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Wstep

Tyton szlachetny (Nicotiana tabacum L.) to wazny przemystowy gatunek pocho-
dzacy pierwotnie z terenu Ameryki Poludniowej. Do Europy zostat przywieziony
przez Krzysztofa Kolumba, a do Polski trafit w XVI wieku z Turcji. Rozwdj uprawy
tytoniu w Polsce nastgpil juz w XVII wieku za sprawa umowy, w mysl ktorej krol
Jan III Sobieski zobowigzat si¢ dostarczy¢ tyton krolowi Francji Ludwikowi X1V (4),
a nastgpnie po powotaniu w 1922 r. Polskiego Monopolu Tytoniowego (6).

Tyton uprawiany jest obecnie w blisko 100 krajach §wiata, m.in. w Polsce. Naj-
wiecej tytoniu uprawia si¢ w krajach Azji oraz Ameryki Potudniowej i Péinocnej,
a znaczaco mniej w Europie. Uprawa tytoniu w Polsce stanowi wazng gataz produkcji
roslinnej zapewniajacg dochodowo$¢ gospodarstw w rejonach ze stabymi glebami (4).
W ostatnich latach, po zaprzestaniu doptat do produkcji tytoniu, cze$¢ producentdw
zrezygnowala z uprawy. Mimo to dla znacznej grupy plantatoréw uprawa tytoniu jest
jedynym zrédtem dochodu. W zwigzku z tym istnieje potrzeba, by uzyskiwac¢ odmiany
tytoniu o coraz lepszych cechach jakosciowych, jak i odporno$ciowych.

Jako$¢ plonu zalezy od wielu czynnikéw, w tym od odpornosci na patogeny
powodujace choroby. Sprawcami chorob tytoniu sg bakterie, grzyby i wirusy. Duze
zagrozenie stanowig réwniez owady bedace szkodnikami, jak réwniez wektorami
przenoszacymi choroby wirusowe. Sprawcami choréb bakteryjnych tytoniu sg Pseu-
domonas syringae 1 Pseudomonas angulata. Gtownym zrodlem zakazenia roslin

*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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w polu tymi bakteriami jest chora rozsada, dlatego bardzo wazne sg odpowiednie
zabiegi profilaktyczne na etapie produkcji rozsady, poprzez stosowanie odkazonych
nasion, wolnego od patogenow podioza, jak tez odkazanie narzedzi. Choroby grzybowe
wywotywane sg przez wiele patogendw (m.in.: Thielaviopsis basicola, Rhizoctonia
solani, Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria alternata i inne). W celu uniknigcia
zakazenia nalezy stosowac odpowiednia profilaktyke i agrotechnike, a w przypadku
porazenia mozliwe jest zastosowanie fungicydéow. Choroby wirusowe stanowia duzy
problem w uprawie tytoniu, gdyz ochrona chemiczna czg¢sto jest nieskuteczna i ogra-
nicza si¢ jedynie do zmniejszenia populacji wektora, ale nie zapobiega rozwojowi
infekcji wywotanej wirusem.

Charakterystyka PVY i reakcje roslin na infekcje

Szczegolnie duze zagrozenie powodujace znaczne straty ekonomiczne w uprawie
tytoniu w Polsce i na $§wiecie stanowi wirus Y ziemniaka (PVY, ang. Potato virus Y) na-
lezacy do rodzaju Potyvirus i wywolujacy brunatng nekroze nerwow (70). Uszkodzenie
nerwow skutkuje zahamowaniem transportu wody i soli mineralnych do tkanek lisci,
a zmiany chorobowe blaszki lisciowej w postaci plam chlorotycznych i nekrotycz-
nych ograniczajg powierzchnig i zdolno$¢ asymilacyjng oraz wymiang gazowa roslin
(rys. 1). Prowadzi to do zahamowania wzrostu roslin, a niekiedy do ich catkowitego
zamierania (85). Ponadto PVY powoduje wzrost zawarto$ci azotanow w lisciach, co
pogarsza jako$¢ wysuszonego surowca (82). Wirus ten przenoszony jest przez mszyce
W sposob nietrwaty (15), co uniemozliwia skuteczng ochrong chemiczng.

Wazna cecha PVY jest jego zrdéznicowanie i zdolno$¢ do rekombinacji (37, 65).
Na podstawie objawdw chorobowych na ziemniaku i tytoniu, jak réwniez badan
serologicznych i molekularnych, wyodrebniono trzy gtowne grupy tego wirusa.
Szczep PVY© wystepuje powszechnie i powoduje glownie mozaikowe przebarwienia
u wiekszosci odmian ziemniaka i podobne zmiany chorobowe w odmianach tytoniu
(39). Szczep PVY© powoduje smugowatos¢ u odmian ziemniaka posiadajacych gen
Nc i nienekrotyczne objawy na tytoniu (31). Trzecig grupe stanowig izolaty PVYN
powodujace nekrozy nerwow lisci tytoniu. Ze wzgledu na zréznicowane objawy cho-
robowe na ziemniaku izolaty te podzielono na izolaty PVYNW, ktore powoduja stabe
objawy mozaiki na liciach ziemniaka oraz PVYN™, ktore prowadza do powstania
nekrozy bulw (13, 49).

W uprawie tytoniu najwicksze zagrozenie stanowig izolaty PVY™, ktore nie tylko
powoduja nekrozy nerwow, ale rowniez majg zdolnos¢ do przetamywania istniejacych
zrodet odpornosci (46). W celu ochrony roslin konieczne jest zatem prowadzenie prac
hodowlanych w kierunku podniesienia odpornosci na wirusa Y ziemniaka. Jest to
mozliwe poprzez znajomos$¢ mechanizmoéw obronnych roslin, poszukiwanie zrodet
odpornosci i przenoszenie genéw odpornosci w wyniku krzyzowania miedzyodmia-
nowego 1 miedzygatunkowego, a takze z zastosowaniem inzynierii genetycznej.
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Rys. 1. Objawy chorobowe w postaci nekroz nerwow i plam chlorotycznych na tytoniu spowodowane

porazeniem przez PVY

Zrodlo: A. Depta

Zakazenie rosliny przez wirusa wymaga szeregu zgodnych interakcji pomiedzy
czynnikami gospodarza i wirusa w ramach ztozonego, wieloetapowego procesu, ktory
obejmuje ekspresje 1 replikacje genomu wirusowego oraz przemieszczanie si¢ go
zaréwno miedzy komoérkami, jak i poprzez uktad naczyniowy rosliny (22). Reakcja
odpornosciowa roslin na infekcje wirusowa moze by¢ zréznicowana. Catkowita od-
porno$¢ zwana immunig uniemozliwia replikacje wirusa, za$ czgsciowa — ogranicza
przemieszczanie si¢ wirusa z komorki do komorki i w ten sposob chroni jg przed
infekcja systemiczng. W wyniku infekcji wirusowej podatna roslina wykazuje silne
objawy chorobowe, ktdre moga doprowadzi¢ do jej zamierania. Natomiast stabe ob-
jawy lub ich brak przy jednoczesnej obecnosci wirusa w tkankach rosliny sg objawem
reakcji okreslanej jako tolerancja (14, 62).

