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Abstrakt. Wirus Y ziemniaka (Potato virus Y, PVY) powo-
duje brunatng nekroze¢ nerwdw lisci tytoniu. W obrebie gatun-
ku Nicotiana tabacum odpornos¢ na PVY warunkowana jest
pojedynczym recesywnym genem va powstaltym w wyniku
delecji w genie podatno$ci Va. Odpornosc t¢ posiada wiele od-
mian uprawnych tytoniu, jednak moze by¢ ona przetamywana
przez zjadliwe izolaty PVY, dlatego konieczne jest poszuki-
wanie nowych zrédet odpornosci lub taczenie czynnikow od-
pornosci juz poznanych. Celem pracy byla identyfikacja od-
mian majacych odpornos¢ typu va oraz ocena jej skutecznosci
wobec czterech izolatow PVY, a takze poszukiwanie nowych
czynnikow odpornosci. Przebadano odporno$¢ 25 odmian
tytoniu poprzez wykonanie testow biologicznych metoda
inokulacji izolatami PVY w warunkach szklarniowych oraz
zastosowanie testu DAS-ELISA w celu potwierdzenia obec-
nosci wirusa w inokulowanych ro$linach. Identyfikacje genu
va prowadzono metodg PCR poprzez amplifikacj¢ dwodch
markeréw genu podatno$ci Va. W odmianach posiadajacych
gen odpornosci va nie dochodzito do amplifikacji produktow.
Najwyzsza odpornoscia charakteryzowata si¢ odmiana VAM,
ktora nie zostata porazona stabszymi izolatami, chociaz izo-
laty silne spowodowaty nekrozg¢ nerwow. Nizszg odpornoscia
cechowato si¢ 6 odmian, ktore nie wykazaty objawdw choro-
bowych po zastosowaniu izolatu stabego. Pozostale odmiany
posiadajgce czynnik typu va zostaty porazone przez wszystkie
izolaty. Kolejnych pig¢ odmian, posiadajacych gen podatnosci
Va, wykazato objawy tolerancji na zakazenie uzytymi izolata-
mi PVY. Odmiana Wegierski Ogrodowy, pomimo obecnos$ci
genu podatnosci (Va), nie zostata porazona przez izolat staby.
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WSTEP

Tyton uprawny (Nicotiana tabacum) to jedna z waz-
niejszych roslin przemystowych uprawianych w Polsce
i na $wiecie. Duze zagrozenie dla uprawy tytoniu stano-
wig patogeny wirusowe, w tym wirus Y ziemniaka (Pota-
to Virus Y, PVY). Objawy chorobowe powodowane przez
ten wirus moga obejmowac przejasnienia nerwow i plamy
chlorotyczne blaszki lisciowej, a przede wszystkim ne-
kroze¢ nerwow (Doroszewska, 2004), przy czym nasilenie
symptomow zalezy od rodzaju odpornosci odmiany oraz
od zjadliwosci izolatu wirusa.

Wirus Y ziemniaka nalezy do rodzaju Potyvirus i ro-
dziny Potyviridae (Scholthof i in., 2011), a jego genom
sktada si¢ z pojedynczej, sensownej nici RNA o dtugosci
9700 nukleotyddéw (Robaglia i in., 1989; Thole i in., 1993).
Duza réznorodno$¢ izolatow wirusa jest przede wszystkim
skutkiem wysokiego wspotczynnika btedow replikacji po-
limerazy RNA zaleznej od RNA, czego efektem sa muta-
cje punktowe. Roznorodnos¢ jest tez wynikiem licznych
rekombinacji pomigdzy izolatami (Drake, 1993; Przybys
iin., 2013). Ze wzgledu na objawy wywotywane na tytoniu
i ziemniaku, izolaty PVY zostaty podzielone na trzy gru-
py: PVY©?, PVYC, PVY™N. W uprawie tytoniu izolaty z grup
PVY®° i PVYC® powoduja stabe objawy w postaci mozaiki,
za$ najwigksze zagrozenie stanowig izolaty z grupy PVYY,
ktore wywotuja nekrozy nerwow lisci tytoniu. Na podsta-
wie objawow wywotywanych na ziemniaku, grup¢ PVYY
podzielono na izolaty PVYNW wywolujace stabe objawy
mozaiki na liSciach oraz PVYN™ powodujgce nekroze
bulw (Chrzanowska, 1994; Le Romancer i in., 1994). Pro-
ste rozroznienie grup PVYYW i PVYN™N jest mozliwe dzig-
ki zastosowaniu dwoch typow przeciwcial produkowanych
przez firm¢ Bioreba (Przyby$ i in., 2013).

Cykl infekcyjny potywirusow zalezy od interakcji po-
migdzy wirusowym biatkiem VPg (Viral genome-associa-
ted Protein) a eukariotycznym czynnikiem inicjacji trans-
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lacji eIF4E i form izomerycznych tych bialek (Robaglia,
Caranta, 2006; Wittmann i in., 1997). Delecja powodujaca
odporno$¢ na PVY w tytoniu, okreslana jako va, dotyczy
genu elF4E]-S pochodzacego od rodzicielskiego gatun-
ku Nicotiana sylvestris. Wedlug Acosta-Leala i Xionga
(2008) gen va nie zapobiega infekcji wirusowej w roslinie,
ale ogranicza przemieszczanie si¢ wirusa z komorki do ko-
morki, co uniemozliwia infekcje systemiczng. Niestety ten
rodzaj odpornosci jest przelamywany przez niektére izo-
laty wirusa Y ziemniaka (RB PVY — Resistance-Breaking
PVY). Bialko VPg tych izolatow wchodzi w interakcje
z biatkiem eIF4E1-S, jak rowniez w mniejszym stopniu
z elF(iso)4E-T (Takakura i in., 2018). Izolaty RB PVY
charakteryzuja si¢ mutacjg w pozycji 105, gdzie lizyna jest
zastapiona przez kwas glutaminowy (K105E). Ta mutacja
zostata odnaleziona w izolatach RB PVY w Japonii (Masu-
taiin., 1999) i w Europie (Janzac i in., 2014; Przyby$ i in.,
2013). Poza mutacja K105E, wystepuja réwniez mutacje
S101G 1 V108I, a izolaty je posiadajace przetamuja odpor-
no$¢ warunkowang wszystkimi trzema formami alleliczny-
mi genu va (Janzac i in., 2014).

