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Wstep

Tyton uprawny stanowi jedng z wazniejszych dla czlowieka roslin przemystowych.
Glownym celem prac hodowlanych jest dostarczenie rolnikom odpornych odmian,
zapewniajacych stabilne plonowanie i tym samym decydujacych o optacalnosci
produkcji, a dla przemystu — surowca o dobrych cechach jakosciowych. Nowe odmiany
tytoniu z jednej strony powinny cechowa¢ si¢ odpornoscia na patogeny, szczegolnie
na te, ktorych zwalczanie jest utrudnione lub kosztowne, z drugiej za$ surowiec z nich
otrzymany powinien odznaczac si¢ odpowiednimi wlasciwosciami technologicznymi
waznymi z punktu widzenia przemystu tytoniowego. Obecnie prace nad ulepszaniem
genotypow tytoniu tgczg metody tradycyjnej hodowli z metodami biotechnologicz-
nymi, np. zastosowaniem kultur in vitro, czy technikami biologii molekularnej, co
znacznie skraca i utatwia proces hodowlany. Tyton jako roslina modelowa jest rowniez
obiektem wielu badan z zakresu genetyki, biologii molekularnej i biotechnologii,
a uzyskane wyniki maja znaczacy wktad w rozwdj tych dziedzin nauki. W ponizszym
rozdziale zostaly omowione zard6wno metody i techniki znane i stosowane od wielu
lat, jak rowniez te najnowsze, ktore zrewolucjonizowaty hodowlg i genetyke roslin.

Bariery krzyzowalno$ci w mieszancach miedzygatunkowych/przeltamywanie
niezywotnos$ci form mieszancowych

Wykorzystanie gatunkéw oddalonych w hodowli daje szanse¢ transferu wielu ko-
rzystnych genow, warunkujacych lepszy plon lub odpornos¢ na choroby i szkodniki.
Niestety, krzyzowanie mi¢dzygatunkowe wiaze si¢ z wieloma trudno$ciami. Wraz
z rozwojem nauki zwigkszaja si¢ mozliwos$ci przetamywania barier krzyzowalnosci,
do ktorych naleza niezgodno$¢ krzyzowkowa, $miertelno$¢ oraz bezptodnose
mieszancow.

Niezgodnos¢ krzyzowkowa, czyli niemozno$¢ uzyskania nasion mieszancowych,
moze by¢ spowodowana wieloma czynnikami. Jako pierwsza przyczyng wymienia si¢
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trudno$¢ dotarcia tagiewki pytkowej do zalgzni. Moze by¢ ona spowodowana roznicg
w dhlugosci stupka pomigdzy gatunkiem matecznym i ojcowskim, fizjologiczna
inhibicjg wzrostu tagiewki pytkowej lub mechanicznymi trudno$ciami w penetracji
tagiewki przez tkanke stupka. Inhibicja fizjologiczna, okreslanajako tzw. niezgodnos¢
gametofityczna, jest warunkowana genetycznie (149), natomiast inhibicja mechani-
czna jest spowodowana roéznicami w wielkos$ci komorek gatunkéw rodzicielskich.
Dotarcie tagiewki do zalazni nie gwarantuje jeszcze sukcesu, gdyz gamety zenska
i meska nie zawsze si¢ tacza ze sobg. Wigze si¢ to z podziatami komorek osrodka bez
utworzenia zarodka i bielma, a w konsekwencji niewytworzenie nasion lub utworze-
nie diploidalnego bielma i powstanie nasion bez zarodka. Zjawiskiem spotykanym
przy krzyzowaniu z udziatem dzikich gatunkoéw rodzaju Nicotiana jest powstawa-
nie haploidalnych lub diploidalnych roslin typu matecznego lub ojcowskiego, spo-
wodowane podziatami komorkowymi komorki jajowej lub jadra plemnikowego
w woreczku zalagzkowym. Haploidy mateczne uzyskano w krzyzowkach Nicotiana
tabacum x N. africana (26), natomiast haploidy typu androgenicznego powstaty
w krzyzéwce N. tabacum % N. gossei (27). Przyczyna niezgodnosci krzyzowkowe;j
moze by¢ rowniez nieprzezywalnos$¢ zarodka i w konsekwencji niezywotne nasio-
na. Zahamowanie rozwoju zarodka ttumaczy si¢ niezgodno$cig miedzy matecznym
bielmem i obcym zarodkiem.

Sposobami na przetamanie tego typu niezgodnosci sa: odpowiedni dobor ga-
tunkow 1 odmian do krzyzowan, nacigcie szyjki stupka (173) oraz zastosowanie tzw.
pytku mentora. Ostatnia metoda, opisana przez Pandey w roku 1977 (149),
polega na zmieszaniu zgodnego pytku z niezgodnym pytkiem wiasciwym i nanie-
sienie ich na znami¢ stupka. Pylek-mentor poddawany jest wczesniej promienio-
waniu jonizujgcemu, co pozwala zniszczy¢ jego jadra generatywne, ale nie nisz-
czy zdolnosci kietkowania i tworzenia fagiewki pytkowej, ktora dostarcza substancji
stymulujagcych dla wzrostu tagiewki pytku wiasciwego. Uzyskanie zywotnych
nasion w krzyzowkach N. tabacum x N. rosulata i N. tabacum x N. debneyi byto
mozliwe na drodze sztucznego zapylenia wycietych zalazkow i hodowli zaptodnionych
zalazkow w warunkach in vitro (177). W momencie wystgpienia barier o charak-
terze zygotycznym zaptodnienie in vitro moze okaza¢ si¢ nieskuteczne. Kolej-
nym sposobem majacym na celu poprawe zywotnosci i liczby nasion jest zastoso-
wanie réznych zwigzkow chemicznych, jak na przyktad kwas giberelinowy (120).
W celu zapobiezenia abscysji, opadaniu kwiatow i1 zwigkszeniu liczby nasion,
mozna zastosowa¢ 5% mieszaning [AA w lanolinie na szyputki kwiatowe (31) lub
przeprowadzi¢ wielokrotne zapylanie tych samych kwiatow.

W latach 70. opracowano metode fuzji protoplastow, czyli taczenia ze
soba komorek somatycznych. Opisana przez Gamborga i Wettera
w 1975 roku (75) metodyka obejmowata trzy etapy: izolacje protoplastow na drodze
enzymatycznego rozktadu $cian komoérkowych, taczenie protoplastow w obecnos$ci
glikolu polietylenu oraz selektywna hodowlg produktow fuzji. Uzycie odpowiedniej
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pozywki pozwala odrozni¢ kalus form mieszancowych od kalusa form rodziciel-
skich. Pierwszym miedzygatunkowym mieszancem w rodzaju Nicotiana uzyskanym
na drodze fuzji byt N. langsdorfii x N. tabacum (32). Prace nad izolacja i fuzja
protoplastow tytoniu prowadzono réwniez w [IUNG w Pulawach z wykorzystaniem
dwodch metod (144, 145). Pomyslny przebieg izolacji, taczenia protoplastow i rege-
neracji roslin napotykal jednak dalsze trudno$ci zwigzane z prowadzeniem wydajnej
i szybkiej metody selekcji mieszancow somatycznych. Poza tym metoda fuzji pro-
toplastow pozwalata obej$¢ bariery krzyzowalnosci na drodze gametycznej, ale nie
zmniejszalta trudnosci taczenia genomow krzyzowanych gatunkow.

Nieprzezywalno$¢ mieszancow, czyli zamieranie roslin w fazie siewki lub na
dalszym etapie rozwoju, moze by¢ spowodowane somatyczng niestato$cig chromo-
somow (133). Nieregularne podzialy mitotyczne i inne przejawy niestatosci chro-
mosomowej we wezesnych stadiach rozwoju zarodkowego prowadza do utworzenia
roznych, czesto niezbalansowanych genotypow i, co za tym idzie, pojawianie si¢ w F,
zréznicowanych, czgsto nieprzezywajacych fenotypdw. Niezywotno$¢ mieszancow
zostata podzielona na cztery typy w oparciu o objawy (193):

* Typ I — brazowienie wierzchotka pedu i korzenia,

* Typ Il — brazowienie liscieni i korzeni (rys. 1),

» Typ II — z6tkniecie lisci,

* Typ IV — tworzenie wielu pedow.

Rys. 1. Niezywotno$¢ typu II w mieszancach miedzygatunkowych N. tabacum ‘“VAM’ x N. africana
(a) oraz N. tabacum ‘Wislica’ X N. afiricana (b)

Zrodto: fot. A. Depta, zasoby whasne ZHiBR ITUNG-PIB.

Badania wskazuja, ze co najmniej typ II i Il zwigzany jest z programowang
$miercig komorki, czyli apoptoza, ktdrej towarzysza kondensacja chromatyny, frag-
mentacja jadra i wewnatrzjadrowa fragmentacja DNA. Te obserwacje wskazuja,
ze niezywotno$¢ mieszancow jest kontrolowana genetycznie, w wyniku interak-
cji migdzy genomami oraz, ze czynniki cytoplazmatyczne nie biorag w tym udziatu.
W rodzaju Nicotiana sekcji Suaveolentes, co najmniej dziewie¢ gatunkow (N. africana,
N. debneyi, N. excelsior, N. goodspeedii, N. gossei, N. maritima, N. megalosiphon,
N. suaveolens i N. velutina) tworzy niezywotne mieszance w typie Il po krzyzowaniu
z tytoniem uprawnym (128, 175, 192).
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Analizamonosomiczna oraz wykorzystanie metod molekularnych pozwolity stwierdzi¢,
ze za letalno$¢ mieszancow N. tabacum i N. debneyi odpowiada pojedynczy dominujacy
gen (Hybrid Lethality A1; HLA1), pochodzacy od dzikiego gatunku, ktory wehodzi w inter-
akcje z genem lub genami na chromosomie Q u N. tabacum. W celu okreslenia, ktory
subgenom N. tabacum jest odpowiedzialny za letalno$¢ mieszancoéw, wykonano
dwie krzyzowki pomiedzy N. debneyi x N. sylvestris oraz N. debneyi x N. tomen-
tosiformis. We wszystkich przypadkach wykonano krzyzowki zwrotne. Mieszance
z N. sylvestris zamieraly na etapie siewki, a obserwacje mikroskopowe i cytometry-
czne wskazywaty na proces apoptozy. Mieszance z N. tomentosiformis byty zywotne
i nie zaobserwowano zadnych zmian w genomie. Swiadczy to jednoznacznie o obec-
nosci gendw letalnosci w subgenomie S N. tabacum. W rodzaju Nicotiana moga
wystepowa¢ inne kombinacje genowe prowadzace do zamierania mieszancow.
Przyktadem reakcji w typie Il jest mieszaniec N. tabacum i N. repanda. W tym
przypadku krzyzowanie z przodkami tytoniu, czyli N. sylvestris i N. tomentosiformis,
wskazuje na obecnos¢ genow letalnosci w subgenomie T (93, 174).

Do sposobow przetamywania tego typu odpornosci nalezy m.in. wysiew jak
najwigkszej liczby nasion roslin mieszancowych oraz optymalizacja warunkéw
srodowiskowych dla wzrostu i rozwoju mtodych roslin. Zastosowanie hodowli
tkankowej pozwolito uzyska¢ zywotne rosliny mieszancowe, u ktorych nastgpowata
degeneracja systemu korzeniowego na etapie siewki. Do tego typu mieszancow
naleza m.in.: N. occidentalis * N. tabacum (176), N. tabacum x N. debneyi (177),
N. suaveolens % N.tabacum (119). Zywotne roéliny mieszancowe N. tabacum x N.
africana uzyskano stosujac kulture in vitro liscieni (60). Kolejng metode zastosowali
Reed i Collins w1978 (157), dla mieszancow N. stoctonii X N. tabacum,
N. nesophila x N. tabacum i N. repanda % N. tabacum. Polegata ona na przeniesieniu
w sze$¢ dni po zapyleniu zaptodnionych zalgzkéw aseptycznie usunietych z zalgzni.

Sposobem utrzymania zywotnych roslin mieszancowych moze by¢ przetrzymy-
wanie ich w warunkach podwyzszonej temperatury. Badania wskazaty, ze optymal-
na jest temperatura 34°C. Obnizenie temperatury do 28°C inicjuje zamieranie ro$lin.
Odwrotnie zachowujg si¢ rosliny wyjsciowe, brane do krzyzowek, dla ktérych
najlepsza temperatura to 28°C.

Bezptodnos¢ mieszancéw migdzygatunkowych stanowi duzy problem w hodowli,
gdyz niemozliwe jest uzyskanie nasion z samozapylenia, jak rowniez wykonanie
krzyzowek wstecznych. Dotyczy to niemal wszystkich mieszancow w rodzaju
Nicotiana, w tym krzyzoéwek z N. tabacum. Wyjatkiem sg mieszance N. alata
X N. langsdorfii oraz N. alata X N. amplexicaulis (84). Bezptodno$¢ miedzygatun-
kowych mieszancow Nicotiana wywotana jest gtéwnie strukturalnymi roéznicami
w chromosomach, co uniemozliwia ich normalng koniugacje oraz réznicami w licz-
bach chromosoméwu gatunkow biorgcychudziatwpowstaniumieszanca. Prowadzito
do przypadkowego rozchodzenia si¢ uniwalentow podczas podziatdw mejotycznych
1 tworzenia niezbalansowanych chromosoméw i niefunkcjonalnych gamet (rys. 2).
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Rys. 2. Zaburzenia mejozy obserwowane u mieszancoOw N. tabacum x N. africana.

Zrédto: Doroszewska, 2004 (58).
Inne nieregularne procesy, ktére przyczyniajg si¢ do zaburzen w normalnym ro-
zchodzeniu si¢ chromosomoéw, to peknigecia chromosomow, mostki chromatynowe
i powstawanie chromosomow w réwnikowe;j strefie mejozytu. Takie zaburzenia ob-
serwowano wsrod mieszancoéw miedzygatunkowych N. tabacum x N. africana (54).

Istnieje kilka metod pozwalajacych przetamac problem bezptodnosci mieszancow.
Nalezg do nich wykorzystanie niezredukowanych gamet Iub podwojenie liczby chro-
mosomoéw somatycznych migdzygatunkowego mieszafica F| za pomocg tzw. trucizn mi-
totycznych. Sg to zwiazki chemiczne, ktdre zaklocajg przebieg tworzenia si¢ wrzeciona
kariokinetycznego podczas podziatu komorki, w wyniku czego nastepuje podziat chro-
mosomow, po ktérym nie nastepuje rozejscie si¢ siostrzanych chromatyd do biegundw.
Podzielone chromosomy zostaja w ptaszczyznie rownikowej komorki 1 w telofazie
sa otoczone wspolng blona jadrowa. Usunigcie w tym momencie zwigzku antymito-
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tycznego, poprzez ptukanie, pozwala komoérce na prawidtowy podziat. Najczesciej
uzywanym w tym celu zwigzkiem chemicznym jest kolchicyna, aplikowana podczas
kietkowania nasion badz rozwoju stozkéw wzrostu (12).

Druga grupa metod poliploidyzacyjnych wykorzystuje komorki poliploidalne,
naturalnie wystepujace w roslinie lub ich indukcje w warunkach in vitro poprzez zas-
tosowanie hormonow wzrostowych, czy wydluzenie czasu prowadzenia kultury
(59). W ten sposdb uzyskano amfidiploidalne mieszance N. tabacum * N. africana,
ktore charakteryzowaly si¢ wysoka plodnoscig (55), warunkujaca ich dalsze
wykorzystanie w hodowli odpornosciowej. Komorki poliploidalne wystepuja
w czesci korowej 1 walca osiowego todygi i1 korzeni. Powstaja gtdéwnie w procesie
endomitozy. Mozna je pobudzi¢ do podziatéw i tworzenia kalusa poprzez zranie-
nie lub zastosowanie hormonéw wzrostowych. Spontaniczne amfidiploidy moga
powsta¢ na drodze zaptodnienia niezredukowanej komorki jajowej przez niezredu-
kowane jadro plemnikowe lub przez spontaniczne podwojenie chromosoméow we
wczesnych fazach rozwoju embrionalnego u mieszanca F . Najbardziej skuteczng
metodg uzyskania plodnych mieszancéw migdzygatunkowych jest krzyzowanie
tetraploidalnych form obu gatunkow rodzicielskich Iub krzyzowanie formy diplo-
idalnej z tetraploidalng, prowadzace do otrzymania czesciowo plodnego pokolenia
seskwidiploidalnego (55).

Innym sposobem przelamania barier krzyzowalnosci pomigdzy gatunkiem
uprawnym i dzikim jest zastosowanie krzyzowania pomostowego poprzez gatunek
trzeci, ktory krzyzuje si¢ zarowno z gatunkiem uprawnym, jak i dzikim. Po raz pier-
wszy w roku 1967 zastosowat t¢ metode B u r k (29). Krzyzowal on N. repanda
z N. tabacum w celu przeniesienia odpornosci na mozaike od N. repanda. Gatunkiem
pomostowym byt N. sylvestris. Inng kombinacje pomostowa zastosowat B o1 s u-
no v wroku 1971 (24) w celu przeniesienia odporno$ci na maczniaka rzekomego
z N. exigua do N. tabacum. W pierwszym etapie skrzyzowat on N. exigua z N. rustica,
a nastepnie tak otrzymanego mieszanca krzyzowat z N. tabacum.

Uzyskanie plodnych i zywotnych form mieszancowych jest bardzo waznym
etapem na drodze wykorzystania pozadanych cech gatunkow oddalonych. Jednakze
introgresja czynnikow odpornosci z gatunkéw dzikich do genomu N. tabacum wigze
si¢ z trudno$ciami w rozbiciu grup sprzgzen przenoszonych na duzych odcinkach
materiatu genetycznego, warunkujacego szereg cech niekorzystnych pod wzgledem
gospodarczym. Powoduje to, Ze mimo istniejgcego potencjatu czynnikow odpornosci
w rodzaju Nicotiana, niewiele jest odmian uprawnych niosgcych geny odpornosci
od dzikich gatunkow.

Tworzenie haploidéw i podwojonych haploidow
Potgczenie tradycyjnej hodowli tytoniu z metodami biotechnologicznymi, np.

zastosowaniem kultur in vitro jest wazne z praktycznego punktu widzenia, poniewaz
pozwala znacznie przyspieszy¢ proces hodowlany. Skrocenie czasu potrzebnego na
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wyhodowanie nowej odmiany mozna osiggna¢ przez otrzymanie roslin haploidal-
nych z mieszancowego pokolenia F, czyli ro$lin z gametyczng liczbg chromosomow.
Dzieki temu selekcja roslin pod wzgledem pozadanej cechy jest utatwiona, poniewaz
wlasciwosci kodowane przez allele recesywne zostaja ujawnione w fenotypie. Po raz
pierwszy rosliny haploidalne otrzymataw 1921 roku D. Bergner(158)dla gatunku
Datura stramonium, natomiast pierwsze doniesienia o uzyskaniu haploidalnych
roslin N. tabacum przezClausen’a i Mann ’a(153) pochodza z 1924 roku.
Znaczne przyspieszenie w tym wzgledzie nastapito w wyniku opracowania metod
otrzymywania haploidow w warunkach laboratoryjnych np. z wykorzystaniem kul-
tury in vitro pylnikéw. Pierwsze takie rosliny N. tabacum otrzymat Bour gin
i Nitsch w1967 roku (153). Najwigcej haploidalnych tkanek czy roslin powstaja-
cych badz to spontanicznie, badz z wykorzystaniem roéznych technik do ich induk-
cji, zaobserwowano w rodzinie psiankowatych (Solanaceae), do ktérej m.in. nalezy
tyton, ale takze u kapustnych (Brassicaceae), roslin zbozowych (Cereales) oraz traw
(Gramineae) (126).

Haploidy moga powstawac¢ spontanicznie badz w wyniku indukcji z wykorzysta-
niem réznych technik haploidyzacji. Techniki te opieraja si¢ na takich procesach
biologicznych jak androgeneza in vitro, gynogeneza in vitro, apomiksja czy elimi-
nacja chromosomow. Dla wielu gatunkéw roslin charakterystyczny jest tylko jeden
z procesOw, natomiast dla N. tabacum wszystkie wymienione metody okazaty
si¢ skuteczne w otrzymywaniu ro$lin haploidalnych (153). Najpowszechniej
wykorzystywang technika jest androgeneza in vitro. Jest to proces, w czasie ktérego
haploidalne mikrospory (komoérki macierzyste pylku) zmieniaja kierunek swojego
rozwoju — generatywnego, a wiec prowadzacego do tworzenia ziaren pytkowych,
na nowy wegetatywny, ktoéry prowadzi do powstania zarodkow, a nastgpnie roslin.
Cale niedojrzate pylniki lub izolowane mikrospory sg wykladane na pozywke
wzbogacong odpowiednimi fitohormonami, ktére powodujg zmiang kierunku ro-
zwoju mikrospor i powstanie zarodkow haploidalnych (rys. 3). Mozna wyr6znié
dwa typy rozwoju mikrospory w rosling haploidalng: embriogenez¢ bezposrednig
przez stadium wielojadrowej lub wielokomorkowej mikrospory, az do otrzymania
pedu oraz embriogeneze posrednig ze stadium formowania si¢ kalusa. Oprocz roslin
haploidalnych moga powstawac takze formy diploidalne, poliploidalne, miksoploi-
dalne oraz formy o garniturze chromosomowym niespotykanym w przyrodzie ani
niepowstajace na drodze krzyzowania, ktére takze moga by¢ przydatne w hodowli
nowych odmian. To wtasnie dzigki androgenezie wyhodowano rosliny, ktoére
postuzyly do wyprowadzenia wielu nowych odmian tytoniu. Skuteczna androgeneza
wymaga zastosowania jednego lub kilku bodzcéw zewnetrznych, tzw. czynnikdéw
stresowych, ktérymi mozna oddzialywac na cate rosliny, pojedyncze kwiaty, pylniki
lub izolowane mikrospory (179). O efektywnosci powstawania roslin z zarodkow
mikrosporowych decyduje wiele czynnikow genetycznych, ale takze chemiczne
1 fizyczne wlasciwosci samej kultury in vitro. Do najwazniejszych z nich naleza:
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* kondycja rosliny, ktora jest dawca eksplantatow (stan fizjologiczny i wiek ros-
liny oraz warunki wzrostu takie jak: wilgotno$¢, nawozenie, oSwietlenie, tem-
peratura);

* gatunek rosliny, jej ploidalno$¢, genotyp w obrebie gatunku, np. odmiana Iub
linia hodowlana;

* sposoOb traktowania wstepnego, czyli dziatanie réznymi czynnikami chemicz-
nymi lub fizycznymi na catg rosling Iub pylniki, celem zaindukowania andro-
genezy (rodzaj i czas oddzialtywania czynnika stresowego);

* sposOb prowadzenia kultury (cate pylniki, wyizolowane mikrospory, metody
laczone, stadia rozwojowe pylnikow lub mikrospor, sposéb uwalniania
mikrospor);

» pozywka ( sktad, konsystencja, warto$§¢ osmotyczna);

 warunki kultury in vitro (temperatura, swiatto) (122, 123).