Mechanizmy reakcji odporno$ciowej sa warunkowane genetycznie i moga za nig
odpowiada¢ zarowno geny dominujgce, jak i recesywne, przy czym odporno$¢ na
wirusy z rodziny Potyviridae czgSciej warunkowana jest genami recesywnymi niz
w przypadku odporno$ci na wirusy nalezace do innych rodzin (22). Genom PVY
zbudowany jest z pojedynczej, sensownej nici RNA o dlugosci 9700 nukleotydow. Na
koncu 5’ czasteczki RNA znajduje si¢ biatko VPg (ang. Veinal Protein genome linked),
za$ koniec 3’ jest poliadenylowany (67, 80). Catos¢ otoczona jest biatkowym ptasz-
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czem (CP, ang. coat protein). Po wniknieciu do komorki gospodarza wirus w pierw-
szej kolejnosci wytwarza poliproteing, ktora podlega w dalszym etapie proteolizie
i w ten sposob powstaja aktywne biatka wirusowe (36). Badania wykazaty, ze wi-
rusowe biatko VPg wchodzi w interakcje z eukariotycznym czynnikiem inicjacji
translacji elF4E i jego formami izomerycznymi (87, 66). Czynniki inicjacji translacji
s istotnymi sktadnikami komorki kodowanymi przez matg rodzing wielogenowa,
ktora wigze si¢ ze strukturg czapeczki mRNA na koncu 5’wigkszosci mRNA. Biatko
VPg wirusa moze oddziatywac z elF4E, nasladujac strukture czapeczki 5 mRNA
i w ten sposob infekowac rosline (7).

Prace hodowlane wykorzystujace rézne zrodia odpornosci na PVY

Odpornos$é w obrebie gatunku Nicotiana tabacum

Gatunek Nicotiana tabacum L. obejmuje duzg liczbe odmian i linii hodowlanych
o zroznicowanej odporno$ci na PVY, przy czym zadna odmiana nie wykazuje petnej
immunii na wszystkie szczepy tego wirusa. Podatno$¢ wielu uprawianych komercyjnie
odmian tytoniu na nekrotyczne szczepy wirusa Y ziemniaka sprawita, ze konieczne
byly prace hodowlane nad poprawa tej odpornosci. Jedna z pierwszych metod byto
naswietlanie nasion podatnej odmiany Virgin A promieniami Rentgena, dzi¢ki cze-
mu uzyskano mutanty odporne na PVY (VAM, Virgin A Mutant) (42). Nastepnie
w wyniku prowadzonej hodowli uzyskano wiele odmian o zwigkszonej odporno$ci na
PVY. W tym celu zastosowano zardwno przeniesienie uzyskanej odpornosci na drodze
klasycznej hybrydyzacji, jak i wykorzystywano metody selekcji masowej. Odmiana
TN 86 posiada odpornos¢ pochodzaca od odmiany VAM (58), natomiast niemiecka
odmiana Virginia SCR powstata w wyniku masowej selekcji z odmiany VN1 (12). Na
bazie odmiany Virginia SCR powstata tez odmiana Perevi (60). Nalezaca do tytoniu
ciemnego odmiana PBD6 okreslana jest jako efekt selekcji form mieszancowych
uzyskanych z krzyzowania odpornej na PVY odmiany Paraguay P48 z Bel 61-10 (24).
Polska odmiana Wislica zostata uzyskana w wyniku klasycznej hodowli krzyzowkowe;j
pomiedzy polska linig hodowlang a odmiang amerykanska (45).

Odpornos$¢ na wirusa Y ziemniaka obecna w odmianie VAM, jak rowniez w innych
wymienionych powyzej odmianach warunkowana jest przez pojedynczy recesywny
gen va zlokalizowany na chromosomie 21 (25). Szczegotowe badania molekularne
RAPD (ang. Randomly Amplified Polymorfic DNA) na liniach izogenicznych roznig-
cych si¢ jedynie podatno$cig na PVY pozwolity stwierdzi¢, ze w odmianie VAM od-
porno$¢ ta spowodowana jest delecja o wielkosci ok. 1 Mb w locus Va warunkujacym
podatno$¢ na PVY (59). Badania z uzyciem japonskiego izolatu PVY-T wykazaly,
ze istniejg trzy alleliczne formy genu va: va, val i va2 (89), ktorych skutecznos¢
w stosunku do PVY jest zroznicowana. Acosta-Leal i Xiong (1) stwierdzili, ze
odpornos¢ w odmianie VAM sklada si¢ w rzeczywistosci z dwdch genow recesyw-
nych: val i va2. Pierwszy z nich ogranicza przemieszczanie si¢ wirusa z komorki do
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komorki, a drugi ogranicza akumulacje wirusa. Dlatego tez odpornos¢ tej odmiany
jest do$¢ wysoka. Odmiany TN 86 i Wislica posiadaja stabszy allel val (84), za$
odmiany V. SCR i PBD6 maja allel va2, ktéry stanowi najmniejsza ochrone przed
PVY (2, 46). Zostato to potwierdzone szeregiem badan odpornosciowych przy uzyciu
izolatow PVY o zréznicowanej zjadliwosci (41, 57, 28, 45, 20).

