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Wstep

Gloéwne kierunki prac hodowlanych nad tytoniem wyznaczane sa zapotrzebowa-
niem przemystu na surowiec o dobrych cechach jakosciowych oraz wymaganiami
producentéw surowca dotyczacymi stabilnego plonowania, nierozerwalnie potaczo-
nego ze zdrowotnoscia uprawianych roslin, decydujaca o optacalno$ci uprawy. Straty
wynikajace z obnizki plonéw i ztej jakosci surowca powodowanej przez choroby spra-
wiaja, ze hodowla odporno$ciowa zajmuje istotne miejsce w badaniach. Waznym pro-
blemem w uprawie tytoniu sa choroby wirusowe, co wynika z bardzo ograniczonych
mozliwos$ci ich zwalczania, polegajacych gtéwnie na eliminacji wektorow (najczesciej
owadow) bedacych nosicielami wielu wirusow. W przypadku wirusa Y ziemniaka
Potato virus Y (PVY), a zwlaszcza jego nekrotycznych szczepow powodujacych
brunatna nekroz¢ nerwdw lisci tytoniu metoda zwalczania wektorow, ktorymi sa mszyce,
jest rowniez mato skuteczna. Wynika to ze sposobu przenoszenia wirusa, okreslanego
mianem ,,nietrwatego” (23). Najbardziej odpowiednia metoda ograniczajaca rozwoj
choroby jest wprowadzanie do uprawy odmian odpornych. Hodowla odmian odpor-
nych jest jednak ograniczona waskim zakresem zrodet odpornosci, z ktorych wigk-
szo$¢ nie jest efektywna w zetknigciu z nowymi izolatami PVY wystepujacymi za-
rowno w Polsce, jak tez w wielu krajach $§wiata (10, 11). Poszukiwanie odpornosci
jest nieustannym wyscigiem zdarzen genetycznych w genomach gospodarza i patoge-
na, przy czym zdolno$¢ adaptacyjna patogena jest znacznie wigksza niz mozliwosci
obronne gospodarza, co wynika z duzej czestotliwosci mutacji i rekombinacji w geno-
mie wirusa, powodujacych skuteczne przetamywanie mechanizméw obronnych rosli-
ny. Stwarza to okreslone warunki rozwoju choroby i potrzebg systematycznego prze-
ciwstawiania wzrastajacym zagrozeniom. W wyniku wieloletnich prac hodowlanych
w Polsce i na $wiecie uzyskano odmiany i materiaty wyjsciowe niosace rézne zrodia
odpornosci na PVY.

* Opracowanie wykonano w ramach zadania 2.7 w programie wieloletnim IUNG - PIB
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Celem badan byto poréwnanie efektywnosci odpornosci odmian i linii hodowla-

nych tytoniu na rézne izolaty PVY.

Material i metody

W badaniach przeprowadzonych w latach 2003—2007 uwzgledniono odmiany oraz

linie hodowlane i transgeniczne niosace rozne czynniki odpornosci na PVY.

Odmiany:
Virgin A Mutant (VAM) — odmiana niemiecka nalezaca do typu papierosowego
jasnego — niosaca gen va, uzyskana w wyniku dziatania promieniami X (17);
odporna na wigkszo$¢ izolatow PVY, zwlaszcza z grupy PVY™W (4, 11, 22);
Wislica — polska odmiana nalezaca do typu papierosowego jasnego, uzyskana
w wyniku hodowli klasycznej; odporna na wigkszos¢ izolatow PVY, zwlaszcza
z grupy PVY™W (4, 9);
PBD 6 — odmiana nalezaca do typu papierosowego ciemnego, uzyskana w Ber-
gerac (Francja) w wyniku selekcji z krzyzoéwki odmian paragwajskiej i Bel 61-10
(22); odporna na wigkszos¢ izolatow PVY;
V. SCR - odmiana niemiecka nalezaca do typu papierosowego jasnego; odpor-
no$¢ na PVY uzyskana metoda selekcji masowej (2);
TN 86 — odmiana amerykanska nalezaca do typu Burley, odporno$¢ na PVY
pochodzaca od odmiany VAM;
Samsun H — odmiana podatna na wszystkie nekrotyczne izolaty PVY

