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Бетасателлит курчавости листьев хлопка Мультана (CLCuMB) – распространенный бетасателлит, ко-
торый обычно встречается вместе с бегомовирусами, ассоциированными с заболеванием курчавости
листьев хлопка (CLCuD), в Старом Свете. Этот бетасателлит имеет малоизбирательный характер ре-
пликации и транс-реплицируется широким кругом геминивирусов. Бетасателлит CLCuMB кодирует
единственную открытую рамку считывания (ORF) βC1, расположенную в комплементарном на-
правлении, продукт которой определяет патогенность, выраженность симптомов и подавляет пост-
транскрипционный и транскрипционный сайленсинг генов. Бетасателлит успешно используют в
качестве вектора для доставки генов путем замены гена βС1 на целевой ген. В представленной рабо-
те для замены гена βC1 на ген зеленого флуоресцентного белка (GFP) использован этот же подход
и рассмотрено возможное применение полученного конструкта в качестве репортерного вектора,
позволяющего изучать локализацию геминивирусов in planta. С этой целью рекомбинантный
CLCuMB, продуцирующий GFP (CLCuMB-GFP), был использован для совместного заражения
растений Nicotiana benthamiana либо только вирусом курчавости листьев хлопка Кохрана (cotton leaf
curl Kokharan virus, CLCuKoV), либо в комбинации с бетасателлитом CLCuMB дикого типа. Пока-
зано, что CLCuKoV поддерживал репликацию и системное распространение CLCuMB-GFP как сам
по себе, так и в сочетании с CLCuMB дикого типа. Наличие CLCuMB-GFP было четко показано ме-
тодами ПЦР и Саузерн-блотинга. На основании полученных результатов можно сделать вывод, что
модифицированный бетасателлит CLCuMB может быть использован как удобный инструмент для
изучения локализации геминивирусов in planta.

Ключевые слова: клеточная локализация, CLCuKoV, CLCuMB, экспрессионный вектор, зеленый
флуоресцентный белок
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ВВЕДЕНИЕ
Бетасателлиты (род Betasatellite, семейство

Tolecusatellitidae) – это кольцевые одноцепочеч-
ные сателлиты, геном которых представлен моле-
кулой ДНК длиной около 1.3 т.н. Бетасателлиты
часто ассоциированы с геминивирусами (особен-
но с бегомовирусами). Впервые бетасателлиты
описаны в 1999 году [1], а к настоящему времени

охарактеризован 61 вид и около 1 300 их полно-
размерных изолятов из 37 стран (https://talk.ict-
vonline.org/taxonomy/) [2]. Бетасателлиты не от-
носятся к типичным сателлитным ДНК-вирусам
и используют вирус-помощник для распростра-
нения, размножения и упаковки [3]. Все функции
бетасателлитов реализованы в единственной
комплементарной открытой рамке считывания

1 Текст представлен авторами на английском языке.
Сокращения: CLCuKoV (cotton leaf curl Kokharan virus) ‒ вирус курчавости листьев хлопка Кохрана; CLCuMB (сotton leaf
curl Multan betasatellite) ‒ бетасателлит курчавости листьев хлопка Мультана; CββC1–/GFP+ ‒ рекомбинантный вектор
CLCuMB-GFP; GFP (green fluorescent protein) ‒ зеленый флуоресцентный белок; Ko ‒ ДНК CLCuKoV; Cβ ‒ ДНК CLCuMB;
п.о. ‒ пары оснований.
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(ORF), кодирующей продукт βC1 (рис. 1), кото-
рый способствует повышенному накоплению ви-
руса-помощника в растениях [4, 5], проявлению
симптомов [1, 4, 6] и подавлению транскрипци-
онного и посттранскрипционного сайленсинга
генов в ответе растения-хозяина [7]. Белок βC1
локализован по периферии клетки и в эндоплаз-
матическом ретикулуме (ЭПР), предположитель-
но участвуя в передвижении вируса [8]. Он также
регулирует уровни микроРНК, что играет роль в
процессах развития [9], связывается с ДНК и
РНК [10], взаимодействует с факторами расте-
ния-хозяина [11], подавляет выработку жасмоно-
вой кислоты [12], взаимодействует с белком PsbP,
нарушая противовирусный ответ хозяина [13], а
также взаимодействует с белком snRK1 [14].

