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1. Wstęp

Choroby wirusowe roślin są przyczyną poważnych strat w uprawach na 
całym świecie mimo prowadzenia szerokiej działalności zapobiegawczej 
mającej na celu produkcję wolnych od wirusów nasion i bulw, eliminację owa

dzich wektorów odpowiedzialnych za ich rozprzestrzenianie oraz testowanie 
roślin przeznaczonych do dalszej hodowli. Straty materialne spowodowane 
przez wirusy, związane są nie tylko z obniżeniem plonów, lecz też ze spadkiem 
jakości produktów rolnych.

Ziemniak jest jednym z podstawowych produktów rolnych w Polsce. In
fekcje wirusowe, a zwłaszcza infekcje wirusem liściozwoju ziemniaka (ang. 
potato leaf roll virus — PLRV) należącym do grupy luteowirusów (1), powo
dują duże straty w uprawach. Roj^ój inżynierii genetycznej, a zwłaszcza 
technik związanych z otrzymywaniem roślin transgenicznych, umożliwia za
stosowanie niekonwencjonalnych metod w walce z infekcjami wirusowymi.

Genom wirusa liściozwoju ziemniaka zbudowany jest z pojedynczej nici 
RNA zamkniętej w izometryczn3rm kapsydzie o średnicy 25 nm. Pojedyncza 
nić RNA składa się z ok. 6 tysięcy nukleotydów, posiada na swoim 5’ końcu 
kowalencyjnie przyłączone białko fV^Pg) oraz nie ma sekwencji poli(A) na 3’ 
końcu (2). Podczas infekcji rośliny wirus jest zdolny do namnażania się tylko 
w komórkach towarzyszących tkanki przewodzącej. Transmisja wirusa po
między roślinami jest możliwa wyłącznie przy udziale owadziego wektora, 
jednego gatunku mszyc — Myzus persicae (3). Znana jest do tej pory se
kwencja kilku izolatów wirusa PLRV, z różnych krajów (4-7). W każdym 
przypadku organizacja genomu poszczególnych izolatów jest analogiczna.
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Rys. 1. Istotne elementy strukturalne genomu wirusa PLRV. Strzałkami wyróżniono mecha
nizmy ekspresji genów wirusowych: Is (ang. leaky scanning): Js (ang. frame shift): rt (ang. read- 
through).

W obrębie ich sekwencji zidentyfikowano sześć otwartych ramek odczytu 
(ang. open reading frame — ORF) w dwóch cistronach oddzielonych sekwen
cją niekodującą. Podczas analizy obecności RNA w zainfekowanych wirusem 
protoplastach tytoniu wykryto obecność nici dodatniej i ujemnej RNA geno
mowego, a także obecność krótszego subgenomowego RNA (sgRNA) będącego 
wariantem nici dodatniej genomu wirusa (8,9). Na rysunku 1 przedstawiono 
najistotniejsze elementy genomu PLRV.

Od czasu pionierskiej pracy Beachy’ego i wsp. w roku 1986 (10) dono
szącej o otrzymaniu transgenicznego tytoniu, zawierającego w genomie gen 
BP wirusa mozaiki tytoniowej (TMV) i wykazującego zwiększoną odporność 
na infekcje tym wirusem, ukazało się wiele prac o konstrukcji roślin trans- 
genicznych odpornych na około 20 różnych wirusów (11-13). Tego rodzaju 
odporność określamy jako obronę zależną od białka płaszcza CP-MR (ang. 
coat protein-mediated resistance). Wyrażanie białka kapsydu w transgenicznej 
rośłinie często indukowało znaczącą redukcję lub opóźnienie pojawiania się 
symptomów w wyniku infekcji wirusowej. W wielu aspektach CP-MR jest 
podobna do zjawiska krzyżowej obrony (ang. cross protection), w którym in
fekcja szczepem łagodnym danego wirusa redukuje łub opóźnia pojawienie 
się objawów powodowanych przez szczep zjadłiwy tego wirusa. Anałogia ta 
nie jest pełna, gdyż znane są prace, w których wykazano wpływ na akumu
lację wirusa w zainfekowanej komórce genu BP, sklonowanego również w od
wrotnej orientacji (14). Brak jednoznacznego mechanizmu odporności zależ
nego od obecności genu białka płaszcza w transgenicznej roślinie zainspiro
wał nas do skonstruowania szeregu transgenicznych linii ziemniaka różnią
cych się długością granicznych regionów genu CP PLRV. Do tej pory opisano 
szereg udanych prób otrzymania transgenicznego ziemniaka odpornego na 
infekcje tym wirusem! 14-17).
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2. Zakres i metodyka badań
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W pracy opisano otrzymanie transgenicznych ziemniaków wyrażającyeh 
zarówno (+) jak i (-) transkiypty pokrywające obszar genu białka płaszeza 
PLRV. Badania prowadzono nad odmianą Bzura eharakteiyzującą się natu
ralną odpornością ną wirusy PVY i PVX. Rośliny transformowano konstru- 
ktami zawierającymi gen białka płaszcza wraz z różnej długości sekwencjami 
otaczającymi w obu orientacjach, sensowej i antysensowej. W transgeniez- 
nyeh roślinach sprawdzano metodą Southerna obecność wirusowego cDNA 
zintegrowanego z ehromosomem, a także, metodą Northema, wyrażanie wpro- 
wadzonyeh genów. Odporność roślin transgenicznych sprawdzano w testach 
z użyciem mszyc łub zrazów jako wektora wirusowego.

