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Wstep

Wirus bragzowej plamistosci pomidora (TSWYV, ang. Tomato spotted wilt orthoto-
spovirus) jest uznawany za jednego z najwazniejszych wirusow roslin pod wzgledem
naukowym i ekonomicznym (26). TSWV jest typowym reprezentantem rodzaju
Orthotospovirus (wezesniej Tospovirus), ktory obejmuje patogeny roslin wyjatkowe
pod wzgledem budowy oraz pochodzenia. Przedstawiciele tego rodzaju r6znig si¢ od
wigkszosci wirusow roslin obecnos$cig otoczki lipoproteinowej oraz polimerazy RNA
zwigzanej z nukleokapsydem (17). Badania molekularne wykazaly podobienstwo
tych patogenow do wirusow z rodziny Bunyaviridae infekujacych gtownie kregowce
i stawonogi. W polaczeniu z danymi na temat interakcji TSWV z owadzimi wekto-
rami, badania te doprowadzity do sformutowania hipotezy na temat ewolucyjnego
pochodzenia przedstawicieli rodzaju Orthotospovirus od patogenow owadow (26).

Najwigksza motywacja do podjecia badan nad TSWYV sg straty, jakie wirus ten
wywoluje w uprawach wielu gatunkéw roslin na calym $wiecie. Juz w latach 90.
XX wieku byty one szacowane na ponad 1 miliard dolaréw rocznie (10, 26). TSWV
obniza zbiory pomidorow i papryki na wszystkich kontynentach, dodatkowo poraza
tez ziemniaka, tyton, salate, rosliny ozdobne, orzeszki ziemne, soj¢ i inne gatunki
uprawne (23). Jednak patogen ten infekuje nie tylko rosliny uprawne. Lista zywi-
cieli TSWV obejmuje ponad 1000 gatunkéw roslin nalezacych do 85 rodzin (24).
Tak szeroki zakres zywicieli ma znaczenie dla rozwoju epidemii, poniewaz ro$liny

*Opracowanie wykonano w ramach zadania 6.3 pt. ,,Upowszechnianie wiedzy o wynikach uzyski-
wanych w ramach realizacji zadania (hodowla i nasiennictwo chmielu i tytoniu)” z dotacji budzetowej
przeznaczonej na realizacj¢ zadan MRiRW w 2022 r.
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rosngce w sasiedztwie pdl uprawnych, w ktorych namnaza si¢ wirus, mogg stac si¢
jego rezerwuarem i zrodtem zakazenia gatunkéw uprawnych.

TSWYV jest wirusem bardzo nietrwatym, nie przenosi si¢ za posrednictwem
nasion i nie przechowuje si¢ w resztkach roslin pozostatych po zbiorach na polach
uprawnych (3). Pomimo to rozprzestrzenia si¢ efektywnie dzigki swoim wektorom.
TSWYV jest przenoszony przez wciornastki — owady nalezace do rzedu przylzencow
(Thysanoptera). W warunkach klimatycznych Polski efektywnym wektorem wirusa
na plantacjach tytoniu jest wciornastek tytoniowec (Thrips tabaci). Wciornastek za-
chodni (Frankliniella occidentalis), ktory jest gtownym wektorem TSWV w USA,
pojawia si¢ w Polsce tylko pod ostonami i nie jest w stanie przezimowa¢ w warunkach
polowych (17). W kontekscie epidemii bragzowej plamisto$ci pomidora na tytoniu,
najwazniejszymi aspektami biologii 7. tabaci sa ich wysoka ptodno$¢ (samica sktada
ok. 100 jaj, przy czym w ciaggu jednego sezonu wegetacyjnego wystepuje 2—4 po-
kolen) oraz wykorzystywanie jako pokarmu wielu gatunkéw roslin, ktore moga by¢
gospodarzami TSWV (3).

TSWYV na plantacjach tytoniu w Polsce

W Polsce na plantacjach tytoniu po raz pierwszy stwierdzono wystepowanie
brazowej plamisto$ci pomidora w 1950 r. w okolicach Zamoscia (29). Potem zasieg
wystepowania tej wirozy stopniowo si¢ zwigkszat, obejmujac kolejne rejony uprawy
tytoniu. Laskowska (18), powotujac si¢ na informacje uzyskane w roku 2007 od
Zwiazku Plantatoréow Tytoniu i firm zajmujacych si¢ skupem surowca, odnotowala,
ze zniszczenia spowodowane przez t¢ chorob¢ w rejonach lubelsko-podkarpackim
1 $wietokrzysko-matopolskim obejmowaty 5-40% plantacji, natomiast w rejonie
dolno$laskim — 10-45% plantacji. W rejonie kujawsko-pomorskim znajdowano tylko
nieliczne porazone ro$liny, natomiast rejon mazurski zostal uznany za wolny od TSWV.

