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RIASSUNTO

Nell'ultimo decennio J1'immunomarcatura con oro colloidale su
sazioni in resina si & sviluppata notevolmente ed & stata
applicata con successo alla virologia vegetale, permettendo di
identificare e/o localizzare a livello intracellulare proteine
virali strutturali e non strutturali, nonché proteine dell'ospite
legate all'infezione. Questa nota riporta alcune esperienze di
immunomarcatura effettuate su diversi sistemi virus-pianta
ospite, usando sia sezioni in resina sia criosezioni. Vengono
descritti i problemi affrontati, mettendo in evidenza le
difficoltd incontrate e le eventuali soluzioni.

SUMMARY

Post-embedding immunogold labeling applied in plant virology.

In the last ten years immunogold labeling (IGL) on resin sectlons
has undergone considerable development and has beenr successfully
applied in plant virclogy, allowing intracellular identification
and/or localization of structural and non-structural virus
proteins, as well as host plant proteins associated with infec-
tion. We report here some IGL experiments made with different
virus-host combinations, using beth resin and cryosections. For
each experience we describe the problems we dealt with, outlining
the difficulties encountered and possible solutions.
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INTRODUZ IONE

L'immunomarcatura su sezione consiste, com'@ note, nella
localizzazione di antigeni intracellulari attraverso 1la loro
reazione con anticorpl specifici, coniugati a loro volta con un
marcante wvisibile al microscopic elettronico, ad esempio ozxo
colloidale. Le prime applicazioni dell'immunomarcatura con oro
colloidale {immunogold labeling = IGL) nel campo della virologia
vagetale sono relativamente recenti (cf. Applano et al., 19B&), ma
il suo uso si & andato progressivamente diffondendo. IGL si &
rivelata un utile strumentec per dare risposta ad alcuni guesiti non
risolvibili con altre tecniche, gquali ad esempic identificazicne
nel tessuto infetto di proteine strutturali del virus, assemblate o
meno in particelle, e/o di proteine costi- tuenti 1 corpi
d'inclusione (Appiano et al., 1986; Langenbherg e Van Der Wal,
1986; Applano et al., 1987; D'Agostino, 1987; Lin _et al., 1987;
Appiano et _al., 1988; D'Agostinc e Redolfi, 1988; D'Agostino et
al., 1988; Langenberg 1988; Pesic et al., 18388; Appianoc et al.,
1989; D'Agostino e Redolfi, 198%), localizzazione di proteine
virali non strutturali codificate dal virus (Hills et _al., 1987;
Saito et al., 1987; Stussi-Garaud et al., 1987; Teomenius et al.,
1987; Linstead et al., 1988; Mackenzie e Tremaine, 1988y,
identificazione e/o localizzazione di proteine dell'ospite la cul
produzione o variazione guantitativa siano legate all'infezione
virale {(Applanc et al., in stampa).

Questo lavoro riporta alcune esperienze di IGL da nol
effettuate su differenti combinazioni virus-pianta ospite, come
esemplificazione del problemi risolvibili con guesta tecnica, degli
inconvenienti riscontrati e delle possibili seluzioni, ottenute
sperimentando sui campioni diversli metodi di fisgazlione e
inclusione, nonché la tecnica di criosezionamento.

MATERIALI E METODI

Le combinazioni wirus-pianta ospite usate sono le seguenti:
tomato bushy stunt virus (TBSV) in Gomphrena globosa, potate virus
¥° (PVY®) in Nicotiana tabacum o N. glutincsa, tocbacco necrosis
virus (TNV) in N, tabacum o Phaseolus vulgaris.

Per i campioni inclusi in resina, Araldite (Ar), Epon-Araldite
(Ep/Ar} o London Resin White (LR White)}, sono stati sperimentati i
seguenti fissativi, sequiti o meno da postfissazione in osmio:
glutaraldeide {GA} 3%, GA 2,5% + acroleina (Ac) 1%, paraformaldeide
(PFA)} 2% + Ac 0,2%. I campioni per la criomicrotomia sonc statl
fissati brevemente in GA 2,5% + Ac 1% o in PFA 2%, infiltrati in
saccaroslio 2,3 M, congelati in azoto liguido e sezionati con un
ultramicrotomo Reichert Ultracut E fornito di apparato per
cricsezionamento FC4.

