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Uzyskanie stabilnych linit hodowlanych tytoniu
z czynnikami odpornosci na rozne izolaty wirusa

Y ziemniaka (PVY) od dzikiego gatunku
Nicotiana africana Merxm.

Obtaining of stable tobacco breeding lines with resistance factors to different PVY
isolates from the wild species Nicotiana africana Merxm.

Badania nad przeniesieniem odpornos$ci na wirus Y ziemniaka (Potato virus Y, PVY) z dzikiego
gatunku Nicotiana africana Merxm do tytoniu uprawnego prowadzono w pokoleniach BC2 — BCzFe.
Badania cytologiczne obejmowaty ustalenie liczby chromosoméw mitotycznych, obserwacje
konfiguracji mejotycznych ibadanie zywotnosci pytku w kolejnych pokoleniach mieszancowych.
Obserwowano zmienng liczbe chromosoméw mitotycznych w poszczegdlnych pokoleniach. Wraz
z eliminacja chromosoméw pochodzacych z N. afiricana nastgpowat wzrost zywotnosci pytku. Stabilne
48-chromosomowe linie stwierdzono w pokoleniu BC:Fs. W badaniach odpornosciowych
prowadzonych w warunkach szklarniowych, przy uzyciu bardzo wirulentnego szczepu YW
obserwowano wzrost udziatlu ro$lin odpornych w kolejnych pokoleniach BCz, BC:Fi1 i BC:Fa.
W wyniku selekcji prowadzonej w obrebie dalszych pokolen BC2F3—BC2Fs w kierunku odpornosci na
YN w warunkach naturalnej infekcji polowej, wyodrebniono linie (BPA) odporne badz tolerancyjne na
wystepujace izolaty wirusa Y ziemniaka. Inokulacja stabilnych linii BPA, przy uzyciu szeéciu izolatow
nalezacych do réznych szczepdéw nie wywotlaly objawoéw nekrotycznych, natomiast czgs¢ roslin
wykazywata przejasnienia nerwow i wirus byl wykrywany metoda serologiczna. Przeprowadzone
badania odpornosciowe uzyskanych linii hodowlanych wykazaty, ze ich odpornos¢ jest wyzsza niz
odmian uprawnych N. tabacum, co przejawia si¢ brakiem reakcji nekrotycznych na roslinie, natomiast
nieco nizsza niz uzytego do transferu odpornosci gatunku N. africana. Jednakze w sytuacji coraz
czestszych infekcji, przejawiajacych si¢ objawami nekrotycznymi odmian w obrgbie N. tabacum,
uzyskane linie stanowia cenny materiatl hodowlany.

Stowa kluczowe: izolaty, krzyzowanie, Nicotiana africana, odporno$¢, tyton, wirus Y ziemniaka

The investigations on the transfer of Potato virus Y (PVY) resistance from the wild species
Nicotiana africana Merxm. to cultivated tobacco were conducted in the BC>-BC2Fs generation.
Cytological investigations covered counts of mitotic chromosomes, meiotic configurations and pollen
viability in the successive hybrid generations. A number of mitotic chromosomes varied in the
generations studied. As N. africana chromosomes were eliminated, there was increase in the pollen
viability. Stable 48-chromosome lines were found in the BC2F4 generation. In the resistance studies
using a very virulent strain YN? the increase in the percentage of resistant plants with each of the
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advancing generations BC2, BC2F1 and BC2F2 was observed. As the result of selection for resistance to
PVY, carried out in further generations BC2F3 — BCoF¢ in the conditions of natural field infection,
breeding lines expressing the resistance to or tolerance of the occurring PVY isolates were selected.
Plants of the BPA line inoculated using six different isolates representing different strains failed to
develop necrotic symptoms, but some of them showed vein clearing, and virus was detected by
serological methods. Resistance ratings of the breeding lines appeared to be higher than those of N.
tabacum cultivars, as it was seen in the absence of necrotic reaction. However, they were lower than
that in the N. africana donor species. Since infection pressure of the isolates producing necrotic
symptoms in N. tabacum is currently relatively high, the stable breeding lines that carry N. africana-
derived resistance factors to various PVY strains/isolates, are the source of a very valuable germplasm
to be used in breeding.

Key words: hybridization, isolates, Nicotiana africana, resistance, tobacco, Potato virus Y
WSTEP

Nekrotyczne szczepy PVY™ powodujg brunatng nekrozg nerwdw lisci tytoniu, chorobe
0 bardzo duzym znaczeniu ekonomicznym dla uprawy i przemystu tytoniowego w swiecie
(Lucas, 1975; Delon iin., 1993). Nekroza nerwow hamuje transport wody i soli
mineralnych do tkanek lisci, za$ nekroza blaszki lisciowej ogranicza powierzchnig
i zdolno$¢ asymilacyjng oraz wymiang gazowa, a tym samym wzrost roslin (Wen i in.,
1999). Obecnos¢ wirusa Y wplywa tez niekorzystnie na szlaki metaboliczne, prowadzac
do wzrostu zawarto$ci azotanéw w lisciach (Verrier i in., 2001).

