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ARTYKUL ORYGINALNY

Supresja wyciszania ekspresji genow u Nicotiana benthamiana nasila
patogenicznos¢ wirusa nekrozy pomidora (Tomato torrado virus, ToTV)

Suppression of post-transcriptional gene silencing intensifies
pathogenicity of tomato torrado virus (ToTV) in Nicotiana benthamiana

Przemystaw Wieczorek*

Streszczenie

Wirus nekrozy pomidora — ToTV (tomato torrado virus) poraza Solanum lycopersicum wywotujac na roslinach nekrozy, co doprowadza do
istotnych strat w produkcji pomidoréw. Supresory wyciszania ekspresji gendéw (ang. post-transcriptional gene silencing — PTGS), hamujac
odpowiedz obronng rosliny, maja wptyw na patogenicznos¢ wielu wirusow roslin. Aktualnie nie scharakteryzowano silnego supresora
PTGS kodowanego przez przedstawicieli rodzaju Torradovirus. Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wptywu obecnosci supre-
sora PTGS na patogenicznos¢ ToTV podczas porazenia Nicotiana benthamiana. Do tego celu wykorzystano rosliny N. benthamiana linii
p19syn z nadekspresjg genu p19 . —silnego supresora PTGS kodowanego przez wirusa TBSV (tomato bushy stunt virus), ktére nastepnie
inokulowano ToTV-Kra. Jednocze$nie przygotowano zmodyfikowany wariant ToTV-Kra-p19 z wprowadzong sekwencjg p19,,., ktérym
inokulowano typ dziki N. benthamiana. W efekcie porazenia roslin p19syn wirusem ToTV-Kra zaobserwowano silne zaostrzenie objawdéw
choroby (towarzyszyt temu wzrost akumulacji RNA wirusa). Jednoczesnie w N. benthamiana wariant ToTV-Kra-p19 wywotywat silniejsze
objawy choroby niz te, ktére towarzyszg infekcji typem dzikim wirusa. Wyniki te wskazuja, ze w obecnosci p19, . i w efekcie supresji
PTGS, dochodzi do wzrostu replikacji i zaostrzenia patogenicznosci ToTV w N. benthamiana. Z drugiej strony wskazano, ze ToTV nie wy-
maga obecnosci silnego supresora wyciszania PTGS w trakcie infekcji oraz porazenia rosliny.

Stowa kluczowe: wirus nekrozy pomidora, patogenicznos¢, potranskrypcyjne wyciszanie ekspresji gendw, supresor wyciszania

Abstract

Tomato torrado virus (ToTV) is a whitefly-transmitted emerging pathogen infecting Solanum lycopersicum and inducing severe necrosis.
To date, it was taken for granted that all plant viruses encode suppressors of silencing — proteins that promote disease symptoms in virus-
infected plants. The main feature of silencing suppressors is to counteract plant defence mechanisms during infection. Interestingly, such
a protein was not described so far for any known members from Torradovirus genus. In this study, we asked how ToTV infection would
develop in a presence of a heterologusly expressed strong suppressor of silencing. For this, two experimental approaches were chosen.
On one hand, ToTV accumulation was tested in Nicotiana benthmaniana plants stably expressing p19_ . gene from tomato bushy stunt
virus (TBSV) (the p19, is a well-described silencing suppressor). On the other hand, the p19, . gene was introduced into ToTV genome
to produce a recombined ToTV-Kra-p19 and its accumulation was assessed in the wild type N. benthamiana. We observed that ToTV
induced more severe disease symptoms in N. benthamiana in a presence of the p19_ what was accompanied by a significantly higher
accumulation of viral genomic RNAs. This indicates that the p19_ boosts ToTV pathogenicity. On the other hand, it points that the ToTV
infectivity does not rely strictly on a presence of a strong silencing suppressor.

Key words: tomato torrado virus, pathogenicity, post-transcriptional gene silencing, silencing suppressor
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Wstep / Introduction

