i n  v i r u s  s i n c e  v i r u s - f r e e  s p o r e s  o f  P o l y m y x a  

g r a m i n i s  a c q u i r e  B a Y M V - i n f e c t i v i t y  o n  c o n t a c t  w i t h  s u c h  

r o o t s  ( K U S A B A  e t  a l . , 1 9 7 1 ) .  R o o t s  a r e  t h u s  a  p o t e n t i a l

s i t e  f o r  v i r u s  r e p l i c a t i o n  f r o m  w h i c h  t r a n s p o r t  w o u l d  

r e s u l t  i n  s y s t e m i c  i n f e c t i o n .  R o o t  t i s s u e  f r o m  - i n f e c t e d  

p l a n t s  w a s  t h e r e f o r e  e x a m i n e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  v i r u s  

p a r t i c l e s  a n d  v i r a l  s s  a n d  d s R N A .
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Fig.51 Electron micrograph of a 'root-dip' preparation from BaYMV- 
infected plants (x60,000).
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Fig.52 Electron micrographs of ultracentrifugation 
preparations from roots of BaYMV-infected plants. 
Magnifications; (a) x56,000 (b) x50,000
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S m a l l  q u a n t i t i e s ,  o f  r o o t  t i s s u e  w e r e  u s e d  t o  p r e p a r e  

e x t r a c t s  f o r  EM  b y  t h e  l e a f  d i p  m e t h o d  ( 2 . 9 . 2 ) .  ' R o o t  d i p *  

EM  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  t h i n ,  f l e x u o u s  f i l a m e n t s  a t  

l e v e l s  c o m p a r a b l e  t o  t h o s e  o f  v i r u s  p a r t i c l e s  i n  i n f e c t e d  

l e a v e s ,  s o m e t i m e s  a g g r e g a t e d  a s  i n  F i g .  5 1 .  N o  s u c h  

f i l a m e n t s  w e r e  f o u n d  i n  s i m i l a r  e x t r a c t s  f r o m  r o o t s  o f  

u n i n f e c t e d  p l a n t s .  L a r g e r  q u a n t i t i e s  o f  r o o t  m a t e r i a l  

( ~ 4 0 g )  w e r e  w a s h e d  f r e e  o f  s o i l  a n d  t r e a t e d  a s  f o r  a  v i r u s  

p r e p a r a t i o n  u p  t o  t h e  s t a g e  o f  t h e  f i r s t  u l t r a c e n t r i f u g e  

p e l l e t .  E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  t h e s e  p e l l e t s  ( F i g . 5 2 )  

a g a i n  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  v i r u s - l i k e  p a r t i c l e s .  A 

f a i n t  c e n t r a l  c a n a l  c a n  b e  s e e n  i n  s o m e  f i l a m e n t s ,  i n  b o t h  

r o o t - d i p  a n d  p e l l e t  p r e p a r a t i o n s ,  a n d  w h e r e  t h i s  i s  v i s i b l e  

i t  e x t e n d s  t h e  e n t i r e  f i l a m e n t  l e n g t h .  F o r  v i r u s  p a r t i c l e s  

t h e  v i s i b i l i t y  o f  t h e  c a n a l  w a s  s u g g e s t e d  t o  d e p e n d  o n  R N A  

d e p l e t i o n  a l l o w i n g  m o re  e f f i c i e n t  s t a i n  p e n e t r a t i o n  ( 3 . 3 ) .  

R N A  e x t r a c t i o n  o f  t h e  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  p e l l e t s  d i d  n o t  

y i e l d  a n y  i n t a c t  B a Y M V  R N A s  d e t e c t a b l e  b y  d e n a t u r i n g  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  e v e n  a t  s e n s i t i v i t i e s  10x t h o s e  r e q u i r e d  

r o u t i n e l y  t o  d e t e c t  B a Y M V  R N A s  i n  e q u i v a l e n t  e x t r a c t s  f r o m  

i n f e c t e d  l e a v e s .  I t  w a s  t h u s  t e m p t i n g  t o  p r o p o s e  a s s e m b l y  

o f  c a p s i d  p r o t e i n s  w i t h o u t  R N A  t o  e x p l a i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

v i r u s - l i k e  f i l a m e n t s .  H o w e v e r ,  i n  I S E M  t e s t s  n o  p a r t i c l e s  

w e re  a d s o r b e d  f r o m  e i t h e r  t h e  ' r o o t  d i p '  o r  p e l l e t  

p r e p a r a t i o n s  w h i l e  t e s t s  o f  l e a v e s  o f  t h e  s a m e  p l a n t s  w e r e  

p o s i t i v e .