W ubiegtym roku opublikowano wyniki monitoringu wystepowania pigciu wirusow
(w tym TSWV) na plantacjach tytoniu w ré6znych rejonach uprawy w Polsce (15). Do
badan pobierano probki z roslin tytoniu wykazujacych objawy chordb wirusowych oraz
z chwastow wystepujacych na tym samym polu lub w jego bezposrednim sasiedztwie,
bez wzglgdu na objawy. Testy serologiczne przy uzyciu metody DAS-ELISA wykazaty,
ze w badanym materiale najczesciej wykrywano TSWV. Stwierdzono jego obecnosé
w 56,1% probek tytoniu i 17,5% probek chwastow. TSWV wykryto we wszystkich
probkach tytoniu pobranych w wojewodztwach dolnoslaskim i §wigtokrzyskim oraz
w 65,7% 1 4,2% probek odpowiednio z woj. lubelskiego 1 kujawsko-pomorskiego.
Nie badano préobek tytoniu z woj. podlaskiego, gdyz nie znaleziono w tym rejonie
roslin tytoniu z objawami choréb wirusowych. Wyniki te potwierdzaja, ze choroba
nadal stosunkowo czgsto wystepuje na potudniu kraju. Niski procent porazonych ro-
$lin tytoniu w woj. kujawsko-pomorskim w tym monitoringu (15) nie odzwierciedla
wynikow corocznych lustracji plantacji w tym rejonie, ktére wskazuja na dos$¢ czeste
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porazenia tytoniu przez TSWV (M. Przyby$ — dane nieopublikowane). Do tej pory nie
ma natomiast informacji o wyst¢powaniu bragzowej plamistosci pomidora na tytoniu
w woj. podlaskim, pomimo tego, ze w tym rejonie stwierdzono obecnos¢ TSWV
w chwastach (wykryto go w 9,1% probek chwastéw) (15). T. tabaci jest powaznym
szkodnikiem tytoniu np. w okolicach Augustowa (T. Doroszewska i A. Berbe¢ — in-
formacja ustna), dlatego faktu niecodnotowania objawdw choroby na tytoniu w woj.
podlaskim nie mozna tez thumaczy¢ nieobecnos$cig wektora. Wyjasnienie tego zjawiska
wymaga dalszych badan na temat efektywnosci przenoszenia TSWV w tym rejonie.

Chwasty mogg stanowi¢ rezerwuar patogenéw wirusowych i zrédto zakazen roslin
uprawnych. Wérod gatunkow roslin zawartych na liscie zywicieli TSWV znajduje si¢
wiele gatunkow chwastow, ktore powszechnie wystepujg na polach tytoniu w naszym
kraju (14, 24). W tabeli 1 zestawione sg gatunki roslin, w ktorych stosunkowo czesto
wykrywano TSWV w ramach wyzej opisanego monitoringu w réznych rejonach
uprawy tytoniu w Polsce.

Tabela 1

Lista gatunkow roslin (innych niz tyton), w ktorych najczesciej wykrywano TSWV w ramach
monitoringu wystepowania wiruséw na plantacjach tytoniu lub w ich bezposrednim sgsiedztwie,
w pieciu wojewddztwach (lubelskim, §wigtokrzyskim, dolnos$laskim, kujawsko-pomorskim

i podlaskim)
Liczba | Procent probek,
Gatunek Nazwa lacinska badanych w ktorych
probek | wykryto TSWV
Niezapominajka polna Mpyosotis arvensis (L.) Hill. 10 100,0
Zbttlica drobnokwiatowa Galinsoga parviflora Cav. 19 52,6
Zbttlica owtosiona Galinsoga ciliata (Raf.) S.F. Blake 16 43,8
Tasznik pospolity Capsella bursa-pastoris (L.) Medik 13 23,1
II;/:: e;l;::(t)lﬁ;;admorska Matricaria maritima L. subsp. inodora (L.) 18 222
Krwawnik pospolity Achillea millefolium L. 10 20,0
Komosa biata Chenopodium album L. 45 17,8
Ziemniak Solanum tuberosum L. 6 16,7
Skrzyp polny Equisetum arvense L. 14 14,3
Przetacznik perski Veronica persica Poir. 7 14,3
Fiotek polny Viola arvensis Murray 20 10,0
Ostrozen polny Cirsium arvense (L.) Scop. 11 9,1
Powdj polny Convolvulus arvensis L. 14 7,1
Rdest kolankowy Polygonum lapat}-zifo_lium L. subsp. 19 53
lapathifolium
Chwastnica jednostronna Echinochloa crus-gali (L.) P. Beauv. 24 42