Бетасателлит курчавости листьев хлопка Муль-
тана (сotton leaf curl Multan betasatellite, CLCuMB) –
единственный из бетасателлитов, часто встречаю-
щийся в Азии при заболевании курчавости листьев
хлопка (cotton leaf curl disease, CLCuD), ассоцииро-
ванном с бегомовирусом. CLCuMB транс-репли-
цируется с разнообразными геминивирусами, в том
числе c вирусом курчавости листьев капусты (cab-
bage leaf curl virus, CabLCV) [15], вирусом курча-
вости листьев хлопка Кохрана (cotton leaf curl
Kokharan virus, CLCuKoV) [5], вирусом курчаво-
сти листьев хлопка Гезиры (cotton leaf curl Gezira
virus, CLCuGeV) [16], вирусом курчавости ли-
стьев хлопка Мультана (cotton leaf curl Multan vi-
rus, CLCuMuV), вирусом желтой курчавости ли-
стьев томата (tomato yellow leaf curl virus, TYLCV),
вирусом желтой скрученности бамии (okra yellow
crinkle virus, OYCrV) [17], вирусом курчавости то-

мата Бангалора (tomato leaf curl Bangalore virus,
ToLCBaV) [18], вирусом деформирующей курча-
вости листьев бамии (okra enation leaf curl virus,
OELCuV) [19], вирусом курчавости листьев тома-
та (tomato leaf curl virus, ToLCV) [20, 21], вирусом
курчавости верхушки свеклы (beet curly top virus,
BCTV) [22], вирусом курчавости листьев томата
Нью-Дели (tomato leaf curl New Delhi virus,
ToLCNDV) [23, 24] и вирусом хлоротической
карликовости нута (chickpea chlorotic dwarf virus,
CpCDV) [25]. Кодируемый хелперным вирусом
белок Rep обеспечивает транс-репликацию бета-
сателлита после связывания с 9-нуклеотидной
последовательностью TAATATTAC, которая яв-
ляется единственной гомологичной последова-
тельностью, общей для бетасателлита и вируса-
помощника [26]. Малоизбирательный характер
репликации CLCuMB разнообразными гемини-
вирусами указывает на то, что бетасателлит соот-
ветствует “гипотезе универсального итерона” и
имеет уникальную последовательность, которая
имитирует последовательности итеронов и до-
пускает связывание с Rep [27]. Эта способность
CLCuMB позволяет считать его чрезвычайно по-
лезным инструментом в молекулярной биологии,
который можно использовать в качестве экспрес-
сионного вектора для изучения локализации бел-
ков in planta. К настоящему времени бетасателлит
CLCuMB уже успешно модифицируют для про-
дукции генов животных в растениях и для инду-
цированного вирусами сайленсинга генов путем
замены ORF гена βC1 на целевой ген [22, 28, 29].

Бегомовирусы (род Begomovirus, семейство
Geminiviridae) представляют серьезную угрозу
для двудольных растений, как для травянистых,
так и для деревьев. Бегомовирусы переносятся
белокрылкой; их геном, либо представленный
одной молекулой (и тогда называемый монопар-
титным), либо состоящий из двух компонентов (и
называемый бипартитным), упакован в капсид
сдвоенной формы и представлен одноцепочеч-
ной молекулой ДНК размером около 2800 нук-
леотидов [30]. Ассоциированные с вирусами од-
ноцепочечные молекулы ДНК-сателлитов были
обнаружены для подавляющего большинства мо-
нопартитных бегомовирусов и лишь для некото-
рых бипартитных бегомовирусов и мастревиру-
сов (род Mastrevirus). К настоящему времени для
геминивирусных инфекций охарактеризованы
три различных типа одноцепочечных ДНК-сател-
литных молекул: альфасателлиты, бетасателлиты
и дельтасателлиты (обнаруживаемые как по от-
дельности, так и в различных комбинациях) [25,
31, 32].