Hodowla odmian odpornych tytoniu (Nicotiana tabacum L.) [2n = 48] jest ograniczona
waskim zakresem zrodet odpornosci. Istniejaca obecnie odpornos¢ na PVY wsrod
wigkszosci odmian uprawnych warunkowana jest pojedynczym recesywnym genem va
uzyskanym w wyniku dziatania promieni X na odmian¢ Virgin A Mutant (Koelle, 1961)
oraz jej formy alleliczne (Wernsman, 1992; Ano iin., 1995). Jak wykazaly badania
Noguchi 1 wsp. (1999) odpornos¢ ta warunkowana jest delecjg genu odpowiedzialnego za
podatno$¢ odmian. Podobny mechanizm odpornosci obecny jest w wielu polskich
odmianach tytoniu; przyktadem jest powszechnie uprawiana odmiana Wislica, stosowana
tez w badaniach jako odmiana testowa, roznicujgca poszczegoélne izolaty (Chrzanowska
i Doroszewska, 2004). Odporno$¢ obecna w odmianach polskich i zagranicznych nie jest
jednak efektywna w zetknigciu z nowymi izolatami wirusa Y ziemniaka wystepujacymi
w wielu krajach $wiata (Doroszewska i Verrier, 2004). W 1994 roku stwierdzono na
tytoniu w Polsce izolaty z grupy YN™ (Chrzanowska iin. 2002). Ich udzial wzrasta
w ostatnich latach takze w wielu krajach Europy (Doroszewska i Verrier, 2004;
Chrzanowska iin., 2002). Wigkszo$¢ izolatow zgrupy YN™ wykazuje zdolnos$¢
przelamywania gtdéwnych Zrodet odpornosci istniejgcych w obrebie N. tabacum, w tym
odmiany VAM 1ipolskich odmian uznawanych dotychczas za odporne. Ponadto
stwierdzono obecno$¢ izolatow z grupy YNW rowniez przetamujacych odporno$é odmian
uprawnych (Doroszewska 1 Verrier, 2004). Glownym zrodlem infekcji tytoniu przez PVY
sa ziemniaki. Prowadzone wieloletnie badania we wspolpracy zIHAR — Oddziat
w Mlochowie wykazaty, ze te same izolaty zdolne sg do zakaZania ziemniaka i tytoniu
(Chrzanowska i Doroszewska, 1997; Chrzanowska i in., 2002).
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Gatunkiem o wysokim stopniu odpornosci na PVY okazat si¢ N. africana Merxm. [2n
= 46] (Lucas 1iin., 1980). Przeprowadzone badania odporno$ciowe N. africana
z wykorzystaniem wysoce wirulentnych izolatéw PVY pochodzacych z tytoniu i z ziem-
niaka potwierdzity wysoka odporno$¢ (zwang immunig) tego gatunku (Doroszewska,
2002; Doroszewska i Verrier, 2004). Badania nad transferem czynnikéw odpornosci byty
mozliwe, dzigki pomys$lnemu skrzyzowaniu podatnej na PVY odmiany tytoniu uprawnego
cv. BP-210 [2n =48] z N. africana oraz uzyskaniu zywotnych form mieszancowych F; [2n
= 47] na drodze kultury liscieni w warunkach in vitro (Doroszewska i Berbe¢, 1996;
Doroszewska, 1994) i przywrdceniu ptodnosci przez podwojenie liczby chromosomow.
Plodne amfidiploidy [2n = 94] skrzyzowano wstecznie z tytoniem uzyskujac pokolenie
seskwidiploidalne [2n = 71] (Doroszewska i Berbe¢, 2000).

Gléwnym celem prezentowanych badan bylo otrzymanie stabilnych linii hodowlanych
i ocena ich odpornosci przy uzyciu najwazniejszych gospodarczo izolatdéw PVY. Z uwagi
na fakt, ze pozytywne efekty introgresji cechy odpornosci od odleglego gatunku czgsto
obnizajg warto$¢ gospodarczg tytoniu, prace nad przeniesieniem odpornosci prowadzono
W oparciu o systematyczne testowanie kolejnych pokolen przy uzyciu réoznych szczepdw
PVY, z jednoczesng selekcjg form najbardziej zblizonych do odmiany uprawne;j.