Najlatwiej wywola¢ androgeneze w pylnikach gatunkow z rodziny Solanaceae.
Do tej pory przeprowadzono liczne badania nad ustaleniem optymalnych warunkow
androgenezy in vitro u Nicotiana dotyczace m.in. sktadu pozywek, faz rozwojowych
mikrospor czy warunkéw wzrostu. W przypadku pozywek wymagany sktad jest
bardzo prosty (cukier, sole mineralne), natomiast kluczowa okazata si¢ dostepnos¢
zelaza, ktorego brak skutecznie zatrzymuje embriogenezg w fazie globularnej. Hor-
mony wzrostowe sg koniecznym stymulatorem podzialow komorkowych w pytku
wigkszosci roslin, natomiast w przypadku tytoniu zastosowanie hormonow takich
jak auksyny, cytokininy czy gibereliny nie wptywa na zwigkszenie liczby zain-
dukowanych mikrospor, a w wyzszych stgzeniach zwigzki te mogg dziata¢ nawet
jako inhibitory. Poza tym, dodanie do pozywki wegla aktywowanego dziata po-
zytywnie, prawdopodobnie poprzez absorpcj¢ nadmiaru substancji wzrostowych
syntetyzowanych przez rozwijajace si¢ organy roslin oraz absorpcje réznych tok-
sycznych substancji z pozywki hamujacych embriogeneze. Niezwykle wazne jest
rozpoznanie wtasciwej fazy rozwojowej mikrospor, w ktorej moze dokona¢ si¢ ini-
cjacja rozwoju zarodkow i, jak ustalono, jest to stadium bezposrednio przed, w trak-
cie lub bezposrednio po pierwszym podziale mitotycznym (mikrospora jednojadrowa
zwakuolizowana, dwukomoérkowe ziarno pytku). Jednak najwickszy odsetek zain-
dukowanych pylnikow oraz najwigksza liczbe zarodkow uzyskanych z pojedyn-
czego pylnika uzyskano, kiedy mikrospory byty w poznej fazie jednojadrowej lub
byty w trakcie pierwszego podzialu mitotycznego (10). Innymi czynnikami istot-
nie wplywajacymi na embriogeneze u tytoniu sg zastosowany fotoperiod podczas
prowadzenia kultury in vitro, wiek rosliny, z ktérej pobierano paki oraz sposob trak-
towania wstgpnego, np. niska lub wysoka temperatura czy zastosowane warunki an-
aerobowe (10). Mikrospory tytoniu pozytywnie reaguja na stres ciepla, ktory pow-
oduje m.in. dezintegracj¢ cytoszkieletu, syntezg bialek szoku cieplnego (ang. heat
shock proteins, HSP ) oraz na stres glodu, czyli brak w pozywce wstepnej przyswajal-
nych weglowodanow lub zastgpienie ich niemetabolizowanym mannitolem. Powo-
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duje to zmiane struktury chromatyny, pojawienie si¢ bialek HSP, odr6znicowanie
plastydow i obnizenie poziomu syntezy RNA. Takze umieszczenie mikrospor ty-
toniu w pozywce o podwyzszonym pH (8,0-8,5) przez 4-6 dni skutecznie indukuje
embriogenezg, poniewaz uniemozliwia wykorzystanie sacharozy znajdujacej si¢
w pozywce 1 tym samym indukuje stres glodu. Chemicznym czynnikiem stresowym
moze by¢ kwas abscysynowy, ktory hamuje synteze czasteczek mRNA niezbgdnych
do rozwoju funkcjonalnego pytku (126).

Podwojony haploid

Pylniki SN 1
Podwojenie liczby chromosomow

Androgeneza Regeneracja
roslin

Roslina haploidalna

Haploidy zregenerowane na pozywkach

Rys. 3. Otrzymywanie roslin haploidalnych i podwojonych haploidow
na drodze androgenezy in vitro.
Zrodto: opracowanie i fot. A. Czubacka, zasoby wtasne ZHiBR [UNG-PIB.
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Modyfikacja metody androgenezy z wykorzystaniem pylnikéw jest technika,
w ktorej pylniki umieszcza si¢ w odpowiednich pozywkach ptynnych o wyso-
kiej osmolarnosci, dzieki czemu s3 one stymulowane do uwalniania mikrospor.
Technike te¢ z duzym sukcesem zastosowano u N. tabacum (65). Androgeneza
z wykorzystaniem kultury pylnikow jest metoda powszechnie stosowang dla wielu
réznych gatunkow roslin, w tym takze tytoniu, zwlaszcza w celach hodowlanych.
Jej najwieksza zaleta jest prostota, dzigki temu duza liczba pylnikéw moze zostaé
wyltozone na pozywke, co z kolei pozwala oming¢ problem dos¢ niskiej wydajnosci
otrzymywania haploidow z pojedynczych pylnikow. Jednakze dla badan z zakresu
biologii komodrki czy genetyki, obecno$¢ sporofitowej $ciany pylnika otaczajacej
mikrospory moze by¢ problematyczna, dlatego czg$ciej stosowana jest andro-
geneza z wykorzystaniem izolowanych mikrospor. Poniewaz zaréwno sktadniki
pozywki, jak i czynniki zewnetrzne dzialaja bezposrednio na izolowane mikrospory
z pomini¢ciem §cian pylnika, znacznie wigcej mikrospor w optymalnych warunkach
moze zosta¢ skutecznie zaindukowanych do rozwoju. Poza tym, mozna uniknaé
regeneracji diploidalnych zarodkéw z tkanki somatycznej pylnika. I mamura
i 1in wroku 1982 (94), ktérzy prowadzili badania nad kulturami izolowanych
mikrospor tytoniu odkryli, ze pobudzenie do rozwoju embriogenetycznego moze
wystapi¢ bez wczesniejszego oddzialywania czynnikami stresowymi, czy to na
cate rosliny, paki czy pylniki, z ktoérych bedg izolowane mikropory. Komorki ma-
cierzyste pytku byty izolowane we wczesnej fazie dwujadrowej podczas mejozy
i umieszczane w pozywce bez dodatku sacharozy, a po okreslonym czasie (5-7 dni)
przenoszone na pozywke zawierajaca 2% sacharoze oraz 5 mM glutamineg. Stres
spowodowany brakiem przyswajalnych weglowodanow w pierwszej pozywce
powodowat odroznicowanie mikrospor i zmiang kierunku rozwoju.

Drugim sposobem uzyskiwania haploidéw jest gynogeneza, czyli proces polegajacy
na rozwoju ros$lin z niezaptodnionej komodrki jajowej lub innych haploidalnych
komoérek woreczka zalagzkowego. Czynniki, ktore decyduja o jej skutecznosci sa
podobne jak w przypadku androgenezy in vitro, czyli sa to m.in.: gatunek, geno-
typ 1 kondycja rosliny dawcy, warunki prowadzenia kultury in vitro, stosowane
czynniki stresowe czy fazy rozwojowe w jakich znajduja si¢ zalaznie, zalgzki
i woreczki zalazkowe (195). Ten sposob otrzymywania roslin haploidalnych jest
mniej powszechny w poréwnaniu z procesem androgenezy, gtdéwnie ze wzgledu
na trudnosci techniczne, np. podczas izolacji komorek jajowych czy okreslania
stadium rozwojowego woreczkow zalazkowych, podczas wyktadania zalgzni
lub zalazkéw na pozywke. Moze jednak stanowi¢ alternatywe w stosunku do in-
nych metod, zwlaszcza dla tych gatunkow, u ktorych androgeneza nie powiodta
si¢ lub przebiegata z niska wydajnoscia oraz dla roslin meskosterylnych. Zwykle
na pozywke wykladane sa zalaznie i zalazki lub cale zawiazki kwiatowe, nato-
miast bardzo rzadko wyizolowane komorki jajowe. Metoda ta nie jest powszechnie
uzywana przede wszystkim ze wzgledu na niskg wydajno$¢ i duza pracochtonnosé.
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W przypadku otrzymywania roslin haploidalnych tytoniu, dla ktérych skuteczna
okazala si¢ znacznie prostsza metoda androgenezy in vitro, gynogeneza jest rzadko
stosowana.

Kolejnym sposobem uzyskiwania haploidow jest wykorzystywanie apomiksji.
Proces apomiksji polega na rozwoju zarodkdéw haploidalnych z komoérek gametofitu
o zredukowanej liczbie chromosomdw, bez udziatu zaptodnienia. Mozna wyrdznic¢
kilka form apomiks;ji i sg to: partenogeneza haploidalna, apogamia, semigamia, an-
drogeneza i poliembrionia rzekoma. Najczesciej wykorzystywana jest partenogene-
za haploidalna, czyli rozwoj zarodka z haploidalnej, niezaptodnionej komorki ja-
jowej, ktora zostata wezesniej zaindukowana (153). Czynnikami, ktére indukuja ten
typ rozwoju zarodka sg m.in.: pytek o zmienionych wtasciwosciach pod wptywem
dziatania np. wysokiej temperatury czy promieniowania jonizujgcego, ktoéry traci
zdolnos¢ do zaptodnienia komorki jajowej lub pylek innego gatunku, rodzaju czy
pytek tego samego rodzaju, ale o zmienionej ploidalno$ci, ktory nie ma zdolnosci
do zaptodnienia. Rozwojowi zarodka towarzysza rézne zaburzenia, m.in. zahamo-
wanie rozwoju bielma, dlatego rozwdj, az do stadium rosliny musi zachodzi¢ na
sztucznych pozywkach. Zjawisko partenogenezy haploidalnej wykorzystano m.in.
do uzyskania roslin haploidalnych tytoniu poprzez zaindukowanie komorek jajo-
wych napromieniowanym pylkiem (148). Nielsen i1 Collins wroku
1989 (140) do otrzymania haploidéw wykorzystali pylek dzikiego gatunku tytoniu
N. africana. Ro$liny haploidalne, tzw. haploidy mateczne, ktore wykietkowaty
z nasion mieszancoOw powstatych ze skrzyzowania odmiany ‘KY 17’1 N. africana,
roznily sie¢ od form mieszancowych nie tylko liczbg chromosomoéw, ale takze np.
wigorem oraz kolorem todygi. Formy mieszancowe ze wzgledu na niedostatecznie
rozwiniety system korzeniowy po pewnym czasie zamieraly.

Eliminacja chromosoméw, jako kolejna metoda otrzymywania haploidéw, moze
zachodzi¢ zardwno w kulturach in vitro bardzo mtodych zarodkéw mieszancowych,
jak i w tkankach somatycznych pod wptywem dziatania ré6znych czynnikow fizycz-
nych i chemicznych. Zarodki mieszancowe powstaja przez zapylenie rosliny pytkiem
innego gatunku, np. pylkiem formy dzikiej. W przypadku bardzo mtodych zarod-
kéw mieszancowych umieszczonych na sztucznych pozywkach w czasie pierw-
szych podziatéw mitotycznych dochodzi do redukcji chromosomow formy dzikie;.
Zarodek na dalszych etapach rozwoju posiada jedynie gametyczng liczbe chro-
mosomow matecznych. Redukcja liczby chromosoméw moze by¢ skutkiem asyn-
chronii w cyklach mitotycznych form rodzicielskich, nieprawidtowosci w budowie
wrzeciona kariokinetycznego lub zaburzen systemu enzymatycznego (100). Elimi-
nacje chromosomow z tkanki somatycznej mozna natomiast otrzymaé przez stoso-
wanie promieniowania jonizujacego, czy przez dodanie do pozywki w odpowied-
nich st¢zeniach hormonéw, herbicydéw lub pochodnych aminokwasow (153).

Tak jak juz wspomniano, rosliny haploidalne tytoniu wzbudzaja powszechne
zainteresowanie hodowcow, ale nie tylko, poniewaz sg takze wykorzystywane
w szeroko pojetych badaniach genetycznych. W hodowli z wykorzystaniem
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haploidéw zwraca si¢ przede wszystkim uwage na wybor jak najlepszych materiatlow
wyjs$ciowych, opracowanie metod otrzymania jak najwickszej liczby roslin haploidal-
nych w krotkim czasie, najlepiej przy niskim naktadzie kosztow oraz na odtworzenie
ptodnosci poprzez diploidyzacjg. Pomimo, ze liczba zregenerowanych roslin haplo-
idalnych jest zwykle bardzo mata przy duzym naktadzie pracy, to korzysci ptynace
z pozyskania nawet kilku roslin o pozadanych cechach, a potem wykorzystanie ich
w dalszej hodowli, sa ogromne. Naleza do nich wszystkim skrocony czas hodowli
przez mozliwo$¢ uzyskania homozygot z heterozygotycznych rodzicow w jednym
pokoleniu oraz ulatwiona, wydajna selekcja pozadanych kombinacji gendow z popu-
lacji mieszancowych, poniewaz homozygoty nie wykazuja dominacji i segregacji
cech. W programach hodowlanych prowadzonych w IUNG-PIB mozna znalez¢
wiele przyktadow polaczenia tradycyjnej hodowli tytoniu z metodami biotechnolo-
gicznymi, m.in. prace nad uzyskaniem odmian tytoniu taczacych w sobie odpornosé¢
na Thielaviopsis basicola pochodzaca od N. glauca oraz Tomato spotted wilt
virus (TSWV) pochodzaca od odmiany ‘Polalta’. W wyniku prowadzonych badan
uzyskano 24 odporne rosliny haploidalne z mieszancowego pokolenia F, stosujgc
haploidyzace na podtozu Nitsch and Nitsch z wykorzystaniem androgenezy in vitro
(182).

W dziedzinie genetyki dzigki haploidom mozliwe staje si¢ ujawnienie, a potem
zbadanie gendéw recesywnych, ktére normalnie w roslinach diploidalnych wystepuja
w uktadzie heterozygotycznym. Haploidy wykorzystywane sa takze w badaniach
nad mapowaniem i analizg genomow, do identyfikacji loci cech ilosciowych (QTL),
w transformacji genetycznej, a takze w hodowli nowych odmian z wykorzystaniem
markeréw genetycznych. Haploidy mozna takze wykorzysta¢ do analizy pochodze-
nia gatunkoéw przez obserwowanie chromosomow w mejozie. Na podstawie obser-
wacji mozna np. stwierdzi¢, czy gatunek wyjsciowy byt autopoliploidalny czy allo-
poliploidalny (103). Poprzez krzyzowanie haploidéw z roslinami o innej ploidalnosci
otrzymujemy aneuhaploidy, ktorych potem mozna uzy¢ do badan chromosomow
i genow. Rosliny haploidalne wykorzystywane sg takze w hodowli mutacyjnej np.
w hodowli tytoniu odpornego na streptomycyn¢ (127) oraz mogag stuzy¢ jako
material wyj$ciowy do izolacji 1 fuzji protoplastow. Melhers i Labib wroku
1974 (129) jako pierwsi wyizolowali i dokonali fuzji protoplastow pochodzacych
z dwoch bezchlorofilowych odmian N. tabacum.

Wyselekcjonowane rosliny haploidalne, ktéore maja pozadane cechy, ale sa
nieptodne, poddawane sg procesowi diploidyzacji, czyli podwajania liczby chro-
mosoméw. Genotyp podwojonych haploidow (DH) jest taki sam jak genotyp
haploidow, z ktorych powstaly a jednocze$nie rosliny te sa ptodne, co jest wazne
dla dalszych etapéw hodowli. Opracowanie efektywnych metod produkcji sta-
bilnych genetycznie, homozygotycznych linii podwojonych haploidéw jest klu-
czowym elementem wykorzystania roslin haploidalnych w badaniach genetycz-
nych czy programach hodowlanych. Linie te s3 cennymi ros$linami rodzicielskimi
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w krzyzowaniach majacych na celu wprowadzenie nowej odmiany uprawnej. Diplo-
idyzacja moze zachodzi¢ spontanicznie, badz z zastosowaniem zwiazkéw chemicz-
nych powodujacych dezorganizacj¢ mikrotubul i uniemozliwiajacych rozdziat chro-
mosomow do komodrek potomnych, np. kolchicyny. Kolchicyng mozna aplikowac
w trakcie rozwoju ro$lin matecznych, dodajac do pozywek w kulturach zarodkow
in vitro lub na wierzchotki haploidalnych pgdow wegetatywnych. Efektywnosé¢
diploidyzacji przez dodanie kolchicyny we wczesnym etapie kultury in vitro waha
si¢ w granicach od 83% do 91%, w zalezno$ci od gatunku i zastosowanego st¢zenia
(126). Zwykle, otrzymywanie roslin DH przy uzyciu kolchicyny daje bardzo dobre
efekty. W przypadku Nicotiana skutecznym sposobem diploidyzacji jest regene-
racja pedow w kulturze in vitro na drodze spontanicznej poliploidyzacji. Fragmen-
ty walca osiowego todygi dojrzatych roslin haploidalnych tytoniu sa wykladanie
na pozywke LS (118) z dodatkiem fitohormonow — kinetyny o stezeniu 2,0 mg-1"!
1 IAA o stezeniu 2,0 mg-1'wedlug L10o y d (119) (rys. 3). Skuteczng modyfikacja tej
metody dajaca mozliwos¢ uzyskania wigkszej liczby podwojonych haploidow jest
przechowywanie fragmentow todyg w kulturach in vitro w ciemno$ci przez 28 dni,
anastepnie pasaz eksplantatow na pozywke zawierajacg BAP (6-benzylaminopuryng)
oraz 4-krotnie wyzsza zawarto$¢ kinetyny (48). Stosujac metode regeneracji frag-
mentéw todyg otrzymano diploidyzacj¢ wyselekcjonowanych genotypoéw hap-
loidow uzyskanych z mieszancowego pokolenia F, odmian ‘Polalta’ i ‘Wislica’.
Celem badan byto otrzymanie linii podwojonych haploidow, niosacych w sobie
odpornos¢ na TSWV pochodzaca od odmiany ‘Polalta’, przy jednoczesnym braku
morfologicznych deformaciji lisci, ktore zwykle wystepuja po krzyzowaniu z innymi
odmianami uprawnymi podatnymi na TSWV (112). Technike t¢ wykorzystano takze
w badaniach nad uzyskaniem transgenicznych linii podwojonych haploidow tytoniu
w kulturach in vitro, co znacznie skrocito czas uzyskania stabilnych linii. Diplo-
idyzacji poddawano formy haploidalne mieszancow powstatych ze skrzyzowania
transgenicznych linii hodowlanych z formami nietransformowanymi, stosujac dwie
metody: kolchicynowanie oraz metode¢ regeneracji fragmentow todyg. Wyniki badan
wskazaty na drugg z wymienionych metod jako bardziej wydajng w danych wa-
runkach eksperymentu, a takze wykazaty brak wystepowania zaklocen w procesie
powstawania i dojrzewania mikrospor u transgenicznych linii DH, o czym $§wiadcza
prawidlowy przebieg mejozy oraz wysoka zywotnos¢ pytku. Dzigki zastosowaniu
tej metody mozliwe bylo szybkie uzyskanie kolejnych pokolen podwojonych haplo-
idow i1 tym samym ocena ekspresji transgenu oraz zbadanie sposobu jego dziedzi-
czenia (48).

Podstawowg zaleta linii podwojonych haploidow (DH) jest ich komplet-
na homozygotyczno$¢, co znacznie upraszcza ocen¢ fenotypowa oraz odtwor-
zona plodno$¢. Linie DH moga poprawi¢ wydajno$¢ i szybkos¢ metod trady-
cyjnej hodowli, ktore zwykle sa czasochlonne i pracochtonne, a w potaczeniu
z selekcja oparta na markerach genetycznych znacznie skracaja ten proces. Podwo-
jone haploidy maja zastosowanie nie tylko w programach hodowlanych, ale takze
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w mapowaniu genetycznym, podstawowych badaniach genetycznych i moleku-
larnych, w badaniach mutacyjnych i nad transformacjg (39). Tyton nalezy do roslin
modelowych, dla ktorych opracowano bardzo skuteczne metody otrzymywania hap-
loidéw i podwojonych haploidow wykorzystywanych w hodowli. Obecne badania
skupiajg si¢ gtownie na modyfikacjach istniejagcych juz metod oraz na potgczeniu
istniejacych technik z badaniami genetycznymi (10).

Mozliwos$ci oceny ploidalno$ci — liczenie chromosomoéw
i cytometria przeplywowa

Badania cytologiczne i cytogenetyczne obejmujg badanie chromosomoéw, czyli
okreslanie ich liczby i struktury, obserwacje przebiegu mejozy, badanie zywotno$ci
pytku i zdolnos$ci jego kietkowania oraz okre$lanie zawartosci DNA jadrowego
i wielko$ci genomu. Metody stosowane w badaniach chromosomdw roslinnych
mozna podzieli¢ na proste, ktore nie wymagajg kosztownej aparatury oraz zaawan-
sowane, ktore tacza metody cytologiczne z technikami molekularnymi, np.
hybrydyzacja in situ, czy takie, ktore wymagaja specjalistycznej aparatury w postaci
cytometru przeplywowego.