Szczegolowe badania Julio iin. (41) z zastosowaniem sekwencjonowania nowej
generacji pozwolity dokona¢ analizy transkryptomoéw 12 wsobnych linii rekombinacyj-
nych (RILS) pokolenia F., ktore segregowaly pod wzgledem odpornoscina PVY. Po-
przez poréwnanie z referencyjnymi transkryptomami zidentyfikowano geny rdzniace
si¢ ekspresja w roslinach podatnych i odpornych. Wsrod wyselekcjonowanych okoto
30 kandydatow do sekwencjonowania znajdowat si¢ eukriotyczny czynnik inicjacji
translacji (elF4E), ktory wykazywat silng ekspresje tylko w podatnych odmianach.
Gen e/F4E zostal zmapowany na chromosomie 21 i korespondowat on do izoformy
elF4E pochodzacej od gatunku rodzicielskiego N. sylvestris. Badania te obejmowaty
réwniez inokulacje 163 obiektow Nicotiana tabacum izolatem PVYYN oraz analize
tych roslin pod katem obecnosci markeréw molekularnych, w tym markera S10760,
ktory zwigzany byt z eukariotycznym czynnikiem inicjacji translacji (elF4E). Obiek-
ty wykazujace objawy chorobowe amplifikowaly wszystkie uzyte markery, w tym
S10760. Natomiast wsrdd obiektow uznanych za odporne na PVY zaobserwowano
pewne zroznicowanie. Dwadzie$cia osiem nie amplifikowato Zadnego markera, co
moze wskazywa¢ na duza delecje w obrebie badanego genu. Cztery odmiany nie
amplifikowaly markera S10760, ale amplifikowaty pozostate markery, co moze $wiad-
czy¢ o mniejszej delecji. Natomiast 13 odmian uznanych za odporne amplifikowato
wszystkie uzyte markery. Zastosowanie sekwencjonowania pozwolito stwierdzic,
ze posiadaja one jedynie delecje obejmujaca 2 pary zasad w pozycji 478-479 (41).
Tak zréznicowane wyniki w obrebie odmian odpornych byly podstawg do dalszych
badan nad trwatoscig odpornosci typu va (57). Sposrod obiektow badanych wczesniej
przez Julio iin. (41) wytypowano do dalszych badan cztery grupy, ktore r6znity si¢
wielkos$cig delecji oraz zastosowano 9 izolatow PVY o zréznicowanej zjadliwosci.
Grupa pierwsza (LD, ang. Large Deletion) obejmowata odmiany: VAM, Wislica, TN86
i PBD6, posiadajace duza delecje na chromosomie 21. Grupa druga (SD, ang. Small
Deletion) to odmiany takie jak: Elka245, Littre C, Philippin i Wika, ktoére miaty
mniejszg delecje na chromosomie 21. Trzecia grupa (FS, ang. Frameshift) to odmia-
ny: Burley DC, Semoy i Skro.L56, ktore posiadaty delecj¢ o wielkosci dwoch par
zasad w obrgbie genu e/F4E-1, w wyniku czego nastgpito skrocenie C-koncowego
odcinka biatka liczacego 163 aminokwasy. Czwartg grupe stanowity mutanty (EMS-1
i EMS-2) otrzymane po zastosowaniu metanosulfonianu etylu, u ktoérych nastapito
C-koncowe skrocenie biatka zawierajacego odpowiednio 50 lub 53 aminokwasy.
Wyniki badan przeprowadzonych przez Michela iin. (57) wykazaty zroznicowana
reakcje na PVY w zaleznosci od wielkosci delecji. Najwyzszg odpornoscia charakte-
ryzowata si¢ odmiana VAM, a nieco mniejsza TN86 i Wislica. Najstabsza odpornosé
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sposrdéd odmian z grupy LD posiadata odmiana PBD6. Obiekty z pozostatych trzech
grup odznaczaly si¢ znacznie mniejszg odpornoscig na PVY. Wyniki przedstawione
powyzej sa spojne z wynikami innych autoréw (20, 28, 45, 83). Badania odpornosci
pieciu odmian (VAM, Wislica, TN86, V. SCR, PBD6) prowadzono w ramach dzia-
falno$ci migdzynarodowej organizacji CORESTA zaréwno w warunkach polowych
w 13 krajach $wiata (Wegry, Kolumbia, Szwajcaria, Polska, Niemcy, Francja, Ma-
cedonia, Wtochy, Zimbabwe, Chiny, Iran, Chorwacja i Korea Pid.) (83), jak rowniez
w warunkach szklarniowych, gdzie zastosowano metodg inokulacji z wykorzystaniem
29 izolatow PVY nalezacych do grup PVYNW i PVYNN | pozyskanych z plantacji tyto-
niowych w Polsce (28). Uzyskane wyniki wskazuja, ze najwigksza odpornoscig charak-
teryzowala si¢ odmiana VAM, a nastepnie Wislica i TN86, natomiast najgorzej wypadty
odmiany PBD61 V. SCR. Ocena odpornosci tego samego zestawu odmian za pomocg
inokulacji w warunkach szklarniowych wraz z analizg molekularng odpornos$ci przy
uzyciu markera S10760 (51) zostata wykonana przez Korbeckg-Glinke iin. (45).
W badaniach tych wykorzystano 10 izolatéw PVY pochodzacych z Polski i Niemiec,
ktore zostaty réwniez szczegdtowo scharakteryzowane pod wzglgdem molekularnym.
Uzyskane wyniki sg podobne do otrzymanych przez Doroszewska i Czubacka
(28). Nieco szersze badania z uzyciem 25 odmian, w tym 17 polskich, przeprowa-
dzita Depta iin. (20). Na podstawie badan molekularnych z wykorzystaniem dwoch
primeréw opisanych przez Julio i in. (41) oraz Sierro i in. (72) zidentyfikowano
16 odmian z odpornoscia typu va. Inokulacja czterema izolatami PVY pozwolita
oceni¢ trwatos¢ tej odpornosci dla badanych obiektow. Najwyzsza odpornos¢ wyka-
zata odmiana VAM, cho¢ zostata ona porazona dwoma izolatami, reagujac nekroza
nerwéw. Odpornos¢ na jeden z czterech uzytych izolatow obserwowano u szesciu
odmian, w tym Wislicy i V. SCR. Pozostale odmiany posiadajgce recesywny gen va
zareagowaly nekrozami nerwow na wszystkie zastosowane izolaty (20).

Wyniki uzyskane przez Michela i in. (57) wskazuja, ze trwato$¢ odpornosci na
PVY zalezy od typu mutacji w obrebie genu elF'4E-1, pochodzacego od N. sylvestris,
oraz w wyniku dziatania dodatkowych genow. Analiza genetyczna i transkryptomiczna
wykazata obecno$¢ na chromosomie 14 genéw pochodzacych od N. tomentosiformis:
elF4E-2, elF4E-3 i elF4E-4. Dodatkowo na chromosomie 17, ktory ulegt rearanzacji
pomiedzy genomami gatunkow rodzicielskich, wystepuje gen elF'4E-5 pochodzacy
od N. sylvestris oraz elF4E-6 pochodzacy od N. tomentosiformis.

Odporno$¢ na PVY warunkowana genami recesywnymi jest w zasadzie mecha-
nizmem polegajacym na utracie podatnosci spowodowanej brakiem mozliwos$ci in-
terakcji biatka VPg z czynnikiem inicjacji translacji e/F4E (81). Delecja catego genu
elF4E-1,jak w przypadku odmiany VAM, gwarantuje najwyzszg odporno$¢. Nastepuje
wowczas nadekspresja genu elF'4E-2, z ktérym wirus tworzy niefunkcjonalne pola-
czenia. Nadekspresja tego genu moze by¢ dodatkowo wzmocniona, gdy brakuje genu
elFF4E-3, awystepuje hybryda e/F4E*3. Przedstawiona powyzej odpornos¢ typu va nie
gwarantuje pelnej immunii na wszystkie szczepy PVY, gdyz wirus ten jest w stanie
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przetamac t¢ odporno$¢. Mechanizm przetamywania odpornosci polega na zamianach
aminokwasOw w centralnej czesci biatka VPg wirusa. Mutacje obejmuja zamiang
seryny na glicyne w pozycji 101, a takze lizyny na treoning lub kwas glutaminowy
w pozycji 105 (48, 53, 65). Zmiany w obrebie biatka VPg izolatéw przetamujgcych
odporno$¢ pozwalaja potaczy¢ si¢ wirusowi z innym biatkiem kodowanym przez
geny z grupy elF4E (57).