“opracowanie wlasne na podstawie Korbecka-Glinka i in. (15)
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Objawy porazenia tytoniu przez TSWYV i metody ochrony

Objawy porazenia roslin tytoniu przez TSWV obejmuja: jasne lub nekrotyczne
plamy, kartowaty wzrost roslin, charakterystyczne zagiecie wierzchotka pedu, zotk-
nigcie, brunatnienie i nekroza duzych fragmentow lisci oraz obumieranie roslin (3).
Roéliny tytoniu moga zostac zainfekowane przez TSWV przez caty okres wegetacyjny.
Jednak porazenie mtodych roslin jest najbardziej niebezpieczne, poniewaz skutkuje
zahamowaniem wzrostu i obumieraniem roslin. Masowe porazenie roslin na wczesnym
etapie rozwoju czesto prowadzi do catkowitego zniszczenia plantacji.

Rutynowym zabiegiem ograniczajacym rozprzestrzenianie si¢ wirusa jest opry-
skiwanie pol i terenu w ich sasiedztwie insektycydami niszczacymi wciornastki.
Wykonanie tego zabiegu jest szczego6lnie istotne jesienig (po zbiorach) oraz wiosna
(na 5-6 dni przed wysadzeniem roslin na pole), poniewaz w tych terminach elimino-
wane sg doroste, zainfekowane wciornastki zimujace w glebie, ktore wiosng powoduja
zakazenie mtodych roslin tytoniu (3).

Uzywanie tego samego insektycydu na tym samym polu przez dtuzszy okres cza-
su moze doprowadzi¢ do uodpornienia si¢ owadow na substancj¢ czynng. Dlatego
rekomendowana jest rotacja uzycia réoznych substancji czynnych lub zastosowanie
alternatywnych metod ochrony. Aktualnie do zwalczania wciornastka tytoniowca
w tytoniu dopuszczone jest stosowanie srodkow zawierajgcych acetamipryd, lambda-
-cyhalotryne lub olejek pomaranczowy (25). Z niechemicznych metod zalecana jest
rotacja upraw, szczeg6lnie w przypadku silnego porazenia plantacji we wcze$niej-
szym sezonie. Ponadto istotne jest tez usuwanie chwastow z terenu plantacji i jej
sasiedztwa wczesng wiosna, poniewaz niektore z tych roslin moga by¢ rezerwuarem
wirusa. Najlepsza metoda ochrony przed chorobami wirusowymi jest uprawa odmian
odpornych. Niestety wszystkie odmiany tytoniu uprawiane obecnie w Polsce wykazuja
podatnos$¢ na TSWV.