Wirus nekrozy pomidora — ToTV (tomato torrado virus),
bedacy typowym przedstawicielem rodzaju Torradovirus,
poraza Solanum lycopersicum wywotujac na pomidorze ne-
krozy lisci, pedu i owocow (fot. 1). Tak silne objawy choro-
by doprowadzaja do istotnych strat w produkcji pomidoréw
na plantacjach porazonych przez ToTV. W Polsce ToTV
zidentyfikowano w latach 2003-2004 (Pospieszny 2005;
Pospieszny i wsp. 2007), a w 2008 roku scharakteryzowano
sekwencje jego genomu (Budziszewska i wsp. 2008). Ge-
nom ToTV jest dwudzielny, a w jego sktad wchodza dwie
poliadenylowane czastki jednoniciowego RNA o dodatniej
polarnosci. RNA1 (7814 nukleotyddéw) koduje poliproteine,
w obrgbie ktorej zidentyfikowano domeny: 11K, ProCo (ko-
faktor proteazy), Hel (helikaza), Prot (proteaza) oraz RARP
(replikaza, wirusowa polimeraza RNA zalezna od RNA).
W obrebie RNA2 (5390 nukleotydoéw) zlokalizowane sa
dwie otwarte ramki odczytu: ORF1 —koduje biatko o niezna-
nej funkcjiu ToTV oraz ORF2 — koduje biatko 3A zwigzane
z transportem wirusa oraz trzy podjednostki biatka ptasz-
cza ToTV: Vp35, Vp26 oraz Vp23 (rys. 1) (Budziszewska
i wsp. 2008). ToTV infekuje takze Nicotiana benthamiana
—ro$ling modelowa w badaniach interakcji patogen—gospo-
darz (Bally i wsp. 2018). Zjadliwo$¢ wielu wiruséw roslin
determinowana jest przez kodowane przez nie determinanty
patogeniczno$ci, w tym takze przez supresory wyciszania
ekspresji gendw (ang. post-transcriptional gene silencing —
PTGS) — najczegsciej biatka wirusa, ktore hamuja odpowiedz
obronna rosliny na atak patogenu (Wieczorek i Obrepalska-
-Steplowska 2015). Do tej pory opisano kilka determinant
patogenicznosci ToTV (Wieczorek i Obrepalska-Steplow-
ska 2016a, 2016b; Wieczorek i wsp. 2019), jednak nadal
nie scharakteryzowano silnego supresora PTGS kodowane-
g0 u wirusow z rodzaju Torradovirus. Z uwagi na wysoka
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Rys. 1. Schemat RNA1 i RNA2 wirusa nekrozy pomidora (To-
TV-Kra) oraz rekombinowanego RNA2-Kra-p19 z wpro-
wadzong sekwencjg biatka p19 wirusa krzaczastej kar-
towato$ci pomidora (TBSV). 11K — domena 11K, Prot-
Co — kofaktor proteazy, Hel — helikaza, Prot — proteaza,
RdRP — zalezna od RNA polimeraza RNA, 3A — biatko
transportowe, Vp — trzy podjednostki biatka ptaszcza

Fig. 1. Schematic representation of tomato torrado virus genome.
The recombined RNA2-Kra-p19 with additional coding
sequence of pl9 from TBSV was indicated. 11K — 11K
domain, ProtCo — protease cofactor, Hel — helicase, Prot
— protease, RARP — RNA-dependent RNA polymerase,
3A - protein involved in movement, Vp — three coat protein
subunits

zjadliwos$¢ torradowirusow, ich wydajng transmisje przez
maczliki (Verbeek i wsp. 2014) oraz szeroki zakres gospo-
darzy, istotnym w tym kontekscie jest prowadzenie badan
nad biologig molekularng ToTV w relacji wirus—gospodarz.
Tym bardziej, ze obecnos¢ znanych torradowirusow opi-
sywana jest w nowych lokalizacjach na $wiecie (Moodley
i wsp. 2020), jak rowniez stale identyfikowane sg w rosli-
nach nowe patogeny potencjalnie nalezace do rodzaju 7or-
radovirus (Belete i wsp. 2021). Aktualnie jednym z wyzwan
wirusologii molekularnej jest okreslenie udziatu wezesnych

Fot. 1.
ToTV-Kra

Objawy choroby na Solanum lycopersicum (A) oraz Nicotiana benthamiana (B) w trakcie porazenia wirusem nekrozy pomidora,

Photo 1.Solanum lycopersicum (A) and Nicotiana benthamiana (B) infected by tomato torrado virus (ToTV-Kra)
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mechanizméw obronnych rosliny (w tym PTGS) w odpo-
wiedzi na obecno$¢ wirusow zasiedlajacych floem, w tym
takze ToTV.

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wpty-
wu supresji PTGS na patogeniczno$¢ wirusa nekrozy pomi-
dora podczas porazenia N. benthamiana.