Odporno$¢ warunkowana recesywnym genem va jest powszechnie wykorzysty-
wana w hodowli odmian tytoniu i stanowi ochrong przed najczesciej wystepujacymi
izolatami PVY. Jednocze$nie uprawa odmian odpornych sprawita, ze zwigkszyta si¢
liczba izolatéw przetamujgcych odporno$é typu va, szczegdlnie z grupy PVYNN (46,
47, 83).

Duze zagrozenie ze strony izolatow przetamujgcych odpornosé typu va powoduje,
ze konieczne jest poszukiwanie innych zrodet odpornosci. W badaniach Julio iin. (41)
zidentyfikowano 10 obiektow, ktore nie wykazaly nekroz nerwow na uzyty izolat PVY,
a jedynie mozaikowe przebarwienia i nie posiadaty recesywnego genu va. Badania
serologiczne wykazaly obecno$¢ wirusa w tkance roslin. Szczegotowe badania nad
tymi obiektami podjat Michel iin. (56) i wykazal, Ze istnieje mechanizm niezalezny
od genu va i jest on spowodowany mutacjg w obrgbie genu NtTPN1 (ang. Nicotiana
tabacum Tolerance to PVY induced Necrosisl) wystepujacego na chromosomie 13
1zwigzanego z domeng zawierajaca powtorzenia bogate w leucyne (LRR, ang. Leucine
— rich repeat). Mutacja ta polega na zamianie glicyny w argining w pozycji 497. Do-
mena LRR wystepuje u roslin w cytoplazmie w bliskim sgsiedztwie btony komorkowe;j
1 zwigzana jest z reakcja odpornosciowq rosliny na atak patogenu. Odpowiedzialne
za odpornos¢ geny R moga dziata¢ protekcyjnie na konkretny patogen lub petnié
role tzw. straznika, ktory wykrywa przylaczenie czynnika wirulencji do czasteczki
docelowej i uruchamia reakcje odpornosciowa (74). Zmiany w obrebie genu N¢TPN
polegajace na braku nekroz sugeruja, ze reakcja nekrotyczna na PVYN moze by¢
molekularnie i funkcjonalnie podobna do reakcji nadwrazliwosci zaleznej od genu
R. W tym modelu objawy nekrozy nerwdéw bytyby konsekwencja specyficznej dla
tkanki naczyniowej reakcji obronnej zwigzanej z indukcja programowanej §mierci
komorki (PCD). Indukowana przez PVY™ nekroza nerwéw moze byé uwazana za
rodzaj reakcji nadwrazliwo$ci (HR), ale niezdolnej do ograniczenia infekcji wirusowej
miejscowo, tak jak ma to miejsce w przypadku typowej reakcji nadwrazliwosci (HR),
ale prowadzi do porazenia systemicznego (56). Prezentowany powyzej mechanizm
odporno$ci nosi nazwe tolerancji, gdyz jedynie tagodzi objawy powodowane przez
patogen, ale nie hamuje replikacji, przez co wirus jest obecny w ro§linie i stanowi
zrddto infekeji. Pie¢ odmian tolerancyjnych (Zamojska 4, Virginia 278, Virginia Gold
Dollar, LB Koro i Ztotolistny IHAR) stwierdzono réwniez w badaniach Depty i in.
(20) w obrebie badanych 25 odmian tytoniu. Odmiany te po inokulacji czterema izo-
latami PVY, o zréznicowanej zjadliwosci, reagowaty jedynie przejasnieniami nerwow
1 plamami chlorotycznymi. Nie wystapity nekrozy nerwdw, cho¢ testy DAS-ELISA
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potwierdzily obecnos¢ PVY w tkance roslinnej. Badania molekularne wykazaty
obecnos¢ genu podatnosci Va. Cecha tolerancji moze by¢ alternatywa w programach
hodowlanych dla odpornosci typu va, ktora jest przetamywana przez zjadliwe izo-
laty PVY. Odmiany tolerancyjne, co prawda, wykazuja stabe objawy chorobowe
i zawieraja wirusa w soku komoérkowym, ale ich wzrost i rozwdj jest prawidtowy, co
zapewnia uzyskanie odpowiedniego plonu lisci. W obrebie badanych przez Depte
i in. (20) odmian uzyskano rowniez ciekawe wyniki dla odmiany Wegierski Ogro-
dowy, ktora pod wzgledem molekularnym amplifikowata gen podatnosci Va, ale
w zréznicowany sposob zareagowata na zastosowane izolaty PVY. Izolat staby IUNG
23 nie spowodowal porazenia. Nie zaobserwowano objawoéw chorobowych, a testy
DAS-ELISA nie wykazaly obecnosci wirusa w soku komorkowym. Izolat okreslony
jako $redni, [IUNG 17, wywotat stabe objawy w postaci przejasnien nerwow i plam
chlorotycznych, a obecnos$¢ wirusa w badanych roslinach zostata potwierdzona sero-
logicznie. Dwa izolaty uwazane za silne spowodowaty wystapienie nekroz nerwow.
Tak zréznicowana reakcja odpornosciowa odmiany Wegierski Ogrodowy na PVY
wskazuje na mozliwo$¢ posiadania innego rodzaju odpornosci niz pozostate odmiany.
Sa to wskazania dla dalszych, bardziej szczegélowych badan celem ewentualnego
wykorzystania tej odpornosci w programach hodowlanych.