Linie hodowlane niosace odporno$¢ od dzikiego gatunku Nicotiana africana:

BPA — stabilna linia hodowlana uzyskana w wyniku hodowli z mieszanca migdzy-
gatunkowego N. tabacum BP-210 z N. africana (10);

WABPA2, WABPA3 — linie hodowlane uzyskane w wyniku selekcji z krzyzowki
wielokrotnej z udziatem linii BPA;

Nicotiana africana — dziki gatunek charakteryzujacy si¢ wysoka odpornoscia
na PVY (9, 20).

Linie transgeniczne: Mac Nair 944 LMV CP, K 326 LMV CP, BY 103 LMV CP,
MN 944 ROKY1, K 326 ROKY1, BY 103 ROKY1, AC Gayed ROKY1, K 326
ROKY2, BY 103 ROKY2, AC Gayed ROKY?2 (6, 8). Linie transgeniczne zawieraja
nastepujace konstrukcje:

— LMYV CP niosaca gen biatka ptaszcza wirusa mozaiki salaty; plazmid pKY-
LXLMVCP otrzymano od dr S. Dinant (INRA, Francja) w postaci bakterii
Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 transformowanych ta konstrukcja
(7;

— pROKY niosacg zmodyfikowany gen polimerazy RNA wirusa PVY w orien-
tacji sensownej (ROKY'1) i w orientacji antysensownej (ROKY?2), zostata
przygotowana w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie (3).
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Ocena odpornosci

Badania odpornosci pigciu odmian (VAM, Wislica, PBD6, TN 86, V. SCR) prowa-
dzono w latach 2003—2007, w warunkach polowych w ramach dziatalno$ci migdzyna-
rodowej organizacji CORESTA (Cooperation Centre for Scientific Research Relative
to Tobacco) w programie ,,The Sub-Group Collaborative Study on Potato virus Y.
Oceng odpornosci na wystgpujace na danym terenie izolaty prowadzono w doswiad-
czeniach polowych metoda blokow kompletnie zrandomizowanych, w czterech po-
wtorzeniach, po okoto 40 roslin w jednym powtorzeniu. Obserwacje objawow choro-
bowych prowadzono systematycznie. Doswiadczenia zlokalizowane byty na Wegrzech,
w Kolumbii, Szwajcarii, Polsce, Niemczech, Francji, Macedonii, we Wloszech, w Zim-
babwe, Chinach, Iranie, Chorwacji i w Korei Pid.

Testy biologiczne prowadzono w warunkach szklarniowych metoda inokulacji.
W badaniach uwzgledniono izolaty PVY nalezace do grup PVY™W i PVYN™N, pozy-
skane z tytoniu w Polsce. Inokulacje ro$lin poszczegdlnych odmian i linii hodowlanych
wykonywano w szklarni i w fitotronie. Celem eliminacji dodatkowej infekcji wirusem
mozaiki tytoniowej (TMV), zwlaszcza izolatow pochodzacych z pola, do namnozenia
inokulum stosowano odmiang Samsun H odporna na TMV i bardzo podatna na wszystkie
szczepy PVY. Po wystapieniu typowych objawow chorobowych PVY pobierano
liscie wierzchotkowe, ucierano w mozdzierzu i wyciskano sok, ktorym zakazano posy-
pane karborundem rosliny przeznaczone do testowania. Inokulacje prowadzono
w stadium 5-6 lisci kazdym z badanych w danym doswiadczeniu izolatem. W ciagu 48 h
zakazone rosliny chroniono przed bezpos$rednim wptywem $wiatta. Obserwacje pro-
wadzono trzykrotnie — po 7, 10 i 15 dniach. Po czterech tygodniach od inokulacji
wykonywano testy DAS-ELISA (Double-Antibody Sandwich Enzyme Linked Immu-
nosorbent Assay; 5), uzywajac przeciwcial monoklonalnych skierowanych przeciwko
roznym szczepom wirusa Y (MoAbs anti Y) — IgG112911, okre§lanych dalej jako
ELISA 1, oraz skierowanych przeciwko szczepom nekrotycznym tego wirusa (Mo-
Abs anti YY) —IgG112712, okreslanych dalej jako ELISA 2. Przeciwciata sa produko-
wane przez firm¢ BIOREBA (15). Badania odporno$ciowe linii transgenicznych po-
przedzone byly badaniem obecnos$ci transgenow.

