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1.Wstep

irusy, ze wzgledu na niewielkie rozmiary swojego genomu, stanowig

dogodny obiekt badan organizacji struktury i funkcji genéw. Genomy

ogromnej wigkszosci wirusow roslinnych, a takze wirusow bakteryjny
(MS2, QP) i zwierzecych (pikomawimsy, koronawirusy, alfawirusy, flawiwi-
rusy i in.) zbudowane sg z RNA i w cyklu zyciowym nie podlegajg odwrotnej
transkrypcji do DNA (1). Uniemozliwia to zastosowanie wielu technik inzy-
nierii genetycznej do badann zaréwno poznawczych jak i aplikacyjnych (2).
Z tych wzgledéw wiedza molekularna o wirusach, ktérych genom stanowi
RNA, do czasu opracowania metody infekcyjnych klonéw, polegajacej na uzy-
skaniu petnej kopii cDNA genomu wirusa, a nastepnie ich transkrypcji byta
stosunkowo niewielka (3). W szczeg6lnosci opracowanie tych technik wpty-
neto na pogiebienie wiedzy o wirusach roslinnych (4).

Tematem opracowania jest oméwienie tych metod i ich zastosowanie. Po-
step w tych badaniach umozliwit réwnoczesny rozwdj innych metod, takich
jak izolacja i transformacja protoplastéw, czy wprowadzania materiatu gene-
tycznego za posrednictwem naturalnych wektoréw czy techniki tzw. armatki
genowej (5,6).

2. Konstrukcje infekcyjnych klonow

Zasada konstrukcji infekcyjnych transkryptéw jest prosta i zostata sche-
matycznie przedstawiona na rys. 1 (7). Informacja genetyczna zawarta w ge-
nomie wirusa RNA zostaje przepisana do postaci cDNA. Wyizolowany geno-
mowy RNA wirusa stuzy jako matryca do syntezy pierwszej nici cDNA przez
odwrotng transkryptaze. Tak otrzymana pierwsza ni¢ cDNA stanowi matryce
do syntezy drugiej nici cDNA, katalizowanej przez polimeraze DNA zaleznag
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Rys. 1. Konstrukcja infekcyjnych klonéw.

od DNA. W przypadku wiruséw o krotkich podzielonych genomach mozliwe
jest jednostopniowe otrzymanie petnej diugosci kopii cDNA po jednej reakcji
syntezy. Zwykle jednak genomy wirusow roslinnych sg wieksze niz 2-3 kb
i konieczne jest skiadanie petnej kopii z paru klonéw, zawierajagcych nakta-
dajgce sie fragmenty cDNA wirusa (8,9,10).

Do zsyntetyzowanego in vitro dwuniciowego cDNA, odpowiadajgcego pet-
nemu genomowi wirusa, dotgcza sie odpowiedni promotor i rekombinuje
z plazmidem. W zaleznosci od tego jaki rodzaj promotora zostanie uzyty mo-
zemy rozréznié dwie strategie konstrukcji infekcyjnych klonéw: a) promotor
fagowy — system RNA, b) promotor eukariotyczny — system DNA. Tak
skonstruowana czasteczka, zawierajgca dwuniciowy cDNA genomu wirusa,
umozliwia szybkie powielenie badanego materiatu genetycznego, ktéry mozna
dowolnie modyfikowaé, a nastepnie bada¢ wptyw wprowadzonych zmian na
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proces replikacji, czy dalsze etapy cyklu zyciowego wirusa. Na przykiad mu-
tacje w genach kodujacych podjednostki replikazy beda interferowac¢ z po-
wielaniem sie RNA wirusa, mutacje w genie biatka ptaszcza uniemoztiwig
tworzenie czastek wirusowych.

Konstrukcje infekcyjnych ktonow schematycznie przedstawiono na rys. 1.
W systemie RNA transkiypcja przeprowadzana jest przez fagowe polimerazy
RNA in vitro. Otrzymany transkrypt, identyczny z genomem RNA wirusa,
nalezy wprowadzi¢ do protoplastéw roslinnych. Obecno$¢ w protoplastach
petnego aparatu transtacyjnego komarki roslinnej umozliwa replikacje wpro-
wadzonego transkryptu, powstawanie biatek wirusowych i skiadanie wirio-
néw. W przypadkach niektorych wiruséw mozliwa jest infekcja metodg me-
chaniczng catych roslin transkryptem syntetyzowanym in vitro.

