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Abstrakt. Cytoplazmatyczna meska sterylnosé (cms) jest wyko-
rzystywana w hodowli roslin w celu otrzymania form niezdol-
nych do samozapylenia, ktore wykorzystuje si¢ gtownie w ho-
dowli odmian mieszafncowych F,. Cytoplazmatycznie meskoste-
rylne rosliny otrzymuje si¢ w wyniku mutacji w genomie cytopla-
zmatycznym przez podstawienie w miejsce natywnej cytoplazmy
innej cytoplazmy pochodzacej z odmiennego gatunku lub krzy-
zowanie w obrebie gatunku. U podstaw cms lezy niezgodnosc
pomiedzy genomem jadra komorkowego i cytoplazma. Allopla-
zmatyczne formy wyksztatcaja zmodyfikowane, niefunkcjonalne
meskie organy generatywne lub nie wyksztatcaja ich wcale. Przy
tym zmiany morfologiczne moga obejmowac takze inne czg-
$ci kwiatu, a niekiedy cala rosling. Obecnos¢ obcej cytoplazmy
moze wplywac tez na inne cechy, w tym na odpornos¢ roslin na
patogeny. Aby okreslic wpltyw obcej cytoplazmy na odpornosé
tytoniu na wirus Y ziemniaka (PVY), wykonano sztuczne inoku-
lacje tytoniu dwoma izolatami PVY o réznej wirulencji. Testom
poddano 13 izogenicznych form cytoplazmatycznie meskosteryl-
nych odmiany Zamojska 4 z cytoplazma pochodzaca od dzikich
gatunkow z rodzaju Nicotiana, a takze forme¢ z cytoplazma cms
mutanta otrzymanego w obrgbie gatunku N. tabacum. Odpor-
nos¢ roslin oceniano na podstawie objawow chorobowych oraz
wynikow testu immunoenzymatycznego DAS-ELISA. Zaobser-
wowano réznice zar6wno w nasileniu objawow chorobowych,
jak 1 w terminie ich wystapienia od momentu zakazenia roslin.
Zroznicowanie badanych form alloplazmatycznych pod wzgle-
dem odpowiedzi na infekcj¢ wirusowa pozwala przypuszczac, ze
mechanizmy odpornosci na PVY moga by¢ zwiazane z okreslona
forma cytoplazmy.

stowa kluczowe: cytoplazmatyczna meska sterylnosé, forma al-
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WSTEP

W hodowli roslin uprawnych wykorzystywane jest zja-
wisko cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci (cms), ktore
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pozwala na otrzymanie form niezdolnych do samozapyle-
nia. Utatwia to hodowcy prowadzenie kontrolowanej pro-
dukcji mieszancow z przeznaczeniem na cele komercyj-
ne bez koniecznosci pracochlonnego rgcznego usuwania
pylnikow (Majewska-Sawka, Sadoch, 2003; Doroszewska
i in., 2009). Ponadto dystrybucja form cms umozliwia
ochron¢ praw autorskich hodowcy, poniewaz zapobiega
nieautoryzowanej reprodukcji nasion (Doroszewska i in.,
2009), jako ze formy cms moga zawigza¢ nasiona jedynie
w wyniku zapylenia pytkiem uzyskanym z formy dopet-
niajacej (np. odmiany wyjsciowej).

Cytoplazmatyczna meska jalowos¢ jest wynikiem
mutacji w genomie cytoplazmatycznym lub powstaje na
skutek zastgpienia natywnej cytoplazmy cytoplazma po-
chodzacg z innego gatunku (Carlsson, Glimelius, 2011).
Przyczyna utraty ptodnosci jest niezgodnos¢ pomigdzy
genomem jadrowym i cytoplazmatycznym. U podtoza cy-
toplazmatycznej meskiej sterylnosci lezy szereg procesow,
w ktorych wyniku dochodzi do zaburzen mikrosporoge-
nezy i w efekcie do produkcji niefunkcjonalnych mikro-
spor lub ziaren pytku (Majewska-Sawka, Sadoch, 2003).
Cytoplazmatyczna meska sterylno$é jest dziedziczona po
formie matecznej. U form alloplazmatycznych tytoniu ob-
serwuje si¢ brak organéw generatywnych meskich lub ich
degeneracje (Doroszewska i in., 2009).