Analiza molekularna ro§lin transgenicznych

Z lidci roslin transgenicznych pobierano 200-250 mg blaszki liSciowej i rozcierano
w mozdzierzu do uzyskania jednolitej masy. Dodawano 1 ml podgrzanego do 60°C
buforu do ekstrakeji (100 mM Tris-HCI, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2% CTAB, 0,2%
[-merkaptoetanol). Po zlaniu do probéwki mieszaning worteksowano przez 5-10 se-
kund, a nastgpnie inkubowano 30 min. w temp. 60°C. Po schtodzeniu do temperatury
pokojowej dodawano 1 objetos¢ mieszaniny chloroform i alkohol izoamylowy w sto-
sunku 24 : 1. Ekstrahowano mieszajac przez 5 min., a nastgpnie wirowano 15 min.
przy 14 krpm i temperaturze 4°C. Do zebranej fazy wodnej dodawano 1V schtodzo-
nego izopropanolu i wstawiano do zamrazarki na 15 min. dla lepszego wytracenia
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DNA. Wytracone DNA wytawiano i przenoszono do buforu ptuczacego (76% etanol,
10 mM octan amonu). Po zwirowaniu osad przeptukiwano 2-krotnie 70% zimnym
etanolem, suszono prozniowo, zawieszano w 20 ml sterylnej wody i przechowywano
w temp. -20°C.

Potwierdzenie obecnosci transgenu roslin prowadzono stosujac reakcijg tancuchowa
polimerazy — PCR (ang. Polymerase Chain Reaction). Mieszanina reakcyjna do PCR
w przeliczeniu na jedna probke o objetosci 50 ml zawierala: przy detekcji genu LMV
CP: 0,5 x PCR bufor, 2 ml 25 mM MgCl,, 1 ml 10 mM dNTPs, po 25 ng specyficznych
starterow, 0,75 jednostki polimerazy firmy Fermentas, 1 ml matrycy DNA; przy de-
tekcji genu ROKY1 lub ROKY2: 0,5 x PCR bufor, 4,5 ml 25 mM MgClL, 3,6 ml
10 mM dNTPs, po 180 ng specyficznych starterow, 0,9 jednostki polimerazy firmy
Fermentas, 1 ml matrycy DNA. Amplifikacj¢ prowadzono przy nast¢pujacych para-
metrach: 94°C — 4 min; 30 cykli: 95°C — 30 s, 58°C — 30 s, 72°C — 45 s; 72°C —
10 min. Produkty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie w 2% Zelu agarozowym
z dodatkiem 0,2 mg/ml bromku etydyny, w buforze 1 x TBE (100 mM Tris, 90 mM
H,BO,, I mM EDTA, pH 8,5) przy napigciu 7-10 V/cm. Wizualizacj¢ wynikow elek-
troforezy prowadzono w $wietle UV transiluminatora.

