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　　　Experimental　conditiens　for　tissue－printing　of　CzecumbeT　mosaie　virzLs　（CMV）　RNA　were

deterln韮nedも◎analyZe㎞etiCS　Of　Viral　I装Ultip慧C銭ti◎R　in　tObaCC◎更e段V¢S．　「r童SSミ1e－pr魚もi〕良g　teCh一

晦疑eus嚢a難y　ReedS　a　Step◎£pee㎞g　e脚er踊S　O£the王eaVeS．懸◎Wever，　the　Step　iS　an◎bSもaC至e

もooわね蜜re蓑ab玉e　res嘘sj就his　s綴dy，漉a漁e装もs　w麺h　enzyme　and　freeze－thaw　were　gsed　as

alterRatiVeS◎fも難e　pee㎞g　Sもep．丁撃he　reS磁もS（｝麦）もa蟄ed　here　S犠麗eSも嶽翫もe難Zy澱e鍵eaも搬ξ｝nもiS　an

appropriate　substitution　for　the　peeling　of　epiderinis　and　thatthe　optimum　incubation　tiine　for

enzyme　reaction　is　for　4－6　hours．　We　found　no　cross－reactions　between　virai　RNAs　of　subgroup

Iand　H　of　CMV　and　no　nonspec置。　reactions　agai皿st　healthy　contro1㎞tissue－pr血ts　of　tobacco

leaves．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　INTRODUCTION

　　　　CzeczembeT　mosaic　virzLs　（CMV）　is　one　of　the　most　important　plant　virus　in　tem－

perate　zone．　CMV　has　a　tripartite　RNA　genome　and　divided　into　subgroup　1　and　subgroup

ll　based　on　serological　property　and　differences　in　nucleotide　sequences　（Peden　and

Syrnons，　1973；　Palukaitis　et　al．，　1992）．

　　　We　are　now　investigating　the　molecular　basis　of　phenomena　which　would　occur　in

plants　dually　or　serially　infected　wtth　twe　closely　re｝ated　CMV　strains．　For　the　purpose　ef

subgroiip－specific　detectigft　cf　CMV　RNA，　we　previo｛is｝y　reported　several　detectick

：methods　us蟄g（薮g◎xigen血（D王G）一1abeled　pr◎bes（Ud蝕ba磁α疹．，1999；Takes】頃taθ孟αδ。，

1999；Takanami　etα9．，ユ999）．　To　know　distributi◎n　of　virus血1eaf　tissues，　various　tech－

niques　for　tissue－printing　have　been　used．　The　techrtiques　usually　need　a　step　of　peelmg

epidemiis　of　the　leaves．　ln　case　of　tobacco　leaves，　however，　the　step　i＄　an　obstacle　to

obtain　reliable　resnits，　because　complete　peeliRg　of　epidermis　all　over　a　leaf　is　rather

difficnit．　IR　this　study，　we　fovmd　that　treatmeRts　with　enzymes　and　freeze－thaw　could　be

嚢sed　as　alもerkatives　of　the　pee㎞g　step．　Exper㎞e難もal　c◎R（批i◎鼓s　f｛）r　theもissue－pr短も沁9

tec㎞que　usi捻g　the　treat難enもs　and　subgroup－spe顧。　de慰e¢もi◎簑of　CMV　R翼A旗t◎bacco

｝eaves　are　described．

＊　Laboratory　of　Plant　Pathology，　Division　of　Plant　Pathology　and　Pestieide　science，　Departrrtent　of

　　App｝圭ed　Geneもics　and　PesもManage】瞼e蕊，　Graduaもe　Sehool◎翌Bioresource　a聡（i　Bi◎e鍛viro難】盤e盤捻玉

　　ScieRces，　Kyush嚢U擁versiもy，　F瞭銭◎k饒812－8581

＊＊Pr◎gra】獣of　AgroRo】餓y，　Co環se　of　Agr主。級至綴ra1｝》r◎ducもi◎難，鷺誼g董簸穆eri簸≦；撚d猛。（）簸◎照ics季Sch◎◎1　Gf