Понимание и изучение роли бетасателлитов
стало важной областью исследований в вирусоло-
гии растений за последние два десятилетия. Ви-
доизменение и использование векторов на основе
вирусов растений стало многообещающим ин-

Рис. 1. Организация генома и примерный размер мо-
лекул CLCuMB и CLCuMB-GFP. Молекула CLCuMB
кодирует ген единственного продукта, βC1, в компле-
ментарном направлении, который заменили на ген
белка GFP (gfp) с получением конструкции CLCuMB-
GFP. Сайты рестрикции (SmaI и HindIII) для заме-
ны гена βС1 на ген gfp введены с помощью специаль-
ного набора праймеров. SCR ‒ консервативная об-
ласть сателлитов; A-rich ‒ обогащенная по аденину
область.
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струментом молекулярной биологии для экспрес-
сии целевых генов в растениях. Вирусные векторы
уже широко используются при продукции полез-
ных белков в коммерческих масштабах, при до-
ставке генетического материала, в генной инже-
нерии, генной терапии и в производстве вакцин
[33‒35].

В представленной работе ORF гена βC1 бетаса-
теллита CLCuMB мы заменили на ген gfp для изу-
чения клеточной и субклеточной локализации
вируса CLCuKoV в присутствии и в отсутствие бе-
тасателлита CLCuMB дикого типа.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Продукция инфекционных клонов. Геном
CLCuMB (регистрационный номер #AJ298903)
был использован для замены гена βC1 на ген gfp
без нарушения рамки считывания. Для создания
рекомбинантного бетасателлита CLCuMB, экс-
прессирующего белок GFP (CLCuMB-GFP), был
разработан специальный набор праймеров к
фланкирующей области гена βC1, которые содер-
жали сайт для эндонуклеазы HindIII в прямом
праймере и сайты HindIII и SmaI в обратном
(табл. 1). Продукт, полученный с использованием
этих праймеров, клонировали в вектор pTZ57R/T,
используя набор InsTAclone PCR cloning kit
(“Thermo Fisher Scientific, Inc.”, США), секвени-
ровали, обрабатывали эндонуклеазой рестрик-
ции HindIII, очищали электрофоретически, ли-
гировали для получения кольцевой молекулы и,
наконец, использовали в качестве матрицы для
амплификации остова CLCuMB (несущего вве-
денные сайты рестрикции) с праймерами β01/
β02 [36]. Продукт амплификации клонировали в
вектор pTZ57R/T с получением конструкции

pTZCββC1‒. Область с частичными повторами дли-
ной около 200 п.о. (включающая ориджин репли-

кации), полученную из плазмиды pTZCββC1‒, кло-
нировали в бинарный вектор pGreen0029 по сайтам
BamHI и KpnI. Затем фрагмент длиной около

1000 п.о., полученный из pTZCββC1‒, встраивали
по сайтам KpnI с получением тандемных повторов

(pGNCββC1‒1.2). Ген белка GFP (фрагмент около
700 п.о.), обладающего сильным флуоресцентным
сигналом [37], амплифицировали с использовани-
ем специфичных праймеров (табл. 1) и клонирова-

ли в вектор pGNCββC1‒1.2 по сайтам HindIII и SmaI

с получением конструкции CββC1‒/GFP+ (рис. 1).
Инфекционные клоны CLCuKoV (регистраци-
онный номер # AJ496286) и CLCuMB описаны
ранее [38].

Инфильтрация растений Nicotiana benthamiana.
Все конструкции в бинарных векторах использо-
вали для трансформации агробактерий Agrobacte-
rium tumifaciens (штамм LBA 4404) и инфильтра-
ции растений N. benthamiana на 06‒08 стадии раз-
вития листьев, как описано ранее [39]. Растения
выдерживали в климатической камере при отсут-
ствии насекомых [5]. Растения ежедневно осмат-
ривали, проводили фотосъемку и регистрацию
симптомов на 20 сутки после инокуляции (dpi).
Продукцию белка GFP в обработанных растени-
ях анализировали с помощью флуоресцентного
микроскопа LAS AF (“Leica”, Германия). Образ-
цы листьев отбирали на 25 dpi для выделения ге-
номной ДНК, чтобы определить наличие введен-
ных вирусных компонентов с помощью ПЦР и
Саузерн-блотинга.

Анализ инфекционности CLCuKoV методами
ПЦР и гибридизации Саузерн-блот. Выделенные
экстракты геномов [40] анализировали метода-
ми диагностической ПЦР и гибридизации Сау-
зерн-блот. Для определения ДНК CLCuKoV (Ko),

CLCuMB (Cβ) и CLCuMB-GFP (CββC1‒/GFP+) бы-
ли использованы праймеры к гену белка оболоч-
ки CP (CLCKCP35sF/CLCKCP35sR), праймеры

Таблица 1. Олигонуклеотидные праймеры, использованные в работе

a Сокращения: Cβ – геном CLCuMB; CP – ген белка оболочки; gfp – ген GFP.