Najprostszg metoda badania liczby i struktury chromosomow jest wykonywanie
preparatow cytologicznych i przeprowadzanie obserwacji mikroskopowych. Po-
prawne wykonanie preparatu, czyli uzyskanie obrazu chromosomoéw, ktore sg dobrze
widoczne, nie nakladaja si¢ na siebie 1 sg pozbawione cytoplazmy, jest kluczowe
dla uzyskania satysfakcjonujgcych wynikow. Cata procedura przygotowywania pre-
paratow sktada si¢ z doboru odpowiedniego materiatu w zaleznosci od celu badania,
utrwaleniu go, wykonaniu preparatu i wybarwieniu chromosomoéw. Jesli badania
dotyczg ustalania liczby chromosoméw mitotycznych, najczesciej wykorzysty-
wane sg merystemy wierzchotkowe korzeni i pedow, a takze mtode paki kwiatowe
lub liscie, jak réwniez komoérki pochodzace z hodowli in vitro. Do oceny mejozy
najodpowiedniejsze sa komorki macierzyste pytku otrzymane z pylnikow. Pobrany
material, w celu nagromadzenia komoérek w stadium metafazy i skrocenia chromo-
somow, powinien by¢ wstepnie traktowany wybranym $rodkiem chemicznym (8-
hydroksychinolina, kolchicyna, paradichlorobenzen, a-bromonaftalen) lub przetrzy-
mywany na lodzie. Tak przygotowane preparaty nalezy nastgpnie utrwali¢ za pomocag
mieszaniny kwasu octowego lodowatego i alkoholu (etylowego Iub metylowego).
Przy dtuzszym przechowywaniu material nalezy przetozy¢ do alkoholu etylowego
96% i trzymac¢ w lodowce. Preparaty sporzadza si¢ metoda zgniatang, polegajaca na
maceracji tkanki, rozdrabnianiu na pojedyncze komorki i po nakryciu szkietkiem
nakrywkowym, silnym zgnieceniu w celu uwolnienia chromosomoéw z cytoplazmy.
Wybarwienie chromosomow jest mozliwe dzigki zastosowaniu odpowiednich barw-
nikow, do ktorych nalezg m.in. acetoorceina, acetokarmin, nigrozyna. Obserwacje
i analiz¢ liczby chromosomow przeprowadzamy bezposrednio pod mikroskopem
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(rys. 4). Pewnym ulatwieniem, szczegdlnie przy duzej liczbie chromosomow, jest
wykonanie rysunku lub fotografii poszczegdlnych ptytek metafazowych (159).
Ocena liczby chromosomow jest wykorzystywana w wielu pracach naukowych
i hodowlanych. Doroszewska i in. wroku 2009 (56), przygotowujac album
dzikich gatunkéw z rodzaju Nicotiana, sporzadzili preparaty mitotyczne ponad 60
gatunkow zgromadzonych w kolekcji IUNG-PIB, w celu weryfikacji poprawnosci
danych literaturowych. W hodowli mieszancow migdzygatunkowych wymagana
jest analiza cytologiczna na kazdym etapie hodowli. Doroszewska w 1994
(60) uzyskata mieszanca migdzygatunkowego N. tabacum ‘BP-210" x N. africana.

Rys. 4. Wybarwione chromosomy obserwowane pod mikroskopem $wietlnym
Zrodto: Doroszewska i in., 2009 (56).

Ocenie cytologicznej podlegaly amfihaploidalne ro$liny pokolenia F, ptodne am-
fidiploidy uzyskane przez podwojenie w kulturach in vitro oraz formy seskwidiploi-
dalne, a takze dalsze pokolenia uzyskane w wyniku samozapylenia Iub krzyzowek
wstecznych z tytoniem uprawnym. Dalsze badania wyzej wymienionych form
mieszancowych z N. africana wykonano w pokoleniach BC -BC F,. Obserwowano
zmienng liczbg chromosomow mitotycznych w poszczegolnych pokoleniach. Stabilne
linie 48-chromosomowe stwierdzono w pokoleniu BC,F, (61, 62).

Dzikie gatunki tytoniu stanowia zrédto odpornosci na wiele chordb, w tym choro-
by wirusowe. Z tego powodu duzo uwagi poswigca si¢ hodowli odpornosciowej.
Krzyzowanie miedzygatunkowe, jako krzyzowanie oddalone, wiaze si¢ z licz-
nymi trudnosciami spowodowanymi roznicami w liczbie chromosomoéw. Oceny
parowania chromosoméw i, co za tym idzie, zywotno$ci pytku, dokonat Berb e ¢
w roku 1987 (15), w mieszaficach F| N. tabacum * N. benavidesii, N. knightiana * N.
tabacum oraz N. raimondii x N. tabacum. We wszystkich tych mieszancach obser-
wowany byt znaczny udziat uniwalentow i kilku biwalentow. W latach 2003, 2007
Trojak-Goluch i Berbe¢ (180, 181) badali cytologicznie mieszance
N. tabacum x N. glauca na poziomie amfihaploidéw, amfidiploidow i seskwi-
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diploidow, natomiast Laskowska i Berbe¢ w2005 (108) badali w ten sam
sposob mieszanca N. tabacum % N. alata. Badania cytologiczne na poziomie amfi-
haploidow przeprowadzono takze dla mieszancéw N. wuttkei Clarkson et Symon,
ktora jest zrodlem odpornosci na Peronospora hyoscyami de Bary, z trzema odmia-
nami N. tabacum L. (odmiany: ‘Putawski 66°,° Wislica’i ‘TN 907) (110).

Pomiary cytologiczne pozwalaja odrdzni¢ rosliny amfihaploidalne i amfidiploi-
dalne lub haploidy i podwojone haploidy, czyli formy o réznej ploidalnosci. Jest
to jednak metoda praco- i czasochtonna. W celu usprawnienia oceny ploidalnosci
mozliwe jest zastosowanie nowoczesniejszych technik, takich jak na przyktad cyto-
metria przeptywowa (ang. flow cytomery, FCM). Metoda ta byla pierwotnie stoso-
wana w diagnostyce klinicznej, a dopiero od poczatku lat osiemdziesigtych uzywana
jest takze w cytologii i cytogenetyce roslin (168). Cytometria przeptywowa poz-
wala na pomiar zawartosci jadrowego DNA oraz badanie cyklu komorkowego,
poziomu endoreplikacji, wielkosci genomu i opiera si¢ na analizie wzglednej
intensywnosci fluorescencji jader barwionych flourochromami. Cytometr moze by¢
tez wyposazony dodatkowo w system segregujacy przeptywajace komorki. Jest to
technika, ktora nie tylko stanowi szybka metode alternatywna wobec zmudnego li-
czenia chromosomow z zastosowaniem mikroskopu $wietlnego, ale jest tez znacz-
nie doktadniejsza, np. pozwala na identyfikacje miksoploidow. Do przeprowadzenia
pomiaru jadra komoérkowe musza by¢ wyizolowane, zabarwione i znajdowaé sig¢
w postaci zawiesiny. Najczesciej wykorzystywanymi barwnikami fluorochromowymi
sa DAPI (indolo-4’,6-dwuamidyno-2-fenyloidyna), ktory przytacza si¢ do par AT
w DNA oraz PI (jodek propidyny) interkalujacy dwuniciowy DNA. Fluorescencja
jader jest proporcjonalna do zawarto$ci DNA (159). Wyniki pomiaréw na cytometrze
przeptywowym przedstawiane sa w postaci danych liczbowych oraz wykresow
dwu- i tréjwymiarowych. Wykresy sa w postaci cytogramoéw i histograméw, choc
do wizualizowania wynikow zwigzanych z fluorescencja zwykle stosowane sa his-
togramy (rys. 5). Ta szybka i bardzo doktadna metoda jest obecnie czesto stosowana
w hodowli i nasiennictwie wielu roslin uprawnych. Przyktadowo, stosujac FCM
mozna oznacza¢ ploidalnos¢ komponentow matecznych, zapylaczy i mieszancow
w trakcie procesu hodowlanego, a takze sprawdzac jednorodno$¢ nasion o przezna-
czeniu handlowym (167). Technike cytometrii przeptywowej stosuje si¢ powszech-
nie w badaniach hodowlanych prowadzonych w IUNG-PIB. W roku 2011 Trojak -
Goluch i in.(182) wykorzystali t¢ metode do szybkiego odrdzniania roslin
haploidalnych od ros$lin o innej ploidalnosci w badaniach, ktoérych celem byto uzys-
kanie roslin haploidalnych z pylnikéw pokolenia F, mieszaficow linii WGL 3 i linii
PW-834, ktore tacza w sobie odpornos$¢ na Thielaviopsis basicola i Tomato spotted
wilt virus (TSWV).
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Rys. 5. Histogramy uzyskane z cytometru przeptywowego pozwalajace
na odrdznienie haploidow i diploidow
Zroédlo: A. Czubacka, A. Trojak-Goluch, zasoby wiasne ZHiBR TUNG-PIB.

Transformacja i tworzenie form transgenicznych

Rozwdj kultur in vitro, inzynierii genetycznej i genetyki molekularnej pozwolit
na opracowanie molekularnych technik uzyskiwania genetycznie zmodyfikowanych
odmian roéznych ros$lin, w tym tytoniu, ktore sg calkowicie odmienne od metod
klasycznych, np. tradycyjnego krzyzowania. Wsréd organizméw o zmody-
fikowanej informacji genetycznej istotng role¢ odgrywaja ro$liny transgeniczne.
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Transformacja genetyczna polega na wprowadzeniu do genomu biorcy fragmentu
DNA dawcy, dzigki czemu nabywa on okreslonych, nowych, unikalnych cech,
ktore warunkowane sg przez dany fragment DNA i tym samym staje si¢ on orga-
nizmem genetycznie zmodyfikowanym (GMO). Tradycyjna hodowla majaca na
celu ulepszenie genotypu, opierajaca si¢ na krzyzowaniu migdzyodmianowym czy
migdzygatunkowym, nastrecza czesto szeregu trudnosci wigzacych sie z istnie-
niem barier krzyzowalnosci czy z koniecznoscig wyeliminowania na drodze selek-
cji niekorzystnych cech, ktore takze zostaly przeniesione. Alternatywa dla tego czesto
zmudnego i czasochtonnego procesu jest transformacja genetyczna. Transformacja za-
pewnia precyzyjna modyfikacje genomu, dlatego zmiany w genotypie rosliny nie sg tak
duze, co prowadzi do krotszej i bardziej efektywnej stabilizacji genotypu oraz selekeji
w kierunku pozadanych cech. Do tej pory wykorzystujac rézne techniki transformacji
otrzymano nowe odmiany roslin charakteryzujace si¢ np. zwickszong odpornoscia
na owady, odporne na patogeny, herbicydy czy stuzace jako swoiste bioreaktory do
produkcji okreslonych metabolitow wtornych i rekombinowanych biatek. Technika
ta omija skutecznie bariery krzyzowalno$ci i pozwala na przenoszenie do genomu
biorcy genow kodujacych pozadane cechy nie tylko od roslin, ale takze od zwierzat
1 mikroorganizmow (89).

Obecnie istnieje kilkanascie metod transformacji genetycznej roslin, ktore
w zaleznosci od mechanizmu mozna podzieli¢ na dwie grupy: na transformacje
wektorowa 1 bezwektorowa. Metodyke transformacji réznych gatunkow roslin
dostosowuje si¢ do ich indywidualnych wilasciwosci i bierze si¢ pod uwage ce-
chy danej rosliny, takie jak np. efektywno$¢ regeneracji w warunkach in vitro, ale
takze cechy transgenu i wydajno$¢ jego ekspresji. W transformacji wektorowej
wektorami sg okre$lone, zmodyfikowane plazmidy Gram-ujemnych bakterii gle-
bowych z rodzaju Agrobacterium, gtownie A. tumefaciens i A. rhizogenes. Bak-
terie te w odpowiedzi na okreslone sygnaly z komorek roslinnych majg naturalng
zdolnos¢ do infekcji, czyli przekazywania fragmentu DNA wlasnego plazmidu
do jader komorkowych, gdzie dochodzi do stabilnej integracji z genomem biorcy.
W przypadku transformacji roslin jest to najbardziej wydajna, najmniej kosztow-
na i obecnie najczesciej wykorzystywana metoda (76). Pozwala na wprowadzenie
do$¢ duzych fragmentéw DNA i ich stabilng integracj¢ z genomem biorcy. Duzg
zaletg jest takze przenoszenie do genomow biorcy jedynie od jednej do kilku
kopii transgendw. W warunkach naturalnych pierwszym etapem przenoszenia gendw
jest kolonizacja bakterii na fragmencie uszkodzonej tkanki roslinnej, a nastgpnie
aktywacja i ekspresja genow wirulencji bakterii pod wptywem réznych zwigzkow,
gtéwnie fenolowych i monocukrow, wydzielanych przez zraniong tkanke. W wyni-
ku tego powstaje szereg biatek, ktére petnig réznorakie funkcje, np. sg czynnikami
transkrypcyjnymi, odpowiadajg za aktywacje innych biatek poprzez fosforylacje,
petnig role endonukleaz wycinajacych fragment DNA, czy tworzg tzw. kanat transfe-
rowy, przez ktory DNA jest przenoszony do rosliny. Oprécz genow wirulencji, ktore
bezposrednio zaangazowane sg w transformacje i sg zlokalizowane na plazmidzie
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W postaci szesciu operondw virA, virB, virC, virD, virE, virG w procesie przeno-
szenia uczestnicza takze geny znajdujace si¢ na chromosomie gtéwnym bakterii,
ktore odpowiedzialne sa m.in. za regulacje ekspresji genow vir, synteze i transport
wielu zwigzkow czy za synteze biatek niezbednych bakteriom do adhezji na po-
wierzchni rosliny (51). To wlasnie dzieki tej kaskadzie r6znych czynnikoéw mozliwe
jest wyciecie, zreplikowanie, transport, a nastepnie integracja z genomem biorcy
fragmentu nazwanego T-DNA (ang. transfer DNA), ktéry znajduje si¢ w obrebie
plazmidu Ti (ang. tumor inducing) lub Ri (ang. root inducing) w zaleznosci od
gatunku bakterii. W integracje T-DNA z genomem biorcy zaangazowane sg takze
biatka jadrowe ro$liny. W komorkach Agrobacterium moze znajdowac sie od jed-
nego do kilku takich plazmidow, a kazdy z nich moze zawiera¢ jeden badz wigcej
fragmentéw T-DNA.

Naturalng zdolno$¢ bakterii Agrobacterium do infekowania roslin wykorzysta-
no w warunkach in vitro do przeprowadzania réznych modyfikacji genetycznych.
Dzieki temu, ze geny znajdujace si¢ w obrgbie T-DNA nie odpowiadajg za wyci-
nanie czy przenoszenie DNA, mozliwe jest wklonowanie w ich miejsce dowolnych
konstrukcji genowych i tym samym skuteczne przeniesienie i zintegrowanie ich
z genomem biorcy (124). W warunkach in vitro pierwszym etapem transfor-
macji wektorowej z udziatem specjalnie przygotowanej kultury Agrobacterium
jest inokulacja eksplantatu pochodzacego ze sterylnej hodowli w zawiesinie
bakteryjnej przez okoto kilkanascie minut. W przypadku tytoniu, ktoéry odzna-
cza si¢ duzymi mozliwosciami regeneracyjnymi i wysokim powinowactwem do
A. tumefaciens transformacja przebiega szybko i1 wydajnie, a powszechnie
stosowana metoda zapoczatkowang w 1984 roku jest metoda krazkéw lisciowych
(90). Komorki bakterii w obszarze T-DNA plazmidéw majg wklonowany konstrukt
genowy skladajacy sie zazwyczaj z pozadanego transgenu i genu selekcyjnego,
czasami takze genu reporterowego. Po etapie inokulacji, ktora trwa maksymalnie
do kilkudziesigciu minut i oplukaniu eksplantatéw w wodzie destylowanej sa one
wyktadane na pozywki regeneracyjne bez antybiotykow zwykle na okres kilku dni.
W tym czasie dochodzi do przekazania T-DNA bakterii wraz z wklonowanym kon-
struktem do komorek roslinnych. Nastgpnie krazki liSciowe przenosi si¢ na taka
samg pozywke regeneracyjng zawierajaca dodatkowo antybiotyki kanamycyne
i karbenicyling w celu eliminacji bakterii i selekcji transformantéw. Po kilku tygod-
niach zregenerowane pedy przenosi si¢ na pozywke ukorzeniajaca zawierajaca oby-
dwa antybiotyki (58) (rys. 6). Jesli konstrukt zawierat takze geny reporterowe, np.
biatka zielonej fluorescencji GFP, lucyferazy czy p-glukuronidazy, selekcja tkanek
stransformowanych moze opiera¢ si¢ na metodach histochemicznych lub bardziej
doktadnych technikach molekularnych z wykorzystaniem specyficznych starterow
i reakcji PCR (124).

Tyton tatwo ulega transformacji przy uzyciu skutecznej i taniej metody wekto-
rowej z wykorzystaniem bakterii, dlatego nie stosuje si¢ powszechnie innych metod
do jego transformacji. Dla roslin, u ktoérych agroinfekcja w ogdle nie zachodzi, jest
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mato skuteczna lub pojawiaja si¢ trudnosci w regeneracji roslin w kulturach in vitro
stosuje si¢ inne metody, takie jak infiltracje, technike PTP (ang. pollen tube pathway),
mikrowstrzeliwanie, czy technike z wykorzystaniem wtokien krzemowo-karbi-
dowych (124). W przypadku tytoniu stosuje si¢ bezwektorowa metode biolistyczna,
czyli mikrowstrzeliwanie, zwlaszcza w przypadku transformacji plastydow.

Transformacja krazkéw lisciowych Regenarcja i selekcja roslin transfor-
przy pomocy Agrobacterium tumefaciens mowanych na pozywce z antybiotykiem

Selekcja roslin transgenicznych na pozywce z antybiotykiem

Rys. 6. Transformacja genetyczna tytoniu
Zrédto: Doroszewska, 2004 (58).

W tym celu wykorzystuje si¢ jako nosniki czgsteczki ztota lub wolframu, ktore
optaszczone sa czgsteczkami DNA. Po umieszczeniu no$nikow z DNA na po-
wierzchni tkanek w atmosferze cze$ciowej prozni i w obecnosci sprezonego helu
zaczynaja one z duza szybkoscig penetrowac tkanki. Mozliwe jest wprowadzenie
nawet kilku transgenow o dowolnie wybranych dtugosciach. Jest to metoda skutecz-
na, ale wymagajaca specjalnego sprzgtu i odczynnikéw. Inng technika, ktorg takze
zastosowano u tytoniu, jest transformacja z zastosowaniem Agrobacterium wspo-
magana sonifikacja (SAAT, ang. sonication-ssisted Agrobacterium transformation).
Eksplantaty w obecnosci Agrobacterium sa poddawane przez krotki okres dziataniu
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ultradzwigkéw, co powoduje powstanie wielu jednakowych uszkodzen na po-
wierzchni tkanki. Utatwia to bakteriom dostep do wnetrza komorek i znacznie po-
prawia wydajno$¢ transformacji (165).

Duze mozliwo$ci regeneracyjne tytoniu oraz tatwos¢ przeprowadzania trans-
formacji prosta metoda wektorowa z Agrobacterium spowodowala, ze badania nad
transformacjg tytoniu rozwijaty si¢ bardzo dynamicznie. Z praktycznego punktu
widzenia szczegolnie istotne sg badania nad uzyskiwaniem odmian odpornych, np.
na patogeny wirusowe, grzybowe, bakteryjne lub na herbicydy. Prace badawcze
nad transformacja prowadzone w IUNG-PIB opieraly si¢ na uzyskaniu odpornosci
tytoniu na najwazniejsze gospodarczo izolaty wirusa Y ziemniaka PVY. Poniewaz
choroby wirusowe stanowig istotny problem w uprawie tytoniu, gtéwnie ze wzgledu
na brak mozliwos$ci ich zwalczania metodami chemicznymi (47), tak wazne staje
si¢ poszukiwanie innych metod ochrony roslin przed wirusami m.in. poprzez
transformacj¢. Polaczenie za$ technik transformacji z mechanizmem naturalnej
odpornosci staje si¢ doskonatym narzedziem do uzyskiwania trwalszej odpornosci
na choroby wirusowe (58). Do transformacji uzyto trzech konstrukcji genowych:
konstrukcji LMVCP niosacej gen biatka ptaszcza wirusa mozaiki sataty (LMYV)
i konstrukcji pROKY niosacej zmodyfikowany gen polimerazy wirusa PVY ze
wstawka wirusowg w orientacji sensownej (pROKY 1) oraz w orientacji antysen-
sownej (pROKY?2). Konstrukcje te byly sprzezone z markerem selekcyjnym, ktorym
byt gen fosfotransferazy neomycynowej, warunkujacy odpornos¢ na kanamycyne.
Uzyskane wyniki procesu transformacji byly pomys$lne, co w duzej mierze jest
zastuga dobrze dobranych warunkow regeneracji roslin w kulturze in vitro. Regen-
eracja ro$lin z eksplantatow na podtozu z kanamycyna byta na poziomie 40-50%
u trzech odmian transformowanych przy uzyciu LM VCP oraz czterech odmian trans-
formowanych wektorami pROKY1 i pROKY?2. Detekcja wybranych roslin trans-
genicznych z uzyciem technik molekularnych wykazata skuteczng transformacje
z wykorzystaniem wszystkich trzech konstrukcji genowych (58). Celem dalszych
badan byto poréwnywanie skutecznosci zastosowanych konstrukcji genowych oraz
analiza ekspresji transgenow w dalszych pokoleniach roslin transgenicznych (rys. 7).
Analiza taka wykazala m.in. najwickszg skuteczno$¢ transgenu LMVCP w ochronie
antywirusowej oraz stabilizacje cechy odpornosci w dalszych pokoleniach. W przy-
padku dwoéch pozostatych transgenow szybka stabilizacja dziedziczenia transgenu
niestety nie przektadala si¢ na odpornos¢ roslin w nast¢pnych pokoleniach co przy-
puszczalnie byto skutkiem wzrostu metylacji wirusowej wstawki (47).