Materialy i metody / Materials and methods

Material roslinny i Zrédlo wirusa / Plant material and
virus source

Do doswiadczen wykorzystano rosliny typu dzikiego (wt)
N. benthamiana oraz linii pl9syn (Kontra i wsp. 2016)
z konstytutywng ekspresjg genu p19 ... Szesciotygodnio-
we siewki N. benthamiana porazano metoda agroinfiltra-
cji wykorzystujac klony agroinfekcyjne izolatu Kra ToTV
(Wieczorek i wsp. 2014) oraz po pi¢¢ roslin z kazdej grupy
eksperymentalnej (n = 5). Rosliny utrzymywano w warun-
kach szklarniowych, a lustracj¢ objawdw rozpoczeto 7. dnia
od infiltracji. Do$wiadczenia przeprowadzono dwukrotnie.

Przygotowanie rekombinowanych klonéw infekcyjnych
/ Engineering of recombined infectious clones

Sekwencje p19, ., wprowadzono do RNA2 ToTV-Kra wy-
korzystujac do tego jako matryce klon pJL89-Kra2-GFP
(Wieczorek 1 wsp. 2020), w ktorym otwartg ramke odczy-
tu kodujacg biatko zielonej fluorescencji (GFP — green flu-
orescent protein) podstawiono sekwencja genu supresora
z TBSV. W tym celu sekwencje p19, .., amplifikowano
metoda tancuchowej reakcji polimerazy (PCR — polymera-
se chain reaction) w obecnosci: buforu CloneAmp™ HiFi
PCR Premix (1x) (Clontech), starterow P19 TBSV fw/
P19 TBSV rv (0,5 uM) (tab. 1) oraz wektora pBIN61-
p19 (10 ng) (Voinnet i wsp. 2003). Mieszaning reakcyjng
(20 pl) inkubowano w 98°C przez 10 sekund, a nastepnie
prowadzono 25 cykli: 98°C przez 10 sekund, 55°C przez
30 sekund oraz 72°C przez 15 sekund. Po 5 minutach in-

Tabela 1.Startery wykorzystane do klonowania sekwencji p19
Table 1. Primers used for p19

TBSV

TBSV

kubacji w 72°C produkty PCR rozdzielano w 1% zelu aga-
rozowym, oczyszczano i wykorzystywano do klonowania
wedhug protokotu opisanego poprzednio (Wieczorek 1 wsp.
2020). Tak uzyskany rekombinowany klon pJL89-Kra2-p19
zostal wykorzystany do transformacji Agrobacterium tu-
mefaciens (szczep GV3101), a nastepnie do agroinfiltracji
N. benthamiana.

Pomiar poziomu akumulacji RNA ToTV / Assessment
of virus RNA accummulation

Poziom akumulacji RNA1 i RNA2 ToTV-Kra w N. ben-
thamiana linii p19syn oznaczano metoda northern blot
wykorzystujac sondg DNA wyznakowang radioaktywnie
(**P) hybrydyzujaca do sekwencji 3’UTR obu RNA ToTV.
W tym celu calkowity RNA izolowano z pojedynczych
ros$lin w obecnosci kwasnego fenolu (pH 4,0) i wytraca-
no etanolem. Uzyskany osad RNA osuszano i zawieszano
w wodzie wolnej od RNaz, a nastepnie 1 pg catkowitego
RNA frakcjonowano w warunkach denaturujacych w 1,2%
zelu agarozowym z formaldehydem. Nastgpnie RNA prze-
noszono z zelu na filtr nitrocelulozowy, utrwalano w $wie-
tle UV i inkubowano z sonda radioaktywna w buforze do
hybrydyzacji w temperaturze 65°C przez noc. Sygnat ak-
tywnosci izotopow na filtrze oznaczano za pomoca systemu
PharosFX™ (Bio-Rad).

Poziom akumulacji RNA1 i RNA2 w typie dzikim
N. benthamiana infekowanym ToTV-Kra-pl9 oznaczano
metodg ilosciowego PCR (RT-gPCR). W tym celu 1 pg
RNA przepisywano na cDNA w obecnosci losowych hek-
sametréw (100 ng) oraz odwrotnej transkryptazy RevertA-
id Reverse Transcriptase (200U) (Thermo Scientific) we-
dlug protokotu producenta. Nastepnie cDNA rozcienczano
woda w stosunku 1 : 1 i wykorzystano do reakcji RT-qPCR,
w sktad ktorej wehodzity: bufor iTaq Universal SYBR Gre-
en Supermix (1%) (Bio-Rad), mieszanina starterow specy-
ficznych dla RNA1 lub RNA2 (0,5 uM) (tab. 1) oraz 2 pl
cDNA. Mieszaning reakcyjng (20 pl) inkubowano w 95°C
przez 3 minuty, a nastgpnie prowadzono 40 cykli: 95°C

oraz reakcji ilosciowego RT-qPCR
cloning and quantitaive RT-qPCR

Starter ID Sekwencje starterow (5°—3”)