MATERIAL I METODY

Materialem wyjsciowym w badaniach nad przeniesieniem odpornosci na PVY
z dzikiego gatunku N. africana do tytoniu uprawnego bylo pokolenie poseskwidiploidalne
(BC>), uzyskane w wyniku krzyzowania wstecznego formy seskwidiploidalnej z tytoniem
uprawnym odmiany BP-210: [(N. tab. cv. BP-210 x N. africana) % N. tab. cv. BP-210] x
N. tab. cv. BP-210. W badaniach uwzgledniono nast¢pujace pokolenia: BC,F; —
potomstwo pokolenia BC, uzyskane zsamozapylenia; BC,F>-BCyFs — potomstwo
kolejnych pokolen uzyskanych w wyniku samozapylenia; linic BPA — stabilne linie
hodowlane bedace potomstwem kolejnych pokolen, wyprowadzonych z pokolenia BC,Fs.
Analizy cytogenetyczne obejmowaty ustalenie liczby chromosomow mitotycznych (Burns,
1964), oraz konfiguracje mejotyczne w komorkach macierzystych pytku (Burns, 1982).
Badania ro$lin mieszancowych pokolenia BC,, BC;F;, BC;F, prowadzono
w do$wiadczeniach szklarniowych w kierunku odpornosci na Y4, jeden z bardziej
agresywnych szczepéw PVY (Gajos, 1971; Doroszewska, 2002). Inokulacje prowadzono
w stadium 5-6 lisci. Pokolenia BC,F; —BC,Fs oraz linie BPA badano w doswiadczeniach
polowych o charakterze szkoétki hodowlanej, po ok. 50 ro$lin na poletku. Obserwowano
stan odporno$ci roslin na PVY w warunkach naturalnej infekcji polowej. Ponadto
przeprowadzono inokulacje linii BPA w fitotronie, w kontrolowanych warunkach
temperatury i dlugosci dnia, przy uzyciu nastepujacych izolatéw PVY pochodzacych
z tytoniu: YNW1 — pozyskany w Polsce, nie przetamuje odpornosci VAM i Wislicy;
YNW2 — pozyskany w Polsce, nie przetamuje odpornosci VAM; YNW3 — pozyskany
w Polsce, przetamuje odporno$¢ VAM i Wislicy; YNNPL — pozyskany w Polsce,
przetamuje odporno$¢ VAM i Wislicy; YN™Ge — pozyskany z Niemiec, przetamuje
odporno$¢ VAM i Wislicy; YN™Fr — pozyskany z Francji, przelamuje odpornos¢ VAM
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i Wislicy. Testowano po 20 ro$lin linii BPA oraz po 10 ro$lin odmian uprawnych i dzikiego
gatunku N. africana, kazdym z izolatow.

Zainfekowanie ro$lin inokulowanych jak roéwniez pochodzacych z doswiadczen
polowych stwierdzano testem DAS-ELISA (Double-Antibody Sandwich Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), uzywajac przeciwcial monoklonalnych, skierowanych przeciwko
réznym szczepom wirusa Y (MoAbs anti Y) — [gG112911, okreslanych jako ELISA*1,
oraz skierowanych przeciwko szczepom nekrotycznym tego wirusa (MoAbs anti YY) —
IgG112712, okreslanych jako ELISA**2, produkowanych przez firme¢ Bioreba (Gugerli
i Fries, 1983). Za zdrowe uznawano ro$liny bez objawow chorobowych o wartos$ciach
absorbancji ponizej 0,1.

WYNIKI

W kolejnych pokoleniach ro$lin mieszancowych BC>,—BC,F4 obserwowano stopniowg
eliminacj¢ chromosomow pochodzacych od dzikiego gatunku N. africana. Wraz ze
spadkiem liczby uniwalentow nastepowal wzrost zywotnosci pytku (rys. 1).
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Rys. 1. Frekwencja uniwalentéw i zywotno$¢ pylku w pokoleniach BC>—-BC:Fe
Fig. 1. Univalent frequency and pollen viability in the BC>—BC:Fs generation

Wzrost homozygotycznosci roslin obserwowano w pokoleniu BCyF;, gdzie wigkszo$é
ros§lin zawierata 48 chromosoméw w komorkach somatycznych; tylko niektore rosliny
zawieralty 50 chromosoméw. W diakinezie i metafazie I komorek macierzystych pytku
roslin 50-chromosomowych widoczne byly dwa uniwalenty (rys. 2), ktére pozostawaty
jako chromosomy opéznione w dalszych stadiach mejozy.
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—» uniwalent, univalent
Rys. 2. Diakineza roslin pokolenia BC:F3 24 biwalenty i 2 uniwalenty
Fig.2. Diakinesis of BC:F3 generation, 24 bivalents and 2 univalents

Stabilne linie stwierdzono w pokoleniu BCyF4; wszystkie badane rosliny miaty po 48
chromosomow w komodrkach somatycznych (rys. 3). Przebieg mejozy byt bardzo
regularny, w diakinezie (rys. 4 a) i metafazie I (rys. 4 b) komoérek wszystkich badanych
roslin obserwowano 24 biwalenty oraz po 24 chromosomy w metafazie II (rys. 4 ¢).

Rys. 3. Chromosomy mitotyczne roslin pokolenia BC:F4 (48 chromosoméw)
Fig. 3. Mitotic chromosomes of the BC:F4 generations (48 chromosomes)

W wyniku inokulacji 160 ro$lin pokolenia BC, szczepem PVY™N2, 108 roslin uleglo
porazeniu, wykazujac nekrozy nerwow oraz chlorotyczne i nekrotyczne plamy na blaszce
lisciowej. Pozostale, bezobjawowe 52 rosliny poddano testom ELISA z udzialem dwoch
rodzajow przeciwciat. Wsrdd roslin bezobjawowych, testy ELISA wykazaty obecnosé¢
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wirusa w dziesieciu roslinach przy uzyciu obydwu rodzajow przeciwciat. Rosliny odporne
w tym pokoleniu stanowity 26,3% (rys. 5).

a) diakineza, 24 biwalenty; Diakinesis, 24 bivalents
b) pozna metafaza I, 24 biwalenty; later Metaphase I, 24 bivalents
c¢) metafaza II, 24-chromosomowe diady; Metaphase 11, dyads with 24 chromosomes
Rys. 4. Konfiguracje mejotyczne roslin pokolenia BC2F4
Fig. 4. Meiotic configuration of the BC:F4 generations