Do sledzenia przebiegu poszczegolnych etapéw cyklu zyciowego wirusa
zastosowano réznorodne metody. Proces replikacji wirusa bada sie zwykle
stosujac metode Northema, natomiast obecnos¢ biatek wirusowych, czy wi-
rionéw stwierdza sie za pomocg metod immunologicznych. System ten, hi-
storycznie starszy, po raz pierwszy opisany zostat dla bakteriofaga Qp (11),
a nastepnie dla wirusa mozaiki stoktosy BMV (7). Obecnie infekcyjne trans-
kiypty znane sag dla co najmniej 34 roznych wiruséw roslinnych (8).

W systemie DNA, najczesciej stosowanym jest promotor wirusa 35S RNA
mozaiki kalafiora, ulegajacy konstytutywnej ekspresji w roslinach. Peing ko-
pie ¢cDNA genomu wirusa, zawartg miedzy promotorem a terminatorem
transkrypcji, wprowadza sie do rosliny uszkadzajac ja mechanicznie lub me-
todg armatki genowej (6). Infekcyjny klon mozna réwniez wprowadzi¢ do
protoplastéw. Obecno$¢ 35S RNA promotora umozliwia transkrypcje genomu
wirusa in vivo. Aktywnos$¢ biologiczng wprowadzonego klonu bada sie tak
jak w systemie RNA. Do tej pory opisano infekcyjne klony cDNA znacznie
mniejszej liczby, bo okoto 10 réznych wiruséw ro$linnych (8,12).

Trudno zdecydowanie oceni¢, ktéry z opisanych systemoéw jest korzyst-
niejszy. Niewatpliwg zaleta systemu DNA, w ktérym transkrypcja zachodzi
in vivo, jest ominiecie procedur in vitro, co pozwala unikng¢ pracy z RNA,
materiatem fatwo utegajgcym degradacji. Ponadto, synteza transkryptu in
vitro jest procesem kosztownym, wymagajgcym zazwyczaj przeprowadzenia
etapu dotgczenia do 5 konca transkryptu czapeczki m7GpppG. Jednakze
sama konstrukcja klonu z promotorem 35S jest trudniejsza, ze wzgledu na
wielkos¢ promotora (okoto 1Kb), niz przytgczenie promotora fagowego. Inng
zaletg systemu in vivo jest rdwniez mozliwo$¢ bezposredniego zakazania ro-
$liny wirusami przenoszonymi w przyrodzie tylko za posrednictwem wekto-
row. W tym celu cDNA, odpowiadajacy genomowi wirusa, umieszczono w pla-
zmidzie Ti, a nastepnie otrzymanym hybrydowym plazmidem transformowa-
no Agrobacterium tumefaciens, naturalnego gospodarza plazmidéw Ti. Trans-
formowane bakterie wprowadzono do roslin, a proces ten nosi nazwe agro-
infekcji. Technike te opracowano dla wirusa zachodniej zéttaczki buraka
(BWYV), przenoszonego jedyuie przez mszyce (13). Wprowadzenie kopii ge-
nomu za pomoca agroinfekcji umozliwito badanie kolejnych etapéw cyklu
zyciowego tego wirusa w roslinie — gospodarza.
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Infekcyjny klon tego wirusa otrzymano poprzednio (9) w systemie trans-
krypcji in vitro co spowodowato, ze badania ograniczone byty jedynie do
poznania etapow replikacji i sktadania wirionu.