T h r e e  s e p a r a t e  e x t r a c t i o n s  o f  d o u b l e - s t r a n d e d  R N A  f r o m  

r o o t s ,  b y  t h &  same- p r o c e d u r e  u s e d  f o r  l e a v e s ,  f a i l e d  t o  

p r o d u c e  d e t e c t a b l e  l e v e l s  o f  d s R N A  f r o m  4 0 g  o f  m a t e r i a l .

T h e  p r e s e n c e  o f  f i l a m e n t s  a n t i g e n i c a l l y  d i s t i n c t  f r o m  

v i r u s  p a r t i c l e s  i n  r o o t s  o f  B a Y M V - i n f e c t e d  p l a n t s  i s  

d i f f i c u l t  t o  e x p l a i n .  T h e  a b s e n c e  o f  v i r u s  p a r t i c l e s  i n  

m a t e r i a l  f r o m  w h i c h  P . g r a m i n i s  a c q u i r e s  i n f e c t i v i t y  i s  

e q u a l l y  s o .  S p e c u l a t i o n  o n  t h e  h o s t  o r  v i r u s  d e r i v a t i o n  o f  

t h e s e  f i l a m e n t s  i s  h a r d l y  j u s t i f i a b l e  o n  t h e  e v i d e n c e  b u t ,  

i f  v i r u s  e n c o d e d ,  t h e y  m a y  b e  i n c l u s i o n s  o r  p a r t i c l e s
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m o d i f i e d  i n  s o m e  f a s h i o n ,  p o s s i b l y  c o n c e r n i n g  t h e i r  f u n g a l  

t r a n s m i s s i o n .  I n  t h i s  c o n t e x t  i t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  

t h a t  L A N G E N B E R G  & V A N  D E R  V A L  ( 1 9 8 6 )  f a i l e d  t o  d e t e c t  B a Y M V  

b y  i m m u n o g o l d  l a b e l l i n g  i n  t h i n  s e c t i o n s  o f  P . g r a m i n i s  i n  

r o o t s  o f  B a Y M V - i n f e c t e d  p l a n t s .  P a r t i c l e s  w e r e  d e t e c t e d  i n  

h o s t  c e l l s  b u t  i t  i s  u n c l e a r  f r o m  t h e  r e p o r t  i f  t h e s e  w e r e  

r o o t  o r  l e a f  c e l l s .  T h e  l a c k  o f  e x t r a c t a b l e  s s R N A  i n  

f i l a m e n t  p r e p a r a t i o n s  a r g u e s  a g a i n s t  a  f u n c t i o n a l  r o l e  f o r  

t h e m  i n  i n f e c t i o n  a n d  t h e  f a i l u r e  t o  f i n d  d s R N A  i s  a t  

v a r i a n c e  w i t h  t h e  s u g g e s t i o n  o f  r o o t s  a s  a  s i t e  o f  v i r u s  

r e p l i c a t i o n .  W h i l e  4 0 g  o f  t i s s u e  d o e s  n o t  g r e a t l y  e x c e e d  

t h e  m i n i m a l  a m o u n t  o f  t i s s u e  r e q u i r e d  f o r  r o u t i n e  d s R N A  

d e t e c t i o n  i n  l e a v e s  h i g h e r  l e v e l s  o f  d s R N A  o u g h t  t o  be  

e x t r a c t a b l e  f r o m  t i s s u e  a c t i v e  i n  v i r u s  r e p l i c a t i o n .
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4 CONCLUSIONS

M o s t  p l a n t  v i r u s e s  w h o s e  g e n o m e  s t r a t e g i e s  h a v e  b e e n  

a n a l y s e d  i n  d e t a i l  r e p l i c a t e  t o  h i g h  l e v e l s  i n  h o s t  p l a n t s  

a n d  a r e  r e l a t i v e l y  e a s y  t o  p u r i f y .  S i m i l a r  s t u d i e s  o n  

v i r u s e s  t h a t  d o  n o t  h a v e  t h e s e  e x p e r i m e n t a l  a d v a n t a g e s  m ay, 

h o w e v e r ,  r e v e a l  s u b t l e  v a r i a t i o n s  o n  t h e  s t r a t e g i e s  s o  f a r  

d i s c o v e r e d .  I t  i s  h o p e d  t h a t  m e t h o d s  d e v e l o p e d  i n  t h i s  

s t u d y  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  p o w e r f u l  t e c h n o l o g i e s  o f  

m o l e c u l a r  b i o l o g y  w i l l  h e l p  t o  d e t e r m i n e  i f  t h i s  i s  s o  f o r  