Wyniki i dyskusja

Oceng odpornosci pigciu odmian tytoniu (VAM, Wislica, PBD 6, TN 86, V.SCR)
prowadzono w doswiadczeniach polowych, w 13 krajach (Niemcy, Szwajcaria, Pol-
ska, Wegry, Francja, Macedonia, Wtochy, Chorwacja, Chiny, Kolumbia, Iran, Zimba-
bwe i Korea P1d.) na znacznych arealach charakteryzujacych si¢ wystgpowaniem
PVY. Zadna z badanych odmian nie wykazata catkowitej odpornosci na wystepujace
szczepy tego wirusa (rys. 1). Udzial roslin porazonych wérdd badanych odmian byt
zroéznicowany w poszczegolnych latach, co na ogét odpowiadato nasileniu wystepo-
wania wirusa. Najwigksza odpornos$cia charakteryzowaty si¢ niemiecka odmiana VAM
i polska odmiana Wislica. Stosunkowo dobrze w ocenie polowej wypadta odmiana TN
86, zawierajaca taki sam typ odpornosci, jak odmiana VAM. Zdecydowanie wigk-
szym udziatem ros$lin wykazujacych nekrozy nerwoéw cechowaly si¢ odmiany PBD 6
i V.SCR.

W badaniach wiasnych odporno$ci w warunkach szklarniowych uwzgledniono
odmiany VAM, Wislica, PBD 6, dziki gatunek N. africana i podatna odmiang Samsun
H. Do inokulacji uzyto 17 izolatéw nalezacych do grupy PVYNW oraz 12 izolatow
nalezacych do PVYN™, Wszystkie izolaty wykorzystane w tych badaniach pochodzi-
ty z Polski, z odmian i linii hodowlanych tytoniu. Izolat PVYNW 1 pochodzit z odmiany
podatnej, pozostate genotypy wykazywaly okre§lony stopien odpornosci na PVY.
Odmiana VAM nie wykazywata objawow chorobowych po inokulacji izolatami
PVY™W 1, PVY™W 12, PVY™W 13, PVY™W 14 i PVYYW 16. Male wartosci ab-
sorbancji w teScie ELISA potwierdzily odporno$¢ tej odmiany na wymienione izolaty.
Przejasnienia nerwow i obecno$¢ wirusa w soku dwoch z czterech zakazanych roslin
byly efektem porazenia izolatem PVYNW 15. Po inokulacji pozostatymi 11 izolatami
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Rys. 1. Ocena odpornosci odmian tytoniu na PVY w naturalnych warunkach polowych
Zrédlo: Opracowanie whasne na podstawie badah w programie CORESTA Sub-Group Collaborative
Study on PVY koordynowanego przez autorke.

z grupy PVY™W odmiana VAM ulegta porazeniu, wykazujac nekrozy nerwédw i duza
koncentracjg wirusa w soku zakazanych roslin (tab. 1).