2.1. Otrzymanie transgenicznych rośiin ziemniaka
Po ustaleniu sekwencji nukleotydowej polskiego izolatu PLRV-P (6) skon

struowano szereg klonów plazmidowych zawierających gen białka płaszcza 
(BP) wirusa wraz z sekwencjami otaczającymi. cDNA tych klonów posłużył 
jako materiał do konstrukcji plazmidów binarnych do celów transformacji 
roślin za pomocą Agrobacterium tumefaciens LBA4404. Do transformacji użyto 
konstrukty zawierające: 1) gen BP bez sekweneji liderowej (pRCPl); 2) cDNA 
genu BP wraz ze 131-nukleotydową sekweneją liderową (pBCPl); 3) pełnej 
długości sekwencję liderową zawierającą przypuszczalne miejsce iniejacji re- 
plikaeji subgenomowego RNA oraz gen BP (pRA7); 4) pełnej długośei sekwen
cję liderową ząwierająeą skrócony gen BP (pRA4). Wszystkie zawierały frag
menty eDNA genomu wirusa w orientaeji sensowej i antysensowej (rys. 2).

Plazmidy wprowadzono metodą elektroporacji do Agrobacterium. Do trans
formacji roślin użyto skrawków liściowych ziemniaka odmiany Bzura. Ko
mórki ziemniaka zawierająee zintegrowane kopie wprowadzanej kasety eks
presyjnej selekcjonowano na podłożach z kanamycyną w stężeniu 
100 gg/ml. Wytworzone na rosnącym kalusie pędy o długośei od 6 do 7 mm 
odeinano i przenoszono na podłoża bez kanamyeyny, prowadząc dalsze 
mikrorozmnażanie.

2.2. Analiza roślin transgenicznych
W rozmnażanyeh in vitro roślinaeh sprawdzano obecność DNA i RNA 

transgenu. W celu wyizolowania DNA rozeierano 200 mg liści, a następnie 
izolowano ealkowity DNA (18). W celu wyizolowania RNA rozcierano 200 mg 
liśei w eiekłym azoeie, a następnie dodawano podgrzany do temperatury 
80°C bufor z fenolem, a RNA wytrącano chlorkiem litu (19). Analizę hybry- 
dyzaeyjną trawionego enzymem Hindlll lub mieszaniną enzymów Hindlll 
i EcoRl DNA prowadzono metodą Southerna (20) na membranaeh nylono
wych Hybond N (Amersham). Analizę typu Northern prowadzono na RNA 
rozdzielanym w 1% żelu agarozowym w obeenośei glyoksalu jako czynnika 
denaturującego (20), a następnie przeniesionym na pozytywnie naładowaną
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Rys. 2. Schemat klonowania fragmentów cDNA PLRV do wektorów binarnych (w nawiasach 
podano koordynanty klonowanych sekwencji).

membranę nylonową Hybond N"*" (Amersham) zgodnie z przepisem producen
ta. Jako sondy do hybrydyzacji uż}Avano fragmentu restiykcyjnego zawie
rającego cDNA genu CP PLRV znakowanego [a^^P] dCTP.