Przeprowadzono takze badania pordwnawcze migdzy liniami transgenicznymi
i nie poddanymi transformacji pod wzgledem waznych cech biologicznych i agro-
nomicznych, m.in. wysokosci roslin i ich morfologii, powierzchnii lisci, przebiegu
mejozy i zywotnosci pytku, sktadu chemicznego lisci i wykazano jedynie nieznacz-
ne roznice, gldwnie w jakosci wysuszonych lisci (46). Podobne badania poréwnaw-
cze, obejmujace m.in. charakterystyke wzrostu, morfologie, jako$¢ i sktad chemicz-
ny lisci oraz inne wazne cechy uzytkowe, przeprowadzone na plantacjach tytoniu
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Rys. 7. Elektroforetyczna analiza produktow amplifikacji metoda PCR transgenu ROKY obecnego
w roslinach tytoniu odmiany ‘AC Gayed’
Zrédto: fot. A. Czubacka, zasoby whasne ZHiBR IUNG-PIB.

w Chinach takze nie wykazaty znacznych réznic. Nie wykazano réznic w jakosci
i sktadzie chemicznym lisci, jedynie linia transgeniczna charakteryzowata si¢ lep-
szym plonowaniem (191). Uzyskiwanie odpornosci na PVY poprzez transformacje
genem biatka ptaszcza wirusa PVY (CP), wirusa mozaiki sataty LMV (CP) czy ge-
nem polimerazy PVY bylo i nadal jest przedmiotem wielu badan, np. uzyskano pi¢é¢
linii odpornych na wirusa transformujac je genem biatka plaszcza CP z wegierskiego
izolatu PVY-H czy uzyskano transgeniczny, odporny tyton odmiany ‘Xanthi’,
uzywajac jako transgenu zmodyfikowanego genu biatka plaszcza wirusa mozaiki
salaty (58). We wszystkich powyzszych badaniach odpornos¢ na wirusa PVY uzyski-
wano transformujac rosliny naturalnymi genami pochodzacymi z wiruséw. Metoda
ta jest coraz czesciej stosowana w zapobieganiu chorobom wirusowym, a odpornosé
taka nazywana jest odpornoscig pochodzaca od patogena (ang. patogen derived
resistance, PDR). Pierwsze proby uzyskiwania odpornosci ta droga polegaty na intro-
dukcji do genomu biorcy genow kodujacych biatko ptaszcza (CP) wirusa, a odpornosé
taka nazywana jest odpornoscia uzyskang za posrednictwem CP (ang. coat protein-
mediated protection). Innym rodzajem odpornosci jest odpornos¢ warunkowana ge-
nem kodujagcym wirusowg replikaze (ang. replicase-mediated). Podstawowa r6znica
migdzy powyzszymi rodzajami opornosci jest to, ze odporno§¢ warunkowana RNA
odznacza si¢ wysoka specyficznoscia, czyli chroni przed infekcja przez szczep,
z ktérego pochodzit transgen, badz przez szczep blisko spokrewniony (58).

Metode transformacji wykorzystano takze do uzyskania odpornosci tytoniu na
inne choroby wirusowe. Anderson i in. wroku 1989 (3) transformowali
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tyton genem biatka ptaszcza jednego ze szczepow mozaiki tytonowej (TMV). Uzys-
kane rosliny wykazywaty odpornos¢ nie tylko na TMV, ale miaty podwyzszona
odpornos¢ na inne choroby powodowane przez AMV, PVY, PVX i CMV. Wyso-
ki stopien odpornosci tytoniu odmiany ‘Burley 49’ na cetkowang plamistos$¢ lisci
tytoniu (TEV) uzyskano dzigki transformacji genem biatka ptaszcza TEV (115).
W przypadku uzyskiwania odpornosci na brazowa plamistos¢ pomidora na ty-
toniu (TSWV) transformowano 12 odmian uprawnych tytoniu genem N w orien-
tacji sens, kodujacym nukleoproteing N z izolatu L3 wirusa (izolat bulgarski) i juz
w pokoleniu R, uzyskano kompletnie odporne linie szeSciu odmian. Po zanalizo-
waniu dziedziczenia w pokoleniach R.-R, i wyselekcjonowaniu linii odpornych
wykazano, ze odpornos¢ dziedziczy si¢ w sposob stabilny (169). Oprocz badan
w kierunku uzyskiwania odporno$ci na choroby wirusowe prowadzone sg takze bada-
nia nad odpornoscig bakteryjna. W roku 1998 Batchvarova i in.(9) transformo-
wali sze$¢ odmian tytoniu plazmidem zawierajacym gen #t7, warunkujacy odpornos¢
na Pseudomonas syringa pv. tabaci. Stwierdzili oni, ze odporno$¢ na te bakterig
uzyskana droga transformacji jest dziedziczna, a wzrost liczby roslin odpornych
w kolejnych pokoleniach $wiadczy o dobrej transmisji transgenu. Jednak stabilne
linie odporne i homozygotyczne pod wzgledem genu #r uzyskano w zalezno$ci
od odmiany w pokoleniach R -R.. Badania nad zwigkszeniem odpornosci tytoniu,
a takze Arabidopsis thaliana na patogeny grzybowe prowadzili m.in. Shukurov
i in. wroku 2012 (166) transformujac rosliny trzema konstruktami zawierajacymi
geny kodujace biatka o wlasciwosciach przeciwgrzybowych, pochodzace od innej
rosliny — gwiazdnicy pospolitej (Stellaria media L.). Ro$liny transgeniczne niosace
petnej dlugosci gen dla biatka pro-SmAMPI wykazywaly najwyzsza odpornosé¢
wobec takich patogenow grzybowych jak Bipolaris sorokiniana oraz Thielaviopsis
basicola. Transformacja tytoniu obejmuje nie tylko badania nad uzyskaniem odporno-
$ci na choroby, ale takze dotyczy odporno$ci na herbicydy (52) i szkodniki, np. mszyce
brzoskwiniowo-ziemniaczana Myzus persicae (35) oraz nad zwiekszong tolerancja na
stresy abiotyczne, takie jak duze zasolenie, temperatura, stres osmotyczny (2, 200).
Transformacji genetycznej oprocz genomu jadrowego moze takze podlegaé
stabilny genom chloroplastowy. Tyton byt pierwsza rosling wyzsza, u ktorej prze-
prowadzono ten typ transformacji z duza wydajnoscia i obecnie jest to roslina
modelowa, ktora bardzo czgsto jest wykorzystywana, np. do produkcji waznych
biatek. Transformacja plastydow znalazta zastosowanie w badaniach podstawowych
plastydow, w ulepszaniu genotypow poprzez wprowadzanie genéw odpornosci na
choroby czy stresy abiotyczne, ale takze w produkcji na wigksza skale waznych
biatek rekombinowanych o znaczeniu terapeutycznym, np. somatotropiny ludzkiej,
przeciwcial monoklonalnych, interferonow, enzymow (152). W wielu wypadkach
wybor transformacji chloroplastowe;j jest lepszy, a korzysci z zastosowania tej tech-
nologii to m.in.: mozliwos$¢ uzyskania wysokiej ekspresji transgenu, co w przypadku
uzyskiwania biatek rekombinowanych jest bardzo istotne, wprowadzanie transgenu
w okreslone miejsce w wyniku homologicznej rekombinacji, mozliwos¢ ekspres-
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ji réznych transgenéw w jednym czasie, latwa eliminacja genow markerowych,
a takze nierozprzestrzenianie si¢ transgenow z pylkiem ro$lin. Transformacja plas-
tydow nie zachodzi z udzialem A. tumefaciens, ale specjalnie skonstruowanych
wektorow. Podstawg wektora jest okreslona sekwencja genomu plastydowego orga-
nizmu, u ktorego chcemy dokona¢ transformacji, dzigki temu proces transformacji
jest miejscowo specyficzny. Jest to tzw. lewa i prawa sekwencja flankujaca, kazda
o wielkosci okoto 1-2 kb (121). Integracja transgenu do genomu chloroplastowego
zachodzi poprzez homologiczna rekombinacje pomigdzy sekwencjami flankujacymi
wektora a genomem plastydowym. Sg wprawdzie konstruowane wektory, ktore moga
by¢ uzyte do transformacji wigkszej liczby roslin, ale warunkiem ich zastosowania
jest istnienie dostatecznego poziomu homologii sekwencji flankujacych i genomu
gospodarza. Konstrukt zawierajacy sekwencje flankujace, gen, ktérego ekspresje
chcemy uzyska¢ i gen markerowy jest wprowadzany do komorek z uzyciem tech-
niki biolistycznej (mikrowstrzeliwania), PEG-u lub protoplastow. Selekcja roslin
transplastomicznych, czyli zawierajacych transgen odbywa si¢ na pozywkach sele-
keyjnych. Do tej pory skonstruowano wiele wektoréw do transformacji chloroplas-
towej tytoniu, ktére skierowane sa na rézne regiony genomu chloroplastowego.
Madanala i in wroku 2012 (121) skonstruowali wektor do transformowania
plastydow tytoniu w celu otrzymywania rekombinowanego biatka YFP. Wyzna-
czyli takze nowe miejsce wlaczania konstruktu do genomu. Sekwencje flankujace,
odpowiednie do wybranego regionu genomu, zostaly wyznaczone poprzez analize
BLAST aby zapewni¢ odpowiedni poziom homologii takze dla innych gatunkow
ro$lin. Rosliny transplastomiczne, ktére otrzymano odznaczaly si¢ wysokim po-
ziomem ekspresji biatka YFP na poziomie 5-6% wszystkich rozpuszczalnych bialek.

Transformacja tytoniu pozwala na prowadzenie nie tylko szerokich badan nad
stabilno$cig wbudowanych genow i ich wplywem na cechy uzytkowe roslin, ale takze
ma wymiar bardzo praktyczny. Tyton i jego transformacja jest przedmiotem wielu
badan i bardzo ciekawych wynikow w zakresie produkcji pozadanych przez cztowieka
zwigzkéw (praca dr. M. Przybysia w niniejszym zeszycie ,,Studia i Raporty IUNG-
PIB”). Obecnie transgeniczny tyton, podobnie jak inne transgeniczne rosliny nie jest
dopuszczony do komercyjnej uprawy. Niezwykle istotne jest natomiast, aby z chwilg
prawnej i publicznej akceptacji upraw roslin transgenicznych byty one przygotowane
w o$rodkach naukowych ze wzgledu na konkurencyjnos$¢ produktow rolniczych na
rynkach $wiatowych (58).

Cytoplazmatyczna meska sterylnosé

Hodowla tytoniu, podobnie jak innych gatunkéw roslin uprawnych, opiera si¢
czesto na krzyzowaniu i uzyskiwaniu form mieszancowych. Poza odmianami, stosuje
si¢ czesto takze gatunki dzikie, stanowigce rezerwuar wielu genow.

Zastosowanie krzyzowania oddalonego powoduje w wielu przypadkach powsta-
nie form cytoplazmatycznie meskosterylnych (cms). Przyczyna cytoplazmatycznej
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meskiej jatowosci jest brak wspodtdziatania pomiedzy odpowiednimi czynnikami ge-
netycznymi jadra i cytoplazmy, odpowiedzialnymi za rozwoj meskich organow ge-
neratywnych i1 mikrosporogeneze. Powstaje ona w mieszancach oddalonych, gdzie
jadro komorkowe jednego gatunku nie wspotgra prawidlowo z cytoplazma dru-
giego. Ogromna role w tym procesie odgrywa mitochondrium. Cytoplazmatyczna
meska sterylnos$¢ obejmuje szereg procesow prowadzacych do zaburzen mikrospo-
rogenezy, co powoduje tworzenie niefunkcjonalnych mikrospor lub ziaren pytku.
Zaburzenia cytologiczne ujawniaja si¢ przede wszystkim w dwoch tkankach: tapetum
i komoérkach macierzystych pytku (KMP). Tapetum to warstwa komorek bezposred-
nio otaczajaca roznicujace si¢ KMP oraz odzywiajaca je. Komorki tapetum w roslinach
cms charakteryzuja si¢ nadmierna wakuolizacja, utrata charakteru komorkowego
tkanki i tworzeniem wielojadrowych syncytiow, jak roéwniez wystepuja zaburze-
nia czasu naturalnej degeneracji, polegajace na opoznionym lub przedwczesnym
obumieraniu. Badania wykazaly, ze u meskosterylnych roslin w tapetum i mikro-
sporach mitochondria czesto sa mniejsze, a system grzebieni znacznie ubozszy,
z nienaturalnie rozdetymi membranami, natomiast w roslinach plodnych mito-
chondria posiadaja doskonale rozbudowany system grzebieni wewnetrznych. Mito-
chondrialny DNA roslin odznacza si¢ wysokim stopniem skomplikowania, zarowno
pod wzgledem struktury, jak i mechanizmow zwigzanych z przetwarzaniem infor-
macji genetycznej. Tylko nieduza cze$¢ genomu mitochondrialnego zawiera sek-
wencje kodujace biatka. Ponadto posiada on pewna liczbe tzw. otwartych ramek
odczytu (orf), mogacych potencjalnie kodowaé geny, ktorych funkcja pozostaje jak
dotad nieznana. W mtDNA wystepuja rowniez sekwencje homologiczne z DNA
jadrowym i chloroplastowym oraz mate i duze sekwencje powtorzone (125). Cyto-
plazmatyczna meska sterylno$¢ to cecha dziedziczona po formie matczynej, tzn. jest
przenoszona do kolejnych pokolen przez rosliny mateczne niezaleznie od uzytej
formy ojcowskiej (5, 25, 88, 116, 138).

Cytoplazmatyczna meska sterylnos$¢ jest zjawiskiem naturalnym u roslin
wyzszych, odnotowanym u ponad 150 gatunkéw. Cms u tytoniu, podobnie jak
w przypadku innych gatunkéw uprawnych (kapusty, marchwi, cebuli, ryzu, sor-
ga, slonecznika, pszenicy, jeczmienia, kukurydzy, soi, bawelny i wielu innych),
stanowi podstawg dla rozwoju i produkcji mieszancow F, dla celow komercyjnych.
Niezdolno$¢ do wytwarzania funkcjonalnego pytku eliminuje koniecznos¢ przepro-
wadzania pracochtonnej, recznej kastracji pylnikow oraz gwarantuje, ze otrzymane
nasiona sg wynikiem kierunkowego krzyzowania, a nie samozapylenia. Ponadto
formy cytoplazmatycznie meskojalowe pozwalaja na ochrone praw autorskich
hodowcy, gdyz zapobiegaja nieautoryzowanej produkcji nasion. Stanowia tez cenny
materiat uzytkowy oraz materiat do badan cytologicznych, fizjologicznych i mole-
kularnych zmierzajacych do poznania mechanizméw odpowiedzialnych za ekspresje
cechy nieptodnosci pytku (13, 125). Formy meskosterylne mozemy otrzymac na
drodze hodowli poprzez selektywna eliminacje chromosoméw rosliny matecznej
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1 zastgpowaniu ich chromosomami innego gatunku na drodze krzyzowania wstecz-
nego. W przypadku tytoniu, w mieszancach pozostaje cytoplazma rosliny mateczne;j,
najczesciej dzikiego gatunku z rodzaju Nicotiana, za$ forme ojcowska, warunkujaca
genom, stanowi N. tabacum (33, 146, 151).

Ze wzgledu na czas, w ktérym nastgpuje zatamanie meskiego rozwoju gene-
ratywnego, Gabelman w 1956 roku (74) podzielit cytoplazmatyczna meska
sterylnos¢ na pytkowa, precikows i1 funkcjonalng. Pierwsza ma charakter postmejo-
tyczny i objawia si¢ zaburzeniami w rozwoju mikrospor po fazie tetrad, co moze
prowadzi¢ do braku pytku lub wytwarzania pytku niefunkcjonalnego w morfolo-
gicznie niezmienionych lub mato zmienionych pylnikach. Druga objawia si¢ zmia-
nami degeneracyjnymi catych precikow, w ktorych czesto nawet nie dochodzi
do tworzenia komorek mejotycznych lub tez pojawia si¢ silna nieregularnosé¢
w podziatach mejotycznych. Funkcjonalna meska sterylnos¢ wystepuje wtedy, gdy
mikrospory rozwijaja si¢ normalnie, ale nie dochodzi do ich uwolnienia wskutek
niepgkania pylnikow. W rodzaju Nicotiana przewaza typ precikowy (79).

Chaplin wroku 1962 (37) wyroznit kilka typow meskiej sterylnosci
w zaleznosci od uzytego gatunku dzikiego:

* typ pierwszy to normalnie wyksztatcone meskie organy generatywne;

* typ drugi to kwiaty meskosterylne, pylniki skurczone, ale nitki precikow

o normalnej dtugosci (N. bigelovii);
* typ trzeci to nitki precikow skrocone i pylniki zdegenerowane (N. megalosiphon
1 N. suaveolens);
* typ czwarty to pylniki o skroconych nitkach nie zawierajace ziaren pytku
(N. plumbaginifolia);
* typ piaty to przeksztatcone pylniki w formie platkow korony (V. undulata),
* typ szosty to znieksztalcone platki korony 1 zdegenerowane pylniki
(N. debneyi).
Ponadto, czasem wystepuje zjawisko feminizacji meskich organéw generatywnych,
czyli pojawiania si¢ stupkow ze znamionami w miejscu precikow (N. repanda) (78).

Wplyw cytoplazmy na powstawanie meskiej sterylnosci u tytoniu moze by¢
w pewnym stopniu modyfikowany przez czynniki $rodowiska. Ta sama odmiana
meskosterylna moze by¢ czegsciowo ptodna w okreslonych warunkach. Odgrywaja
tu role takie czynniki jak dtugo$¢ dnia, warunki termiczne oraz intensywnosc¢ $wiatta
(146).Berbe¢ i Berbe ¢ wroku 1976 (18) badali wzrost i rozwdj form tytoniu
(N. tabacum) odtworzonych na cytoplazmie N. glauca w zréznicowanych warunkach
fotoperiodu. Kontrolg stanowity genetycznie analogiczne formy roslin z normalng
1 zmutowang cytoplazma N. tabacum. We wszystkich warunkach fotoperiodu
badane ro$liny byly meskosterylne. W pewnych uktadach fotoperiodycznych rosty
one szybciej 1 wytwarzaly wigkszg mas¢ wegetatywna oraz roznity si¢ przebiegiem
rozwoju generatywnego w poréwnaniu do obu formami z cytoplazmy N. tabacum.

Zwiazek cytoplazmy z meska jatowoscig roslin odkryt w 1906 roku Correns
(43). Poczatek badan nad cytoplazmatyczna meska jalowoscig w rodzaju Nicotiana
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wigze si¢ z wykryciem w roku 1928 przez E a s t’ a (66) meskojatlowych roslin
w potom-stwie mieszanca N. sanderae x N. langsdorfii. Pierwsza alloplazmatyczna
formg tytoniu uprawnego N. tabacum z podstawiong cytoplazma gatunku N. debneyi
opisal w roku 1950 Clay ton (42). Plodne amfidiploidy N. debneyi x N. taba-
cum kilkakrotnie krzyzowat wstecznie z N. tabacum, jako rodzicem ojcowskim,
uzyskujac juz w pokoleniu seskwidiploidalnym rozszczepienie na formy o ré6znym
stopniu meskiej ptodnosci. W pokoleniu BC, wystepowaly juz niemal wylgcznie
ros$liny meskojatowe. Cecha meskiej jatowosci byla przekazywana bez wyjatku na
wszystkie rosliny dalszych pokolen uzyskanych w wyniku krzyzowania wstecznego
z tytoniem uprawnym. Powyzszy schemat lub jego modyfikacje zastosowano przy
uzyskaniu prawie wszystkich nastgpnych form alloplazmatycznych. Przeniesienie
cytoplazmy N. repanda do N. tabacum, ze wzgledu na bariery krzyzowalnos$ci, odbyto
si¢ z zastosowaniem tzw. krzyzowania pomostowego. Forme pomostowa stanowit
mieszaniec N. sylvestris X N. tabacum. Na drodze krzyzowania migdzygatunkowego
pomiedzy N. excelsior x N. tabacum, N. amplexicaulis *x N. tabacum oraz
N. rustica x N. tabacum uzyskano formy cytoplazmatycznie meskosterylne. Os-
tatnia krzyzowka wymagata krzyzowania pomostowego z N. alata (139). Formeg
N. tabacum z cytoplazma N. eastii uzyskano natomiast juz w pierwszym pokoleniu
mieszancowym. Substytucja cytoplazmy polegata tu prawdopodobnie na procesie
androgenezy lub selektywnej eliminacji chromosoméw gatunku dzikiego w jej toku
(19). Formg alloplazmatyczna typu tabacum odkryto jako spontaniczng mutacje (20).
Cytoplazmatyczna meska sterylnos$¢ uzyskano rowniez w przypadku, gdy rodzicem
zenskim byl gatunek uprawny. Przyktadami takich krzyzéwek miedzygatunkowych
sa N. tabacum x N. glutinosa, N. tabacum x N. plumbaginifolia, N. tabacum x N.
glauca oraz N. tabacum x N. alata. Przypuszcza si¢, ze mechanizm powstawania
tego typu meskiej jatowosci polega na indukcji zmian w cytoplazmie przez gen lub
geny jadrowe gatunku dzikiego we wczesnych pokoleniach mieszancowych (30, 79,
138, 170). W 2007 roku uzyskano nowa meskosterylng linie¢ N. tabacum odmiany
‘Wislica’ z cytoplazma pochodzaca od N. wuttkei (109). Rosliny alloplazmatycznego
analoga odmiany ‘Wislica’ z cytoplazma N. wuttkei byly nizsze, zakwitaty pdzniej
i mialy liScie o mniejszej powierzchni w poréwnaniu z roslinami wyjsciowej od-
miany ptodne;.

