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1. Wstep

1.1. Badania molekularne wiruséw roslinnych

posréd okoto 800 znanych wiruséw roslinnych (1) szczeg6lne znaczenie
Sprzypisuje sie wirusom roslin uprawnych, przede wszystkim ziemniakdow.

Wirusy ziemniaka, sklasyfikowane w kilka grup taksonomicznych (Potex, Poty,
Luteo, Carla etc.) powodujg rokrocznie powazne straty plonéw. Prace badaw-
cze: podstawowe i aplikacyjne maja na celu, poprzez poznanie molekularnych
mechanizmow infekcji i opracowanie odpowiednich metod diagnostycznych,
doprowadzenie w konsekwencji do zwalczania choréb wirusowych, badZ ogra-
niczenia ich skutkow.

Wirusologia molekularna roslin koncentruje sie na: 1) badaniu sekwencji
i ekspresji genoméw wirusowych, 2) wyjasnianiu molekularnych oddziatywan
roslina/wirus, 3) opracowywaniu odpowiednich metod diagnostycznych oraz
4) konstruowaniu roslin transgenicznych odpornych na okreslone patogeny.

W ostatnich latach techniki biologii molekularnej, jak sie wydaje, Wbrpie-
raja, badz znaczaco uzupetniajg dotychczasowe metody. Zastosowainie metod
hybrydyzacyjnych z uzyciem odpowiednich sond molekularnych, a zwiasz-
cza wprowadzone z poczatkiem lat dziewiecdziesigtych wykorzystanie reakcji
tancuchowej polimerazy (PCR) dokonato przewrotu w diagnostyce choréb
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wirusowych (2). Technika PCR stosowana na szerokg skale w medycynie,
toruje sobie pomatu droge rowniez w praktyce rolniczej (3). Mozna jg zasto-
sowa¢ zar6wno do identsdikacji jakosciowej i ilosciowej wiruséw jak i do
precyzyjnego okreslenia ich populacji i genetycznej r6znorodnosci (4,5). PCR
postuzyta m.in. do analizy sekwencji, a takze charakterystyki zmiennosci
genetycznej luteowirusow (6), potywiruséw (7) i geminiwiruséw (5,8).

Duze nadzieje wigza niektorzy z uzyskiwaniem roslin transgenicznych,
odpornych na okreslonego wirusa(y) wskutek wprowadzenia do genomu ro-
Slinnego specyficznych genéw wirusowych, np. dla biatka kapsydu, wiruso-
wej potimerazy, badz dodatkowych biatek wirusa (9-11). Probuje sie tez wy-
taczania gendw wirusowych in situ, przy uzyciu tzw. antysensowych RNA
(12,13). W istocie opisane dziatania stanowig substytucje szczepien przeciw-
wirusowych stosowanych u ludzi i zwierzat. Rosliny, pozbawione charaktery-
stycznego dla zwierzat uktadu odpornosciowego, nie mogg by¢ immunizowa-
ne; diatego wprowadza sie na trwate geny wimsowe do ich genomoéw. Pro-
dukowane w transgenicznej rosttnie biatka okreslonego wirusa wywotujg w niej
odporno$¢ wobec tego wirusa — nie znane sa jednak, jak dotad, powody
i mechanizmy tej odpornosci. Dlatego czesto podkre$la sie niebezpieczenstwa
potencjalnych zagrozen dla roslin oraz mozliwos¢ (na przykitad drogg krzy-
zowych enkapsydacji) rozprzestrzeniania sie wimséw na nowe gatunki roslin.
Wyjatkowg obawe wywotuje ryzyko powstawania in vitro nowych, szczegolnie
zjadliwych wiruséw i ich niekontrolowanego rozprzestrzeniania sie w przy-
rodzie. ,,Do we let history repeat itself?” — bije na alarm M. de Zoeten —
jeden z pionieréw wirusologii molekularnej (14).