Odmiana Wislica nie ulegta porazeniu jedynie po zastosowaniu izolatu PVYNW 1,
pochodzacego z odmian podatnych oraz wykazata plamy chlorotyczne po zakazeniu
izolatem PVYNW 13. Na pozostate izolaty odmiana Wislica reagowata nekroza ner-
wow. Jeszcze nizszym stopniem odpornosci charakteryzowata si¢ odmiana PBD 6,
ktora nie ulegta porazeniu tylko po inokulacji izolatem PVYNW 1. Najwigksza odpor-
noscia charakteryzowat si¢ gatunek N. africana, ktory nie wykazywat zadnych obja-
wow chorobowych ani obecnosci wirusa w soku inokulowanych roslin. Odmiana kontro-
Ina Samsun H ulegla porazeniu wykazujac silne objawy nekrotyczne i wysokie warto-
$ci absorbancji. Obecno$¢ wirusa w soku zakazonych roslin izolatami z grupy PVYNW
byla wykrywalna tylko przy uzyciu przeciwcial monoklonalnych skierowanych prze-
ciwko wszystkim szczepom PVY; nie wykrywaly tych izolatow przeciwciata mono-
klonalne skierowane przeciwko szczepom nekrotycznym, pomimo nekrotycznego cha-
rakteru wywotywanych przez te izolaty objawow (tab. 1). Powodem takiej reakc;ji jest
fakt, iz izolaty nalezace do PVY“W powstaly na drodze rekombinacji ze szczepu
zwyktego (0) 1 nekrotycznego (N); (16). Bialko ptaszcza (CP) pochodzi od szczepu
zwyklego (nie nekrotycznego) natomiast informacja genetyczna zawarta w kwasach
nukleinowych od szczepu nekrotycznego (12, 13).
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Druga grupe izolatow uzytych w tych badaniach stanowity PVYNN, Izolaty te
wykrywalne sa przez dwa rodzaje przeciwciat firmy Bioreba oraz wykazuja zdolno$¢
wywotywania nekroz na bulwach ziemniaka (necrotic tuber necrosis); (14). Do in-
okulacji uzyto 12 izolatéw z tej grupy (tab. 2). Odmiana VAM nie uleglta porazeniu
tylko po inokulacji izolatami PVYN™ 28 i PVYNN 30, za$ pozostate izolaty wywotaty
nekroze¢ nerwow 1 wysoka koncentracje wirusa w soku badanych roslin. Wislica zare-
agowala przejasnieniem nerwow na izolat PVYN™N 28, a na pozostate nekroza ner-
wow. Najmniej odporna na izolaty z grupy NTN okazata si¢ odmiana PBD 6, ulegajac
porazeniu przez wszystkie badane izolaty. Podobnie jak przy uzyciu izolatow PVYNW
dziki gatunek N. africana nie ulegt porazeniu zadnym z badanych izolatow.

Poréwnujac uzyte w badaniach odmiany tytoniu wida¢ zréznicowanie poszczegol-
nych genotypow pod wzgledem odpornosci na rozne izolaty PVY. Sposrod pigeiu
odmian uprawnych tytoniu wybranych w badaniach jako zrodto odpornosci rozniace
si¢ sposobem jej uzyskania, najwigksza odpornoscia charakteryzowaty si¢ odmiany
VAM i Wislica. Wskazuja na to wyniki z wieloletnich do§wiadczen polowych prowa-
dzonych w réznych krajach, o zréznicowanej presji PVY, jak tez wyniki inokulacji przy
uzyciu 29 izolatow. Odpornos¢ odmiany VAM warunkowana jest pojedynczym rece-
sywnym genem okre$lanym jako va, bedacym delecja odcinka sekwencji odpowie-
dzialnego za podatno$¢ na PVY (21). To samo zrédto odpornosci przeniesione do
odmiany TN 86 jest nieco mniej skuteczne niz w odmianie wyj$ciowej. Odmiana V.SCR
uzyskana w wyniku selekcji masowej (2) zawiera rowniez gen okreslany jako va,
jednakze jest on mniej skuteczny w obronie przed silnymi izolatami (11, 22). Blan -
card iin. (1) wyrdznili trzy alleliczne formy genu va o réznym stopniu odpornosci:
va®, va' 1 va®. Wedlug autordéw najbardziej efektywna forma va® obecna jest w geno-
typie VAM, a najstabsza va®> w genotypie V.SCR. Polska odmiana Wislica wypada
stosunkowo dobrze zaréwno w polowych badaniach poréwnawczych, jak i podczas
inokulacji. Doktadne pochodzenie tej odpornosci (obecnej rowniez u wielu innych pol-
skich odmian) nie jest udokumentowane, mozna natomiast wnosi¢, ze jest to rowniez
typ odpornosci warunkowany delecja genu podatnosci. Pochodzenie odmiany PBD 6
okreslane jest jako wynik selekcji z krzyzowki odmian paragwajskiej i Bel 61-10 (22),
natomiast odporno$¢ wykazana w badaniach polowych i1 inokulacjach byta nieco mniej-
sza niz odmian VAM 1 Wislicy. Badane odmiany wykazuja wprawdzie zréznicowany
poziom odpornosci na PVY, jednakze zadna z nich nie jest efektywna w zetknigciu
z nowymi izolatami nalezacymi do grupy PVY™™ i niektorymi z grupy PVYNW. Za-
tem waznym aspektem jest ocena innych zrodet odpornosci.