Праймер Последовательность 5' → 3' Примечаниеa

CLCK CP 35sF

CLCK CP 35sR

GGTCGACGAATTATGTCGAAGCGACCAG

GGATCCAATTCAATATCTATTAATTTGTCACG

Амплификация CP CLCuKoV

BETA GFP F

BETA GFP R

GATAAGCTTATGAGTAAAGGAGAAG

GGCCCGGGTTATTTGTATAGTTCATC

Клонирование и детекция gfp

BetaC1 F

BetaC1 R

ATAAATCGATATGACAACGAGCGGAACAAA

TGTTCCCGGGTTAAACGGTGAACTTTTATT

Детекция Cβ

CBBF

CBBR

TCGGAAGCTTTTCTGCTTATTTGATGGAAATG

ATAAAAGCTTCACCCCCGGGATTCCAAACAC

AAACCAGCAATGCAT

Амплификация остова Cβ (без βC1)

β01

β02

GGTACCACTACGCTACGCAGCAGCC

GGTACCTACCCTCCCAGGGGTACA

Детекция и амплификация Cβ
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β01/β02 и праймеры BETA GFP F/R (табл. 1) со-

ответственно. Наблюдаемое in vivo наличие GFP в

случае CββC1‒/GFP+ было подтверждено как в обра-

ботанных, так и в системно пораженных листьях

с использованием праймеров, специфичных к ге-

ну gfp (BETA GFP F/R; табл. 1). Для детекции Ko,

Cβ и CββC1‒/GFP+ была использована гибридиза-

ция Саузерн-блот, как описано ранее [5]. ДНК

GFP детектировали с помощью амплифициро-

ванного методом ПЦР радиоактивно меченного

зонда к гену gfp, содержащего α-[32P]dCTP. Для

детектирования сигнала гибридизации использо-

вали прибор Phosphor imager (Personal Molecular

Imager FX; “Bio-Rad”, США).

Визуализация GFP. Продукцию белка GFP в

обработанных растениях N. benthamiana сначала

анализировали с помощью ручной УФ-лампы, а

затем использовали флуоресцентный микроскоп

LAS AF (“Leica”) для наблюдения за флуоресцен-
цией в обработанных и системно заразившихся
листьях.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ инфекционности и симптомов, 
ассоциированных с вирусом CLCuKoV, в отсутствие 

или в присутствии бетасателлита CLCuMB

Заражение вирусом CLCuKoV (ДНК-конструк-
ция Ko) методом агробактериальной инфильтра-
ции вызывало скручивание листьев и утолщение
жилок у растений N. benthamiana на 12 dpi (рис. 2,
табл. 2). Впоследствии степень выраженности фе-
нотипа, ассоциированного с заражением, усилива-
лась и рост этих растений замедлялся по сравне-
нию с необработанными (рис. 2). Наличие ин-
фекции подтверждено с помощью как ПЦР, так и
гибридизации Саузерн-блот (рис. 3а).

У растений N. benthamiana, обработанных одно-
временно ДНК-конструкциями Ko и Cβ, латент-
ный период сокращался до 10 суток, а заражение
выражалось в закручивании листьев книзу, за-
держке роста и утолщении жилок (рис. 2, табл. 2).
У этих растений выраженность симптомов нарас-
тала с течением времени и развивался хлороз (по-
желтение листовых пластинок), чего не наблюда-
лось в случае обработки растений только кон-
струкцией Ko (рис. 2). Методом гибридизации
Саузерн-блот в листьях растений выявлены как
Ko, так и Cβ, при этом уровень Ko был выше, чем
в растениях, обработанных только Ko (рис. 3а, б).