W kontekscie tych rozwazan trzeba wspomnieé¢ o naturalnej genetycznej
odpornosci roslin na infekcje wirusowe (15). Tu otwiera sie, naszym zda-
niem, najszersze pole dla badann podstawowych. Dopiero bowiem molekular-
ne okreslenie poszczegolnych etapéw oddziatywan roslina/wims (nb. bardzo
stabo poznanych), moze doprowadzi¢ do wyodrebnienia czynnikdéw odpowie-
dzialnych za odpornos$¢ genetyczng roslin. Wov/czas to mozna bedzie prébo-
waé¢ Swiadomego przenoszenia gendéw (czynnikéw) odpornosci do roslin po-
datnych. Na razie robi sie to niejako na oslep, np. droga fuzji somaklonal-
nych, czy tez fuzji protoplastow. Technika PCR, zwlaszcza w potaczeniu z in-
nymi metodami, np. tzw. random amplified polymorphic DNA analysis (RAPD)
moze tu oddaé nieocenione ustugi (4,16).

1.2. Analiza nnolekularna wirusa M ziemniaka

Opublikowana w roku 1981 przez U. Szybiak i A. Legockiego praca pt.
Translation in vitro of ribonucleic acids from PVX, PVM and WCLMV byita
pierwsza na Swiecie publikacjg opisujaca ekspresje genomu wiruséw zie-
mniaka. Jej wyniki stanowia do dzi$ wielokrotnie c34owany materiat zrodtowy
(17). Obecnie liczni biolodzy molekularni zajmujg sie tag wazng gospodarczo
grupa wiruséw. W Polsce badania molekularne wiruséw ziemniaka prowa-
dzone sg w IBB PAN w Warszawie (pracownie W. Zagérskiego i D. Hulanic-
kiej) we wspotpracy z Instytutem Ziemniaka w Miochowie. Znana jest dzi$
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Rys. 1. Organizacja genomu karlawiruséw i potexwirusow. Dtugos¢ genomu 8500-9000 nt;
biatka o nieznanej funkcji — (?); c.p. — biatko kapsydu, poi. — RNA zalezna, wirusowa poli-
meraza RNA; transfer — wirusowe biatko transferu miedzykomaérkowego.

catkowita lub czesSciowa sekwencja nukleotydéw kilku wiruséw ziemniaka
(m.in. PVX (18,19), PLRV (20), PVY (21), a takze PVM (22,23) i PVS (24,25).

Wirusy PVM i PVS badane byty przez U. Szybiak na poczatku lat osiem-
dziesigtych. Badania dotyczyly organizacji i ekspresji genomoéw, analizy bial-
kowych produktow translacji oraz identddikacji subgenomowych RNA (17).
Pod koniec lat osiemdziesigtych grupa badaczy pod kierunkiem J. Atabekova
rozpoczeta analogiczne prace, okre$lajgc ponownie strategie genomow PVX
i PVM (19,23) oraz dowodzgc pokrewienstwa sekwencyjnego potex- i karla-
wirusow.

Wirus M ziemniaka (z ang. Potato Virus M — PVM) jest przedstawicielem
grupy karlawiruséw (26). Jego genom stanowi pojedyncza ni¢ () RNA o diu-
gosci okoto 8530 nt. Genom wirusowy zawiera ,,cap” (m"G) na korncu 5' oraz
sekwencje poli (A) na koncu 3. Charakteryzuje go wystepowanie tzw. po-
trojnego bloku gendw (patrz rys. 1), typowego takze dla potexwiruséw. Fun-
kcjonalng role przypisano, jak dotad, jedynie genom: wirusowej polimerazy,
wirusowego biatka kapsydu oraz (ewentualnie) biatka transferu miedzyko-
moérkowego. Udziat w ekspresji genomu PVM pozostatych gendw wirusa nie
jest wyjasniony.

2. Cel i przedmiot badan

Celem badann byto sklonowanie dwu szczepdw (izolatow) wirusa M zie-
mniaka o .skrajnie réznej patogenicznosci. Klonowanie stanowito wstepny
etap zakrojonych na szerszg skale badan zmiennosci wiruséw roslinnych
oraz molekularnych oddziatywan miedzy rosling a wirusem.