Jedyna skuteczng metoda ograniczenia wystgpowania
PVY jest uprawa form odpornych. Ze wzgledu na duza
zmiennos$¢ wirusa i zdolno$¢ do przetamywania istniejacej
odporno$ci konieczne jest poszukiwanie nowych zrdédet
odpornos$ci oraz taczenie juz poznanych. Najwigkszy za-
sob gendéw odpornosci na czynniki chorobotwércze maja
dzikie gatunki Nicotiana (Doroszewska, Depta, 2011; Gta-
zewska, 1977; Sievert, 1972). Form odpornych poszukuje
si¢ rowniez w obregbie odmian uprawnych Nicotiana taba-
cum. Odmiana VAM powstata w wyniku dzialania promie-
ni X (Koelle, 1961) i zawiera recesywny gen odpornosci
va, ktory jest zlokalizowany na chromosomie E (Gupton,
Burk, 1973). Za pomoca markeréw RAPD (Noguchi i in.,
1999) stwierdzono, ze delecja w odmianie VAM ma wiel-
kos¢ 1 Mbp. Na podstawie odpornosci odmian na japonski
izolat PVY-T wyodrebniono trzy alleliczne formy genu va:
va0, val, va2 (Blancard i in., 1994; Yamamoto, 1992). Od-
pornos¢ typu va wystepuje rowniez w wielu odmianach ty-
toniu, ktoére powstaty na drodze hodowli. Przyktadem jest
m.in. polska odmiana Wislica posiadajaca allel val (Ver-
rier, Doroszewska, 2004) i Virginia SCR posiadajaca allel
va2 (Ano iin., 1995; Carstens, Seehofer, 1960).

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie cha-
rakteru odporno$ci odmian tytoniu na PVY, identyfikacja
odmian majacych odpornos¢ typu va oraz ocena skutecz-
nosci tej odpornosci w zaleznosci od uzytego izolatu PVY.
Badania obejmowatly tez poszukiwanie innych czynni-
kéw odporno$ci w obrebie odmian Nicotiana tabacum.
Uwzgledniono przede wszystkim wybrane odmiany pol-
skie nalezace do typu papierosowego jasnego, ale rowniez
inne odmiany, co do ktoérych istniaty przestanki sformuto-
wane na podstawie doniesien literaturowych oraz obserwa-
cji polowych, ze posiadaja pewien stopien odpornosci na
wirus Y ziemniaka (PVY).

MATERIALY I METODY

Material roslinny

W badaniach uwzgledniono 25 odmian tytoniu upraw-
nego Nicotiana tabacum, sposrdd ktérych 18 nalezy do
typu jasnego suszonego ogniowo-rurowo, 2 do jasnego
suszonego powietrzem, 4 to odmiany ciemne suszone
powietrzem oraz jedna suszona na stoncu. Wiekszose, tj.
17 obiektow, stanowily odmiany polskie. Jako pozytywny
obiekt kontrolny $wiadczacy o skuteczno$ci inokulacji wy-
korzystano wysoce podatng na PVY odmiang Samsun H.
Badania prowadzono w warunkach szklarniowych. Nasio-
na poszczeg6lnych odmian wysiano do palet wielokomo-
rowych, a nastgpnie wysadzono po 24 rosliny z kazdego
obiektu pojedynczo do odpowiednich doniczek.

Badania biologiczne
Celem badan biologicznych byta ocena stopnia odpor-

no$ci odmian tytoniu na wirus Y ziemniaka. Testy wykona-

no metoda inokulacji w warunkach szklarniowych. Inoku-
lacj¢ prowadzono, kiedy rosliny znajdowaty si¢ w stadium

5-6 lisci. Do badan wykorzystano 4 izolaty wirusa Y ziem-

niaka o zréznicowanym stopniu zjadliwos$ci:

e TUNG 23 (okreslany jako izolat staby). Nie przetamuje
odpornosci typu va u odmian VAM, Wislica i V. SCR.
Nie jest wykrywany przez przeciwciata monoklonal-
ne skierowane przeciw serotypowi nekrotycznemu
(MoAbs anti YN, Bioreba) i zaliczany jest do grupy izo-
latow PVY~NW.

e JUNG 17 (okreslany jako izolat $redni). Nie pora-
za odmiany VAM, ale przetamuje odpornos¢ Wislicy
i V. SCR, powodujac nekrozy nerwow. Nie jest wykry-
wany przez przeciwciala monoklonalne skierowane
przeciw serotypowi nekrotycznemu (MoAbs anti YN,
Bioreba) i zaliczany jest do grupy izolatow PVYNW.

e TUNG 22 (okreslany jako izolat silny). Przelamuje od-
pornos¢ typu va odmian VAM, Wislica i V. SCR, po-
wodujac nekrozy nerwow. Nie jest wykrywany przez
przeciwciala monoklonalne skierowane przeciw sero-
typowi nekrotycznemu (MoAbs anti YN, Bioreba) i za-
liczamy jest do grupy izolatow PVYNW.

e JUNG 20 (okreslany jako izolat silny). Przetamuje
odporno$¢ typu va u odmian VAM, Wislica i V. SCR,
powodujac nekrozy nerwow. Wykrywalny przez dwa
rodzaje przeciwcial firmy Bioreba, co oznacza, ze nale-
zy do serotypu nekrotycznego i zaliczany jest do grupy
izolatow PVYNTY,

W celu uzyskania inokulum liscie porazonych od-
powiednim izolatem ro$lin podatnej odmiany Samsun H
rozcierano w mozdzierzu, a nastgpnie uzyskanym sokiem
pocierano posypane karborundem rosliny przeznaczone do
testowania. Do badan przeznaczono po 24 ro$liny poszcze-
gblnych odmian, przy czym kazdym z izolatow zakazano
po 6 ro$lin. Zakazane ro$liny chroniono przez 48 godzin
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Tabela 1. Typ uzytkowy i pochodzenie 25 odmian tytoniu (Nicotiana tabacum) badanych pod wzgledem odpornos$ci na wirus Y ziem-

niaka

Table 1. Type and origin of 25 tobacco cultivars (Nicotiana tabacum) tested for resistance to PVY.