Liczne formy alloplazmatyczne tytoniu uprawnego (Vi-
cotiana tabacum L.) zgromadzone s3 w kolekcji rodzaju
Nicotiana prowadzonej w IUNG-PIB w Putawach. Wiele
z nich uzyskano na bazie odmiany Zamojska 4 przez
podstawienie cytoplazmy réznych gatunkow dzikich na-
lezacych do rodzaju Nicotiana. Alloplazmatyczne formy
tytoniu posiadajace cytoplazme¢ z gatunkoéw Nicotiana bi-
gelovii, N. goodspeedii i N. suaveolens trafity do putaw-
skiej kolekcji z Zimbabwe z osrodka naukowego w Harare,
a z cytoplazma podstawiong od N. glutinosa, N. megalo-
siphon, N. occidentalis, N. plumbaginifolia 1 N. undulata
otrzymano z placowki naukowej mieszczacej si¢ W rosyj-
skim Krasnodarze. W putawskim instytucie przez krzyzo-
wanie wsteczne wymienionych form allopazmatycznych
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z odmiang Zamojska 4 uzyskano cytoplazmatycznie me-
skosterylne linie izogeniczne. Pozostate formy allopla-
zmatyczne cms odmiany Zamojska 4 zostaly utworzone
od podstaw przez naukowcéw z [UNG w Putawach, kto-
rzy wykorzystali do tego celu gatunki: N. amplexicaulis,
N. debneyi, N. eastii, N. exigua, N. glauca, N. knightiana,
N. raimondii oraz mutanta N. tabacum (Berbe¢, 2001; Do-
roszewska i in., 2009). Jedynie sposéb powstania formy
N. tabacum cms eastii nie jest do konca jasny. Roélina cy-
toplazmatycznie me¢skosterylna zostata odnaleziona wérdd
potomstwa F, pochodzacego z krzyzowania N. eastii *
N. tabacum. Prawdopodobnie powstala na drodze andro-
genezy komorki plemnikowej N. tabacum w woreczku za-
lazkowym N. eastii (Berbe¢, Berbe¢, 1992; Berbe¢, 2001).
Pozostate formy cms tytoniu otrzymano przez tradycyjne
krzyzowanie migdzygatunkowe (Berbe¢, 2001). Przykta-
dowo forma Zamojska 4 cms amplexicaulis zostata uzyska-
na przez zapylenie N. amplexicaulis pytkiem N. tabacum
odm. Zamojska 4, a po podwojeniu liczby chromosomoéw
mieszaniec byt jeszcze kilkakrotnie krzyzowany wstecznie
z ta odmiang. Natomiast lini¢ Zamojska 4 cms knightiana
otrzymano w wyniku krzyzowania tetraploidalnych form
N. knightiana i N. tabacum, a nast¢pnie forme mieszanco-
wa wielokrotnie krzyzowano przez zapylanie pytkiem od-
miany Zamojska 4 (Berbe¢, Doroszewska, 1992). Wedlug
podobnego schematu wyprowadzono forme¢ Zamojska 4
z cytoplazmg N. raimondii. Tymczasem meska sterylnosé
warunkowana cytoplazma N. tabacum zostata odkryta jako
spontaniczna mutacja, ktdra wystapita w uprawie polowej
tytoniu i okazatla si¢ trwata (Berbe¢, 1994; Berbe¢, 2001).

W zalezno$ci od pochodzenia cytoplazmy formy cms
wykazuja réznorodne zmiany morfologiczne gltéwnie
w budowie kwiatow i organow generatywnych. Jednakze
moga dotyczy¢ one takze pokroju rosliny, ktory niekiedy
w znacznym stopniu odbiega od odmiany Zamojska 4, jak
ma to miejsce w przypadku form z cytoplazmg gatunkow
N. goodspeedii 1 N. megalosiphon (Berbe¢, 2001; Doro-
szewska i in., 2009).

Poza wplywem na cechy morfologiczne roslin, obca
cytoplazma moze réwniez zmienia¢ odporno$¢ na choro-
by w porownaniu do odmiany wyj$ciowej (Doroszewska
iin., 2009). Formy Zamojska 4 z cytoplazmg podstawiong
z gatunkow N. eastii i N. plumbaginifolia ulegly silnemu
porazeniu maczniakiem rzekomym w warunkach polo-
wych w sezonie charakteryzujacym si¢ duzym nasileniem
wystapienia patogena, podczas gdy pozostate formy cms
wykazaly tolerancje (Berbe¢, 2001). Rodzaj cytoplazmy
réznicowal takze wystapienie objawow brunatnej nekrozy
nerwow i cerkosporiozy na me¢skosterylnych formach od-
miany Wislica w warunkach naturalnej presji patogenow
wywotujacych te choroby (Berbe¢, Laskowska, 2005).

Odmiana Zamojska 4 wykazuje pewien stopien odpor-
noscina wirus Y ziemniaka (PVY, Potato virus Y), co chro-
ni rosliny przed rozwojem petnych objawéw chorobowych,
tj. nekroz nerwow, nawet przy infekcji powodowanej przez

silne izolaty PVY (np. z grupy PVY ™) majace zdolnosé
do przetamywania odpornosci wigkszosci wspotczesnych
odmian uprawnych warunkowanej genem va. Z drugiej
strony przy porazeniu nawet lagodnymi izolatami (np.
z grupy PVYYW) odm. Zamojska 4 nie wykazuje pelnej
odpornosci, ale reaguje przejasnieniami nerwoéw badz pla-
mami chlorotycznymi, co wskazuje na jej tolerancje wobec
wirusa. Cecha ta jest warunkowana mutacjami w obrebie
genu NtTPN1 wystepujacego na 13. chromosomie genomu
tytoniu, podczas gdy jego forma niezmutowana odpowiada
za wystepowanie nekroz nerwdéw bedacych nastepstwem
infekcji powodowanej przez nekrotyczne izolaty PVY
(Michel i in., 2018).