Zrédla odporno$ci na TSWYV dostepne dla hodowli tytoniu

Hodowla ukierunkowana na odporno$¢ tytoniu na TSWV ma do dyspozycji tylko
kilka zrodet odpornosci. Laskowska i in. (20) zbadali reakcje na inokulacje TSWV
uroslin pochodzacych z 94 obiektow z rodzaju Nicotiana, z kolekcji Instytutu Uprawy
Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowego Instytutu Badawczego. Sposrod dzikich
gatunkow z rodzaju Nicotiana tylko przedstawiciele sekcji Alatae (N. alata, N. for-
getiana oraz Nicotiana % sanderae, ktory jest gatunkiem syntetycznym otrzymanym
zkrzyzowania N. alata i N. forgetiana) wykazywali reakcje typu nadwrazliwosci. Jest
to reakcja obronna rosliny polegajaca na szybkim obumieraniu komorek w miejscu
penetracji tkanek przez patogen (1). Ma ona na celu ograniczenie rozprzestrzeniania
si¢ wirusa do sgsiednich komorek i tkanek. Typowym objawem takiej reakcji sa
drobne nekrotyczne plamki na lisciach. Laskowska i in. (20) wyrdznili w swoim
tescie inokulacji dwa rodzaje reakcji nadwrazliwosci w zalezno$ci od tego, czy ne-
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krotyczne plamki pojawiaty si¢ tylko na dolnych, inokulowanych lisciach (wtedy
reakcje okreslano po prostu jako reakcja nadwrazliwosci — HR, ang. hypersensitive
reaction) (fot.1), czy byly one odnotowane takze na lisciach mtodszych, ze §rodko-
wego 1 gornego pietra rosliny (w tym przypadku reakcje okreslano jako systemiczna
reakcja nadwrazliwosci — SHR, ang. systemic hypersensitive reaction). Wystapienie
objawow na lisciach, ktore nie byly inokulowane §wiadczy o mniejszej skuteczno$ci
SHR, poniewaz migracja wirusa w obrgbie rosliny nie zostata zahamowana. Sposrod
przedstawicieli sekcji Alatae wszystkie testowane rosliny N. forgetiana wykazywaly
objawy SHR. Natomiast rosliny reprezentujace dwa z siedmiu badanych obiektow
N. alata oraz dwa z czterech badanych obiektow Nicotiana x sanderae wykazywaty
objawy HR oraz ujemny wynik DAS-ELISA na obecno$¢ TSWV w gornych lisciach.
U pozostatych obiektow tych dwoch gatunkow odnotowano SHR u 6,3-50,0% bada-
nych roslin oraz HR u pozostalych. Wyzej opisane wyniki Laskowskiej i in. (20)
pokazuja, ze najlepszymi zroédtami odpornosci na TSWV sposrdod naturalnie powsta-
tych gatunkéw z rodzaju Nicotiana, zawartych w kolekcji IUNG-PIB, sa wybrane
dwa obiekty N. alata, z ktorych wszystkie testowane rosliny wykazuja silng reakcje
nadwrazliwosci (HR) na inokulacje TSWV. Fakt, ze obiekty tego gatunku ro6znig si¢
pod wzgledem odpornosci moze by¢ konsekwencja m.in. dryfu genetycznego, ponie-
waz rozmnozenia kolekcyjne tej obcopylnej rosliny sa zazwyczaj matymi populacjami.

Fot. 1. Objawy zarejestrowane po inokulacji TSWV na roslinie Nicotiana alata.

Na dolnym, inokulowanym wczes$niej lisciu (z prawej strony) widoczne sg objawy nadwrazliwosci
w postaci matych nekrotycznych plamek

Zrodho: A. Depta, zasoby whasne
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Przeniesienie odpornosci na TSWYV z N. alata do tytoniu i pierwsze odmiany
odporne

Gatunek N. alata Link et Otto nalezy do sekcji Alatae. Jest on obligatoryjnie
obcopylny, posiada zaledwie 9 par chromosomdw i z pochodzenia jest aneuploidem,
poniewaz wigkszos$¢ gatunkow z rodzaju Nicotiana posiada 12 par chromosomow
lub wielokrotnos¢ tej liczby (11). Natomiast N. tabacum jest gatunkiem samopyl-
nym, naturalnym amphidiploidem powstalym w wyniku odrgbnej linii ewolucyjnej
i posiada 24 pary chromosomow (12, 13). Przeniesienie odpornosci na TSWV od
N. alata do gatunku uprawnego poprzez krzyzowanie mi¢dzygatunkowe jest dos¢
trudne ze wzgledu na matlg liczbe uzyskiwanych nasion mieszancow i niskg przezy-
walnos$¢ siewek, ktore z nich wyrastaja (2). Roznice w liczbie chromosomow i niezbyt
wysoki poziom homologii chromosomowej u tych dwoch gatunkoéw utrudniajg prze-
bieg mejozy u mieszaficow. Z badan cytogenetycznych mieszancow F | (N. tabacum %
N. alata) realizowanych w pierwszej potowie XX wieku, wynika, ze liczba sparo-
wanych chromosomoéw obserwowana w pierwszej metafazie mejozy wynosi od 5 do
9 (11), co oznacza, ze nie zawsze kazdy chromosom N. alata odnajduje swojego ho-
meologa. Dobdr odmiany tytoniu do krzyzowania z N. alata ma znaczenie dla liczeb-
nosci i zywotnos$ci uzyskiwanych mieszancow. Berbe¢ (2) wybrat do krzyzowania
z N. alata odmiang¢ Nadwislanski Maly, poniewaz wczes$niejsze badania pokazaly, ze
z takiego krzyzowania mozliwe jest uzyskanie stosunkowo duzej liczby mieszancow.
Jednak uzyskane przez tego autora rosliny F  charakteryzowaty si¢ niskg przezy-
walnoscig 1 byly catkowicie nieptonne. W mejozie nielicznych ro$lin odnotowano
0-10 biwalentow, przy czym ich liczba modalna wynosita 6.

