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Summary

It is generally assumed that RNA recombination is one of the major driving
forces in the evolution of plant viruses. This process leads to rearrangements of
viral genomes and plays an important role in adaptation, genome repair and ge-
netic variability of RNA viruses. It has been observed that viruses could recom-
bine not only with each other, but also with mRNA of transgenic plants express-
ing viral genes. This observation has given rise to new concerns about creating
virus-resistant transgenic plants, because the recombination could generate the
viruses with new properties that were different from the parental strains. In this
article, we present the current state of knowledge about recombination be-
tween transgens and challenging virus, we discuss what may happen in a field
during interaction between the virus and the transgenic plant, and we propose
strategies that allow to control the virus-transgene crossovers.
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1. Wstep

Przystosowanie sie organizmoéw do srodowiska uwarunkowa-
ne jest zmiennoscig genetyczng i presjg selekcyjna. Oba te czyn-
niki prowadzg do ogromnej réznorodnosci form zycia z jakg
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spotykamy sie w otaczajgcym nas Swiecie. R6znorodnosé ta dotyczy takze wirusow
RNA, w przypadku ktérych wysokie tempo rearanzacji materialu genetycznego jest
giéwnym sposobem umozliwiajgcym przetrwanie i zdobycie nowych nisz ekologicz-
nych. Poczatkowo za jedyne zrédto zmiennosci genetycznej wiruséw RNA uwazano nie-
doktadnos¢ kopiowania ich genomowych czasteczek przez wirusowe kompleksy repli-
kacyjne. Jednak w prowadzonych w ostatnich latach badaniach dotyczacych struktury
oraz ewolucji genoéw wirusowych wykazano, ze istnieje dodatkowy proces prowadzacy
do rearanzacji genoméw wirusowych. Jest nim genetyczna rekombinacja RNA. Proces
ten dotyczy praktycznie wszystkich wiruséw RNA i moze zachodzi¢ nie tylko pomiedzy
samymi czgsteczkami wirusowymi, lecz réwniez pomiedzy czgsteczkami wirusowymi
i transkryptami gospodarza, dzieki czemu genom wirusowy moze zosta¢ wzbogacony
w sekwencje pochodzenia roslinnego badz zwierzecego. W przypadku roslin transge-
nicznych zawierajgcych geny wirusowe istnieje ryzyko, ze podczas infekcji, wskutek re-
kombinacji RNA pomiedzy genomem wirusowym i mRNA transgenu (tmRNA), powsta-
nie nowy bardziej patogenny wirus o wtasciwosciach pozwalajgcych mu przystosowac
sie do warunkéw, ktére wczesniej uniemozliwialy jego rozmnazanie i rozprzestrzenia-
nie (41). Temu wtasnie zagadnieniu poswiecona zostata ta praca.

2. Rekombinacja wirusow RNA

Do poczatku lat szes¢dziesigtych uwazano rekombinacje genetyczng za proces
dotyczacy jedynie czgsteczek DNA. Poglad ten zostat obalony przez Hirsta, ktéry za-
obserwowat wymiane informacji genetycznej pomiedzy ré6znymi szczepami wirusa
Newcastle, polio czy wirusa grypy (1). Od tego czasu rekombinacja wiruséw RNA jest
intensywnie badana w wielu osrodkach naukowych, a lista wiruséw u ktérych zaob-
serwowano ten proces ciggle sie powieksza.