W pokoleniu BC,Fi, badano 360 roslin bgdacych potomstwem uzyskanym z samo-
zapylenia 36 ro$lin odpornych pokolenia BCa. Po inokulacji szczepem PVY™N 150 roslin
wykazywalo nekrozy nerwdow, za$ wsrodd 210 roslin bezobjawowych — 72 wykazywaty
podwyzszong warto§¢ absorbancji. Negatywny wynik testu ELISA $wiadczacy
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o odpornosci charakteryzowat 138 roslin. Procent roslin odpornych w tym pokoleniu byt
wyzszy niz w BC, 1 wynosit 38,3% (rys. 5). Metoda selekcji uwzgledniajacej ceche
odpornosci oraz cechy fenotypowe, wyodrebniono 20 roslin, ktérych potomstwo
przeznaczono do dalszych badan nad transferem cechy odpornosci na PVY.
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BC; - BC,F, generations were inoculated with YN, BC,F; - BC,Fs generations were investigated under
the natural field infection with PVY™

Rys. 5. Udzial roslin odpornych na PVYN w pokoleniach BC2-BC2Fs
Fig. 5. Percentage of plants resistant to PVYY in the BC2-BC:Fs generation

Inokulacjg roslin pokolenia BC,F, prowadzono na 200 roslinach bedacych potomstwem
wyselekcjonowanych 20 roslin pokolenia BC,F;. Zainfekowaniu ulegto 66 ro$lin, a wérod
134 pozostatych, negatywny wynik testu ELISA wykazato 114 roslin, co stanowito 57%
ogélu zakazanych ro$lin. Odmiana N. tabacum BP-210 bedaca formg mateczng
w wyjsciowym mieszancu ulegala porazeniu w 100% podczas wszystkich inokulacji,
wykazujac silng nekroz¢ nerwow. Nie zostaly natomiast zainfekowane rosliny gatunku
dzikiego N. afiicana uzytego jako forma ojcowska w krzyzowaniu migdzygatunkowym.
We wszystkich pokoleniach, do zbioru wybierano rosliny najbardziej utrzymujace si¢
w typie odmiany BP-210 (pokrdj ro$liny, ksztatt iliczba lisci, budowa kwiatu),
uwzgledniajac  jednoczesnie charakter odpornosciowy poszczegdlnych badanych
populacji.

W pokoleniu BC:F; uwzglgdniono 20 linii wyselekcjonowanych z poprzedniego
pokolenia. Badania prowadzono w doswiadczeniu polowym, w warunkach silnej presji
wirusa PVYN, na poletkach liczacych okoto 50 ro$lin. Objawy wywolane przez ten szczep
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wystapity na pojedynczych roslinach dziewigciu badanych linii, wsroéd pozostatych 11 linii
rosliny nie wykazywaly objawow nekrotycznych. Testy ELISA wykonane w obrebie 990
ro$lin bezobjawowych wykazaly obecnos¢ wirusa w 48 roslinach, w wigkszosci na
poletkach z obserwowanymi objawami nekrotycznymi oraz na trzech poletkach
z roslinami niewykazujagcymi nekrozy. Pozostatych osiem linii charakteryzowato si¢
odpornoscig na YN w warunkach naturalnej infekcji polowej. W obrebie wszystkich
badanych linii pokolenia BC,F3, rosliny odporne stanowity 95,2% (rys. 5). Odmiana
uprawna BP-210 ulegta porazeniu w tym do$wiadczeniu w 86%. Obecno$¢ wirusa
w ro§linach z nekrozami nerwow, jak tez w bezobjawowych, badz wykazujacych stabe
przejasnienia nerwow byla wykrywalna tylko przy uzyciu przeciwcial skierowanych
przeciwko wszystkim szczepom; natomiast nie wykrywaly wirusa przeciwciata skierowane
przeciwko szczepowi YN (MoAbs antiY").

Potomstwo o$miu linii z pokolenia BC,F3 odpornych na PVYNbylo przedmiotem badan
w warunkach naturalnej infekcji polowej. Wérod roslin tego pokolenia nie obserwowano
nekrozy nerwow, jedynie chlorotyczne plamy na trzech roslinach. Testy ELISA wykazaty
obecnos¢ wirusa u 11 roslin nalezacych do trzech linii badanego pokolenia BCyF4, za$
wsrod pozostalych pigciu linii nie stwierdzono obecnosci PVY. Ogoétem 97,6% roslin
w pokoleniu BC>F4 charakteryzowato si¢ odporno$cig na PVYN w warunkach naturalne;
infekceji polowe;.

W pokoleniu B:Fs uwzgledniono w badaniach polowych potomstwo pieciu linii
wykazujacych odpornos¢ w poprzednim pokoleniu. Rosliny tych linii nie wykazywaty
nekrozy nerwow, lecz na pigciu roslinach sposrod dwoch linii wystgpowaty przejasnienia
nerwow 1 stabe plamy chlorotyczne. Detekcja serologiczna wykazata obecno$¢ wirusa
u o$miu roslin, co stanowito 2,1% ogo6tu badanych roslin. W nast¢pnym sezonie badano 10
linii pokolenia B.Fs. Podobnie jak w poprzednim pokoleniu symptomy chorobowe miaty
charakter chlorotycznych plam i przejasnienia nerwoéw. Obserwowano je u o$miu roslin
w obregbie czterech linii. Za pomocg testu wykryto obecnos¢ wirusa u 11 roslin nalezacych
do pigciu badanych linii. Obecno$¢ wirusa nie byla wykrywalna przez przeciwciala
monoklonalne (MoAbs anti YY). Ogotem wsrdd badanych linii pokolenia B,Fg rosliny
odporne stanowity 98,5%.