Wiele prob przeniesienia odpornosci na TSWYV z N. alata do tytoniu zakonczyto
si¢ niepowodzeniem. Dopiero zastosowanie w latach 80. XX wieku przez Zygmunta
Gajosa (8), z 6wczesnego Centralnego Laboratorium Przemystu Tytoniowego
w Krakowie, metody pomostowej polegajacej na wykorzystaniu trzeciego gatunku
(N. otophora) do krzyzowania mi¢dzygatunkowego doprowadzilo do uzyskania
odpornej odmiany tytoniu Polalta. Z kilku wczesniejszych publikacji tego autora
mozna odtworzy¢ rodowod tej odmiany, chociaz nie zawierajg one informacji o ge-
notypach/odmianach N. tabacum uzytych do krzyzowania ani doktadnych wynikow
badan cytologicznych otrzymanych mieszancow. W szczegotach proces hodowlany
przebiegal nastepujgco: siewki mieszanca F, (N. tabacum % N. alata) poddano kolchi-
cynowaniu i otrzymano ro$liny amfidiploidalne, z ktérych jedna wytworzyta kwiaty
meskoplodne. Roslina ta nie zawigzywata nasion w wyniku samozapylenia, ale jej
pytkiem zapylono rosliny tytoniu szlachetnego. Z tego krzyzowania wstecznego uzy-
skano seskwidiploidalne rosliny BC, ktore w testach inokulacji TSWV wykazywaty
reakcje nadwrazliwosci (4). Jednak te rosliny BC, nie mogty by¢ zapylone pytkiem
wlasnym ani pytkiem N. tabacum. Nasiona uzyskano dopiero po zapyleniu pytkiem
mieszanca otrzymanego z N. tabacum i N. otophora, przy czym mieszaniec ten byt
najprawdopodobniej amfidiploidem (5, 6). Testy inokulacji TSWV uzyskanych ro-
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slin 1 kolejne krzyzowania wsteczne (BC,-BC,) odpornych mieszancow do gatunku
uprawnego pozwolity na otrzymanie odpornych roslin, ktére mogty by¢ rozmnazane
przez samozapylenie. Stosunek liczby osobnikéw odpornych i podatnych w testach
inokulacji byt zblizony do 1:1 —u roslin uzyskanych z krzyzowan wstecznych oraz do
3:1 —u roslin z samozapylenia. Na tej podstawie wysnuto wniosek, ze odporno$¢ na
TSWYV w tych materiatach hodowlanych jest warunkowana przez jeden dominujacy
gen (6). Selekcja homozygotycznych osobnikéw odpornych na TSWV i otrzymanie
dalszych pokolen poprzez samozapylenie doprowadzilo do uzyskania kilku linii
hodowlanych (7). Z jednej z nich wyprowadzono p6zniej odmiang Polalta, ktora jest
tytoniem ciemnym, w typie zblizonym do Putawskiego (8).

Zygmunt Gajos (9) wykorzystal tez swoje migedzygatunkowe mieszance z odpor-
noscig od N. alata do dalszych wielokrotnych krzyzowan wstecznych z odmianami
Virginii, takimi jak: Virginia Skroniowska 78, Virginia SCR i Wislica w celu otrzyma-
nia odmiany odpornej na TSWV w typie papierosowym jasnym. Prace te doprowadzity
to otrzymania odmiany Virginia ZG-4 nazwanej potem Wiktoria. Obecnie odmiany
Polalta i Wiktoria nie sa uprawiane ze wzgledu na niekorzystne cechy jakosciowe.