Per 1'IGL delle sezionl in resina si & sequito essenzialmente
il metodo di viale et al.(1985), per le criosezioni il metodo di
Griffiths et al. (19B3) e Tokuyasu (1986). I siexri primari usati
vengono specificati per ogni antigene nel corso dei risultati. I
sleri secondari {Janssen, Belgium) sono i seguenti: GAR-G5 o
GAR-G20 (goat anti-rabbit coniugate con oro colloidale da 5 o 20
nm}, GAM-G20 f{goat anti-mouse con oro da 20 nm), RAS-Gi3 (rabbit
anti-sheep con oro da 15 nm). Come controllo, IGL & stata
effettuata sia su tessuto infetto omettendo il siere primario sia
su tessuto in cui l'antigene era sicuramente assente.

RISULTATI E DISCUSSIONE

TBSV-G.globosa. Questo sistema & stato ampiamente studiato da un
puntc di vista citologico e citochimico {cf. Bassi et al., 1988),
nell'intento di comprendere origine e funzione dei due tipi di
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Fig. 1. TBSV-G. globosa. Tessuto fissato in GA e incluso in Ar. IGL

con siero anti TBSV 1/100 per 1 h + GAR-G20. La marcatura &
localizzata sui GD e sulle particells wvirali, che Vengeno cosi
notevolmente evidenziate (x 70.000). P