Odmiana *Typ uzytkowy Hodowca
Cultivar Type Breeder
Suszony na stoficu . ) .
fir-nsun H Sun-cured (Samsun) Instytut Tytoniowy w Bergerac; Francja
Jasny suszony powietrzem , . . - o
,_l_-jififhus Light air—cured (Burley) Osrodek Hodowli Tytoniu w Kazimierzy Wielkiej; Polska
Havana 307 Ciemny suszony pow1etrze1p (Cygarowy) Gembloux: Belgia
_______ Dark air-cured (Cigar)
Havana II C Ciemny suszony pow1etrzelp (Cygarowy) Instytut w Forchheim; Niemcy
_______ Dark air-cured (Cigar)
Ciemny suszony powietrzem . ) S
Krak Dark air-cured (Kentucky) Universal Leaf Tobacco Poland; Jedrzejow; Polska
Jasny suszony powietrzem . . ) .
.-lirf_zydent Light air-cured (Pulawski) Centralne Laboratorium Przemystu Tytoniowego; Krakow; Polska
Jasny suszony 0gniowo-rurowo . ) .
VAM Light flue-cured (Virginia) Instytut Tytoniowy w Bergerac; Francja
Widlica Jasny suszony ogniowo-rurowo Centralne Laboratorium Przemystu Tytoniowego; Krakow (Osrodek
_______ Light flue-cured (Virginia) Doswiadczalny Hodowli i Uprawy Tytoniu w Skroniowie); Polska
. Jasny suszony 0gniowo-rurowo L ) )
"\_?Yluecha Light flue-cured (Virginia) Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa; Putawy; Polska
Jasny suszony 0gniowo-rurowo . ) .
V ?CR Light flue-cured (Virginia) Instytut Tytoniowy w Bergerac; Francja
o Jasny suszony ogniowo-rurowo . . . -
Wiktoria Light flue-cured (Virginia) Centralne Laboratorium Przemystu Tytoniowego; Krakow; Polska
Jasny suszony ogniowo-rurowo . ) .
Weneda Light flue-cured (Virginia) Universal Leaf Tobacco Poland; Jedrzejow; Polska
Wiloa Jasny suszony ogniowo-rurowo Centralne Laboratorium Przemystu Tytoniowego; Krakéw (Osrodek
_______ & Light flue-cured (Virginia) Doswiadczalny Hodowli i Uprawy Tytoniu w Skroniowie); Polska
. Jasny suszony ogniowo-rurowo . ) S
Wiera Light flue-cured (Virginia) Universal Leaf Tobacco Poland; Jedrzejow; Polska
Warta Jasny suszony ogniowo-rurowo Centralne Laboratorium Przemystu Tytoniowego; Krakoéw (Osrodek
_______ Light flue-cured (Virginia) Doswiadczalny Hodowli i Uprawy Tytoniu w Skroniowie); Polska
. Jasny suszony ogniowo-rurowo . ) S
Wika Light flue-cured (Virginia) Universal Leaf Tobacco Poland; Jedrzejow; Polska
Jasny suszony ogniowo-rurowo L ) )
Wanda Light flue-cured (Virginia) Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa; Putawy; Polska
. Jasny suszony 0gniowo-rurowo . ) o
Wisana Light flue-cured (Virginia)) Universal Leaf Tobacco Poland; Jedrzejow; Polska
. Jasny suszony 0gniowo-rurowo L ) )
Ztotolistny IHAR Light flue-cured (Virginia) Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa; Putawy; Polska
Jasny suszony 0gniowo-rurowo . . L
LB Koro Light flue-cured (Virginia) Lubelska Wytwodrnia Tytoniu Przemystowego, Surhow; Polska
Virginia Gold Jasny suszony 0gniowo-rurowo USA
Dolar Light flue-cured (Virginia)
L Jasny suszony 0gniowo-rurowo L ) )
Virginia 278 Light fiue-cured (Virginia) Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa; Putawy; Polska
. J i0OWO- . . ,
Zamojska 4 asny Suszony OERIOW0-TUTOWo Centralne Laboratorium Przemystu Tytoniowego; Krakow; Polska

Light flue-cured (Virginia)

Jasny suszony 0gniowo-rurowo

"\f?glma Joyner Light flue-cured (Virginia) USA
Wegierski Ciemny suszony powietrzem
Ogrodowy Dark air-cured Wegry

# typy uzytkowe wg Doroszewska, Berbe¢ (2015)
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przed bezposrednim wpltywem S$wiatta stonecznego. Pro-
wadzono obserwacje i dokumentacje objawéw chorobo-
wych po 7, 14, 21 i 28 dniach od zakazania.

Testy serologiczne

W celu potwierdzenia obecnosci wirusa w bada-
nych ro$linach przeprowadzono testy serologiczne me-
toda DAS-ELISA z uzyciem przeciwcial firmy Bioreba
skierowanych przeciwko roéznym szczepom wirusa Y
(MoAbs anti Y) — [gG112911. Testy zostaty wykonane po
4 tygodniach od zakazenia. Proby stanowily fragmenty
lisci badanych ros$lin, ktére homogenizowano z buforem
ekstrakcyjnym, a nastgpnie homogenizat aplikowano na
mikroptytke uprzednio oplaszczong przeciwciatem. Ko-
niugat stanowily przeciwciata zwigzane z fosfataza alka-
liczna, za$ jako substrat zastosowano pNPP (p-Nitro Phe-
nyl Phosphate; fosforan p-nitrofenylu). Pomiar absorbancji
przy dtugosci fali 405 nm byt wykonany z uzyciem czytni-
ka plytek Tecan Sunrise po 30 i 45 minutach od naniesienia
substratu. Kontrola negatywna zostata dostarczona przez
producenta, za$ kontrolg pozytywna stanowita podatna od-
miana Samsun H.