3. Czynniki wptywajace na aktywno$¢ biologiczng klonéw

Skonstruowanie kopii cDNA genomu wirusa dotgczonej do promotora ini-
cjujacego transkrypcje in vitro lub in vivo nie jest jednoznaczne z otrzyma-
niem w petni aktywnego biotogicznie klonu. Po to by otrzymany transkrypt
ulegt replikacji i mogt wejs¢ do dalszych etapdéw cyklu zyciowego wirusa
powinien by¢ identyczny z wirusowym RNA, poniewaz te procesy wymagaja
licznych oddziatywan transkryptu z biatkami komoérkowymi, systemem trans-
lacyjnym gospodarza, jak i wirusowym kompteksem replikacyjnym.

Cl;ynnikami wptywajacymi na aktywnos¢ biotogiczna infekcyjnego klonu sa;

a) stopien heterogennosci transkryptu,

b) obecno$¢ mutacji punktowych,

¢) sekwencja nukleotydéw 5 i 3' koncéw transkryptu,

d) obecnos$¢ czapeczki na 5' i sekwencji poli A na 3' koncu transkryptu.

Polimerazy RNA nie maja wiasciwosci korektorskich (14), co moze by¢
przyczyna pojawiania sie btedow w sekwencji samego transkryptu. Ponadto
w czasie otrz3nnywania cDNA (przez odwrotna transkrypcje) i tancuchowej
reakcji polimerazy (PCR) mogto zdarzy¢ sie btedne wprowadzenie nukteotydéw
kreujace niekorzystne mutacje. Mutacje moga spowodowac¢ brak infekcyjnosci
uzyskanego kionu (14,15). Przypadki takie sg niejednokrotnie opis3rwane w li-
teraturze (16,17).

Poszczegdlne etapy konstmkcji kopii cDNA genomu wirusa, takie jak przy-
tagczenie promotora, czy wprowadzanie na 3' koricu unikatowego miejsca re-
strykcyjnego, moga spowodowa¢ obecnos$¢ na 5 i 3' koricu obcych nie wi-
rusowych sekwencji co ma duzy wpltyw na ostateczng aktywnos¢ biologiczna.
Szczegblne znaczenie majg sekwencje 5 korica (18,19) transkryptu, gdzie
obecno$¢ nawet paru obcych nukleotydéw obniza, a nawet niekiedy catko-
wicie znosi infekcyjnos¢. Ciekawe, ze obecnos$¢ obcych w sekwencji nukieo-
tydéw przy transkrypcji in vivo jest znacznie lepiej tolerowana niz w przy-
padku infekcji transkryptem in vitro. W przypadku wirusa nekrozy zylek
buraka, klon, ktéry zawierat 30 obcych nukieotydéw przed 5 koncem geno-
mu wirusowego utegat in vivo replikacji, natomiast transkrypt otrzymany in
vitro byt catkowicie nieaktywny. Przedtuzenie 3' kornica o 1 do 7 nukieotydéw
nie ma wplywu na aktywnos$¢ biologiczna.

W potomnych genomach ,,obce” nukleotydy na 5' i 3' koricu sg usuwane
i wielko$¢ genomu w potomnych wirionach odpowiada wielkos$ci naturalnej.
Nie wiadomo, czy za te korekte odpowiedzialne sg nukleazy gospodarza, czy
replikazy rozpoznajgce wewnetrzne miejsce inicjacji transkrypcji (1-9,16,21,22).
Natomiast mutacje wewnatrz genomu, wprowadzane celowo lub przypadko-
wo, utrzymuja sie w potomnych wirusach, co umozliwia badanie ich wptywu
na cykl zyciowy wirusa i funkcje poszczegélnych gendw (23,24,25).
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Obecnos$¢ czapeczki na 5' koncu transkiyptu podnosi, a niekiedy warun-
kuje infekcyjnos$¢ transkiyptu. Prawdopodobnie wigze sie z nig wydajniejsza
translacja transkiyptu oraz zwiekszona jego stabilno$¢ w komérce roslinne;j.
W niektoiych wirusach czapeczka moze by¢ zastgpiona przez wirusowe biat-
ko zwigzane kowalencyjnie z 5" koncem genomu fVpg — Viral protein geno-
me linked).