B a Y H V .  F u r t h e r m o r e ,  e l u c i d a t i o n  o f  t h e  l i f e  c y c l e  o f  B a Y M V  

m ay  s u g g e s t  w a y s  i n  w h i c h  i t s  p a t h o l o g i c a l  e f f e c t s  c a n  b e  

c o n t r o l l e d  u n t i l  s u i t a b l e  r e s i s t a n t  c u l t i v a r s  o f  b a r l e y  a r e  

a v a i l a b l e .

T h e  i n f o r m a t i o n  o b t a i n e d  i n  t h i s  s t u d y  r e p r e s e n t s  t h e  

f i r s t  s t e p s  i n  t h i s  d i r e c t i o n .  F r o m  t h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  

h e r e  i t  a p p e a r s  t h a t  B a Y M V  i s  a  m u l t i c o m p o n e n t  R N A  v i r u s  

e n c a p s i d a t  i n g  a t  l e a s t  t w o  R N A  s p e c i e s  w h i c h  d o  n o t  h a v e  

e x t e n s i v e  s e q u e n c e  h o m o l o g y .  S i n c e  t h e y  w e r e  n o t  f o u n d  t o  

b e  i n f e c t i o u s  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  o t h e r  g e n o m i c  R N A s  e x i s t .  

A n a l y s i s  o f  g e n o m e  s t r u c t u r e  a n d  o r g a n i s a t i o n  w a s  h a m p e r e d  

b y  d i f f i c u l t i e s  i n  o b t a i n i n g  s u f f i c i e n t  q u a n t i t i e s  o f  v i r a l  

R N A  b u t  p r e l i m i n a r y  c o n c l u s i o n s  c a n  b e  d r a w n .

T h e  i n a b i l i t y  o f  v i r a l  R N A s  t o  b i n d  t o  o l i g o - d T -  

c e l l u l o s e  c o l u m n s  o r  s u p p o r t  o l i g o - d T - p r i m e d  c D N A  s y n t h e s i s  

a r g u e s  a g a i n s t  t h e  p r e s e n c e  o f  3 '  p o l y ( A )  t a i l s  b u t  a  

c o n f i r m a t i o n  o f  t h i s  m u s t  a w a i t  s e q u e n c e  a n a l y s i s .  N o  

e v i d e n c e  w a s  o b t a i n e d  o n  5 '  t e r m i n a l  s t r u c t u r e s .  I n  v i t r o  

t r a n s l a t i o n  o f  B a Y M V  R N A s  p r o d u c e d  a  n u m b e r  o f  

p o l y p e p t i d e s ,  s o m e  o f  w h i c h  c o u l d  b e  t e n t a t i v e l y  a s c r i b e d  

t o  o n e  p a r t i c u l a r  R N A  s p e c i e s ,  b u t  n o n e  o f  w h i c h  c o m i g r a t e d  

w i t h  B a Y M V  c a p s i d  p r o t e i n  w h o s e  g e n e  i s  t h u s  u n l i k e l y  t o  b e  

a t  t h e  5 '  e n d  o f  e i t h e r  RN A . P l a n t  v i r u s  c o a t  p r o t e i n  

c i s t r o n s  a r e  u s u a l l y  l o c a t e d  a t  3 '  e n d s  a s  b e f i t s  t h e i r  

e x p r e s s i o n  l a t e  i n  t h e  r e p l i c a t i o n  c y c l e .  T h e  t o t a l  l e n g t h  

o f  i n  v i t r o  p r o d u c t s  e x c e e d s  t h e  e s t i m a t e d  c o d i n g  c a p a c i t y
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o f  B a Y M V  R N A s  O 3 9 0 K )  s o  s o m e  p o l y p e p t i d e s  m u s t  b e  a s c r i b e d  

t o  r e a d t h r o u g h ,  p r e m a t u r e  t e r m i n a t i o n  o r  t h e  p r e s e n c e  o f  