　　Agriculture，　Ksmshll　University

437



438 T．　Uchibct　et　aL．

MATERIALS　AND　METHODS

Vセ秘ses　and　Pla盤ts

　　　CMV－Y　（Temaru，　and　Hidaka，　．1960）　belonging　to　subgroup　l　and　CMV－m2　（TakaRami

ε孟砿1998）beめngi罫≧9も◎＄uわgrozユP嚢were　used㎞もhis　study．　Nicotiαnα励α偬窺L．　cv．

XaRthi－nc　were　grown　in　an　air－eonditioned　greeRhouse　at　22－28“C．　The　plaRts　were

mechanicaRy　inoeulated　with　viruses　suspended　in　10　mM　sodium　phosphate　buffer，　pH

7．0，　at，　50　psg／ml．　The　jnoenlated　leaves　artd　uppermost　leaves　were　samp｝ed　4，　7　and　30

days　post　tnoculation．

DIG－labeled　probe＄
　　　DIG－iabe｝e（1　ol，igo一一deoxynibonue｝eotide　probes　Y－2　aRd　m2－2　were　comp｝ementary　to

the　3’　RoR－trans｝ated　regions　of　CAffV－Y　（RNA3　：　2131－2175　nt）　and　CMV－ra2　（RNA3　：

2H3－2157Rt），　respectively．　Details　of　these　probes　were　described　before　（TakaRaiyti　et

esg．．，　1999）．

Tissue－pr圭凝ti難琴

　　　Fnily　expanded　tobacco　leaves　were　reraoved　4，　7　and　30　days　post　inocBlatioR　arid

lower　sides　of　the　leaves　were　abraded　with　celite　using　a　brush．　After　being　rinsed　in

distMed　water，　the　leaves　were　incubated　in　W5　solution　containing　O．70／o　cellulase　and

O．250／o　macerozyme　（Sndas，　g．　y　et　al．，　1999）　for　appropriate　tirne　at　300C　or　frozen　at　一70　OC．

Then　the　leaves　were　placed　onto　nylon　membrane　（Hybond－N’，　Amersham）　with　the

abraded　side　downwar，　d＄．　The　partially　degraded　or　frozen　Ieaves　were　tissue－printed　to

the　meiRbrane　using　vacuuxn　gel　dryer　（Rapidry－rnini，　ATTO）．　The　dryer　was　operated　at

ambieRt　temperature　for　30　rnixx．　The　raembrane　was　subsequeRt｝y　rirtsed　with　2　×　SSC　te

re搬◎ve撫e｝eaf　debri＄，　d欝総d，　a繋d　baked　aも8◎℃．　The　viral　RNA　was　deもecもed　wi撫

DIG一｝abe｝ed　probef　ayid　a　chemilurainesceRce　reageRt，　CSPD　（Rgche　diagRestics）　as

described　befαe（Takamami　et　at．，　1999）．

RESULTS　AND　DISCUSSION

　　　To　know　the　optimum　tirne　for　t，he　enzyme　treatment，　incubation　was　performed　for

various　incubatj　on　hou．rs．　As　shown　in　Fig．　1，　incubation　for　4－6　hours　gave　the　highest

aitd　stable　signals　of　hybridization．　ln　cont，rast，　when　incubation　time　was　shorter　thaR

the　tirae，　hybridizat．ioR　signals　wa＄　very　weak　er　somettmes　uRdetectable．　OR　the　other

hand，　prd◎箕ged漉嚢baもio魏撫黛was　ttnsuitable，　beca“se　it至edも◎degradat沁R◎f　wh◎1e

leaf　tissite，　aRd　raade　thg　xx，ext　blottiRg－step　difficult　er　aiinest　irrtpessib｝e．

　　　The　availability　O．f　freeze一．．．．．癒畿W．漉a繍eRもWaS　a1SO　eva1疑aもed農S　a難a1もer蓑aもiVe　fOr　the

emayme　treatraent．　However，　the　re＄nies　showed　that，　t，he　freeze－thaw　methed　was　krisuf－

fieient　cempared　to　the　enzyme　treatmeRt　（Hg．　2）．

　　　Artother　point　in　this　ex’perim，ent　i＄　in　the　step　of　tissue－printiRg　to　Rylon　membraRe．