Testy molekularne

Ze wzgledu na to, ze odporno$¢ typu va jest warunko-
wana delecja w genie podatnosci Va, wykrywanie genu od-
pornosci prowadzono posrednio poprzez detekcje genu po-
datnos$ci. Analizy molekularne prowadzono metoda PCR,
a o obecnos$ci genu va wnioskowano na podstawie braku
amplikonow.

Izolacj¢ genomowego DNA wykonano metoda Doyle’a
i Doyle (1987) z uzyciem CTAB (Cetyl trimethylam-
monium bromide; bromek cetylotrimetyloamoniowy).
Oczyszczone i wysuszone DNA zawieszono w sterylnej
wodzie destylowanej. Do amplifikacji DNA zastosowano
reakcje PCR wykorzystujac primery opisane przez Julio
i in. (2015) oraz Sierro i in. (2014). Zastosowanie pary
primeréw S10760 E1-F (5’-AAATTGTGGATGAATCT-
GATG-3") i S10760 E1-2R (5’-GTTCGCGAAGGGA-
ACTGC-3") pozwolito na amplifikacj¢ produktu o dhu-

Zaae 88 O S 10811812

400 bp —
300 bp —
200 bp —
100 bp —

gosci 146 bp, a przy uzyciu primeréw Nsyl-eIF4E1-F
(5’-AATGCTTATTGTTAGCCTTTGTTTCT-3") i Nsyl-
-elF4E1-R (5’-GTCAAGTGGCAGCCTTTCATA-3")
uzyskano produkt o dlugosci 402 bp. Mieszanina reak-
cyjna do PCR o objetosci 10 pl zawierata 1 ul roslinnego
DNA o stezeniu 20 ng/pl oraz 6 pl buforu True Allele PCR
Premix (Applied Biosystems) zawierajgcego polimera-
z¢ oraz po 0,15 pl kazdego z pary primerdw o stezeniu
10 mM oraz 2,7 ul wody sterylnej MiliQ. Reakcja PCR
obejmowala denaturacj¢ wstepng przez 10 minut w 95°C,
44 cykle o nastepujacym profilu: 1 minuta w 95°C, 1 mi-
nuta w 64°C oraz 2 minuty w 72°C oraz koncowa elonga-
cje przez 7 minut w 72°C. Produkt PCR byt analizowany
w 1,5% zelu agarozowym w buforze 1xTBE (100 mM
Tris, 90 mM H,BO,, 1 mM EDTA, pH 8,5), a wizualizacj¢
wynikoéw rozdziatu elektroforetycznego przeprowadzano
w transiluminatorze w §wietle UV.

WYNIKI

Badane odmiany tytoniu uprawnego Nicotiana taba-
cum wykazaly zréznicowany stopien podatno$ci na wi-
rus Y ziemniaka w zaleznosci od uzytego izolatu (tab. 2).
Przeprowadzone badania molekularne pozwolity podzieli¢
obiekty pod wzgledem obecnosci genu podatnosci Va na
dwie glowne grupy. Pierwsza obejmowata 16 odmian, kto-
re nie amplifikowaly produktow o dtugosci 146 i 402 par
zasad, co oznacza delecje w obrebie genu podatnosci na
wirus Y ziemniaka. Druga grupe stanowily odmiany, u kto-
rych obecno$¢ amplikonéw §wiadczy o posiadaniu genu
podatnosci na PVY (ryc. 1).

W obrebie typu odpornosci okreslanego jako va, obiek-
ty wykazywaty zréznicowany stopien odpornosci w zalez-
nos$ci od uzytego izolatu. Najwyzsza odpornoscia charak-
teryzowala si¢ odmiana VAM, ktéra nie ulegta porazeniu
izolatami: TUNG 23 i IUNG 17. Swiadczyt o tym brak
objawdw chorobowych i negatywne wyniki testow immu-
noenzymatycznych. Natomiast izolaty okreslane jako silne
spowodowaty u niej nekroze nerwow (ryc. 2), a testy DAS-
-ELISA daty wynik pozytywny.

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

1 — Virginia 278; 2 — Virginia Joyner; 3 — Havana IIC; 4 — Havana 307; 5 — Ztotolistny IHAR; 6 — Wegierski Ogrodowy; 7 — LB Koro; 8 — Virginia Gold
Dolar; 9 — Zamojska 4; 10 — Wiktoria; 11 — Wisana; 12 — Wiera; 13 — Weneda; 14 — Wanda; 15 — Warta; 16 — Wilga; 17 — Wiecha; 18 — Wika; 19 — Krak;
20 — VAM; 21 — Wislica; 22 — Samsun H; 23 — Bachus; 24 — Prezydent; 25 — V. SCR, L — marker wielkosci DNA; DNA ladder

Rycina 1. Elektroforetyczna analiza produktéw amplifikacji markera Nsyl-eIF4E1 (produkt o wielkosci 402 bp) w odmianach tytoniu
Figure 1. Electrophoretic analysis of PCR products (402 bp) covering marker Nsyl-eIF4E1 in tobacco cultivars.
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Tabela 2. Obecnos¢ markeréw zwigzanych z genem Va podatnosci na PVY w odmianach tytoniu oraz reakcja odpornosciowa roslin
i wynik testu DAS-ELISA po zakazeniu czterema izolatami PVY

Table 2. The presence of markers associated with Va susceptibility gene in tobacco cultivars. Plant reaction and DAS-ELISA result to
inoculation with four PVY isolates.