W czasie transkrypcji in vivo moze nastepowaé przedwczesna terminacja
transkrypcji, powodujaca w efekcie powstanie pewnej liczby krétszych trans-
kiyptow. Tego typu, niezdolne do samodzielnej replikacji, czasteczki RNA
wspoétzawodniczg z czasteczkami aktywnymi biotogicznie o biatka wirusowe
i czynniki gospodarza, uczestniczgce w namnazaniu wirusa.

Nie zawsze dfa kazdego wirusa mozliwe jest uzyskanie infekcyjnego klonu.
Niekiedy prawdziwym problemem staje sie niestabilnos¢ petnej kopii cDNA
w bakteriach. Produkty gendéw niektérych wirusdw sg toksyczne dla bakterii
i w trakcie replikacji rekombinowanego plazmidu powstaja mutacje, ktére
zapobiegajg syntezie toksycznych produktéow. Zjawisko to opisano w przy-
padku RNA2 wirusa nekrozy zytek buraka. Problem ten udato sie przezwy-
ciezy¢ prowadzac transkiypcje in vitro petnej diugosci cDNA bezposrednio,
unikajac klonowania w bakteriach (26).

4, Zastosowanie infekcyjnych klonow

Sklonowanie w plazmidzie petnej kopii genomu wirusa umozliwia nie tylko
otrzymanie, praktycznie biorac, dowolnej liczby kopii jego materiatu genety-
cznego, ate réwniez wprowadzenie mutacji i rearanzacje genomu, a nastepnie
badanie wptywu wprowadzonych zmian na cykl zyciowy wirusa. Warto przy-
pomnieé, ze techniki inzynierii genetycznej nie majg zastosowania na pozio-
mie RNA genomowego. Opracowanie wymienionych metod znacznie rozszerza
zastosowanie infekcyjnych klonéw, zwiaszcza jesti sie wezmie pod uwage, ze
wyodrebnienie wiruséw z rosliny sprawia niekiedy trudnosci. Pewne wirusy
(np. wirus lisciozwoju ziemniaka ) namnazajg sie bowiem tylko w okreslonych
tkankach i to w niewielkich ilosciach (27).

Infekcyjnych klonéw uzyto w badaniach zmierzajacych ku:

a) analizie funkcji genéw i roli cis i trans elementéw regulacyjnych,

b) wykorzystaniu infekcyjnych klonoéw jako wektoréw do ekspresji obcych
gendw,

¢) ustaleniu udziatu biatek i biatkowych czynnikow komorek gospodarza
w cyklu zyciowym wirusa.

Bez watpienia najwigcej nowych danych molekularnych przyniosty prace
zwigzane z analizg funkcji genéw, na co przytoczy¢ mozna wiele przyktadéw.

Skonstruowanie infekcyjnego klonu wirusa z6ttej kartowatosci jeczmienia
(BYDV) zaopatrzonego w promotor faga T7 oraz wprowadzenie mutacji do
ORFV i ORFVI kionu, udowodnity niezbednos¢ produktéw tych genéw w re-
plikacji wirusa (28).
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Badacze francuscy ze Strasburga (8) otrzymali infekcyjny transkrypt in-
nego wirusa z grupy luteo — BWYV. Wprowadzenie mutacji do ORF2 i ORF3
wykazato niezbednos¢ ekspresji tych gendéw w replikacji wirusa i potwierdzito
uprzednie przypuszczenie, ze sg to geny kodujgce podjednostki polimerazy
RNA zaleznej od RNA. Analizujac wiele delecji zaczynajacych sie w ORF®6,
a siegajacych az do ORF4, wykazano, ze delecyjne mutanty moga sie repli-
kowaé, ale dla procesu skladania czasteczki wirusa niezbedne jest biatko
ptaszcza — produkt ORF4.

W dalszych pracach badacze ci doprowadzili do konstrukcji klonu, w kt6-
rym cDNA genomu wirusa dotgczono do promotora 35S, co umozliwito za-
kazenia roslin wirusem w drodze agroinfekcji (29). W przeprowadzonych ba-
daniach wykazano, ze biatko P74, zlozone w czesci N-terminatnej z biatka
ptaszcza i tzw. biatka read-through (RT), powstajagcego w wyniku supresji
stop kodonu oddzielajgcego gen biatka ptaszcza od nastepnego genu, jest
niezbedne do przenoszenia wirusa przez mszyce. Mutacje w sekwencjach
kodujgcych RT uniemozliwiajg transmisje przez mszyce i maja réwniez wplyw
na akumulacje wirusa w agroinfekowanych roslinach.

