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WSTEP

Wirus czarnej pierscieniowej plamistosci pomidora

= Tomato black ring virus, TBRV

» Rodzina Secoviridae, rodzaj Nepovirus

»  Szeroki zakres gospodarzy: rosliny gospodarczo wazne, ozdobne, krzewy
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Figura 1. Rosliny A. tytoniu B. ogdrka C. komosy ryzowej porazone TBRYV.
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wirusem roslinach oraz stoplen przenoszenie TBRV z nasionami Figura 2. Struktura D RNA zwigzanych z TBRV; Pro-cof (ang. protease cofactor), NTB (ang.

réinyCh gatunkéW roslin (Hasiéw—Jaroszewska i WSp., 2018, nucleotide binding protein), VPg (ang. viral genome-linked protein), Prot (ang. protease),
Pospieszny i WSp., 2020) RdRp (ang. RNA dependent RNA polymerase), HP (ang. homing protein), MP (ang. movement
pron o e protein), CP (ang. coat protein).
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Cel i metody

Cel: Analiza wptywu temperatury na powstawanie D RNA

Metody — doswiadczenie nr 1

= Doswiadczenie prowadzono w dwdch temperaturach: 18°C i 26°C

= Pasazowanie izolatow TBRV pochodzacych z sataty (TBRV-S1), pomidora (TBRV-P1) i robinii akacjowej (TBRV-M1)
15 razy w komosie ryzowej, tytoniu, ogorku i pomidorze

= Otrzymanie w gradiencie sacharozy preparatéw oczyszczonych wirusa, izolacja RNA i analiza pod wzgledem
obecnosci addytywnych RNA; w przypadku obecnosci D RNA — amplifikacja czgsteczek

Cel: Analiza wptywu zmiany gospodarza na powstawanie D RNA

Metody — doswiadczenie nr 2 b4 tras s e Legenda
- ¥ ¥ % |

» Pasazowanie izolatu TBRV pochodzgcego z pomidora w trzech o b - -
linlach ewolucyjnych zgodnie ze schematem: tyton (5 pasazy) / o1 ' TS
komosa (5 pasazy) / tyton (5 pasazy) / komosa (5 pasazy) s ;( ¢ o _‘Q > .

» Roéwnoczesne pasazowanie izolatu 20 razy z uwzglednieniem <
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o + Figura 4. Schemat doswiadczenia nr 2 wraz z legendg; L1-L3 — linie ewolucyjne.
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Wyniki

Pasazowanie izolatbw TBRV w réznych T by
d i kach temperaturowvch 2 X - Figura 5. Schematyczne przedstawienie
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= Poréwnanie profili RNA izolatéw TBRV-P1, TBRV-M1 i — - < o Pasatowanlu Rzolatow TRV W
TBRV-S1 (MG458220.1, MN699700.1, MN699701.1) A " o yeh - Bosp Y
. . o : \ - o o warunkach temperaturowych.
przed pasazowaniem z profilami RNA izolatéw TBRV po .
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pasazowaniu wykazato obecnos¢ dodatkowych RNA o - informacie dodano na schemacie
dugosci okoto 500 nt w przypadku niektérych linii . ., v, 1 '
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= W wyniku wstepnych analiz otrzymano czesciowe sekwencje nukleotydow ety |
siedmiu D RNA powstatych w trakcie doswiadczenia (Figura 6) e — .
= Nowopowstate D RNA nalezg do typu || D RNA TBRV i powstaty z RNA1 TBRV -
A Fi, M g
» Podobienstwo sekwencji nukleotydow powstatych D RNA oraz sekwenc;ji
nukleotydow innych D RNA TBRV typu Il, ktérych sekwencje zdeponowano w Figura 6. Schematyczne przedstawienie sekwencji D RNA TBRV
banku gendéw (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) wynosi od 90,1% do uzyskanych w do$wiadczeniu. Otrzymane sekwencje D RNA poréwnano z
99.7% sekwencjg D RNA TBRV-S1 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Linie
. B , . . . . przedstawiajg mozliwe brakujgce fragmenty sekwencji D RNA
" Analiza konca 5’ uzyskanych sekwencji pozwala stwierdzic, ze w tym fragmencie powstatych w doéwiadczeniu,
wystepujg istotne réznice miedzy D RNA izolatow TBRV-P1 i TBRV-S1, ktore
ewoluowaty w 18°C i 26°C (Figura 7) AR bt AN £ A S S S At VL Bt 1 SRR b
Figura 7. Roznice wystepujgce na koricu 5 i g i+ 4;.?5%;;:3:;.‘-:..:/.5:”?: 3GTAGATTTACTGTGCACATGECATGIGACT
T fragmentow D RNA uzyskanych w tym Ii‘ S_E'-?;‘ SRHERHE? <SS s g : ; 2
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NB — tyton.
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Whptyw zmiany gospodarza na powstawanie D RNA
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W celu doktadniejszej analizy zmian
W genomie izolatu  TBRV-P1
powstatych w trakcie pasazowania,
kazdg linie ewolucyjng poddano
sekwencjonowaniu NGS.
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