Celem weryfikacji odpornosci stabilnej cytologicznie linii hodowlanej (2n = 48)
wyprowadzonej z pokolenia B,Fs a okreslanej jako linia BPA przeprowadzono inokulacje
z uzyciem izolatow o zrdznicowanej wirulencji nalezacych do grupy PVYNW i PVYNTN,
W badaniach uwzgledniono tez inne zrodta odpornosci (VAM, Wislica i N. africana oraz
podatna odmiang testowa Samsun H (tab. 1). W wyniku inokulacji roslin linii BPA
izolatem PVYNW 1 i PVYNW 2 wigkszo$¢ ro$lin nie wykazywata zadnych objawow
chorobowych, 20% roslin reagowato chlorotycznymi plamami (CS) po inokulacji izolatem
PVY™W 1 130% po inokulacji PVYNW 2. Uzycie bardziej wirulentnych izolatow —
PVY™W 3 i PVYN™N powodowalo przejasnienia nerwdw iplamy chlorotyczne na
wiekszos$ci roslin linii BPA.
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Tabela 1
Poréwnanie réznych zrodel odpornosci na izolaty PVYNW i PVYNTN j reakeji nieodpornej odmiany Samsun H

Comparison of different sources of resistance to PVYNW and PVYNTN isolates and the reaction of a susceptible cv. Samsun H

Izol Liczba roslin inokulowanych — Liczba roslin zainfekowanych

?i/‘;ty Number of inoculated — Number of infected plants

PVY BPA VAM Wislica N. africana Samsun H

isolates objawy ELISA objawy ELISA objawy ELISA objawy ELISA objawy ELISA
symptoms *1 | **2 | symptoms *1 | **2 | symptoms | *1 | **2 | symptoms | *1 | **2 | symptoms *1 **2

YW 1 16ns,4CS 20/12  20/0 ns 10/0 10/0 ns 10/0 10/0 ns 10/0 10/0 VN 10/10 10/10
YYW2 14ns,6 CS 20/16  20/0 ns 10/0 10/0 VN 10/10  10/0 ns 10/0 10/0 VN 10/10 10/10
YW 3 VC,CS 2020 20/0 VN 10/10  10/0 VN 10/10  10/0 ns 10/0 10/0 VN 10/10 10/10
YWTPL VC,CS 20/20  20/20 VN 10/10  10/10 VN 10/10  10/10 ns 10/0 10/0 VN 10/10 10/10
YW Ge VC,CS 2020 20/20 VN 10/10  10/10 VN 10/10  10/10 ns 10/0 10/0 VN 10/10 10/10

YT Fr VC,CS  20/20 20/20 VN 10/10  10/10 VN 10/10  10/10 ns 10/0 10/0 VN 10/10 10/10
ELISA *1 — Testy wykorzystujace przeciwciata monoklonalne, skierowane przeciwko réznym szczepom PVY; Tests using a coctail of antibodies to detect an enlarged
serological spectrum of PVY strains (MoAbs anti Y IgG112911)

ELISA **2 - Testy wykorzystujace przeciwciata monoklonalne, skierowane przeciwko szczepom nekrotycznym PVY; Tests using a monoclonal antibodies against the
typical necrotic strain PVYN (MoAbs anti YN IgG112712)

Ns — Brak objawow, CS — Plamy chlorotyczne, VC — Przejasnienia nerwow, VN — Nekroza nerwow

Ns — No symptoms, CS — Chlorotic spots, VC — Vein clearing, VN — Vein necrosis
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Wirus byt wykrywalny za pomoca testow ELISA. Odmiana VAM nie wykazata objawow
po uzyciu izolatu PVYNW 1, pozyskanego z odmian podatnych oraz PVYNW 2, natomiast
WiSlica reagowata nekrozg nerwow po inokulacji izolatem PVYNW 2. Obie te odmiany
wykazaly silng nekroze nerwow po inokulacji izolatem PVYNW 3 itrzema izolatami
z grupy PVYNTN) podczas gdy linia BPA reagowata tylko przejasnieniem nerwow (VC),
badz chlorotycznymi plamami. Gatunek N. africana nie ulegt porazeniu zadnym z uzytych
izolatéw, co potwierdzilo jego wysoka odpornos¢. Podatna odmiana Samsun H ulegla
silnej nekrozie po inokulacji wszystkimi izolatami.

DYSKUSJA

Uzyskanie zywotnych roslin mieszancowych N. tabacum % N. africana poprzez kulture
liscieni (Doroszewska, 1994) pozwolilo podja¢ probe dalszego transferu czynnikow
odpornosci na PVY z N. africana do odmian uprawnych. Gatunek ten byl opisany jako
niezwykle trudny do uzyskania zywotnych form mieszancowych (Gerstel iin., 1979).
Bardzo korzystnym byl fakt otrzymania mieszancow poliploidalnych w wyniku
prowadzonej kultury in vitro. Mieszancowe formy amfidiploidalne wykazywaly wysoka
ptodnos¢ i stabilno$¢. Waznym aspektem pozwalajagcym na kontynuacj¢ badan nad
mozliwos$cig dalszego transferu czynnikow odpornosci byta relatywnie wysoka ptodnosc¢
pokolenia seskwidiploidalnego, umozliwiajgca krzyzowanie wsteczne (Doroszewska
i Berbe¢, 2000).