Istniejg dwa zrédta informacji na temat rekombinacji wiruséw RNA, sg nimi: anali-
za filogenetyczna genomoéw wirusowych oraz dane eksperymentalne. W przypadku
analizy filogenetycznej, stwierdzono podobienstwa dotyczgce zaréwno organizacji
calych genomdw wirusowych, jak i poszczegolnych genéw kodujacych biatka wiruso-
we (2). W trakcie poznawania genoméw wiruséw RNA zaobserwowano, ze pewne se-
kwencje sg zblizone lub niemal identyczne z sekwencjami innych wiruséw, co suge-
ruje, ze to wtasnie rekombinacja RNA uczestniczyta w ksztattowaniu ich genomoéw
(1,3-5). Naturalne przetasowania sekwencji genomowych wykryte zostaty u bromo-
wiruséw (3,6-8), hordeiwirusow (9), luteowiruséw (10), nepowiruséw (11), tobamo-
wirusow (12), tombuswiruséw (13), pikornawirusow (1,14), koronawiruséw (15,16),
nodawirusow (17) oraz u bakteriofagéw (18,19). Wirusy w trakcie ewolucji wcielaty
do swego genomu réwniez fragmenty sekwencji RNA gospodarza, o czym Swiadczy
obecnos¢ sekwencji komoérkowych w ich genomach. Jako przyktad moze postuzyé
sekwencja 28S rRNA wystepujgca wewnatrz genu hemaglutyniny wirusa grypy (20),
sekwencja tRNA w genomowym RNA wirusa Sindibis (21), czy sekwencja homologicz-
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na do chloroplastowych egzonéw tytoniu w genomach luteowiruséw (10) i bromowi-
ruséw (22). Obserwacja ta odnosi sie rowniez do ro$lin w ktérych dochodzi do eks-
presji biatka wirusowego. Zaobserwowano, ze podczas infekcji roslin transgenicz-
nych delecyjnymi mutantami wirusowymi dochodzi do przywr6cenia sekwencji typu
dzikiego poprzez rekombinacje materiatu genetycznego wirusa z tmRNA (23-28). Defek-
tywne interferujgce RNA, ktére towarzysza niektérym wirusom zwierzecym i roslin-
nym sg réwniez produktami rekombinacji RNA (29,30). Wszystkie te przykilady ilu-
struja ogromna role jakg odgrywa rekombinacja w procesie ewolucji wirusow RNA.

Szereg interesujacych danych dotyczacych rekombinacji RNA dostarczyly bada-
nia prowadzone z uzyciem zmutowanych szczepow wirusowych (31). Doprowadzity
one do powstania powszechnie akceptowanej hipotezy wybiérczego kopiowania
{copy choice), w ktérej zaklada sie, ze rekombinant powstaje podczas replikacji geno-
mowych czgsteczek RNA, gdy wirusowy kompleks replikacyjny przeskakuje z jednej
matrycy na druga (31). Zrekombinowana czgsteczka RNA jest zatem syntetyzowana
na podstawie co najmniej dwéch matryc. Inny model rekombinacji RNA zostat za-
proponowany przez Chetverina i dotyczy bakteriofaga Qp. jego autor zaktada, ze re-
kombinanty powstaja na drodze transestryfikacji, podobnie jak ma to miejsce
w trakcie wycinania intronéw grupy 1l (18). Bakteriofag QP jest do tej pory jedynym
wirusem, u ktérego zaobserwowano ten mechanizm.

Analizujac strukture oraz funkcje substratéw i produktow rekombinacji, wyréznio-
no jej trzy podstawowe typy: homologiczng, homologiczng nieprecyzyjng i niehomolo-
giczng (31). W rekombinacji homologicznej uczestniczg identyczne lub podobne czas-
teczki RNA, a przeskok ma miejsce doktadnie pomiedzy odpowiadajgcymi sobie nukle-
otydami. Rekombinant zachowuje zatem selcwencje i organizacje czasteczek rodziciel-
skich. W warunkach naturalnych ten typ rekombinacji zachodzi najczesciej. Poniewaz
nie wprowadza on zadnych istotnych zmian w genomie, jego znaczenie ewolucyjne, jak
sie wydaje, jest znikome, jednak moze petni¢ role mechanizmu naprawczego, umozli-
wiajgc korekcje btednie skopiowanych lub uszkodzonych czasteczek genomowych.
W rekombinacji homologicznej nieprecyzyjnej biorg udziat identyczne czgsteczki RNA,
jednak przeskok nie zachodzi doktadnie pomiedzy odpowiadajacymi sobie nukleotyda-
mi, co prowadzi do powstania delecji lub insercji w czasteczkach potomnych. W rekom-
binacji niehomologicznej uczestniczg r6zne matryce RNA, a powstaly rekombinant zde-
cydowanie rdzni sie od czasteczek rodzicielskich. Ten typ rekombinacji zachodzi
W przyrodzie najrzadziej, jednak wprowadza najwieksze zmiany w genomie wiruso-
wym, moze zatem odgrywaé szczegolnie istotng role w ewolucji wiruséw RNA.