Moon iNicholson (21) opracowali markery molekularne sprzezone z odporno-
scig na TSWV u odmiany Polalta. W tym celu najpierw otrzymali pokolenia F iF,
pochodzace z krzyzowania tej odmiany z odmiang podatng — K326. Test inokulacji
wykonany na segregujgcej populacji F, potwierdzil, ze odporno$¢ jest warunkowana
przez jeden dominujacy gen, poniewaz stosunek osobnikéw odpornych do podat-
nych wynosit doktadnie 3:1. Natomiast linie podwojonych haploidow otrzymane
z mieszahcow F| zostaty poddane analizie polimorfizmu przy uzyciu metody AFLP
(z ang. amplified fragment length polymorphism). Zidentyfikowano 48 markerow
polimorficznych réznicujacych odporne i podatne linie podwojonych haploidéw.
Nastepnie wykorzystano 32 markery dajace powtarzalne wyniki do konstrukcji mapy
genetycznej, na ktorej wykryto sprzgzenie 25 z tych markeréw z odpornoscia na
TSWV. Wyniki amplifikacji 24 z nich r6znicowaly odmiany podatne i odporne, przy
czym byly one takie same dla odmian Polalta, Wiktora i N. alata. Cztery fragmenty
AFLP $cisle sprzezone z odpornoscia na TSWV przeksztatcono w markery SCAR
(z ang. sequence characterized amplified region), ktdrych zastosowanie w rutynowym
genotypowaniu materialdw hodowlanych jest znacznie latwiejsze w poréwnaniu
z AFLP, poniewaz wymagane jest wykonanie tylko jednej reakcji PCR i sprawdzenie
jej wyniku na zelu agarozowym.

Laskowska iin. (20) wykorzystali dwa z ww. markeréw SCAR do amplifikacji
obiektow kolekcyjnych, ktore byly rowniez wiaczone do testu inokulacji TSWV.
Wisrdd testowanych obiektow znajdowaly sie tez odmiany Polalta i Wiktoria. Wszyst-
kie rosliny odmiany Polalta wykazywatly reakcje nadwrazliwosci po inokulacji i am-
plifikowaty markery SCAR zwigzane z odpornoscig. Natomiast sposrod 19 badanych
ro$lin odmiany Wiktoria tylko cztery wykazaty reakcje nadwrazliwos$ci i amplifikowaty
te markery tak jak odmiana Polalta. Pozostale testowane rosliny odmiany Wiktoria
byly podatne i nie amplifikowaty tych markeréw. Wynik ten sugeruje, ze badana
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populacja roslin tej odmiany byta prawdopodobnie heterogeniczna, tj. sktadata si¢
z homozygot dominujacych i heterozygot wzgledem genu odpornosci oraz podat-
nych homozygot recesywnych. Jednak w pozniejszej publikacji Trojak-Goluch
i in. (28), nawiazujac do wyzej opisanych badan, biora pod uwage mozliwos¢, ze
odpornos¢ odmiany Wiktoria jest niestabilna, co sugeruje raczej problem z ekspresja
genu odpornosci. Alternatywnym wyjasnieniem moze by¢ losowa eliminacja intro-
gresji warunkujacej odporno$¢, np. w procesie gametogenezy. Potwierdzenie wyzej
wymienionych przypuszczen wymaga dodatkowych badan na temat dziedziczenia
lub ekspresji czynnikéw warunkujacych odporno$¢ odmiany Wiktoria.

Wykorzystanie odmiany Polalta w hodowli odmian odpornych na TSWV
w IUNG-PIB

Wykorzystanie odmiany Polalta w dalszej hodowli jako zrodta odpornosci jest dos¢
ograniczone, poniewaz mieszance F uzyskane z krzyzowania z innymi odmianami
tytoniu wykazuja szereg deformacji morfologicznych, ktore nie wystgpowaty u form
rodzicielskich. Na przyktad u mieszancow F, odmian Polalta i Wislica stwierdzono
kartowato$¢, guzy na kwiatostanach, liscie o anormalnym, wydtuzonym lub tasmo-
watym ksztatcie i grubych nerwach (19) (fot. 2 a,b).

a) e b)
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Fot. 2. Pokroj rosliny z odmiany Polalta (a) oraz mieszafica F, (Polalta x Wislica) (b)

Zrodto: D. Laskowska, zasoby wlasne



Osiggnigcia i wyzwania w hodowli tytoniu odpornego na TSWV... 41

Pojawianie si¢ podobnych deformacji u mieszancéw pochodzacych od odmiany
Polalta odnotowano tez w zagranicznych osrodkach naukowych (21, 22). Geny warun-
kujace powstawanie deformacji morfologicznych wydaja sie by¢ sprzezone z genem
odpornosci na TSWV. Dlatego trudno wyselekcjonowac z segregujacych populacji
ro$liny odporne bez deformacji morfologicznych. Na przyktad Moon i Nicholson
(21) wykonali krzyzowania wsteczne roslin F, (K326 x Polalta) do odmiany K326
w celu redukcji rozmiaréw introgresji, jednak wsrod 1080 roslin z pokolenia BC, nie
uzyskali osobnikéw odpornych o normalnym fenotypie.