Obecnosé Reakcja roslin na inokulacje izolatami PVY oraz wynik testu DAS-ELISA
markerow Plant reaction to inoculation with PVY isolates and result of DAS-ELISA
Odmiana Presence
Cultivar of markers IUNG 23 IUNG 17 IUNG 22 TUNG20
S10760E1
/Nsyl-elF4E1

VAM -/- ns - ns - VN + VN +
Widlica " s - W £ W s W v
Wiecha n s - VN LW+ W .
Bachus " s - VN LW+ W -
V.SCR n s - W £ W e W v
Wiktoria n s - W LW e W v
Weneda " s - W LW . W v
Havana 307 " W £ W LW+ W .
Havana I C n W £ W £ W e W v
Wilga n W £ W £ W e W v
Krak " W £ W LW s W v
Wiera n W LW LW+ W .
Warta n W £ W £ W v W v
Wika - W £ W £ W e W P
Wanda " W £ W LW s W v
Wisana " W s W s W e W v
Ztotolistny IHAR +/+ VC, CS A VC, CS ar VC, CS F VvC A
LB Koro W+ veos  +  veos +  veos o+ ve i
Yirginia Gold 1+ ve,cs  +  ve,cs 4+ vecs o+ Ve +
Virginia 278 W+ VGCS  +  VGCS  +  VGOS 4+ ve |
Zamojska 4 W+ veos  +  veos +  veos o+ ve i
Prezydent i W £ W £ W e W v
Virginia Joyner i W s W LW . W v
Samsun H e W £ W £ W o W v
ggggﬁv‘; +/+ ns - VG, CS + VN i VN +

Objawy chorobowe: ns — bez objawow, VN — nekrozy nerwow, CS — chlorotyczne plamy, VC — przejasnienia nerwow;
(+) pozytywny, (-) negatywny wynik testu DAS-ELISA

Disease symptoms: ns — no symptoms, VN — vein necrosis, CS — chlorotic spots, VC — vein clearing;

(+) positive, (-) negative result of DAS-ELISA test
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b

Rycina 2. Reakcja tytoniu odmiany VAM na dwa izolaty PVY (IUNG 23 i IUNG 20): brak objawdéw chorobowych po zastosowaniu
stabego izolatu (a) i nekrozy nerwow po zastosowaniu izolatu silnego (b)

Figure 2. Reaction of tobacco cv. VAM to inoculation with two PVY isolates (IUNG 23 and IUNG 20): no symptoms observed after
applying the mild isolate (a) and vein necrosis as a result of applying the strong isolate (b).

Poza odmiang VAM wsrod obiektow posiadajacych re-
cesywny gen va sze$¢ odmian: Wiecha, Bachus, Wiktoria,
Weneda, Wislica i V. SCR réwniez nie wykazywato ob-
jawow chorobowych po zastosowaniu izolatu IUNG 23,
a wykonane dla nich testy DAS-ELISA byly negatywne.
Pozostate izolaty spowodowaty na tych odmianach wy-
stapienie nekrozy nerwow, a porazenie byto potwierdzone
pozytywnymi wynikami testu DAS-ELISA. Dziewi¢¢ od-
mian: Havana 307, Havana IIC, Wilga, Krak, Wiera, War-

ta, Wika, Wanda i Wisana, posiadajacych odpornos¢ typu
va, zostato porazonych przez wszystkie zastosowane izo-
laty wirusa Y ziemniaka powodujace wystapienie nekrozy
nerwow.

Druga grup¢ stanowity odmiany posiadajace gen po-
datnosci Va. W obrebie tych odmian znajdowato si¢ pigé
(Ztotolistny IHAR, LB Koro, Virginia Gold Dolar, Virginia
278 oraz Zamojska 4), ktore po inokulacji czterema izo-
latami wirusa wykazywaly jedynie przejasnienia nerwow

Rycina 3. Reakcja odmian tolerancyjnych tytoniu (na przyktadzie odm. Virginia Gold Dolar) na porazenie wirusem Y ziemniaka w po-
staci przejasnien nerwow (VC — Vein Clearing) (a) i plam chlorotycznych (CS — Chlorotic Spots) (b) niezaleznie od uzytego izolatu
Figure 3. Response of tolerant tobacco cultivars (e.g. cv. Virginia Gold Dolar) to PVY infection observed as vein clearing (a) and chlo-
rotic spots (b) independently from a used isolate.
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i plamy chlorotyczne, bez nekrozy nerwow. Wirus byt wy-
krywany w tkankach ros$lin za pomocg DAS-ELISA i ana-
lizy molekularne potwierdzity obecno$¢ genu podatnosci
na PVY. Odmiany te okreslono jako tolerancyjne (ryc. 3).

Odmiany: Prezydent, Virginia Joyner i Samsun H,
posiadajace gen podatnosci Va i reagujace na inokulacje
wszystkimi uzytymi izolatami PVY wystapieniem nekrozy
nerwow, okreslono jako podatne.

Bardzo interesujace wyniki uzyskano w przypadku
odmiany Wegierski Ogrodowy, ktéra w zrdéznicowany
sposob zareagowala na uzyte izolaty. Izolat IUNG 23 nie
spowodowal wystgpienia objawdw chorobowych, a testy
immunoenzymatyczne nie wykazaly obecno$ci wirusa
w roslinie. Z kolei izolat IUNG 17 wywotal przejasnie-
nia nerwoéw i plamy chlorotyczne, za$ inokulacja izolata-
mi IUNG 22 1 IUNG 20 skutkowata nekrozami nerwow,
a obecno$¢ wirusa zostala potwierdzona pozytywnymi wy-
nikami testu DAS-ELISA. Jednocze$nie stwierdzono, ze
odmiana Wegierski Ogrodowy posiada gen podatnosci Va.

