Martyna Krejmer-Rabalska

Metody detekcji oraz charakterystyka genetyczna bakulowirusow infekujacych gasienice

zerujagce na drzewach o znaczeniu gospodarczym.
Streszczenie

Do rodziny Baculoviridae naleza duze wirusy o paleczkowatym ksztalcie, ich materiat
genetyczny stanowi kolisty, dwuniciowy DNA. Infekuja gtownie stadia larwalne motyli (Lepidoptera),
btonkoskrzydtych (Hymenoptera) oraz muchowek (Diptera). Ze wzglgdu na morfologie bakulowirusy
dziela si¢ na nukleopolihedrowirusy (NPV) oraz granulowirusy (GV), ktore w ciatach okluzyjnych maja
odmienne gtowne biatka strukturalne — odpowiednio, polihedryng i granuling. Ze wzgledu na sekwencje
genomowe oraz ewolucj¢ zalezng od gospodarza rodzina Baculoviridae dzieli si¢ na cztery rodzaje:
Alpha-, Beta-, Gamma- i Deltabaculovirus. Rodzaj Alphabaculovirus tworza NPV, a Betabaculovirus
— GV, oba te rodzaje zakazaja gasienice motyli i stanowig przedmiot zainteresowania w mojej pracy
doktorskiej. Genom bakulowirusow ma od 80 -180 kpz i zawiera 90 -180 genow, z czego 38 to tzw.
geny state, obecne u wszystkich cztonkéw rodziny Baculoviridae. Wirusy z tej rodziny znalazty dwa
gléwne zastosowania — jako wydajny system ekspresji biatek oraz — co duzo wazniejsze w kontekscie
mojej pracy — jako biopestycydy do kontroli owadow atakujacych uprawy o znaczeniu gospodarczym.
Sa bezpieczne, specyficzne, selektywne i nie akumuluja si¢ w srodowisku. Pomimo ze szacowana ilo$¢

bakulowirus6w wynosi ok. 600 gatunkow, dotychczas tylko u ok. 100 poznano genomy w pelni.

Cele mojej pracy doktorskiej obejmowaly opracowanie metody umozliwiajacej detekcje
i roznicowanie gatunkéw betabakulowirusow z probek $rodowiskowych oraz wykorzystanie
nowoczesnych technik do detekcji i charakterystyki genetycznej bakulowirusow wyizolowanych

z gasienic waznych gospodarczo drzew.

W mojej pracy opisatam pelne genomy trzech alfabakulowirusow — dwoch pochodzacych
z gasienic brudnicy nieparki (Lymantria dispar L.) z r6znych regionow Polski — Biebrzanskiego Parku
Narodowego oraz Rud k. Raciborza oraz jednego odkrytego w gasienicach szczotecznicy szarawki
(Dasychira pudibunda L.). Genom izolatu LAMNPV-BNP ma dtugo$¢ 157270 pz, a LAMNPV-RR01
— 159729 pz, pierwszy koduje - 154 otwarte ramki odczytu, a drugi — 166. Analizy filogenetyczne oparte
na sekwencjach aminokwasowych biatek kodowanych przez 38 gendow stalych oraz opisane cechy
genomow, jak np. struktura i zawarto$¢ elementow homologicznych powtorzen czy gendéw kodujacych
nietypowe biatka (jak np. fotoliaza u LAMNPV-BNP), czy poréownanie sekwencji nukleotydowych
innych genow (np. polihedryny) wskazaly na duze roznice u obu bakulowirusow. LAMNPV-RRO1
jest bardzo podobny do pozostatych dziewieciu alfabakulowiruséw dostepnych w bazie danych

pochodzacych z L. dispar, natomiast LAMNPV-BNP znacznie si¢ od nich roézni. Przeprowadzone



analizy moga $wiadczy¢ o tym, ze to odmienny gatunek, a nie tylko izolat pochodzacy z tego samego

gospodarza.

Trzeci opisany genom nalezy do alfabakulowirusa DapuNPV i jest to pierwszy izolat
pochodzacy z gasienic szczotecznicy szarawki, a dlugos$é jego genomu wynosi 136761 pz i koduje
161 otwartych ramek odczytu. Analizy wspomniane powyzej wykonane dla tego wirusa wykazaty,
ze jest bardzo podobny do bakulowirusa OpMNPV odkrytego w innym odleglym geograficznie
gospodarzu znamionéwce — Orgyia pseudotsugata (McDunnough). W tym przypadku prawdopodobnie

moze to by¢ ten sam gatunek bakulowirusa.

Druga czgé¢ pracy doktorskiej polegala na opracowaniu metod detekcji i rdéznicowania
betabakulowirusow. Do tego celu wytypowatam grupe reprezentatywna rodzaju Betabaculovirus
i zaprojektowatam zdegenerowane startery do powielenia krotkich fragmentow silnie konserwowanych
genow - gran, lef-8 i lef-9. Pierwsza z metod opiera si¢ na technice wielotemperaturowego polimorfizmu
konformacyjnego jednoniciowego DNA (ang. multitemperature single stranded DNA conformational
polymorphism, MSSCP), druga wykorzystuje reakcje tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym
(ang. real-time polymerase chain reaction, PCR w czasie rzeczywistym). Obie metody sg szybkie i tanie
oraz mogg postluzy¢ jako przesiewowe w kontroli stabilno$ci/zmienno$ci genetycznej

betabakulowirus6w lub do poszukiwania catkiem nowych gatunkéw/izolatow.