3. Rosliny transgeniczne odporne na infekcje wirusowe
Pierwsze préby otrzymania transgenicznych ros$lin odpornych na infekcje wiru-

sowe miaty miejsce w potowie lat osiemdziesigtych (32). Wykazano wtedy, ze eks-
presja biatka ptaszcza wirusa mozaiki tytoniu (tobbaco mosaic virus - TMV) w trans-
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genicznym tytoniu chroni ro$line przed infekcja tymze wirusem. To odkrycie za-
poczatkowato intensywne badania nad mozliwosciami ochrony roslin uprawnych
przed wirusami za pomocg wirusowych transgenéw oraz nad mechanizmami tej
ochrony.

Obecnie mozemy wyrdznic trzy typy gendw chronigcych rosline przed wirusami
(33). Moga to by¢ geny pochodzenia wirusowego, dajace roslinie tzw. odpornosé
wywodzacg sie od patogena (PDR - pathogen-derived resistance), naturalne geny od-
pornosci pochodzenia roslinnego oraz geny kodujace czynniki oddziatujgce na wiru-
sa uzyskane z innych organizméw.

W celu wywotania PDR stosuje sie rézne sekwencje wirusowe, takie jak geny ko-
dujace biatko ptaszcza lub replikaze, uszkodzone geny biatka odpowiedzialnego za
rozprzestrzenianie sie wirusa czy geny proteazy (33). Sekwencje te wprowadza sie
do genomu roslinnego pod odpowiednim promotorem umozliwiajgcym ich ekspre-
sje. Do konstrukcji roslin transgenicznych odpornych na infekcje wirusowa najcze-
Sciej stosowane sa geny kodujace biatka ptaszcza. Podejscie takie zastosowano dla
co najmniej 35 wiruséw reprezentujgcych 15 grup taksonomicznych (44). W USAjuz
w 1999 r. pierwsze tego typu rosliny uprawne znalazly praktyczne zastosowanie
w rolnictwie. Réwnolegle kontynuowane sg prace nad uzyskiwaniem nowych trans-
genicznych linii (34). Rosnace zainteresowanie tym zagadnieniem jest catkowicie
zrozumiate, gdyz koszty uzyskania roslin transgenicznych odpornych na wirusy sg
niewielkie w poréwnaniu z korzysciami ptynacymi z polepszenia wydajnosci upraw.
Dodatkowo zastosowanie takich roslin znacznie ogranicza zuzycie srodkéw che-
micznych skierowanych przeciwko wirusom, jest zatem wskazane ze wzgledow
ekonomicznych jak i ekologicznych.