W celu przetamania tego niekorzystnego sprzezenia Laskowska i Berbe¢ (19)
zastosowali metody hodowlane oparte na kulturach in vitro (takie jak androgeneza
i regeneracja podwojonych haploidow z fragmentéw walca osiowego), ktore sa
znane ze swojego mutagennego dziafania. Z pylnikow mieszanca F, (Polalta x Wi-
$lica) uzyskano w warunkach in vitro 400 ros$lin haploidalnych. Wiekszo$¢ z nich
wykazywalo powazne deformacje nie tylko w kulturach in vitro, ale i w pdzniejszym
okresie wzrostu. Po tescie inokulacji TSWV wykonanym w warunkach szklarniowych
wyselekcjonowano tylko 5 odpornych roslin bez deformacji. Nastepnie otrzymano
znich linie podwojonych haploidéw poprzez regeneracj¢ pedow z fragmentéw walca
osiowego w kulturach in vitro i samozapylenie ptodnych regenerantow. Do dalszych
badan wyselekcjonowano 3 linie (PW-833, PW-834, PW-900), z ktorych wszystkie
ros§liny wykazywaty reakcje nadwrazliwo$ci na TSWV i cechowaly si¢ najlepsza
morfologig. Otrzymano tez mieszance F, ww. linii PW z Wislicg. Udziat ro$lin od-
pornych i podatnych w potomstwie uzyskanym przez krzyzowanie wsteczne tych
mieszancow do Wislicy oraz w pokoleniu F, potwierdzit hipotez¢ o determinacji
cechy odpornosci przez jeden dominujacy gen. Po wzgledem cech morfologicznych
otrzymane linie PW przypominaty tyton ciemny, tj. byly zblizone do odmiany Polalta
(D. Laskowska — informacja ustna).

W kolejnych latach Trojak-Goluch i in. (27) wlaczyli wybrane linie PW do
analogicznie prowadzonego procesu hodowlanego, ktorego celem byto wprowadze-
nie cech tytoniu typu papierosowego jasnego oraz odpornosci na czarng zgnilizne
korzeni, ktora jest grozng choroba grzybowa powodowana przez Thielaviopsis
basicola (gatunek ostatnio sklasyfikowany jako Berkeleyomyces spp.). Linie ho-
dowlana PW-834 krzyzowano z linia WGL 3, ktora jest odporna na Th. basicola
oraz izogeniczna do odmiany Wislica. Pylniki ro$lin F, (WGL 3 x PW-834) poddano
androgenezie i otrzymano 242 ros$liny haploidalne, ktore sklonowano i wtgczono do
testow inokulacji przy uzyciu badanych patogenow. Tylko 24 haploidy wykazywaty
odpornos¢ na Th. basicola oraz TSWV. Z roslin tych uzyskano 15 linii podwojonych
haploidow (nazywanych dalej liniami DH), potwierdzono odpornos$¢ tych linii na
obydwa patogeny w szklarniowych testach inokulacji oraz oceniono ich morfologie
w doswiadczeniu polowym (28). Wyniki pokazuja skutecznos¢ eliminacji deformacji
morfologicznych w tym programie hodowlanym, poniewaz $redni stopien deformacji
nowych linii DH (ocenionych za pomoca 6-stopniowej skali) wahat si¢ pomigdzy
0,011 1,5, podczas gdy dla linii PW-834 wynosit on 2,1, a dla odmiany Polalta —4,3.
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Zaobserwowano duzg zmienno$¢ mi¢dzy badanymi liniami w wysokosci ro$lin oraz
strukturze, kolorze i rozmiarach lisci. Wiekszo$¢ badanych linii DH charakteryzowata
si¢ statystycznie istotnie mniejszg wysokoscig roslin oraz liczbg i szerokos$cig lisci
w porownaniu z liniag WGL 3. Jednak do dalszych badan wybrano dwie linie DH
o fenotypie najbardziej zblizonym do tej linii rodzicielskie;j.

