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WIROID WRZECIONOWATOSCI BULW ZIEMNIAKA —
STRUKTURA A PATOGENNOSC

WSTEP

W latach 1917-1923 w Maine w Stanach Zjednoczonych zaobserwowano
pojawienie sie nowej choroby ziemniaka (Diener 1979). Porazone ros$liny karto-
waciaty, ich liscie byty wydtuzone i skrecone, a bulwy mniejsze i wrzecionowate.
Choroba rozprzestrzeniata sie szybko, gtéwna droga zakazenia byt bezposredni
kontakt rosliny chorej ze zdrowg. Stwierdzono tez, ze czynnik infekcyjny przenosi
sie tatwo przez skazone sokiem chorej rosliny narzedzia rolnicze. Infekcja byta
przenoszona takze w wyniku szczepienia infekcyjnymi zrazami, przez pytek
zakazonych roslin i wegetatywnie — przez bulwy. Dalsze badania wykazaty, ze
czynnik wywotujgcy wrzecionowatos¢ bulw ziemniaka wystepuje wsrod dziko
rosnagcych w Ameryce Potudniowej i P6inocnej gatunkéw z rodziny Solanaceae.
Jego rozprzestrzenianie sie w naturalnych, bogatych ekosystemach jest jednak
ograniczone. Wprowadzenie monokultur ziemniaka i rozw6j technik rolniczych
umozliwity rozprzestrzenianie sie choroby.

Przez ponad piec¢dziesiat lat usitowano wyodrebni¢ czynnik zakazny, przypu-
szczajac, ze patogen tenjest wirusem roslinnym. Stwierdzono jednak, ze nie ma
on wiasciwosci immunogennych, jest niewrazliwy na dziatanie proteaz, DNaz
i fenolu, ulega natomiast inaktywacji pod wptywem dziatania RNaz. To sugero-
wato, ze czynnikiem infekcyjnym jest wolny kwas rybonukleinowy, w przeci-
wienstwie do wiruséw nieobiatczony. Wtasnosci badanego czynnika okazaty sie
wiec tak niekonwencjonalne, ze dla tej grupy patogenéw utworzono nowy termin
— wiroidy (Diener 1979), za$ patogen wywotujacy te chorobe ziemniaka nazwano
wiroidem wrzecionowatosci bulw ziemniaka (ang. potato spindle tuber viroid,
PSTVd). Patogeny te roznig sie od typowych wiruséw, bowiem ich materiat
genetyczny to czasteczka jednoniciowego RNA ztozonego z okoto 250-375 nu-
kleotydow, nie kodujgca zadnych biatek a mimo to replikujaca sie w komadrkach
gospodarza iwywotujgca swoistg chorobe rosliny (Diener 1987, Semancik 1987).
Tak wiec catos¢ informacji genetycznej jest zawarta w strukturze pierwszo-
i drugorzedowej RNA. Patogeny te powodujg infekcje o podobnych objawach
i sposobie przenoszenia w uprawach pomidoréw, ogorkéw, awokado, palm
kokosowych, tytoniu, owocéw cytrusowych i winoros$li. Ponizej przedstawiono
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wybrane wiroidy nalezace do réznych grup, wyodrebnionych na podstawie
podobienstwa sekwencji RNA oraz wystepowaniu charakterystycznych regionow
w czgsteczkach wiroidéw (Symons 1991).

Grupa ASBV
podgrupa ASBV
— ASBVd — wiroid skazy stonecznej awokado (ang. avocado sunblotch
viroid)
Grupa PSTV

podgrupa PSTV

— CSVd — wiroid kartowatosci ztocieni (ang. chrysanthemum stunt viroid)

— CEVd — wiroid tuszczycy kory cytruséw (ang. citrus exocortis viroid)

— CCCVd — wiroid kadang-kadang kokoséw (ang. coconut cadang-cadang

viroid)

— CTiVd — wiroid tinangaja kokoséw (ang. coconut tinangaja viroid)

— CPFVd — wiroid bladosci owocow ogorka (ang. cucumber pale fruitviroid)

— HLVd — utajony wiroid chmielu (ang. hop latent viroid)

— HSVd — wiroid kartowatosci chmielu (hop stunt viroid)

— PSTVd — wiroid wrzecionowatosci bulw ziemniaka (ang. potato spindle

tuber viroid)

— TASVd — wiroid wierzchotkowatej kartowatosci pomidoréw (ang. tomato

apical stunt viroid)