Nalezy jednak pamietaé, ze dziatania naruszajace réwnowage stworzonych przez
przyrode systemOw pociagaja za soba nie tyko korzysci, ale takze zagrozenia.
W przypadku transgenicznych roslin wytwarzajgcych biatka wirusowe, moze dojsé
do niepozadanych oddziatywan pomiedzy produktami transgenu (czyli RNA lub
biatkiem wirusowym) a wirusem atakujgcym rosline. Przykladem tego typu oddzia-
tywan jest: synergizm, heterokapsydacja czy rekombinacja (33). Skutkiem synergi-
stycznego dziatania czasteczek pochodzacych z dwoch niespokrewnionych wiruséw
moze by¢ wzmocnienie ich niekorzystnego wptywu na rosling. Z kolei heterokapsy-
dacja polega na opfaszczeniu wirusa atakujacego rosline obcym biatkiem plaszcza
(np. kodowanym przez transgen), co moze zmieni¢ sposéb rozprzestrzeniania sie
tego patogena w zainfekowanym gospodarzu. Natomiast rekombinacja pomiedzy
tmRNA a materiatem genetycznym innego wirusa moze prowadzi¢ do powstania wi-
rusa hybrydowego inaczej oddzialujgcego na gospodarza lub rozprzestrzeniajgcego
sie wsréd gatunkow, ktore wczesniej bylty dla niego niedostepne (szerzej zob.
w rozdz. 4). Do tej pory przypadkéw takich nie obserwowano bezposrednio in vivo.
Analizujgc genomy wirusowe sugeruje sie jednak, ze w przesztosci miaty one miej-
sce. Ponadto wykazano, ze hybryda, skonstruowana in vitro przez zastgpienie genu
2b wirusa mozaiki ogdrka (cucumber mosaic virus - CMV) przez jego homolog z wi-
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rusa aspermii pomidora (tomato aspermy virus - TAV), jest o wiele bardziej wirulent-
ny od wiruséw rodzicielskich (35).

4. Rekombinacja pomiedzy wirusowym RNA i tmRNA w warunkach
eksperymentalnych

Z uwagi na to, ze rekombinacja pomiedzy wirusami RNA i mRNA transgenéw ros-
lin odpornych na infekcje wirusowe stwarza realne zagrozenie dla biosfery, w kilku
osrodkach naukowych prowadzone sg badania majace na celu doktadniejsze zbada-
nie i rozwigzanie tego problemu. Strategia wykorzystywana w tych badaniach pole-
ga m.in. na inokulacji defektywnym wirusem roslin transgenicznych transformowa-
nych nieuszkodzonym genem wirusowym (rys.).

Pierwszy tego typu eksperyment dotyczyt wirusa nekrotycznej mozaiki czerwo-
nej koniczyny (red clover necrotic mosaic dianthovirus - RCNMV), ktérego genom zto-
zony jest z dwoch segmentdw - RNAI i RNA2 (23). Rosliny Nicotiana benthamiana

uwalnianie

Rys. Rekombinacja wirusa z mRNA transgenu gospodarza. Delecja sekwencji w wirusowym genomie
zostaje uzupetniona podczas replikacji Jego genomu w wyniku rekombinacji z tmRNA rosliny zawie-
rajacej nieuszkodzony odpowiedni fragment genu wirusowego. Dojrzate czastki potomne wirusa maja
rekombinowane genomy wirusowe nie zawierajace delecji.
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transformowane genem RCNMV, kodujgcym biatko odpowiedzialne za rozprzestrze-
nianie sie wirusowego RNA, inokulowano samym tylko RNAI RCNMV, kodujacym je-
dynie replikaze i biatko ptaszcza. U kilku z zakazonych roslin transgenicznych zaob-
serwowano infekcje systemiczng. Pomimo ze transgen wprowadzony do Nicotiana
benthamiana nie posiadat na koncu 5' rejonu nie ulegajacego translacji (untranslated
region ~ UTR), wirus wyizolowany z systemicznie zakazonych ros$lin zawierat kom-
pletny RNA2 z funkcjonalnym 5'UTR, pochodzgcym z RNAI, a wprowadzonym do
RNA2 poprzez rekombinacje pomiedzy tmRNA i RNAI wirusa.