Przedmiot badan stanowity: tagodny izolat PVYM 57 oraz zjadliwy izolat
tego samego wirusa — PVM Uran. Oba izolaty zostaty wyprowadzone przez
badaczy Instytutu Ziemniaka w Miochowie (27, 28) i tam byly przez nas
hodowane.
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Infekcja PVM 57 wywotuje u roslin tagodne objawy chorobowe: brazowie-
nie nerwow lisciowych, deformacje gornych lisci, czasem nawet przebiega
bezobjawowo. Natomiast PVM Uran silnie poraza rosliny: obserwuje sie pla-
my nekrotyczne i chlorozy, deformacje lisci oraz wyrazne kartowacenie roslin.

3. Wyniki badan

3.1. Hodowla wiruséw. lzolacja PVM

Rosliny pomidora zainfekowano dwoma izolatami PVM: zjadliwym szcze-
pem Uran oraz fagodnym — 57. lzolacje obu szczepdw wirusa prowadzono
wg wiasnej oryginalnej procedury (17), w polgczeniu z klasyczng metoda
Tavantzisa (29). Ze 150 g lisci uzyskano: 5,8 mg PVM Uran oraz 5,9 mg
PVM — 57. Odpowiadato to przewidywanej ilosci RNA — okoto 290 jig.

3.2. lzolacja RNA z badanych wiruséw

PVM Uran (4 mg) i PVM 57 (4 mg) poddawano kolejno: 1) deproteinizacji
rodankiem guanidyny, 2) ekstrakcji RNA mieszaning fenol : chloroform i jego
wytrgcaniu izopropanolem lub etanolem. Uzywano zestawu gotowych odcz3m-
nikéw firmy Promega. Uzyskano z 4 mg wimsa: 190 |ig RNA Uran oraz
180 |ig RNA 57. Przy zalozeniu, ze RNA stanowi ok. 5% czastki PVM odpo-
wiada to niemal 100% wydajnosci metody.

3.3. Synteza ¢ DNA na matrycy PVM-RNA Uran oraz PVM-RNA 57

Materiatem wyjsciowym do wszelkiego rodzaju prac nad wirusem o geno-
mie zbudowanym z RNA jest odpowiednio zsyntetyzowane, dobrej jakosci
cDNA genomowe. Otrzymywanie petnej dtugosci cDNA wirusowego jest obe-
cnie utatwione przez uzycie nowego typu mieszanin eznzymatycznych. Pod-
czas badan zastosowano poczatkowo zestaw RiboClone®cDNA Synthesis Sy-
stem (Promega), lepsze wyniki uzyskano jednak uzywajgc zestawu Super-
Script Preamplification System (Gibco BRL). W obu przypadkach starter sta-
nowdta 16-nukleotydowa czgsteczka oligo dT (pamietajmy, ze karlawarusy sg
poliadenylowane na 3' koncu).

W rezultacie uzyskano cDNA obu szczepow PVM o catkowatej diugosci
genomu — ok. 8500 nt!

3.4. Amplifikacja RT-PCR cDNA dwu izolatbw PVM

Reakcje PCR prowadzono przy uzyciu zestawru enzymatycznego Expand
Long Template System (Boehringer) oraz zestawu starteréw zs)nitetyzowanych
na bazie klasycznych starterow karlaworuséw (30), a takze opublikowana
sekwencje rosyjskiego szczepu PVM (23). Stosowano nastepujgce startery:
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\5/’pOITtGTCTAGATA"TACGACTICACTATAGTAAACAAACATACAATATCTGGACTTAC 3
\5/’p'I2'TAGTCCTCTCTGACACCGCGGAGATG 3
\5/’p§\TTTACATCTCCGCGGTGTCAGAGAGG 3
\5/’péGGTCTAGACGCGTTTTTTTTTGGCTAAAAATAGTTAAAAACCCAG 3

Startery Vpl i Vp4 zawieraty sekwencje dla enzymu restrykcyjnego Xhal,
natomiast Vp2 i Vp3 — miejsce ciecia Sac Il. Starter VVpl posiadat dodat-
kowo sekwencje promotora polimerazy Ty, umozliwiajgcg przyszta analize
ekspresji genéw wirusowych in vitro.

50 pi mieszaniny reakcyjnej zawierato: 1-5 pt cDNA, 2 pt 10 mM dNTP,
50 pmoli starteréw (2,5 pl), 5 pl buforu dla polimerazy, 2,5 jednostek enzymu
(Expan Long Template PCR System) oraz sterylng, dejonizowang wode.