W pokoleniu poseskwidiploidalnym BC, obserwowano zmienno$¢ cytologiczng
i fenotypowa. Liczba roslin odpornych w tym pokoleniu byta stosunkowo niska (26,3%).
Wigkszos¢ roslin wykazywala nekrozg nerwdw, ponadto u czesci roslin bezobjawowych
rowniez wykazano obecnos¢ wirusa. Podobny charakter wykazywaly ro$liny
analogicznego pokolenia mieszancow N. tabacum cv.BP-210 x N. benavidesii (Berbe¢
1 Glazewska, 1988), gdzie liczba roslin odpornych si¢gata zaledwie 13,5%.

Procent roslin odpornych w pokoleniu BC,F; byt wyzszy niz w pokoleniu poseskwidi-
ploidalnym i wynosit 38,3%. Obserwowano niektore linie wykazujace mniejsza podatnosc,
lecz nie wyodrebniono w tym pokoleniu linii calkowicie odpornych. W nastgpnym
pokoleniu BC,F, wprawdzie zmniejszata si¢ liczba uniwalentéw i1 wzrastal udziat roslin
odpornych, jednakze obserwowano jeszcze duzg zmienno$¢ fenotypowsg i cytologiczng,
dotyczaca liczby chromosoméw iprzebiegu mejozy. W analogicznym pokolenia
mieszancowym N. tabacum BP-210 x N. benavidesii Berbe¢ 1 Glazewska (1988)
obserwowali juz ustalone linie 48 chromosomowe. R6znice mogg wynika¢ z odmiennych
pozycji systematycznych (przynaleznosci do roéznych sekcji) uzytych gatunkow, ich
stopnia pokrewienstwa z N. tabacum, a takze z liczby chromosomow.

Wzrost stopnia homozygotyczno$ci widoczny byt w pokoleniu BC,Fs, gdzie
obserwowano rosliny z liczbg chromosomow 48—50. Pod wzglgdem fenotypowym linie te
byty bardzo zblizone do odmiany wyjsciowej BP-210. W tym pokoleniu wyodrebniono
linie, ktore nie podlegly infekcji YN w warunkach polowych. Jednakze potomstwo tych
linii nie bylo w petni odporne. Wprawdzie infekcja miata miejsce wsrdéd pojedynczych
ros§lin iobjawiala si¢ tylko przejasnieniem nerwow, badz wirus wykrywalny byt
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serologicznie, to wyniki te $wiadczg, iz cecha odpornosci w uzyskanych liniach nie byta
tak silna jak u gatunku dzikiego. Charakteryzowato to rowniez nast¢pne pokolenia. Wyniki
te mogg sugerowaé, ze odpornos¢ na PVY kontrolowana jest przez dwa geny. Taka
hipoteze wysuwat tez Wernsman (1992). Wigkszo$¢ autoréw definiuje odporno$¢ na PVY
jako jednogenowa (Gupton i Burk, 1973). Uzyskana przez Koelle (1961) w wyniku mutacji
odpornos¢ odmiany Virgin A Mutant (VAM) definiowana jest jako odporno$¢ recesywna
monogeniczna, kontrolowana genem va. Ten typ odpornosci obecny jest w wiekszosci
odmian uprawianych w Ameryce i wielu krajach Europy. Badania koordynowane przez
CORESTA nad obecnoscig iidentyfikacja szczepow wirusa Y ziemniaka w roéznych
krajach wykazuja, ze odmiany definiowane jako zawierajace gen va podlegaty znacznie
czesciej infekceji niz odmiana VAM (Verrier, 2001; Doroszewska i Verrier, 2004), a zatem
poziom odpornosci tych odmian jest rowniez nizszy niz odmiany wyjsciowej. Badania przy
uzyciu nekrotycznych izolatow o zré6znicowanym poziomie virulencji pozwolity wyréznié
trzy alleliczne formy genu va o roznym stopniu efektywnosci: va’, va' i va®. Najbardziej
efektywna forma va® obecna jest w genotypie VAM, najstabsza va> w genotypie VD
(V.SCR) (Blancard iin., 1995). Zréznicowang efektywno$¢ tych form moze ttumaczy¢
fakt, iz gen okreSlany jako va jest delecjg odcinka sekwencji odpowiedzialnego za
podatno$¢ na PVY (Noguchi i in., 1999). Uzyskana odpornos¢ z N. africana polega za$ na
podstawieniu pewnej sekwencji warunkujacej odpornos¢. Stabsza ekspresja cechy
odpornosci w liniach hodowlanych moze by¢ réwniez warunkowana wplywem innych
genow, tzw. ,.efektu pozycji”, maskujacego dzialanie introdukowanego genu.

Opierajac si¢ na uzyskanych wynikach trudno jest jednoznacznie zdefiniowac
mechanizm przeniesienia odpornosci na PVY z odpornego gatunku N. africana do silnie
podatnej odmiany tytoniu. Najmniej prawdopodobna jest mozliwos¢ wystapienia sponta-
nicznej mutacji, w oparciu o ktéora mogta by¢ prowadzona Scista selekcja. Pokolenia
mieszancowe wykazywaty bowiem cechy obydwu gatunkow rodzicielskich (Doroszewska
i Berbe¢, 1995) i wplyw ten widoczny byt przez szereg pokolen wypierajacych.

