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»Molekularne mechanizmy odpowiedzi Nicotiana benthamiana na infekcje
wirusem karlowatosci orzecha ziemnego (Peanut stunt virus, PSV)”

STRESZCZENIE

Wirus karlowatosci orzecha ziemnego (ang. peanut stunt virus, PSV) jest wirusem
nalezacym do rodzaju Cucumovirus (rodzina Bromoviridae). Do jego gospodarzy naleza rosliny z
co najmniej czterech rodzin, w tym do bobowatych, oraz rosliny modelowe, takie jak Nicotiana
benthamiana czy N. tabacum. Jego genom sktada sie z trzech jednoniciowych czgsteczek RNA o
dodatniej polarnosci [ss(+)RNA] oraz dwoch subgenomowych. Dodatkowo, z niektorymi
szczepami PSV moga by¢ zasocjowane czgsteczki satelitarnego RNA (satRNA). SatRNA
towarzyszace wirusom z rodzaju Cucumovirus to dlugie niekodujace czasteczki RNA, ktore
wplywajg na przebieg patogenezy indukowanej wirusem pomocniczym, akumulacje wirusa
pomocniczego i objawy infekcji. Wiele prac opisuje mechanizmy oddziatywan wirusa mozaiki
ogorka (ang. cucumber mosaic virus, CMV), innego wirusa nalezgcego do rodzaju Cucumovirus,
z jego satRNA. Jednak niewiele z tych badan przedstawia globalne zmiany na réznych poziomach
ekspresji genow w roslinach-gospodarzach, a takze wptyw tych zmian na oddziatywanie roslinnych
gospodarzy z wektorami wirusow, szczegdlnie w przypadku PSV.

Hipotezy rozprawy doktorskiej zaktadaja, ze podczas infekcji PSV w roslinach MN.
benthamiana dochodzi do wielu zmian w poziomach transkryptow, matych RNA (ang. small RNA,
sRNA), biatek, oraz w poziomach fosforylacji tych biatek. W konsekwencji zaburzeniom ulegaja
procesy zwigzane z metabolizmem podstawowym, sygnalizacja komoérkowa oraz odpowiedziami
obronnymi komorek roslinnych. W zwiagzku z tym, ze wirus angazuje maszyneri¢ komdrkowa w
swoj cykl replikacyjny oraz obrone przeciwwirusowa komorek roslinnych, zmiany te dotycza takze
licznych kompartmentéw komdrkowych. Natomiast obecnos¢ satRNA podczas infekcji PSV, ktora
skutkuje zmiang poziomu replikacji wirusa pomocniczego, wigze si¢ z dodatkowymi
modyfikacjami w poziomach transkryptow, sRNA, bialek oraz poziomach fosforylacji biatek. W
konsekwencji dochodzi do perturbacji w poziomach akumulacji czynnikow zwiazanych z
kompartmentami komorkowymi oraz procesami zachodzacymi w komorkach roslinnych.

Zatozono takze, ze zmiany spowodowane obecnoscia satRNA wptywaja na metabolizm rosliny



sprawiajgc, ze moze zmieni¢ si¢ atrakcyjnos¢ sensoryczna porazonych roslin dla wektorow
wirusow. W efekcie, obecnos¢ satRNA w koinfekeji wirusowej wptynie na rozprzestrzenianie si¢
wirusa w $rodowisku.

Celem pracy byto przeprowadzenie analizy porownawczej danych uzyskanych w analizach
proteomu, fosfoproteomu, sRNAomu i transkryptomu miedzy roslinami N. benthamiana
zdrowymi, zainfekowanymi PSV-P oraz PSV-P i satRNA. Nastepnie na podstawie uzyskanych
wynikow, kolejnym celem byto wskazanie kompartmentéw komorkowych oraz proceséw z nimi
zwigzanych, na ktorych funkcjonowanie wptywa infekcja PSV-P oraz koinfekcja PSV-P i satRNA.
Celem bylo rowniez wyjasnienie czy infekcja PSV, a takze obecnos¢ satRNA, moze powodowac
zmiany w zachowaniu orientacyjnym i zywieniowym wektora PSV — mszycy brzoskwiniowe;j
(Myzus persicae). Zatozono, ze w zaleznosci od zaostrzenia albo ztagodzenia objawdéw w wyniku
koinfekcji PSV i satRNA owady moga zosta¢ zniechecone lub zachgcone do zerowania na
zakazonych roslinach, co z kolei moze warunkowac rozprzestrzenianie si¢ wirusa w srodowisku i
utrwalanie obecnosci satRNA razem z niektérymi szczepami wirusa pomocniczego.