Odpornos$é pochodzaca od dzikich gatunkéw z rodzaju Nicotiana

Rodzaj Nicotiana nalezy do rodziny Solanaceae i obejmuje ponad 70 gatunkow,
w tym Nicotiana tabacum. Jest on bardzo zréznicowany pod wzgledem morfologii,
cytogenetyki i sktadu chemicznego, a takze pod katem odpornosci na patogeny (29).
Badania odpornosci gatunkéw Nicotiana prowadzono w Instytucie Uprawy Nawo-
zenia i Gleboznawstwa w Putawach juz w latach 70. XX wieku. Ponadto Sievert
(73) przebadat 62 gatunki przy uzyciu dwoch izolatow PVY, sposrod ktorych 11 ga-
tunkow uznat za immunne: N. benavidesii, N. glauca, N. knightiana, N. miersii,
N. noctiflora, N. otophora, N. raimondii, N. thyrsiflora, N. tomentosa, N. tomentosi-
formis i N. wigandioides. Badania Gtazewskiej (38), przy uzyciu dwoch szczepow:
PVYNiPVYMN, wykazaly nieco inng reakcje badanych gatunkow. Gatunki, ktore po-
zostaly odporne na zastosowane izolaty to: N. benavidesii, N. glauca, N. knightiana,
N. noctiflora, N. otophora i N. raimondii. W wyniku zastosowania amerykanskich
izolatow PVY (YMM, YMN i YNN) w badaniach 40 gatunkéw Nicotiana stwierdzono
5 (N. benavidesii, N. glauca, N. raimondii, N. tomentosiformis i N. wigandioides),
ktore okazaly si¢ odporne na te izolaty (9). Badania dzikich gatunkoéw Nicotiana
zuwzglednieniem trzech izolatow nekrotycznych: PVYN, PVYN4, PVYNN wykazaly, ze
reakcja odpornosciowa niektorych gatunkow zalezy od uzytego izolatu. (32). Zmienna
w porownaniu z poprzednimi badaniami byta tez liczba testowanych gatunkow, co byto
spowodowane m.in. wlgczaniem do rodzaju Nicotiana nowych gatunkow, takich jak
N. africana (55) 1 N. mutabilis (76) i dodaniem ich do kolekcji IUNG.
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Szczegolowe badania nad odporno$cia dzikich gatunkdéw Nicotiana na wirusa Y
ziemniaka wykonano przy uzyciu szesciu izolatow PVY, ktore nalezaty do trzech
grup: PVYNW, PVYM i PVYNN byly zroznicowane serologicznie oraz pod wzgledem
zdolnosci przetamywania ré6znych zrodet odpornosci (30). Uzyskane wyniki wykazaty
r6zna reakcje, ktora zalezata zarowno od gatunku, jak i uzytego izolatu PVY. W obrebie
rodzaju Nicotiana najwigcej gatunkow z wysoka odpornoscig na PVY nalezato do
sekcji Paniculatae. Nicotiana raimondii, N. knightiana w formie di- i tetraploidalnej
oraz tetraploidalna forma N. glauca wykazaty odpornos$¢ na wszystkie badane izola-
ty. W przypadku diploidalnej formy N. glauca nie wystapity objawy chorobowe, ale
testy DAS-ELISA wykazaly obecnos¢ wirusa w roslinach zakazanych sokiem PVY™N,
Izolat PVY™ porazit rowniez N. benavidesii w postaci chlorotycznych pierécieni. Na
pozostate izolaty gatunek ten byt odporny (30). Prace nad wykorzystaniem odpornosci
w hodowli prowadzit Berbe¢ (5), ktéry wykonat krzyzowanie tytoniu uprawnego
(N. tabacum 2n = 48) z trzema gatunkami sekcji Paniculatae (2n = 24): N. benavi-
desii, N. knightiana i N. raimondii. Formy mieszancowe N. knightiana x N. tabacum
i N. raimondii x N. tabacum wytwarzaly prawie catkowicie niezywotny pylek, co
wynikato z niestabilno$ci cytogenetycznej. Czgsciowo ptodne formy seskwidiploidane
uzyskano w wyniku krzyzowania tetraploidalnej formy Nicotiana tabacum cv. BP 210
z N. benavidesii. Stanowity one komponent mateczny do krzyzowania wstecznego
z tytoniem uprawnym. W uzyskanych z samozapylenia w dalszych etapach hodowli
linie mieszancowe przejawiaty odporno$¢ na PVY (3). Badania Doroszewskiej
i Depty (30) wykazaty, ze wysoka odpornos¢ na trzy z szesciu badanych izolatow
posiadaty N. solanifolia, N. cordifolia, N. otophora, N. setchelii i N. petunioides. Po-
zostate izolaty PVY w przypadku tych gatunkéw powodowaty wystapienie stabych
objawow chorobowych, gldwnie przejasnien nerwdéw i plam chlorotycznych, cho¢
wirus byt obecny w roslinie, co potwierdzono testem DAS-ELISA. Zréznicowanie
odpornosci wykazano w obrebie badanych odmian gatunku N. rustica. Odporna na
trzy izolaty byla odmiana N. rustica var. brasilia, na dwa izolaty — N. rustica var.
pumila, a na jeden — N. rustica var. neuchestii. Pozostale odmiany N. rustica zostaly
porazone wszystkimi izolatami PV, ale objawy miaty charakter tolerancji. Natomiast
u wszystkich 9 badanych odmian botanicznych N. tabacum wystapita nekroza ner-
wow, co $wiadczy o ich silnej podatnosci na PVY. Nekrozy nerwow, po zastosowaniu
wszystkich izolatow, wystapily tez u gatunku N. repanda. Wyniki badan wskazuja, ze
az 26 gatunkdw wykazuje na wszystkie uzyte izolaty jedynie cechy tolerancji w postaci
przejasnien nerwow, plam i pierscieni chlorotycznych oraz deformacji i przebarwien
mozaikowych (30). Gatunek Nicotiana mutabilis oraz gatunki pokrewne — N. alata
i N. forgetiana — byly przedmiotem dalszych badan Depty iin. (19). Uzycie dwoch
izolatdéw PVY o zréznicowanej zjadliwosci wykazato, ze gatunki te nie reaguja nekroza
nerwow, co moze swiadczy¢ o ich tolerancji. U N. mutabilis i N. alata wystapity jedynie
przejasnienia nerwow, zas gatunek N. forgetiana posiadat dodatkowo pomarszczone
liscie i objawy mozaikowe. Wykonane badania molekularne pozwolity stwierdzic, ze
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nie amplifikujg one markera Nsyl-elF4E1, ktory jest zwigzany z genem podatnosci Va
na PVY. Tolerancja w obrebie tych dzikich gatunkéw Nicotiana roézni si¢ zatem od
tolerancji odmian uprawnych N. tabacum, ktére amplifikowaty ten marker (20, 56).