Zjawisko rekombinacji pomiedzy wirusem a transgenem zaobserwowano takze
u wirusa mozaiki kalafiora (cauliflover mosaic caulimovirus - CaMV) (24). CaMV jest
pararetrowirusem ktérego genom zbudowany jest z DNA. W jego cyklu replikacyj-
nym wirusowy genom potomny syntetyzowany jest na matrycy RNA przy udziale od-
wrotnej transkryptazy. Rosliny rzepaku (Brassica napus) transformowano genem VI
pochodzacym ze szczepu D4 CaMV. Wykazano jednoczesnie, ze szczep CM 1841
CaMV z delecja tego genu niezdolny jest do wywotania systemicznej infekcji u Bras-
sica napus. Sekwencje okoto 1000 nukleotydéw na obu koncach transgenu byty ho-
mologiczne do sekwencji wystepujacych w zmutowanym wirusie uzytym do inoku-
lacji transgenicznych roslin, co stworzyto dogodne warunki do zajScia rekombinaciji.
Cztery z dwunastu zainfekowanych ros$lin wykazato systemiczne objawy infekcji zre-
kombinowanym wirusem. W przeprowadzonej analizie sekwencji nukleotydowych
trzech zrekombinowanych wiruséw sugerowano, ze kolisty genom CaMV zostat na-
prawiony w wyniku zajscia dwoch przeskokéw rekombinacyjnych zachodzacych na
poziomie RNA. Sekwencja czwartego rekombinanta ulegta rewersji do typu dzikie-
go na drodze rekombinacji na poziomie RNA i DNA.

Eksperymenty z uzyciem CaMV prowadzone byly réwniez na transgenicznych
roslinach Nicotiana bigelovii, w ktorych dochodzi do ekspresji transgenu kodujgcego
ORF VI szczepu D4 CaMV (25). Podobnie jak w przypadku Brassica napus, szczep
CM 1841 CaMV pozbawiony genu VI nie jest w stanie wywota¢ infekcji systemicznej
u Nicotiana bigelovii. Pomimo ze uzyty do inokulacji CaMV nie posiadat genu VI, in-
fekcja systemiczng rozwineta sie u wszystkich dziesieciu zakazonych roslin. W prze-
prowadzonej analizie sekwencji genomowej wizolowanego z tych roslin wirusa wy-
kazano, ze nabyt on gen VI poprzez rekombinacje z tmRNA prawdopodobnie pod-
czas odwrotnej transkrypcji lub replikacji. Zrekombinowany wirus pasazowany na
nietransgeniczne rosliny Nicotiana bigelovii byt rowniez zdolny do wywotania infekciji.

Naprawe matych delecji w genomie poprzez rekombinacje z tmRNA zaobserwo-
wano takze u tombuswirusa TBSV (tomato bushy stunt virus - TBSV) (26). Nicotiana
benthamiana transformowano genem biatka ptaszcza TBSV, a nastepnie infekowano
mutantem TBSV z 50-nukleotydowg delecjg w obrebie genu kodujgcego biatko
ptaszcza. Mutant ten u nietransgenicznych roslin wywotuje infekcje o lekkim prze-
biegu, jednak u roslin transgenicznych spowodowat obumieranie. Obecnos¢ wirio-
néw w plamkach nekrotycznych sugerowata, ze wirus wytwarzat w peni funkcjonal-
ne biatko ptaszcza. Podczas przeprowadzania dodatkowej inokulacji transgenicz-
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nych roslin za pomocg chimerycznego tombuswirusa CMV zawierajacego defektyw-
ny gen biatka ptaszcza z TBSV ponownie obserwowano obumieranie zainfekowa-
nych transgenicznych roslin Nicotiano benthamiana wywotane przez zrekombinowa-
nego wirusa. Geny biatek ptaszcza tombuswiruséw umieszczone sa centralnie, za-
tem by zaszta naprawa uszkodzonego wirusowego genu, musiato dojs¢ do co naj-
mniej dwéch przeskokéw rekombinacyjnych pomiedzy wirusowym RNA a tmRNA.