Uzyskane przez autorke linie hodowlane zawieraly 48 chromosoméw w komorkach
somatycznych oraz 24 biwalenty w komorkach macierzystych pytku. A zatem status
cytogenetyczny tych linii wyklucza mozliwo$¢ addycji chromosomowej. Roéwniez nie
moze by¢ przyjeta teza o substytucji calego chromosomu. W mieszancach Fi, F» i BC;
uzyskanych w wyniku krzyzowania stabilnej linii odpornej na PVY z podatng odmiang
tytoniu, obserwowano regularng koniugacje widoczng w postaci 24 biwalentéw (dane nie
prezentowane). Nie jest prawdopodobne, aby chromosom pochodzacy od M. africana
podlegal regularnej koniugacji z chromosomem N. tabacum w formie substytucyjnej
heterozygoty. Podstawienie catego chromosomu wigze si¢ rowniez z szeregiem innych
zmian fenotypowych, zwigzanych zobecnoscig innych genow przeniesionych wraz
z chromosomem. Takich zmian nie obserwowano ws$rod uzyskanych linii.

Bardziej prawdopodobnym wyttumaczeniem sposobu transferu odpornosci na PVY od
N. africana moze by¢ zjawisko translokacji, badZ substytucji segmentalnej w poczat-
kowych pokoleniach mieszancowych. Pokoleniem wyjSciowym omawianych linii
hodowlanych byta forma amfidiploidalna, gdzie obserwowano asocjacje multiwalentne
(Doroszewska 1 Berbeé¢, 2000), wywotane prawdopodobnie translokacjami. Wyzsza
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frekwencja nie homologicznych translokacji obserwowana byla czesto wsrdd roslin
zbozowych otrzymanych droga kultur in vitro (Lapitan iin., 1984; Feldman, 1988).
Wszystkie zywotne formy mieszancowe N. tabacum x N. africana uzyskano metoda
kultury in vitro liscieni (Doroszewska, 1994). Na tym etapie nastgpila tez poliploidyzacja
amfihaploidow, dajac ptodne amfidiploidy (Doroszewska i Berbe¢, 2000). W $wietle tych
wynikow translokacja mogta by¢ mechanizmem introgresji cechy odpornosci.

Innym, prawdopodobnym sposobem przeniesienia cechy odpornosci mogla byc
substytucja segmentalna. Warunkiem jej wystgpienia jest przynajmniej sporadyczna
koniugacja miedzy chromosomem N. tabacum, ajego odpowiednikiem z dzikiego
gatunku. Wprawdzie w mieszancach amfihaploidalnych N. tabacum cv. BP-210 x
N. africana najwickszy udzial stanowily komorki macierzyste pytku zsamymi
uniwalentami, to obserwowano rowniez KMP z biwalentami w zakresie 1-5 (Doroszewska
i Berbe¢, 1996). Moav (1958) sugerowal, ze substytucja segmentalna moze wystgpi¢ na
drodze rekombinacji mi¢dzy chromosomami, ktére wykazuja pewien stopien homologii
lub tez poprzez losowe peknigcia anastgpnie laczenie peknigtych odcinkow
chromosomow. Wykorzystanie przez Lewisa (2005) markeréw molekularnych dla linii
hodowlanych niosgcych czynniki odpornosci od N. africana wskazywato, ze zjawisko
crossing over miato miejsce wsrod linii z obcym segmentem chromosomu, a zatem kazdy
fragment od N. africana zostal zintegrowany w pozycji posiadajacej podobienstwa
strukturalne badz sekwencyjne umozliwiajgcej sinapsis z N. tabacum. Odmiany
N. tabacum niosace odpornos¢ na wirus mozaiki tytoniowej (Tobacco mosaic virus, TMV)
z gatunku N. glutinosa stanowia takze produkt substytucji segmentalnej, gdzie czgsé
chromosomu od dzikiego gatunku zostata wbudowana do chromosomu N. tabacum
(Chaplin i Burk, 1970). Réwniez Berbe¢ i Glazewska (1988) jako najbardziej uzasadniona
teze przeniesienia odpornosci na PVY z N. benavidesii sugerujg substytucje fragmentu
chromosomu, wskazujac ponadto, iz podstawiony fragment musiat by¢ bardzo maty badz
strukturalnie podobny do odpowiednika w genomie tytoniu. Zastosowanie przez Lewisa
(2005) markerow molekularnych pozwolito na okreslenie linii zawierajacych najmniejszy
fragment chromosomu od N. africana, celem eliminacji niekorzystnego wptywu gatunku
dzikiego na cechy jakosciowe tytoniu. Czgsto bowiem obce fragmenty chromosomu
dawaly negatywny efekt pod wzgledem agronomicznym i jakosciowym (Chaplin i in.,
1966, Legg iin., 1981; Johnson iin., 1998). W przypadku linii wyprowadzonych przez
autorke od N. africana rbwniez mozna wnosic, ze podstawiony fragment byt bardzo maty,
skoro nie zaktocat koniugacji w heterozygotycznym mieszancu (odporna linia hodowlana
x odmiana podatna). Nie powodowat tez negatywnych zmian fenotypowych, majacych
wplyw na plonowanie i jako$¢ surowca w pordwnaniu z odmiang wyjsciowg (dane nie
publikowane).