2.3. Badanie odporności transgenicznych roślin
Odporność na infekcje wirusem PLRV testowano w roślinach transgenicz

nych infekowanych wirusem za pomocą mszyc oraz zrazów. Źródłem wirusa 
były zainfekowane rośliny ziemniaka odmiany Osa. Transgeniczne linie zie
mniaka propagowano w warunkach sterylnych, a następnie małe rośłinki prze
noszono do doniczek z ziemią i dałej hodowano w szkłami. Z każdej linii 
wybierano po osiem roślin, na których przez 4 dni żywiono po 10 mszyc 
uprzednio hodowanych na roślinach zainfekowanych. Dwie inne rośliny z każ
dej linii szczepiono zrazami z zainfekowanego wimsem ziemniaka. Do próby 
Oczkowej wybierano potomstwo uzyskane z 2 - 4 bulw każdej rośliny transge- 
nicznej. Sprawdzenia obecności wimsa wykonywano w 200 |il soku testem 
ELISA. Testy serologiczne wykonywane były na rośłinach 4- i 6-tygodniowych 
oraz na rośłinach w cztery tygodnie po wykiełkowaniu z bulw (próba oczkowa).
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3. Wyniki

3.1. Transformacja ziemniaka
Z 362 eksplantatów liści kokultywowanych z klonami A. tumefaciens za

wierającymi opisane plazmidy, niosąee wybrane fragmenty eDNA PLRV, 
otrzymano 50 roślin ukorzeniającyeh się w podłożu z kanamycyną. Wszystkie 
z uzyskanych roślin zostały ocenione pod względem eech fenotypowych 
i z wyjątkiem linii RA7a-2, nie różniły się od rośliny dzikiej. Każda z roślin 
ziemniaka zdolna była do wytwarzania bulw. Analizę odpomośei przeprowa
dzono do tej poiy dla 20 linii. Badania dalszyeh 30 linii są prowadzone 
i jeszcze nie ukończone.

3.2. Analiza hybrydyzacyjna łransgenicznych roślin
DNA genomowy izolowany z wybranyeh roślin trawiono enzymami restry- 

keyjnymi Hindlll oraz Hindlll i EcoRI. Trawienie pojedynezym enzymem po
zwala na określenie liezby genetycznyeh loei zintegrowanego z ehromosomem 
cDNA PLRV, gdyż jedno miejsce rozpoznawane przez enzym znajduje się 
w obrębie kasety ekspresyjnej natomiast drugie, w DNA roślinnym. Na pod
stawie danyeh hybrydyzacyjnych wykazano, że transformacja roślin metodą 
agroinfekeji umożliwia wprowadzenie transgenu w jedno lub więcej loci ge
netycznych. Trawienie dwoma enzymami informuje o wszelkieh rearanża- 
ejaeh wintegrowanej kasety mająeyeh wpływ na wiełkość analizowanego frag
mentu. Z wyjątkiem dwóch analizowanych linii transgenicznych (RA4a-2 
i FlA4a-10), we wszystkich pozostałych stwierdzono obeeność fragmentu re
strykcyjnego, hybiydyzującego z sondą zawierająeą gen BP PLRV, o wielkośei 
zgodnej ze skonstruowaną i wprowadzoną kasetą. Jedynie w pr2^ypadku 
dwóch analizowanych, opornych na kanamycynę, linii nie wykryto zintegro
wanego z ehromosomem cDNA PLRV.

W eelu wykazania ekspresji wprowadzonyeh fragmentów eDNA wirusowe
go wykonano analizę typu Northern. Do analizy wybrano rośliny wykazująee 
obeeność nie zmienionyeh kaset ekspresyjnyeh. W przypadku wszystkich 
analizowanych roślin stwierdzono obeeność mRNA genu CP o wielkości zgod
nej ze spodziewaną.