DYSKUSJA

Wyniki wskazuja na zréznicowany stopien podatnos$ci
badanych odmian tytoniu na wirus Y ziemniaka w zalezno-
$ci od podtoza genetycznego rosliny oraz od uzytego izola-
tu PVY. Poprzez analizy molekularne wyodrebniono dwie
zasadnicze grupy. W pierwszej grupie znalazlo si¢ 16 od-
mian, w ktérych nie stwierdzono amplifikacji produktow
specyficznych dla genu podatnosci Va, co moze swiadczy¢
o wystapieniu delecji w tym regionie genomu i tym samym
0 obecnosci recesywnego genu odpornosci va.

W obrebie tej grupy odmian zaobserwowano jednak
duze zréznicowanie w reakcji na PVY w zaleznosci od
uzytego izolatu. Do podgrupy pierwszej zaliczono tylko
odmiane VAM, ktora charakteryzowata si¢ najwyzsza od-
pornoscia, gdyz nie wykazywala objawow chorobowych
po zakazeniu izolatami okreslanymi jako staby i $redni.
Ulegla jedynie porazeniu przez izolaty silne. Badania Ma-
suty i in. (1999) wykazaly, ze odmiana VAM byla wysoce
odporna na wigkszo$¢ zastosowanych izolatow japonskich
i tolerancyjna na trzy izolaty PVY-T. Rowniez inokulacja
29 izolatami polskimi, wérod ktorych 17 nalezato do grupy
PVY™W, a 12 do PVYN™ wykazata, Ze sposrod pigciu ba-
danych obiektéw tytoniu, odmiana VAM miata najwyzsza
odporno$¢ (Doroszewska, Czubacka, 2008). Acosta-Leal
i Xiong (2008) twierdza, ze odporno$¢ odmiany VAM, wa-
runkowana jest w rzeczywisto§ci dwoma genami recesyw-
nymi va i va2. Pierwszy z nich ogranicza przemieszczanie
si¢ wirusa z komorki do komorki, a drugi zapobiega aku-
mulacji wirusa w tkance liSciowe;j.

Druga podgrupe stanowito sze$¢ odmian, ktore nie
wykazywaty objawdéw chorobowych po zastosowaniu izo-
latu stabego. Pozostale trzy izolaty spowodowatly u tych
odmian wystapienie nekrozy nerwdéw. Kolejna podgru-

pa posiadajgca gen odporno$ci va zostata porazona przez
wszystkie uzyte izolaty wirusa Y ziemniaka, wykazujac
nekroz¢ nerwow. Brak skutecznej odpornosci moze by¢
efektem niewielkiej delecji, niewystarczajacej do ochro-
ny przed wirusem, o czym donosili juz inni badacze (Julio
iin., 2015; Michel i in. 2019).

Uzyte w niniejszej pracy trzy odmiany VAM, Wislica
i V. SCR posiadajace zdefiniowana odporno$¢ typu va,
byly przedmiotem badan Korbeckiej-Glinki i in. (2017b),
w ktorych byly inokulowane 10 izolatami PVY. Najwyz-
sz odpornoscia (podobnie jak w prezentowanych testach)
charakteryzowata si¢ odmiana VAM, ktora ulegla poraze-
niu przez cztery izolaty z grupy PVYN™ i jeden z grupy
PVYNW. Odmiana Wislica zostata porazona tacznie sze-
$cioma izolatami. Najstabsza odporno$¢ w cytowanej pra-
cy wykazata odmiana V. SCR, ktéra zareagowala objawa-
mi chorobowymi na 9 izolatow.

Julio i in. (2015) inokulowali izolatem z grupy PVYN
163 obiekty Nicotiana tabacum i jednoczes$nie wykonali
analizy roslin, wykrywajac w nich obecno$¢ markerow
molekularnych, w tym S10760. Ich badania wykazaty, ze
118 obiektow amplifikowato wykrywane markery i wy-
kazywato objawy chorobowe, zas 45 uznano za odporne.
W obrebie odmian odpornych wyodrgbniono trzy grupy.
Pierwsza to odmiany, w ktorych nie zostaty zamplifikowa-
ne zadne z zastosowanych markerow, co moze §wiadczy¢
o duzej delecji w obrgbie genu Va. Druga grupa to obiekty,
ktére nie amplifikowaty markera S10760, ale amplifiko-
waly pozostate, co wskazywalo na mniejsza delecje. Trze-
cia grupa nie miala objawow chorobowych, ale wykryto
obecnos¢ wszystkich markerow. Szczegolowe badania tej
grupy wykazaty delecje obejmujaca 2 pary zasad w pozycji
478-479.