Dotychczas w licznych publikacjach opisano otrzymy-
wanie form cytoplazmatycznie meskosterylnych odmiany
Zamojska 4 oraz scharakteryzowano je pod wzgledem
morfologicznym i uzytkowym, ale nie badano ich odpor-
no$ci na choroby. Celem niniejszej pracy byto okreslenie
jak obca cytoplazma wptywa na odpornos¢ form cytopla-
zmatycznie meskosterylnych odmiany Zamojska 4 na wi-
rus Y ziemniaka.

MATERIALY I METODY

Material roslinny

Materiat do badan stanowily formy cytoplazmatycznie
mgeskosterylne tytoniu szlachetnego (Nicotiana tabacum
L.). Badaniom poddano 13 alloplazmatycznych form od-
miany Zamojska 4 z cytoplazma pochodzacg od gatunkow:
Nicotiana amplexicaulis, N. debneyi, N. eastii, N. exigua,
N. glauca, N. glutinosa, N. goodspeedii, N. knightiana,
N. megalosiphon, N. occidentalis, N. suaveolens, N. ra-
imondii (forma Zamojska 4 cms rai-2), N. undulata,
a takze forme cms z cytoplazma od mutanta otrzymanego
w obrebie gatunku Nicotiana tabacum. Kontrole stanowily
podatna na PVY odmiana Samsun H oraz odporna odmia-
na Wislica wykazujaca podatnos$¢ tylko wobec silnych izo-
latow wirusa zdolnych do przetamania odpornosci typu va.

Test inokulacji

W badaniach odpornosciowych wykorzystano dwa
izolaty wirusa Y ziemniaka rdznigce si¢ wirulencja. Izolat
IUNG20 pochodzi z odmiany odpornej i przetamuje od-
pornos¢ typu va wystepujaca w odmianie Wislica, nato-
miast izolat [TUNG21 pozyskany z odmiany podatnej, nie
poraza odmiany Wislica. Izolat IUNG20 jest wykrywany
za pomocg przeciwcial MoAbs antiY IgG (Bioreba) rozpo-
znajacych wszystkie izolaty PVY, jak i przeciwcial mono-
klonalnych MoAbs antiYNIgG (Bioreba) wykrywajacych
biatko plaszcza wylacznie nekrotycznych izolatéw PVY.
Natomiast izolat [UNG21 jest wykrywany tylko pierwszy-
mi wspomnianymi przeciwcialami MoAbs antiY IgG (Bio-
reba).

Dos$wiadczenie wykonano w fitotronie w warunkach
kontrolowanych, zapewniajac fotoperiod 16/8 godzin
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(dziefi/noc) oraz temperature 24°C w dzien i 18°C w nocy.
Nasiona wysiano, a nastepnie rosliny rozsadzono do poje-
dynczych doniczek w komercyjne podtoze torfowe. Zaka-
zanie wirusem Y ziemniaka prowadzono w fazie 5-6 lisci.
Izolaty PVY zostaly wcze$niej namnozone na roslinach
tytoniu podatnej odmiany Samsun H odpornej na TMV, co
zabezpieczylo przed niepozadang infekcja tym wirusem.
Z ro$lin odmiany Samsun H pobierano liScie, ucierano
w mozdzierzu i wyciskano sok, ktorym zakazano testowa-
ne rosliny poprzez pocieranie liSci uprzednio posypanych
karborundem. W obrebie poszczegdlnych badanych obiek-
tow (forma cms lub odmiana ptodna) zakazano po 10 roslin
kazdym z dwoch izolatéw wirusa. Zakazone ro$liny chro-
niono przed bezposrednim wpltywem $wiatla stonecznego
przez 48 godzin. Po dwdch tygodniach wykonano pierwsze
obserwacje objawow chorobowych, a po czterech tygo-
dniach wykonano test immunoenzymatyczny DAS-ELISA
z przeciwcialami monoklonalnymi MoAbs antiY IgG (Bio-
reba, nr katalogowy I1gG112911). Wynik testu uznano za
pozytywny, gdy warto$¢ absorbancji przy dtugosci fali 405
nm byla wyzsza o co najmniej 0,2 od kontroli negatywne;.
Za odporne uznano ro$liny bez objawdéw chorobowych,
w ktorych tkankach nie wykryto obecno$ci wirusa.

