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Wirusy roslinne w znaczacy sposdb wplywaja na ilo$¢ i jako$¢ plondw. Ze wzgledu na brak
srodkéw chemicznych umozliwiajacych bezposrednie ich zwalczanie w roslinach, z punktu widzenia
ochrony roslin, istotne jest uzyskiwanie wiedzy dotyczacej ich biologii, zdolno$ci adaptacji do réznych
warunkow $rodowiska, roznych roslin zywicielskich czy zajmowania nowych nisz ekologicznych.
Jednym z wirusow porazajacych szeroki zakres roslin, w tym roslin gospodarczo waznych (tj. pomidor,
ziemniak, ogorek, truskawka), ozdobnych (tj. aksamitka, narcyz) oraz drzew, krzewow i krzewinek (tj.
robinia akacjowa, winorosl, porzeczka) jest wirus czarnej pierScieniowej plamisto$ci pomidora (Tomato
black ring virus, TBRV). Prowadzone od 1999 roku obserwacje upraw tradycyjnych, pod ostonami oraz
drzew i krzewOw wskazuja na ciggla obecnos¢ tego wirusa w Polsce. W ramach badan prowadzonych w
Zaktadzie Wirusologii i Bakteriologii, Instytutu Ochrony Roslin-Panstwowego Instytutu Badawczego
zebrano kolekcj¢ 22 izolatow TBRV, ktore roznig si¢ patogenicznoscig i wirulencjg oraz pochodzg z
roznych roslin zywicielskich. Dodatkowo w przypadku kilku z nich stwierdzono mozliwo$¢ powstawania
matych czastek RNA (zwanych defektywnymi formami RNA, D-RNA), ktore pojawity si¢ w trakcie
wielokrotnego pasazowania wirusa w jednym gospodarzu i moga mie¢ wplyw na jego wilasciwosci
biologiczne, namnazanie oraz gromadzenie wirusa w tkankach roslinnych. Niewiele wiadomo jednak o
mechanizmach przebiegu choroby wirusowej, replikacji wirusa, proceséw adaptacji do roznych
gospodarzy, czynnikéw warunkujacych zrdznicowanie poziomu patogenicznosci czy wptywu D-RNA na
patogeneze.

Ciagly rozwdj technik molekularnych umozliwia poznawanie swoistych oddzialywan migdzy
wirusem a gospodarzem co jest istotne w kontekScie opracowywania nowych strategii ochrony roslin.
Jedng z zaawansowanych metod sa sztuczne konstrukty, ktére wprowadzane do roslin za pomocg bakterii
z rodzaju Agrobacterium umozliwiaja odtworzenie infekcyjnego wirusa (tzw. infekcyjne kopie). Ich
uzyskanie pozwala na dowolng manipulacj¢ genomem wirusa, dzigki czemu moga by¢ stosowane w wielu
badaniach np. w analizie ewolucji, okre$laniu determinantéw zmiennosci lub badaniu interakcji pomiedzy
wektorem, wirusem a ro$ling zywicielska.

W zwiazku z tym celem niniejszego projektu jest skonstruowanie infekcyjnych kopii TBRV
sprzezonych z biatkiem zielonej fluorescencji (ang. green-fluorescence protein, GFP) dla trzech izolatow
(z pomidora, cukinii i robinii akacjowej) roznigcych si¢ zakresem roslin gospodarzy i poziomem
patogenicznos$ci, ktére umozliwia przeprowadzenie szczegdélowych badan na temat jego biologii,
namnazania w komorkach oraz oddzialywan z gospodarzem. Obserwacja za pomocg mikroskopoéw
fluorescencyjnych ($§wietlnego i konfokalnego) preparatéw wykonanych z wybranych gatunkéw ro$lin
(pomidor, cukinia i tyton) porazonych infekcyjnymi kopiami wirusa umozliwi lokalizacjc TBRV w
poszczegdlnych komorki oraz wizualizacje przebiegu infekcji dzien po dniu. Co wigcej, planowane jest
uzyskanie kopii czasteczki D-RNA, a nastepnie wybrany zestaw roslin gospodarzy bedzie réwnoczesnie
inokulowany infekcyjnymi kopiami z GFP, otrzymanymi dla 3 izolatow TBRV (RNA1+RNAZ2) oraz z
dodatkowa czasteczkag D-RNA (RNA1+RNA2+D-RNA). Dzigki temu, mozliwa bedzie analiza wptywu
tej czasteczki na namnazanie si¢ wirusa, ekspresje genéw oraz przebieg patogenezy poczawszy 0d
momentu infekcji lokalnej w pojedynczym lisciu do systemicznego porazenia catej rosliny w zaleznoS$ci
od izolatu wirusa i gatunku porazonej rosliny.

Wyniki niniejszego projektu w znaczny sposOb poszerza wiedz¢ dotyczaca biologii
mechanizméw wplywajacych na zdolno$¢ porazania przez TBRV réznych gatunkéw roslin i roli
defektywnych czastek w patogenezie. Wiedza ta jest niezbedna w opracowywaniu nowych strategii
ochrony ro$lin. Co wigcej, realizacja zadan w ramach niniejszego projektu bedzie punktem wyjscia do
zakrojonych na szeroka skale badan nad oddziatywaniami pomigdzy wirusem a gospodarzem.