corpl d'inclusione indotti da TBSV nelle cellule infette, corpl
multivescicolari (MV) e granuli densi {GD} . Prove di
autoradiografia, positive per i corpi MV e negative per 1 GD, hanno
dimostrato che i primi, contrariamente ai secondi, sono coinvolti
nella replicazione virale. Nessuna indicazione si aveva tuttavia
sulla natura dei- 6D e sull'eventuale colnvolgimento del corpi MV
nella produzione e/o accumulo di proteina virale. E' stata gquindd
effettuata una prova di IGL con sierc anti-TRSV, utilizzando
campioni di G.globogsa fissati in GA, osmicati o meno e inclusi in
Ar. I campioni osmlcatl non s{ sono rivelati utili, data la scarsa
preservazione dell'antigenicita. Nel campioni fissati in sola GA la
minor preservazione ultrastrutturale era compensata da un'intensa e
specifica marcatura sia sul virus che sui GD, dimostrande che
guesti vnltimi sono costituiti prevalentemente di proteina del coat
virale., L'assenza di marcatura sui corpi MV indica che in essi non
si vexifica accumule di proteina virale. L'IGL si & rivelata
inoltre pid efficace dei normali colorant! a base di metalll
pesanti nella localizzazione dell'antigene virale nelle cellule,
specialmente nell'osservazione a bassi ingrandimenti.
PVY®-N.tabacum o N.glutinosa. Per questo virus erano disponibili
sia un antisiero policlonale (PA) sia una miscela di quattro
anticorpli monocleonali {Mab). Quest'ultima era in grado dlil
distinguere in ELISA due diversi isolati di PVY®, indistinguibili
con PA. Poiché 1l'uso di Mab per IGL di virus dei vegetall in
sezione sembra essere finora molto limitato (Mackenzie e Tremaine,
1988), cl & parso interessante confrontare le possibilita d'useo di
PA e Mab nel nostro sistema, come eventuale premessa allo studio in
vivo di infezioni miste con isolati diversi. Per avere indicazloni
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Fig. 2-4. PVY°-N. tabacum. Fig. 2, tessuto filssato in GA-AC e
incluso in Ep/Ar. IGL con PA anti-PVY® 1/50 per 1 h + GAR-G20. Le
particelle sono intensamente marcate, ma si nota anche una certa
marcatura aspecifica, dovuta all'alta concéntrazione di siero
primario (x 65.000). Fig. 3, tessuto fissato in PFA-Ac e incluso
in Ep/Ar. IGL con PA anti-PVY® 1/500 per 1 h + GAR-G20. La
marcatura, molte specifica, & concentrata sulle particelle situate
fra i bracec! delle girandole (x 100.000). Fig. 4, tessuto fissato
in PFA-Ac e incluso in LR White. IGL con PA anti-PVY® 1/1000 per 1
h + GAR-G20. Il tessuto non & ben preservato come quello osservato
nelle figure precedenti, ma virus e girandole sonoc ben
distinguibili e mostrano un'intensa marecatura (x 75.000).
Fig. 5. PVY¥®°-N. glutinosa. Tessuto fissato in PFA e criosezionato.
IGL con Mab anti-PvY® indiluite per 60 -‘h + GAM-G20. La
preservazione strutturale & discreta. La marcatura sulle girandole,
gui viste in sezione longitudinale; & specifica, seppure non molto
intensa. Il cloroplaste (C) non appare marcato {x 45,000},
Fig. 6-7. Particelle di TNV da succo grezzo di N, tabacum adsorbite
su retino, ‘'decorate' con anticorpi anti-TNV 7,6 pg/ml + GAR-G5
(Fig. 6) o + GAR-G20 (Fig. 7). Il numero dei granuli d'orxoc su ogni
gggtécella & inversamente proporzionale al diametroc dell'oro (x
.000).
Fig. 8. TNV-N. tabacum. LN fissata in GA-Ac, postfissata in osmio e
inclusa in Ep/Ar. IGL con anticorpi anti-TNV 7,6 ug/ml per 1 h +
GAR-G20. Zona necrotica con aggregato paracristallino di TNV
specificamente marcato. I granuli d'oro dispersi nella matrice
opaca indicano la presenza di TNV non aggregato (x 60.000).
Fig. 9-10. THNV-P. vulgaris., LN fissata in GA-Ac, postfissata in
acetate di uranile e inclusa in LR White. IGL con anticorpi
anti-TNV 7,6 pg/ml per 30 min + GAR-G20. Fig. 9, intensa marcatura
sulle zone di vescicolazione e proliferazione del plasmalemma (x
50.000). Fig. 10, intensa marcatura sul depositi granulari situati
nagli spazi intercellulari (SI) (x 25.000).
Fig. 11. TNV-P. vulgaris. Tessuto fissato in GA-Ac e incluso in LR
White. IGL con sieroc anti-Rubisco 1/2000 per 1 h + RAS-G15. La
marcatura sui cristalli & estremamente specifica, mentre i
tilacoidi (T) non sono marcati; R, ribosomi {x 37.500).
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sulle concentrazioni ottimali di PA & Mab, & stata effettuata
un'esperienza preliminare di IGL su virus in estratteo grezzo:
mentre con PA & stata ottenuta una buona decorazione delle
particelle con diluizioni fino a 1/50, con Mab la decorazione, pia
leggera, & stata ottenuta solo con siero indiluitao.