WYNIKI

Inokulacja odmiany Zamojska 4 izolatem IUNG21 spo-
wodowala wystapienie przejasnien nerwow lisci, a objawy
okreslono jako wczesne, poniewaz obserwowane byly juz
po dwoch tygodniach od zakazenia. Zastosowanie izolatu
silniejszego — [UNG20 réwniez spowodowato szybka re-
akcje odmiany Zamojska 4, przy czym obok przejasnien
nerwow na lisciach wystgpity takze chlorotyczne przebar-
wienia blaszki lisciowej (tab. 1, fot. 1). Zaden z uzytych
izolatow nie wywotat nekroz nerwéw lisci odmiany Za-
mojska 4, podczas gdy silny izolat [UNG20 spowodowat
nekrozg nerwow lisci kontrolnej odmiany Wislica (fot. 2).

Na meskosterylnych formach alloplazmatycznych Za-
mojska 4 z cytoplazma pochodzaca od gatunkéw N. am-
plexicaulis, N. debneyi, N. eastii, N. exigua, N. glutinosa
i N. undulata po inokulacji izolatem ITUNG21 objawy cho-
robowe pojawily si¢ wczesnie, tj. juz po dwoch tygodniach
od sztucznej inokulacji, przybierajac postaé przejasnien
nerwow lisci. Jedynie na formie cms Zamojska 4 z cytopla-
zma N. tabacum wyrazne przejasnienia nerwow rozwinety
si¢ dopiero po 4 tygodniach od zakazenia. Natomiast na
ro$linach form cms z cytoplazma podstawiong z gatunkow
N. glauca, N. goodspeedii, N. knightiana, N. megalosi-
phon, N. occidentalis, N. raimondii i N. suaveolens symp-
tomy chorobowe objety takze blaszke lisciowa, na ktorej
wystapily chlorotyczne przebarwienia.

Tymczasem inokulacja silniejszym izolatem — [UNG20
skutkowata nekrozami bocznych nerwow lisci na allopla-
zmatycznych formach cms z cytoplazma pochodzaca z N.
eastii, N. occidentalis (fot. 3), N. suaveolens i N. tabacum

Jfot. A. Czubacka, A. Depta

Fotografia 1. Objawy tolerancji (przejasnienia nerwow i plamy
chlorotyczne) na ptodnej odmianie tytoniu Zamojska 4 po
inokulacji izolatem PVY TUNG20

Photography 1. Symptoms of tolerance (vein clearing and chloro-
tic spots) on tobacco of fertile cv. Zamojska 4 after inocula-
tion with PVY TUNG20.

fot. A. Czubacka, A. Depta

Fotografia 2. Silne objawy porazenia (nekrozy nerwow) spowo-
dowane infekcja izolatem PVY IUNG20 na tytoniu odmiany
Wislica uzytej jako kontrola

Photography 2. Severe symptoms (vein necrosis) on tobacco of
control cv. Wislica caused by isolate PVY IUNG20.

(fot. 4). Silnym objawom towarzyszyly chlorotyczne pla-
my na blaszce lisciowej oraz przejasnienia nerwow nieob-
jetych nekrozami. Natomiast najlagodniejszymi objawami
zareagowaly formy posiadajace cytoplazme¢ od N. good-
speedii, N. megalosiphon oraz N. undulata, na ktorych za-
obserwowano wystapienie tylko chlorotycznych przebar-
wien blaszki lisciowej. W dodatku symptomy chorobowe
rozwingtly si¢ stosunkowo p6zno. Oznacza to, ze te formy
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fot. A. Czubacka, A. Depta

Fotografia 3. Objawy porazenia izolatem PVY IUNG20 (nekrozy
nerwdw i chlorotyczne plamy na blaszce lisSciowej) na tytoniu
formy Zamojska 4 cms occidentalis

Photography 3. Symptoms after inoculation with PVY isolate
TUNG20 (vein necrosis and chlorotic spots of leaf blade) on
tobacco of Zamojska 4 cms occidentalis form.

Jfot. A. Czubacka, A. Depta

Fotografia 4. Lagodne objawy (chlorotyczne plamy) po inoku-
lacji tytoniu formy Zamojska 4 cms tabacum izolatem PVY
TUNG20

Photography 4. Mild symptoms (chlorotic spots) after inoculation
of tobacco Zamojska 4 cms tabacum form with isolate PVY
TUNG20.

alloplazmatyczne odmiany Zamojska 4 wykazaly nieco
wyzszg tolerancje na izolat IUNG20 od odmiany wyjscio-
wej.