Naprawa matej delecji w genie kapsydu podczas infekcji w roslinie transgenicz-
nej zachodzi takze u wirusa chlorowatosci wspiegi chiriskiej (cowpea chlorotic mottle
virus - CCMV) (27). Genom tego wirusa skitada sie z trzech segmentéw: RNAI, RNA2
i RNA3. RNAI i RNA2 kodujg biatka biorgce udziat w replikacji i nie sg w stanie
wywota¢ w roslinie infekcji systemicznej, do ktorej potrzebny jest RNA3 kodujacy
biatko odpowiedzialne za rozprzestrzenianie sie wirusa w zakazonej roslinie oraz
biatko ptaszcza. Rosliny Nicotiana benthamiana transformowano fragmentem genu
biatka ptaszcza CCMV, obejmujacym 2/3 jego sekwencji kohcowej 3' facznie z 3
UTR. Dodatkowo wprowadzono do transgenu trzy substytucje nukleotydowe, ktére
nie miaty wptywu na translacje, tworzyty dodatkowe miejsce restrykcyjne Noth Na-
stepnie skonstruowano mutanta CCMV, w ktérym usunieto ostatnie 121 nukleoty-
doéw z genu biatka ptaszcza oraz 3'UTR. Delecyjnym mutantem RNA3, wraz z pozo-
statymi komponentami genomu CCMV, inokulowano ro$liny transgeniczne. U sied-
miu roslin na 235 zakazonych wystapity objawy infekcji systemicznej. Wirus z tych
roslin byt pasazowany na nietransgeniczne rosliny Nicotiana benthamiana, a nastep-
nie po izolacji i po uzyskaniu cDNA, odpowiednie czesci RNA3 sklonowane i se-
kwencjonowano. Wszystkie ze sklonowanych rekombinantéw zawieraty markerowe
miejsce Notl, co Swiadczy o tym, ze zaszla rekombinacja miedzy wirusem i tmRNA.
Sekwencje genéw kapsydu u poszczegdlnych zrekombinowanych wiruséw réznity
sie od siebie, zawierajgc od kilku punktowych mutacji do 42-nukleotydowej deleciji.
Zostaly one wprowadzone do genomu wirusa najprawdopodobniej przez nieprecy-
zyjng homologiczng rekombinacje RNA.

Wszystkie opisane przypadki rekombinacji pomiedzy wirusowym materialem ge-
netycznym a tmRNA gospodarza obserwowano w warunkach, w ktérych dziatata wy-
soka presja selekcyjna faworyzujaca zrekombinowang forme wirusa jako jedyna,
ktéra mogta rozprzestrzenia¢ sie w zakazonych roslinach. Pokazujg one, ze rekom-
binacja pomiedzy RNA wirusa i tmRNA jest mozliwa, a takze, iz uszkodzony wirus
moze dzieki rekombinacji odzyska¢ dawne wiasciwosci, jednak nie pozwalaja usta-
li¢, z jaka czestoscig zasztaby rekombinacja podczas infekcji rosliny transgenicznej
wirusem typu dzikiego. Aby to wyjasni¢, nalezy prowadzi¢ badania w systemach
0 zmniejszonej presji selekcyjnej. Pierwszy tego typu eksperyment przeprowadzo-
no dla szczepu W260-CaMV, ktory infekuje systemicznie rosliny z rodziny Solana-
ceae (36). Podczas infekcji tym szczepem transgenicznych roslin Nicotiana bigelovii
zawierajgcych transgen odpowiadajgcy genowi VI szczepu D4 CaMV zaobserwowa-
no, ze zrekombinowany wirus jest bardziej wirulentny w poréwnaniu z wyjsciowym
szczepem W260 CaMV.
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Inne badania prowadzone w warunkach umiarkowanej presji selekcyjnej dotyczg
tombuswirusa TBSV. Wykazano, ze zmutowana forma wirusa TBSV z delecjg genu
kodujgcego biatko ptaszcza, jest zdolna do wywotania w roslinie systemicznej infek-
cji o matym nasileniu (26). Kiedy rosliny transgeniczne zawierajace gen kodujacy
biatko ptaszcza TBSV infekowano zmutowang formg wirusa, powstawat rekombi-
nant posiadajacy usuniety wczesniej gen, ktéry wywolywat infekcje systemiczng
0 duzym nasileniu.