Na poczatku lat 70. XX wieku zalozono w Pulawach kolekcje alloplazma-
tycznych form tytoniu uprawnego N. tabacum, w oparciu o genotyp jadrowy od-
miany ‘Zamojska 4’. Kolekcje stopniowo rozbudowywano poprzez wilaczenie
do niej alloplazmatycznych form uzyskanych w IUNG-PIB, a takze sprow-
adzonych z innych placowek naukowych. Liste form wraz z miejscem po-
chodzenia podano w tabeli 1. Obserwacje zmian dotyczacych budowy kwiatu
i pokroju ro$lin u alloplazmatycznych form N. tabacum odmiany ‘Zamojska 4’ pro-
wadzono w warunkach polowych (tab. 1) (17). Z uwagi na szersze wykorzysta-
nie w uprawie odmiany ‘Wislica’ niz odmiany ‘Zamojska 4°, wszystkie rodzaje cyto-
plazmatycznej meskiej jatowosci przeniesiono do ‘Wislicy’. Wymienione linie allo-
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plazmatyczne N. tabacum odmiany ‘Wislica’sg przechowywane w kolekcji [IUNG-PIB
w Putawach. Morfologia kwiatow wickszosci alloplazmatycznych form N. taba-
cum ‘Wislica’ nie roznila si¢ od swoich analogow w odmianie Zamojska 4. Pewne
roznice zaobserwowano dla cms N. amplexicaulis, cms N. debneyi, cms N. mega-
losiphon oraz cms N. undulata. Badania polowe wykazaty ponadto zwigkszong
podatnos¢ na wirusa Y ziemniaka (PVY) w przypadku cms N. exigua, cms N.
suaveolens, cms N. amplexicaulis, cms N. knightiana, cms N. occidentalis, jak
rowniez kilka form ( cms N. bigelovii, cms N. exigua, cms N. occidentalis 1 cms N.
undulata) zostato porazonych przez Cercospora nicotianae powodujacg biale plamy
na lisciach (13). U niektorych alloplazmatycznych analogéw odmiany ‘Zamojska 4’
obca cytoplazma podwyzszata podatnos¢ na maczniaka rzekomego tytoniu (formy
cms N. eastii, cms N. plumbaginifolia i cms N. glutinosa) (17).

Informacje dotyczace podatnosci na choroby oraz morfologii roslin sg niezwykle
cenne, gdyz najczesciej uzywanymi zrodtami cytoplazmatycznej meskiej jatowosci
w przemystowych odmianach i mieszancach tytoniu jest cms N. suaveolens i cms N.
undulata (13, 17).

Niektore formy meskosterylne tytoniu oparte na cytoplazmie dzikich gatunkow
posiadajag wiele cech niepozadanych cech uzytkowych. Stwierdzono u nich po-
wolniejszy wzrost, pdzniejsze zakwitanie, zmniejszenie liczby liSci, obnizke
plonu i pogorszenie jakosci surowca (146). W niektorych przypadkach obca cyto-
plazma moze korzystnie wptywac na produkcje alkaloidow. Wprowadzenie obcego
plazmonu modyfikuje cechy tytoniu uprawnego zwigzane z wartoscig uzytkowa.
Powszechnie obserwowanym zjawiskiem u form alloplazmatycznych jest zaha-
mowanie wzrostu, szczegoélnie poczatkowego (N. megalosiphon, N. debneyi, N.
suaveolens, N. plumbaginifolia), op6znienie zakwitania, zmniejszenie liczby lisci
1 ich rozmiarow (N. raimondii, N. knightiana). Dwa ostatnie czynniki sg najczestsza
przyczyng obnizenia plonu. Pogorszenie jako$ci wysuszonego surowca powodowala
cytoplazma N. megalosiphon, N. bigelovii i N. plumbaginifolia. Takiego negatyw-
nego wptywu nie wywotywaty natomiast N. undulata i N. suaveolens (16).

W celu uzyskania form cms, poza tradycyjnym krzyzowaniem migdzygatun-
kowym, obecnie wykorzystuje si¢ kilka metod inzynierii genetycznej (125, 151):

* potranskrypcyjne wyciszanie genow jadrowych odpowiedzialnych za produkcje

pylnikéw w roslinach transgenicznych;

* potranskrypcyjne wyciszanie gendéw mitochondrialnych, np. zablokowanie
ekspresji dehydrogenazy pirogronianowej w tapetum pylnikowym tytoniu, co
powoduje nadmierng wakuolizacje i rozrost tapetum oraz zaburzenia w budowie
sciany mikrospor (197);

* transformacja roslin za pomocg konstruktow zawierajacych geny chimeryczne,

» asymetryczna fuzja protoplastow, tzw. cybrydyzacja, czyli laczenie genomu
jadrowego jednego gatunku z genomem cytoplazmatycznym (mitochondria,
chloroplasty) drugiego gatunku lub linii genetyczne;.

Jedna z metod uzyskiwania mieszancéw cytoplazmatycznie meskosterylnych jest
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asymetryczna fuzja protoplastow. Polega ona na inaktywacji genomu jadrowego jednego
z partneréw, gtéwnie za pomocg promieniowania jonizujacego lub gamma. Dzigki tej
metodzie mozna krzyzowac przedstawicieli roznych rodzajow, a uzyskane w ten sposob
mieszance noszg nazwe cybrydow (16). Jednym z pierwszych przyktadow fuzji asy-
metrycznej w rodzaju Nicotiana jest podstawienie cytoplazmy N. africana w genomie
N. tabacum (107). Metoda ta zostata wykorzystana rowniez w celu uzyskania mieszanca
N. tabacum ‘K326’ x N. repanda. Uzyskane formy morfologicznie przypominaly tyton
uprawny, ale byly mgskosterylne. Badania molekularne wykazaty, ze uzyskane cybrydy
oraz potomstwo otrzymane w kolejnych pokoleniach z krzyzowania wstecznego z N.
tabacum miaty jadro pochodzace od N. tabacum i cytoplazme od N. repanda. Obecnosé
mitochondrium gatunku dzikiego zostalo potwierdzone dzigki uzyciu primeréw dla
mitochondrialnego genu afpA specyficznych dla N. repanda (172). Atanassov
i in. wroku 1998 (5) dzigki fuzji asymetrycznej uzyskali mieszanca N. tabacum x N.
alata. Analiza Southern-blot wykazala obecnos¢ w cybrydach genomu jadrowego od
N. tabacum i chloroplastow od N. alata. Zastosowanie enzymdw restrykcyjnych sugeruje,
ze genomy mitochondrialne cybrydéw pochodza z rekombinacji obu genoméw mito-
chondrialnych form rodzicielskich. Wspomniana rekombinacja mitochondriéw zostata
potwierdzona w badaniach nad cybrydami N. tabacum x N. suaveolens (71). W roku 1999
Dragoeva i in. (64)uzyskali migdzyrodzajowe cytoplazmatycznie meskosterylne
cybrydy pomiedzy N.tabacum i Petunia hybryda. Formy te posiadaly morfologie tyto-
niu. Badania molekularne wykazaly obecno$¢ genomu jadrowego od N. tabacum, chlo-
roplastow od Petunia hybryda i zrekombinowane mitochondria posiadajace cechy obu
rodzicow.

Nowoczesne metody badan z wykorzystaniem enzymdw restrykcyjnych i analiz
hybrydyzacyjnych z sondami molekularnymi u roslin ptodnych i megskosterylnych
pozwolity na identyfikacje regionow mtDNA zwigzanych z cechg cms. Analiza
genow skorelowanych z meska sterylnoscig wykazala, ze ich sekwencje nukleoty-
dowe ulegaja rearanzacji w regionach kodujacych i flankujacych. W przypadku niek-
torych roslin cms zidentyfikowano transkrypcyjnie aktywny, unikalny typ genow,
tzw. geny chimeryczne. Sg one produktem rekombinacji ztozonym z fragmentdéw
sekwencji kodujacych lub flankujacych podstawowych genéw mitochondrialnych
1 niezidentyfikowanych sekwencji orf. Geny chimeryczne moga odpowiadaé¢ za
powstanie biatek, ktore zakldcaja prawidtowy proces mikrosporogenezy. Badania
ekspresji genow mitochondrialnych w roslinach ptodnych i sterylnych wskazaty na
istnienie réznic w strukturze syntetyzowanych czgsteczek RNA, jednak nie wszyst-
kie ujawnione zmiany majg zwigzek z cecha cms. Badania O c z o § z roku 1980
(146) pozwalaja wnioskowac, ze przyczyng powstawania meskiej sterylnosci u ty-
toniu mogto by¢ ostabione tempo gromadzenia RNA ogolnego i biatka w li§ciach,
mniejsza intensywnos¢ syntezy rybosomalnego RNA i opdznione rozpoczecie prze-
mieszczania do stozka wzrostu todygi zwigzkow niezbgdnych do syntezy kwaséw
nukleinowych oraz biatka w organach generatywnych. Badania B e r gm an a
1 in. z roku 2000 (22) nad cytoplazmatycznie meskosterylnymi mieszancami . repan-



98 Anna Depta, Magdalena Kawka, Karolina Kursa, Teresa Doroszewska

da x N. tabacum dotyczace zawartosci ATP i ADP w organach kwiatowych pozwolily
stwierdzi¢, ze pylniki meskosterylne tych gatunkow produkuja znacznie mniej ATP, a tym
samym charakteryzujg si¢ obnizong proporcja ATP/ADP w stosunku do ptodnych odpo-
wiednikow. Stwierdzono rowniez zmieniony wzorzec transkrypcyjny dla mitochondrial-
nego genu atpl u tytoniu.

Cytoplazmatyczna meska sterylno$¢ jest procesem odwracalnym. Mechanizm przy-
wracania ptodnosci roslinom meskosterylnym wiaze si¢ najczesciej ze zmiang ekspresji
gendéw mitochondrialnych warunkujacych sterylnos¢ pytku. Proces ten zachodzi przy
udziale dominujgcych restorerow (Rf) i moze by¢ wynikiem supresji lub kompensacji
sterylnego genomu mitochondrialnego (33, 163). Badania nad przywracaniem ptodnosci
wskazujg na tzw. restorery jadrowe, czyli specyficzne fragmenty chromosomu odpowie-
dzialne za odtwarzanie jaderka. Jaderkotworczy fragment jest najczgsciej potozony w sate-
litarnej czgs$ci chromosomu. U tytoniu prowadzono badania nad restorerami ptodnosci
w mgskosterylnej formie z cytoplazma od N. repanda i genomem N. tabacum. Wprowa-
dzenie do genomu meskosterylnego mieszanca fragmentu jaderkowego, pochodzacego
od N. repanda, spowodowato przywrocenie zdolnosci do wytwarzania normalnych pyl-
nikow. Uwaza sig, ze po wprowadzeniu restorera system N. tabacum odpowiedzialny
za organizacj¢ jaderka jest eliminowany przez satelitarny fragment z N. repanda, ktory
w rodzimej cytoplazmie znajduje warunki do przywrocenia ptodnosci. Wykazano
rowniez, ze raz przywrocona ptodnosc jest przekazywana na potomstwo (25, 77, 78, 116).

Jak wspomniano, stosowane w hodowli formy cms pozwalajg na ochrong praw au-
torskich, utrzymanie w czystosci genetycznej mieszancow F, 1 wigkszg plastycznos¢ od-
mian. Ma to bardzo duze znaczenie dla szybkiego reagowania na zaopatrzenie rynku, jak
tez na pojawiajace si¢ nowe rasy i izolaty patogenow. Nalezy podkresli¢, ze uzyskane
w ostatnich latach w IUNG-PIB odmiany tytoniu charakteryzujace si¢ odpornoscia na
Chalara elegans oraz dobrymi cechami plonowania i jakosci surowca sg meskosterylne
(14). Podobnie, uzyskane w roku 2004 przez D or 0 s ze w s k 3 (58) linie BPA zawieraja
odpornos¢ na PVY pochodzaca od N. afiicana i sa potencjalnymi kandydatami do upra-

Wy W przysztosci (rys. 8).

r -
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Rys. 8. Me¢skosterylne kwiaty N. tabacum BPA
Zrodto: fot. T. Doroszewska, zasoby wtasne ZHiBR IUNG-PIB..
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Tabela 1
Formy alloplazmatyczne N. tabacum odmiany ‘Zamojska 4’ w kolekcji IUNG w Putawach.
Lp. Zrodho podstawionej obcej cytoplazmy Pochodzenie
1 N. amplexicaulis IUNG Putawy, Polska
2 N. bigelovii TRB, Harare, Zimbabwe
3 N. debneyi IUNG Putawy, Polska
4 N. eastii IUNG Putawy, Polska
5 N. exigua IUNG Putawy, Polska
6 N. glaca IUNG Putawy, Polska
7 N. glutinosa WITIM Krasnodar, Rosja
8 N. goodspeedii TRB, Harare, Zimbabwe
9 N. knightiana IUNG Putawy, Polska
10 N. megalosiphon WITIM Krasnodar, Rosja
11 N. occidentalis WITIM Krasnodar, Rosja
12 N. plumbaginifolia WITIM Krasnodar, Rosja
13 N. raimondii I IUNG Putawy, Polska
14 N. raimondii 11 IUNG Putawy, Polska
15 N. suaveolens TRB, Harare, Zimbabwe
16 N. tabacum IUNG Putawy, Polska
17 N. undulata WITIM Krasnodar, Rosja

Zrodto: Berbeé, 1998 (17).

Markery molekularne roslin i patogenow

Ulepszanie genotypdw tytoniu z wykorzystaniem nowoczesnych metod opiera si¢
glownie na prowadzeniu hodowli molekularnej, czyli selekcji pozadanych genotypow
na podstawie polimorfizmu markera molekularnego sprzezonego z loci okre$lonych
cech. Markery wykorzystuje sie tez do identyfikacji specyficznych sekwencji pato-
gendw wywotujacych choroby. Wykorzystywane w hodowli markery, dzigki swoim
wlasciwosciom, umozliwiajg bardziej precyzyjna i szybka selekcje w poréwnaniu z in-
nymi metodami oceny. Sg to gtdéwnie markery odpornosci na choroby, stresy, niedobory
pokarmowe czy tez stuzgce rozroznianiu form cytoplazmatycznej meskiej sterylnoscei.
Identyfikacja markerow molekularnych patogenéw pozwala na szybkie i wysoce
wiarygodne wykrycie infekcji, nawet jesli objawy zewnetrzne choroby nie wystepuja,
a takze na lepsze poznanie czynnikow chorobowych, okreslenie przynaleznosci sys-
tematycznej 1 tym samym skuteczniejsze ich zwalczanie. Wykorzystujac odpowiednie
metody molekularne mozliwe jest zbadanie zmienno$ci genetycznej w obrgbie ga-
tunkow, podgatunkdow, ras i szczepdw patogenow.
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Tabela 2
Zmiany czgéci kwiatowych 1 pokroju roslin u alloplazmatycznych form N. tabacum odm. ‘Zamojska 4’

w zaleznosci od rodzaju obcej cytoplazmy

Zmiany morfologiczne Zrédta cytoplazmy

normalny knightiana, raimondii I, raimondii 11

amplexicaulis, glauca, tabacum,

szezatkowy lub brak megalosiphon, suaveolens

Pylniki twory ptatkowate eastii, glutinosa, plumbaginifolia

twory platkowate 1 stupkowate occidentalis, goodspeedii

exigua, debneyi, bigelovii, suaveolens,

twory stupkowate undulata

amplexicaulis. eastii, glauca, glutinosa,
normalny knightiana, raimondii I, raimondii 11,
plumbaginifolia, tabacum

Stupek O -
P o zmienionej morfologii bigelovii, debneyi, exigua, suaveolens,
(normalny lub zniekszcatcony) undulata
znieksztatcony goodspeedii, occidentalis

eastii, glutinosa, plumbaginifolia,

Zmieniona korona .. . .
goodspeedii, occidentalis, suaveolens

debneyi, eastii, exigua, glutinosa,
Zmieniony pokroj goodspeedii*, megalosiphon™,
plumbaginifolia, undulata

* znacznie odbiega od pokroju odmiany ‘Zamojska 4’

Zrodto: Berbeé, 1998 (17).

Metody molekularne wykorzystywane do generowania markeré6w molekular-
nych mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza grupa opiera si¢ na wykorzystaniu en-
zymoOw restrykcyjnych, a nastgpnie porownywaniu powstatych fragmentow oraz na
metodach hybrydyzacji, druga za$ na zastosowaniu tancuchowe;j reakcji polimerazy
(PCR ang. polymerase chain reaction). Metody oparte na reakcjach PCR odznaczaja
sie¢ wysoka czutoscig i specyficznosciag. W ostatnich latach powstalo wiele odmian
reakcji PCR, np. nested-PCR (tzw. wewnetrzny PCR), multiplex-PCR, RT-PCR czy-
li PCR poprzedzony procesem odwrotnej transkrypcji, kiedy analizowany materiat
genetyczny jest w postaci RNA, real-time PCR czyli PCR w czasie rzeczywistym
pozwalajacy na ominiecie etapu identyfikacji DNA w zelu i analizg przyrostu ilosci
produktu w czasie rzeczywistym. Podstawowymi markerami rutynowo wykorzysty-
wanymi w badaniach genetycznych, taksonomicznych i filogenetycznych sa marke-
ry RFLP, RAPD, SSR, STS i AFLP. Dalsze, liczne modyfikacje metody PCR oraz
czgsto potaczenie jej z trawieniem restrykcyjnym, doprowadzito do powstania wielu
nowych markerow, takich jak np. SCAR, IRAP, REMAP, CAPS.

RFLP, czyli analiza dlugosci fragmentéw restrykcyjnych (ang. restriction
fragment length polymorphism) to metoda nie opierajaca si¢ na technice PCR,
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w ktorej porownuje si¢ wielkosci fragmentow DNA wcezesniej poddanych trawie-
niu enzymami restrykcyjnymi. Analiza RFLP moze by¢ poprzedzona reakcja PCR
(RFLP-PCR). Zr6znicowany obraz prazkow po rozdziale elektroforetycznym wynika
gldwnie z mutacji, ktora objeta miejsce restrykcyjne, badz delecji lub duplikacji frag-
mentu DNA pomiedzy miejscami restrykcyjnymi. Jezeli liczba uzyskanych prazkow
jest bardzo duza, mozna rozdzielone w zelu fragmenty DNA podda¢ denaturacji,
przenies¢ na bibule nitrocelulozowa i przeprowadzi¢ hybrydyzacje ze znakowana
sondg. Uzyskuje si¢ charakterystyczny obraz, tzw. profil genetyczny. Markery RFLP
moga by¢ wykorzystywane do konstruowania map genetycznych, wykrywania ob-
cego DNA w tkance roslinnej, (co pozwala na identyfikacje czynnika chorobowego
w dalszych etapach badan) w badaniach taksonomicznych, filogenetycznych roslin
i patogenow czy w identyfikowaniu form cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci.
Metoda ta znalazta liczne zastosowania w badaniach genetycznych Nicotiana,
a takze patogenéw wywotujacych roznorakie choroby u tytoniu. Glais i in.
w roku 1998 (81), badajac region odpowiedzialny za charakter nekrotyczny wirusa
PVY, ktory wywotuje brunatng nekroze nerwdw lisci tytoniu, zastosowali technike
RFLP do strawienia genomow 10 izolatow PVY bedacych reprezentantami czterech
grup PVY: PVYN, PVYNN PVYMW i PVY?. Badania RFLP genomoéw izolatow,
ktore byty amplifikowane w dwoch fragmentach, pozwolily na podzielenie izo-
latow na 5 grup (pierwszy fragment: grupa A — PVYY, grupa B — PVYN™N i PVYNW,
grupa C — PVY?Y; drugi fragment: grupa D — PVYN i PVYN™Y, grupa E — PVY?
i PVYYW). Poza tym, badania wykazaty, ze regionem odpowiedzialnym za charak-
ter nekrotyczny jest cze$¢ 5’wirusowego RNA. Metoda zostata tez wykorzystana
w badaniach nad PVY prowadzonych w IUNG-PIB i postuzyta do grupowania ge-
netycznego, a do nast¢pnie analizy filogenetycznej izolatow PVYNW i PVYNTN (154,
155) (rys. 9). Oprocz wirusow, ta sama technika badano takze patogeniczne grzyby, m.in.
Phytophthora parasitica, powodujaca zgnilizne pierscieniowa podstawy todygi ty-
toniu (73) oraz izolaty Rhizoctonia solani wyizolowane z tytoniu i wywotujace
rizoktonioze. W ostatnim przypadku amplifikowano technika PCR geny rDNA wraz
z sekwencjami ITS, poniewaz regiony te sa jednymi z najbardziej zroznicowanych
loci, przeprowadzano analize ITS-RFLP z roznymi enzymami restrykcyjnymi,
a nastepnie stworzono dendrogramy, na podstawie ktorych oceniano réznorodnos¢
genetyczng izolatow (86). Markery RFLP sg stosunkowo wysoce polimorficzne
i odtwarzalne, wystepuja powszechnie, dziedziczg si¢ w sposob kodominujacy, czyli
sonda hybrydyzacyjna moze zwykle wigza¢ si¢ z r6znymi allelami w jednym locus.
Daja takze mozliwosc¢ jednoczesnego skreeningu nieograniczonej liczby fragmentow
DNA przy zastosowaniu niezmienionej procedury badawczej. Z drugiej strony tech-
nika ta jest pracochtonna i czasochtonna oraz wymaga uzycia duzej ilosci wyso-
kiej jakos$ci, nieuszkodzonego DNA, dlatego obecnie nie jest juz tak powszechnie
uzywana i jest zastgpowana przez tansze i prostsze metody oparte na reakcjach PCR.