Primer ID Primers’ sequences (5°—3’)
P19_TBSV_fw CGTCAACGAGCTTTGCGACCATGGAACGAGCTATACAAG
P19 _TBSV_rv TGCTCTTTCGCTACGCGTTCCTCGCTTTCTTTTTCGAAG
ddRNA1 RdRP BT F GGAAAAGGTTTTTGGGAAGC
ddRNA1_RdRP_BT R CATCAGACTGGCGGAAAAAT
ddRNA2 Vp35 BT F TGCTGAGGTGCTATCACTGG
ddRNA2 Vp35 BT R ACCCATGCCGGAAATATACA

NbEFa_F

AGCTTTACCTCCCAAGTCATC

NbEFla R

AGAACGCCTGTCAATCTTGG
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przez 15 sekund i 60°C przez 45 sekund w aparacie Light
-Cycler® 480 (Roche). Specyficznos¢ amplifikacji produk-
tow RT-qPCR oceniano na podstawie krzywych topnienia
wygenerowanych w zakresie temperatury 65-98°C. Poziom
akumulacji RNA1/RNA2 ToTV normalizowano wzgledem
genu referencyjnego NbEF [ o (tab. 1).

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

ToTV-Kra wydajnie poraza N. benthamiana, a objawem
infekcji sa wtedy charakterystyczne lyzkoksztaltne znie-
ksztalcenia blaszek szczytowych lisci (fot. 1). Z czasem ob-
jawy choroby tagodnieja, a rosliny infekowane ToTV-Kra
morfologicznie przypominaja ro$liny nieinfekowane.
Ozdrowienie ro$lin po infekcji wirusowej (tzw. recovery
phenotype) sugeruje, ze patogen nie przetamuje wydajnie
odpowiedzi obronnej rosliny. Wyniki prac Szittya i wsp.
(2002) pokazuja, ze zjawisko ozdrowienia N. benthamiana
w infekcji zjadliwego szczepu wirusa pierscieniowej plami-
stosci cymbidium (CymRSV — cymbidium ringspot virus)
mozna byto uzyska¢ w roslinach poprzez mutacje w genie
biatka p19 wirusa, ktore jest silnym supresorem PTGS. Ob-
serwowane ozdrowienie N. benthamiana w infekcji ToTV
mogtoby sugerowac, ze ToTV nie koduje silnego supreso-
ra wyciszania. Mimo to, wirus ToTV wydajnie poraza za-
rowno S. lycopersicum oraz N. benthamiana. Zatem, jesli

Nicotiana benthamiana —

typ dziki

MOCK

+ToTV-Kra

ToTV-Kra nie koduje supresora wyciszania i nie hamuje
PTGS, to objawy infekcji ToTV w obecnosci supresora
bylyby istotnie silniejsze. W celu weryfikacji tej hipotezy
przeprowadzono doswiadczenia, w ktdrych patogenicznosé
ToTV monitorowano w obecnosci biatka p19. ... Wyni-
ki przeprowadzonych do$wiadczen wykazaty gwattowny
przebieg choroby we wszystkich testowanych roslinach
(n=15) N. benthamiana linii p19syn w trakcie porazenia wi-
rusem (fot. 2) w porownaniu do kontroli (mock), wszystkie
ro$liny traktowane wirusem charakteryzowaty si¢ istotnie
nizszym pokrojem pedu (o okoto 40%) i silnym znieksztal-
ceniem blaszek lisci. Tak ostremu przebiegowi choroby to-
warzyszyl istotny wzrost akumulacji RNA1 i RNA2 wirusa
(fot. 3). Zatem aktywno$¢ supresora wyciszania promowata
akumulacje materiatu genetycznego ToTV i w efekcie pro-
duktow ekspresji jego RNA.