Inng strategie zastosowano w eksperymentach prowadzonych z wykorzystaniem
potywirusa PPV (plum pox virus) prowadzonych w warunkach umiarkowanej pres;ji se-
lekcyjnej (42). Rosliny Nicotiana benthamiana, transformowane genem kodujgcym
biatko ptaszcza PPV, infekowano chimerycznym wirusem PPV zawierajgcym gen
biatka ptaszcza pochodzgcym z innego potywirusa - ZYMV (zucchini yellow mosaic
virus). Mutant ten wywotywat w nietransgenicznych roslinach infekcje systemiczna,
jednak jej objawy byly znacznie mniej ostre od objawéw wywotanych przez niezmu-
towanego PPV. jednakze po zaiokulowaniu chimera PPV-ZYMV transgenicznych ro-
Slin, zaobserwowano zaostrzenie objawoéw infekcji, a w analizie sekwencji nukleoty-
dowej genu biatka ptaszcza potomnego wirusa wykazano, ze chimeryczny gen po-
chodzacy z ZYMV zostat zastgpiony przez gen biatka ptaszcza PPV na drodze homo-
logicznej rekombinacji RNA. W trakcie tych badan poczyniono bardzo ciekawa ob-
serwacje. Stwierdzono, ze mRNA syntetyzowany na transgenie nie jest zdolny do re-
kombinacji z wirusowym materiatem genetycznym, jesli pozbawiony byt sekwenciji
3" UTR. Obserwacja ta dotyczyta nie tylko badan z wykorzystaniem chimerycznego
wirusa PPV-ZYMV, lecz takze eksperymentéw prowadzonych z uzyciem mutantow
PPV zawierajacych delecje w genie biatka ptaszcza. Homologiczna rekombinacja
RNA pomiedzy materiatlem genetycznym wirusa i mRNA transgenu zachodzita jedy-
nie w roslinach posiadajacych wirusowy gen biatka ptaszcza poprzedzony wiruso-
wym 3'UTR.

5. Rekombinacja pomiedzy wirusowym RNA i tmRNA w warunkach
naturalnych - ryzyko powstania nowych wirusow

z opisanych doswiadczeh wynika, ze tmRNA moze braé¢ udziat w rekombinaciji
z RNA wirusa infekujgcego rosline. We wszystkich przypadkach delecje wprowadzo-
ne do wirusowych genéw podlegaty naprawianiu, a niektére z powstatych rekombi-
nantéw réznity sie od wiruséw typu dzikiego. Nie wiadomo jednak na ile warunki la-
boratoryjne, w jakich prowadzone byly te badania, odzwierciedlajg to, co mogtoby
wydarzy¢ sie w warunkach naturalnych. Poniewaz rekombinacja RNA jest jednym
z czynnikoéw napedzajgcych ewolucje wiruséw, jest oczywiste, ze istnieje mozliwos¢
wlaczenia transgenu lub jego czesci do infekujacego rosline wirusa. Wirusy infe-
kujace rosliny moga posiada¢ wilasciwosci patogenne, ale moga tez by¢ ich pozba-
wione. Patogeny przystosowaly sie do swoich gospodarzy i w przesztosci prawdo-
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podobnie mialty mozliwos$¢ rekombinacji z innymi wirusami podczas infekcji miesza-
nych. Natomiast wirusy niepatogenne, ktére namnazajg sie w roslinie nie wywotujac
infekcji systemicznej, lub ktérych rozprzestrzenianie w ro$linie jest ograniczone,
poprzez rekombinacje moga przeksztatci¢ sie w systemicznie infekujgce patogeny.
Presja selekcyjna bedzie dziatata na korzys¢ takich rekombinantéw, co zilustrowane
zostato w opisanych doswiadczeniach. Wiadomo, ze w rozwijaniu sie infekcji syste-
micznej uczestniczy nie tylko biatko odpowiedzialne za rozprzestrzenianie wirusa,
lecz takze biatko ptaszcza i inne blizej nieokreslone czynniki komérkowe (33). Z po-
wodu zbyt matej wiedzy o zachodzgcych miedzy nimi oddziatywaniach oraz struktu-
ralnych uwarunkowaniach samej rekombinacji, trudno jest przewidzie¢, jak wielkie
jest ryzyko, ze rekombinacja wirusowego RNA z tmRNA moze przeksztaici¢ niepato-
gennego wirusa w patogen. W warunkach laboratoryjnych stworzono funkcjonalne
chimeryczne wirusy, jednak nie wiemy czy jest to mozliwe w warunkach natural-
nych.