Testy serologiczne potwierdzity obecnos¢ wirusa
w tkankach roslin nalezacych zaréwno do odmiany Zamoj-
ska 4, jak i jej form alloplazmatycznych, a takze podat-
nej odmiany kontrolnej Samsun H niezaleznie od rodzaju
uzytego izolatu PVY. Wirus zostat wykryty rowniez w ro-
slinach nalezacych do odmiany Wislica zakazanych izola-
tem przetamujacym ich odporno$¢ — IUNG20. Negatywny

wynik testu DAS-ELISA odnotowano tylko w przypadku
ro$lin odmiany Wislica zakazanych stabszym izolatem —
IUNG21, co jednoczesnie pozwolilo na potwierdzenie
charakteru tego izolatu jako niezdolnego do przetamania
odpornosci typu va.

DYSKUSJA

Odmiana Zamojska 4 uznawana jest za tolerancyjna
wobec infekcji wirusem Y ziemniaka, poniewaz nigdy nie
obserwowano na niej nekrozy nerwéw. Nawet w przypad-
ku uzycia silnego izolatu wirusa, ktéry poraza odmiang
Wislica, wywotujac na niej nekrozy nerwow, odmiana Za-
mojska 4 reaguje jedynie tagodnymi symptomami — chlo-
rotycznymi przejasnieniami blaszki lisciowej i nerwow
(Doroszewska, dane niepublikowane).

Wedtug Michela i in. (2018) w odmianach tytoniu po-
datnych na PVY biatko bedace produktem genu NtTPNI
oddzialuje z wirusowym biatkiem HcPro, co prowadzi
do nekroz nerwow. Niezmodyfikowane biatko NtTPN1
jest porownywane do biatek R odpowiedzialnych za po-
wstawanie odpowiedzi nadwrazliwos$ci, a wystgpienie ne-
kroz jest okreslane jako proba (wprawdzie nieskuteczna)
ograniczenia infekcji wirusowej. Natomiast w odmianach
tolerancyjnych, w tym w odmianie Zamojska 4, w jadro-
wym genie NtTPNI wykryto cztery niezaleznie wystepu-
jace mutacje punktowe prowadzace do podstawienia ami-
nokwasoéw i w efekcie do produkcji zmienionego biatka
niezdolnego do interakcji z biatkiem wirusa. Dzigki temu
ro$liny bedace homozygotami nie reagowaty nekrozami
nerwdOw nawet po inokulacji silnymi izolatami PVY (prze-
tamujacymi odporno$¢ typu va), a jedynie obserwowano
wystgpienie zmian mozaikowych.

Tymczasem, jak wskazuja badania wlasne, zastapienie
natywnej cytoplazmy inng — pochodzaca z dzikiego ga-
tunku z rodzaju Nicotiana, w wielu przypadkach dopro-
wadzito do zmiany w reakcji na porazenie wirusem. Al-
loplazmatyczne formy cytoplazmatycznie meskosterylne
odmiany Zamojska 4, do ktorych przeniesiono cytoplazme
z gatunkow N. goodspeedii, N. megalosiphon, N. undula-
ta, nie tylko zareagowaly objawami tagodniejszymi niz ich
ptodny odpowiednik, ale tez objawy te wystapity z opoz-
nieniem.

Podatno$¢ form alloplazmatycznych cytoplazmatycz-
nie mgskosterylnych tytoniu byta analizowana réwniez
przez Berbecia i Laskowska (2005), przy czym obce cyto-
plazmy zostaly potaczone z jadrowym genomem odmiany
Wislica. Prowadzone obserwacje dotyczyty roslin porazo-
nych drogg naturalng w warunkach polowych, bez serolo-
gicznej identyfikacji wirusa, co oznacza, ze jego wirulencja
nie byla mozliwa do okreslenia. Porazeniu jednak ulegto
niespetna 1% roslin w obrebie ptodnej odmiany Wislica.
W przypadku uzycia cytoplazmy z gatunkow N. goodspe-
edii, N. megalosiphon i N. undulata, formy alloplazma-
tyczne odmiany Wislica wykazaty chlorotyczne zmiany na
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blaszce lisciowej na okolo 1% roslin. Wedlug Doroszew-
skiej i Depty (2011) gatunki bedace dawcami cytopla-
zmy (N. goodspeedii, N. megalosiphon, N. undulata), na
sztuczng inokulacje réoznymi izolatami PVY odpowiadaty
objawami obejmujacymi zaréwno chlorotyczne plamy na
lisciach, jak i deformacje i zmiany mozaikowe. Jednak
inne gatunki, ktorych cytoplazma postuzyla do utworze-
nia pozostatych form cms testowanych w prezentowanych
badaniach, w wigkszo$ci nie wykazywaty nekrotycznych
objawow nawet po inokulacji silnymi izolatami. Nekrozy
po inokulacji izolatami PVY byly obserwowane na gatun-
kach N. occidentalis i N. suaveolens (Doroszewska, Depta,
2011).