— TPMVd — wiroid planta-macho pomidoréw (ang. tomato planta macho

viroid)

podgrupa ASSV

— ASSVd — wiroid bliznowacenia skorki jabtek (ang. apple scar skin viroid)

— GYSVd — wiroid zohej plamistosci winorosli (ang. grapevine yellow

speckle viroid)

Genom PSTVd stanowi jednoniciowy, koliscie zamkniety RNA o dtugosci
356-360 nukieotydéw. Na podstawie struktury pierwszorzedowej po uwzgled-
nieniu danych dotyczacych trawien enzymatycznych i modyfikacji chemicznej
RNA wiroida zaproponowano model struktury drugorzedowej czasteczki PSTVd
(Riesner i wspotaut. 1979). Czgsteczka wiroida ma pateczkowata forme o stru-
kturze w przewazajgcej czesci dwuniciowej bowiem okoto 70% zasad tworzy pary
nukleotydowe, w tym najwiecej typu G:C (ryc. 1). Badania procesu denaturacji
termicznej PSTVd i innych wiroidow wykazatly istnienie kilku struktur posred-
nich pomiedzy forma pateczkowatg a kotowg catkowicie zdenaturowang (Henco
iwspoétaut. 1979), (ryc. 1). Jedna z nich, zawierajgca trzy dwuniciowe fragmenty
typu ,szpilek” (z ang. zwane HPI, HPII, HPIII), ma duze znaczenie biologiczne.
Uwaza sie bowiem, ze struktura taka jest tworzona w czasie replikacji RNA
PSTVd i ma kluczowe znaczenie dla tego procesu. Przypuszcza sie, ze w obrebie
sekwencji szpilki HPI znajduje sie miejsce ciecia oligomerycznych replikacyjnych
form posrednich i ligacji powstatych monomerycznych odcinkéw w ostateczne
formy kotowe (Diener 1986). Szpilka Il moze by¢ miejscem wiagzania niezidenty-
fikowanego jeszcze czynnika kodowanego przez rosline gospodarza, utatwiaja-
cego transkrypcje macierzystego genomu PSTVd (Loss iwspotaut. 1991). Wiroidy
niosgce sekwencje tworzgce typowe struktury szpilki Il infekujg ten sam zasieg
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rodlin — gospodarzy (ziemniak i pomidor). Szpilki Il nie stwierdza sie na przyktad
w wiroidzie kartowatosci chmielu. Tak wiec istnienie sekwencji tworzacych
szpilke Il moze by¢ adaptacjg do namnazania sie wiroidaw komoérkach swoistego
gospodarza.

Ryc. 1 Etapy denaturacji RNA PTVvd. HP |,

HP 1I, HP Il — struktury typu ,szpilek”

(ang. hairpins) stabilizujgce posrednia for-

me przestrzenng pomiedzy czateczka pate-

czkowatg a kolistg, catkowicie zdenaturo-
wana.

Replikacja RNA wiroidowego w komérce przebiega wedtug mechanizmu tak
zwanego obracajgcego sie kota (ang. rolling circle) (Branch i wspotaut. 1988),
najprawdopodobniej z udziatem enzymu gospodarza polimerazy Il RNA zaleznej
od DNA (Schindler i Muhlbach 1992). Schemat replikacji przedstawiono na
iy s, i\a. iiicn.i_y v,y w 1lirvcycAv-J uu ivum Oiai ivuiioiv-j n_w-.iYi (~r; RN A mUulua
zachodzi synteza oligomerycznych nici (-) RNA. Nici te sa matrycami do syntezy
oligomerycznych nici (+) RNA, ktére po fragmentacji do monomerycznych linio-
wych czgsteczek ulegajg cyrkulaiyzacji. Sam mechanizm ciecia oligomerycznych
nici RNA PSTVd nie jest znany.

Porownanie sekwencji wiroidéw nalezacych do grupy PSTVd umozliwito
wyréznienie 5 regiondw czasteczki tak zwanych domen, ktérym przypisuje sie
okreslone funkcje (Keese i Symons 1985), (ryc. 3 A). Domena C, to tak zwany
centralny region konserwatywny CCR (ang. central conserved region). W obrebie
tej domeny wystepuje wspomniana juz struktura szpilki | — istotna w procesie
ciecia oligomerycznych form replikacyjnych. Domena P (patogennosci) wpltywa
na stopien zjadliwosci wiroidow. Domena V, tak zwany region zmiennosci,
prawdopodobnie moduluje patogennos$¢. Domeny terminalne TR (prawa) i TL
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Ryc. 2. Schemat replikacji RNA
PSTVd.