3.3. Analiza odporności transgenicznych roślin ziemniaka na infekcje PLRV
Wstępną analizę odporności przeprowadzono dla 20 roślin transgenicz- 

nyeh, spośród których dwie linie, RA7a-2 i BCPls-4 charakteryzowały się 
niezdołnośeią do akumulacji wirusa po szczepieniu mszycami, na co wska
zują niskie wartośei absorbaneji w teśeie ELISA (odpowiednio: 0,069 i 0,048 
w 4 tygodnie; oraz 0,036 i 0,033 w 6 tygodni po szezepieniu; tab. 1), w prze- 
eiwieństwie do roślin kontrolnych, które akumulowały wirusa (0,168 w 6 tygo
dni po szczepieniu; tab. 1). Zakażone rośliny hodowano aż do wytworzenia
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bulw, a następnie sprawdzano obecność wirusa w 4-tygodniowych roślinach 
uzyskanych z oczek. W przypadku linii RA7a-2 i BCPls-4 nie doszło do 
transmisji wirusa przez bulwy (odpowiednio: A405 = 0,027 i 0,03; tab. 1).

Tabela 1
Średnie wartości elisa (a.„=) testowanych roślin linii bcpis i RA7a

Inia
ilinna

4 tygodnie po szczepieniu 
mszycami

6 tygodni po szczepieniu 
mszycami

Próba Oczkowa roślin 
szczepionych mszycami

Próba Oczkowa roślin 
szczepionych zrazami

liczba
roślin

średnia
wartość
A4O5

BS liczba
roślin

średnia
wartość
A4O5

BS liczba
roślin

średnia
wartość

A4O5

BS liczba
roślin

średnia
wartość

A4O5

BS

n. sz. 4 0,069 0,009 4 0,056 0,011 4 0,040 0,009 2 0,056 0,012
sz. 7 0,059 0,01 7 0,168 0,065 7 0,232 0,147 3 0,696 0,322
Pls-4 7 0,048 0,015 7 0,033 0,008 7 0,03 0,017 4 0,41 0,08
^a-2 7 0,069 0,01 7 0,036 0,012 7 0,027 0,007 3 0,069 0,07

Tłustym drukiem wyróżniono wartości wskazujące na brak wirusa; n. sz. 
— szczepiona: BS — błąd standartowy.

nie szczepiona:

Szczepienie roślin za pomocą zrazów z rośliny porażonej powoduje stały 
przepływ wirusa do rośliny testowanej. W tak ostrych warunkach infekcji 
obecność wirusa sprawdzana jest w roślinach potomnych wyhodowanych 
z bulw roślin szczepionych zrazami. Testowane rośliny transgeniczne linii 
BCPls-4 wykazały zdolność akumulacji wirusa (A405 = 0,41), natomiast ro
śliny otrzymane z bulw linii RA7a-2 wirusa nie akumulowały (A405 = 0,069), 
co oznacza, że w tak ostrych warunkach infekcji odporność jednej linii 
(BCPls-4) została przełamana, natomiast w przypadku drugiej (RA7a-2) na
dal utrzymuje się na wysokim poziomie (tab. 1).

Obydwie linie infekowano dodatkowo wirusami PVY i PVX i stwierdzono, 
że charakterystyczna dla odmiany Bzura wysoka odporność na te dwa pa
togeny wirusowe nadal jest zachowana.

4. Dyskusja

Transformacja wybranej odmiany ziemniaka opisanymi konstruktami za
wierającymi gen BP PLRV, umożliwiła otrzymanie transgenicznych roślin, 
o różnym stopniu odporności na infekcje tym wirusem (tab. 1).

Rośliny linii BCPls-4 wyrażające sensowy transkrypt genu BP nie różniły 
się wyglądem od rodzicielskiej odmiany. Rośliny linii RA7a-2 były nieco 
mniejsze, o krótszych międzywężlach, i bardziej zwartej budowie. Rośliny 
obu linii produkowały normalne bulAvy. Obie transgeniczne linie charaktery
zowały się odpornością na infekcje PLRV, w przypadku gdy wektorem wirusa 
były mszyce, a linia RA7a-2 wykazywała odporność nawet po szczepieniu 
zrazami rośliny zakażonej wirusem. Sugeruje to, że rośliny linii RA7a-2,
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W kontrolowanych warunkach szklarniowych, są w wysokim stopniu odpor
ne na infekcje PLRV, co więcej rośliny obu linii zachowały naturalną odpor
ność na infekcje wirusami PVY i PVX.