Nieliczne osobniki w obrgbie form Zamojska 4 cms
eastii, Zamojska 4 cms occidentalis i Zamojska 4 cms su-
aveolens po inokulacji izolatem TUNG20 réwniez reago-
waly nekrozami nerwow, co oznacza, ze izolat zdotat prze-
famac tolerancje tych form. Podobnie linia hodowlana BPA
wykazujaca tolerancje wobec wszystkich uzywanych do
inokulacji izolatéw PVY (Doroszewska, 2010; Korbecka-
-Glinka i in., 2017), po podstawieniu cytoplazmy N. suave-
olens, zareagowala nekrozg nerwow pojedynczych roslin
w zetknigciu z wirulentnymi izolatami PVY w warunkach
polowych (Doroszewska, doniesienie ustne). Wsrod form
cms uzyskanych na bazie odmiany Wislica z uzyciem cyto-
plazmy z N. occidentalis i N. suaveolens takze odnotowa-
no kilkuprocentowy udzial roslin porazonych, w tym tych
z nekrozami (Berbe¢, Laskowska, 2005). Nekrozy byty tez
obserwowane na alloplazmatycznych formach odmiany
Wislica z cytoplazma N. amplexicaulis, N. exigua, N. glau-
ca i N. knightiana, podczas gdy w badaniach wtasnych na
formach odmiany Zamojska 4 z tymi typami cytoplazmy
wystepowaly tylko przejasnienia nerwoéw i chlorotyczne
plamy blaszki liSciowej, co potwierdza, ze rozwoj petnych
objawow jest warunkowany przez czynniki genetyczne
wystepujace w jadrze komorkowym.

Z kolei forma Zamojska 4 z cytoplazma od N. glutino-
sa nie wykazata nekroz nerwdéw, mimo ze gatunek bedacy
dawcg cytoplazmy — N. glutinosa reagowal nekrozami na
zakazenie silnymi izolatami PVY (Doroszewska, Depta,
2011). Natomiast alloplazmatyczna forma odmiany Wislica
w warunkach infekcji polowej pozostawata zdrowa (Ber-
be¢, Laskowska, 2005). Gatunki N. raimondii i N. glauca
nie miaty objawow chorobowych po zakazeniu sze$cioma
izolatami PVY (Doroszewska, Depta, 2011). Tymczasem
testowane formy cms posiadajace pochodzace z nich cy-
toplazmy wykazywaly objawy charakterystyczne dla od-
miany Zamojska 4. Analogiczne formy cms utworzone na
bazie odmiany Wislica w warunkach polowych tez ulegty
porazeniu, cho¢ w niewielkim procencie (Berbe¢, Laskow-
ska, 2005). Z kolei obecnos$¢ cytoplazmy pochodzacej od
mutanta N. tabacum spowodowata, ze na wigkszosci osob-
nikow nalezgcych do formy cytoplazmatycznie megskoste-
rylnej odmiany Zamojska 4 obserwowano lagodne obja-
wy, ale na jednej roslinie wystapity nekrozy nerwéw. Za-

kazenie tej formy stabszym izolatem IUNG21 skutkowato
pojawieniem si¢ tylko przejasnien nerwdéw i to w dodatku
stosunkowo p6zno w poréwnaniu z innymi formami cms.

Zmiany w odpornosci form cytoplazmatycznie me¢sko-
sterylnych w stosunku do ich plodnych odpowiednikéw
wskazuja na role w ksztaltowaniu odpornosci nie tylko
czynnikdw jadrowych, ale rowniez cytoplazmatycznych
i powodowane sa prawdopodobnie zakldceniami w komu-
nikacji pomiedzy jadrem komorkowym a obcg cytopla-
zma. Niezgodno$¢ moze wystapi¢ na réznych poziomach
funkcjonowania komorki. Zaktdcenia mogg dotyczy¢ sze-
regu proceséw metabolicznych lub lokalizacji czynnikow
petniacych role w odpowiedzi odpornosciowej rosliny.
Przyjmujac wspomniany wczesniej model tolerancji za-
proponowany przez Michela i in. (2018), w odmianie Za-
mojska 4 zmodyfikowane biatko NtTPN1 nie jest rozpo-
znawane przez wirusa, przez co nie dochodzi do powstania
nadwrazliwosci w postaci nekroz nerwow. Jednak czynniki
zawarte w obcej cytoplazmie moga zmienia¢ sposob od-
dzialywania migdzy tym biatkiem a wirusowym HcPro,
prowadzac do przywrdcenia reakcji nadwrazliwosci.

