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1. Spis publikacji wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej

W sktad rozprawy doktorskiej wchodza nastepujace publikacje:

Punktacja
IFw IE MNiSW
Lp. | Bibliografia roku 5_letni Przed Po
2021 21.12. | 21.12
2021 2021

Doroszewska T., Depta A. 2011. Resistance of
1 wild Nicotiana species to different PVY - - 20* -
isolates. Phytopathologia, 59: 9-24.

Depta A., Doroszewska T., Czubacka A. 2020.
Zrdznicowanie reakcji odpornosciowe;j
wybranych ~ odmian  tytoniu  (Nicotiana
tabacum) w zaleznosci od uzytego izolatu
wirusa Y ziemniaka”. Polish Journal of
Agronomy, 42, 3-13.

Depta A., Doroszewska T., Czubacka A. 2021
Resistance response of the recently discovered
species Nicotiana mutabilis to Potato virus Y
(PVY) and Tomato spotted wilt virus (TSWV)
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Agronomy, 11(8): 1617;
https://doi.org/10.3390/agronomy11081617

3,949 | 4,117 - 100

Laskowska D., Doroszewska T., Depta A.,
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2. Wstep

Niniejsza rozprawa doktorska zostala przygotowana w formie spdjnego tematycznie
zbioru artykutow opublikowanych w czasopismach naukowych, zgodnie z ustawg prawo
0 szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U. z 2023 r. poz. 742) oraz Regulaminami Rady
Naukowej IUNG-PIB (Uchwata nr 13/2018 z dnia 27 marca 2018 r. oraz Uchwata nr 86/2019
Z dnia 18 wrze$nia 2019 1.).

W sklad rozprawy doktorskiej wchodzi pige¢ artykutdéw naukowych. Sumaryczny
Impact Factor publikacji stanowiacych zbior artykutow wynosit 6,177 w 2020 roku, a suma
IF z 5-lecia wynosita 6,838. Liczba punktow wg wykazu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego (MNiSW) sprzed 21.12. 2021 wynosita 85, za§ zgodnie z wykazem
opublikowanym dnia 21.12.2021 — 230 MNiSW. Artykuly zostaly zalaczone na koncu
niniejszej rozprawy jako rozdziat 12.

Wszystkie prace stanowigce rozpraw¢ doktorska dotyczyly oceny odpornosci zasoboéw
genowych rodzaju Nicotiana na choroby wirusowe. Badania obejmowaty dzikie gatunki
Nicotiana oraz wybrane odmiany N. tabacum pochodzace z kolekcji IUNG-PIB w Putawach.
Zasoby genowe stanowig niezwykle cenny material pod wzglgdem zmiennosci iz tego
powodu niezmiernie wazne jest ich gromadzenie, utrzymywanie w czystosci genetycznej oraz
ocena ich zrdznicowania.

Poczatki zasobow genowych rodzaju Nicotiana w Pulawach siggaja lat dwudziestych
ubieglego wieku, wtedy to prof. Lucjan Kaznowski rozpoczal gromadzenie odmian i dzikich
gatunkow jako zrodta odpornosci na choroby oraz w celu ulepszania 6wczesnych materiatow
hodowlanych pod wzgledem cech jakosciowych. Wraz z rozwojem hodowli wzrastata
potrzeba gromadzenia i oceny nowych gatunkow i odmian, ktore pozyskiwano z wielu
placowek naukowych na $wiecie i wlgczano je do tworzacej si¢ kolekcji. Prowadzona obecnie
w Instytucie Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowym Instytucie Badawczym
kolekcja rodzaju Nicotiana jest jedng z wickszych w Europie i obejmuje 1008 obiektow.
W jej sktad wchodzi 145 obiektow nalezacych do dzikich gatunkow Nicotiana, w tym 64
gatunki oraz formy autotetraploidalne i odmiany botaniczne, a takze 780 odmian tytoniu
szlachetnego (Nicotiana tabacum L.) i 83 odmiany machorki (Nicotiana rustica L.). Kolekcja
zdeponowana jest w postaci nasion w przechowalni dlugoterminowej w Krajowym Centrum
Roslinnych Zasobéw Genowych w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Radzikowie
(Czubacka, 2022), natomiast duplikaty przechowywane sg w szafach nasiennych

w temperaturze 4°C w Instytucie Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa - PIB w Putawach.



Kolekcje rodzaju Nicotiana sa prowadzone rowniez w kilku osrodkach w Europie
I na swiecie. Nalezy do nich firma Bergerac Nasiona i Hodowla, powstala w miejsce

historycznego Instytutu Tytoniowego w Bergerac we Francji (www.bergeracsbh.com), oraz

dwa o$rodki w Niemczech. Pierwszy z nich, pod nazwa NiCoTa, jest zlokalizowany w
Badenii Wirtenbergii, a drugi to bank genow IPK w Gatersleben (Lewis, 2021). Amerykanska
kolekcja gromadzgca zasoby genowe rodzaju Nicotiana zlokalizowana jest w Stacji
Badawczej w Oksfordzie w Potnocnej Karolinie, a dodatkowo mniejsze ilosci nasion w
formie duplikatow sg przechowywane dtugoterminowo w temperaturze -20°C w Narodowym
Centrum Zasoboéw Genetycznych w Fort Collins w Colorado. Kolekcja amerykanska jest
polaczona z Krajowym Systemem Zasobdéw Genowych Roslin (NPGS, National Plant
Germplasm System) i Siecig Informacyjna o Zasobach Genowych (GRIN, Genetic Resources
Information Network), co pozwala na legalng wysytk¢ nasion z odpowiednim certyfikatem
fitosanitarnym (Lewis i Nicolson, 2007). Osobne miejsce zajmuje kolekcja Nicotiana
zlokalizowana w Centrum Badan i Rozwoju Tytoniu na Uniwerytecie Kentucky (KTRDC,
Kentucky Tobacco Research & Development Center) (Lewis, 2021). Publiczna kolekcja
Nicotiana znajduje si¢ rowniez w Malawi i jest utrzymywana przez Fundusz Badan
I Rozwoju Rolnictwa (ARET, Agriculture Research and Extension Trust). ARET jest
odpowiedzialny za prowadzenie badan i §wiadczenie ustug technicznych i rozszerzajacych w
zakresie tytoniu (Lewis, 2021). Najwicksza kolekcja Nicotiana znajduje si¢ w Instytucie
Badan nad Tytoniem (TRI, The Tobacco Research Institute) Chinskiej Akademii Nauk
Rolniczych (CAAS, Chinese Academy of Agricultural Sciences) w Prowincji Shandong
(Tobacco Research Institute of the Chinese, 2016). Poza kolekcjami, do ktorych jest dostep
publiczny, istniejg takze prywatne, gdzie wglad do informacji o zgromadzonych obiektach
jest ograniczony lub niemozliwy (Lewis, 2021).

Tyton szlachetny (Nicotiana tabacum) jest gatunkiem posiadajacym najwigcej odmian
i form w calym rodzaju Nicotiana, a tym samym najliczniej reprezentowanym
w gromadzonych kolekcjach. To réwniez jedna z wazniejszych roslin przemystowych,
uprawiana w blisko 100 krajach $wiata i wykorzystywana do wyrobow tytoniowych (Berbe¢
I Madej, 2012). Drugim niezmiernie waznym zastosowaniem tytoniu jest wykorzystywanie
go w tzw. rolnictwie molekularnym jako zielony bioreaktor do produkcji biofarmaceutykow.
W ten sposob wytwarzane sg przeciwciata, szczepionki, cytokiny oraz biopolimery i enzymy.
Jest to mozliwe dzigki temu, ze opracowano bardzo wydajng transformacje genetyczng tej

rosliny oraz dlatego ze posiada ona duzy potencjat produkcji biomasy (Przybys, 2012).


http://www.bergeracsb.com/

Gatunek Nicotiana tabacum jest naturalnym allotetraploidem (2n=4x=48) powstatym
w wyniku spontanicznego krzyzowania dwoch gatunkow: Nicotiana sylvestris x Nicotiana
tomentosiformis z pewnym udzialem gen6éw nalezacych do N. otophora (Kenton i in., 1993;
Chase i in., 2003). Wyniki sekwencjonowania genomu chloroplastowego N. tabacum
(Shinozaki i1 in., 1986), jak roéwniez genomu chloroplastowego N. sylvestris
I N.tomentosiformis (Yukawa i in., 2006) wskazuja, ze stopien identyczno$ci genomu
chloroplastowego N. tabacum z N. sylvestrii wynosi 99,99%, a z N. tomentosiformis 98,54%.
Na tej podstawie mozna potwierdzi¢, ze zrédlem genomu chloroplastowego N. tabacum jest
N. sylvestris (Yukawa i in., 2006). Badania Blanda i in. (1985) pozwalaja stwierdzié, ze
réwniez genom mitochondrialny w N. tabacum pochodzi od N. sylvestris, cho¢ w tym
przypadku wystepuje niewielka rozbiezno$¢ ewolucyjna miedzy tymi genomami.

Genom Nicotiana tabacum nalezy do najwi¢ckszych w rodzinie Solanaceae (Bakaher,
2020). Z tego powodu pierwsza wersja mapy genetycznej o wysokiej rozdzielczosci
skonstruowanej przy uzyciu okoto 300 markeréw mikrosatelitarnych, zostata opublikowana
dopiero w 2007 roku (Bindler i in., 2007), a nastgpnie bardziej szczegétowa mapa
zawierajaca 2317 markeréw mikrosatelitarnych powstata w 2011 roku (Bindler i in., 2011).
Kolejna mapa genetyczna tytoniu oparta byla o polimorfizm pojedynczych nukleotydow
(SNP — Single-nucleotide polymorphism) (Xiao i in., 2015). Mapy SNP w znaczacy sposob
poprawiaja ocene¢ roznorodnosci genetycznej tytoniu, analizy mapowania QTL (Quantitative
Trait Loci) lub asocjacji, a takze umozliwiaja mapowanie wigkszej ilosci regionow
genomowych. Sa zatem powszechnie stosowanym narzedziem do tworzenia nowych odmian
(Bakaher, 2020).

Nicotiana tabacum jest réwniez uznawany za organizm modelowy w obrebie
Solanaceae ze wzgledu na do$¢ krotki okres wzrostu i rozwoju, profil biochemiczny i tatwos¢
modyfikacji (Gebhardt, 2016).

Uprawa tytoniu dla celow komercyjnych wigze si¢ z wystepowaniem wielu chordb,
totez problematyka ta zajmuje bardzo wazne miejsce w badaniach nad tym gatunkiem.
Szczegodlnie duzo uwagi poswigca si¢ badaniom zwigzanym z odpornosciag na patogeny,
tj. bakterie, grzyby i wirusy, ktéore wywoluja choroby 1 przez to sa czynnikami
zmniejszajacymi jako$¢ 1 1lo$¢ plonu. Istotne zagrozenie stanowig réwniez owady, bedace
zaro6wno szkodnikami, jak 1 wektorami przenoszacymi choroby wirusowe.

Choroby bakteryjne tytoniu powodowane sg gtownie przez Pseudomonas syringae
I Pseudomonas angulata. W celu ochrony ros$lin przed zakazeniem tymi bakteriami wazna

jest przede wszystkim odpowiednia profilaktyka, szczegdlnie na etapie produkcji rozsady
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poprzez stosowanie odkazonych nasion, wolnego od patogenéw podtoza, jak réwniez
odkazanie narzedzi.

Bardzo szeroka grupg stanowig patogeny grzybowe tytoniu, do ktérych naleza:
Peronospora tabacina, Alternaria alternata, Cercospora nicotianae, Berkeleyomyces
basicola (dawniej Thielaviopsis basicola), Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani i Sclerotinia
sclerotiorum. Najlepszym sposobem uniknigcia chorob grzybowych jest odpowiednia
profilaktyka i agrotechnika, a w przypadku wystgpienia porazenia mozliwe jest zastosowanie
odpowiednich fungicydow.

Najwazniejsze choroby wirusowe tytoniu W Polsce i na $wiecie to brunatna nekroza
nerwow tytoniu, brunatna plamisto$§¢ pomidora na tytoniu oraz mozaika tytoniu. Wirusy je
powodujace rdznig si¢ od siebie znacznie pod wieloma wzgledami m.in. sposobem
infekowania roélin, objawami chorobowymi i sposobami ograniczania nasilenia choroby.
Jednakze wspolnym problemem w walce z chorobami wirusowymi jest brak skutecznej
ochrony chemicznej, ktéra ogranicza si¢ jedynie do zmniejszenia populacji wektora, ale nie
zapobiega rozwojowi infekcji juz istniejacej. W zwigzku z tym istnieje konieczno$¢
prowadzenia prac hodowlanych w kierunku uzyskania odpornosci na choroby wirusowe
(Doroszewska i in., 2013). Aby hodowla odporno$ciowa byla skuteczna niezbedna jest
doktadna wiedza na temat Zrédet odpornosci jak tez czynnikoéw sprawczych choroby.

Prowadzone prace badawcze dotyczyty trzech wirusow, ktore powodujg najwigksze
zagrozenie dla uprawy tytoniu: wirusa Y ziemniaka (Potato wirus Y, PVY), wirusa bragzowe;j
plamistosci pomidora na tytoniu (Tomatto spotted wilt virus, TSWV) i wirusa mozaiki tytoniu
(Tobacco mosaic virus, TMV). W zaleznosci od uwzglednionego w badaniach wirusa

zrdznicowana byta liczba obiektéw oraz metodyka badan.