Podobne prace prowadzone byty réwniez w przypadku kilku innych wiru-
sow i doprowadzity one do identyfikacji funkcji wielu genoéw (30). Poglebienie
wiedzy z zakresu biologii molekularnej wiruséw bez watpienia utatwi prowa-
dzenie prac majacych na celu otrzymanie roslin opornych na infekcje wiru-
sowe. Przykladowo: w Infekcyjnym klonie wirusa mozaiki lucerny — AIMV
(31) zidentyfikowano gen replikazy zaleznej od RNA. W genie tym zmutowano
sekwencje niezbedng do aktywnosci enzymatycznej biatka i zmutowanym ge-
nem transfekowano lucerne, uzyskujac rosliny oporne na AIMV (32).

Obiecujagcym zastosowaniem opisywanej, strategii, jak sie wydaje, jest uzy-
cie infekcyjnych klonéw jako wektorow do ekspresji obcych biatek. W pracy
(33), autorzy donoszg o wykorzystaniu kopii cDNA wirusa mozaiki tytoniowej
(TMV) do biosyntezy epitopéw malarii. W tym celu wiaczono sekwencje nu-
kleotydowsg kodujacg wybrane epitopy do odpowiednich regionéw cDNA genu
biatka ptaszcza, a nastepnie syntetyzowanym in vitro transkryptem infeko-
wano rosliny tytoniu. Chimeryczne wirusy namnazaty sie z nieco nizszg wy-
dajnoscig niz dzikie, ale biorgc pod uwage szybkos$¢ przyrostu biomasy ty-
toniu, tatwos¢ izolacji i oczyszczania wirionéw, metoda ta moze znacznie
obnizy¢ koszt produkcji szczepionek i innych produktow peptydowych. W ge-
nomie potomnych wirionéw potwierdzono obecnos$¢ sekwencji kodujgcych
epitop. Wiriony te sg infekcyjne i chimeryczne wirusy mozna by wykorzystac¢
do masowej produkcji szczepionek.

Whbudowanie epitopu w biatko ptaszcza wimsa TMV jest niezwykle do-
godne, poniewaz proces oczyszczenia tego biatka z wyodrebnionego wirionu
jest tatwy i nie obarczony koniecznoscig eliminacji interfei*ujacych czynni-
kéw. Innym przyktadem zastosowania infekcyjnych klonoéw jako wektorow
do rodlin jest praca, w ktorej autorzy donoszg o wprowadzeniu do genomu
wirusa genu p-glukuronidazy (GUS) (34). Stwierdzono, ze wprowadzony gen
ulega ekspresiji i biatko to jest prawidtowo wycinane z poliproteiny wirusowej,
zachowujac petng aktywno$¢ enzymatyczng. W tym przypadku, jest to do-
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skonata metoda $ledzenia drég i kinetyki rozchodzenia sie wirusa w tkan-
kach roslinnych, poniewaz akt}rwnos$¢ tego enzymu fatwo oznaczy¢ in situ.

Infekcyjne klony wykorzystuje sie réwniez do badania roli czynnikéw go-
spodarza zaangazowanych w procesy zyciowe wirusa. Badania takie Ahlquist
prowadzit dla wirusa mozaiki stoktosy (BMV). Genom BMV skiada sie z trzech
czagsteczek RNA, z ktérych dwie kodujg biatka zangazowane w replikacje,
a trzecia (RNA3) biatko uczestniczgce w przemieszczaniu sie wirusa z ko-
morki do komorki oraz biatko ptaszcza wirusowego (35).