Czynniki odpornosci na PVY pochodzace od gatunku N. africana zawieraja linie
BPA (9) oraz linie mieszancowe WABPA 2 i WABPA 3 (dane wlasne niepublikowa-
ne). W badaniach odporno$ciowych porownano je z odmiang Wislica i odmiana kon-
trolna Samsun H (tab. 3). Do inokulacji wybrano sze$¢ izolatow sposrdd 29 zastoso-
wanych w badaniach dotyczacych oceny odpornosci odmian. Trzy z nich naleza do
grupy PVY™MW i trzy do grupy PVYNN, Izolaty te rdznia si¢ zdolnoscia infekcyjna
w stosunku do poszczegdlnych odmian tytoniu (tab. 11 2).
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W wyniku inokulacji linii BPA izolatem PVYNW 1 cztery rosliny wykazywaty pla-
my chlorotyczne, a u 12 z 20 badanych roslin wirus byt wykrywalny metoda serolo-
giczna (tab. 3). Linie WAPBA 2 i WABPA 3 oraz odmiana Wislica nie ulegly poraze-
niu tym izolatem. Zastosowanie izolatu PVY™W 4, ktory w poprzednich badaniach
przetamal odpornos¢ wszystkich badanych odmian (tab. 1), spowodowalo podobne
objawy u linii BPA, jak zastosowanie izolatu PVYXW 1, natomiast nie ulegly poraze-
niu linie WABPA 2 1 WABPA 3. Wszystkie rosliny odmiany Wislica wykazaty nekroze
nerwow po inokulacji tym izolatem (tab. 3). Podobnie reagowaty rosliny linii BPA,
WABPA 2 i WABPA 3 na zakazanie izolatem PVY™W 13; odmiana Wislica wykazy-
wata réwniez tylko plamy chlorotyczne. Izolaty z grupy NTN (PVYN™20 i PVYNTN21)
spowodowaly przejasnienia nerwdw 1 plamy chlorotyczne na wszystkich roslinach
BPA, nie wywotaly jednak nekrozy nerwow, jak miato to miejsce w przypadku pozo-
statych linii hodowlanych i odmiany Wislica. Reakcja na inokulacjg stabszym izolatem
PVYN™N28 byta podobna, jak na dwa izolaty z grupy PVYYNW.

Linia BPA ulegajaca wprawdzie infekcji po zakazeniu stabszymi izolatami reago-
wala tylko objawami chlorotycznymi rowniez w zetknigciu z izolatami wywotujacymi
objawy nekrotyczne na odmianach uznawanych dotychczas za odporne. W poréwna-
niu z gatunkiem N. africana, bedacym rodzicem ojcowskim w wyjSciowym mieszan-
cu, od ktorego pochodzi linia BPA (10), wida¢ wyraznie, ze odporno$¢ linii hodowlanej
nie jest tak wysoka, jak gatunku dzikiego. Powodem tego jest najprawdopodobniej
niekompletny transfer czynnikow odpornosci bedacy kompromisem pomigdzy odpor-
noscia a cechami uzytkowymi, waznymi z gospodarczego punku widzenia. Przenie-
sienie odpornosci od N. africana nastapito prawdopodobnie w wyniku substytucji
segmentalnej dotyczacej malego odcinka chromosomu, nie obejmujacego wszystkich
genow warunkujacych kompletna odporno$¢. Innym powodem niekompletnej odpor-
nosci linii BPA moze by¢ niekorzystny wptyw genow z genomu N. tabacum obnizaja-
cy ekspresjg cechy odpornosci (10, 19). Linia BPA, bedaca tez przedmiotem badan
w doswiadczeniach polowych o réznej presji PVY, nigdy nie wykazata w Polsce i1 na
Wegrzech objawow nekrotycznych. Linia ta reagowata podobnie na inokulacjg tyto-
niowymi izolatami zagranicznymi, jak tez po inokulacji izolatami pochodzacymi z ziem-
niaka (9). Na podstawie przeprowadzonych badan odpornos¢ linii BPA nalezy okre-
sli¢ jako tolerancj¢ wobec réznych szczepow PVY.