3. Hipoteza i cel badan

Hipoteza badawcza zaktadata, ze w obrgbie zasobow genowych rodzaju Nicotiana
wystepuja obiekty posiadajace odpornos¢ na choroby wirusowe tytoniu powodowane przez:
» wirus Y ziemniaka (Potato wirus Y, PVY),
» wirus brgzowej plamisto$ci pomidora na tytoniu (Tomato spotted wilt virus, TSWV),

» wirus mozaiki tytoniu (Tobacco mosaic virus, TMV).
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Celem badan byla ocena zasobow genowych rodzaju Nicotiana pod wzgledem
odporno$ci na wymienione powyzej choroby wirusowe tytoniu.

Cele szczegotowe obejmowaty ocen¢ tych zrddet odpornosci w  zakresie
wywotywanych objawdéw chorobowych po inokulacji, obecnosci wirusa w roslinie
w badaniach immunoenzymatycznych i zréznicowania genetycznego w badaniach z uzyciem

markerow molekularnych.

4. Przeglad literatury

4.1. Charakterystyka rodzaju Nicotiana

Rodzaj Nicotiana jest pigtym pod wzgledem wielkosci rodzajem nalezagcym do
rodziny Solanaceae. W 2020 roku zaliczono do niego 82 gatunki (Knapp, 2020), ale obecnie
liczba ta jest wyzsza ze wzgledu na odkrywanie nowych gatunkéw (Augsten i in., 2022;
Chase i in., 2022; Chase i Christenhusz, 2021a; Chase i Christenhusz, 2021b; Chase i in.,
2021a, Chase iin. 2021b; Chase i in., 2021c; Chase i in., 2021d; Chase i in., 2021e; Bally
iin., 2021).

Pierwsze badania zwigzane z rodzajem Nicotiana miaty miejsce juz w 1753 roku,
kiedy to Linneusz opisal cztery gatunki: N. glutinosa, N. tabacum, N. rustica i N. paniculata.
P6zniej Lehman w 1818 roku dodat 21 gatunki i wyodrebnit rodzaj jako catos¢. Kolejnych 7
gatunkéw zostalo dodanych przez Kurtha. Pierwszy podzial systematyczny zostal utworzony
przez Dona w 1838 roku i obejmowal cztery sekcje, wyodrgbnione na podstawie koloru
i ksztattu kwiatu (Knapp i in., 2004). Nastepnie Kostoff (1943) podzielit rodzaj Nicotiana na
8 sekcji i wiaczyt do nich 47 gatunkéw. Na podstawie oceny morfologicznej i cytologicznej
Goodspeed (1954) opracowal systematyke, w ktorej wyodrebnit trzy podrodzaje (Tabacum,
Rustica i Petunioides) oraz 14 sekcji, do ktorych nalezalo 60 gatunkoéw. Autor ten uwazat, ze
rodzaj Nicotiana posiada dwoch przodkow: pre-Cestrum i pre-Petunia, a podstawowa liczba
chromosoméw wynosi N=6. Powstawanie nowych gatunkow Nicotiana zwigzane bylo
Z procesem samorzutnego krzyzowania miedzygatunkowego, a nast¢pnie podwojeniem liczby
chromosomow mieszanca. Systematyka ta obowigzywata do 2004 roku. Przeprowadzone
badania molekularne jadrowego (Chase i in., 2003) i plastydowego DNA (Clarkson i in.,
2004) pozwolity zweryfikowac i nieco zmieni¢ systematyke rodzaju Nicotiana (Knapp i in.,
2004). Zmiany te dotyczyly rezygnacji z podziatu na podrodzaje i pozostawienie jedynie

sekcji, w obrebie ktorych dokonano pewnych przeszeregowan. Likwidacji ulegta sekcja
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Thyrsiflorae, a nalezacy do niej gatunek N. thyrsiflora witaczono do sekcji Undulatae.
Utworzono nowa sekcje Sylvestres dla gatunku N. sylvestris. Gatunki nalezace do dwoch
sekcji Repandae i Nudicaulis przypisano razem do sekcji Repandae ze wzgledu na wspolnych
przodkow. Zmianie ulegta nazwa kilku sekcji: Genuinae na Nicotiana, Acuminatae na
Petunioides oraz Bigelovianae na Polydicliae, a takze zmieniono nazwy dwoch gatunkow:
Nicotiana trigonophylla na Nicotiana obtusifolia oraz Nicotiana bigelovii na Nicotiana
quadrivalvis. Ostatnia zmiana dotyczyta przeniesienia gatunku Nicotiana glutinosa z sekcji
Tomentosae do sekcji Undulatae, a takze gatunku Nicotiana glauca z sekcji Paniculata
do sekcji Noctiflorae.

Rodzaj Nicotiana jest bardzo zrdéznicowany pod wzgledem morfologii, liczby
chromosomow 1 rozmieszczenia geograficznego, a takze rozni si¢ sktadem alkaloidowym
i odpornoscig na choroby i szkodniki.

Gatunki rodzaju Nicotiana wystepuja naturalnie na terenie Ameryki Potnocnej
I Poludniowej, Australii i Nowej Zelandii oraz Afryki (ryc. 1). Jedynie N. tabacum i N.
rustica, mimo ze pochodzg z terenu Ameryki Potudniowej, ze wzgledu na ich wykorzystanie

wystepuja na catym $wiecie (Goodspeed, 1954; Chase i in., 2003, Doroszewska i in., 2009).

\/ \ Tabacum

@7 \ \ Rustica
> !ﬁ j\

Petunioides

Rycina 1. Naturalne wystgpowanie gatunkow z rodzaju Nicotiana (wedlug systematyki Goodspeeda, 1954).
Zrédto: Doroszewska i in., 2009.

Krétka charakterystyka gatunkow nalezacych do poszczegdlnych sekcji wedtug
obowigzujacej systematyki przedstawiona jest ponizej (Knapp i in., 2004; Doroszewska i in.,
2009; Knapp, 2020).

Sekcja Alatae obejmuje 9 gatunkow, ktore wystepujg na tereniec Ameryki Potudniowe;j.
Liczba chromosoméw wynosi 2n=18 (N. alata, N. bonariensis, N. forgetiana, N. langsdorfii,

N. mutabilis) lub 2n=20 (N. longiflora, N. plumbaginifolia). Dla gatunku N. azambujae brak
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jest informacji dotyczacych liczby chromosomoéw. Rowniez dla nowo odkrytego gatunku
Nicotiana gandarela liczba chromosoméw jest nieznana (Augsten iin, 2022). Gatunki
z sekcji Alatae s3 to rosliny jednoroczne, o wysokosci od 0,3 do 1,5 metra. W poczatkowej
fazie wzrostu tworzg rozete lisciowa, po czym liscie dolne osiggaja dos¢ duze rozmiary, zas
gorne s3g mniejsze, lancetowate. Ogonki lisciowe sg oskrzydlone. Kwiatostan przyjmuje forme¢
wiechy lub rzekomego grona. Kwiaty otwieraja si¢ przewaznie wieczorem i sa pachngce.
U niektorych gatunkow sg samoniezgodne. Kolor kwiatéw jest zréznicowany: biaty (N. alata,
N. bonariensis), bialolawendowy (N. longiflora, N. plumbaginifolia), zielonkawozotty
(N. langsdorfii) i czerwonawofioletowy (N.forgetiana, N.gandarela). Natomiast kwiaty
gatunku N. mutabilis, odkrytego i opisanego przez Stehmanna i in. w 2002, majg zdolno$¢ do
zmiany barwy od biatej, poprzez r6zowg az do koloru fuksji.

Do sekcji Nicotiana nalezy tylko gatunek Nicotiana tabacum, ktory posiada 2n=48
chromosomow. Jest to roslina jednoroczna, osiggajaca od 1 do 3 metréw wysokosci.
W obrgbie tego gatunku wystepuje ogromna liczba odmian wykazujacych roznice
morfologiczne dotyczace ksztattu 1 wielkosci lisci oraz koloru kwiatow.

Sekcja Noctiflorae zawiera gatunki posiadajace 2n=24 chromosomy i wystepujace
gléwnie na terenie Ameryki Potudniowej. Miedzy poszczegdlnymi gatunkami wystepuja
znaczne roznice. Nicotiana acaulis i N. ameghinoi to niskie rosliny wieloletnie, o drobnych,
lancetowatych liSciach i kwiatach kremowobiatych lub zoéttawobiatych. Nicotiana noctiflora
i N. petunioides to raczej jednoroczne, samoniezgodne gatunki o lancetowatych lisciach
I biatych kwiatach otwierajgcych si¢ wieczorem. Natomiast N.glauca to w warunkach
naturalnych zdrewniaty krzew, a nawet niewielkie drzewo o wysokosci od 3 do 6 metrow.
Wystepuje on nie tylko na terenie Ameryki Poludniowej, ale réwniez Ameryki Srodkowej,
USA 1 Hawajow, a takze w Australii, Afryce, Palestynie 1 Indiach. W niektorych krajach
uznawana jest nawet za rosling inwazyjna. Lodyga i liscie sa gladkie o zielonkawoniebieskim
zabarwieniu, a kwiaty sa koloru zottego.

Sekcje¢ Paniculatae reprezentuje 7 gatunkéw pochodzacych z terenu Ameryki
Potudniowej i majacych 2n=24 chromosomy. Sg to zaréwno ro$liny jednoroczne, jak
I zdrewniate wieloletnie krzewy o dos¢ duzych, ogonkowych lisciach, pokrytych wtoskami.
Kwiatostan przyjmuje gtoéwnie forme wiechy, a kwiaty sg zielonkawozotte.

Osiem gatunkow rosngcych naturalnie gléwnie na terenie Ameryki Potudniowej,
atakze Ameryki Polnocnej oraz Meksyku nalezy do sekcji Petunioides. Sa to gatunki
jednoroczne o 2n=24 liczbie chromosoméw. Liscie dolne tworza rozete liSciowa. Ksztatt

I wielkos¢ lisci oraz rodzaj kwiatostanu sg zréznicowane. Wszystkie gatunki z tej sekcji
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posiadajg biate kwiaty, a dlugos$¢ rurki kwiatowej jest rozna. W przypadku wigkszo$ci z nich
kwiaty otwierajg si¢ wieczorem.

Nicotiana quadrivalvis (dawniej N. bigelovii) oraz N. clevelandii to dwa gatunki
0 2n=48 chromosomow nalezgce do sekcji Polydicliae i wystepujgce na terenie Standéw
Zjednoczonych. Sg to rosliny jednoroczne o biatych kwiatach. LiScie poczatkowo przyjmuja
forme rozety, zas liscie todygowe sa roéznej wielkosci, ogonkowe lub bez ogonkow. Obydwa
gatunki byty uprawiane przez Indian jako tyton do palenia 1 Zucia.

Sekcja Repandae zawiera cztery gatunki wystepujgce na terenie Stanow
Zjednoczonych i Meksyku o liczbie chromosomoéw 2n=48. S3 to niewysokie ro$liny
jednoroczne o kwiatostanie w formie rzekomego grona lub wiechy. Liscie dolne sg dos¢ duze,
posiadaja ogonek lisciowy oskrzydlony zakonczony uszkami otulajacymi lodyge lub
zbiegajacymi po todydze. Kwiaty sg koloru biatego, ale wielkos$¢ i dtugos¢ rurki kwiatowe;j
jest zréznicowana. Z wyjatkiem N. nudicaulis, kwiaty pozostatych gatunkéw oOtwieraja si¢
wieczorem.

Jedynym przedstawicielem sekcji Rusticae jest gatunek Nicotiana rustica, pochodzacy
z Ameryki Potudniowej, posiadajacy 2n=48 chromosomow. Byt to pierwszy gatunek tytoniu
stosowany do palenia, wciagania i zucia. W obrgbie N. rustica wystepuje wiele odmian
ro6znigcych si¢ morfologicznie, ale cechg wspdlng jest to, ze jest to roslina jednoroczna o dosé¢
duzych, ogonkowych liciach i zielonozottych kwiatach.

Sekcja Suaveolentes to najliczniejsza sekcja obejmujaca obecnie okoto 35 gatunkow.
Prawie wszystkie gatunki tej sekcji wystepujg na terenie Australii i wysp na Pacyfiku. Jedynie
gatunek N. africana zostal odnaleziony w Namibii w Afryce (Merxmiiller i Butler, 1975).
Liczba chromosoméw w tej sekcji jest zroznicowana i wynosi od 2n=32, przez 36, 38, 40, 42,
44 do 48. Wystepuja rowniez roéznice morfologiczne dotyczace wysokosci i pokroju roslin,
kwiatostanu oraz ksztattu i wielkosci lisci i kwiatow. Cechg wspélng dla wszystkich
gatunkow z tej grupy sg natomiast biate kwiaty, ktore w wigkszosci przypadkow otwierajg sie
wieczorem 1 sg pachngce. Z wyjatkiem N. africana, N.fragrans i N.gossei, ktore moga
przyja¢ forme wieloletnich krzewow, wszystkie pozostate gatunki sg to jednoroczne lub
krotkozyjace rosliny zielne. Liczba gatunkéw w obrebie sekcji Suavolentes wzrastata na
przestrzeni lat ze wzgledu na odkrywanie i opisywanie nowych gatunkéw (Goodspeed, 1954;
Burbidge, 1960; Clarkson i Symon, 1991; Symon i Kenneally, 1994; Symon, 1998; Symon i
Lepschi, 2007; Chase i in., 2018a, Chase i in., 2018b, Chase i in., 2018c; Chase i
Christenhusz 2018a, Chase i Christenhusz 2018b, Chase i Christenhusz, 2021a; Chase i
Christenhusz, 2021b; Chase i in., 2021a, Chase i in., 2021b, Chase i in., 2021c; Chase i in.,

14



2021e; Chase i in., 2021f; Bally in., 2021; Chase i in., 2022). Duza liczba gatunkéw w tej
sekcji jest wedlug Goodspeeda (1954) wynikiem kilku zdarzen poliploidyzacji. Natomiast
dotychczasowe wyniki filogenetyczne sugeruja, ze t0 jedno zdarzenie dato poczatek grupie, a
nast¢pnie miata miejsce rozlegla specjacja na poziomie poliploidalnym (Clarkson i in., 2017).