Do tej pory uważano odporność zależną od białką płaszcza jako skuteczną 
ochronę przed skutkami infekcji różnymi wirusami i dlatego najwięcej jest 
doniesień literaturowych o konstrukcji transgenicznych roślin zawierających 
geny BP różnych wirusów (21,22). W odporności tej główną rolę przypisuje 
się obecności w komórce roślinnej strukturalnego białka wirusowego, co mo
że prowadzić do poważnych zaburzeń procesu infekcji. Donoszono także
0 odporności roślin na infekcje wirusowe będącej wynikiem ekspresji różnych 
genów niestrukturalnych, takich jak fragmenty genów replikaz wirusowych 
czy zmodyfikowanych białek odpowiedzialnych za różne etapy rozprzestrze
niania wirusów w roślinie.

W pracy opisano dwie transgeniczne linie roślin zawierających dwa różne 
warianty cDNA PLRV wykazujące zróżnicowany stopień odporności na infe
kcje tym wirusem.

W przypadku odpornej na infekcje transgenicznej linii BCPls-4, zawiera
jącej cDNA genu BP PLRV wraz ze 132-nukleotydowym fragmentem sekwen
cji liderowej sgRNA, możliwa jest ekspresja genu białka płaszcza wirusa, 
a co za tym idzie, odporności zależnej od BP. Druga linia RA7a-2, chara
kteryzująca się znacznie wyższym stopniem odporności, zawiera zintegrowa
ny fragment cDNA w odwrotnej orientacji, a zatem odporność jest spowodo
wana obecnością transkryptu cDNA wirusowego. Do tej pory, poza jednym 
przypadkiem (14), w którym wykryto śladowe ilości BP, nie udało się wykazać 
ekspresji genu BP PLRV w transgenicznych roślinach odpornych na infekcje 
tym wirusem (15-17). Biorąc pod uwagę trudności wykrycia BP w roślinie
1 to, że linia RA7a-2 wykazuje tak wysoką odporność, nie przeprowadzano 
prób stwierdzenia obecności BP w transgenicznych liniach.

Mechanizm odporności zależny od białka płaszcza nie jest dokładnie po
znany i jest różny dla poszczególnych wirusów. Na podstawie dotychczaso
wych hipotez przypuszcza się, że obecne w komórce transgenicznej rośliny 
białko interferuje z mechanizmem odpłaszczania wirusa we wczesnych sta
diach infekcji (23). W przeprowadzonych doświadczeniach podtrzymujących 
tę hipotezę wykazuje się, że poziom odporności rośliny transgenicznej zależy 
od obecności i poziomu ekspresji białka płaszcza, a nie od ilości mRNA tego 
genu (23,24). Ponadto wykazano, że inokulacja rośliny za pomocą RNA prze
łamuje odporność zależną od BP (13,25,26). Nieco odmienne wyniki otrzy
mała Hemenway (27) dla roślin zawierających gen BP wirusa X ziemniaka 
(PVX), w przypadku którego odporność pozostawała niezależna od stężenia 
inokulum RNA wirusowego.

Na podstawie uzyskanych przez nas wyników wskazujemy, że odporność 
na infekcje PLRV wywołana jest raczej obecnością transkryptu genu BP niż 
jego produktu. W tym przypadku, bez przeprowadzenia dokładniejszych ana
liz nie można całkowicie wykluczyć roli BP w uzyskanej przez roślinę odpor
ności, jednak bardziej prawdopodobna jest sytuacja, w której obecny w ro
ślinie transkrypt genu interferuje z procesem namnażania wirusa. W przy-
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padku wirusa PLRV nie można też wykluezyć wpływu produktu ORF5 za
wartego w genie BP na zjawisko odpomośei. Dopiero konstrukeja roślin 
transgenieznyeh zawierająeyeh eDNA tyeh genów ze zmutowanymi kodonami 
inicjująeymi translaeję, jak się wydaje, pomoże wyjaśnić problem odpomośei 
na infekeje PLRV zależnej od genu BP.

Szeroko jest opisywane zastosowanie strategii antysensowych RNA (asRNA) 
wimsowyeh w celu otrzymania transgenieznyeh roślin odpornych na infekcje. 
Osiągane poziomy odporności nie są jednak wysokie. W niektórych przypad
kach odporność obserwowano jedynie przy infekcji niskimi inokulami wlmsa, 
i prowadziła ona jedynie do opóźnienia występowania objawów zakażenia 
oraz do zredukowanej akumulacji wirusa w komórkach analizowanych roślin 
transgenieznyeh (12,16,28-30). W większości przypadków odporność wywo
łana ekspresją asRNA BP była dużo niższa niż ta spowodowana ekspresją 
białka tego genu (12,27,31,32).