Jedna z metod opartych na reakcjach PCR jest tancuchowa reakcja polimerazy
z arbitralnie wybranymi starterami, czyli RAPD (ang. random amplified polymorphic
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DNA). Reakcja jest prowadzona z uzyciem jednego startera o dowolnie wybranej
sekwencji, przylaczajacego si¢ do obu nici matrycy, co prowadzi do powstania
wielu fragmentow komplementarnego DNA. Generujac te startery nie jest koniecz-
na znajomo$¢ sekwencji badanego DNA. Polimorfizm markerow RAPD wynika
z reanzacji lub delecji pomiedzy miejscami przylaczania starterow (189). Zwykle
wykonuje si¢ kilka reakcji RAPD z roznymi przypadkowymi starterami, ktore
najczesciej pochodza z firmy OPERON. Lokalizacja oraz liczba miejsc komplemen-
tarnych dla danego startera jest rozna, nawet dla organizméw blisko spokrewnio-
nych, co stanowi podstawe do ich réznicowania. Prowadzac analize porownawcza
produktéw RAPD z markerami RAPD charakterystycznymi dla danego patogena,
oczywiscie przy uzyciu jednakowych starterow, mozna w szybki i prosty sposob
zidentyfikowa¢ sprawce choroby (187).

Rys. 9. Wzory restrykcyjne po trawieniu DNA genomu wirusa PVY enzymami restrykcyjnymi
Zrédto: Przybys, 2011 (155).

Metody RAPD sg stosowane do oceniania genetycznej réznorodnosci wsrod wie-
lu organizméw, w tym bardzo czesto grzybow patogenicznych. W przypadku bak-
terii, ktorych genom jest maly, uzyskuje si¢ zwykle zbyt matg liczbg produktow
RAPD. Uzyto jej migdzy innymi do identyfikacji izolatow grzyba Phytophthora pa-
rasitica var. nicotianae, ktéry powoduje u tytoniu zgnilizn¢ pierScieniowg podstawy
lodygi oraz do odrozniania izolatow patogenicznych od niewywolujacych objawdw
choroby. Wyniki badan patogenicznos$ci réznych izolatow w testach szklarniowych
zostaly catkowicie potwierdzone metoda RAPD, a na podstawie wygenerowanych
markerow utworzono drzewa filogenetyczne i pogrupowano izolaty w odpowied-
nie klastry. Technika okazata si¢ by¢ czulg i niezawodng metoda szybkiej identy-
fikacji izolatow grzybowych (198, 199). Badano takze réznorodno$¢ genetyczna
1 tworzono drzewa filogenetyczne wielu gatunkow rodzaju Nicotiana (44, 196). Y u
i1 Linw 1997 roku (196), wykorzystujac 34 arbitralnie wybrane startery, porow-
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nawali 18 genotypow tytoniu nalezacych do 9 gatunkow sekcji Tomentosae 1 Ala-
tae. Na podstawie stworzonych dendrograméw, 18 genotypdw Nicotiana zostato
podzielonych na dwa klastry. Badania potwierdzity takze przynalezno$¢ N. sylvestris
do sekcji Alatae, co byto zgodne z klasyfikacja wedtug Goodspeed’a. Z wykorzysta-
niem techniki RAPD identyfikowano geny odpornos$ci na czarng zgnilizng korzeni
tytoniu (6) oraz geny odpornosci na Peronospora tabacina powodujacego maczniaka
rzekomego tytoniu (132). Markery wykorzystano takze w konstrukcji map genetyc-
znych (poniewaz RAPD dostarcza duzej liczby markerow) do projektowania na ich
podstawie markerow SCAR specyficznych dla danego gatunku. Wadami techniki
RAPD jest generowanie dominujacych markeréw oraz jej duza wrazliwos¢ na wa-
runki prowadzonej reakcji, dlatego wyniki uzyskane przez oddzielne grupy badaczy
mogg znaczaco roézni¢ si¢ od siebie. Innym ograniczeniem jest brak mozliwosci
rozroéznienia heterozygot od genotypéw homozygotycznych (7).

W celu ominigcia ograniczen zwigzanych z powtarzalnoscig techniki RAPD opra-
cowano metod¢ AFLP, czyli selektywng amplifikacje fragmentow restrykcyjnych
(ang. selective restriction fragment amplification). AFLP taczy w sobie metode RFLP
z reakcja PCR 1 polega na powieleniu specyficznych fragmentow restrykcyjnych.
W metodzie tej nie jest porownywana dtugos¢ fragmentow, ale obecnos¢ lub brak am-
plifikacji fragmentow DNA. Do wykrywania fragmentéw restrykcyjnych stosuje si¢
amplifikacje PCR, a nie hybrydyzacj¢ metoda Southerna, tak jak w RFLP. Technika
ta, podobnie jak RAPD, nie wymaga wczesniejszej charakterystyki sekwencji bada-
nego genomu i jest uzywana glownie do badan genomow roslin, bakterii 1 wirusow
(184). W pierwszym etapie do fragmentow DNA otrzymanych w wyniku trawienia
dwoma enzymami restrykcyjnymi przytaczaja si¢ krotkie adaptory. Nastepuje wstepna
selekcja fragmentéw w reakcji preamplifikacji ze starterami komplementarnymi do
adaptorow 1 miejsc restrykcyjnych, posiadajacymi na koncu 3’ nukleotyd selekcyjny.
Dzigki nukleotydom selekcyjnym dochodzi do ograniczenia liczby powielanych frag-
mentow. Wlasciwa selekcja fragmentow jest prowadzona ze starterami selekcyjnymi,
ktore posiadaja na koncu 3’ dwa lub trzy dodatkowe nukleotydy selekcyjne (184).
Liczba amplifikowanych fragmentéw moze by¢ modyfikowana poprzez uzycie prime-
row z wigksza lub mniejsza liczbg selektywnych nukleotydow, przez rodzaj nukleoty-
dow selektywnych, zawarto$¢ par GC oraz uzycie roznych enzymdw. Zalezy takze od
wielkosci 1 zZtozonosci genomu. Pomimo ze markery AFLP sg przewaznie dominujace,
metoda ta jest stosowana m.in. do identyfikacji odmian hodowlanych ros$lin, do tworze-
nia bardzo zageszczonych map u roslin wyzszych oraz do identyfikacji i roznicowania
populacji ro$lin i patogenow. Stosujac technike AFLP zbadano m.in. zr6znicowanie
genetyczne istniejace w rodzaju Nicotiana. Dzigki analizie 46 linii tytoni uzytkowych
oraz 7 dzikich gatunkéw z uzyciem 8 réznych kombinacji starteréw, zaobserwowano
wysoki stopien podobienstwa profili AFLP linii uzytkowych oraz znacznie wigksza
ilo§¢ polimorfizmow wsrdd gatunkéw dzikich. Wzajemne pordwnanie profili AFLP
dostarczyto dodatkowych informacji o pochodzeniu N. tabacum (158).
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Kolejnymi markerami sa markery STS (ang. sequence tagged sites), czyli
miejsca znaczone sekwencyjnie. Sg to markery w postaci krotkiego regionu DNA
o dhugosci 200-300 par zasad i sg okreslane przez sekwencj¢ specyficznych star-
ter6w umozliwiajacych ich amplifikacje. W przypadku generowania tych starterow
konieczna jest znajomo$¢ sekwencji badanego DNA, poniewaz startery sa projek-
towane na podstawie znajomosci sekwencji catego fragmentu DNA. Markery STS
majg zastosowanie gtownie do identyfikacji chromosomoéw i ich regionow, do kon-
strukcji map fizycznych, przeszukiwania klonéw biblioteki DNA. Funkcjonalny
marker STS amplifikuje jeden region genomu i produkuje jeden prazek na zelu ele-
ktroforetycznym (1).

Markery mikrosatelitarne, dzigki takim cechom jak: wysoki polimorfizm, roz-
poznawanie réznych alleli w jednym locus, dziedziczenie kodominujace, wysoka
odtwarzalno$¢, powszechnos¢ wystgpowania (takze w genomach chloroplastow i mito-
chondriéw), potozenie specyficzne wzgledem chromosomoéw oraz wysoka wydajnos¢
genotypowania z ich udziatem, staty si¢ popularnymi markerami uzywanymi w hodowli
molekularnej i badaniach genetycznych ro$lin (99). Do markeréw mikrosatelitarnych
naleza markery SSR — proste sekwencje powtarzalne (ang. simple sequence repeats),
STR - krétkie tandemowe powtorzenia (ang. short tandem repeats) lub SSLP — poli-
morfizm dhugosci prostych sekwencji (ang. simple sequence length polymorphism).
Markery te sktadaja si¢ z wielokrotnie powtdrzonych sekwencji kilku nukleotydow
(od 1 do 5), np. AT, AG, GACA, sa rozrzucone w duzej liczbie w genomach eukario-
tycznych i odznaczaja si¢ duzym polimorfizmem wewnatrzgatunkowym. Markery te
sa generowane z uzyciem pary specyficznych, specjalnie zaprojektowanych starterow
majacych zdolnos$¢ przytaczania sie do unikatowych sekwencji flankujacych mikro-
satelity. Aby zaprojektowac specyficzne startery nalezy wczesniej zidentyfikowac
sekwencje flankujace mikrosatelite przez sekwencjonowanie, dlatego markery te,
w przeciwienstwie do markeréw RAPD czy AFLP ,wymagaja wcze$niejszej znajo-
mosci sekwencji DNA. Markery SSR, podobnie jak markery RFLP, sa kodominujace
i pozwalaja na identyfikacje roznych alleli w jedym locus SSR. Poza tym, wystepuja
zarowno w regionach kodujacych, jak i niekodujacych oraz odznaczaja si¢ wysokim
stopniem polimorfizmu dlugo$ci, dlatego fatwo i w sposdb odtwarzalny moga by¢ iden-
tyfikowane w reakcji PCR. Dzigki tym cechom mozliwe jest uzyskiwanie jednakowych
wynikow przez rézne grupy badawcze (161). Markery SSR, podobnie jak IRAP czy
REMAP, wykorzystuje si¢ gtownie do badania réznorodnos$ci genetycznej i selekcji
genotypéw. Bindler i in. wroku2011 (23) na podstawie okoto 5 tysigcy wygene-
rowanych, nowych markeréw mikrosatelitarnych stworzyli takze mape genetyczna
tetraploidalnego tytoniu o wysokiej rozdzielczo$ci. Mapa ta pod wzgledem gestosci
markerow i rozdzielczosci jest porownywalna do map najlepiej scharakteryzowanych
genoméw rodzaju Solanaceae, czyli pomidora i ziemniaka. Oprocz jadrowych SSR
(nuSSR), wystepuja takze mitochondrialne (mtSSR) oraz chloroplastowe (cpSSR). Te
ostatnie zostaty odkryte po raz pierwszy u Nicotiana (186).
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Markery ISSR, czyli polimorfizm odcinkéw DNA pomigdzy mikrosatelitami
(ang. inter simple sequence repeat), umozliwiaja otrzymanie profili genotypow
roslin w postaci obrazu wielu prazkéw, tzw. fingerprinting DNA lub ,,odcisk
palca DNA”. Stosowany jest tylko jeden starter o dlugosci 17-18 nukleotydéw,
posiadajacy 1-2 nukleotydy selekcyjne na koncu 3°, dzieki ktérym moze przytaczy¢
si¢ w miejscu polaczenia mikrosatelity z unikatowym DNA (201). W badaniach poli-
morfizmu DNA, oprocz sekwencji mikrosatelitarnych, wykorzystywane sg tez inne
sekwencje wystepujace powszechnie i w duzej liczbie w genomach roslinnych, czyli
retrotranspozony. Sg to sekwencje powtdrzone, rozproszone w krotkich i dlugich
odstepach. Markery IRAP, czyli polimorfizm odcinkéw DNA pomigdzy retrotrans-
pozonami (ang. inter-retrotransposon amplified polymorphism), sa generowane
dzieki zastosowaniu specyficznego startera przytaczajacego si¢ do koncowych se-
kwencji LTR (ang. long terminal repeats, dtugie terminalne powtdrzenia). Nato-
miast markery REMAP, czyli polimorfizm odcinkow DNA pomig¢dzy retrotranspozo-
nem a mikrosatelita (ang. retrotransposon-microsatellite amplified polymorphism),
mozna identyfikowaé przy zastosowaniu pary starteréw: startera specyficznego do
sekwencji LTR oraz startera mikrosatelitarnego. W obu technikach polimorfizm jest
wykrywany poprzez obecno$¢ lub brak produktu reakcji PCR. Brak amplifikacji
wskazuje na nieobecno$¢ retrotranspozonu w danym locus (98). Markery ISSR,
IRAP, REMAP odznaczajace si¢ wyjatkowym polimorfizmem umozliwiajg tworze-
nie ztozonych profili DNA, dlatego czesto sg stosowane do badania zréznicowania
genetycznego miedzy odmianami czy liniami roslin. W pracach zwigzanych
z ulepszaniem genotypoéw tytoniu markery IRAP i ISSR zastosowaliYang 1 in.
w roku 2007 (194), badajac szczegdtowo réznorodnos¢ genetyczng i wzajemne kore-
lacje pomiegdzy 118 genotypami tytoniu, nalezacymi do gatunkéw dzikich, oriental-
nych i uprawnych. Przeprowadzone badania pokazaly niski poziom zréznicowania
genetycznego miedzy réznymi typami tytoni uprawnych, natomiast zdecydowanie
wyzszy migdzy gatunkami dzikimi. Pozwolily takze na poréwnanie pokrewienstwa
genetycznego pomiedzy réznymi typami tytoniu charakteryzujacymi si¢ odmien-
nymi cechami jakosciowymi waznymi dla przemystu.

Markery SSAP (ang. sequence specific amplified polymorphism, polimorfizm se-
kwencyjnie specyficznej amplifikacji) powstaja dzigki prostej modyfikacji techniki
AFLP. Roznicujg dlugos¢ odcinkdw pomiedzy miejscem integracji retrotranspozonu
zawierajacym sekwencje LTR, a miejscem restrykcyjnym. Wykorzystywane sa dwa
startery — AFLP oraz starter przylaczajacy si¢ do sekwencji LTR. Jest to technika
wykorzystywana gtéwnie do profilowania DNA (185).

Inne markery, ktéorych generowanie opiera si¢ na sekwencjach mikrosateli-
tarnych i retrotranspozonowych to, m.in.. MP-PCR (ang. microsatellite primed
PCR, amplifikacja z uzyciem starter6w mikrosatelitarnych), IMP (ang. inter-MITE
polymorphism, polimorfizm dlugosci odcinkéw pomiedzy sekwencjami MITE),
RAMP (ang. random amplified microsatellite polymorphism, polimorfizm losowo
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amplifikowanych mikrosatelitow), SAMPL (ang. selectively amplified microsatellite
polymorphic locus, selektywnie amplifikowany polimorficzny locus mikrosatelitar-
ny), ERAP (ang. exon-retrotransposon amplification polymorphism, polimorfizm na
odcinku egzon-transpozon).

Diagnostyka choréb i patogenéw roslin
Metody biologiczne i serologiczne

Ocena zdrowotnosci roslin opiera si¢ w pierwszym etapie na obecnosci lub braku
objawow chorobowych. Ze wzgledu na mnogo$¢ patogendow (wirusy, wiroidy, fito-
plazmy, bakterie, grzyby) oraz podobienstwo wielu symptomow chorobowych jest
to metoda mato precyzyjna.

Objawy chorobowe moga wystepowac na calej roslinie, to znaczy moga byc¢ sys-
temiczne lub mogg by¢ zlokalizowane w obrebie wybranych organow, tkanek, grup
komorek lub nawet pojedynczych komorek chorej rosliny. Powszechnie wyrdznia
si¢ nastepujace typy objawow chorobowych wystepujacych u roslin: wigdnigcia,
nekrozy, zgnilizny, zrakowacenia, zmiany zabarwienia, znieksztatcenia, narosla,
rany i wydzieliny (106).

W hodowli tytoniu duzo uwagi poswigca si¢ chorobom wirusowym ze wzgledu na
brak ochrony chemicznej. Dokonuje si¢ oceny odpornosci, m.in. na wirusa Y ziem-
niaka (Potato virus Y, PVY), wirusa bragzowej plamisto$ci pomidora (Tomato spotted
wilt virus, TSWV) oraz wirusa mozaiki tytoniu (Tobacco mosaic virus, TMV) (rys.
10), zarowno w warunkach polowych, jak i w $cistych do§wiadczeniach szklarnio-
wych po sztucznej inokulacji (57, 82, 147). Obserwacje wykonuje si¢ w kilku termi-
nach, dokumentujgc wszelkie zmiany na roslinach. W przypadku wirusow mozliwa
jest sytuacja, gdy mimo braku objawow wirus jest obecny w roslinie. Z tego wzgledu
konieczne sg dodatkowe badania.

Najdawniej 1 najpowszechniej uzywang metodg wykrywania 1 identyfi-
kacji wirusow roslin jest test biologiczny. Polega on na wykorzystaniu ro§liny
wskaznikowej, o ktorej wiemy, ze jest podatna na danego patogena. Zaletg tej
metody jest jej prostota oraz czulo$¢. Wada natomiast — do$¢ dtugi czas ocze-
kiwania na wyniki (106). Laskowska i Berbe¢ w roku 2006 (111)
wykorzystali test biologiczny w ocenie odpornosci N. alata, N. sanderae oraz
mieszancow N. tabacum ‘TB-566’ tetra x N. alata. Gatunkiem wskaznikowym byta
N. glutinosa. Inokulacja sokiem z roslin wykazujacych reakcj¢ nadwrazliwo$éi po
zakazaniu TSWYV nie spowodowata u N. glutinosa zadnej reakcji chorobowej, co
$wiadczy o braku wirusa. Inokulacja sokiem z roslin majgcych chlorotyczne plamy
powodowata u N. glutinosa rowniez chlorotyczne zmiany na liSciach. Natomiast
porazenie systemiczne rosliny wskaznikowej wystapito, gdy uzyto soku z rosliny
z systemicznymi objawami.
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Rosliny wskaznikowe stosowane sg rowniez w celu odrdznienia blisko spokrewni-
onych wirusoéw. Do takich wiruséw naleza TMV i ToMV (ang. Tomato mosaic virus)
Sztuczna inokulacja gatunkdéw wskaznikowych pozwala na identyfikacj¢ wirusa ze
wzgledu na zroznicowane objawy. N. sylvestris oraz N. tabacum ‘White Burley’ re-
aguje na TMV systemicznym porazeniem, podczas gdy porazenie ToMV skutkuje
jedynie lokalnymi plamami nekrotycznymi (72, 85).

Rys. 10. Objawy chordb wirusowych (od lewej): Potato virus Y (PVY), Tomato spotted wilt virus
(TSWYV), Tobacco mosaic virus (TMV)

Zrodto: fot. T. Doroszewska, A. Depta, zasoby wlasne ZHiBR ITUNG-PIB.

Identyfikacji chorob bakteryjnych oraz grzybowych dokonuje si¢ gtownie za
pomocg mikroskopu. Przygotowanie preparatu polega na pobraniu fragmentu
zmienionej tkanki i obserwacji pod okreslonym powickszeniem. W przypadku grzy-
bow ocenia si¢ rodzaj grzybni oraz wystepowanie form przetrwalnikowych (rys. 11).

W celu jednoznacznej identyfikacji patogena wykonuje si¢ testy serologiczne.
Analityczne metody immunologiczne wykorzystuja specyficzng reakcje miedzy an-
tygenem a przeciwciatem. Jednym z najpowszechniej stosowanych testéw w bada-
niach, zar6wno naukowych, jak i diagnostycznych jest test ELISA (41, 114).

Wzmianki o nowych metodach immunoenzymatycznych: tescie ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) oraz tescie EIA (Enzyme Immunoassay) pojawily sie
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w latach 60. XX wieku. Zostaty odkryte przez dwie niezalezne grupy badawcze: Pe-
tera Perlmanna i Eva Engvall z Uniwersytetu w Sztokholmie oraz Antona Schuursa
i Baukea van Weemen z Holandii, a ich rozwoj nastapit w latach 70. i 80. (160).
Mimo, iz techniki réznily si¢ od siebie metodyka wykonania, w obu wykorzysta-
no enzymy do wykrywania reakcji antygendéw ze swoistymi przeciwciatami. Test
ELISA stanowil obiecujaca alternatywe dla stosowanych powszechnie testow ra-
dioimmunologicznych (Radioimmunoassay — RIA), bazujacych na szkodliwym dla
zdrowia, radioaktywnym znakowaniu (113). Poczatkowo test ELISA byt stosowany
do wykrywania przeciwciat w surowicy, jednak za jego pomoca mozna analizowac
takze ilo$¢ antygendw w danej probce. W wielu publikacjach mozna odnalez¢ in-
formacje dotyczace uzycia tego testu w réznych dziedzinach badan, réznigce si¢
jedynie metoda wykonania lub wprowadzeniem niewielkich modyfikacji (68).
Pierwsza zastosowang technika bylo oplaszczenie antygenu lub przeciwciala na
fazie stalej/immunosorbencie. Nastgpnie pojawily si¢ plytki mikrotrialne. Ten test
sprawdzat si¢ przy identyfikacji wirusa HIV u kobiet w ciagzy, czy tez w wykrywaniu
chordb zwierzecych (69). Prosty, czuty 1 wszechstronny, stat si¢ podstawowym i fun-
damentalnym narzedziem w przemysle farmaceutycznym oraz znalazt zastosowanie

'- '3 ! L
Rys. 11. Choroby grzybowe tytoniu (od lewe;j):
zarodniki Alternaria, zarodniki Fusarium, chlamydospory Thielaviopsis basicola

Zrodto: D. Czarnecka, M. Kawka, zasoby wlasne ZHiBR IUNG-PIB.
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w przemysle spozywczym, rolnictwie, oraz w réznych testach klinicznych (45, 67,
69, 160). Wykorzystywany jest takze do wykrywania specyficznych biatek, np. Cry
u organizmo6w modyfikowanych genetycznie (117).