Pojedynczy gatunek N. sylvestris, o liczbie chromosoméw rownej 2n=24, jest
reprezentantem sekcji Sylvestres. Pochodzi on z terenow Ameryki Potudniowej, gdzie rosnie
jako wieloletnia ro$lina zielna osiggajagca wysokos$¢ od 1 do 1,5 metra. LiScie ma duze,
siedzgce, z zaznaczonymi uszkami, a kwiaty biale z dtluga rurkg kwiatowa, skierowane
do dotu i lekko pachnace.

Do sekcji Tomentosae nalezy pie¢ gatunkow posiadajagcych 2n=24 chromosomy.
Wystepuja one na terenie Ameryki Potudniowej, gdzie tworza zdrewniale, lepkie krzewy
0 wysokosci od 1 do ponad 5 metréow. Liscie tych gatunkow sa duze, siedzace z
uszkami lub oskrzydlone i zbiegajace po todydze. Kwiaty przyjmuja ksztalt kielicha, gdzie
rurka kwiatowa jest zottozielona, a tatki r6zowe lub czerwone.

Dwa podobne do siebie gatunki: N.obtusifolia (dawniej N. trigonophylla)
i N. palmerii, sg przypisane do sekcji Trigonophyllae. Sg to jednoroczne lub rzadziej
wieloletnie rosliny zielne o liczbie chromosoméw 2n=24 i1 pochodzace z terenu Standéw
Zjednoczonych i Meksyku. Posiadaja niezbyt duze liscie, czesto siedzace z zaznaczonym
uszkiem obejmujacym lodyge. Kwiatostan przyjmuje posta¢ rzekomego grona, a kwiaty sa
biate z zielonkawokremowg rurkg kwiatowa, skierowane przewaznie do dotu.

Ostatnia prezentowana sekcja Undulatae obejmuje pigé gatunkow rosngcych
naturalnie w Ameryce Poludniowe;j. Jest to bardzo zréznicowana morfologicznie grupa pod
katem pokroju, ksztattu 1 wielkos$ci lisci oraz kwiatow, a takze koloru kwiatéw. Ponadto sg to
zarowno ro$liny jednoroczne, jak i wieloletnie krzewy. Cztery gatunki z tej sekcji maja 2n=24
chromosomy, a jeden 2n=48. Mimo szeregu roéznic analiza molekularna wskazuje
na podobienstwo genetyczne tych gatunkow.

Przedstawiona powyzej charakterystyka rodzaju Nicotiana ukazuje ogromne
zroznicowanie pomiedzy gatunkami, zaréwno pod wzgledem morfologii i cytogenetyki,
jak rowniez ich zastosowania.

Podstawowym gatunkiem stuzgcym do produkcji wyroboéw tytoniowych jest Nicotiana
tabacum. Na mniejszg skalg do tego celu stuzg rowniez inne gatunki: N. rustica, N. repanda,
N. attenuata 1 N. quadrivalvis. Niektore dzikie gatunki tytoniu (N. alata, N. sylvestris,
N. langsdorfii, N. forgetiana i N. sanderae) sa uprawiane jako rosliny ozdobne lub znajduja

zastosowanie w przemysle (N. rustica i N. glauca) (Lester i Hawkes, 2001).
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W  obrgbie rodzaju Nicotiana wystepuja zaréwno gatunki diploidalne,
jak i poliploidalne. Wedlug systematyki zaproponowanej przez Knapp i in. (2004)
wyrozniamy siedem sekcji, w ktorych gatunki sg diploidalne (n=12) oraz cztery sekcje,
w ktorych gatunki sg allotetraploidalne (n=24). Osobng grup¢ stanowig rowniez gatunki
aneuploidalne, ktore znajdziemy w sekcji Alatae (n=9; n=10) oraz sekcji Suaveolentes (n=16-
22). Tak duza roznorodnos¢ sprawia, ze stanowig one baz¢ do wielu badan, pozwalajacych
lepiej zrozumie¢ proces poliploidyzacji 1 ewolucji. Duzym osiggnigciem bylo
zsekwencjonowanie genomow niektorych gatunkow Nicotiana: N. benthamiana (Bombarely
I in.,, 2012; Naim i in., 2012), N. sylvestris i N.tomentosiformis (Sierro i in., 2013a),
N. tabacum (odmiany: K326, TN90, Basma Xanthi) (Edwards i in., 2017; Sierro i in., 2014),
N. otophora (Sierro i in. 2014), N. attenuata i N. obtusifolia (Xu i in., 2017), N. glauca
(Khafizova i in., 2018), a takze N. rustica, N. undulata, N. paniculata i N. knightiana (Sierro i
in., 2018).

Na podstawie badan cytogenetycznych, w tym genomowej hybrydyzacji in situ
(GISH) oraz danych dotyczacych sekwencji molekularnych, ustalono potencjalne gatunki
rodzicielskie dla niektorych allopolyploidow. Najwczesniej okreSlono potencjalnych
przodkéw Nicotiana tabacum, gdzie N. sylvestris stanowi genom mateczny,
a N. tomentosiformis genom ojcowski (ryc. 2) (Kenton i in., 1993). Drugi gatunek o znaczeniu
przemystowym, czyli Nicotiana rustica powstal w wyniku krzyzowania N. paniculata
i N. undulata (Lim i in., 2004). Ponadto okreslono, ze rodzicem matecznym dla N. arentsii
jest N.undulata, a rodzicem ojcowskim N.wigandioides (Lim i in., 2004). Wykazano
réwniez, ze dla gatunkéw z sekcji Suaveolentes rodzicem ojcowskim byl czionek sekcji
Sylvestres, za$ rodzicem matecznym mogt by¢ hipotetyczny gatunek diploidalny, zawierajacy

allele pochodzace zarowno z sekcji Petunioides, jak i Noctiflorae (Kelly i in., 2012).
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Rycina 2. Nicotiana sylvestris (po lewej) - rodzic mateczny oraz Nicotiana tomentosiformis (po prawej) - rodzic
ojcowski gatunku Nicotiana tabacum (Zrodto: Doroszewska i in., 2009)

Pod wzgledem biochemicznym gtownymi alkaloidami gatunkow z rodzaju Nicotiana
sg nikotyna 1 nornikotyna, a takze w mniejszym stopniu anabazyna i anatabina (Dewey 1 Xie,
2013; Eich, 2008). Badania 64 gatunkow Nicotiana wykazaly, ze dla 35 gatunkéw, w tym
N. tabacum i jego gatunku rodzicielskiego N. sylvestris, nikotyna jest dominujacym
metabolitem, natomiast nornikotyna jest dominujagcym alkaloidem dla 25 gatunkow, w tym
N. tomentosiformis (Sierro i in. 2013). U czterech gatunkow (N. glauca, N. noctiflora,
N. petunioides i N. acaulis) gldéwnym alkaloidem jest anatabina (Sisson i Severson, 1990).
Nikotyna jest syntetyzowana w korzeniach i transportowana ksylemem do pozostatych czesci

rosliny. Biosynteza nikotyny jest warunkowana przez dwa geny NIC1 i NIC2 (Shiji i in.,
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2010). Nornikotyna powstaje z nikotyny w procesie konwersji przy udziale odpowiednich
enzymow. Proces ten jest kontrolowany przez trzy geny: CYP82E4, CYP82ES5 i CYP82E10
(Lewis i in., 2010). Obecno$¢ nikotyny w liSciach tytoniu jest cechg korzystna, a jej ilo$¢ jest
zroznicowana 1 zalezy gtoéwnie od odmiany, ale takze od czynnikoéw Srodowiskowych
I agrotechnicznych (Trojak-Goluch i Kawka-Lipinska, 2022). Natomiast wysoki udzial
nornikotyny jest niepozadany ze wzgledu na je] zdolno$¢ do przeksztalcenia
w N-nitrozonornikotyng¢ (NNN), nalezacg do grupy nitrozoamin tytoniowych (TSNA, ang.
tobacco-specific nitrosamines), ktore maja dziatanie rakotworcze (Hecht, 2003).

Gatunki z rodzaju Nicotiana sg takze cennym obiektem badawczym (Lewis, 2020).
W literaturze do 2019 roku mozna znalezé odniesienia do 445 migdzygatunkowych
kombinacji mieszancowych w obrgbie rodzaju Nicotiana. Obejmuja one zarowno krzyzowki
z N. tabacum, jak i z innym siostrzanym gatunkiem Nicotiana (Berbe¢ i Doroszewska, 2020).
Sa rowniez wykorzystywane jako organizmy modelowe (Chase i in., 2021d; Brokmdller i in.,
2017; Navarro-Quezada i in, 2020).

Jednym z najczgsciej spotykanych i cytowanych na catym $wiecie ro§lin modelowych
jest Nicotiana benthamiana (Chase i in., 2021d). Gatunek ten wystepuje w poinocnej czgsci
Australii i do niedawna uznawany byt za jeden z najbardziej rozpowszechnionych gatunkoéw
w sekcji Suaveolentes (Chase i Christenhusz, 2018c). Pierwszy okaz N. benthamiana zostat
zebrany w 1936 roku przez Johna Clelanda z Instytutu w Adelajdzie w czasie ekspedyciji
na potnocno-zachodnie wybrzeze Australii (Wylie i Li, 2022). Wykonane w ostatnim czasie
szczegOtowe badania wykorzystujace filogenetyczne 1 populacyjne analizy genetyczne
wykazaty istnienie pigciu odrebnych gatunkdw wykazujacych rdéznice morfologiczne
i geograficzne w obrebie populacji uznawanej za N. benthamiana (Cauz-Santos i in., 2022).
Nalezg do nich N. bilybara, N.candelabra, N.rupestris, N.scopularum oraz wilasciwy
N. benthamiana (Chase i in., 2022). W obrebie obiektow N. benthamiana wyodrgbniono
szczep LAB, ktory znalazt szerokie zastosowanie w badaniach nad interakcjg roslina/wirus,
ze wzgledu na jego wyjatkowa podatnos$¢ na szeroki zakres wirusow roslinnych. Gatunek ten
jest tez stosunkowo tatwy w manipulacji in vitro oraz stanowi dobry nosnik dla ekspres;ji
transgené6w 1 rekombinowanych biatek oraz do eksperymentow z wykorzystaniem
CRISPR-Cas9 i innych systeméw edycji gendw. Z tego powodu jest réwniez
wykorzystywany do produkcji farmaceutykow (Pombo i in., 2020; Chase i in., 2021d; Wylie
i Li, 2022). Stwierdzono, ze szczep LAB posiada mutacje w postaci insercji o dtugosci 72
nukleotydow w genie polimerazy RNA zaleznej od RNA (gen NbRdrlm), co czyni go

niefunkcjonalnym i powoduje podatno$¢ na wirusy. Istniejg jednak dzikie formy
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N. benthamiana, ktére zawierajg nienaruszong, funkcjonalng kopi¢ genu NbRdrl. Wystepuja
réwniez réznice morfologiczne pomigdzy szczepem LAB, ktorego rosliny sa nizsze, maja
ciensze 1 bardziej elastyczne todygi 1 ogonki lisciowe, mniejsze 1 bardziej migkkie liscie o
jasniejszym odcieniu zieleni oraz mniejsze kwiaty, a formg dzikg N. benthamiana. Co wiecej,
nasiona formy LAB sa wigksze 1 nie potrzebuja okresu spoczynku, przez co mozliwe jest ich
szybsze rozmnazanie (Wylie i Li, 2022). Wnikliwe badania tego obiektu oraz zachowana
korespondencja, jaka byta prowadzona migdzy osrodkami naukowymi, pozwolity stwierdzic,
ze szczep LAB pochodzi z pierwszego zbioru Clelanda. Zebrane przez niego nasiona zostaty
wystane do Thomasa Goodspeeda, ktory prowadzit szerokie badania nad rodzajem Nicotiana,
a nastegpnie trafity do innych laboratoriow na catym $wiecie (Chase i in., 2021d; Wylie i Li,
2022).