Bardziej obiecujące wyniki osiągnięto stosując ekspresję asRNA obszarów 
regulatorowych wimsów. Huntley i Hall (33) wykazali, że ekspresja asRNA 
do międzygenowego regionu RNA3 wimsa mozaiki stokłosy w sposób zna
czący redukuje replikację wimsa w protoplastach, do których jednocześnie 
wprowadzano asRNA i transkrypty RNA wirusowego. Użyty w tych doświad
czeniach RNA antysensowy zawierał sekwencję obecnego we wszystkich RNA 
wimsowyeh na nici ujemnej promotora transkrypcji wimsa. Powodowało to 
redukcję replikacji koinfekowanego wimsa (34). Hammond i Kamo (35) do
noszą ostatnio o konstrukcji transgenicznego tytoniu zawierającego 3’ koniec 
genu białka płaszcza, wraz z końcowym odcinkiem niekodującym oraz z krót
ką sekwencją poli (A) wimsa żółtej mozaiki fasoli (ang. bean yellow mosaic 
virus, BYMVj w orientacji antysensowej. Jedna z dziesięciu badanych linii 
odznaczała się ekstremalnie wysoką odpornością na mechaniczne inokulacje 
wimsem BYMV.

Transgeniczna linia RA7a-2 zawiera pełnej długości sekwencję liderową, 
gen BP oraz fragment ORF6 w orientacji antysensowej. Wspominano już, że 
na końcach 5’ genomowego i subgenomowego RNA PLRV znajduje się se
kwencja ACAAAAGAA (8). Komplementarna do niej sekwencja UUCUUUUGU 
nici ujemnej jest postulowanym miejscem wiązania replikazy wimsowej. Obe
cność takiego sygnału w komórce rośliny transgenicznej może w skuteczny 
sposób interferować z wczesnymi etapami infekcji wirusowej przez kompety- 
tywne wiązanie replikazy i uniemożliwienie w ten sposób syntezy nici ujemnej. 
Dodatkowo, fragment ten może reagować jak klasyczne asRNA i nie dopusz
czać do translacji genów wirusowych z subgenomowego RNA przez blokowanie 
kodonów inicjujących syntezę białka. Tworzenie dwuniciowych struktur roz
poznawanych i degradowanych przez RNA-zy roślinne może być dodatkowym 
czynnikiem wpływającym na nabytą odporność transgenicznej linii.

Nie wiadomo, który z mechanizmów przeważa w odporności ujawnionej 
przez roślinę RA7a-2. W przyszłych pracach, mających na celu ich wyjaś
nienie, należałoby otrzymać transgeniczne rośliny wyrażające jedynie se
kwencje RNA przypuszczalnie rozpoznawane przez replikazę bez elementów 
strukturalnych.
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Wstępne wyniki pracy świadczą o tym, że konstrukcja transgenicznych 
roślin zawierających geny wirusowe może być skuteczną metodą pozyskiwa
nia roślin uprawnych, odpornych na infekcje.

Praca finansowana była z grantu KBN nr 5P06A 04010p03.
Charakterystyka dwóch silnie odpornych linii transgenicznego ziemniaka została przesłana 

w formie artykułu do redakcji „European Journal of Plant Pathology”.
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Genetically engineered potato resistant to potato leafroll virus infection

Summary

Binary plasmids carrying different fragments of the coat protein gene of potato leafroll lu- 
teovirus were constructed for transformation of commercial potato cultivar Bzura. Several trans
genic plant lines were obtained and characterised. The resistance of transgenic plants to the 
virus was tested by inoculation with aphids or grafting. Selected transformants expressing viral 
RNA were resistant to virus challenge by viruliferous aphids. Expression of the antisense RNA 
prevented virus infection even after grafting with scions from infected plants.

Key words:
antisense, PLRV, transgenic plant.

Adres do korespondencji:
Danuta Hulanicka, Zakład Biochemii Drobnoustrojów, Instytut Biochemii 

i Biofizyki PAN, ul. Pawińskiego 5a, 02-106 Warszawa, fax: 022 658 46 36.

biotechnologia 4 (39) ’97