Jednoczesnie chcac potwierdzi¢ obserwacje, ze w obec-
nosci p19,,., przebieg choroby wywolanej przez ToTV-Kra
w tytoniu jest bardziej agresywny i zwigzany ze wzrostem
akumulacji RNA wirusa, N. benthamiana porazano re-
kombinowanym wariantem tego patogenu, ToTV-Kra-p19,
z sekwencja genu pl9 .., wprowadzong do RNA2
ToTV-Kra. Na kazdej z analizowanych roslin (n = 5) wariant
ToTV-Kra-p19 wywotywat zdecydowanie silniejsze objawy
choroby podczas infekcji na N. benthamiana (skartowacenie
pedu, nekrozy lisci) niz typ dziki wirusa (fot. 4). Ponadto,

w obecnosci pl9 .., zaobserwowano istotnie wyzszy

Nicotiana benthamiana -
p19syn

Fot. 2. Objawy choroby na Nicotiana benthamiana (typ dziki i linia p19syn) porazonych przez wirusa nekrozy pomidora, ToTV-Kra.

MOCK - rosliny kontrolne

Photo 2. Nicotiana benthamiana plants (wild type and p19syn line) infected by tomato torrado virus, ToTV-Kra. MOCK - control plants
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Fot. 3. Pomiar akumulacji RNA1 i RNA2 wirusa nekrozy
pomidora (ToTV-Kra) w Nicotiana benthamiana (typ
dziki — wt, linia p19syn — p19syn) 10 dni po infiltracji.
rRNA — kontrola wewnetrzna ilosci RNA

Photo 3. Accumulation of RNA1 and RNA2 of tomato torrado
virus in Nicotiana benthamiana wild-type (wt) and
p19syn line (p19syn) 10 days after infiltration. rRNA —
the RNA loading control
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Rys. 2. Poziom wzglednej akumulacji RNA1 i RNA2 wirusa ne-
krozy pomidora (ToTV-Kra) oraz wariantu ToTV-Kra-
pl19 w Nicotiana benthamiana. Normalizacje przeprowa-
dzono wzgledem poziomu transkryptu NbEFIa

Fig. 2. Accumulation of RNAIl and RNA2 of tomato tor-
rado virus in Nicotiana benthamiana infected either by
ToTV-Kra, or its engineered variant, ToTV-Kra-p19. Nor-
malization was done against the NbEFla

(w poréwnaniu z ToTV-Kra) poziom akumulacji RNA1
i RNA2 patogenu w porazonych roslinach N. bentha-
miana (rys. 2). Tak wyrazne roznice w patogeniczno$ci
ToTV-Kra oraz ToTV-Kra-pl9 sugeruja, ze ToTV hamuje
PTGS z niska wydajno$cia. Pomimo tego, wirus zachowuje
zdolno$¢ do porazania roslin, co w efekcie doprowadza do
istotnych strat w uprawie pomidora.

ToTV jest wirusem zasiedlajacym wigzki przewodzace
porazonych roslin. W mikroskopie elektronowym ToTV
identyfikowany byt w formie sferycznych czastek tworza-

MOCK //'
£

Fot. 4. Objawy porazenia Nicotiana benthamiana wirusem nekrozy pomidora (ToTV-Kra) oraz jego wariantem ToTV-Kra-p19. Zdjgcia

wykonano 20 dni po infiltracji. MOCK - rosliny kontrolne

Photo 4. Nicotiana benthamiana infected by wild-type tomato torrado virus (ToTV-Kra) and its engineered variant, ToTV-Kra-p19. The
pictures were taken 20 days after infiltration. MOCK — control plants
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cych struktury parakrystaliczne (Alfaro-Fernandez i wsp.
2010; Zielinska i wsp. 2012) i zlokalizowanych, przede
wszystkim w wigzkach przewodzacych (w mniejszym za-
kresie w komodrkach migkiszu) porazonych roslin. W takiej
formie (wiriony) material genetyczny wirusa (RNA) jest
niedostgpny dla PTGS. W tym przypadku brak silnego su-
presora wyciszania u ToTV jest zrozumialy, a akumulacja
i ekspresja materialu genetycznego wirusa utrzymywana
jest na optymalnym poziomie zapewniajacym replikacje
genomu wirusa, skutkujaca odtworzeniem infekcyjnych
wirionow, ktore sa przenoszone przez maczliki na rosliny,
doprowadzajac do ich porazenia przez ToTV.

Whioski / Conclusions

Przeprowadzone prace wskazuja, ze w obecnos$ci silnego
supresora wyciszania (p19,,,) przebieg infekcji wywotane;j
przez ToTV-Kra w N. benthamiana jest gwaltowny, czemu
towarzyszy wzrost akumulacji RNA1 oraz RNA2 wirusa.

nach infekowanych ToTV-Kra bez p19_,.,. Sugeruje to, ze
do wydajnego porazenia roslin ToTV nie wymaga obecno-
$ci silnego supresora PTGS.
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