Gatunkiem modelowym, ktory stuzy do badan nad ekologicznymi interakcjami
wystepujacymi w przyrodzie, jest rowniez Nicotiana attenuata. Jest to gatunek diploidalny
wystepujacy na terenie Stanow Zjednoczonych. Ro$lina ta przystosowata si¢ do niszy
ekologicznej zdefiniowanej przez Srodowisko po pozarze, gdzie gleby sa zwykle bogate
W azot, a stresy biotyczne sa bardzo dynamiczne. Nicotiana attenuata wykazuje duza
biochemiczng i fenotypowa plastycznos¢, ktéra pozwala jej radzi¢ sobie ze srodowiskowymi
wyzwaniami zwigzanymi z zapylaczami, mikrobami oraz z roslinozernoscia owadow.
Gatunek ten byl przedmiotem szczegdtowych badah genomicznych, transkryptomicznych
I metabolomicznych (Brokmdller i in., 2017; Navarro-Quezada i in., 2020).

Waznym aspektem wykorzystania dzikich gatunkow Nicotiana jest zastosowanie ich
cytoplazmy, ktéra pozwala na uzyskanie cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci (Cms).
W wyniku braku wspoétdzialania pomigdzy czynnikami genetycznymi jadra i cytoplazmy
zaburzony jest rozw¢] meskich organéw generatywnych i mikrosporogenezy. Uzyskane
formy cytoplazmatycznie me¢skosterylne pozwalajg na kontrolowane uzyskanie mieszancow
F1, przez co chronig prawa autorskie hodowcy. Najczescie] wykorzystywanym zrodlem cms
sa N. suaveolens i N. glauca ( Depta i in., 2012; Lewis, 2020).

Gatunki Nicotiana posiadaja odpornos¢ na szereg chorob i szkodnikow (Doroszewska
I in., 2009). Niestety w wielu przypadkach wystepuja duze trudnosci w przeniesieniu genow
odpornosci ze wzgledu na istniejace bariery krzyzowalnos$ci, ktore obejmuja niezgodnos¢
krzyzéwkowa, $miertelno$¢ 1 bezptodnos¢ mieszancéw (Depta 1 in., 2012). Ponadto
odpornos¢ gatunkéw Nicotiana czgsto warunkowana jest wielogenowo. Krzyzowanie
migdzygatunkowe wiaze si¢ rowniez z losowg introgresja gendéw dawcy do genomu biorcy,

co negatywnie wplywa na cechy biologiczne i1 agronomiczne uzyskanej odmiany (Berbe¢
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I Doroszewska, 2020). Niemniej jednak dzikie gatunki tytoniu stanowig cenne, czesto jedyne
zrodlo odpornosci na patogeny, a rozwdj nowych technik pozwala na przelamywanie

zaistniatych trudno$ci w procesie hodowlanym.

4.2. Glowne patogeny powodujace choroby tytoniu
4.2.1. WirusY ziemniaka (Potato virus Y, PVY)

Bardzo waznym patogenem powodujacym duze straty ekonomiczne w uprawie tytoniu
jest wirus Y ziemniaka nalezacy do rodzaju Potyvirus i rodziny Potyviridae. Genom PVY
zbudowany jest z pojedynczej, sensownej nici RNA o dtugosci 9700 nukleotydow. Koniec 5’
czasteczki RNA zawiera kowalencyjnie zwigzane biatko VPg (ang. Veinal Protein genome
linked), za$ koniec 3’ jest poliadenylowany. Calo$¢ wirusa otoczona jest biatkowym
ptaszczem CP (ang. Coat Protein) (Robaglia i in., 1989; Thole i in., 1993). PVY poraza wiele
ros$lin uprawnych z rodziny Solanaceae, w szczeg6lnosci ziemniaka, tyton, pomidora
I papryke oraz niektore dzikie gatunki roslin. Na tytoniu PVY powoduje brunatng nekroze
nerwow, ktorej widocznym objawem sg poczatkowo przejasnienia, a nast¢gpnie nekrozy
nerwow, CO ogranicza transport wody i soli mineralnych do tkanek lisci oraz plamy
chlorotyczne blaszki lisciowej, ktore zmniejszaja powierzchni¢ i zdolno$¢ asymilacyjng oraz
wymiang gazowa. Skutkuje to zahamowaniem wzrostu ros$lin, a niekiedy ich catkowitym
zamieraniem (Scholthof i in., 2011; Wen i in., 1999).

Klasyfikacja PVY oparta jest na cechach biologicznych, serologicznych
i molekularnych. Wyodrebniono trzy gtéwne grupy tego wirusa. Grupa pierwsza obejmuje
szczep PVYO, ktory wystepuje powszechnie i powoduje glownie mozaikowe przebarwienia,
zar6wno u wigkszosci odmian ziemniaka, jak i w tytoniu (Hane i Hamm, 1999). Druga grupa
to szczep PVYC, ktéry powoduje smugowato$¢ u odmian ziemniaka posiadajacych gen Nc
i nienekrotyczne objawy na tytoniu (Doroszewska, 2004). Ostatnig grupg stanowi szczep
PVYN, ktory wywoluje objawy nekrotyczne na tytoniu i zroéznicowane objawy na ziemniaku.
Z tego powodu podzielono go na dwie podgrupy: PVYNW i PVYNTN Izolaty PVYNW
powodujg stabe objawy mozaiki na lisciach ziemniaka, a izolaty PVYN™ moga wywotywaé
nekroz¢ bulw (Chrzanowska, 1994; Le Romancer i in., 1994). Odrdznienie tych podgrup
izolatow jest mozliwe przy uzyciu dwoch typow przeciwcial produkowanych przez firme
Bioreba (Gugerli i Fries, 1983). Wazna cechg PVY jest duza zmienno$¢ bedaca skutkiem
mutacji punktowych irekombinacji miedzy izolatami (Drake, 1993; Przyby$ i in., 2013).
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Nalezy podkresli¢, ze izolaty PVYN maja zdolno$¢ do przetamywania istniejacych zrodet
odpornosci, co jest efektem mutacji w pozycji 105, 101 lub 108 biatka VPg wirusa (Masuta
i in., 1999; Przybys, 2013; Janzac i in., 2014). Ponadto, PVY przenoszony jest przez mszyce
W sposob nietrwaly (Crosslin, 2013), uniemozliwiajgcy skuteczng ochron¢ chemiczng.

Najlepsza metoda ograniczenia wystepowania PVY jest uprawa form odpornych.
W obrgbie odmian uprawnych Nicotiana tabacum odporno$¢ na PVY warunkowana jest
pojedynczym, recesywnym genem va powstaltym w wyniku delecji w genie podatnosci Va
zlokalizowanym na chromosomie 21 (Julio i in., 2015). Infekcja tytoniu powodowana przez
PVY jest mozliwa, gdy produkt genu Va, ktorym jest eukariotyczny czynnik inicjacji
translacji 4F (elF4E), wejdzie w interakcje z wirusowym biatkiem VPg (Wittmann in., 1997;
Robaglia i Caranta, 2006; Dluge i in., 2018). Po raz pierwszy delecj¢ w obrgbie genu Va
uzyskano wskutek mutagenezy promieniami X u podatnej odmiany Virgin A (Koelle, 1958),
a nastepnie przeniesiono do innych odmian tytoniu na drodze hodowli. Badania molekularne
przy pomocy markeréw RAPD wykazaty, ze delecja w odmianie VAM (Virgin A Mutant) ma
wielko$¢ 1Mbp (Noguchi i in., 1999). Trwatos¢ odpornosci typu va zalezy od typu mutacji
w obrgbie genu elF4E-1, pochodzacego od N.sylvestris oraz w wyniku dziatania
dodatkowych genow (Takakura i in., 2018; Michel i in., 2019).

Obecnie odporno$¢ warunkowang recesywnym genem va posiada wigkszo$¢ odmian
uprawianych komercyjnie, a to sprawia, ze wzrasta liczba zjadliwych izolatow PVY,
szczegdlnie z grupy PVYN™N ktore przetamujg te odpornosé (Lacroix i in., 2010; Lacroix
i in., 2011; Verrier i Doroszewska, 2018). W obrgbie odmian uprawnych N. tabacum
wystepuje takze gen NtTPN1 odpowiedzialny za tolerancje (Michel 1 in., 2018).

Wedtug niektorych danych literaturowych odpornos¢ na PVY posiadaja N. raimondii,
N. knightiana,  N. glauca, N. thyrsiflora, N. benavidesii, N. miersii, N. noctiflora,
N. noctiflora, N.tomentosa, N.tomentosiformis, N. wigandioides i N. paniculata (Sievert,
1972; Glazewska, 1977). Brak jest jednak w tych publikacjach petnej informacji o izolacie
PVY uzytym do zakazania, jak rowniez stosowane wowczas metody biologiczne do
identyfikacji wirusa w roslinie byly zdecydowanie mniej czule niz obecne. Immuni¢ na
wszystkie zastosowane izolaty PVY wykazat gatunek N. africana (ryc.3) (Lucas i in., 1980;
Doroszewska i Chrzanowska, 2001; Doroszewska, 2004; Doroszewska i Czubacka, 2008).
Z tego powodu zostal on wiaczony do prac hodowlanych w kierunku uzyskania odpornosci
na PVY (Wersmann, 1992; Lewis, 2005; Lewis, 2007; Doroszewska 2010; Depta i
Doroszewska, 2019).
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Rycina 3. Nicotiana africana — gatunek posiadajacy odporno$é¢ na PVY (Zrodto: Doroszewska i in., 2009)

Ze wzgledu na duze ekonomiczne straty spowodowane wirusem Y ziemniaka
konieczne jest poszukiwanie i identyfikacja zarowno w obrebie odmian tytoniu, jak rowniez
dzikich gatunkow Nicotiana gendéw odpornosci na tego patogena. Prace wymagaja
uwzglednienia izolatow PVY o zréznicowanej zjadliwosci oraz metod serologicznych

do potwierdzenia obecnosci lub braku wirusa w tkance roslinne;.
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4.2.2. Wirus brazowej plamistosci pomidora na tytoniu (Tomato spotted wilt virus,
TSWV)

Drugim niezmiernie waznym patogenem, ktory poraza tyton, jak rowniez inne gatunki
nalezace do 85 rodzin botanicznych, jest wirus brazowej plamistosci pomidora na tytoniu,
znany rowniez pod nazwa Lycopersicum virus 3 (Parella i in., 2003). Nalezy on do rodzaju
Orthotospovirus i rodziny Tospoviridae (Francki i in., 1991; Wijkamp i in.,1993; Adams i in.,
2017). Jest przenoszony przez weciornastki (Jones, 2005), w tym wciornastka tytoniowca
(Thrips tabaci) z sokiem chorych roslin, przy czym wciornastki w stadium larwalnym jedynie
pobierajg wirusa z ro$liny, a dopiero doroste zainfekowane osobniki po przezimowaniu,
wiosng powodujg infekcje tytoniu. Porazenie moze nastapi¢ na kazdym etapie rozwoju
tytoniu, ale najbardziej narazone sg rosliny mtode, co moze skutkowac likwidacjg calej
plantacji. Ochrona tytoniu przed TSWV polega na chemicznym zwalczaniu tego wektora
I powinna by¢ prowadzona w ciggu sezonu wegetacyjnego, jak rowniez po zbiorach i przed
wysadzeniem roslin w polu (Doroszewska i in., 2013). Wszystkie odmiany komercyjne
tytoniu uprawiane w Polsce 1 na $wiecie s3 podatne na t¢ wiroze. Najbardziej
charakterystyczne objawy porazenia przez TSWV obejmuja chlorotyczne i nekrotyczne
plamy oraz przejasnienia nerwow, ktére wystepuja czesto po jednej stronie nerwu gtownego,
a takze zahamowanie wzrostu roslin i1 charakterystyczne wygiecie wierzchotka pod katem 45°
(Mumford i in., 1996).

Gatunkiem odpornym na TSWV jest Nicotiana alata (ryc. 4) (Jankowski, 1980), ktory
wykazuje reakcje nadwrazliwosci w postaci nekrotycznych plam na dolnych liSciach.
Uniemozliwia to przedostanie si¢ wirusa do wyzszych partii ro$liny. Jednakze prace
hodowlane z tym gatunkiem sa bardzo trudne 1 nie przynosza pozadanych efektow. Transfer
genu odporno$ci od N.alata do odmian tytoniu uprawnego Polalta i Wiktoria byt
przedmiotem pracy Gajosa (1987, 1993). Jednakze wuzyskane formy odporne
charakteryzowaty si¢ slabymi cechami jako$ciowymi. Dane literaturowe wskazywaly
na istnienie innych dzikich gatunkéw tytoniu posiadajacych odpornos¢ na TSWV, ale metody
okreslania tej odpornosci budzity watpliwosci (Ivancheva-Gabrovska, 1978; Jankowski, 1980;
Kovalenko i in., 1987; Palakarcheva i Yancheva, 1989; Laskowska i in., 2013). Ze wzgledu
na duza szkodliwo$¢ wirusa i konieczno$¢ kontynuowania hodowli odpornosciowej w tym
kierunku niezmiernie istotne byto przebadanie obiektow Nicotiana pod wzgledem odpornosci
na TSWV w potlaczeniu z wykorzystaniem SCAR markeréw zwigzanych z odpornoscia

I opracowanych przez Moona i Nicholsona (2007).
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Rycina 4. Nicotiana alata — gatunek posiadajacy odpornos¢ na TSWV (Zrédto: Doroszewska i in., 2009)

4.2.3. Wirus mozaiki tytoniu (Tobacco mosaic virus, TMV)

Trzecim wirusem stanowigcym duze zagrozenie dla uprawy tytoniu jest wirus mozaiki
tytoniu. Nalezy on do rodzaju Tobamovirus i zbudowany jest z pojedynczej nici RNA
0 sensownej polarnosci i dtugosci 6395 nukleotydow (Goelet i in., 1982). Dodatkowo jest
bardzo termostabilny i moze przetrwa¢ w suchym materiale nawet 50 lat. Wirus jest wysoce
patogeniczny i wywotuje glownie objawy silnej mozaiki, ale mogg wystapié¢ rowniez nekrozy,
zahamowanie wzrostu, zwijanie lisci 1 zotknigcie tkanek roslinnych. Objawy zaleza od wieku
zakazonej ros$liny, jej genotypu, szczepu wirusa i warunkow srodowiskowych. Porazenie
przez TMV powoduje obnizenie plonu i pogorszenie jakos$ci surowca (Scholthof, 2000;
Knapp i Lewandowski, 2001). TMV wystepuje na catym $wiecie i jest przenoszony w sposob
mechaniczny, wigc ochrona chemiczna jest zupetie niemozliwa. Z tego powodu konieczne sa
prace hodowlane w kierunku uzyskania odmian odpornych.