Odpornos¢ typu va wystepujaca w odmianie Wislica,
uzytej przez nas jako kontrola, podobnie jak w odmianie
Zamojska 4, jest warunkowana mutacja w genie podatno-
$ci 1 ma charakter recesywny. Mutacja ta polega na dele-
cji w obrebie genu jadrowego Va i prowadzi do produk-
cji zmodyfikowanego biatka eIF4E bedacego czynnikiem
translacyjnym (Julio i in., 2015). Tymczasem niezmie-
nione biatko eIF4E wchodzi w interakcj¢ z biatkiem VPg
bedacym jednym z produktéw translacji RNA wirusa Y
ziemniaka, co prowadzi do replikacji genomu wirusowego
i jego translacji, w efekcie przyczyniajac si¢ do rozwoju
infekcji (Tiziana, Gallitelli, 2014). Co ciekawe, obec-
no$¢ mRNA bedacego transkryptem genu elF4E stwier-
dzono w chloroplastach réznych gatunkéw roslin, w tym
tytoniu. Wiadomo jednak, ze do produkcji bialka elF4E
w tych organellach nie dochodzi, wigc przypuszcza si¢, ze
w chloroplastach transkrypt jest jedynie przechowywany,
co ma stuzy¢ regulacji jego poziomu w cytozolu (Nicolai
i in., 2007). Moze to wskazywac na role czynnikow cy-
toplazmatycznych w rozwoju infekcji powodowanej przez
PVY i thumaczy¢ réznice w poziomie tolerancji form allo-
plazmatycznych. Przypuszcza si¢ tez, ze chloroplasty maja
wplyw na dzialanie plasmodesm stanowigcych potaczenia
pomiedzy cytoplazmami sasiadujacych komorek i maja-
cych znaczenie w rozwoju odpornosci systemicznej (Fer-
nandez, Burch-Smith, 2019).

W odpornosci komorki roslinnej istotng rolg odgrywa-
ja takze mitochondria, ktorych funkcjonowanie w wyniku
stresu biotycznego, np. infekcji wirusowej, zostaje zaklo-
cone, co generuje zmiany w procesie oddychania i skut-
kuje produkcja wolnych rodnikéw tlenowych, za ktorych
posrednictwem mitochondria reguluja ekspresj¢ genow
jadrowych (Chamandoosti, 2017; Czarnocka, Karpinski,
2018; Cvetkova i in., 2013). Ponadto powstawanie wol-
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nych rodnikéw prowadzi do odpowiedzi typu nadwrazli-
wosci, za ktérg moze zosta¢ uznane tworzenie nekroz jako
proba ograniczenia rozprzestrzeniania si¢ wirusa w tkan-
kach rosliny. Podwyzszony poziom wolnych rodnikow
wystapit bowiem w podatnej odmianie tytoniu po inoku-
lacji izolatem PVY™N, a w tkankach roslin tolerancyjnych,
w tym odmiany Zamojska 4, nie stwierdzono akumulacji
tych reaktywnych form tlenu (Michel i in., 2018).

A zatem budowa i funkcjonowanie poszczegdlnych
organelli oraz jako$¢ wspotpracy pomiedzy nimi ma istot-
ny wplyw na wiele proceséw zachodzacych w komorce
i w roslinie, w tym na procesy zwigzane z odpowiedzig na
infekcje.

Dlatego potaczenie jadra komorkowego z cytopla-
zmg pochodzacg od innego gatunku moze przyczynic si¢
do podwyzszenia lub obnizenia poziomu odpornosci ro-
$lin. Takie zréznicowanie reakcji odpornosciowej zaob-
serwowano w przypadku potaczenia jadra komédrkowego
z odmiany uprawnej Zamojska 4 i cytoplazmy z N. good-
speedii, N. megalosiphon i N. undulata, gdzie alloplazma-
tyczne formy cms wprawdzie nie byty catkowicie odporne,
ale tolerancja roslin na izolat [UNG20 wzrosta w stosunku
do odmiany wyjsciowej, a obserwowane symptomy byly
op6znione. Przeciwnie, tolerancja alloplazmatycznych
form cms z cytoplazma pochodzacg od gatunkéw N. eastii,
N. occidentalis 1 N. suaveolens zostata przetamana, pro-
wadzac do pelnych objawdéw chorobowych. Odmiennie od
pozostatych form cms zachowata si¢ forma z cytoplazma
mutanta N. fabacum, gdzie w wyniku inokulacji izola-
tem IUNG20 doszto do przetamania odpornosci, ale izo-
lat TUNG21 spowodowal objawy opdznione, a przy tym
stosunkowo tagodne. Roznice w reakcji badanych form
alloplazmatycznych na infekcje wirusowg wskazuja, ze
mechanizmy tolerancji w poszczegélnych formach sg od-
mienne i zaleza od rodzaju zastosowanej cytoplazmy.

Nalezy jednak podkresli¢, ze obnizenie reakcji odpor-
nosciowej na PVY spowodowane wpltywem obcej cytopla-
zmy dotyczylo tylko pojedynczych roslin, a zatem mozna
przypuszczaé, ze nie przyczynito si¢ w sposdb znaczacy do
redukcji warto$ci uzytkowej form cms.