Whnikajaca do komorki kolista,
monomeryczna czgsteczka (+)
RNA stuzj'-jako matryca do syn-
tezy dtugich, oligomerycznych
nici (-) RNA (etap 1i 2), na kto6-
rych powstajg oligomeryczne ni-
ci (+) RNA (etap 3). Oligomery
RNA (+) po fragmentacji na od-
cinki o dtugosci genomu wiroida
— monomery (etap 4) ulegaja

cyrkularyzaciji (etap 5).

Ryc. 3. Budowa ana-
lizowanych geno-
moéw PSTVd.

[A] Ogb6lny model bu-
dowy czasteczki wi-
roida z zaznaczony-
mi strukturalnymi
domenami: C, P, V,
TR, TL oraz miejsca-
mi ciecia rozpozna-
wanymi przez enzy-
my restrykcyjne
BamHl, Alul. Miejsca
te zostaty wykorzy-
stane do konstrukcji
hybrydowych czgste-
czek PSTVd. [B] Ge-
nomy wyjsciowe (le-
talny, ostry, tagod-
ny). [C] Genomy hy-
brydowe (chimery).
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(lewa) prawdopodobnie uczestnicza w zdarzajacej sie miedzyczasteczkowej re-
kombinacji i rearanzacji RNA wiroidéw. Strukture tych domen wigze sie rowniez
Z przemieszczaniem sie wiroida w roslinie (Semancik 1987).

ROZNORODNOSC GENOMU PSTVd

W 1978 opublikowano pelng sekwencje genomu pierwszego wiroida. Byt to
wiroid wrzecionowatosci bulw ziemniaka PSTVd-DI, nalezacy do szczepu posred-
niego (Gross i wspotaut. 1978). Od tamtej pory poznano juz sekwencje okoto 20
réznych izolatdbw PSTVd (Gross i wspoétaut. 1981, Herold i wspo6taut. 1992,
Lakshman i Tavantzis 1993, Goéra i wspotaut. 1994). W porazonych roslinach
izolaty te wywotujg objawy chorobowe, ktére mozemy okresli¢ jako tagodne,
posrednie, ostre i letalne. Najbardziej widocznym objawem porazeniajest zaha-
mowanie wzrostu rosliny, skrecenie lisci i ich zwieszanie sie oraz nekrozy. Bulwy
porazonych ziemniakdw sg mniejsze i majg wrzecionowaty ksztatt. Natezenie
objawdéw chorobowych zalezy od szczepu wiroida oraz od gatunku rosliny
(Pfannenstiel i Slack 1980, Kowalska-Noordam 1986/1987). Rosling silnie
reagujaca na zakazenie PSTVd jest pomidor odm. Rutgers, bedacy rosling
wskaznikowa do badania biologii zakazenia tego wiroida.

W 1991 roku w Zaktadzie Biosyntezy Biatka Instytutu Biochemii i Biofizyki
PAN rozpoczeto badania trzech réznych fenotypowo izolatéow PSTVd pochodza-
cych z kolekcji Instytutu Ziemniaka w Miochowie (Géra i wspotaut. 1994). Izolat
ostry PSTVd-S XIlIl w zainfekowanej roslinie wskaznikowej powoduje wystgpienie
ostrych objawow zakazenia, takich jak: kartowatos¢ rosliny, silne skrecenie lisci
oraz rozlegte nekrozy nerwéw. lzolat typu posredniego PSTVd-l 818 wywotuje
podobne objawy o nizszej ostrosci, natomiast izolat tagodny PSTVd-M, poza
nieznaczng epinastia (zwieszanie sie lisci) nie daje zadnych objawéw porazenia.