d i s c r e t e  RITA b r e a k d o w n  p r o d u c t s .  W h e t h e r  t h i s  o c c u r s  i n  

v i v o  i s  n o t  k n o w n .  S h o r t a g e  o f  R N A  p r e c l u d e d  t i m e - c o u r s e  

e x p e r i m e n t s  w h i c h  m ay  h a v e  g i v e n  e v i d e n c e  o f  p o l y p r o t e i n  

p r o c e s s i n g .  S u c h  a  s u g g e s t i o n  m i g h t  b e  s u p p o r t e d  b y  t h e  

p r e s e n c e  o f  g e n o m i c - l e n g t h  R N A s  i n  p o l y s o m e  p r e p a r a t i o n s  

e x c e p t  f o r  t h e  c o n t a m i n a t i o n  o f  s u c h  e x t r a c t s  w i t h  v i r u s  

p a r t i c l e s .  F u r t h e r m o r e ; t h e  l a r g e  n u m b e r  o f  d s R N A  s p e c i e s  

f o u n d  a r e  m o re  c o m p a t i b l e  w i t h  a  g e n o m e  s t r a t e g y  i n v o l v i n g  

s u b g e n o m i c  R N A s .  S o m e  o f  t h e  d s R N A s  m ay  h a v e  a r t e f a c t u a l  

o r i g i n  b u t  f o r  v i r u s e s  s u c h  a s  CPM V  w h i c h  d o  e m p l o y  p r o t e i n  

p r o c e s s i n g ^  n o  o t h e r  d s R N A s  a r e  f o u n d  a p a r t  f r o m  t h o s e  o f  

g e n o m i c  l e n g t h .  T h e  t w o  m i n o r  b a n d s  s e e n  i n  N o r t h e r n  b l o t s  

o f  p o l y s o m a l  R N A  m ay  b e  d u e  t o  s t a c k i n g  a r t e f a c t s  i n v o l v i n g  

r i b o s o m a l  R N A s  b u t  i f  n o t  c o u l d  r e p r e s e n t  s u b g e n o m i c  R N A s  

o f  s i z e s  c a .  0 . 3 8  & 0 . 7  x 10*=-. P u t a t i v e  r e p l i c a t i v e  f o r m s  

o f  t h e s e  R N A s  w o u l d  h a v e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  0 . 7 6  & 1 . 4  x 

1 0 fc” s o  c o u l d  c o r r e s p o n d  t o  t h e  d s R N A  s p e c i e s  o f  c a .  0. 7 5  &

1 . 3  x 1 0 ‘=- f o u n d  i n  e x t r a c t s  o f  n e a r l y  a l l  i n f e c t e d  p l a n t s  

i n v e s t i g a t e d .  T h e s e  R N A s  w e r e  o f t e n  t h e  m a j o r  s p e c i e s  i n  

i n o c u l a t e d  p l a n t s  a n d  b o t h  h y b r i d i s e d  t o  B a Y M V - s p e c i f i c  

cD N A .  T h e  s m a l l e r  o f  t h e  t w o  w o u l d  h a v e  a  c o d i n g  c a p a c i t y  

o f  c a .  3 8 K  w h i c h  w o u l d  b e  s u f f i c i e n t  f o r  e x p r e s s i o n  o f  

c a p s i d  p r o t e i n .

M a n y  o f  t h e  c o n c l u s i o n s  a r e  s p e c u l a t i v e  a n d  f u r t h e r  w o r k  

i s  n e e d e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  g e n o m e  s t r a t e g y  o f  B a Y M V  b u t  i f  

i t  t r a n s p i r e d  t h a t  s u b g e n o m i c  R N A s  a r e  e m p l o y e d  i t  w o u l d  b e  

d i f f i c u l t  t o  j u s t i f y  i n c l u s i o n  o f  a  v i r u s  w i t h  m o r e  t h a n  

o n e  n o n - p o l y a d e n y l a t e d  R N A  i n  t h e  p o t y v i r u s  g r o u p  w h o s e  

m e m b e r s  h a v e  a  s i n g l e  p o l y a d e n y l a t e d  R N A  c o m p o n e n t  a n d  

a p p e a r  t o  u t i l i s e  p o l y p r o t e i n  p r o c e s s i n g  i n  t h e i r  g e n e  

e x p r e s s i o n .
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