Анализ инфекционности и симптомов, 
ассоциированных с вирусом CLCuKoV,

в присутствии CLCuMB-GFP

Совместная обработка Ko и CββC1–/GFP+ приво-
дила к ослаблению фенотипических проявлений
по сравнению с растениями, обработанными
только конструкцией Ko. У всех обработанных
растений N. benthamiana на 12 dpi проявлялся фе-
нотип некоторой скрученности листьев и утолще-
ния жилок (рис. 2, табл. 2). Диагностика методом
ПЦР показала, что Ko успешно транс-реплициру-

ет бетасателлитную конструкцию CββC1–/GFP+ и
формирует жизнеспособный комплекс (хотя ген
βC1 отсутствует), причем обе конструкции обна-
ружены во вновь появляющихся системно зара-
женных листьях (табл. 2). Методом Саузерн-
блотинга показано, что накопление Ko в этом
случае сравнимо с таковым для растений, иноку-
лированных только Ko (рис. 3а, в). Хотя кон-

структ CββC1‒/GFP+ достоверно детектировали ме-
тодом ПЦР, по данным Саузер-блотинга уровень

CββC1‒/GFP+ был очень низким (рис. 3в).

Рис. 2. Фенотип растений N. benthamiana, инокулиро-

ванных вирусом CLCuKoV и конструкцией CLCuMB-
GFP, в отсутствие и в присутствии бетасателлита
CLCuMB. Необработанные (здоровые; а) и обрабо-
танные контрольным раствором (б), инокулированные

Ko (в), Ko и Cβ (г), Ko и CββC1-/GFP+ (д) или Ko, Cβ и

CββC1–/GFP+ (е). Растения сфотографированы на 25 сут-

ки после инокуляции (dpi).
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в г
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Анализ инфекционности и симптомов, 
ассоциированных с CLCuKoV, в присутствии 

CLCuMB и CLCuMB-GFP

По сравнению с растениями, обработанными

Ko и CββC1–/GFP+, у растений N. benthamiana, иноку-

лированных одновременно Ko, Cβ и CββC1–/GFP+,
были более выражены следующие симптомы: за-
кручивание листьев книзу, уменьшение размера
листьев и утолщение жилок (рис. 2, табл. 2). По
сравнению же с растениями, обработанными толь-
ко Ko, в присутствии Cβ сокращался латентный
период (который составлял 10 суток), а степень вы-
раженности симптомов усиливалась вплоть до на-
чала цветения и развивался хлороз, чего не наблю-
далось у растений, инокулированных только Ko.

Транс-репликация Cβ и CββC1–/GFP+, жизнеспособ-

ность и стабильность CββC1–/GFP+ подтверждены ме-

тодом ПЦР. Показано, что CββC1–/GFP+ сохраняется
вплоть до 25 dpi (данные не приведены). Саузерн-
блот-анализ выявил более высокое накопление Ko

и Cβ (рис. 3а, б), в то время как CββC1–/GFP+ накап-
ливался на более низком уровне (рис. 3в).

Флуоресценция GFP в растениях N. benthamiana

Для всех растений, инокулированных gfp-со-
держащей конструкцией, флуоресценцию белка
GFP в сайтах инокуляции наблюдали сначала при
помощи УФ-лампы, а затем методом флуоресцент-
ной микроскопии. В необработанных (системно за-
раженных) листьях с помощью УФ-лампы флуо-
ресценция не детектировалась. Впоследствии как
инокулированные, так и неинокулированные ли-

стья исследовали методом флуоресцентной микро-
скопии. Во всех инокулированных листьях детекти-
ровали заметный уровень флуоресценции GFP по
сравнению с фрагментами ложно обработанного
листа (рис. 4). Тем не менее, в системно заражен-
ных листьях выявлены лишь разрозненные участ-
ки флуоресценции GFP в растениях, обработан-
ных конструкцией CLCuMB-GFP совместно с Ko
или Ko + CLCuMB (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Геминивирусы реплицируются с помощью
интермедиатной двухцепочечной ДНК в ядрах
инфицированных клеток растений [26, 41]. Мно-
го усилий было приложено для того, чтобы уста-
новить точную локализацию геминивирусов в
клетках растения-хозяина. Уже показано, что
ДНК геминивируов локализуется исключительно
в ядре зараженной клетки хозяина. Например, в
ходе инфекции вирусом золотистой мозаики то-
мата (tomato golden mosaic virus; TGMV) растений
N. benthamiana вирионы аккумулировались в виде
паракристаллических скоплений в ядрах ‒ как в
клетках сосудистой системы, так и в других клет-
ках [42]. Конденсация хроматина и изменения в
структуре ядра, наблюдаемые при заражении
TGMV, также были обусловлены присутствием
вирусной ДНК в ядре [43]. Кроме того, исследо-
вания гибридизации in situ как монопартитных
[44, 45], так и бипартитных [46, 47] геминивиру-
сов показали, что вирусная ДНК накапливается в
ядрах инфицированных клеток, но обычно огра-
ничивается тканями проводящей системы. До на-