Przedstawione badania majg charakter wstepny i pla-
nuje si¢ ich kontynuacje. Uzyskane wyniki wskazuja na za-
sadnos$¢ wlaczenia analiz molekularnych, ktore pozwolityby
na okreslenie iloSciowe wirusa w zainfekowanych roslinach.
Z kolei przeprowadzenie obserwacji objawow chorobowych
w uprawie polowej w warunkach naturalnej infekcji przy-
czynitoby si¢ do lepszego doboru form matecznych cms
charakteryzujacych si¢ wyzsza tolerancja na PVY.

WNIOSKI

1. Zmiany w reakcji odpornosciowej na PVY allopla-
zmatycznych form cms w stosunku do ptodnej odmiany
wyjsciowej Zamojska 4 mogg by¢ wynikiem zmian w ko-
munikacji pomiedzy jadrem komorkowym a cytoplazmag
pochodzaca od innych gatunkow.

2. Zréznicowanie reakcji form alloplazmatycznych na
infekcje PVY pozwala przypuszczac, ze ich odpowiedz od-
pornosciowa jest ksztaltowana przez czesciowo odmienne
mechanizmy.

3. Zastosowanie cytoplazmy z gatunkdéw N. ample-
xicaulis, N. debneyi, N. exigua, N. glauca, N. glutinosa,
N. knightiana i N. raimondii nie przyczynito si¢ do zmian
w poziomie i charakterze reakcji tolerancji alloplazma-
tycznych form meskosterylnych odmiany Zamojska 4, co
$wiadczy o braku wptywu czynnikow cytoplazmatycznych
na funkcjonowanie mechanizmoéw odporno$ciowych tych
form cms.

4. Uzycie cytoplazmy pochodzacej z gatunkéw N.
goodspeedii, N. megalosiphon, N. undulata spowodowa-
lo wzrost tolerancji form cms i op6znienie wystapienia
objawdw, podczas gdy obecno$¢ cytoplazmy z gatunkow
N. eastii, N. occidentalis 1 N. suaveolens skutkowata obni-
zeniem tolerancji. Zmiany w reakcji odpornosciowej doty-
czyly takze formy cms z cytoplazmag mutanta N. tabacum.
Oznacza to, ze czynniki zawarte w tych cytoplazmach
wplywaja na reakcj¢ odpornosciowg form alloplazmatycz-
nych odmiany Zamojska 4.
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A. Czubacka, A. Depta, T. Doroszewska

DIVERSIFICATION OF DEFENSE RESPONSE
TO POTATO VIRUS Y AMONG ALLOPLASMIC
TOBACCO FORMS

Summary

Cytoplasmic male sterility is used in plant breeding to obtain
forms incapable of self-pollination, which are utilized mainly
in breeding of hybrid cultivars. It is based on incompatibility
between the cell nucleus and cytoplasm because cytoplasmic
male sterile plants are obtained by mutation in the cytoplasmic
genome or by substitution of the native cytoplasm with another
that of a different species. Alloplasmic forms develop modified,
non-functional male generative organs or do not develop them
at all. Morphological changes may involve other parts of flow-
ers and sometimes a whole plant. An alien cytoplasm may also
affect other traits, including resistance to pathogens. In order to
determine the effect of alien cytoplasm on tobacco resistance to
Potato virus Y (PVY), artificial inoculations with two virus iso-
lates differing in virulence were performed. The test included
13 alloplasmic forms of cultivar Zamojska 4 with cytoplasm
from Nicotiana wild species and a form with cytoplasm from
the mutant obtained within Nicotiana tabacum. Plant resistance
was assessed on the basis of disease symptoms and DAS-ELISA
immunoenzymatic test results. Differences were observed in
the severity and earliness of disease symptoms. Fertile cultivar
Zamojska 4 is considered as tolerant to PV, that is it reacts to
infection with mild symptoms like vein clearing and chlorotic
spots of the leaves, but not with vein necrosis. In the case of
a combination of cell nucleus from cv. Zamojska 4 and cyto-
plasm from species N. goodspeedii, N. megalosiphon and N.
undulata, alloplasmic forms were not completely resistant, but
the level of their tolerance to strong isolate IUNG20 increased
compared to that in their male fertile isogenomic counterpart
and observed symptoms were delayed. In contrast, tolerance of
cms forms with cytoplasm from the species N. eastii, N. occi-
dentalis and N. suaveolens was overcome leading to develop-
ing severe disease symptoms. Unlike the other cms forms, the
form with the cytoplasm of N. fabacum mutant reacted with
a development of necrotic symptoms to inoculation with isolate
TUNG20, but with delayed mild symptoms when inoculated
with the weaker isolate IUNG21. The diversified reaction of
different isogenomic alloplasmic forms to viral infection sug-
gests that the mechanisms of defense responses depended on
the type of cytoplasm.

Keywords: cytoplasmic male sterility, alloplasmic form, Po-
tato virus Y, tobacco, Nicotiana
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