Amplifikacja przebiegata wedtug nastepujacego programu:

Dla syntezy peinej dtugosci nici DNA: wstepna denaturacja 94°C —
2 min; 10 cykli: 94°C — 10 sek; 55,7°C — 30 sek; 68°C — 6 min 30
sek; 20 cykli: jak wyzej, z tym, ze kazdy kolejny etap elongacji wydtuzano
o dodatkowe 10 sek; elongacja w ostatnim cyklu — 10 min.

Dla syntezy nici DNA w dwéch fragmentach: wstepna denaturacja 94°C
— 2 min; 10 cykli: 94°C — 10 sek; 55,8°C — 30 sek; 68°C — 3 min
30 sek; 20 cykli: jak wyzej, z tym ze kazda kolejng elongacje wydtuzano
0 10 sek; elongacja w ostatnim cyklu — 10 min.

Amplifikacji dokon“ywano w dwdéch wariantach:

1. Amplifikujagc cDNA w postaci jednego fragmentu, ze starterow zewne-
trznych Vpl i Vp4. Uzyskiwano wéwczas petng kopie cDNA dla izolatu Uran
(rys. 2).

2. Amplifikujgc cDNA w dwoch fragmentach; odpowiednio — koniec 5
z uzyciem starteréw Vpl i Vp2 oraz koniec 3' z uzyciem starteréw Vp3 i Vp4.
Otrzymywano woweczas produkty PCR odpowiadajace potowie dtugosci cDNA
PVM zaréwno dla izolatu Uran jak i dla PVYM 57 (rys. 3).

Wydajnos¢ i jakos¢ amplifikacji monitorowano w 0,8% zelach agarozo-
wych. Zastosowanie zestawu ELT PCR System umozliwito otrzymanie petnej
kopii wirusowego cDNA — okoto 8530 nt.
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cDNA PVM

Xbdl —"> Xbal
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Rys. 2. Schemat amplifikacji petnej kopii cDNA PVM.

cDNA PVM
5
Sac ll
Xbal
Vpl Vp2
Xbal
Vp3 Vp4

Rys. 3. Schemat amplifikacji cDNA PVM z uzyciem wewnetrznych starteréw.

3.6. Klonowanie cDNA wirusa PVM Uran i PVM 57

Otrzymane produkty reakcji oczyszczano na kolumnach Qiagen®, a na-
stepnie przygotowywano do klonowania:

— fragmenty cDNA odpowiadajgce petnej diugosci genomu (PVM Uran)
oraz wektor pUC 118 trawiono enzymem restrykcyjnym Xba |, wektor defo-
sforylowano przy uzyciu fosfatazy CIAP i ligowano ligazg T4. Otrzymanym
plazmidowym DNA (plW5) transformowano komoérki kompetentne E. coli,
szczep DH 5a.

— fragmenty odpowiadajagce potowie cDNA wirusa (izolaty PVM Uran
i PVTVI 57) oraz wektor pBKS+ trawiono Xba | i Sac Il. Nastepnie ligowano
i transformowano kompetentne DH 5a.

Zrekombinowane klony izolowano na podiozach selekcyjnych, zawieraja-
cych X-Gal i ampicyline, jako biate kolonie. Analiza restrykcyjna plazmidéw
wyodrebnianych z poszczegélnych kolonii potwierdzita obecnos¢ odpowiedniej
wielko$ci wstawek:
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(pPBKS) pIw1 (5%
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Rys. 4. Schemat klonowania DNA wirusa M ziemniaka.

— okoto 8500 pz w przypadku klonu FVM Uran w wektorze pUC 118" plW5
— okoto 4200 pz w przypadku obu klonéw; 5 i 3" PVM Uran -> pIW3
(5); pIw4 (3),
w wektorze pBKS, a takze w przypadku obu klonéw: 5 i 3' PVM 57 ™ plwI
(5); plw2 (3') w wektorze pBKS.