Таблица 2. Анализ инфекционной способности и выраженности симптомов, вызванных вирусом CLCuKoV, в
присутствии и в отсутствие CLCuMB и CLCuMB-GFP

a Ko ‒ ДНК вируса CLCuKoV, Cβ ‒ ДНК бетасателлита CLCuMB, CββC1‒/GFP+ ‒ конструкция на основе Cβ, экспрессирую-
щая GFP. b Детекция Ko, Cβ and CββC1‒/GFP+ гибридизацией Саузерн-блот обозначена как позитивная (+), негативная (‒)
или неанализированная (n.t.). c LC ‒ скручивание листьев, DLC ‒ закручивание листьев книзу, SLC ‒ сильное закручивание
листьев, VT ‒утолщение жилок, ST ‒ отставание в росте, NS ‒ отсутствие симптомов.

Инокулята

Анализ инфекционности

Симптомыc

Латент-

ный 

период, 

сутки

ПЦР-диагностика (инфицированные 

растения/инокулированные растения)
Саузерн-блотингb

эксперимент I эксперимент II

Ko Cβ CββC1–/GFP+

Ko Cβ CββC1–/GFP+ Ko Cβ CββC1/GFP+

Ko 3/3 ‒/‒ ‒/‒ 3/3 ‒/‒ ‒/‒ (+) ‒/‒ n.t. LC и VT 12

Ko + Cβ 5/5 5/5 ‒/‒ 5/5 5/5 ‒/‒ (+) (+) n.t. DLC, VT и ST 10

Ko + 

+ CββC1‒/GFP+
5/5 ‒/‒ 5/5 5/5 ‒/‒ 5/5 (+) n.t. (+) LC и VT 12

Ko + Cβ + 

+ CββC1‒/GFP+
5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 (+) (+) (+) SLC, VT и ST 10

Контроль 0/3 ‒/‒ ‒/‒ 0/3 ‒/‒ ‒/‒ (‒) (‒) (‒) NS
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стоящего времени в исследованиях по локализа-
ции белков с использованием GFP его ген присо-
единяли к отдельным генам бегомовируса или
бетасателлита, таким как V2, CP, C4 или βC1
[48‒50], с целью выяснить роль этих генов в пере-
мещении вируса или в его локализации. До на-
стоящего момента не было исследований, в кото-
рых для выяснения локализации бегомовируса в
растении-хозяине кодируемая вирусом ORF была
бы заменена на ген gfp.

Геминивирусы реплицируются самостоятель-
но с очень высокой скоростью, тем самым обес-
печивая эффективную амплификацию любого
гена, клонированного в их геном [51]. Однако за-
мена вирусного гена на чужеродный может повли-
ять на основные функции вируса, а встраивание
дополнительного гена приведет к увеличению раз-
мера вирусного генома, что может нарушить про-

цесс сборки вирионов. Но эти проблемы можно
обойти, если использовать в качестве носителя ге-
на ДНК-сателлиты [52, 53].

Бетасателлит CLCuMB использован нами для
экспрессии гена gfp вместо βC1 (рис. 1). Получен-
ный рекомбинантный CLCuMB-GFP успешно
реплицировался и системно перемещался по расте-
нию с помощью родственного хелперного бегомо-
вируса CLCuKoV. Ранее CLCuMB был использован
с близким бегомовирусом CLCuMuV и неродствен-
ным куртовирусом BCTV для сайленсирования ге-
на GUS и экспрессии гена петунии ChsA, причем то-
же путем замены ORF βС1 [28]. В результате этого
исследования было показано, что совместное вве-
дение рекомбинантного бетасателлита CLCuMB и
хелперного вируса приводит к сайленсированию
гена GUS в растениях петунии, а в трансгенных
растениях табаках была достигнута гиперпродук-

Рис. 3. Детекция ДНК CLCuKoV, CLCuMB, и CLCuMB-GFP гибридизацией Саузерн-блот. ДНК CLCuKoV обнару-

живали с помощью радиоактивно меченного ампликона гена CP, ДНК CLCuMB – с использованием радиоактивно
меченного ампликона гена βC1, а ДНК GFP – c помощью амплифицированного методом ПЦР радиоактивно меченного