W obrebie Nicotiana tabacum odporno$¢ na TMV posiada odmiana Ambalema.

Jednakze jest ona warunkowana przez dwa recesywne allele 1 ma postac tolerancji tzn. wirus
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jest obecny w roslinie mimo braku objawéw chorobowych. Zmiany mozaikowe sa natomiast
widoczne w temperaturze powyzej 28°C (Clayton i in., 1938). Wedlug danych literaturowych
gatunkiem odpornym na TMV jest Nicotiana glutinosa (ryc. 5). Po raz pierwszy gen
odporno$ci na TMV pochodzacy od N. glutinosa zostat przeniesiony do N. tabacum odmiany
Samsun w 1938 roku (Holmes, 1938). Odporno$¢ warunkowana jest genem N 1 przyjmuje
form¢ nadwrazliwosci (Gwynn, 1977). Zostala dalej przeniesiona na drodze hodowli
do odmian uprawnych tytoniu, ale w przypadku odmian w typie Virginia wigzato si¢ to
Z negatywnym wptywem na fizyczne i chemiczne cechy lisci (Lewis i in., 2005). Co wigcej,
jej skutecznos¢ jest przetamywana w warunkach wysokiej temperatury powietrza,
co w ostatnich latach zdarza si¢ coraz czgsciej (White i Sugars, 1996). Do gatunkéw z rodzaju
Nicotiana wymienianych jako Zrédlo odpornosci na TMV nalezag N. repanda, N. gossei,
N. langsdorfii, N.rustica (Valleau, 1952; Gwynn, 1977, Yuan i in., 2015) oraz
N. benthamiana, N.maritima, N.sanderae, N.velutina, N.acuminata, N.goodspeedii,
N. forgetiana, N. nesophila i N. stoctonii (Van Dijk i Cuperus, 1989; Yuan i in., 2015). Ze
wzgledu na niepelne dane dotyczace zastosowanych szczepow TMV oraz warunkow

przeprowadzonych testow, a takze brak badan molekularnych, podjeto szczegdtowe badania

w tym zakresie.

Rycina 5. Nicotiana glutinosa — gatunek posiadajacy odporno$¢ na TMV (Zrodto: Doroszewska i in., 2009)
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5. Material i metody

5.1. Material badawczy

W badaniach uwzgledniono dzikie gatunki Nicotiana oraz odmiany Nicotiana
tabacum i Nicotiana rustica zgromadzone w kolekcji Instytutu Uprawy Nawozenia
I Gleboznawstwa — Panstwego Instytutu Badawczego w Pulawach. Liczba badanych
obiektow roznita si¢ w zaleznosci od podejmowanych prac badawczych i zostata
przedstawiona w Tabeli 1. Jako obiekt traktowany jest gatunek, odmiana oraz ustabilizowana
linia hodowlana, a takze formy tetraploidalne niektorych gatunkéw i odmian. Poszczegolne
obiekty posiadajg wtasne numery akcesyjne. Ponad 60 gatunkow oraz liczne odmiany, formy
i populacje obiektow nalezacych do rodzaju Nicotiana zostalo przebadanych pod katem
odpornos$ci na trzy najbardziej znaczace wirusy. Szczegotowe informacje dotyczace badanych
obiektow znajduja si¢ w publikacjach stanowigcych rozprawe doktorska [1 - Doroszewska
i Depta, 2011; 2 - Depta i in., 2020; 3 - Depta i in., 2021; 4 - Laskowska i in., 2013; 5 - Depta
iin., 2018].

Tabela 1. Liczba obiektow poddanych badaniom odpornosciowym na trzy najwazniejsze choroby wirusowe

Wirus Liczba obiektow Nicotiana badanych w kierunku odpornosci na poszczegdlne wirusy
PVY 126
TSWV 99

T™MV 73

Opracowanie wlasne na podstawie publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej

Badania odpornosciowe prowadzono z wykorzystaniem izolatow poszczegdlnych
wirusow. W przypadku PVY zastosowano 11 izolatow PVY nalezacych do dwoch grup:
PVYNW i PVYNTN 6 zréznicowanej zdolnosci do przetamywania odpornosci typu va (tab. 2),
co byto podstawg okreslenia poszczegolnych typdéw izolatow. Jako izolat staby okreslano
izolat, ktory nie przetamywat odpornosci typu va w odmianach VAM, Wislica i V. SCR oraz
byt niewykrywalny przez monoklonalne przeciwciata przeciwko szczepowi nekrotycznemu
inalezy do grupy izolatow PVYNW. Jako izolat $redni okre§lano izolat, ktory nie
przetamywal odpornosci typu va w odmianie VAM, ale porazat odmiany Wislica i V. SCR,
byt niewykrywalny przez monoklonalne przeciwciala przeciwko szczepowi nekrotycznemu
i nalezy do grupy izolatow PVYNW. Natomiast izolat silny to taki, ktéry przetamywat
odporno$¢ typu va u odmian VAM, Wislica i V. SCR, byl wykrywalny przez dwa typy

przeciwciat i nalezy do grupy izolatéw PVYN™N, Szczegotowe informacje dotyczace izolatow
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znajduja si¢ w publikacjach wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej i dotyczacych
odpornosci obiektow Nicotiana na PVY (Doroszewska i Depta, 2011; Depta i in., 2020).

Izolat TSWV pochodzil z plantacji produkcyjnej tytoniu z roslin wykazujacych
typowe objawy porazenia tym wirusem, a jego status serologiczny zostal okreslony za
pomocg testow DAS-ELISA. Inokulum TMV stanowit czysty izolat wirusa mozaiki tytoniu o
symbolu PV-0107 zakupiony w Leibniz-Institute DSMZ w Niemczech.

Tabela 2. Izolaty PVY uzyte do oceny odpornosci obiektow Nicotiana

Zdolnos¢ do . Wyhywalnoéé
. | przeciwciatami monoklonal-
Nazwa izolatu przelamyw,al.na nymi skierowanymi przeciw Serotyp Artykut
O(if/;fjn\(/):m serotypowi nekrotycznemu
(MoAbs anti YN, Bioreba).
PVYNW (-) - - PVYNW Doroszewska i Depta, 2011
IUNG 23 - - PVYNW Depta i in., 2020
IUNG 17 - - PVYNW Depta i in., 2020
IUNG21 - - PVYNW Deptai in., 2021
PVYNW (+) + - PVYNW Doroszewska i Depta, 2011
IUNG 22 + - PVYNW Depta i in., 2020
PVYNZ + Doroszewska i Depta, 2011
PVYNTNPoI(-) - + PVYNTN Doroszewska i Depta, 2011
PVYNTNPol(+) + + PVYNTN Doroszewska i Depta, 2011
PVYNTNGe(+) + + PVYNTN Doroszewska i Depta, 2011
Depta i in., 2020;
IUNG 20 * * PVYHTE Depta i in., 2021

Opracowanie wlasne na podstawie publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej

5.2. Metody badawcze
5.2.1. Testy odporno$ciowe

Celem badan biologicznych byla ocena stopnia odpornosci zastosowanych obiektow
na PVY, TSWV oraz TMV. Inokulacje prowadzono, gdy rosliny znajdowaty si¢ w stadium
5-6 lisci. Rodzaj izolatu oraz sposob jego przygotowania i zakazania byt zalezny od uzytego

wirusa.

5.2.1.1. Inokulacja wirusem PVY

Zrédtem inokulum byty liscie porazonej odpowiednim izolatem PVY podatnej
odmiany Samsun H, ktore rozcierano w mozdzierzu z niewielka ilo$cig wody destylowane;.
Uzyskanym w ten sposob sokiem pocierano posypane karborundem ros$liny przeznaczone

do testowania. Testy wykonano w warunkach szklarniowych. Zakazone rosliny chroniono
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przez 48 godzin przed bezposrednim wplywem $wiatla stonecznego. Po 4 tygodniach

od inokulacji wykonano obserwacje objawow chorobowych.

5.2.1.2. Inokulacja wirusem TSWV

Testy w kierunku odporno$ci na TSWV wykonano za pomocg metody opisanej przez
Tsakiridis i Gording (1972). Tkanke lisciowa rozcierano w buforze fosforanowym ztozonym
29,0789/l KH2POg4 i 11,867 g/l NazHPOg4, z dodatkiem 0,5% 2-merkaptoetanolu. Stosowana
proporcja wynosita 1 g tkanki lisciowej na 2 ml buforu. Sok wyciskano przez sterylng gaze.
Obserwacje objawow chorobowych wykonywano po 4  tygodniach od zakazania
w przypadku wickszosci obiektow Nicotiana, a w przypadku badan nad gatunkiem

N. mutabilis po 4 i 8 tygodniach oraz po 4 miesigcach od inokulacji (Tabela 3).

5.2.1.3. Inokulacja wirusem TMV

Testy odpornosciowe wykonano metoda sztucznej inokulacji w warunkach
fitotronowych. Zakazano po 6 ro$lin danego obiektu bedacego w fazie 5-6 lisci.
W doswiadczeniu badano rowniez wplyw temperatury na stopien porazenia roslin przez
TMV. W tym celu zakazone rosliny umieszczono w dwoch komorach fitotronowych, gdzie
temperatura powietrza wynosita odpowiednio: 22°C w dzien 1 20°C w nocy oraz 30°C w dzien
1 28°C w nocy. Wilgotno$¢ wzgledna powietrza w obydwu komorach byta utrzymywana
na poziomie 65% w dzien i 60% w nocy, natomiast dtugos¢ dnia wynosita 14 godzin. Po 5, 10

I 14 dniach od zakazania prowadzono obserwacje objawow chorobowych.

5.2.2. Testy serologiczne

W celu potwierdzenia badz wykluczenia obecnosci danego wirusa (PVY, TSWV,
TMV) w roslinach zastosowano testy immunoenzymatyczne DAS-ELISA z uzyciem
odpowiednich przeciwcial firmy Bioreba (Szwajcaria). Testy wykonano wedtlug zalecen
producenta. Pomiar absorbancji byl wykonany na czytniku ptytek Tecan Sunrise przy
dhugosci fali 405 nm. Probki do badah pobierano w roéznych terminach i1 z réznych czesci

zakazonych roslin, w zaleznosci od przeprowadzonych badan i rodzaju wirusa (tab. 3).
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Tabela 3. Warunki pobierania probek do testow immunoenzymatycznych DAS-ELISA

Wirus uzyty
Artykut do Pigtro pobrania probek Termin pobrania probek
inokulacji
Doroszewska i Depta, 2011 PVY prébka Zblorc,zé 2 kilku picter 4 tygodnie po inokulacji
rosliny
. Obka zbi kilku pigt . . .
Depta i in., 2020 PVY prébka Zblorc,zé Z RERUPIEIEt 4 tygodnie po inokulacji
ro$liny
- Obka zbi kilku piet . . .
Deptaiin., 2021 PVY prébka ZblOI‘C’ZS.. 2 KU pleter 4 tygodnie po inokulacji
rosliny
licie dolne 4 tygodnie po inokulacji
Depta i in., 2021 TSWV liscie srodkowe 4 i8 tygodm po mok.ula.cn
e 41 8 tygodni oraz 4 miesigce
liscie gorne . .
po inokulacji
Laskowska i in., 2013 TSWV liscie gorne i dolne 4 tygodnie po inokulacji
Deptaiin., 2018 TMV liscie gorne i dolne 14 dni po inokulacji

Opracowanie wlasne na podstawie publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej

5.2.3. Testy molekularne
5.2.3.1. lzolacja DNA

Izolacj¢ genomowego DNA wykonano z zastosowaniem metody Doyle’a i Doyle
(1987) z wykorzystaniem CTAB lub jej modyfikacji (Czubacka i Doroszewska, 2010).
Tkanka liSciowa zostala najpierw zhomogenizowana, a nastgpnie potaczona z buforem
izolujacym. Po okresie inkubacji w temp. 60°C przez 30 minut dodano roztwor chloroform -
izoamyl (24:1 v/v) i mieszano przez 5 min., po czym probke zwirowano (4°C, 14000 rpm, 15
min.). Nastepnie zebrano gorng fazg i przeniesiono do nowej probowki Eppendorf i potaczono
z izopropanolem. Probke inkubowano przez 15 min. w -20°C. Kolejnym etapem bylo
podwdjne ptukanie w 70% etanolu. Wyekstrahowane DNA bylo wysuszone 1 rozpuszczone
w wodzie. Szczegoty dotyczace izolacji sg zawarte w artykutach wchodzacych w sktad

rozprawy doktorskiej.