RNA PSTVd tych trzech izolatow otrzymany z zakazonych roslin
wskaznikowych postuzyt do syntezy petnej dtugosci kopii DNA (cDNA) PSTVd.
Pierwszag ni¢ cDNA otrzymano poprzez odwrotng transkrypcje RNA wiroid owego,
drugg ni¢ — poprzez amplifrkacje cDNA metoda PGR (reakcja tarncuchowa
polimerazy). W obu reakcjach zastosowali$my spec3iczne startery (ang. primers)
o sekwencji komplementarnej do regionu konserwatywnego CCR. Odpowiednie
dobranie starter6w umozliwito otrzymanie pelnej dtugosci monomerycznych
czasteczek cDNA wiroida. Otrzymane cDNA sklonowano w bakteryjnym wektorze
plazmidowym pUC9 w spos6b umozliwiajacy uzyskanie infekcyjnych plazmido-
wych kopii cDNA PSTVd (Candresse i wspotaut. 1990, Tabler i Sanger 1984).
Tabela 1 przedstawia wyniki sekwencjonowania sklonowanego cDNA PSTVd.
Izolat tagodny PSTVd-M byt molekularnie homogenny, bowiem tylko jeden
wariant sekwencyjny typu M zostat wykryty w trakcie sekwencjonowania.
Izolaty: posredni PSTVd-lI 818 oraz ostry PSTVd-S XlIlIl — byly molekularnie
heterogenne. Trzy warianty sekwencyjne 12,13 oraz 14 zostaty wykryte w PSTVd-I
818. Natomiast PSTVd-S Xlll byt ztozony z wariantéw sekwencyjnych S23, S27,
12, 14. RoOznice w sekwencji nukleotydowej tych wariantéw sekwencyjnych
dotycza kilku podstawien nukleotydowych w obrebie domeny P i V. Przeprowa-
dzono badania infekcyjnosci polegajace na mechanicznym zakazeniu, poprzez
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wcieranie preparatéw plazmidowych (inokulum) w liscie siewek pomidora od-
miany Rutgers i obserwacji rozwijajgcych sie objawow porazenia. Badania te
wykazaty, iz wszystkie warianty molekularne sg infekcyjne i indukujg symptomy
o okreslonej ostrosci, sg wiec odrebnymi genomami zdolnymi do replikacji
w komérkach rosliny gospodarza. Na uwage zastuguje fakt, ze wyjsciowy izolat
ostry w istocie jest ztozony z czterech wariantéw sekwencyjnych, wéréd ktérych
dwa (12,14) analizowane osobno sg fenotypowo posrednimi. Mimo wystepowania
réznych fenotypowo wariantéw sekwencyjnych w izolacie ostrym PSTVd-SXIII
catkowity fenotyp tego izolatu, ztozonego z kilku wariantéw, pozostaje ostry.
Posrednie objawy wywotywane zapewne przez warianty 12, 13, 14 sg zagtuszane
przez ostre objawy wywolywane przez obecne w izolacie wersje ,ostre”. Jest
oczywistym, ze wyjsciowy izolatjest nie tylko heterogenny molekularnie, ale po
prostu zawiera r6zne wersje genotypu PSTVd. Cecha patogennoscijest zwigzana
z okreslong sekwencja niesiong przez okreslony wariant i przekazywang poto-
mnym niciom danego wariantu. Zjawisko heterogennosci genetycznej wirusow
RNA, a takze wiroidéw, jest powszechne (Eigen 1993, Visvader i Symons 1985).
Wiagze sie je z wysoka zmiennoscig mutacyjng owych genoméw, wynikajaca
z braku mechanizmoéw reperujacych swoistych dla genéw zapisanych w podwéj-
nych niciach DNA.

Tabela 1
Wyniki analizy molekularnej izolatbw RNA PSTvd
Wyjsciowy Wykryty Liczba Objawy wywotywane
izolat PSTVd wariant znalezionych  na porazonych rosli-
sekwencyjny  klonéw nach przez dany wa-
riant sekwencyjny
Ostry
PSTVd-SXIII S23 1 ostre
S27 1 ostre
12 8 posrednie
14 1 posrednie
Posredni
PSTVd-1818 12 8 posrednie
13 1 posrednie
14 1 posrednie
tagodny
PSTVd-M M 7 tagodne

PATOGENNOSC PSTVd

Wobec tego, ze RNA wiroidow nie niesie informacji dotyczacej syntezy swois-
tych biatek przyjmuje sie, ze patogenny wptyw wiroidowego RNA na rosline
wynika z bezposredniego oddziatywania tegoz RNA na jakie$ sktadniki komoérki
gospodarza. Wysunieto kilka hipotez dotyczacych mechanizmu patogennosci
wiroidéw, ale zadna z nich nie zostata, do tej poiy, potwierdzona w petni
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doswiadczalnie. Przypuszczalny udziat komorkowej polimerazy Il RNA w repli-
kacji wiroidéw stat sie podstawg do stworzenia hipotezy, wediug ktérej RNA
PSTVd moze wspétzawodniczy¢ z DNA gospodarza o polimeraze Il, zaktdécajac
funkcjonowanie komorek roslinnych (Rackwitz i wspotaut. 1981).