Fin dal primo tentativo (fissazione in GA + Ac e inclusione in
Ep/Ar) 1IGL con PA ha dato esito positivo: la preservazione del
tessuto & risultata ottima e la marcatura molto specifica,
localizzata sulle particelle virall sparse nel citoplasma o situate
fra 1 braccli delle girandole, i tipici corpi d'inclusione indotti
dai potyvirus. Su questi campioni non & stata ottenuta invece
alcuna marcatura con Mab. Ulteriori tentativi sono stati compiuti
adottande un diverse fissativo, P¥A + Ac, e successivamente una
diversa resina, LR White. La preservazione strutturale del tessuto
& risultata sempre meno buona, tuttavia particelle virali e
girandole sono rimaste perfettamente distinguibili nel citoplasma.
La marcatura con PA & divenuta via via pid intensa e specifica,
tanto che si & potuto alzare la diluizione ottimale del siero da
1/50 finea 1/1000. Sulle sezioni in LR White & stato possibile
ottenere una specifica ma assal debole marcatura con Mab, pur
usando anticorpi indiluiti e un tempo d'incubazione di ben 60 h.
Per ottenere risultati pill attendibili, IGL sia con PA che con Mab
e stata effettuata anche su criosezioni. La marcatura con PA non ha
mostrato miglioramenti rispetto alle sezioni in LR White, ma il
tessuto & apparso meglio conservato. La marcatura con Mab & invece
risultata pili intensa e specifica. L'nsieme di gueste osservazioni
suggerisce che si tratti di anticorpi la cui specificita & legata
ad epitopl conformazionali, che possono subire alterazioni critiche
se sottoposti a fissazione drastica o ad inclusione in resina,
indipendentemente dalla resina usata. 3
TNV-N. tabacum o P. vulgaris. Le 1indaginli citeologiche e
citochimiche sulla reazione ipersensibile indeotta da' TNV in N.
tabacum hanno permesso di rilevare le principali alterazioni
nltrastrutturali e la distribuzione del wvirus nella lesione
nacrotica (LN}. In particolare sono state osservate grosse
inclusioni cristalline nel citoplasma e nei cloroplasti, estese
proliferazioni e vescicolazioni delle membrane, in particolare del
plasmalemma, accumuli di particelle virali in prossimitd delle
parete cellulare e depositli pili. o meno estesi di materiale a
struttura granulare, localizzati negli spazi intercellulari
{D'Agostino e Pennazio, 1985}.

Utilizzando anticorpi anti-TNV sono state ottenute marcature
specifiche di TNV in estratto sia grezzo {(fig. 6-7) sia purlficato.
Queste prove hanno fornito utili indicazioni sulla specificita
degli anticorpi e sulle concentrazioni pid idonee del siero
primario e secondario, e infine sul diametro pid adatto del granuli
d'oro.

IGL su sezionl di tessuto fissato in GA+Ac, osmicato e incluso iIn
Ep/Ar, hanno permessc di rilevare un'efficace e specifica
marcartura di TNV (fig. B8). Si1 & tentato di migliorare questi ris-
ultati applicando IGL su tessuto criocsezionato, ottenendo tuttavia
una marcatura confrontabile ma non superiore a quella ottenuta in
sezioni di Ep/Ar, anche se per le criosezioni gquesti risultati
potevano essere ottenutl con sieri pit  diluiti e tempi
d'incubazione pid brevil. Questo indica che, per TNV, la procedura
di fissazione utilizzata per l'incluslone in Ep/Ar preserva sia
ltantigenicitéd del virus sia l'accessibilitd degli anticorpi ai
siti antigenicl.

Per ovviare alla necessitd di mordenzare le sezlioni in Ep/Ar prima
di poter effettuare IGL, cosa che provoca inevitabilmente una
perdita di contrasto nel tessuto, & stata effettuata una prova di
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IGL su tessuto fissato in GA-Ac, postfissato in acetato di uranile
ed incluso in LR White.

IGL su LR White ha fornito i risultati migliori sia per il
contrasto ottenibile sulle sezjoni sia perché, a parita di
marcatura, i1 wvirus e i  granuli d'oro apparivano meglio
evidenziati. Questa tecnica ha permessoc inoltre di rilevare una
intensa e specifica marcatura sulle zone di vescicolazione e
proliferazione del plasmalemma (fig. 9) e sui depositi granulari
osservati negli spazi intercellulari {fig. 10) indicando, in queste
zone, una massiccia presenza di proteina virale. La concentrazione
di proteina virale lungo il plasmalemma & in accordo con il
succesasive accumulo di TNV osservato 1In questa stessa zona,
indicando in essa un possibile sito di assemblaggio del wvirus.
L'accumulo osservato negli spazi intercellulari & tutt'ora oggetto
di studio.