5.2.3.2. Warunki reakcji PCR

Badania molekularne zostaly wykonane w obrebie kolekcji Nicotiana w celu wykrycia
obecnosci/braku genow zwigzanych z odpornoscia na poszczegélne wirusy (tab. 4).
Do reakcji PCR wykorzystano primery wytypowane na podstawie literatury (Julio i in., 2015;
Sierro 1 in., 2014; Moon i Nicholson, 2007; Lewis i in., 2005). Mieszanina reakcyjna
zawierata 1 pl roslinnego DNA 1 odpowiednie primery, za$ pozostate odczynniki zalezaly od

zastosowanej polimerazy. Reakcja PCR obejmowata denaturacje wstgpng oraz odpowiednig
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liczbe cykli o okreslonym czasie 1 temperaturze. Ostatnim etapem byla koncowa elongacja
w temperaturze 72°C. W celu wizualizacji uzyskanych wynikow wykorzystano reakcje
elektroforezy na zelu agarozowym. Ze wzgledu na zroznicowang metodyke zalezng od
uzytego markera szczegdtowe dane dotyczace sktadu mieszaniny reakcyjnej, a takze czasu
I temperatury poszczegdlnych cykli reakcji PCR, znajduja si¢ w publikacjach wchodzacych
w sktad rozprawy doktorskie;j.

Tabela 4. Markery wykorzystane w badaniach molekularnych poszczegdlnych Zrodet odpornosci na choroby
wirusowe

Rodzaj Zastosowane Wielkos$é Referencje Artykul
odpornosci markery produktu PCR
S 10760 E1 146 bp Julio i in. 2015 Depta i in., 2020
PVY N-syl-elF4E1 402 bp . . Depta i in., 2020,
Sierro i in. 2014 Depta i in., 2021
ACC/CCC 172 117 bp Deptaiin., 2021,
L Laskowska i in., 2013
TSWV ACT/CTA 169 105 bp Moon '2'(\)'(')‘;h°'50”'
AAG/CGA 228 117 bp Laskowska i in., 2013
ACT/CTA 268 161 200 bp
TMV E 545 bp Lewis i in., 2005 Depta i in., 2018
N 359 bp

Opracowanie wlasne na podstawie publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej

6. Wyniki

Przeprowadzone badania zasoboéw genowych rodzaju Nicotiana pod wzgledem
odpornos$ci na najwazniejsze choroby wirusowe tytoniu wykazaly duze zrdznicowanie,
zaro6wno 0 charakterze biologicznym, serologicznym, jak i molekularnym.

Dwie pierwsze prace (Doroszewska i Depta, 2011; Depta 1 in., 2020) zawieraty oceng
odporno$ci obiektow Nicotiana na PVY, przy czym jedna dotyczyla dzikich gatunkow
Nicotiana, a druga odmian tytoniu uprawnego (Nicotiana tabacum). Ze wzgledu na duze
zréznicowanie w obrebie PVY, w badaniach zastosowano tacznie 11 izolatdow o roznej
zjadliwosci 1 serotypie. Kolejna praca (Depta i in., 2021) obejmowata szczegétowe badania
nad stosunkowo nowym gatunkiem N. mutabilis w kierunku odpornosci na PVY i TSWV,
gdyz badania takie nie byly do tej pory prowadzone. Stopien porazenia obiektow Nicotiana
na TSWV byl przedmiotem badan opisanych w czwartej pracy (Laskowska i in., 2013)
wchodzacej w sktad rozprawy. Ostatnia praca (Depta i in., 2018) obejmowata zagadnienie
odpornosci na TMV kilku dzikich gatunkéow oraz 62 wybranych odmian uprawnych tytoniu.

Badania te prowadzono w dwoch komorach fitotronowych o roéznych zakresach
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temperaturowych. W obrebie badanych obiektow wykonano testy molekularne w celu

wykrycia genow zwigzanych z odpornoscig na poszczego6lne wirusy.

6.1. Zroédla odpornosci na PVY

Wykonano szczegdétowe badania pod katem odpornosci na PVY obejmujace
65 gatunkow Nicotiana, 7 form autotetraploidalnych, 12 odmian botanicznych Nicotiana
rustica, a takze 34 odmiany Nicotiana tabacum (Doroszewska i Depta, 2011; Depta i in.,
2020; Deptai in., 2021).

W pracy Doroszewskiej i Depty (2011) przedstawiono wyniki oceny odpornosci
dzikich gatunkéw Nicotiana na rozne izolaty PVY (patrz Tabela 1, Doroszewska i Depta,
2011). Szczegotowa analiza danych pozwolita stwierdzi¢, ze w obrebie rodzaju Nicotiana:
N. africana, N. raimondii, N.knightiana wykazuja immuni¢ na wszystkie badane izolaty.
Forma tetraploidalna N. glauca rowniez byla calkowicie odporna na 6 izolatow, ale forma
diploidalna tego gatunku zostata porazona izolatem PVY™N? dajac, pomimo braku objawéw,
pozytywny wynik testu DAS-ELISA. Izolat PVYN? wywolal tez chlorotyczne pierécienie
u N. benavidesii, za$ pozostate izolaty nie porazity tego gatunku. Odporno$¢ na trzy z szesciu
izolatbw PVY wykazaty gatunki: N. solanifolia, N. cordifolia, N.otophora, N. setchelii
I N. petunioides. W obrebie odmian botanicznych N. rustica réwniez zaobserwowano
zroznicowanie odpornosci. Odmiana N. rustica var. brasilia wykazata odporno$¢ wobec
trzech izolatow, odmiana N. rustica var. pumila wobec dwoch izolatoéw, odmiana N. rustica
var. neuchestii wobec jednego, a na pozostaltych odmianach tego gatunku zaobserwowano
stabe objawy chorobowe w postaci plam chlorotycznych i przejasnien nerwoéw. Odporne tylko
na jeden, najstabszy izolat PVYNW(-), okazaly sie gatunki: N. tomentosiformis, N. kawakami
oraz N. longiflora.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze 26 gatunkow Nicotiana wykazato objawy
tolerancji na wszystkie badane izolaty. Objawy te obejmowaly przejasnienia nerwow
u N. stoctonii (ryc. 6a) i N. undulata (ryc. 6b), plamy i pierScienie chlorotyczne oraz
deformacje i przebarwienia mozaikowe u N. nesophila (ryc. 6¢) i N.acuminata (ryc. 6d).
Jednoczesnie u tych obiektow nie wystgpity nekrozy nerwdw, co jest charakterystyczne
dla toleranciji.
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Rycina 6. Objawy tolerancji w postaci przejasnien nerwoéw na roslinach N. stoctonii (a) i N. undulata (b) oraz
deformacji i przebarwien mozaikowych na N. nesophila (c) i N. acuminata (d) (Zrédto: fot. A. Depta)

Podatny na infekcj¢ wszystkimi badanymi izolatami PVY okazal si¢ gatunek
N. repanda, zarowno w formie diploidalnej, jak i tetraploidalnej oraz odmiany botaniczne
N. tabacum. Objawem chorobowym $wiadczacym o silnym porazeniu byta nekroza nerwow,
ktéra czasem prowadzita do zamierania ro$lin w wyniku systemicznej infekcji. U czeSci
obiektow wystapienie nekrozy nerwdéw lub porazenia systemicznego byto efektem inokulacji
jednym lub kilkoma izolatami (Doroszewska i Depta, 2011).

Analizujgc uzyskane wyniki badan pod katem reakcji odpornosciowej w obrebie sekcji
mozna stwierdzi¢, ze w 8 z 13 sekcji wystepujg gatunki wykazujgce catkowitg lub czeSciowa
odporno$¢ na PVY. Do sekcji posiadajacych najwiecej gatunkéw z odpornoscig na cO

najmniej 1 izolat PVY mozemy zaliczy¢ Tomentosae, Paniculatae oraz Noctiflorae.
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W obrebie sekcji Alatae, Suaveolentes i Undulatae znaleziono po jednym takim gatunku.
Natomiast w sekcjach Rusticae i Nicotiana odpornos¢ zalezata od odmiany.

Przedmiotem badan Depty i in. (2021) byt stosunkowo nowy gatunek N. mutabilis
i dwa gatunki pokrewne: N. alata i N. forgetiana nalezace do tej samej sekcji (tab. 5).
W wyniku zakazania dwoma izolatami o zréznicowanej zjadliwosci zaobserwowano jedynie
przejasnienia nerwow (patrz Figure 1(a) w: Depta i in., 2021), a w przypadku N. forgetiana
dodatkowo pomarszczone liscie i objawy mozaikowe. Nie zaobserwowano nekrozy nerwow,
co moze $wiadczy¢ o tym, ze gatunki te sa tolerancyjne. Badania molekularne roslin
wykazaly ponadto brak markera Nsyl-elF4E1, ktory jest zwigzany z genem podatnosci Va na
PVY (ryc. 7).

Rycina 7. Amplifikacja markera Nsyl-elF4E1 zwiazanego z genem podatnosci Va: 1 — N. mutabilis; 2 — N.
alata; 3 — N. forgetiana; 4 — N. tabacum cv. VAM; 5 — N. tabacum cv. Burley 21; 6 — marker wielko$ci DNA
100bp. (Zrédto: Depta i in., 2021)
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Tabela 5. Obecno$¢ markera Nsyl-elF4E1 charakterystycznego dla genu podatnosci Va oraz reakcja badanych
gatunkéw na inokulacj¢ dwoma izolatami PVY (Zrodto: Depta i in., 2021)

Izolat PVY
Obecnosé TUNG 21 (staby) IUNG 20 (silny)
Obiekt markera Wyniki Wyniki
Nsyl-elF4E1 Objawy DAS- Objawy DAS-
ELISA ELISA
Nicotiana mutabilis - VC + VvC +
Nicotiana alata - VC + VC +
Nicotiana forgetiana - VC, WL + VC'\,A\éVL, +
Nicotiana tabacum cv. VAM - ns - VN +
Nicotiana tabacum cv. Burley 21 + VN + VN +
Objasnienia: ns — brak objawow (ang. no symptoms); VN — nekroza nerwéw (ang. vein necrosis); VC —
przejasnienia nerwdéw (ang. vein clearing); WL — pomarszczone liscie (ang. wrinkled leaves);

(+) pozytywny / (-) — negatywny wynik testu DAS-ELISA w kierunku obecnosci PVY;

Dwie odmiany tytoniu uprawnego byly uzyte jako obiekty kontrolne. Odmiana
podatna Burley 21, posiadajaca gen podatnosci Va na PVY, zarecagowata wystapieniem
nekroz nerwow niezaleznie od uzytego izolatu. Odmiana VAM, posiadajaca odporno$¢ typu
va, zostala porazona jedynie przez silny izolat IUNG 20, ktéry ma zdolno$¢ przetamywania
tego typu odpornosci (patrz Figure 1(b) w: Depta i in., 2021).

Szerokie badania nad odpornoscia 25 odmian uprawnych Nicotiana tabacum
z uzyciem czterech izolatow podjeto w pracy Depty i in. (2020) (Tabela 6). Objety one takze
analizy molekularne na obecnos¢ genu podatnosci Va na PVY (ryc. 8). Wyniki tych testow
pozwolity podzieli¢ badane obiekty na dwie grupy. Pierwsza grupe stanowito 16 odmian,
w ktorych nie amplifikowano markerow S10760 E1 oraz Nsyl-eIF4E1, co $wiadczy o delecji
W obrebie genu podatnosci Va. W drugiej grupie znajdowaty si¢ odmiany, w ktorych wykryto

markery zwigzane z genem podatnosci Va.
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Tabela 6. Obecno$¢ markerow zwigzanych z genem Va podatnosci na PVY w odmianach tytoniu oraz reakcja
odporno$ciowa ro§lin i test DAS-ELISA po zakazeniu czterema izolatami PVY (opracowanie wlasne na
podstawie publikacji Depta i in., 2020)

Obecnosc Reakcja roslin na inokulacj¢ izolatami PVY
markerow oraz wynik testu DAS-ELISA
Odmiana S10760 E1
/ Nsyl- IUNG 23 IUNG 17 IUNG 22 IUNG 20
elFAE1
VAM -/- ns - ns - VN + | VN | +
Wislica, Wiecha, Bachus, V.SCR,
Wiktoria, Weneda ! ns VN W VN
Havana 307, Havana lIC, Wilga, Krak,
Wiera, Warta, Wika, Wanda, Wisana - VN PVN VN VN
Zlotolistny ITHAR, LB Koro, Virginia VC, VC, VC,
L . +/+ + + + VC +
Gold Dolar, Virginia 278, Zamojska 4 CS CS CS
Prezydent, Virginia Joyner, Samsun H +/+ VN + | VN + | VN + | VN | +
N VC,
Wegierski Ogrodowy ++ ns - cs + | VN + | VN | +

Objasnienia: ns — brak objawow (ang. no symptoms); VN — nekroza nerwéw (ang. vein necrosis); VC —
przejasnienia nerwow (ang. vein clearing); (+) pozytywny / (-) negatywny wynik testu DAS-ELISA w kierunku
obecnosci PVY; lzolaty PVY: IUNG 23 — staby izolat; IUNG 17 — éredni izolat; IUNG 22 i IUNG 20 - silne
izolaty.