Do dalszych prac hodowlanych opracowano nowe markery molekularne, ktore
pozwolity nie tylko na selekcje osobnikéw homozygotycznych z dwoma kopiami
introgresji z populacji segregujacych, ale i na wykrycie rekombinantow w rejonie
introgresji (16). Wykonano sekwencjonowanie catych genomow N. tabacum, N. alata
1 odmiany Polalta oraz analize podobienstwa odczytow dla uzyskanych danych. W ge-
nomie Polalty zlokalizowano introgresje od N. alata, ktora jest zwigzana z odporno$cia
na TSWYV. Znajduje si¢ ona w rejonie grupy sprz¢zen nr 7 i odpowiada odcinkowi
0-40 cM u N. tabacum. Otrzymane sekwencje N. tabacum i N. alata z tego rejonu
chromosomowego pozwolity na zaprojektowanie gatunkowo specyficznych starteréw
PCR. Tak uzyskane markery zastosowano do genotypowania segregujacej populacji
F, otrzymanej z krzyzowania wybranych linii DH z WAC 121D7 (wysokoplenng
odmiang tytoniu papierosowego jasnego). Wsrod 1550 roslin F, zidentyfikowano
15,5% homozygot z dwoma kopiami introgresji od N. alata, 51,2% heterozygot oraz
33,1% homozygot bez introgresji. W analizie morfologicznej stwierdzono deformacje
morfologiczne niektorych roslin dotyczace gtdéwnie unerwienia lisci (grube i nieregu-
larne nerwy li§ci). Znacznie rzadziej rejestrowano nienormalny ksztatt lisci (waskie
lub tasmowate liscie). W przyblizeniu polowa homozygot z introgresja i heterozygot
wykazywala ww. deformacje. Natomiast wsrod homozygot bez introgresji problemy
z morfologia byly rzadsze, bo dotyczyly tylko 26% roslin. Wynik ten wskazuje na
to, ze badana introgresja jest czesciowo odpowiedzialna za powstawanie deformacji
morfologicznych u form mieszancowych otrzymanych w tym programie hodowlanym.
Zmniejszenie rozmiardw tej introgresji w celu eliminacji niekorzystnych sprze¢zen
genu odpornosci na TSWYV z genami wpltywajacymi na fenotyp, w przypadku metod
konwencjonalnych, wymaga otrzymania rekombinantow. Niestety frekwencja rekom-
binacji w tych materiatach hodowlanych jest do$¢ niska (w wyzej opisanej populacji
F, frekwencja ta wynosita 0,2%), co jest prawdopodobnie efektem niskiej homologii
rejondw chromosomowych pochodzacych od N. alata i N. tabacum. Problem ten
stanowi najwicksze wyzwanie dla hodowli tytoniu ukierunkowanej na odpornos¢ na
TSWYV. Rozwo6j metod molekularnych pozwalajacych na genotypowanie wielu ty-
siecy roslin i coraz tansze sekwencjonowanie genomow daje nadziej¢ na otrzymanie
pozadanych rekombinantéw w przysztosci.

Podsumowanie
Hodowla tytoniu ukierunkowana na odporno$¢ na TSWV wykorzystuje jako zrodto

odporno$ci gtownie gatunek N. alata oraz odmiane¢ Polalta, do ktérej przeniesiono
odporno$¢ od tego gatunku. Odmiana Polalta nie jest uprawiana ze wzgledu na nieko-
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rzystne cechy jakoSciowe, a jej wykorzystanie w hodowli jest utrudnione, poniewaz
krzyzowanie z innymi odmianami tytoniu prowadzi do deformacji morfologicznych
mieszancow F,. Dotychczasowa hodowla realizowana w IUNG-PIB doprowadzita do
zmniejszenia zaawansowania deformacji morfologicznych otrzymanych linii hodow-
lanych. Jednak catkowite wyeliminowanie tych probleméw fenotypowych przy uzyciu
konwencjonalnych metod jest utrudnione ze wzgledu na niekorzystne sprzezenie
genow, ktore je warunkuja z genami odpornosci na TSWV w obrgbie introgresji od
N. alata oraz niska czesto$¢ rekombinacji w tym rejonie chromosomowym. Rozwoj
metod molekularnych pozwalajacych na masowe genotypowanie i sekwencjonowanie
ro$lin moze pomoc w uzyskaniu pozadanych rekombinantow w przysztosci.
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