гена gfp. Все зонды содержали радиоактивную метку α-[32P]dCTP. Образцы ДНК, нанесенные на гель, были получены из
верхних листьев ложнообработанных (контрольных) растений (дорожка M), либо необработанных растений (H). а ‒
ДНК CLCuKoV (0.5 нг) нанесена как положительный контроль (дорожка 1), далее нанесены образцы ДНК, выделен-

ные из растений, обработанных Ko (дорожки 2 и 3), Ko и Cβ (дорожка 4), Ko и CββC1‒/GFP+ (дорожки 5 и 6), а также

одновременно Ko, Cβ и CββC1‒/GFP+ (дорожки 7 и 8). б ‒ ДНК CLCuMB (0.5 нг) нанесена как положительный кон-

троль (дорожка 1), Ko и Cβ (дорожка 2), Ko, Cβ и CββC1‒/GFP+ (дорожка 3). в ‒ Ko и CββC1‒/GFP+ (дорожка 1), Ko, Cβ
и CββC1‒/GFP+ (дорожки 2 и 3), ДНК CββC1‒/GFP+ (1 нг) в качестве положительного контроля (дорожка 4). Реплика-

тивные формы вирусной ДНК обозначены как SS ‒ одноцепочечная, SC ‒ суперскрученная, OC ‒ открытая кольцевая.
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ция белка ChsA. Полученные нами результаты со-

гласуются с этими данными. Таким образом, бе-

тасателлит CLCuMB может быть использован как

инструмент для эффективной доставки целевых

генов в растения. В аналогичном исследовании

авторы использовали возможности CLCuMB для

доставки гена B-клеточной лимфомы-2 (Bcl-2)

наряду с двумя генами оболочки ВИЧ-1, gag и p24,

в растения N. benthamiana и N. glutinosa, в резуль-

тате показав успешную экспрессию генов p24 и

Bcl-2 в растениях [22, 54]. Бетасателлит CLCuMB

использовали и для развития у растений устойчи-

вости к хелперным бегомовирусам. Для этого ген

барназы разрезали и встраивали во фланкирую-

щие области CLCuMB таким образом, чтобы он

активировался белком Rep, который кодируется

хелперным бегомовирусом. Когда растения, об-

ладающие кассетой с бетасателлитом и разделен-

Рис. 4. Анализ флуоресценции GFP в листьях растений N. benthamiana. Листья ложно инфильтрированы (а), иноку-

лированы конструкцией CββC1‒/GFP+ (б) или Ko + Cβ + CββC1‒/GFP+ (в, г); системно зараженные листья растений,

инокулированных Ko + CββC1‒/GFP+ (д) или Ko + Cβ + CββC1‒/GFP+ (е).
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ным геном барназы, заражали вирусом ToLCV,
молекулы бетасателлита реплицировались, при-
водя к экспрессии активного гена барназы, что в
свою очередь приводило к разрушению инфици-
рованной клетки [55].

Известно несколько исследований, в которых
определяли характер локализации белка βC1 в
растительной клетке путем создания химерного
белка βC1 и репортерных генов [11, 56‒59]. В них
показано, что белок βC1 формирует мультимер-
ные комплексы: точечные или гранулярные тель-
ца ‒ и локализуется по периферии клетки и в яд-
ре. Изучению различных бетасателлитов уделяет-
ся большое внимание с целью понять их роль в
развитии геминивирусных инфекций. Несмотря
на это, только в одной работе описана локализация
бегомовируса в присутствии бетасателлита, что уда-
лось выявить методом гибридизации in situ [21]. По-
скольку CLCuMB транс-реплицируется разными
геминивирусами, использование GFP-продуци-
рующей конструкции на основе этого бетасателли-
та позволит выяснить как локализацию геминиви-
русов в различных тканях растения, так и лучше
понять механизм их репликации.

Обработка растений одновременно рекомби-
нантной конструкцией CLCuMB-GFP, вирусом
CLCuKoV и бетасателлитом дикого типа CLCuMB
приводила к более выраженной симптоматике по
сравнению с растениями, инокулированными
CLCuKoV и CLCuMB. Ранее сообщалось, что де-
леция A-обогащенного участка китайского бета-
сателлита желтой курчавости листьев томата при-
водила к смягчению симптомов у растений N.
benthamiana [60]. Следовательно, серьезность
симптомов, вероятно, может быть связана с нали-
чием двух A-богатых участков, один из которых
содержится в конструкции CLCuMB-GFP, а вто-
рой – в бетасателлите CLCuMB дикого типа. Од-
нако эту гипотезу еще предстоит подтвердить.