jedng z mozliwosci unikniecia rekombinacji pomiedzy tmRNA i wirusowym ma-
teriatem genetycznym jest takie projektowanie transgenéw aby prawdopodobien-
stwo zajscia tego procesu byto niskie. Dlatego sekwencja transgenu powinna by¢
niezbyt dluga i pozbawiona wszelkich elementéw indukujgcych przeskoki rekombi-
nacyjne, jak struktury promotorowe (42) czy sekwencje bogate w pary AU (37).
W przypadku gdyby jednak doszio do rekombinacji pomiedzy wirusowym RNA
i tmRNA, kodowane przez transgen biatko powinno by¢ niefunkcjonalne. Dodatko-
wo poziom ekspresji transgenu w roslinie powinien by¢ jak najnizszy, poniewaz
czestos¢ rekombinacji zalezy réwniez od dostepnosci RNA w komdrce. Wykazano,
ze fragmenty gendw wirusowych oraz geny wirusowe pozbawione mozliwosci trans-
lacji sg w stanie wywota¢ odporno$¢ na infekcje wirusowe w roslinach transgenicz-
nych (43,45,46). Inng strategia unikania rekombinacji pomiedzy RNA wirusa i trans-
genem w roslinie jest wykorzystanie zjawiska potranskrypcyjnego wyciszania ge-
now (PTGS - posttranscriptional gene silencing), tzn. indukcja degradacji zaréwno
mRNA transgenu jak i homologicznej sekwencji wirusowej. Ostatnio wykazano jed-
nak, ze niektdre wirusy posiadajg zdolno$¢ blokowania potranskrypcyjnego wyci-
szania genéw, dzieki zakodowanym w ich genomie supresorom PTGS (38-40).

6. Podsumowanie

Dokiadne oszacowanie ryzyka zwigzanego z rekombinacjg pomiedzy tmRNA
i genomem wirusowym oraz opracowanie strategii pozwalajgcej na eliminacje tego
zjawiska jest zadaniem trudnym i wymagajgcym lepszego poznania mechanizmow
odpowiedzialnych za proces genetycznej rekombinacji RNA. Zbyt skromny jest bo-
wiem obecny poziom wiedzy o strukturalnych i funkcjonalnych uwarunkowaniach
rekombinacji, a takze o oddziatywaniach zachodzacych w trakcie infekcji pomiedzy
wirusem a jego gospodarzem. Konieczne sg réwniez dalsze badania rekombinaciji

BIOTECHNOLOGIA 2 (61) 129-139 2003 137



Anna Urbanowicz i inni

pomiedzy tmRNA oraz wirusowym materialem genetycznym w warunkach zbli-
zonych do naturalnych, bez presji selekcyjnej czy drastycznych zmian w genomie
wirusowym.

Praca powstata w ramach realizacji projektu badawczego nr 6 PO4C 046 19 finansowanego przez Ko-
mitet Badan Naukowych.
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