Streszczenie

Wirus nekrozy pomidora (Tomato torrado virus, ToTV) jest groznym
patogenem nalezacym do rodzaju Torradovirus w rodzinie Secoviridae porazajgcym
rosliny z rodziny Solanaceae, gtownie Solanum lycopersicum L. Tematyka badan
podjetych w ramach pracy doktorskiej skupia si¢ na analizie wlasciwosci biologicznych,

a przede wszystkim na charakterystyce genetycznej ToTV.

Na podstawie doswiadczen szklarniowych wskazano zakres roslin
zywicielskich, do ktérych naleza m.in. pomidor, psianka podluzna i ziemniak.
Okreslono typowe objawy choroby powodowanej ToTV, takie jak zahamowanie
wzrostu roéliny, deformacje lisci, nekrozy blaszek lisciowych obejmujgce w nastgpstwie

calg rosling, prowadzac do jej obumierania.

Poznano i scharakteryzowano peilne genomy izolatow ToTV wystepujacych
w Polsce: Wal’03, Kra i Ros. Przeprowadzono analizy porownawcze znanych sekwencji
RNA ToTV, nici genomowych, regionéw kodujacych i niekodujacych, wskazujac na
bardzo wysoki poziom identycznosci sekwencji RNA (97-100%) wewnatrz gatunku
ToTV i nizszy pomig¢dzy gatunkami rodzaju Torradovirus. Najwigksze zréznicowanie
genetyczne obserwowano pomigdzy ToTV a wirusem Lettuce necrotic leaf curl virus
(LNLCV) oraz niedawno zidentyfikowanym potencjalnym przedstawicielem
torradowiruséw - Motherwort yellow mottle virus (MyMoV). W kolejnym etapie badan
podjeto analizy filogenetyczne. Na podstawie uzyskanych dendrograméw rodzaj
Torradovirus zostat podzielony na trzy klady. Pierwszy grupuje izolaty wirusa ToTV,
drugi, najbardziej pokrewny filogenetycznie stanowia Tomato marchitez virus
(ToMarV), Tomato chocolate virus (ToChV), Tomato chocolate spot virus (ToChSV),
zas$ najbardziej odlegly grupg reprezentuja LNLCV i MyMoV.

Obserwacje symptomow chorobowych na pomidorze (a p6zniej na ziemniaku)
wywolanych zakazeniem izolatami Wal’03 oraz Kra wskazywaly na roznice w ich
wirulencji, stad podj¢to badania nad okresleniem poziomu akumulacji RNA izolatow

ToTV u roslin pomidora i tytoniu. Wykazano znacznie wyzszy poziom akumulacji



RNA izolatu Kra niz RNA izolatu Wal’03 w komdrkach obu gospodarzy, co moze by¢
determinowane réznicami w genomie pomigdzy izolatami, w tym, w regionie

niekodujgcym 3'-UTR.

Najwigksze zréznicowanie sekwencji RNA pomigdzy izolatami ToTV, jak
rowniez w puli RNA nalezacych do pojedynczych izolatow stwierdzono w regionie 3'-
UTR RNA1, w ktérym odnotowano obecnosé charakterystycznych delecji (od kilku do
stu kilkudziesieciu nukleotydow). W celu monitorowania zmiennosci w 3'-UTR ToTV
opracowano protokol reakcji HRM real-time PCR. Przebieg uzyskanych krzywych
dysocjacji i profil punktow topnienia potwierdza znaczna heterogennos¢ badanego
regionu wewnatrz analizowanych izolatéw. Tego typu .zjawisko opisano po raz
pierwszy dla wiruséw rodlinnych. W obrgbie 3'-UTR RNAI wykazano istnienie
minimum pigciu wariantow genetycznych dla izolatu Kra, oraz trzech wariantow
i dwoch subwariantéw dla izolatu Ros. Stwierdzono tez charakterystyczna dla ToTV
organizacj¢ regionu 3-UTR, wskazujagc na obecnos¢ powtorzen (duplikacji)
fragmentéw sekwencji tzw. direct repeats. Taka heterogennos¢ regionu UTR u wirusa
ToTV moze mie¢ wplyw na przebieg patogenezy, dla replikacji wirusa w komorkach

gospodarza, jak rowniez jego transmisji (jak np. u alfawiruséw) przez wektory.

Wykorzystujac drozdzowy system dwuhybrydowy podjeto takze badania nad
analiza oddziatywan biatko-biatko na poziomie wirusa, nie wykazujac jednak istnienia
bezposrednich interakcji miedzy jego biatkami. Dodatkowo, opracowano metodg
uzyskania podjednostek biatka plaszcza wirusa ToTV w systemie prokariotycznym,
co moze znalezé zastosowanie w jego diagnostyce oraz stanowi¢ podstawe badan

krystalograficznych.

Prace prowadzone nad charakterystyka ToTV majace na celu poznanie biologii
wirusa jego genomu, poznawania mechanizméw infekcji sg istotne z punktu widzenia
diagnostyki wirusa, metod ograniczania i zwalczania tego patogenu w uprawach

pomidora i innych gospodarczo waznych gatunkow roslin.
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