[y
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Rycina 8. Elektroforetyczna analiza produktow amplifikacji markera Nsyl-elF4AE1 (produkt o wielkos$ci 402 bp)
w odmianach tytoniu: 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-Widlica; 22-Samsun
H; 23-Bachus; 24-Prezydent; 25- V. SCR, L — marker wielkosci DNA (Zrodto: Depta i in., 2020)

U odmian posiadajacych odpornos¢ typu va wykazano zrdznicowany stopien
odporno$ci w zaleznosci od uzytego izolatu PVY. Najwyzsza odpornos¢ posiadata odmiana

VAM, ktora nie porazita si¢ dwoma izolatami: IUNG 23 i IUNG 17, za$ pozostate izolaty
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spowodowaty nekroze nerwow (patrz Rycina 2 w: Depta i in., 2020). Brak objawow
chorobowych oraz negatywny wynik testow DAS-ELISA na izolat IUNG 23 wystapit
rowniez u sze$ciu odmian z recesywnym genem va: Wiecha, Bachus, Wiktoria, Weneda,
Wislica i V. SCR. Natomiast pozostale izolaty spowodowaly na tych odmianach wystapienie
nekrozy nerwow, a wynik testu DAS-ELISA byl pozytywny. Dziewie¢ odmian posiadajacych
odpornos$¢ typu va zostato porazonych przez wszystkie zastosowane izolaty wirusa Y
ziemniaka, co skutkowato nekrozami nerwoéw. Nalezaly tu odmiany: Krak (ryc. 9), Havana
307, Havana IIC, Wilga, Wiera, Warta, Wika, Wanda i Wisana.

Rycina 9. Nekrozy nerwoéw na odmianie Krak po porazeniu przez wirusa Y ziemniaka (fot. A. Depta)

Drugg wspomniang grupe stanowity odmiany posiadajace gen podatnosci Va i w niej
roéwniez wykazano zréznicowanie. Po inokulacji wszystkimi izolatami, w obrgbie tej grupy,
znajdowato si¢ pig¢ odmian: Ztotolistny IHAR, LB Koro, Virginia Gold Dolar, Virginia 278
oraz Zamojska 4, u ktorych wystapity jedynie przejasnienia nerwoéw i plamy chlorotyczne,
bez nekrozy nerwow (patrz Rycina 3 w: Depta i in., 2020). Test DAS-ELISA potwierdzit
obecnos¢ wirusa w tkankach tych roslin. Z tego powodu odmiany te okreslono jako
tolerancyjne. Nekrozy nerwow, po zastosowaniu wszystkich izolatow PVY, wystapity u
trzech odmian (Prezydent, Virginia Joyner i Samsun H) i dlatego okreslono je jako podatne.

Najbardziej zroznicowang reakcje odpornosciowg na uzyte izolaty zaobserwowano dla
odmiany Wegierski Ogrodowy. Odmiana ta, pomimo posiadania genu podatnosci Va,

nie porazita si¢ izolatem TUNG 23, co zostalo potwierdzone negatywnym wynikiem testu
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DAS-ELISA. Natomiast przejasnienia nerwoéw 1 plamy chlorotyczne wystgpily po
zastosowaniu izolatu IUNG 17 i obecno$¢ wirusa w tkankach zostata potwierdzona badaniem
immunoenzymatycznym. Z kolei inokulacja izolatami ITUNG 22 i IUNG 20 spowodowata

wystapienie nekroz nerwow.

6.2. Zrodla odpornosci na TSWV

Reakcja odpornosciowa obiektow z rodzaju Nicotiana na TSWYV byta przedmiotem
badan zawartych w dwoch publikacjach wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej
(Laskowska i in., 2013; Depta i in. 2021). Badania objety 99 obiektow, w tym 63 gatunki.
Wykazano zroznicowanie reakcji odpornosciowej w obrebie kolekcji. Objawy w postaci
przejasnien nerwOw (najczesSciej na poltowie liscia) oraz plam chlorotycznych, ale bez
obecnosci nekroz nerwow zaobserwowano u N. petunioides, N. benavidesii, N. velutina
(ryc. 10a), N. otophora, N. setchelii, N.obtusifolia, N. palmerii (ryc. 10e), N. arentsii
I N. wigandioides. Wigkszos$¢ badanych obiektow, bo az 71 (patrz Tabela 1 w: Laskowska i
in., 2013) rozwingta znacznie silniejsze objawy infekcji. Objawy te obejmowaty chlorotyczne
i nekrotyczne pierscienie (ryc. 10b) oraz nieregularne plamki (ryc. 10d), ktore pojawity sie na
inokulowanych lisciach 7 dni po inokulacji i z czasem zwigkszaly swoj rozmiar. W ciagu
nastepnych 14 dni pojawily si¢ przejasnienia nerwow, deformacje lisci (ryc. 10c) oraz
charakterystyczne wygigcie wierzchotka (ryc. 10f). Obecno$é wirusa w gornej czgsci rosliny
zostata potwierdzona za pomoca testu DAS-ELISA. U czeséci z tych obiektow infekcja

wirusem TSWV spowodowata skarfowacenie, a nawet zamieranie roslin.
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Rycina 10. Zréznicowana reakcja odpornosciowa na TSWV w obrebie rodzaju Nicotiana: (a) N. velutina,
(b) N. ingulba, (c) N. rustica var. texana, (d) N. maritima, (e) N. palmerii, (f) N. tabacum var. artropurpurea
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Duzo uwagi poswiecono wybranym gatunkom z sekcji Alatae oraz dwom odmianom
tytoniu uprawnego (Polalta i Wiktoria), ktore zawierajg czynnik odpornosci od N. alata.
U czeSci z tych obiektow wystapita reakcja nadwrazliwosci (Hypersensitive Reaction, HR).
Polegata ona na pojawieniu si¢ po 5-7 dniach od inokulacji poczatkowo zo6ttych, a nastepnie
nekrotycznych, miejscowych plamek. U gatunkéw N. alata, N. forgetiana oraz mieszanca
Nicotiana X sanderae nekrotyczne plamki miaty $rednicg 6-7 mm, a u odmian Polalta
1 Wislica $rednica wynosita 2-3 mm. W roslinach, ktére wykazywaly tylko reakcje
nadwrazliwosci, wirus byt wykrywany jedynie w obrgbie plamek nekrotycznych. Nowe
nicinokulowane liScie byly wolne od wirusa. Badane populacje N.alata oraz
Nicotiana x sanderae okazaly si¢ niejednorodne. W obrebie dwoch sposrdd siedmiu populacji
N. alata, jednej sposrod czterech populacji Nicotiana x sanderae oraz dla odmiany Polalta
wszystkie badane rosliny wykazaty jedynie reakcje nadwrazliwosci (ryc. 11). W obrebie
innych populacji N. alata i Nicotiana x sanderae u niektorych roslin po 14 dniach od
inokulacji wystapita systemiczna reakcja nadwrazliwosci (Systemic Hypersensitive Reaction,
SHR). Rosliny z objawami systemicznymi (SHR) stanowity 6,3 - 50,0 % badanych populacji
N. alata i od 16,7 do 50,0 % badanych populacji Nicotiana x sanderae. Cztery sposrod 19
ros$lin odmiany Wiktoria wykazato reakcje nadwrazliwosci, a pozostate okazaty si¢ podatne.
U gatunku N. forgetiana wystapita reakcja nadwrazliwos$ci na porazenie TSWV po 5 dniach
od inokulacji, ale w ciaggu kolejnych 10 dni objawy infekcji si¢ nasility powodujac
u wszystkich roslin porazenie systemiczne. Obecno$¢ wirusa w nieinokulowanych li§ciach

tego gatunku zostata potwierdzona za pomoca testu DAS-ELISA.

Rycina 11. Reakcja nadwrazliwosci w postaci nekrotycznych plamek u gatunku N. alata
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Szczegotowe badania dotyczace odpornosci na TSWV przeprowadzono dla
stosunkowo nowego i jak dotad nieprzebadanego gatunku Nicotiana mutabilis. Wyniki tych
badan zamieszczono w pracy Depta 1 in. (2021). Jako obiekty kontrolne zastosowano dwa
gatunki pokrewne: N. alata i N. forgetiana oraz dwie odmiany N. tabacum: VAM i Burley 21.
Reakcja odpornosciowa gatunku N. mutabilis byta zréznicowana u poszczegdlnych roslin,
co bylo widoczne podczas obserwacji wykonywanych w tym samym terminie. Zmiany
W stopniu porazenia obserwowano takze, w zalezno$ci od czasu jaki mingt od inokulacji oraz
od badanego pietra roslin (patrz Tabela 3 w: Depta i in., 2021). W | terminie czyli 4 tygodnie
od zakazania u 97,5 % ro$lin na liSciach pietra dolnego obserwowano objawy nadwrazliwosci
w postaci plam nekrotycznych. Obecno$¢ wirusa zostala potwierdzona testami DAS-ELISA.
Na lisciach pietra srodkowego u 75 % roslin zaobserwowano plamy chlorotyczne (CS), ktore
nastepnie przeksztalcaly si¢ w plamy nekrotyczne (patrz Figure 3 w: Depta i in., 2021)
charakterystyczne dla reakcji nadwrazliwosci (HR) i wirus byl wykrywany przez
przeciwciata. U pozostatych roslin liscie tego pietra pozostaty zdrowe. W pierwszym terminie
pobrania probki wykazano, ze jedynie u 25 % roslin wirus byl wykrywany w gérnym pigtrze
roslin.

W Il terminie, czyli po 8 tygodniach od zakazenia, przebadano jedynie pigtro
srodkowe 1 gorne, gdyz liscie pietra dolnego obumarty. Badania wykazaly, ze w przypadku
77,5 % roslin liscie pietra Srodkowego zostaly porazone przez TSWV, o czym $wiadczyly
objawy chorobowe w postaci chlorotycznych i nekrotycznych plam oraz pozytywny wynik
testu DAS-ELISA. W poréwnaniu do terminu I liczba roslin, dla ktérych liscie z pigtra
gornego posiadaty objawy chorobowe zmniejszyta si¢ do 12,5 %, i tylko w tych roslinach
wirus byl wykrywany w soku badanych lisci. W III terminie czyli po 4 miesigcach od
zakazenia pobrano proby jedynie z pigtra gornego, ktdre obejmowato 4 najmlodsze w danym
momencie liscie. Celem badania byto sprawdzenie, czy wirus na stale zostat zatrzymany
poprzez nekrozg tkanki w obrebie pigtra srodkowego. Niestety u 30 % badanych roslin
zaobserwowano plamy chlorotyczne i nekrotyczne na liciach pigtra gornego, za$ obecnosé
wirusa TSWV w tych lisciach zostala potwierdzona za pomoca DAS-ELISA. Rosliny
N. mutabilis inokulowane tylko buforem nie wykazywaty objawow chorobowych w zadnym z
tych badanych terminow.

Dwa pozostale gatunki nalezace do sekcji Alatae, tj. N.alata i N.forgetiana,
zareagowaly w odmienny sposob niz N. mutabilis. U N. alata po 4 tygodniach od zakazania

na lisciach pietra dolnego zaobserwowano typowe objawy nadwrazliwo$ci w postaci
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nekrotycznych plam i tam wirus byt wykrywany serologicznie. Natomiast liscie z pigtra
srodkowego i1 goérnego tego gatunku badane w I terminie nie wykazywaly objawow
chorobowych i wynik testu DAS-ELISA byl negatywny (patrz Rysunek 4 w: Depta i in.,
2021). Rowniez liscie pobrane po 8 tygodniach i 4 miesigcach nie zostaly porazone przez
TSWV. Zupetnie inaczej wygladato porazenie u gatunku N. forgetiana. Po 4 tygodniach od
zakazenia na liSciach dolnych wszystkich 10 badanych roslin zaobserwowano plamy
nekrotyczne $wiadczace o reakcji nadwrazliwosci. U tego gatunku liscie z pietra srodkowego
1 gornego zostaly réwniez porazone, a zaobserwowane objawy obejmowaty pomarszczenie
liSci i zahamowanie wzrostu roslin (Patrz Rysunek 5 w: Depta i in., 2021). Objawy te
utrzymywaty si¢ takze w II i III terminie pobrania, a wyniki testow serologicznych byty
pozytywne dla wszystkich badanych préb.

Do badan odpornosciowych na TSWV wlaczono dwie odmiany tytoniu uprawnego
Nicotiana tabacum: VAM i Burley 21, ktére zareagowaly silnym porazeniem na TSWV
niezaleznie od pigtra i czasu pobrania probki (patrz Rysunek 6 w: Depta i in., 2021). Juz po
4 tygodniach od zakazenia na dolnych i srodkowych lisciach wystapity przejasnienia nerwow
i plamy chlorotyczne, zas w obregbie pigtra gornego zaobserwowano zagigty wierzchotek
I zahamowany wzrost roslin. Ta tendencja utrzymywata si¢ rowniez w dwoch pdzniejszych
terminach obserwacji. We wszystkich pobranych probkach zostal wykryty wirus TSWV.