Inna hipoteza jest oparta na podobienstwie sekwencji genomu wiroida do
sekwencji niskoczasteczkowych jadrowych RNA komérki (snRNA). Proponuje
sie, ze RNA wiroidowy zaktdca proces wycinania intronéw z RNA komérkowego.
Model zaproponowany przez Dickson (1981) jest oparty na podobienstwie se-
kwencji pomiedzy RNA PSTVd w rejonie nukleotydéow 306-314 i 112-123
a koricem 5’ niskoczgsteczkowego jagdrowego Ul RNA. W innych modelach
(Diener 1981, Gross i wpo6taut. 1982) rowniez zwrocono uwage na podobieristwo
sekwencji wiroidow do pierwszorzedowej struktury RNA Ul (snRNA). Tym auto-
rom istotne wydaje sie podobiennstwo 5 kornica Ul RNA igenomu PSTVd pomiedzy
258 i 282 nukleotydem (GROSS i wspotaut. 1982), lub pomiedzy 257 i 279
nukleotydem (Diener 1981). Podobnie, sugerowano wptyw wiroidowego RNA na
proces sktadania genéw biorgc pod uwage podobienstwo sekwencji RNA PSTvd
do U3 RNA (Schumacher i wspoétaut. 1983, Kiss i wspoétaut. 1983) oraz ASBVd
do U5 RNA (Kiss i Solymosy 1982). Stabg strong powyzszych modeli jest to, ze
réznice sekwencji nukleotydowej pomiedzy réznymi fenotypowo szczepami
PSTVd nie wystepujg w obrebie kluczowych dla modeli regionéw czasteczki
PSTVd, nie ttumaczg wiec réznic w ostrosci objawéw wywotywanych przez rézne
szczepy. Istotne wydaje sie rowniez to, iz modele te byly oparte na poréwnaniu
sekwencji RNA wiroidowego z U-RNA z komorek zwierzecych a nie roslinnych.

Najbardziej interesujgca wydaje sie hipoteza wysunieta przez Schnoélzer
i wspoétpracownikédw (1985). Podstawag tego modelu jest zauwazona korelacja
pomiedzy ostroscig objawow powodowanych przez r6zne izolaty PSTVd, a stabil-
noscig termodynamiczng regionu czasteczki, w ktérym lokuja sie réznice w se-
kwencji pomiedzy tymi izolatami. Region ten, zwany VM (ang. virulence modu-
lating), nalezy do domeny P i obejmuje fragment RNA pomiedzy 42 i 60 (gérny
fragment nici struktury pateczkowatej wiroida) oraz 300 i 319 nukleotydem
dolnego fragmentu nici. Poréwnujac cztery r6zne szczepy PSTVd stwierdzono, ze
ze wzrostem wirulentnosci (zjadliwosci) maleje stabilno$¢ termodynamiczna
drugorzedowej struktury RNA regionu VM domeny P. Region ten prawdopodob-
nie oddziatywuje z nieznanym jeszcze czynnikiem komdérkowym stanowigcym
.tarcze” (ang. target) wiroida w zainfekowanej komérce. Czynnikiem tym moze
by¢ jeden z rodzajow niskoczgsteczkowego RNA 7S RNA, ktéry wchodzi w skiad
czgsteczki SRP (ang. signal recognition particie), zwigzanej z transportem pew-
nych biatek sekrecyjnych i blonowych przez btony reticulum endoplazmatyczne-
go (Hass i wspétaut. 1988).