3.6. Analiza zmiennosci sekwencyjnej izolatéw PVM Uran | PVYM 57

We wstepnej analizie sekwencyjnej wykazano, ze oba izolaty: ,,staby” PVTVI
57 i ,,silny” PVM Uran réznig sie przynajmniej w kilku miejscach genomu.
Po zsekwencjonowaniu okoto 600 nt obu koncéw klonowanych izolatéw Uran
i 57 zauwazono co najmniej kilka réznic dotyczacych pojedynczych nukieo-
tydow, ktore sg, by¢ moze, odpowiedzialne za r6znice patogennosci obu izo-
latbw PVM.

Dalsze prace sekwencyjne pozwolg w przysztosci okresli¢ molekularne
przyczyny wyjatkowej zmiennosci wirusa, ktory — jak sie wydaje, stanowi
populacje réznych wariantow molekularnych. Dysponowanie klonami o pet-
nej dtugosci genomu umozliwi poréwnanie obu izolatbw na poziomie mole-
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kularnym oraz pomoze w zdefiniowaniu funkcji poszczegélnych genéw PVM
i mechanizmow ich ekspresji w roslinie.

4. Dyskusja

Studia nad zmiennoscig wiruséw stanowig jeden z najwazniejszych aspe-
ktéw wirusologii molekularnej. Wirus moze byé¢ traktowany jako kolekcja
szczepbw o podobnych wiasciwosciach, réznigcych sie sekwencja nukleoty-
dowa. Poszczegoblne szczepy charakteryzuja sie skalg wywotywanych objawéw
chorobowych rosliny, niektére moga powodowa¢ obumieranie roslin. Dobr)mi
przyktadem jest tu PVM, ktérego zjadliwe szczepy, jak badany przez nas
Uran, wywotujg na niektérych odmianach ziemniaka szczeg6lnie ostre obja-
wy, podobne do tych, ktére wywotuje najbardziej patogenny PVY. Analiza
sekwencji genoméw poszczegoélnych izolatbw PVM moze doprowadzi¢ do wy-
jasnienia molekularnych mechanizméw tego zjawiska, a takze pomdéc w roz-
szyfrowaniu funkcji genéw wirusowych, gdyz zmiany sekwencyjne genomu
odzwierciedlaja sie w biatkowych produktach genéw. W badaniach prowa-
dzonych w pracowni Drehera (31) wykazano, ze zastgpienie jednego nukleo-
tydu (1) w sekwencji TYMY (substdducja U 1888 -> C) powodujgce wstawienie
histydyny w miejsce tyrozyny w biatku transferu, czterokrotnie zwigkszato
infekcyjno$¢ zmutowanego szczepu wirusa, wskutek wzmozonej produkcji
biatka. Utatwiato to, w konsekwencji przemieszczanie sie wirusa w roslinie
i tym samym zwiekszato jego infekcyjnosc.

Dlatego interesujace jest, jak sie wydaje, przesledzenie poszczegdlnych
etapow ekspresji PVM in vitro. Szczeg6lnie wazne jest zbadanie wczesnych
oddziatywan molekularnych miedzy rosling i wirusem. Z duzym prawdopo-
dobienstwem mozna bowiem zatozy¢, ze uczestniczg w nich geny PVM, kt6-
rym nie udato sie prz}rpisa¢ konkretnych funkcji. Okreslenie kolejnosci oraz
poziomu transkrypcji (i ewentualnie: translacji) poszczegélnych genéw PVM
w réznych stadiach rozwoju infekcji powinno sie przyczyni¢ do poznania
sposobu dziatania i funkcji tych genow.

Badania byly finansowane przez Komitet Badan Naukowych, grant Nr 5-P06A-01 I-10.

Autorzy wyrazajg serdeczne podziekowania prof. prof. M. Chrzanowskiej, D. Hulanickiej, E.
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Cloning of full-length copy DNA of two PVM isolates

Summary

Potato virus M, a member of carlavirus group, is one of the most common viral pathogens
affecting potato in Poland. Disease symptoms vaiy from truly severe to the very mild ones
depending on the PVM isolate and/or potato variety. In order to study the molecular aspects of
PVM diversity, we cloned the full-length copy DNA of PVM Uran and PVM 57 genomes, respec-
tively. Then after preliminary nucleotide sequence analysis we could find out several sequence
motifs with possible role in PVM virulence.

Key words:
potato virus M, molecular diversity, RT-PCR amplification, genomic clones.
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