Linia WABPA 3 wypadta w tej ocenie korzystniej niz odmiana Wislica, a przy
pordéwnaniu skuteczno$ci izolatu PVYNW 4 lepiej niz VAM i PBD 6, lecz ulegta pora-
zeniu przez dwa najbardziej wirulentne izolaty z grupy NTN. Prowadzone sa dalsze
badania nad selekcja linii 0 wyzszym stopniu odpornosci i podejmowane proby okre-
$lenia mechanizméw warunkujacych t¢ odpornosc.

Inna grupe roslin stanowiacych potencjalne zrédto odpornosci tytoniu sa rosliny
transgeniczne. W wyniku transformacji odmian podatnych na PVY (Mac Nair 944,
K326, BY 103, AC Gayed) przy uzyciu trzech konstrukcji: LMV CP, pROKY1
1 pPROKY?2 uzyskano linie transgeniczne (8, 9). Testy odpornosciowe wszystkich ro-
slin transgenicznych nalezacych do pokolen T, i T, poprzedzono badaniami potwier-
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Tabela 4
Odpornos¢ linii transgenicznych pokolen T, i T; na izolaty PVY
Linia* - Roéliny odporng na PVY (%)** -
PVY "W 1 PVY™ 20 PVY™ 21

MN 944 LMV CP 86 80,3 51,5
K 326 LMV CP 9,1 10,9 15,6
BY 103 LMV CP 65,5 66 41,1
Srednio LMV CP 53,5 52,4 36,1
MN 944 ROKY'1 0 0 0
K 326 ROKY1 35,3 5,8 9,5
BY 103ROKY] 0 83 0
AC Gayed ROKY1 44,2 62,2 53,6
Srednio ROKY1 19,9 19,1 15,7
K 326 ROKY2 42,2 34,7 31,5
BY 103 ROKY2 40,7 22,5 10
AC Gayed ROKY?2 100 80 71,4
Srednio ROKY2 61 45,7 37,6

* MV CP, ROKY 1, ROKY2 — konstrukcje obecne w liniach transgenicznych
o PVY™W 1, PVYN™20, PVYN™21 — izolaty pochodzace z odmian i linii hodowlanych tytoniu
Zrodto: Czubacka A., 2005 (6).

dzajacymi obecno$¢ transgenu, a nastgpnie po okoto 20 roslin z kazdej linii poddano
inokulacji przy uzyciu izolatow: PVYNW 1, PVYNN 20 i PVYN™N21 (6); (tab. 4).

Biorac pod uwagg uzyte konstrukcje najskuteczniejsza ochrong przed trzema izo-
latami PVY stanowily transgeny LMV CP i ROKY?2. Mniejsza liczbg roslin odpor-
nych zanotowano wsrod transformowanych konstrukcja ROKY 1. Rozpatrujac aspekt
odmianowy zdecydowanie najwigcej roslin odpornych stwierdzono wsrod transge-
nicznych linii AC Gayed i MN 944, mniej w obrebie odmiany BY 103. Najmniej efek-
tywna ochrona przed PVY charakteryzowata si¢ odmiana K 326. Natomiast linia AC
Gayed ROKY2 wykazywata duza odporno$¢ na trzy izolaty wirusa Y ziemniaka, gdzie
71,4-100% nalezacych do niej roslin bylo odpornych na brunatna nekroze¢ nerwéw
lisci tytoniu.