Materiatem badawczym uzytym do analiz byly rosliny N. benthamiana zainfekowane PSV,
PS\/ i satRNA oraz roslin zdrowych. W poczatkowym etapie badan dokonano syntezy
infekcyjnych kopii PSV-P, PSV-G oraz satRNA w celu wykorzystania ich jako wydajnego
narzedzia do dostarczania wiruséw do roslin. Nastepnie przeprowadzono globalne, analizy:
transkryptomu, fosfoproteomu, sRNAomu, ktorych wyniki wykazaty, ze infekcja roslin N
benthamiana samym wirusem (PSV-P) prowadzi do wigkszych zmian w liczbie biatek oraz
transkryptow ulegajacych perturbacjom w poziomach ich akumulacji, czy ekspresji niz w roslinach
zainfekowanych PSV-P i satRNA. Infekcja samym wirusem spowodowata zmiany w akumulacji
biatek i transkryptow zwigzanych z metabolizmem podstawowym (m.in. fotosynteza) oraz z
ekspresja genow (translacjg oraz transkrypcja). Co wiecej, infekcja PSV-P prowadzita do
znacznego obnizenia poziomow biatek i transkryptéw zwigzanych z fosforylacja i transdukcja
sygnatu w stosunku do danych uzyskanych ze zdrowych roslin, o czym swiadczyto znaczace
obnizenie poziomu fosforylacji biatek. Nastepnie, liczne transkrypty zawierajace sekwencje
kodujgce kinazy zostaly wskazane jako transkrypty docelowe dla sSRNA specyficznych dla
sekwencji nici genomowych PSV-P. Natomiast obecnos¢ satRNA podczas infekcji PSV-P poza
zmianami w metabolizmie podstawowym obejmujacymi fotosynteze, translacj¢ oraz metabolizm

RNA, przyczyniata si¢ do wzrostu poziomu fosforylacji biatek (w poréwnaniu z infekcjag samym



wirusem). Analiza miRNA o obnizonym poziomie w ros$linach zainfekowanych PSV-P i satRNA
wykazata, ze sekwencje docelowe dla tych miRNA stanowig transkrypty zwigzane z
odpowiedziami obronnymi i regulacja aktywnosci kinaz. Dodatkowo, obecnos¢ satRNA w
koinfekcji z wirusem pomocniczym wigzata si¢ z perturbacjami w regulacji szlakow kwasu
jasmonowego i kwasu salicylowego, a takze stresu oksydacyjnego. Zakazenie wirusem PSV-P
przyczynito si¢ do zmian w liczebnosci transkryptow i biatek zwigzanych z réznymi przedziatami
komorkowymi, w tym rybosomami, chloroplastami, mitochondriami, jadrem komodrkowym i
cytozolem. Z kolei analiza zachowan orientacyjnych i preferencji zywieniowych mszycy
brzoskwiniowej wzgledem roslin N. benthamiana zainfekowanych PSV-G lub PSV-P, z lub bez
satRNA, wykazata, ze owady preferowaty rosliny porazone szczepami wirusa, w wariantach, w
ktorych objawy infekcji byty tagodniejsze: PSV-G bez satRNA i PSV-P z satRNA. Obserwacje te
wskazuja, ze istnieje wicksze prawdopodobienstwo pobrania czastek wirusowych w trakcie
zerowania na roslinach zainfekowanych PSV-G lub PSV-P z satRNA i przeniesieniu ich na zdrowe
rosliny. Wyniki te mogg takze ttumaczy¢ wystepowanie tych szczepdw PSV, odpowiednio bez lub
z satRNA, w $srodowisku naturalnym i zarazem potwierdzajg hipotezg dotyczacg funkcji satRNA
jakb bufora na styku interakcji wirusa pomocniczego i rosliny zywicielskiej. Wykazano réwniez,
ze infekcja roslin wirusem prowadzita do spadku aktywnosci zywieniowej mszyc na porazonych
roslinach i skrocenia poszczegdinych modeli zerowania. Zachowanie takie moze powodowac, ze
owady zniechecone do przedluzonego zerowania na zainfekowanych roslinach przeniosa sie
szybciej na kolejne rosliny, doprowadzajac tym samym do szybszej transmisji wirusa i jego
przetrwania w ekosystemie. Obecnos¢ satRNA dodatkowo potegowata ten efekt, szczegdlnie w
przypadku szczepu PSV-P.

Rezultaty uzyskane podczas pracy moga rowniez przystuzy¢ si¢ opracowaniu dziatan
majagcych na celu ograniczenie strat w produkcji roslinnej powodowanych przez wirusy nalezace

do rodzaju Cucumovirus.
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