Sposrod wszystkich badanych obiektéw nalezacych do rodzaju Nicotiana na
szczegblng uwage zashuguje gatunek Nicotiana africana, ktéry wykazat catkowitg
immuni¢ na wszystkie badane izolaty (28, 30, 31, 52). Gatunek ten nalezy do sekcji
Suaveolentes 1 posiada 46 chromosomow. Jest to wolno rosnacy krzew o biatych kwia-
tach osiggajacy wysoko$¢ od 1 do 1,5 m. W warunkach naturalnych wystepuje jedynie
w Afryce, gdzie preferuje miejsca zacienione i skaliste (29). Gatunek ten jest odlegly
filogenetycznie od N. tabacum, co skutkuje problemami w uzyskaniu mieszancéw
migdzygatunkowych. Bariery krzyzowalno$ci w mieszancu N. tabacum x N. africana
obejmujg zamieranie siewek mieszancowych w wyniku bragzowienia systemu korze-
niowego (79). Prace hodowlane z wykorzystaniem pi¢ciu odmian tytoniu uprawnego
oraz gatunku N. africana jako komponentu ojcowskiego podjeta Doroszewska (33).
Uzyskala ona duzg liczbe nasion mieszancowych, ktore po wysianiu charakteryzowaty
sie¢ wysokim stopniem $miertelnosci siewek. Rozwigzaniem problemu niezywotnosci
okazalo si¢ zastosowanie kultur in vitro licieni i regeneracja roslin mieszancowych
na odpowiednich pozywkach. Jednakze uzyskane formy amfihaploidalne byty nie-
ptodne ze wzgledu na niskg koniugacj¢ chromosoméw (27). Ponowne zastosowanie
kultur in vitro pozwolito na podwojenie liczby chromosomow, ktére nastepowato
spontanicznie w czasie trwania kultur tkankowych (26). W wyniku prowadzonych prac
hodowlanych uzyskano lini¢ BPA, ktora zostata wyprowadzona z krzyzéwki pomiedzy
podatng na PVY odmiang BP-210 i gatunkiem N. africana. Badania odporno$ciowe
z wykorzystaniem réznych izolatéw PVY wykazaty, ze linia BPA jest tolerancyjna,
gdyz objawy chorobowe ograniczajg si¢ jedynie do plam chlorotycznych na blaszce
lisSciowej 1 przejasnien nerwdw, natomiast nigdy nie zaobserwowano nekrozy nerwow,
nawet po zastosowaniu silnie wirulentnych izolatow PVYN™ (28, 34, 45). Badania
molekularne z wykorzystaniem markera S10760 wykazaty, ze linia BPA amplifikuje
gen podatnosci Va, co moze swiadczy¢ o tym, ze mechanizm tolerancji linii BPA jest
niezalezny od delecji w obregbie genu E/F4E. Ponadto ten rodzaj odporno$ci nie zabez-
piecza przed rozprzestrzenianiem si¢ wirusa w ro$linie, tak jak w przypadku odmian
z odpornos$cig typu va, a jedynie zabezpiecza przed wystgpieniem nekroz nerwéow
(45). Szczegotowe badania dziedziczenia cechy tolerancji w odmianie BPA wykazaty,
ze ma ona charakter recesywny (44). Wyniki powyzszych badan dowodza, ze poziom
odpornosci linii hodowlanej jest mniejszy niz gatunku dzikiego. Moze to wynikac
z niepetnego transferu czynnikdéw odpornosci od N. africana, co wskazywatoby na jej
wielogenowy charakter badz z niekorzystnego wplywu genow z genomu N. tabacum
obnizajacego ekspresj¢ cechy odpornosci (35, 51).

Prace hodowlane z wykorzystaniem N. africana prowadzit tez Wernsmann (86),
ktory uzyskatl lini¢ addycyjng NC152 zawierajaca par¢ homologicznych chromo-
somoéw od N. africana. Linia ta nie wykazywala peilnej odpornosci na PVY, jednak
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zapewniata czeSciowg ochrong przed nekrozami. Dodatkowe chromosomy pocho-
dzace od N. africana w linii addycyjnej NC152 zostaty nastgpnie oznakowane zmu-
towanym transgenem difr warunkujacym odpornos¢ na metotreksat (10). Uzyskana
w ten sposob linia zostata wykorzystana przez Lewisa (51) do oceny stopnia transferu
genow pochodzacych od N. afiricana do tytoniu uprawnego. W tym celu zastosowano
zaréwno metody klasycznej hodowli poprzez krzyzowanie z podatng odmiang Petite
Havana, jak réwniez z zastosowaniem kultur tkankowych. Nastepnie z pokolenia
BC F, badacze wyselekcjonowali obiekty odporne na PVY NN i zawierajace 48 chro-
mosomow, ktore poddali krzyzowaniu z podatng odmiang K326 w celu przeniesienia
fragmentu Nafir odpowiedzialnego za odpornos$¢ na PVY. Na bazie odmiany K326
Lewis (50) uzyskal prawie izogeniczne linie posiadajace r6zne kombinacje odporno-
$ci i tolerancji na PVY, obejmujace zarowno recesywny gen va, jak i fragment Nafr.
Badania odpornosciowe wykazaty zréznicowany stopien odpornosci uzyskanych linii,
ktory zalezat od zjadliwosci uzytego izolatu PVY, a cecha ta wykazywata charakter
czesciowo dominujacy (51).

Przedstawione powyzej badania wskazuja, ze wykorzystanie gatunku N. africana
w hodowli tytoniu pozwala uzyskac linie hodowlane o wyzszym poziomie odpornosci
lub tolerancji na PVY. Zalezy to w duzej mierze od zastosowanej odmiany tytoniu
(34, 51). W zwiazku z tym Depta i Doroszewska (21) podjety prace majace na
celu potaczenie w wyniku klasycznej hodowli odpornosci pochodzacej od N. afiricana
z odpornoscia typu va. Jako komponent mateczny zastosowano dwie odmiany, VAM
1 Wislice, ktore wykazywaty najlepsza odpornos¢ na zastosowane izolaty PVY sposrod
odmian posiadajacych gen recesywny va (20, 28, 45, 57). W trakcie prac hodowla-
nych udoskonalono metody kultur in vitro pozwalajace na szybsze i wydajniejsze
uzyskiwanie podwojonych haploidow. W tym celu zastosowano kulture rdzeni,
a postuzenie sie cytometrig przeplywowa znacznie skrocito proces oceny ploidalno-
$ci otrzymanych form mieszancowych. Uzyskane w ten sposob linie mieszancowe,
niosace dwa czynniki odpornosci na PVY, stanowia cenne komponenty do hodowli
odpornosciowej (21).

Odpornos¢ uzyskana w wyniku transformacji genetycznej

Opisane powyzej metody hodowli klasycznej oparte sg na krzyzowaniu mig-
dzyodmianowym lub miedzygatunkowym, a takze na mutagenezie. Krzyzowanie
migdzygatunkowe jest czesto trudne lub wrecz niemozliwe ze wzgledu na bariery
krzyzowalnos$ci. Ponadto w wyniku tego procesu przenoszone sa nie tylko pozadane
geny, ale rowniez geny sprzezone, ktéore moga mie¢ negatywny wpltyw na cechy
mieszanca. Hodowla klasyczna to proces dtugotrwaty, oparty na selekcji i nie zawsze
zakonczony sukcesem. Metoda alternatywna jest transformacja genetyczna polega-
jaca na wprowadzeniu do komoérki obcego materiatu genetycznego (tzw. transgenu)
W sposob szybki i precyzyjny, nawet z organizmow odlegtych filogenetycznie. Uzy-
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skane w ten sposob organizmy, okreslane jako organizmy genetycznie modyfikowane
(GMO, ang. genetically modified organism), posiadajag nowe, pozadane cechy, w tym
odporno$¢ na patogeny (18).