Analiza stabilnosci termodynamicznej mutantéw PSTVd ze zmianami nu-
kleotydowymiwprowadzonymiw obszar domeny P (Hammond 1992) oraz r6znych
naturalnych izolatébw PSTVd (Gora i wspoétaut. 1994) wykazata, ze cho¢ wie-
kszos¢ z nich zachowuje sie zgodnie z regutg Schnolzer, to istniejg tez takie,
w przypadku ktérych nie ma korelacji pomiedzy patogennoscig a stabilnoscia
termodynamiczng. Zaleznosci takiej nie stwierdzono réwniez dla tagodnego
i ostrego izolatu wiroida tuszczycy kory cytrusow CEVd (Visvader i Symons
1985).
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Region VM jest czeSciag domeny P i eksperymentalnie wykazano, ze wiasnie
sekwencja tej domenyjest kluczowa dla ostrosci objawéw porazenia. Bezposred-
ni wptyw tej domeny na patogennos¢ wykazaty analizy infekcyjnosci hybrydo-
wych czasteczek wiroidow. Visvader i Symons (1986) skonstruowali chimeryczne
(rekombinacyjne) czgsteczki wiroida CEVd. Konstrukty z domeng P pochodzaca
z izolatu tagodnego wywotywaty tagodne objawy chorobowe w porazonych rosli-
nach wskaznikowych. Natomiast rekombinanty z domeng P pochodzgca z izotatu
ostrego powodowatly wystgpienie symptomoéw ostrych lub tagodnych w zalezno-
Sci od stezenia inokulum uzywanego do zakazania roslin. Analiza miedzygatun-
kowych rekombinantéw (Sano i wspotaut. 1992) bedacych potaczeniem ré6znych
regionow czasteczki wiroida pochodzacych od CEVd i TASVd (wiroid wierzchot-
kowatej kartowatosci pomidoréw) potwierdzita wptyw domeny P na wirulentnosé¢
wiroidow. Wykazano tez znaczacy wptyw na ostro$¢ symptomoéw porazenia
domeny TL i domen V+TR.

Okreslenie funkcji domen PSTVd zostalo tez przeprowadzone w naszym
laboratorium. Podstawg tych badan stata sie analiza molekularna trzech roz-
nych fenotypowo izolatéw PSTVd (tab. 1). Opisane warianty sekwencyjne (tab.
1) wywotujace powstanie objawow porazenia okreslonego typu, réznig sie pun-
ktowymi mutacjami zaré6wno w domenie P oraz V. Biorac pod uwage te obser-
wacje oraz wyniki analizy infekcyjnosci rekombinacyjnych miedzygatunkowych
(Sano i wspotaut. 1992) i wewnatrzgatunkowych (Visvader i Symons 1986)
czgsteczek wiroida mozna sadzi¢, ze wirulentnos¢ PSTVd jest okreslona przez
strukture obu domen (P oraz V) lub przez analogie z innymi wiroidami tylko
domene P. Gdyby drugie przypuszczenie byto stuszne, to stwierdzone przez nas
mutacje w domenie V nie wptywalyby w znaczacy spos6b na patogennosc.
Skonstruowalismy wiec infekcjrjne plazmidy zawierajgce wstawki hybrydowe
(chimery) bedace potgczeniem potéwek cDNA z domenami P i V pochodzgcymi
z wariantow sekwencyjnych PSTVd réznigcych sie zjadliwosciag. Domeny P po-
chodzgce z wariantéw letalnego (ang. lethal), ostrego (ang. severe) i tagodnego
(ang. mitd) oznaczylismy PL, PS, PM, analogicznie oznaczyliSmy domeny V — VL,
VS, VM. Konstrukcje chimer prowadziliSmy postugujac sie trzema wyjSciowymi
sekwencjami: molekularnym wariantem PSTVd-M (PM-VM) wywotujacym tagod-
ne objawy porazenia oraz wariantami sekwencyjnymi: KF440-2 (PL-VL) i S23
(PS-VS) dajacymi objawy ostre. Izolat KF440-2 udostepniony nam przez dr Mina
Tsagris, okreslony przez autorajako letalny, w naszych warunkach laboratoryj-
nych powoduje wystgpienie objawow chorobowych o takiej samej ostrosci, jak
wariant S23, cho¢ rézni sie zmianami nukleotydowymi w domenie P iV. Schemat
konstrukcji hybrydowych czasteczek PSTVd jest przedstawiony na rycinie 3.
Ro6znice w strukturze pierwszorzedowej tych trzech wariantéw sa zlokalizowane
w domenie P oraz V, natomiast pozostate domeny: C, TL i TR wykazujg 100%
podobienstwa sekwencji. taczenie wiec ze sobg poléwek wiroidowego cDNA
réoznych wariantéw prowadzi w rezultacie do wymiany domeny P lub V pomiedzy
tymi wariantami. W ten sposéb rozporzadzaliSmy petnym kompletem genomoéw
reprezentujgcym permutacje obu domen. Przeprowadzone badania infekcyjno-
Sci otrzymanych wyjsciowych i hybrydowych czasteczek wiroida pozwolity na
okres$lenie bezposredniego wptywu domeny P i V na patogennos¢ i replikacje
wiroida. Przyklad wynikéw jednej analizy przedstawiono na rycinie 4. Nasze
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wyniki dowodza, ze to struktura domeny Pjest bezposrednio odpowiedzialna za
ostro$¢ symptomow porazenia. Szes¢ typow badanych czasteczek PSTVd z do-
meng P ,typu ostrego” (PS-VS, PL-VL, PL-VM, PS-VM, PS-VL, PL-VS) indukowato
powstanie ostrych objawoéw porazenia, podczas gdy czasteczki zawierajgce do-
mene P ,typu tagodnego” (PM-VM, PM-VL, PM-VS) prawie niezauwazalng epina-
stie. OznaczyliSmy stezenie wiroida w tkance roslinnej (lis¢) w r6znych odstepach
czasowych po inokulacji rekombinacyjnymi plazmidami. Otrzymane wyniki
wskazujg na brak zaleznosci pomiedzy stezeniem wiroida w roslinie a ostroscia
objawOw porazenia. Nie zaobserwowalismy istotnego wptywu domeny V na
replikacje i zjadliwos¢ PSTVd.