Ze wzgledu na bardzo dobra znajomos¢ genetyki drozdzy Saccharomyces
cerevisiae, wykorzystano je do replikacji BMV (36). W pracy tej geny kodujgce
wirusowe biatka replikacyjne, zlokalizowane na RNAI i RNA2, wprowadzono
do drozdzy w plazmidach ekspresyjnych. Drozdze te nastepnie transformo-
wano in vivo otrzymanym transkiyptem klonu zawierajgcym cDNA RNA3
z wprowadzonym dodatkowo drozdzowym genem markerowym ura. Stwier-
dzenie replikacji RNA BMV w komoérkach drozdzowych $wiadczy o obecnosci
w nich wszelkich niezbednych czynnikédw uczestniczacych w tym procesie.
W przysztosci zastosowanie ticznych mutantéw drozdzowych moze umoztiwl¢
identyfikacje biatek gospodarza niezbednych do replikacji BMV.

5. Zagrozenia wynikajace z rekombinacji RNA

Bez watpienia technika infekcyjnych klonéw bedzie w niedalekiej przy-
sztosci odgrywata coraz wiekszg rote, zar6bwno w badaniach podstawowych
jak i aplikacyjnych. Trzeba zdawaé sobie sprawe, ze kazdy postep niesie ze
sobg pewne zagrozenia. W ostatnich latach spotykamy coraz wiecej przykia-
doéw zwigzanych z zagrozeniami wynikajgc}mi z niewlasciwym wprowadza-
niem do praktyki nowych produktow czy technik.

Zagrozeniem jest tu mozliwo$¢ rekombinacji miedzy RNA wdrusa nieza-
leznie infekujgcego rosline a RNA infekcyjnego klonu, czy RNA transgenu.
Greene i Allison (37) wykazali zachodzenie rekombinacji miedzy RNA infe-
kcyjnego klonu wirusa chlorotycznej pstrosci wspiegi (CCMV) z czeSciowa
delecjg w genie CP a RNA transgenu. Wprowadzany transkrypt CCMV ulegat
replikacji, ale nie byt zdoilny do rozprzestrzeniania sie w rostinie. Rekombi-
nacja miedzy dwiema czagsteczkami RNA umozliwita powstanie wirusa zdol-
nego do systemicznego rozchodzenia sie w roslinie.

W literaturze istnieje wiele innych przyktadéw na zachodzenie rekombinacji
miedzy RNA. Zaobserwowano (38) rekombinacje miedzy defektywnymi inter-
ferujagcymi (DI) RNA wirusa krzaczastosci pedow pomidora a niepetnej dtu-
gosci RNA wirusa nekrozy ogorka. Rekombinacja miata miejsce miedzy niere-
plikujgcymi sie RNA i doprowadzita do powstania w peini zdolnych do repli-
kacji chimerycznych czastek RNA wirusowego.

Ocena stopnia zagrozenia i zastanowienie sie jakie srodki ostroznosci po-
winny by¢ podjete zanim infekcyjne klony, czy transgeniczne rosliny zostang
powszechnie wprowadzone jest zadaniem dla naukowcow, ktérzy wypraco-
wujg te techniki badan na skale laboratoryjna.
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6. Podsumowanie

Technika infekcyjnego klonu genomu wirusa znacznie rozszerzyta nasza

wiedze o biologii molekularnej wiruséw roslinnych. W pracy oméwiono sy-
stem transkrypcji in vitro i in vivo, jak rowniez e?ynniki wptywajgee na aktyw-
nosc¢ biologiczng skonstruowanego klonu. Zastosowanie tej teehniki nie ogra-
nieza sie do badan poznawezych, ale réwniez ma zastosowanie w badaniaeh
aplikaeyjnyeh.
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Infectious cDNA clones of plant viruses
Summary

Obtaining of infectious clones (as cDNAs or as in vitro — transcribed RNA copies) corre-
sponding to the genomes of RNA viruses has greatly enhanced investigations. The different
strategies employed to construct infectious clones from plant RNA virus and parameters affecting
infectivity of such clones have been described.

The system represents a powerful tool for studying plant virus replication, short and long
distance virus movement and the virus — host interactions. It may serve as autonomously
replicating vectors for the expression of foreign genes in plants.
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