Celem weryfikacji stabilnosci cechy odpornosci podjeto badania nad kolejnymi
pokoleniami linii transgenicznych, charakteryzujacymi si¢ najwigksza odporno$cia na
PVY w poprzednich badaniach (tab. 4).

Do dalszych prac wytypowano dwie linie— MN 944 zawierajaca konstrukcja LMV
CP i AC Gayed niosaca konstrukcje ROKY2. Do badan odpornosciowych uzyto trzy
izolaty: PVYN™N 32, PVY™W 18 i PVYYW 19 pozyskane w warunkach polowych
z odpornych odmian tytoniu (tab. 5). Linia transgeniczna MN 944 LMV CP okazata
si¢ odporna na wszystkie uzyte izolaty, podczas gdy linia AC Gayed niosaca transgen
ROKY?2 ulegta porazeniu wykazujac nekrozy nerwdw. Obnizenie stopnia odpornosci
ro$lin z linii AC Gayed ROKY2 w stosunku do pokolenia poprzedniego moglo by¢
spowodowane wzrostem metylacji transgenu, ktéra moze skutkowacé jego inaktywacja.
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Tabela 5
Odpornos¢ wybranych linii transgenicznych pokolenia T4 na izolaty PVY
Liczba roélin inokulowanych/Liczba ro$lin porazonych
Izolaty PVY MN 944 LMV CP AC Gayed ROKY2 Samsun H
Y .. | ELISA** . | ELISA** . | ELISA**
objawy’ N 3 objawy’ I 3 objawy’ 1 3

PVY"™32 b.o. 5/0 | 5/0 NV 4/4 | 4/4 NV 22 [ 22
PVY"W 18 b.o. 5/0 | 5/0 NV 32 ] 3/0 | NV,VC | 2/2 | 2/0
PVY"W 19 b.o. 1/0 | 1/0 | NV,CS 5/2 | 5/0 NV 2/2 [ 2/0

* VN — nekroza nerwow, CS — plamy chlorotyczne, VC — przejasnienia nerwow, bo — bez objawow

** ELISA 1 — przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko réznym szczepom PVY (MoAbs anti Y)

#* ELISA 2 — przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko nekrotycznym szczepom PVY (MoAbs anti Y™)
Zrodto: Wyniki badan wiasnych.

Zjawisko takie obserwowano w przypadku transgenicznego ryzu (18). Stan inakty-
wacji transgenu jest czgsto dziedziczony, a jego metylacja moze rosna¢ w kolejnych
pokoleniach.

Podsumowanie

Przeprowadzone badania wykazuja zréznicowanie odpornosci na PVY wsérdd ba-
danych odmian i linii hodowlanych tytoniu. Dotyczy ono réznych Zrodet pochodzenia
odpornosci, mechanizméw jej funkcjonowania i przede wszystkim reakcji w zetknig-
ciu z nowymi izolatami. Prowadzone sa prace nad mozliwoscia potaczenia dostep-
nych zrédel odpornosci w celu uzyskania genotypoéw o kompleksowej odporno$ci na
wystepujace obecnie szczepy i izolaty PVY. Pozytywne efekty faczenia dwoch zrodet
odpornosci zaobserwowali X u 1 in. (24). Skrzyzowanie tytoniu zawierajacego trans-
gen bialka ptaszcza wirusa TVMV (Tobacco vein mottling virus) z nietransgenicz-
nym, ale zawierajacym endogenny gen odpornosci VAM (ang. Virgin A Mutant) po-
zwolilo na podniesienie odporno$ci przeciw potywirusom (wirusom Y ziemniaka)
1 rozszerzenie jej spectrum. Wstgpne wyniki badan wlasnych wskazuja roéwniez na
mozliwo$¢ efektywnego polaczenia roznych zrodet odpornosci na PVY w jednym
genomie.
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