В листьях системно зараженных геминивиру-
сом растений N. benthamiana, инокулированных
конструкцией CLCuMB-GFP, флуоресценцию
наблюдали только в отдельных участках листа.
Возможно, это определяется паттерном локали-
зации геминивирусов, так как их репликация
ограничена флоэмой и они остаются связанными
с тканями проводящей системы [46]. С этими
данными согласуются полученные нами резуль-
таты: методом гибридизации Саузерн-блот выяв-
лен очень низкий уровень продукта CLCuMB-
GFP. Кроме того, раньше показано, что CLCuMB
локализован в клетках флоэмы и не способен вы-
свобождать монопартитный бегомовирус из этих
клеток, в отличие от некоторых бипартитных бе-
гомовирусов [21]. Низкое содержание GFP может
быть связано и с размером конструкции CLCuMB-
GFP, так как она содержит почти на 350 нуклео-
тидов больше, чем CLCuMB дикого типа. Хотя

нет прямых сведений относительно влияния раз-
мера на продуктивность ДНК-сателлитов, ранее
показано, что при введении вставки в геномную
последовательность вируса полосатости куку-
рузы или африканского вируса мозаики манио-
ка сильно снижается эффективность заражения
[61, 62], а увеличенный в размере вирусный ге-
ном не выдерживает давления отбора на упа-
ковку и транспорт вирусных частиц. Логично
предположить, что это справедливо и в случае
CLCuMB-GFP.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Используя световую микроскопию, мы иссле-
довали транс-репликацию CLCuMB-GFP с геми-
нивирусом CLCuKoV. На основании получен-
ных результатов можно рассматривать кон-
структ CLCuMB-GFP в качестве перспективного
репортерного вектора для исследования локализа-
ции геминивирусов in planta. В дальнейшем плани-
руется продолжить это исследование с использо-
ванием конфокальной микроскопии, что позво-
лит выявить новые возможности CLCuMB-GFP и
расширить наши знания по локализации гемини-
вирусов в клетках растения.
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COTTON LEAF CURL MULTAN BETASATELLITE AS A TOOL TO STUDY
THE LOCALIZATION OF GEMINIVIRUSES IN PLANTS

Z. Iqbal1, *, **, M. N. Sattar2, and M. Khurshid3

1Central Laboratories, King Faisal University, Al-Ahsa, 31982 Kingdom of Saudi Arabia
2Department of Agricultural Biotechnology, College of Agriculture and Food Sciences, King Faisal University,
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3Institute of Biochemistry and Biotechnology, University of the Punjab,

Quaid-e-Azam Campus, Lahore, 54590 Pakistan
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**e-mail: zafariqbal2009@gmail.com

Cotton leaf curl Multan betasatellite (CLCuMB) is a ubiquitous betasatellite commonly found along with
cotton leaf curl disease (CLCuD) associated begomoviruses in the Old World. It has a promiscuous replicative
nature and trans-replicated by a diverse range of geminiviruses. CLCuMB encodes a single ORF, βC1, in the
complementary direction and has pathogenicity, symptoms determinant, suppressor of post-transcription and
transcription gene silencing functions. After substituting the βC1 gene with the target gene, it has been used suc-
cessfully as a gene delivery vector. In the present study, the βC1 gene of CLCuMB was substituted with the green
fluorescent protein (GFP) gene, and the resulting construct utilized as a reporter vector to decipher in planta
localization of geminiviruses. The recombinant CLCuMB expressing GFP (CLCuMB-GFP) was co-inoculated
to Nicotiana benthamiana plants either with Cotton leaf curl Kokharan virus (CLCuKoV) alone or in a combi-
nation with the wild type CLCuMB to investigate the objectives of the study. Results showed that CLCuKoV
successfully supported the replication and systemic movement of CLCuMB-GFP either alone or in the presence
of wild type CLCuMB. The presence of CLCuMB-GFP was readily detected with PCR and Southern blot
hybridization. The modified CLCuMB may serve as a tool useful for in planta localization of geminiviruses.

Keywords: cellular localization, CLCuKoV, CLCuMB, expression vector, green fluorescent protein
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