Trwato$¢ odpornosci warunkowanej przez rézne typy
mutacji w obrgbie genu elF4E byla przedmiotem badan
Michela i in. (2019). Na podstawie wynikéw uzyskanych
wcezesniej przez Julio (2015) wybrano obiekty nalezace
do wspomnianych wczesniej grup. Grupa pierwsza (LD —
Large Deletion) odpowiadata odmianom posiadajagcym de-
lecj¢ na chromosomie 21. o wielkosci 1 Mbp i obejmowata
odmiany VAM, Wislica, TN86 i PBD6. Grupa druga (SD
— Small Deletion) obejmowata odmiany tytoniu Elka 245,
Little C i Philippin oraz badang réwniez w niniejszej pracy
Wike, posiadajace na chromosomie 21. mniejszg delecje.
W grupie trzeciej (FS — Frameshift) znalazty si¢ odmiany
Burley DC, Semoy, Skro.L56 posiadajace delecj¢ o wiel-
kosci 2 par zasad w obrebie genu el/F4E-1, co powodowa-
o skrocenie C-koncowego odcinka biatka liczacego 163
aminokwasy. Badano réwniez mutanty (EMS-1 i EMS-2)
otrzymane przy uzyciu metanosulfonianu etylu, u ktérych
nastgpowalo skrdocenie na C-koncu biatek zawierajacych
tylko 50 lub 53 aminokwasy (odpowiednio). Uzyskane
przez Michela i in. (2019) wyniki wskazaly na zr6znico-
wang reakcj¢ tytoniu na PVY w zaleznos$ci od wielkosci
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delecji. Najmniejszy udziat roslin zawierajacych wirus
wykazano wéréd odmian z grupy LD, w tym najwyzsza
odpornos$cia charakteryzowala si¢ odmiana VAM, nastep-
nie TN86 i Wislica, za$ najmniej odporna odmiang w tej
grupie byla PBD6. Podobne wyniki oceny odpornosci tych
odmian uzyskano w wieloletnich badaniach mig¢dzyna-
rodowych realizowanych w ramach CORESTA zaréwno
w infekcjach w warunkach naturalnych w r6znych krajach,
jak tez w wyniku inokulacji (Verrier, Doroszewska, 2018).
W badaniach Michela i in. (2019) wigkszy udzial roslin
z wirusem zanotowano w obrebie odmian z grupy SD, FS
1 EMS. Analiza genetyczna i transkryptomiczna wykazata,
ze trwatos$¢ odpornosci jest silnie zwigzana z kompleksem
genetycznym zlokalizowanym na chromosomie 14., ktory
zawiera trzy inne geny: elF4E-2, e[F4E-3 i e[F4E-4. Nale-
73 one do genomu T, ktéry pochodzi od gatunku rodziciel-
skiego Nicotiana tomentosiformis. Odpornos¢ na PVY jest
najtrwalsza przy braku genu e/F4E-1. Wowczas dochodzi
do nadekspresji genu kodujacego biatko eIF4E-2, z ktorym
wirus tworzy niefunkcjonalne potaczenia. Badania wska-
zuja, ze poziom ekspresji genu elF4E-2 jest pozytywnie
skorelowany z trwato$cia odpornosci. Silna nadekspresja
tego genu moze zapobiega¢ porazaniu przez izolaty prze-
famujace odporno$¢ (RB PVY).

Drugg zasadnicza grupe w naszych badaniach stanowi-
Iy odmiany posiadajace gen podatnosci Va, o czym $wiad-
czyta obecno$¢ produktow PCR o wielkosci 146 i 402 par
zasad. Ta grupa rowniez nie byla jednorodna. W grupie tej
wyodrebniono podgrupe pigciu odmian tolerancyjnych,
ktére niezaleznie od uzytego izolatu wirusa wykazywaty
przejasnienia nerwow i plamy chlorotyczne, ale bez ne-
kroz, przy czym wzrost i rozwdj roslin inokulowanych byt
zblizony do zdrowych. Michel i in. (2018) wskazuja, ze
cecha tolerancji polegajaca na braku nekroz jest dziedzi-
czona jako pojedynczy recesywny gen NtTPNI (Nicotiana
tabacum Tolerance to PVY-induced Necrosis 1), ktory jest
zlokalizowany na chromosomie 13. Nalezy podkresli¢, ze
w badaniach Michela i in. (2018) uwzglednione bytly pol-
skie odmiany: V. 278 i Zamojska 4, bedace przedmiotem
niniejszej pracy. Termin tolerancja jest definiowany na réz-
ne sposoby. Wedlug Singh i Singha (2005) tolerancja jest
dziedziczng lub nabyta zdolnoscia do przetrwania choroby,
pozwalajaca osiagna¢ satysfakcjonujace plony. Rowniez
Brandle i in. (1995) definiuja tolerancje na wirus PVYN
jako charakteryzujaca si¢ stabymi objawami mozaikowy-
mi z obecnoscig lub bez nekroz nerwdéw, przy czym ro-
$liny tolerancyjne wzrostem przypominaja zdrowe rosliny
kontrolne. Do odmian tolerancyjnych zalicza on odmiany
Havana 307, Wanda i Wisana, za$ do odmian odpornych
VAM, NC744, TN86 i PBD6. Natomiast w przypadku li-
nii hodowlanych tytoniu uprawnego majacych odpornos¢
od N. africana termin tolerancja odnosi si¢ do obecnosci
stabych objawdéw chorobowych, takich jak chlorotyczne
plamy i przejasnienia nerwow, przy jednoczesnym braku
nekroz nerwdéw u roslin z obecnoscig wirusa (Doroszew-

ska, 2010; Korbecka-Glinka i in., 2017a). Dlatego auto-
rzy niniejszej pracy w przeciwienstwie do Brandle’a nie
zaliczaja odmian Havana 307, Wanda i Wisana do grupy
obiektow tolerancyjnych, gdyz inokulacja zastosowany-
mi izolatami spowodowata wystgpienie nekrozy nerwow.
Ponadto odmiany te zaliczono do grupy odmian z odpor-
nos$cia typu va ze wzgledu na brak amplifikacji markerow
podatnosci.

Drugg podgrupe¢ stanowig odmiany podatne, ktore po-
siadaja gen podatnos$ci Va, za$ inokulacja wszystkimi uzy-
tymi izolatami wirusa Y ziemniaka powodowata wystapie-
nie nekroz nerwow.

W odrebnej podgrupie lokalizuje si¢ odmiana Wegier-
ski Ogrodowy, wykazujaca specyficzng reakcj¢ na uzyte
izolaty PVY. Odmiana ta wprawdzie posiada gen podatno-
$ci Va, ale nie wykazata odpornosci typowej dla tolerancji,
tzn. nie ulegla porazeniu stabym izolatem. Z kolei izolat
bardziej zjadliwy spowodowal przejasnienia nerwow
i plamy chlorotyczne, za§ inokulacja izolatami silnymi
skutkowata nekrozami nerwéw. Przypuszczalnie odmiana
ta posiada inny rodzaj odpornos$ci, np. inng, nie wykryta
dotychczas delecje, jak cho¢by krotka delecja opisywana
w pracy Julio i in. (2015).