Testy ELISA standardowo wykonywane sg na polistyrenowych lub pleksigla-
sowych, 96-dotkowych ptytkach. Plytke oplaszcza si¢ odpowiednim antygenem
lub przeciwcialem. W celu unikniecia nieselektywnego wigzania si¢ bialek do
fazy statej podczas nastgpnych etapow testu, wolne miejsca czgsto blokuje si¢ za
pomocg buforu blokujacego. Laczenie si¢ antygenu ze specyficznym przeciwciatlem
uwidacznia reakcja barwna, powstajaca dzieki enzymom przeksztatcajacym odpo-
wiedni substrat. W tescie stosowane sg przeciwciata poliklonalne lub monoklonalne.
Najczesciej stosowane enzymy to fosfataza alkaliczna, ktora przeksztalca bezbar-
wny fosforan p-nitrofenolu w zo6tty p-nitrofenol oraz peroksydaza chrzanowa, ktora
daje niebieskie zabarwienie w obecnosci tetrametylobenzydyny (45). Zmiana barwy
roztworu mierzona jest spektrofotometrycznie.

Heterogenng immunoanalize, jaka jest test ELISA, mozemy podzieli¢ na:
1. bezposrednia,

posrednia,

Double Antibody Sandwich (DAS-ELISA),

Triple Antibody Sandwich (TAS-ELISA),

kompetencyjna (konkurencyjnag).

PIE NN

Bezposredni test ELISA jest najprostszym ze wszystkich rodzajow tego testu.
Pierwszym etapem jest zwigzanie (optaszczenie) antygenu na ptytce. Po okresie inku-
bacji nastepuje ptukanie w celu usuniecia niezwigzanych antygenow i zablokowanie
miejsc nie zajetych przez antygen. Kolejnym etapem jest dodanie znakowanego
enzymem przeciwciala specyficznego dla antygenu i inkubacja w celu polaczenia
antygenu z przeciwcialem. Ponownie plukanie w celu usunigcia niezwigzanych
przeciwciat. Antygen potaczony ze znakowanym przeciwcialem, po dodaniu sub-
stratu odpowiedniego dla enzymu, powoduje reakcje barwna, a intensywno$¢ koloru
$wiadczy o ilosci badanego biatka w probie.

Posredni test ELISA stosowany jest do wykrycia obecnosci przeciwciala. Podobnie
jak w metodzie bezposredniej antygen jest optaszczony, ale nastepnie dodawane jest
swoiste przeciwciato, ktore wiaze si¢ podczas inkubacji z antygenem. Dopiero anty-
przeciwciato znakowane enzymem, po dodaniu substratu, przeksztatca si¢ w barwny
produkt (45). Zaleta metody posredniej jest to, ze nie trzeba znakowac przeciwciat
specyficznych wzgledem antygenu przeciwcial. Pozwala to na uzycie réznych
przeciwciat pierwotnych, bez potrzeby dodatkowych manipulacji zwiazanych z ich
znakowaniem, po czym przeciwciala te moga zosta¢ wykryte za pomoca zawsze
takich samych przeciwciat znakowanych

Kolejnym rodzajem jest test kanapkowy ELISA (Double Antibody Sandwich-
ELISA, DAS-ELISA), gdzie w pierwszym etapie swoiste przeciwciata sg oplaszczane
w studzienkach ptytki. Niezwigzane przeciwciata sa usuwane podczas ptukania.
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Nastepnie dodawany jest antygen, ktory reaguje z przeciwciatami. Po inkubacji
i ptukaniu dodawane jest drugie przeciwciato znakowane enzymem, ktore wigze
si¢ z unieruchomionym antygenem. Po dodaniu odpowiedniego substratu uzyskuje
si¢ reakcje barwna. Szybko$¢ tworzenia barwnego produktu jest proporcjonalna do
iloci antygenu (21). W metodzie TAS-ELISA (ang. Triple Antibody Sandwich-ELI-
SA) mamy dodatkowe antyprzeciwciato potgczone z enzymem (45, 130).

Test kompetencyjny stosowany jest do wykrywania i oznaczania ilo$ciowego an-
tygenow i przeciwciat, ktore s dostgpne w formie oczyszczonej lub wysoce oczysz-
czonej. Moze by¢ przeprowadzany w dwoch wariantach: jako test,,z wylapywaniem an-
tygenu” lub ,,z wylapywaniem przeciwciala”. W tescie tym wykorzystuje si¢ mieszanke
znakowanego antygenu lub przeciwciala, ktore sa dodawane do materiatu badanego.
Aby dokona¢ pomiaru stezenia przeciwcial, faze stata optaszcza si¢ odpo-wiednim
antygenem. Nastepnie na fazg stala dziatamy mieszanka badanej surowicy i specy-
ficznego wzgledem danego antygenu przeciwciata monoklonalnego wyznakowanego
enzymem. Wowczas nastepuje wspolzawodnictwo pomigdzy przeciwcialami w suro-
wicy a przeciwciatami wyznakowanymi. Nieznakowane przeciwciata, obecne w suro-
wicy, beda obnizaly proporcjonalnie ilo§¢ znakowanych przeciwciat wigzanych przez
antygeny potaczone z fazg stala.

Poza wymienionymi rodzajami testu ELISA istnieje jeszcze wiele modyfikacji tej
metody, jednakze zasada dziatania jest podobna.

Test ELISA jest obecnie stosowany na szeroka skalg, umozliwiajac wykry-
wanie i identyfikacje wirusow wielu gatunkéw ro$lin, w tym tytoniu. Jedng
z gtownych chorob wirusowych u tytoniu, powodujaca brunatng nekroz¢ nerwow
lisci, jest wirus Y ziemniaka (PVY). Brunatna nekroza nerwow lisci tytoniu jest
chorobg o duzym znaczeniu gospodarczym. Pojawianie si¢ nowych izolatow wiru-
sa, zdolnych do przetamywania odpornosci tytoniu, sktania do poszukiwania zrodet
odpornosci posrod dzikich gatunkéw rodzaju Nicotiana. W IUNG-PIB w Putawach
do badan uzyto szesciu izolatow nalezacych do trzech grup: PVYM, PVY™
i PVYN™N r6znigeych si¢ charakterystyka serologiczng i zdolnos$cia przetamywania
réznych zrodel odpornosci. Rosliny zakazano metoda inokulacji w warunkach
szklarniowych. Prowadzono systematyczne obserwacje objawow chorobowych
oraz wykonano testy DAS-ELISA, z uzyciem dwoch rodzajow przeciwciat (PVY,
PVYY). Badane gatunki ulegly porazeniu w réznym stopniu, w zaleznosci od
uzytego izolatu, wykazujac zréoznicowane objawy chorobowe i ich nasilenie oraz
zréznicowane wartosci testu ELISA (57). Wirus Y ziemniaka (PVY) jest rowniez
jednym z najgrozniejszych wirusow wystepujacych w uprawach ziemniaka. Moze
poraza¢ takze uprawy pomidora, papryki, baktazana. Objawy na ziemniaku moga
obejmowac np. mozaike widoczng na liSciach, drobne lub duze nekrotyczne plamy
na liSciach, nekrotyczne smugi wzdtuz ogonkow liSciowych, czy zamieranie catych
ro$lin. Izolaty PVY zgromadzone w kolekcji [HAR-PIB w Mtochowie zostaly prze-
badane testem DAS-ELISA. W prowadzonych do$wiadczeniach wykorzystano
tyton (V. tabacum) odmiang ‘Samsun’; pomidora (Solanum lycopersicum) odmiany:
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‘Rutgers’, ‘Malinowy Ozarowski’, typ Bawole Serce; papryke (Capsicum annuum)
odmiany: ‘Alexander’ i ‘Rokita’ jako indykatory. Ro$liny zakazano wirusem metoda
sztucznej inokulacji. Ros$liny badano serologicznie oraz obserwowano objawy.
Rosliny wykorzystywane byly takze do namnazania izolatéw do dalszych badan
Do wykrywania izolatow uzyto surowice typu PVY wykrywajaca wszystkie izo-
laty wirusa Y ziemniaka. Do réznicowania izolatow wykorzystano dwie surowice
monoklonalne, pierwsza typu PVY ¢ wykrywajaca izolaty o genie ptaszcza typu
PVY® lub PVY€ oraz typu PVY N wykrywajaca izolaty o genie ptaszcza typu PVYN
lub PVY™ (83).

Duze zagrozenie dla upraw tytoniu, jak rowniez innych gatunkoéw z rodziny
Solanaceae, stanowi wirus bragzowej plamistosci pomidora (TSWYV) oraz wirus mo-
zaiki tytoniu (TMV). Zastosowanie metod serologicznych pozwala z jednej strony
wskaza¢ rosliny podatne (150), jak réwniez poszukiwa¢ nowych Zrodet odpornosci.
W tym celu dokonano sztucznej inokulacji dzikich gatunkéw Nicotiana zgroma-
dzonych w kolekcji [IUNG-PIB, a nast¢pnie poszukiwano gatunkoéw nie wykazujacych
objawow i wolnych od wirusa, ktore moglyby postuzy¢é w hodowli odpornosciowej
(dane niepublikowane).

N. tabacum stuzy réwniez jako roslina kontrolna przy wykrywaniu wiruséw
w innych gatunkach roslin. Gatunek ten stanowit rosling wskaznikowa zastosowang
do wykrywania wirusa mozaiki ogorka (ang. Cucumber moscaic virus, CMV)
u pelargonii metoda DAS-ELISA. Wyniki testu wykazaly pozytywne reakcje na
przeciwciata CMV, zarowno u pelargonii, jak i tytoniu (162). Zastosowana metoda
DAS-ELISA wykonana zostala z wykorzystaniem poliklonalnego przeciwciata dla
nepowirusOw ToRSV (ang. Tomato ringspot virus), TRSV (ang. Tobacco ringspot
virus ) 1 AtMV ( ang. Arabis mosaic virus) w celu wykrycia ich u roslin ozdobnych
(80). V. tabaccum L. ‘Samsun’ postuzyta jako roslina wskaznikowa w wykrywaniu
wirusa TMV infekujacego fiotka afrykanskiego (Saintpaulia ionantha). Uzyto ko-
niungatu IgG (anti-TMV) znakowanego peroksydaza. Reakcje uwidoczniono przy
zastosowaniu substratu o-fenylodiaminy (OPD) (171). Natomiast test ACP-ELISA
z uzyciem poliklonalych przeciwciat wykorzystano do wykrycia wirusa AMV (ang.
Alfalfa mosaic virus) u ro$lin pastewnych. Kontrole pozytywna stanowity ro$liny
N. glutinosa oraz N. tabaccum ‘Samsun’ NN i1 N. tabacum ‘White Burley’, gdzie
w przypadku tytoniu szlachetnego poziom adsorbancji byt wysoki dla wszystkich
izolatow wirusa AMV (131).

Testy ELISA, szeroko rozpowszechnione, niekiedy sg niewystarczajace i wow-
czas s3 wspomagane lub zastepowane przez metody molekularne. Wigze si¢ to
z mozliwo$cig wystgpienia reakcji krzyzowej migdzy blisko spokrewnionymi
wirusami, co uniemozliwia jednoznaczng identyfikacj¢ patogena metodami serolo-
gicznymi. Ponadto markery molekularne sg znacznie czulsza metoda wykrywania
wirusoéw niz testy ELISA (137).
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Metody molekularne-markery odpornosci

Tworzenie nowych odmian tytoniu o ulepszonym genotypie wymaga monitoro-
wania odporno$ci na czynniki infekcyjne. Metody biologiczne, czyli obserwacja
zewnetrznych objawow choroby, czy metody serologiczne nie zawsze pozwalajg na
prawidlowg diagnoze, dlatego w takich przypadkach najskuteczniejsze i niezawodne
okazuja si¢ metody biologii molekularnej. Uzyskiwanie nowych, odpornych odmian
tytoniu metodami klasycznej hodowli, moze by¢ znacznie przyspieszone dzigki
nowoczesnym metodom biologii molekularnej, m.in. poprzez poszukiwanie mar-
kerow odpornos$ci na choroby. W czgéci ,,Markery molekularne ro$lin i patogenow”
zostaly wymienione i szczegdtowo scharakteryzowane najwazniejsze grupy mar-
kerow, natomiast tutaj beda omoéwione markery zwigzane z odporno$cig na choroby.

Markery molekularne roslin, $cisle powigzane z genami odpornosci, pozwalaja
na szybkie i precyzyjne okreslenie wystepowania genetycznych podstaw odpornosci
w roslinie 1 wykluczenie ze wstepnych badan osobnikow, ktore takich czynnikow
nie posiadaja. Proces poszukiwania markerow molekularnych sprzezonych z ge-
nami np. odpornosci na dang chorob¢ lub z QTL (ang. quantitative trait loci, loci
cech ilosciowych) warunkujgcymi inne cechy, jest bardzo czasochlonny i wymaga
zarowno wiedzy z zakresu biologii molekularnej, genetyki jak i bioinformatyki.
Jedng ze strategii jest wykrywanie markera z wykorzystaniem map genetycznych
i analiza potomstwa powstalego z krzyzowan linii homozygotycznych o réznych
warto$ciach danej cechy. W tym celu wyprowadzane sg tzw. linie blisko izoge-
niczne, roznigce si¢ jedynie allelami w locus danej cechy lub, co jest czesciej prak-
tykowane i szybsze, prowadzona jest analiza zbiorczych prob segregantow (BSA,
ang. bulk segregant analysis). Analiza BSA opiera si¢ na otrzymaniu mieszanca
F, z krzyzowania linii, ktore r6znig si¢ pod wzglgdem danej cechy, a nastgpnie
wytypowaniu dwoch grup skrajnych po 20 osobnikéw. Nastgpnie prowadzona jest
analiza DNA i typowanie markeréw identyfikujacych réznice miedzy DNA segre-
gantow. Skrajne fenotypy posiadajg przeciwstawne allele w locus warunkujacym
dang cechg¢ oraz w loci silnie z nim sprz¢zonymi, oraz te same allele w pozostatych
loci. Do innych wykorzystywanych strategii nalezy mapowanie asocjacyjne (ang.
association mapping), poszukiwanie genu kandydujacego (GC) lub bezposrednie
badanie sekwencji dzigki wykorzystaniu automatycznego sekwencjonowania DNA.
W poszukiwaniu markerow zwigzanych z odpornoscia na rézne choroby, ale tez
z innymi waznymi cechami uzytkowymi, powszechnie wykorzystywane sg tech-
niki takie jak: AFLP, RAPD, RFLP, SSR czy SSAP. Do tej pory odnaleziono wiele
markerow odpornosci glownie opierajac si¢ na technice RAPD np. zwigzanych
z czynnikiem odpornosci na czarng zgnilizng korzeni (6), z dominujagcym ge-
nem ,,Ph” niosagcym odporno$¢ na czarng zgnilizng podstawy todygi (96), czy z ge-
nem ,,Va” warunkujacym czg¢sciowa odpornos¢ na nekrotyczny szczep wirusa PVY.
W ostatnim przypadku zamplifikowano dziesig¢ markeréw polimorficznych
pomiedzy podatng linig BY4, a odporng linig F__, za pomoca pojedynczych i pod-

55?
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wojnych starterow uzytych w 3500 r6znych kombinacjach. Markery te okazaty sig¢
by¢ silnie sprzezone z locus genu warunkujacego odpornos¢ na PVY i dzigki temu
pozwolity na szybsza selekcje roslin odpornych (142). Technike AFLP zastosowano
natomiast do poszukiwania genéw odpornosci na bakteri¢ Ralstonia solanacearum
E.F. Smith, atakujaca m.in. tyton. Uzyskano 117 markeréw AFLP polimorficz-
nych miedzy odporng linig W6, a odmiang podatng, uzywajac 3072 réznych kom-
binacji starteréw. Markery te nastepnie byly analizowane w liniach podwojonych
haploidow powstatych z mieszancéw osobnikdéw podatnych i odpornych, a na ich
podstawie sporzadzono mapy wzajemnych sprzgzen. Ostatecznie zidentyfikowano
15 markeréw zwigzanych z odpornoscig na chorobe (141). Ton g i in. w roku
2012 (178) poszukiwali QTL (loci cech ilosciowych) zwigzanych z odporno$cia na
chorobe grzybowa — brunatng suchag plamistos$¢ lisci tytoniu, wywotywang przez
Alternaria alternata. W tym celu otrzymali mieszance F, z krzyzowania linii, ktore
r6znig si¢ dang cecha, w tym wypadku podatnoscia na alternariozg, a nastepnie skon-
struowali mapy genetyczne na podstawie markerow SSR. Rezultatem badan byto
zmapowanie 3 QTL zwigzanych z odpornoscia.

Markery AFLP, RAPD, RFLP, SSR czy SSAP zwykle jednak nie sprawdzajg si¢
w badaniach selekcyjnych prowadzonych na szeroka skale, w ktérych liczy si¢ pro-
stota, szybko$¢ i niski koszt. W badaniach selekcyjnych techniki takie jak RAPD
czy AFLP stuza do wytypowania charakterystycznych fragmentow DNA, ktore
sa amplifikowane z najwigksza czgstotliwoscia, a nastgpnie na ich podstawie pro-
jektowane sa specyficzne startery. Zwykle markery RFLP zamieniane sg w mark-
ery STS, a markery RAPD, AFLP, SSAP w markery SCAR lub CAPS. Markery
SCAR, czyli sekwencyjnie charakteryzowany amplifikowany region (SCAR, ang.
sequence characterized amplified region), odznaczaja si¢ wysokg specyficznoscia,
dobra powtarzalno$cia 1 pozwalaja wiarygodnie wykrywaé polimorfizmy
w badanym /ocus. W przeciwienstwie do markerow RAPD czy AFLP, ktore mogg
by¢ niestabilne i wystgpowac ze zbyt niska czgstotliwoscia jesli badania dotycza
wigkszego materiatlu hodowlanego, markery SCAR idealnie nadajg si¢ do hodow-
li odpornosciowej i prowadzania prac selekcyjnych. Przewaga markerow SCAR
nad markerami RAPD wynika z tego, ze sa one kodominujace, wykrywaja poje-
dyncze locus, sg identyfikowane w Zelu jako wyrazne prazki, s3 mniej wrazliwe
na warunki reakcji oraz odznaczajg si¢ wickszg powtarzalnos$cig. Markery RAPD
i AFLP mozna zamieni¢ w marker SCAR przez wycigcie prazka z zelu, oczysz-
czenie DNA, wklonowanie w odpowiedni wektor, a nastgpnie zsekwencjonowanie
i zaprojektowanie specyficznych starteroéw. Markery RAPD latwo zamieni¢
w markery SCAR, poniewaz fragmenty DNA sg wielkosci od 500 do 1500 bp (8),
natomiast markery AFLP, ktore sa wielkosci 150-300 bp nalezy izolowac razem
z regionami flankujacymi (164). Specyficzne markery SCAR na podstawie mark-
erow AFLP, opracowano m.in. dla genow odpornosci na maczniaka rzekomego
tytoniu (wywotywany przez Peronospora tabacina), czarng zgnilizng korzeni
(wywotywany przez Thielaviopsis basicola) 1 brunatng nekrozg nerwow lisci
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(wywotywany przez PVY). Markery AFLP generowano z wykorzystaniem 92 geno-
typdw N. tabacum L. nalezacych do roznych typdéw tytoniu. Stosujac 11 kombinacji
starterow otrzymano 33 polimorficzne fragmenty, ktore postuzyty do skonstruowania
dendrogramow. Po ich analizie wyloniono 7 fragmentow DNA zwigzanych
z trzema roznymi odporno$ciami: dwa fragmenty zwigzane z odporno$cig na
maczniaka rzekomego tytoniu pochodzaca od N. debneyi Domin, dwa z genem Va
z odpornoscig na PVY oraz trzy fragmenty powiazane z odporno$cig na czarng
zgnilizne korzeni pochodzaca od N. debneyi (97). Moon i Nicholson
w roku 2007 (136) opracowali 3 markery AFLP SCAR stuzace do szybkiej i wiary-
godnej selekcji genotypow tytoniu niosacych gen odpornosci na brgzowa plamistosé
pomidora (TSWV), pochodzacy od odmiany ‘Polalta’. Podatng na TSWV odmiane
‘K326’ skrzyzowali z odporng odmiang ‘Polalta’, a nastepnie, postugujac si¢ technika
AFLP oraz analiza zbiorczych prob segregantow, wytonili markery sprzezone z ge-
nem odpornosci. Przyktadem wykorzystania tych markeréw sg prace hodowlane
nad uzyskaniem haploidalnych genotypow tytoniu, taczacych w sobie odpornos¢ na
Thielaviopsis basicola 1 Tomato spotted wilt virus (TSWV). Markery umozliwiaja
szybki screening roslin odpornych (182) (rys. 12).

: - - - —

Rys. 12. Analiza produktéow amplifikacji metoda PCR markerow AFLP SCAR
zwiazanych z genem odpornosci na TSWV u tytoniu w zelu agarozowym.

Zrodto: fot. K. Kursa, zasoby whasne ZHiBR TUNG-PIB.