Odporno$¢ uzyskanych linii BPA na PVY nie byta tak wysoka jak u N. africana, co
przejawialo si¢ obecno$cig wirusa w soku niektdrych inokulowanych ro$lin. Waznym
aspektem byto zastosowanie w badaniach dwu rodzajow przeciwciat firmy Bioreba. Uzyte
przeciwciatla majg zréznicowang zdolno$¢ wykrywania izolatow nalezacych do roéznych
grup (Chrzanowska, 1994). Przeciwciala monoklonalne MoAbs anti PVY™ mogg stuzy¢ do
wykrywania izolatow szczepu PVYNN) nie reaguja natomiast zizolatami szczepu
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PVYNW. Pozwala to precyzyjnie okre$li¢ odporno$¢ badanych linii oraz potwierdzi¢
tozsamos$¢ uzytych do inokulacji izolatow. Podwyzszona warto$¢ absorbancji u linii BPA
po inokulacji niektorymi izolatami wskazuje raczej na odpornos¢ typu tolerancji, a nie
immunii jak u gatunku dzikiego. Rowniez jako tolerancj¢ okreslono typ odpornosci 50-
chromosomowej linii addycyjnej z N. africana (Wernsman, 1992) i 48-chromosomowych
linii uzyskanych przez Lewisa (2005). Dotychczasowe badania prowadzone przez tego
autora uwzgledniaty odporno$¢ uzyskanych linii na amerykanski szczep PVY™. Jak
wynika z obserwacji pordwnawczych (doniesienie ustne) szczep ten moze by¢ podobny do
szczepu PVYNW. Wyniki badan odpornosci uzyskanych linii hodowlanych BPA, nie
wykazaty objawdw nekrotycznych zarowno w warunkach silnej presji PVY w polu, jak tez
w wyniku inokulacji przy uzyciu sze$ciu izolatow, z ktorych cztery wykazuja zdolnosc¢
wywotywania nekrozy nerwow u istniejacych zrodel odpornosci w obrebie N. tabacum.
Cze$¢ roslin wykazywala jednak przejasnienia nerwow i chlorotyczne plamy a wirus byt
wykrywalny metoda serologiczng. Mozna zatem wnosi¢, ze wbudowana odporno$¢ ma
charakter tolerancji wobec najwazniejszych szczepow PVY. Fakt ten jest niezwykle wazny
W sytuacji rozprzestrzeniania si¢ szczepOw 1izolatow coraz bardziej agresywnych,
przetamujacych odpornos¢ w obrgbie N. tabacum.

WNIOSKI

1. Transfer czynnikéw odpornosci na PVY z dzikiego gatunku N. africana prowadzono
w oparciu o form¢ mieszancowg (BC:) i nast¢pnie poprzez samozapylenia kolejnych
pokolefi. Obserwowano zmienng liczbe chromosoméw mitotycznych w poszczego6l-
nych pokoleniach i stopniowg eliminacj¢ chromosomdéw pochodzgcych z gatunku
dzikiego.

2. Wraz zeliminacjg chromosoméw pochodzacych z N. africana nastgpowal wzrost
zywotnosci pytku. Stabilne 48-chromosomowe linie stwierdzono w pokoleniu BC,Fy,

3. W badaniach odporno$ciowych wczeSniejszych pokolen, przy uzyciu bardzo
wirulentnego szczepu PVY™N oraz w wyniku selekcji prowadzonej w warunkach
naturalnej infekcji polowej w obrebie dalszych pokolen, wyodrgbniono linie odporne
badZ tolerancyjne na wystepujace izolaty. Rosliny pokolenia BC;Fs+—BC,Fs nie
wykazywaly objawow nekrotycznych.

4. Inokulacja linii BPA, bedacej potomstwem pokolenia BCyFg, przy uzyciu szesciu
wirulentnych izolatow, nalezacych do réznych szczepow PVY, nie wywotatly objawow
nekrotycznych, natomiast cze$¢ roslin wykazywata przejasnienia nerwow i wirus byt
wykrywalny metodg serologiczng. Wskazuje to na tolerancyjny charakter odpornosci
linii BPA wobec najwazniejszych izolatow.

5. Odporno$¢ linii hodowlanych byla zdecydowanie wyzsza niz odmian uprawnych
N. tabacum, co przejawialo si¢ brakiem reakcji nekrotycznych na roslinie, natomiast
nieco nizsza niz uzytego do transferu odpornosci gatunku N. africana. Stabsza
ekspresja cechy odporno$ci w liniach hodowlanych mogla by¢ warunkowana
wplywem innych genow, tzw. ,efektu pozycji” maskujacego dziatanie introduko-
wanego genu.
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6. W porownaniu z dotychczas istniejagcymi zrodtami odpornosci w obrebie N. tabacum,
linie BPA jako jedyne nie wykazujg reakcji nekrotycznych roslin po inokulacji
najbardziej wirulentnymi izolatami. Swiadczy to o uzyskaniu nowego zrodta
odpornosci, cennego dla hodowli uzytkowej w sytuacji wzrostu frekwencji
patogenicznych izolatow PVY.
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