Wykorzystanie genu va jest dos¢ powszechne w ho-
dowli odmian uzytkowych (Blancard, 1998). Niniejsze
badania pozwolily oceni¢ wybrane polskie odmiany i wy-
typowac te, ktore posiadajg ten rodzaj odpornosci, a takze
okresli¢ jej poziom poprzez oceng skutecznosci w zetknig-
ciu z réznymi izolatami PVY. Jak wykazaly badania, nie
kazda delecja w genie Va zabezpiecza przed izolatami PVY
wystepujacymi w naszych warunkach polowych. Niestety,
wciaz nie posiadamy w obrebie gatunku N. tabacum genu
warunkujacego odpornos¢ na wszystkie szczepy PVY. Od-
miany posiadajace recesywny gen va wykazujg odpornosé
tylko na cze$¢ izolatéw PVY. Tymczasem migdzynarodo-
we badania Verriera i Doroszewskiej (2018), jak tez pro-
wadzone we Francji (Lacroix i in., 2010) i Brazylii (La-
croix i in., 2011) wskazuja na wzrost liczebno$ci izolatow
nekrotycznych, przetamujacych odpornos¢ typu va. Moze
to mie¢ zwigzek z presja Srodowiska, gdyz wystepuje duza
liczba odmian posiadajacych tego typu odpornos¢. Z tego
powodu ocena odporno$ci odmian z wykorzystaniem réz-
nych izolatow PVY, okreslenie jej poziomu oraz wskaza-
nie odmian tolerancyjnych ma duze znaczenie praktyczne.
Pozwoli réwniez na optymalny dobor komponentéw do
hodowli odpornosciowej

WNIOSKI

1. W obrebie 25 badanych odmian tytoniu w dziewig-
ciu stwierdzono obecno$¢ genu podatnosci Va, co zostato
wykazane przez amplifikacj¢ markerow molekularnych.
Natomiast w szesnastu nie wykryto markeréw, co wskazu-
je, ze odmiany te posiadaja odporno$¢ typu va.
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2. Wsréd odmian z odpornoscia typu va stwierdzo-
no zréznicowany poziom reakcji na infekcje wirusem Y
ziemniaka, co moze posrednio $wiadczy¢ o réznej dtugosci
delecji w genie podatnosci. Najwyzszg odpornoscia cecho-
wala si¢ odmiana VAM, ktéra nie ulegta porazeniu stabym
i srednim izolatem PVY, ale na silne izolaty zareagowala
nekrozami nerwow.

3. Pie¢ odmian wykazalo tolerancj¢ wobec wszystkich
uzytych izolatdéw PVY — wystapity u nich przejasnienia
nerwow i plamy chlorotyczne, ale nie nekrozy. Jednocze-
$nie wykryto w nich gen podatno$ci Va, co moze wskazy-
wac, ze reakcja tolerancji ma inne podloze genetyczne.

4. Odmiana Wegierski Ogrodowy, mimo obecnosci
genu Va, nie ulegta porazeniu izolatem stabym, a na izo-
lat $redni zareagowatla jedynie przejasnieniami nerwow
i plamami chlorotycznymi, natomiast izolaty silne spowo-
dowaly nekrozy nerwéw. Mozna przypuszczac, ze odmia-
na ta posiada inny rodzaj odpornosci niz pozostate badane
odmiany.
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A. Depta, T. Doroszewska, A. Czubacka

DIVERSIFICATION OF RESISTANCE RESPONSE
OF SELECTED TOBACCO CULTIVARS (NICOTIANA
TABACUM) DEPENDING ON THE USED POTATO VIRUS Y
ISOLATES

Summary

Potato virus Y (PVY) causes tobacco veinal necrosis. It be-
longs to the group of ten most dangerous plant viruses respon-
sible for large economic losses. Within the species Nicotiana
tabacum, the resistance to this virus is conditioned by the single
recessive va gene resulting from a deletion in the susceptibility
Va gene. Many tobacco cultivars have this resistance, including
VAM, Wislica and Virginia SCR (V. SCR). However, their resist-
ance is overcome by the virulent PVY isolates, so it is necessary
to search for new sources of resistance or combine ones already
known.

The aim of the study was to identify cultivars with va resist-
ance, and to assess its effectiveness depending on the used PVY
isolate. Research also included the search for new resistance fac-
tors within Nicotiana tabacum cultivars. Twenty five tobacco
cultivars were tested for resistance to PVY in biological tests by
artificial inoculation under greenhouse conditions. Four virus iso-
lates with different levels of virulence were used for the studies.
After four weeks, disease symptoms were observed, and DAS-
ELISA tests were performed using specific antibodies to confirm
the presence of the virus in plants. The tested cultivars showed
a different degree of PVY susceptibility depending on the used
isolate.

The identification of the va gene was carried out by using
PCR for amplification of two markers of the length 146 and 402
bp. The presence of amplicons indicated the presence of Va sus-
ceptibility gene, while cultivars with the va resistance gene did
not amplify the products. The highest resistance was character-
istic of cv. VAM which was not infected with isolates [IUNG 23
and IUNG 17, defined as weak and medium, although the remain-
ing isolates, described as strong (IUNG 22 and IUNG20), caused
vein necrosis and the presence of the virus was confirmed in plant
tissues by a positive DAS-ELISA test result. Six cultivars that did
not show disease symptoms only after applying the weak isolate,
had a slightly lower resistance. Other cultivars with va resistance
were infected by all used PVY isolates. Another five cultivars,
after infection with four isolates, showed symptoms of tolerance,
i.e. vein clearing and chlorotic spots of a leaf blade, but they did
not have vein necrosis, in spite of that molecular tests confirmed
the presence of Va susceptibility gene. Moreover, interesting re-
sults were noted for cv. Wegierski Ogrodowy, that, despite the
presence of the susceptibility gene, was not infected by weak iso-
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late IUNG23. The last group included susceptible cultivars that  In addition, the rising number of necrotic isolates in Poland and in

reacted with vein necrosis to all used PVY isolates. the world, capable of breaking existing sources of resistance, can
Since virulent PVY isolates are able to break va resistance,  cause an increased use of tolerant cultivars in tobacco breeding.

the knowledge of the nature and stability of the resistance of cul-

tivars is particularly important, especially within Polish cultivars. ~ Keywords: PVY isolates, va gene, tolerance
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