Transformacja genetyczna moze by¢ przeprowadzona wieloma metodami, ale za
najbardziej skuteczny sposob dla roslin dwulisciennych uwaza si¢ wykorzystanie
patogenicznej bakterii glebowej Agrobacterium tumefaciens, ktéra posiada system
genetycznej kolonizacji roslin w postaci tumorowego wzrostu guzow na szyjce korze-
niowej oraz A. rhizogenes, ktora powoduje nadmierny rozrost korzeni. Powstawanie
komorek tumorowych jest wynikiem przeniesienia fragmentu plazmidu bakteryjnego,
tzw. Ti-plazmidu (Ti, ang. tumor inducing) do wnetrza komorek roslinnych. Przeno-
szony fragment DNA, tzw. DNA transferowy (T-DNA), przenika przez uszkodzong
Sciang komdrkowa do jadra komorkowego i przytacza si¢ do DNA rosliny. Agrobac-
terium tumefaciens rozpoznaje substancje fenolowe wydzielane przez uszkodzone
komorki roslinne i kolonizuje fragment uszkodzonej tkanki. Nastepuje aktywacja
1 ekspresja wielu genow wirulencji bakterii, co umozliwia transport T-DNA do jadra
komorkowego (61). W przypadku tytoniu najczesciej stosowang metodg transformacji
jest metoda krazkéw lisciowych (40). W metodzie tej pierwszym etapem jest inokulacja
eksplantatu pochodzacego ze sterylnej hodowli w specjalnie przygotowanej kulturze
Agrobacterium, ktdra w obszarze T-DNA plazmidu ma wklonowany konstrukt genowy
sktadajacy si¢ zazwyczaj z pozadanego transgenu i genu selekcyjnego (odpornos¢ na
antybiotyki), a czasem rowniez genu reporterowego (np. biatka zielonej fluorescen-
cji GFP, lucyferazy lub B-glukuronidazy). Po zakonczeniu inkubacji i odplukaniu
ekplantatow w wodzie destylowanej sa one wyktadane na pozywke regeneracyjng
bez antybiotykéw na okres kilku dni, w celu wklonowania konstruktu do komoérek
ro$linnych. Po tym czasie krazki liSciowe sg przenoszone na taka samg pozywke re-
generacyjna, ale zawierajaca dodatkowo antybiotyki (kanamycyna i karbenicylina),
ktore pozwalajg na eliminacje bakterii i selekcje transformantdw.

Ze wzgledu na to, ze tyton latwo ulega transformacji za pomocg bakterii 4. tume-
faciens, podjeto proby wykorzystania tej metody do uzyskania ro$lin transgenicznych
tytoniu odpornych na choroby wirusowe, poprzez transformowanie ich genami pocho-
dzacymi od wirusa. Odpornos¢ ta, zwana odporno$cig pochodzacg od patogenu (PDR,
ang. Pathogen derived resistance), opiera si¢ na naturalnym zjawisku krzyzowym
(ang. Cross-protection), gdzie inokulacja roslin stabymi szczepami wirusa zabezpiecza
je przed szczepami bardziej wirulentnymi (71). Zastosowanie niezmodyfikowanych
patogenow powodowato skutki uboczne, dlatego opracowano metode wprowadzenia
wybranych gendéw patogenu do genomu biorcy (69). W tym celu wykorzystywano
m.in. geny kodujace biatko ptaszcza wirusa (CP, ang. coat protein) oraz gen kodujacy
wirusowg replikaze (11, 64). Transformacja tytoniu w kierunku odpornosci na PVY
byla przedmiotem wielu badan. Sudarsono iin. (77) wykorzystali gen biatka ptasz-
cza PVY (CP) pochodzacego z chilijskiego izolatu PVY i uzyskali jedynie 5-12%
ro$lin pokolenia R juznawanych za odporne, a Kollar i in. (43) uzyli wegierskiego
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izolatu PVY-H i uzyskali w pokoleniu R, rosliny o duzej zmiennosci pod wzgledem
odpornosci na PVY-H. Zastosowanie genu biatka ptaszcza wirusa mozaiki sataty
LMVCEP do transformacji odmiany Xanthi pozwolitlo wyodrebni¢ dwie linie sposrod
pieciu badanych, ktére byly catkowicie odporne, a wérdd pozostatych znaczna czgsé
nie miata objawdéw chorobowych (23). Park i in. (63) uzyli cDNA genu replikazy
PVY w transformacji tytoniu odmiany Burley 21 i uzyskali wysoki wskaznik roslin
odpornych.

Transformacje tytoniu metoda krazkéw lisciowych na pozywce selekcyjnej
z kanamycyna w celu uzyskania odpornosci na PVY przeprowadzita roéwniez
Doroszewska (31). Do badan wykorzystano cztery odmiany uprawne w typie
papierosowym jasnym, posiadajgce dobre cechy jakos$ciowe, lecz silnie podatne na
PVY: MacNair 944, K326, By103 i AC Gayed. Transformacja byta prowadzona przy
uzyciu konstrukcji pROKY, ktéra niosta zmodyfikowany gen polimerazy PVY i byta
przygotowana w dwoch orientacjach: sensownej i antysensownej, a takze przy uzyciu
konstrukcji LMVCP, ktora niosta gen ptaszcza wirusa mozaiki sataty. Efektywnos¢
transformacji wynosita 40—50% regeneracji ro$lin posiadajacych transgen. Uzyskane
wyniki testow odporno$ciowych wskazaty, ze 17,6% roslin pokolenia T posiadato
wysoka odporno$¢ na PVY i nie zaobserwowano wyraznych réznic w zaleznos$ci od
uzytej konstrukcji i odmiany. Nieco bardziej zréznicowane wyniki pod wzgledem
transferu transgenu i stopnia odpornosci uzyskano dla pokolenia T,. Najlepsze kiet-
kowanie i wzrost roslin zaobserwowano dla roslin pochodzacych z transformacji
konstrukcja LM VCP. Stopien odpornosci roslin zalezal od odmiany i byl najwyzszy
dla linii AC Gayed i MacNair 944. Wysoka odpornos$¢ na PVY wykazywalo ogdtem
35,5% roslin pokolenia T,. Rowniez pokolenie T, wykazywato zr6znicowanie pod
wzgledem obecnosci transgenu, jak i stopnia odpornosci na PVY. Ogotem 47,3% roslin
pokolenia T, byto wysoce odpornych na PVY, a wsrdd nich byty linie, gdzie odpor-
no$¢ przekraczata 80%. Uzyskane przez Doroszewska (31) wyniki w pokoleniach
T,-T, wszystkich linii z udziatem trzech konstrukcji wskazujg na wzrost odpornosci
ro$lin transgenicznych na PVY.