Markery CAPS (ang. cleaved amplified polymorphic sequences) to trawione am-
plifikowane sekwencje polimorficzne. Na poczatku amplifikuje sie sekwencje DNA,
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ktére wezesniej zostaty zmapowane i1 zsekwencjonowane przy uzyciu starteréw o uni-
katowych sekwencjach i w ten sposob uzyskuje si¢ markery STS. Pary starteréw sa
zazwyczaj tak dobierane, aby produkty PCR zawieraty introny, poniewaz to zwigksza
szanse na znalezienie polimorfizmu. Nastgpnie uzyskane produkty PCR poddawa-
ne s3 trawieniu enzymami restrykcyjnymi i uzyskuje si¢ wzory prazkdéw. Inna nazwa
tej metody to PCR-RFLP (105). Dzicki tym markerom mozliwe jest ominig¢cie etapu
blottingu DNA i hybrydyzacji przy uzyciu sond molekularnych, ktore wystepuja
w technice RFLP (104). Markery CAPS sg kodominujace, specyficzne wzgledem danego
locus 1 pozwalaja na rozroznienie roslin homozygotycznych od heterozygotycznych dla
danej pary alleli (105). Przeksztatcenie markera RFLP w marker STS polega na zsekwen-
cjonowaniu fragmentu RFLP i zaprojektowaniu pary specyficznych starterow. Kiedy po
rozdziale w Zelu, brak jest wyraznego zréznicowania dtugosci fragmentéw DNA uzys-
kanych w reakcji PCR, mozna konwertowa¢ marker STS w marker CAPS przez trawie-
nie enzymami restrykcyjnymi.

Metody analityczne — klucz do rozwoju produkcji rolniczej

Istotng cecha okreslajaca jakos¢ tytoniu jest sktad chemiczny jego lisci. Odmien-
na zawarto$¢ zwiagzkdéw chemicznych w surowcu powoduje, ze ma on zréznicowane
przeznaczenie uzytkowe. Podobnie jak smak, czy aromat, bogaty sktad zwiazkéw w
lisciach zalezy w duzej mierze od odmiany tytoniu oraz sposobu jego uprawy — siedlis-
ka, przebiegu pogody, sposobu zbierania, suszenia i preparowania lisci (156). Na zmi-
any zawartosci poszczeg6lnych substancji chemicznych w surowcu majg takze wplyw
infekcje roslin powodowane przez patogeny (bakterie, grzyby, wirusy). Przekierowuja
one metabolizm komorkowy, co bezposrednio modyfikuje sktad surowca, powodujac
powstawanie niepozadanych zwigzkow (183). Najwickszy problem stanowig wirusy,
poniewaz chemiczne ich zwalczanie jest nieskuteczne. Jedyne sposoby walki z nimi to
usuwanie wektorow i stosowanie odmian odpornych (58).

Najwazniejszymi zwigzkami chemicznymi tytoniu sg alkaloidy. Jest to grupa
zwigzkow wystepujaca gtdéwnie w roslinach w postaci soli kwasdéw organicznych.
W swojej budowie zawierajg uktad cykliczny z co najmniej jednym atomem azotu.
Wykazujg wlasciwosci zasadowe 1 majg silne dziatanie fizjologiczne na organizmy
ludzkie 1 zwierzgce. W ich budowie chemicznej mozemy wyr6znic:

X—
pierécien pirydynowy (wszystkie alkaloidy tytoniu) | _
N
pierécien piperydynowy (anabazyna, anatabina) O
N

pierscien pirolidynowy (nikotyna, nornikotyna, miozmina) [ ]
N
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Pierscien pirydynowy pochodzi z kwasu nikotynowego, dlatego wszystkie alkaloidy
tytoniu mozemy zaliczy¢ do pochodnych tego kwasu (50). Geneza pier$cienia dru-
giego — piperydynowego, pozwala nam zaliczy¢ je do pochodnych lizyny, badz or-
nityny, poniewaz pier§cien ten powstaje w wyniku cyklizacji i dekarboksylacji tych
zwigzkow. Natomiast pierscien trzeci — pirolidynowy powstaje w podobny sposob,
ale z ornityny, proliny lub kwasu glutaminowego (143).

Najwazniejszym alkaloidem tytoniu jest nikotyna. Produkowana jest ona przede
wszystkim w korzeniach i wraz ze wzrostem rosliny transportowana ksylemem
do pozostatych jej czgsci. Alkaloid ten nalezy do silnych neurotrucizn. Dawka
$miertelna nikotyny zawiera si¢ w granicach 40-60 mg (91). Jest odpowiedzialna za
uzaleznienie od produktow tytoniowych, ale takze coraz czg$ciej wykorzystywana
jako substancja wspierajaca walke z réznymi chorobami (nocny bezdech, zespot To-
uretta i zaburzenia koncentracji) (11). W matych dawkach pobudza uktad nerwowy,
podwyzsza cisnienie tgtnicze, a w wiekszych zaburza oddech i prace serca. Dodat-
kowo wykazuje wlasciwosci napotne, moczopgdne, wymiotne i wykrztusne (135).
Indianie stosowali ja jako srodek leczniczy o dziataniu przeciwbolowym, przeciwro-
baczym, rozkurczajacym, tagodzacym ukaszenia owadow i wezy (134).

Absorpcja nikotyny zmienia si¢ wraz ze zmiang pH wchlanianego przez palacza
dymu tytoniowego — przy pH=5,84 zostaje pochtonigty jedynie 1% nikotyny, nato-
miast w pH=7,99 nastepuje wzrost wartosci absorpcji tego alkaloidu do 59% (102). O
odczynie dymu decyduje miedzy innymi zawartos¢ cukrow w lisciach, na co z kolei
ma wplyw proces suszenia surowca. Im wolniej sg suszone liScie tytoniu, tym wicksza
w nich strata cukrow, i tym bardziej alkaliczny jest odczyn dymu. Zwigkszanie absor-
pcji nikotyny przez organizm cztowieka, pojawia si¢ takze, podczas konsumowania
produktow tytoniowych wraz z napojami alkoholowymi (102).

Oprocz nikotyny, tyton zawiera takze takie alkaloidy jak: nornikotyna, anabazyna,
anatabina, miozmina, tzw. alkaloidy wtorne (rys. 13).
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Rys. 13. Budowa wybranych alkaloidow

Ich stezenie nie jest juz tak wysokie, jak stezenie nikotyny. Ilos¢ nornikotyny waha si¢
w granicach 3-5% catkowitej zawarto$ci alkaloidéw tytoniowych, podczas gdy niko-
tyna stanowi ich 90% (34). Gléwne badania chemiczne skierowane sg gtownie na
okreslenie zawartosci nikotyny i nornikotyny w materiale ro§linnym. Dzieje si¢ tak,
poniewaz wigksza zawarto$¢ nikotyny powoduje wzrost jakosci tytoniu, natomiast
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duze stezenie nornikotyny — obniza te¢ jako$¢. Warto wspomnie€, ze procentowe
zawartos$ci alkaloidow, moga znacznie si¢ r6zni¢ migdzy poszczegdlnymi gatunkami

(tab. 3):

* N. rustica L. moze zawiera¢ 5-8 razy wigcej nikotyny niz N. tabacum (102),

* N. glauca zawiera duzo wigksze stezenie anabazyny niz nikotyny, inaczej niz
pozostate odmiany Nicotiana (188),

» ciemny tyton Burley moze zawiera¢ nawet 10 razy mniej nikotyny niz inne
odmiany N. tabacum (36).

Tabela 3
Zawarto$ci poszczeg6lnych alkaloidow w réznych gatunkach i odmianach tytoniu
Stezenie alkaloidow
NIKOTYNA|NORNIKOTYNA | ANABAZYNA | ANATABINA NORNIKOTYNA/
Nazwa o NIKOTYNA
[70] [ppm] [ppm] [ppm] 0
[%]
Nicotiana
occidentalis <0,02 210 84 67 94
Nicotiana
glauca <0,02 140 4800 130 65
Nicotiana
rustica 0,42 180 54 140 4,2
Nicotiana
maritima <0,02 220 84 86 100
Nicotiana
gossei 0,29 5600 52 250 200
‘PBD6’ 0,37 99 <20 140 2,7
VTA 0,098 <50 <20 <50 -
‘VAM’ 0,123 <50 <20 <50 -
‘VRG2’ 0,29 80 <20 120 2,8
‘VRG5’ 2,3 1400 160 1600 6,2
‘TN86’ 0,191 70 <20 77 3,6
‘Wislica’ 0,35 140 <20 220 4

Zrodto: Kursa, wyniki nicopublikowane.

Niestety, wysoka zawarto$¢ alkaloidow wtdrnych powoduje znaczna redukcje
cukrow w surowcu. Dodatkowa wadg takich ro$lin jest fakt, ze w czasie zbioru
wykazuja nizsza zawarto$¢ chlorofilu w lisciach. Cecha ta objawia si¢ intensywnym,
z0tym zabarwieniem, co niekorzystnie wptywa na walory wizualne surowca (36).

Rosliny, ktore gromadzg nikotyne jako ich elementarny alkaloid nazywane sa
Lhiekonwerterami” (nonconverters), natomiast te, ktdre znaczng czg¢$¢ tego al-
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kalo-idu przeksztalcaja w nornikotyne, to ,.konwertery” (converters). Proces for-
mowania (konwersji) nornikotyny z nikotyny, polega na oksydacyjnej N-demetylacji
i katalizowany jest przez gen — CYPS82E4, ktory ulokowany jest w starzejacych sie
lisciach. Jego budowa molekularna nie jest jeszcze jednoznacznie poznana, ale
wiadomo, ze jest to nietrwaty, zmienny /ocus pochodzacy z N. tomentosiformis.
Prawdopodobienstwo, ze to witasnie ten gen jest odpowiedzialny za proces kon-
wersji, naukowcy tlumacza silng korelacjg pomiedzy aktywno$cia genu CYPS2E4,
a zawarto$cia nornikotyny. Aktywno$¢ ta jest szczegdlnie wzmozona w trakcie
procesu starzenia si¢ lisci. W tym samym czasie znacznie wzrasta stezenie wyzej
wymienionego alkaloidu wtornego. Z tego tez powodu uwaza sie, ze CYP82E4
odgrywa kluczowa rol¢ w procesie przemiany nikotyny w nornikotyne u tytoniu.
W zielonych czesciach roslin nornikotyna wystepuje w niewielkiej ilosci, a jej
obecnos¢ najprawdopodobniej warunkowana jest aktywnoscia genu CYPS2E5v2,
ktory jest odpowiednikiem CYPS2E4 (34).

Sktad chemiczny tytoniu mozna bada¢ miedzy innymi, przy pomocy chromato-
grafii gazowej sprzgzonej ze spektrometria mas (GC-MS) (49). Jest to jedna z naj-
bardziej rozpowszechnionych metod instrumentalnych w chemii analitycznej. Przy
jej pomocy mozna analizowaé substancje majace w warunkach analizy postac
gazow. GC polega na separowaniu analizowanych zwigzkéw chemicznych na kol-
umnie chromatograficznej. Rozdzielenie tych sktadnikow jest wynikiem réznego ich
podzialu miedzy faze ruchoma (gaz nos$ny) i nieruchoma (wypehienie kolumny) uktadu
chromatograficznego. R6zny rozdzial sktadnikéw mieszaniny pomigdzy obie fazy, po-
wo-duje zréznicowanie predkosci migracji, a w konsekwencji separacje sktadnikow. Po
rozdzieleniu mieszaniny na kolumnie chromatograficznej, poszczegolne czasteczki sa
jonizowane w spektrometrze mas. Tam rozpadajg si¢ na charakterystyczne fragmenty,
ktoére majg wiasciwy dla nich stosunek masy do fadunku (m/z) i s3 separowane w polu
magnetycznym. Zebrane widma masowe porownywane sa najczesciej ze znanymi wid-
mami masowymi znajdujacymi si¢ w bibliotece.

Analiza materialu metoda GC-MS, pozwala zatem okresli¢ jako$¢ zawartych
w surowcu zwiagzkow. Podstawa tej oceny jest sprawdzenie potozenia piku na chromato-
gramie — weryfikacja czasu retencji. Czas ten jest wielkoscia stala i charakterystyczng dla
okreslonej substancji w danych warunkach prowadzonego procesu (typ i wypetnienie
kolumny, rodzaj gazu nos$nego i jego przeptyw oraz program temperaturowy). Oprocz
analizy jakosciowej, mozliwe jest takze wykonanie oznaczenia ilosciowego. O ilosci
zwigzku w mieszaninie mozemy wnioskowac na podstawie wysokosci i powierzchni
odpowiadajacego mu piku. Poniewaz warto$¢ wysokosci piku stosujemy tylko wte-dy,
kiedy pik jest waski i symetryczny (co w praktyce jest rzadkoscia), dlatego tez duzo
czesciej do analizy ilosciowej wykorzystujemy pole jego powierzchni. Istota tego
oznaczenia polega na porownaniu wielkosci piku badanego zwigzku, z wielkoscia piku
substancji wzorcowej o znanym stezeniu (metoda dodatku wzorca zewngtrznego lub
wewnetrznego) (190) (rys. 141 15).
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Rys. 14. Chromatogram przedstawiajacy analizg alkaloidow tytoniowych ‘Wislicy’ przy zastosowaniu
dodatku wzorca wewnetrznego (1 — IS - chinolina):
2 —nikotyna, 3 — nornikotyna, 4 — anabazyna, 5 — anatabina
Zrodto: Kursa, wyniki nieopublikowane.

Quant Title : nikotyna
QLast Update : Tue Jul 03 09:09:48 2012
Response via : Initial Calibration

Compound R.T. QIon Rasponse Cone Units Dev({Min)
Internal Standards
1} chinolina Z2.458 102 11301533 0.40 mg/ml 0.00
Target Compounds Qvalue
2) niketyna 3.099 84 81393594 1.06 mg/ml a9
3} nornikotyna 3744 TO 51480 0.06 mg/ml 92
4) anabazyna 4.594 84 45701 0.02 mg/mlé 17
5) anatabina 5.01% 105 B5086 0.10 mg/ml 99

(#) = gualifier out of range (m) = manual integration {+) = signals summed

Rys. 15. Raport ilo$ciowy alkaloidow w ‘Wislicy’
Zrédto: Kursa, wyniki nieopublikowane.

Wazng cechg tej metody analitycznej jest jej szybkos$¢ oraz fakt, ze moze ona by¢ sto-
sowana dla surowca nieprzetworzonego (surowych lisci tytoniu) oraz tego pobranego
z produktu koncowego (papierosy, snusy).
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Poza obecnymi w lisciach tytoniu alkaloidami, ogromne znaczenie dla zdrowia
cztowieka ma takze wystgpowanie w nich N-nitrozoamin:

Z

N-nitrozonornikotyna (NNN) | 'l‘l
X
N NO
N
N-nitrozoanatabina (NAT) = | N
X |
N NO
N-nitrozoanabazyna (NAB) = | N
x |
N NO
o CH,
|
4-(metylonitrozoamino)-1-(3-pirydylo)-1-butanon (j)J\/\/ N_
NO
(NNK) (92) S |

W odpowiednich warunkach nastepuje konwersja wtornych alkaloidow tytonio-
wych do bardziej szkodliwych TSNA (ang. fobacco-specific nitrosamines), ktore nie
sa zwigzkami pozadanymi w surowcu (40). Powstaja one przede wszystkim podczas
procesu N-nitrozowania nikotyny i pozostatych alkaloidow po zebraniu lisci, w trak-
cie ich powietrznego suszenia i fermentacji. Blona komodrkowa peka, a nieszczelne
sciany komodrkowe pozwalaja na wymieszanie zawartosci komorki oraz otwierajg ja na
che-miczne i egzogenne reakcje biotyczne. Azotany (V) zostaja zredukowane do azo-
tanow (I11) przy udziale mikroorganizmow (53). W Instytucie Tytoniowym w Oyamie
w Japonii zbadano, ze najnizsza zawartos¢ TSNA w lisciach jest podczas suszenia ich
w stalej temperaturze 50°C. Przy 60°C ilo$¢ tych zwiazkéw znacznie wzrastata, mimo
ze proces trwat krocej. Natomiast przy 40°C nie wida¢ bylo zadnych zahamowan
w procesie N-nitrozowania (63).

TSNA wystepuja takze w dymie papierosowym. Specyficzne dla tytoniu N-
nitrozoaminy zostajag uwolnione z papierosa podczas jego spalania. Azotyny zawarte
w plynach fizjologicznych, w czasie tego procesu, w obecnosci katalizatora, prowadza
do endogenicznego nitrozowania amin. Ilo§¢ uwalnianych zwiazkéw kancerogennych
jednak nie zmniejsza si¢ w trakcie palenia papierosa, tylko ciggle ros$nie, poniewaz
natychmiast na ich miejsce, w procesie pirosyntezy powstaja nowe nitrozoaminy (53).

Do podwyzszenia poziomu TSNA przyczynia si¢ takze nieodpowiednie
przechowywanie tytoniu i jego produktow. Probki przechowywanie w temperaturze po-
kojowej charakteryzuja si¢ znacznie zwigkszonym poziomem nitrozoamin w poréwna-
niu z przechowywanymi w lodéwce i zamrazarce .
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Specyficzne dla tytoniu N-nitrozoaminy sg sktadnikami nie tylko suszonych lisci,
ale takze r6znych wyrobow tytoniowych np. plastrow, gum do zucia. Jeden papieros
zawiera 9-180 ng NNK, 50-500 ng NNN, 3-25 ng NAB oraz 55-300 ng NAT (53).
Margines zawartosci TSNA w tytoniu jest dosy¢ szeroki, poniewaz jest on istotnie
skorelowany z ilo$cig azotanéw znajdujacych si¢ w lisciu (101). Zielone liscie tyto-
niu nie zawieraja nitrozoamin (134) (tab. 4).

Tabela 4
Zawarto$¢ poszczeg6lnych nitrozoamin w réznych gatunkach i odmianach tytoniu
Stezenie TSNA

Nazwa NNN NAT NAB NNK

[ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
Nicotiana occidentalis 0,02 <0,005 <0,003 <0,005
Nicotiana glauca <0,003 <0,005 0,009 <0,005
Nicotiana rustica 0,020 0,020 <0,003 0,006
Nicotiana maritima 0,004 <0,005 0,004 <0,005
‘PBD6’ <0,003 <0,005 <0,003 <0,005
‘VIA <0,003 0,006 0,004 0,030
‘VAM’ <0,003 <0,005 <0,003 <0,005
‘VRG2’ <0,003 <0,005 <0,003 <0,005
‘VRG5’ <0,003 <0,005 <0,003 <0,005
‘TN86’ <0,003 <0,005 <0,003 <0,005
‘Wislica’ <0,003 <0,005 <0,003 <0,005

Zrédto: K. Kursa, wyniki nieopublikowane.

TSNA wykazuja silne wlasciwosci rakotworcze (4, 70). Zwiazki te sa odpowie-
dzialne za wystepowanie nowotworOw jamy ustnej, gardla, krtani i przelyku (87).
N-nitrozonornikotyna (NNN) powoduje powstawanie zto§liwych nowotworow ptuc,
a 4-(metylonitrozoamino)-1-(3-pirydylo)-1-butanon (NNK) indukuje powstawanie
gruczolakow i gruczolakorakow. Badania wykazaly, Ze najmniej kancerogenna jest
nitrozoanatabina (NAT) (53). U palaczy TSNA powoduja zmiang profilu lipidowego
krwi. Podwyzszaja zawartos¢ frakcji lipoprotein o niskiej gestosci (LDL), jednoczes$nie
obnizajac ilos¢ frakcji lipoprotein o gestosci duzej (HDL). Zadaniem LDL jest trans-
port cholesterolu z watroby do tkanek, przez co wzrasta prawdopodobienstwo rozwoju
miazdzycy, a takze zwigksza si¢ ryzyko choroby wieficowej. Zmniejszenie zawartosci
HDL powoduje obnizenie poziomu catkowitego cholesterolu we krwi, poprzez jego
transport z tkanek obwodowych i frakcji lipidowych osocza do watroby (87). Inng
funkcja nitrozoamin jest znaczne obnizenie poziomu katalazy i dysmutazy nadtlen-
kowej — enzymow biorgcych udzial w niwelowaniu wplywu wolnych rodnikéw na or-
ganizm czlowieka oraz podwyzszenie stezenia dialdehydu malonowego — wskaznika
oksydacyjnego uszkodzenia komorek (102).
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Okreslenie sktadu chemicznego surowca jest niezmiernie wazne, wptywa on
bowiem zdecydowanie na jako$¢ wyrobow tytoniowych. Zagadnienie to jest takze
bardzo istotne dla producentow, ktérzy wymagajg roslin zdrowych, wykazujacych
szlachetng jako$¢ oraz obfite plonowanie.

Podsumowanie

Prace hodowlane nad tytoniem wyznaczane sa przede wszystkim zapotrze-
bowaniem przemyshu na surowiec o dobrych cechach jakosciowych. Niemniej wazne
jest dostarczenie rolnikom odpornych odmian, zapewniajacych stabilne plonowanie
i tym samym decydujacym o optacalnosci produkcji. Tradycyjne metody hodowli
sg dtugotrwate i pracochtonne. Trudno$ci te sg stopniowo przezwyciezane dzigki
zastosowaniu nowoczesnych metod i technik biotechnologicznych, ktére zostaty
doktadnie omowione w powyzszym rozdziale. Zestawienie metod tradycyjnych
z nowoczesnymi wplywa znaczaco na postep w pracach hodowlanych i daje szansg
na uzyskanie ulepszonych genotypéw tytoniu, zarowno pod wzgledem wlasciwosci
rolniczych, jak i jakosci surowca. Podsumowujac, potaczenie nauki i praktyki poz-
wala osiggnaé zamierzone cele w sposob bardziej celowy, szybszy i dajacy lepsze
rezultaty.
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