Ryc. 4. Symptomy porazenia wywoltywane przez wybrane genomy PSTVd.

Przedstawione badania hybrydowych czasteczek wiroida prowadzg do wnio-
sku, ze wyodrebnione krotkie obszary genomu RNA — domeny — niosa zapis
dotyczacy konkretnego fenotypu. Domeny te wykazujg ciggto$¢ genetyczng
i przeniesione w inny kontekst nie zatracajg swojej funkcji. Prowadzi to do dos¢
paradoksalnego spostrzezenia. Wiemy, ze PSTVd to genom, koduje on swoja
replikacje, przemieszczanie sie w roslinie i patogennosé. Nie wiemy jednak ile
ten mini-genom zawiera genow. Nie potrafimy tu bowiem zastosowac¢ standar-
dowej definicji genu. Nie mozemy w przypadku PSTVd moéwi¢ o genie jako
cistronie, bowiem PSTVd nie koduje biatek. Nie mozemy tu mowic¢ o genie jako
jednostce komplementujacej, ekspresja genetyczna wiroida wydaje sie zachodzi¢
W cis, nie obserwuje sie komplementacji w trans. Pozostaje nam spostrzezenie,
ze poszczegllne krotkie domeny (P, C, V czy T) wiroidowego RNA okreslajg swoiste
fenotypy. W sumie myslac o tym mini-genomie RNA, pewnie trzeba uzywac
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pojecia ,mini-genoéw”, odpowiadajgcych krétkim sekwencjom RNA (kilku- kilku-
nastu nukleotydowych) okreslajacym dane funkcje.

Mimo bardzo doktadnego poznania struktury RNA wiroidow, molekularny
mechanizm ich namnazania sie, czy tez patogenno$ci pozostaje wcigz nie
rozwigzang zagadka.

STRUCTURE-FUNCTION RELATIONSHIPS IN THE POTATO SPINDLE
TUBER VIROID

Summary

Potato spindle tuber viroid (PSTVd) was the first member of this peculiar group of plant
pathogenic agents, the viroids, to be characterized. It was also the first pathogenic agent to be
completely sequenced and for which infectious cDNA molecules became available. This single
stranded, circular RNA molecule (356-360 nucleotide long) is an autonomous replicon which induces
specific symptoms in its host plants while completely lacking, at the same time, the polypeptide
coding capacity. Therefore, any information necessary for viroid replication and pathogenicity has
to be carried by the RNA sequence itself and/or by the resulting viroid secondary structure.

Based on sequence comparison analysis the generalized rod-like viroid structure has been
divided into five domains: the central conserved region (CCR, domain C), the pathogenicity domain
(P), the variable domain (V), the right terminal (TR), and the left (TL) terminal loops.

The various sequenced PSTVd isolates which induced different symptoms (mild, intermediate,
severe, and lethal) in infected plants differ mostly in the P domain sequences, but mutations are
also detected in the V domain. The relative contributions of the V and P domains to PSTVd
pathogenicity have been investigated by analysing the disease’s phenotypes induced by PSTVd
chimeric recombinants. In PSTVd the P domain structure is directly responsible for the severity of
symptoms induced in tomato.
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