Stabilnos¢ cechy odpornosci na PVY w pokoleniach T -T, byfa przedmiotem ba-
dan Doroszewskiej i Czubackiej (28). W tym celu uzyto trzech izolatow PVY
o rdznej zjadliwosci. Najskuteczniejsza ochrone zapewnity konstrukcje LMVCP
1 ROKY2, a najmniejsza — ROKY 1. Uwzgledniajac odmiany, najlepiej wypadty od-
miany AC Gayed i MacNear 944, a najgorzej — K326. W pokoleniu T, linia MacNair
944 LMVCP byta odporna na wszystkie zastosowane izolaty, a odmiana AC Gayed
niestety ulegla czgsciowemu porazeniu w postaci nekroz nerwow. Kolejne testy od-
pornosciowe na czterech transgenicznych liniach tytoniu w pokoleniach T,-T, zostaty
wykonane przy uzyciu trzech nekrotycznych szczepow PVY (18). Uzyskane wyniki
byly zbiezne z uzyskanymi wcze$niej, wskazujac, ze najlepsza ochrong zapewnia
konstrukcja LMVCP i ROKY2 (28). Badania molekularne wykazaty stabilizacje
dziedziczenia transgenu w kolejnych pokoleniach. Jednakze jego obecnos¢ nie za-
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wsze zapewniata ochrone przed PVY. Ro§liny transgeniczne z konstrukcja ROKY'1
byty odporne na PVYYW w 60% w pokoleniu T,, ale juz w pokoleniu T, tylko 2,7%
osobnikéw byto odpornych na ten izolat PVY. Utrata odpornosci moze by¢ zwigza-
na ze wzrostem metylacji wstawki w kolejnych pokoleniach i jest ona dziedziczona
w kolejnych pokoleniach. Rosliny transgeniczne z sensowng wstawka ROKY 1 byty
bardziej podatne na PVY, co oznacza, ze transgen w orientacji antysensowne;j lepiej
indukuje wyciszanie RNA wirusowego i w ten sposob nie dopuszcza do namnazania
si¢ patogenu. Innym wyjasnieniem braku odpornosci przy obecnos$ci transgenu moze
by¢ efekt pozycji, czyli miejsce wlaczenia wstawki (8). Jezeli transgeny zostana
wlaczone w region euchromatyny, to na jego ekspresje moga wptywaé sekwencje
regulatorowe sasiednich genow gospodarza. Natomiast wlgczenie transgenu w region
heterochromatyny, jak rowniez wewnatrz lub w poblizu powtarzajacych sie sekwencji
DNA powoduje jego inaktywacje (75). Wazna jest rowniez liczba kopii transgenu
w tym samym miejscu integracji. Inaktywacji moga podlega¢ transgeny, ktore inte-
gruja po 2 lub wiecej sztuk do jednego miejsca na chromosomie, gdyz moga tworzy¢
bezposrednie lub odwrdcone powtdrzenia, co powoduje efekt wyciszenia (54, 75).

Ocena roslin transgenicznych uzyskanych przez Wu i in. (88) pod katem cech
morfologicznych i agronomicznych, a takze jakosci i sktadu chemicznego wysuszo-
nych lisci wskazuja na brak negatywnego wptywu transgenu na te cechy. Dodatkowo
linie transgeniczne charakteryzowaly si¢ wyzszym plonowaniem. Uzyskane przez
Doroszewska (31) linie transgeniczne byly rowniez ocenione pod wzgledem cech
biologicznych i agronomicznych. Genetyczne modyfikacje nie spowodowaty zmian
w mejozie i zywotno$ci pytku. Poszczegolne linie transgeniczne tylko w niewielkim
stopniu r6znity si¢ pod wzgledem cech morfologicznych i uzytkowych od swoich
nietransgenicznych odpowiednikow (17).

Rozwo6j metod inzynierii genetycznej pozwolil na bardzo precyzyjng modyfikacje
genomow w procesie edycji genow opartym na systemie CRISPR/Cas9 (ang. Clu-
stered regularly interspaced short palindromic repeats — CRISPR associed). System
ten polega na cigciu podwojnej helisy DNA w $cisle okreslonym miejscu, co powo-
duje delecje lub zastapienie wybranego fragmentu DNA innym (16). Ruyi i in. (68)
zastosowali metode CRISPR-Cas9 do uzyskania odpornosci na PVY w odmianie
LJ911, ktora charakteryzowata si¢ dobrymi cechami jako$ciowymi, ale byta podatna
na PVY. W wyniku prawidlowo przeprowadzonej edycji genow zostat wylaczony
gen podatnosci Va, a uzyskane linie byly odporne na PVY.

Wykorzystanie inzynierii genetycznej pozwala na uzyskanie odpornych na PVY
odmian lub linii hodowlanych. Problemem moze by¢ jednak mozliwo$¢ zastosowania
ich w uprawie, ze wzgledu na regulacje prawne dotyczace GMO, wedlug ktérych
w niektorych krajach jest mozliwa uprawa GMO, a w innych jest to zabronione (78).
Z tego powodu linie transgeniczne uzyskane przez Doroszewka (31) byly bada-
ne jedynie w $cisle kontrolowanych i zabezpieczonych warunkach szklarniowych.
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Edytowana odmiana LJ911 réwniez nie zostata wykorzystana komercyjnie, a jedynie
stanowi potencjale zrodto odpornosci w kolekcji tytoniu (68).

Podsumowanie

Badania dotyczace PVY, odpornosci tytoniu na ten wirus, jak tez prace hodowlane
majgce na celu uzyskanie form odpornych, byly prowadzone przez wielu badaczy
z wykorzystaniem ré6znych metod. Nie uzyskano jak dotad odmiany w petni immun-
nej na wszystkie izolaty PVY, ze wzgledu na zmienno$¢ wirusa i jego zdolno$¢ do
przelamywania wprowadzanych zrddet odpornosci. Nowoczesne metody i techniki
badawcze pozwalajg na coraz lepsze rozpoznanie wirusa i Sposobow jego ograniczania.
Metody hodowli klasycznej, wspomagane inzynierig genetyczna, daja realng szanse
na podniesienie odpornosci odmian na PVY i tym samym wskazuja na potrzebe pro-
wadzenia dalszych prac badawczych w tym kierunku.
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