Usually　thi＄　step　has　been　performed　by　hamering　or　by　roller　pressing．　ln　this　study，

we　used　a　vacuum　gel　dryer　to　obta㎞the　tissue－p血ts　on　nylon　membrane．　This　idea

gave　a　stable　and　high　sensitivity　because　of　its　equal　high　pressure　to　a　layer　of　leaf

tissue　and　membrane　and　efficient　transportation　of　leaf　sap　to　rnembrane．
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Fig．　1．　Effect　of　mcubation　time　for　enzyme　treatment　on　detection　of

　　　　　　　CMV　RNA　m　tobacco　leaves　Tobaceo　plants　were　moculated

　　　　　　　with　CMV－Y，　and　the　uppermost　leaves　were　sampled　about　30

　　　　　　　days　post　inoculation．　After　mcubation　with　enzyme　at　30“C，

　　　　　　　the　blotted　membranes　were　subjected　to　hybridization．　Black

　　　　　　　dotted　lines　indicate　portions　of　degraded　tissue　because　of

　　　　　　　prolonged　incubation　tirne．

CMV－Y　infected　leaf healthy　tissue CMV－infected　tissue

Fig．2．　Efflciency　of　freeze－thaw　treatment　for　detectlon　of　CMV　RNA　in　tobacco　leaves

　　　　　　　Tobacco　plants　were　moculated　with　CMV二Y，　and　the　uppermost　leaves　were　sampled

　　　　　　　about　30　days　post　inoculation．　After　freeze－thaw　treatment，　the　blotted　membranes

　　　　　　　were　subJected　to　hybridization，　Black　dotted㎞e　indicates　the　portions　of　the　mfected

　　　　　　　leaves　whlch　was　su切ected　to　tissue－prmt皿g．

　　　　　　　Ano　treatment　B・cehte　treatment　C　freeze－thaw　treatment　D・cehte　and　freeze－thaw
　　　　　　　　ツ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ　　　ヲ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　シ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　タ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ

　　　　　　　treatment．　A　blot　on　upper－rlght　of　the　right　panel　ls　posltlve　contro1．
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Fig．　3．　Subgroup－specific　detection　of　CMV　RNA　in　tobacco　leaves．　The　plants　were　inoculated

　　　　　　With　CMV－Y，　CMV－m20r　mock－inoculated。　The血oculated　Ieaves　were　sampled　4　days

　　　　　　post　inoculation　and　the　uppermost　leaves　were　sampled　7　days　post　inoculation．　Halves

　　　　　　of　the　leaves　were　subjected　to　tissue－printing．　（A），　uppermost　leaves，　（B），　inoculated

　　　　　　leaves

　　　To　verify　availability　of　the　technique　described　above，　inoculated　leaves　and

uppermost　leaves　were　sampled　form　infected　or　mock－inoculated　tobacco　plants．　The

leaves　were　subj　ected　to　the　tissue－printing　and　CMV　RNAs　in　the　prints　were　probed

with　probe　Y－2　and　probe　m2－2．　As　shown　in　Fig．　3，　each　probe　was　specifically

hybridized　with　its　correspoRding　strain　of　CMV．　Multiplication　and　spread　of　CMV－Y

were　superior　to　those　of　CMV－m2　in　uppermost　Ieaves　sampled　7　days　post　inoculation．

This　result　indicated　a　possibility　that　there　were　some　differences　between　CMV

subgroup　1　and　ll　in　efficiency　of　replication，　cell－to－cell　movement，　or　long　distance

movement．
　　　In　this　study，　we　report　an　avallability　of　stmple　tissue－printing　method　for　detection

of　plant　virus　RNA．　This　method　would　also　facj］itate　analysis　of　expression　pattern　or
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locahzation　of　a　particular　pぬnt　mRNA．
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