Le inclusioni cristalline osservate nei cloroplastl sono
simili a quelle descritte da altri Autori in plante infette da
virus o sottoposte a moderati stress fisiologicli {cf. D'Agostino e
Pennazio, 1985; Rascio et al,, 1985). I'lpotes]l corrente & che i
cristalli sianoc costituiti di ribuloso-1,5-bifosfato carbossilasi
{Rubisco), ma nessuna prova diretta in vivo di questa ipotesi & mai
stata data {cf. Appiano et al., In stampa). Noi abbiamo effettuato
prove di IGL su camploni fissati in GA-Ac e inclusi in Ep/Ar o in
LR White, usando un siero policlonale anti-Rubisco. Su entrambi j
tipi di sezioni & stata ottenuta un'intensa e specifica marcatura
localizzata sui cristalli e sullo stroma dei cloroplasti, mentre
grana e tilacoidi non mostravano alcuna marcatura. Anche in questo
caso le sezioni in LR White si sono dimostrate pil adatte per IGL,
permettendo una maggior diluizione del siero primario e tempi
d'incubazione pid brevi, e mostrando una quasi totale assenza di
marcatura aspecifica. Queste osservazioni, ovltre a confermare che
lo stroma contiene Rubisco, com'era logico aspettarsi, indicanc che
nei cloroplasti di fagiolo § cristalli sono effettivamente
costituiti di gquesta proteina, offrendo per la prima volta una
conferma sperimentale diretta delle ipotesi espresse in
letteratura.

Per quanto la nostra esperienza dimostri c¢he si possono
ottenere buoni risultati anche con tessuto fissato e incluso in
modo convenzionale (vedi TNV e TBSV), occorre tener presente che i
processi di fissazione, disidratazione e inclusiocne pOssano
avere un'influenza determinante al fine di ottenere sia un'adeguata
preservazione ultrastrutturale sia una buona accessibilita degli
anticorpi ai siti antigenici. E' pol condizione Iindispensabile
disporre di un buon antisiero, che abbla un titoleo alte contro
l'antigene prescelto e non reagisca con altri antigeni presenti nel
tessuto in studio. Nel caso che l'antigene sia un virus, si
dovrebbe far precedere 1'IGL in vivo da prove di IGL su particelle
virali in estratto grezzo o purificato, per avere indicazioni =sia
sulle concentrazionli di siero primario e secondario da usare, sia
sul diametro pit adatto del granuli di oro c¢olleldale. Questa
tecnica ha inoltre una sua propria utilitd come aiuto nella
identificazione in succe grezzo di particelle piccole, poco
numerose o frammiste a molte impurita.

Le esperienze sopra riportate confermano, con l'unica
eccezione di TNV, che la postfissazione in osmio danneggia
notevolmente l'antigenicitd, in accordo con guanto riportate in
letteratura (Polak e Varndell, 1984). GA, se usata a bassa
concentrazione e per tempi brevi, & risultata generalmente un huon
fissativo per IGL, tranne nel caso della reazions PVY°-Mab, per la
guale untaldeide monovalente come PFA si & rivelata meno dannosa
per 1'antigenicita. ‘
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Benché buoni risultati siano stati ottenutli anche con le
resine epossjdiche, & consigliabile usare resine idrofiliche tipo
LR White, che permettono una pit agevole penetrazione degli
anticorpi, consentendo quindi di usare sieri pit diluiti e tempi
d'incubazione piit brevi, il che abbassa molte la marcatura
aspecifica.

IGL su criosezioni ha sempre dato risultati positivi, spesso
migliori di guelli su sezioni in resina, grazie alla possibllita di
usare fissativi blandi e di eliminare del tutto disidratanti,
includenti e sali di metalli pesanti. In caso di sitl antigenici
particolarmente delicati, come per PVY®-Mab, si & rivelata l'unica
soluzione possibile. Questi wvantaggl, cui si aggiunge l'estrema
rapidita di esecuzlone dell'intero processo, sono perd
controbilanciati dall'alto costo della strumentazione e dal lungo e
laborioso apprendistato necessario per acquisire la tecnlca.
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