Analiza molekularna z wykorzystaniem czterech markerow SCAR zostata wykonana
dla wszystkich gatunkoéw z sekcji Alatae oraz dwoch odmian tytoniu: Polalta i Wiktoria
(Laskowska i in., 2013). W badaniach Depty i in. (2021) dotyczacych N. mutabilis i obiektow
kontrolnych zostal uzyty tylko jeden SCAR marker ACC/CCC172. W obu przypadkach
gatunki N. alata i N. forgetiana amplifikowaly markery zwigzane z odpornoscia na TSWV.
Mieszaniec Nicotiana x sanderae oraz odmiana Polalta amplifikowaty wszystkie cztery
markery zwigzane z ta odporno$cig. Natomiast sposrod 19 badanych roslin odmiany Wiktoria
tylko w przypadku czterech (21,1 %), ktore jednoczesnie wykazaly reakcje nadwrazliwosci,
wykryto obecnos¢ markeréw. Roéwniez w N. mutabilis wykryto SCAR marker ACC/CCC
172. Pozostate obiekty badane (N. langsdorfii, N. longiflora, N. plumbaginifolia, N. tabacum
cv. Wislica, N. tabacum cv. VAM, N.tabacum cv. Burley 21) nie posiadaly zadnego ze
SCAR markeréw zwigzanych z odpornos$cig na TSWV (patrz Tabela 2 w: Laskowska i in.,
2013) i wykazywatly podatnos¢ na TSWV.
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6.3. Zrodla odpornosci na TMV

W  zaleznosci od podtoza genetycznego oraz warunkéw temperaturowych
zaobserwowano cztery typy reakcji roslin na TMV (patrz Tabela 1 w: Depta i in., 2013).
Najczestsza reakcja odmian tytoniu uprawnego w kazdej z zastosowanych temperatur byta
podatnos¢. Polegata ona na wystepowaniu na roslinach przebarwien mozaikowych na lisciu
(ryc. 12a). Dodatkowo obserwowano zahamowaniec wzrostu oraz zOlknigcie roSlin.
W przypadku odmian wykazujacych zmiany o charakterze mozaikowym testy ELISA
potwierdzity obecnos$¢ wirusa w ro$linach. Podwyzszone miano antygenu stwierdzono
zarowno w dolnych jak i gornych liSciach, niezaleznie od temperatury w jakiej prowadzone
bylo doswiadczenie.

Druga grupe stanowily obiekty, ktore wykazywaly tolerancj¢ polegajacg na tym,
ze W tkankach nastgpowato namnazanie wirusa, ale na roslinie nie obserwowano objawéw
chorobowych. Jednak reakcja byta zalezna od warunkow Srodowiskowych, tj. temperatury
powietrza. Przy temperaturze 22/20°C nie notowano zadnych plam czy przejasnien na liSciach
(ryc. 12c). Natomiast przy temperaturze 30/28°C na roslinach pojawiaty si¢ silne
przebarwienia mozaikowe (ryc. 12d). Ten typ reakcji zanotowano u kolumbijskiej odmiany
Ambalema oraz kilku gatunkow rodzaju Nicotiana: N. glauca, N. wigandioides i N. africana.
U odmian tolerancyjnych testy serologiczne pozwolily wykaza¢ obecno$¢ wirusa na obu

badanych poziomach rosliny, nawet wowczas, gdy zmiany mozaikowe byly niewidoczne.
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Rycina 12. Reakcja odpornosciowa obiektow Nicotiana na TMV: (a) objawy mozaikowe na podatnej odmianie
Wislica w temp. 22/20°C, (b) brak objawow chorobowych na gérnych liciach na odpornym gatunku N. gossei
w temp. 30/28°C, (c) reakcja bezobjawowa na tolerancyjnej odmianie Ambalema w temp. 22/20°C, (d) objawy
chorobowe na tolerancyjnej odmianie Ambalema w temp. 30/28°C, (e) reakcja nadwrazliwosci na odmianie
Kyl0 posiadajacej gen N w temp. 22/20°C, (f) systemiczna reakcja nadwrazliwosci na odmianie KylO
posiadajacej gen N w temp. 30/28°C.

Kolejng grupe stanowity obiekty wykazujace reakcje nadwrazliwosci (HR), polegajaca
na lokalnym zamieraniu tkanek woko6t miejsca infekcji, co uniemozliwia wirusowi
rozprzestrzenianie si¢ po roslinie. Ten typ odpornosci znaleziono u 14 odmian Nicotiana
tabacum oraz u 7 dzikich gatunkoéw Nicotiana. Badania wykazaty, ze w przypadku odmian

uprawnych tytoniu oraz niektérych dzikich gatunkéw reakcja nadwrazliwos$ci jest zalezna
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od temperatury. Badania serologiczne ro$lin, ktore rosty w temperaturze 22/20°C wykazaty
obecnos¢ wirusa jedynie w dolnych lisciach w obrgbie plamek nekrotycznych (ryc. 12e).
Liscie gorne, bez objawdéw chorobowych, nie posiadaty wirusa. Testy ELISA ro$lin, ktore
rosty w temperaturze 30/28°C i wykazywaly systemiczng reakcje nadwrazliwos$ci (SHR)
potwierdzity obecno$¢ wirusa mozaiki tytoniu zaréwno w dolnych jak i gérnych li§ciach.
Systemiczna reakcja nadwrazliwosci, czyli czwarty typ reakcji na TMV, polegata na przej$ciu
od przejasnien i drobnych nekroz na dolnych lisciach do rozleglych nekroz na calej
powierzchni rosliny oraz zamieraniu wierzchotka wzrostu (ryc. 12f). Gatunek Nicotiana
rustica wykazywal systemiczng reakcje nadwrazliwosci juz w temperaturze 22/20°C,
natomiast u N. gossei nie odnotowano reakcji SHR nawet w temperaturze 30/28°C (ryc. 12Db).

W celu potwierdzenia obecnosci genu N w obiektach nalezacych do kolekcji IUNG-
PIB w Putawach przeprowadzono analizy molekularne z uzyciem dwoch primeréow E i N.
Badania wykazaty obecno$¢ genu N we wszystkich odmianach Nicotiana tabacum
wykazujacych reakcje nadwrazliwosci (HR) (patrz Tabela 1 w: Depta i in., 2018,). Dla
odmian podatnych (S) i tolerancyjnych (T) nie obserwowano produktu amplifikacji na zelu
agarozowym, co $wiadczyto o braku genu N warunkujacego odpornos¢ na TMV. Nieco
inaczej wygladala sytuacja w przypadku dzikich gatunkow. Obecnos$¢ genu N zostala
potwierdzona jedynie u Nicotiana glutinosa, natomiast u pozostatlych gatunkow
wykazujacych reakcj¢ nadwrazliwosci nie wykazano obecnosci tego genu. Uzyskane wyniki
wskazujg, ze obecno$¢ genu N warunkowata odpornos¢ odmian tytoniu w temperaturze
powietrza 22/20°C.

7. Dyskusja

Duze zroznicowanie gatunkow w obrebie rodzaju Nicotiana sprawia, ze stanowig one
cenng pule genowa wykorzystywang w pracach hodowlanych, ale pozyskanie ich
kazdorazowo z warunkow naturalnych jest trudne. Jednocze$nie hodowla, selekcja
najlepszych genotypéw i uzyskiwanie odmian tytoniu o okreslonych cechach powoduje
zmniejszenie roznorodnosci genetycznej. Ochrona zasobdéw genowych jest wigc kwestig
priorytetowa. Z tego powodu konieczne jest tworzenie kolekcji, gdzie w kontrolowanych
warunkach mozliwy jest prawidlowy wzrost i rozwoj obiektow Nicotiana, a uzyskane w ten
sposob nasiona sg utrzymywane w stanie zywotnosci i przez to dostepne do badan i hodowli.

Zroznicowanie genetyczne w obrebie obiektow Nicotiana tabacum, jak i dzikich

gatunkow z rodzaju Nicotiana jest ogromne. Jednakze, aby w pelni wykorzysta¢
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zgromadzone zasoby plazmy zarodkowej konieczna jest ich szczegétowa charakterystyka.
Biorac pod uwage prace hodowlane, jedna z najwazniejszych informacji dotyczy odpornosci
na choroby i szkodniki. Istotne miejsce zajmujg choroby wirusowe z powodu braku
skutecznej ochrony przed tymi patogenami. W zwigzku z tym wykonano ocen¢ odpornosci
wybranych obiektow Nicotiana na trzy choroby wirusowe powodujace ogromne straty

W uprawie tytoniu w Polsce i na $wiecie.

7.1. Ocena odpornosci na PVY w obrebie rodzaju Nicotiana

Okreslenie charakteru odpornosci odmian tytoniu na PVY, identyfikacja odmian
majacych odpornos$¢ typu va oraz ocena trwatosci tej odpornosci w zalezno$ci od uzytego
izolatu PVY byta przedmiotem pracy ,,Zréznicowanie reakcji odpornosciowej wybranych
odmian tytoniu (Nicotiana tabacum) w zaleznosci od uzytego izolatu wirusa Y ziemniaka
(PVY)” (Depta i in., 2020). Na podstawie analiz molekularnych badanych 25 odmian
wyodrgbniono 16 odmian, w ktorych nie amplifikowano zastosowanych markerow
specyficznych dla genu podatnosci Va, co moze $wiadczy¢ o recesywnej formie tego genu.
Jednakze reakcja tych obiektdw na zastosowane izolaty PVY byta zréznicowana. Najwyzsza
odpornoscia charakteryzowata si¢ odmiana VAM, ktora nie zostala porazona stabym
I Srednim izolatem, ale na pozostate dwa, okreslane jako silne, reagowata nekrozami nerwow.
Wyniki innych badan wykazaty wysoka odporno$¢ odmiany VAM na japonskie izolaty PVY
T (Masuta i in.,, 1999) oraz polskie izolaty nalezace do grupy PVY"W i PVYN™N
(Doroszewska i Czubacka, 2008). W obrgbie pozostalych odmian z odpornoscia typu va,
badanych przez Deptg 1 in. (2020), szes¢ z nich, w tym odmiana Wislica 1 V. SCR, bylo
odpornych na izolat staby, a dziewie¢ zostato porazonych przez wszystkie izolaty PVY. Dane
literaturowe wskazuja, ze odmiana VAM wykazuje wysoka odpornos¢ ze wzgledu
na posiadanie dwoch gendéw recesywnych: val 1 va2, ktore ograniczaja zar6wno
przemieszczanie si¢ wirusa z komoérki do komorki, jak réwniez ograniczajg akumulacje tego
wirusa (Acosta-Leal i Xiong, 2008). Natomiast odmiana Wislica posiada stabszy allel val
(Verrier 1 Doroszewska, 2002), za§ u odmiany V.SCR wykazano obecno$¢ allelu va2
(Lacroix i in., 2010). Przedstawione zaleznosci zostaly potwierdzone w badaniach Korbeckie;j
1 in. (2017b), gdzie po zastosowaniu 10 izolatow PVY, najwyzsza odpornos¢ wykazata
odmiana VAM, potem Wislica, a najmniej satysfakcjonujace wyniki uzyskano dla odmiany
V.SCR. Julioiin. (2015) przeprowadzili szczegétowe badania 163 obiektow Nicotiana

tabacum taczace inokulacje izolatem PVYN z analiza molekularng. U obiektoéw, ktore miaty
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objawy chorobowe, uzyskano produkt amplifikacji wszystkich zastosowanych markerow, w
tym S10760, ktory zwigzany jest z genem podatnosci Va. Natomiast obiekty uznane za
odporne podzielono na trzy grupy. Pierwsza obejmowata 45 odmian, ktére nie amplifikowaty
zadnego markera, co moze by¢ skutkiem duzej delecji w obrebie genu podatnosci Va. Do
drugiej grupy nalezaly cztery odmiany, ktore amplifikowaty zastosowane markery, z
wyjatkiem S10760, co moze by¢ zwigzane z mniejsza delecja. Produkt amplifikacji dla
wszystkich markerow zaobserwowano dla 13 obiektow, ktére jednoczesnie nie posiadaty
objawéw chorobowych. Szczegdtowe badania z zastosowaniem sekwencjonowania wykazaty,
ze posiadajg one delecj¢ obejmujacg dwie pary zasad w pozycji 478-479. W celu oceny
trwatosci odpornosci na PVY, sposrod obiektow odpornych badanych przez Julio i in. (2015)
wytypowano cztery grupy roéznigce si¢ dlugoscig mutacji i poddano je inokulacji 9 izolatami
PVY o zréznicowanej zjadliwosci (Michel i in., 2019). Nalezace do grupy pierwszej
(tzw. LD-Large Deletion) odmiany VAM, Wislica, TN86 i PBD6 posiadaly duza delecje
na chromosomie 21. Najwyzszg odporno$¢ w tej grupie posiadala odmiana VAM,
a najstabszg PBD6. Wytypowane do badan odmiany 0 mniejszej delecji na chromosomie 21
(tzw. SD — Small Deletion), odmiany z delecja o wielkosci dwoch par zasad, jak rowniez
mutanty otrzymane w wyniku dziatania metanosulfonianu etylu, wykazat znacznie mniejsza
odporno$¢ na PVY niz odmiany z grupy pierwszej. Wysoka odpornos¢ odmiany VAM
wynika z delecji catego genu elF4E-1, pochodzacego od N. sylvestris oraz nadekspresji genu
elF4E-2, pochodzacego od N. tomentosisformis. Brak genu elF4E-1 uniemozliwia potaczenie
si¢ wirusowego biatka VPg z eukariotycznym czynnikiem inicjacji translacji, za$ gen elF4E-2
koduje biatko, z ktérym wirus tworzy niefunkcjonalne polaczenia. Zaprezentowana powyzej
odporno$§¢ na PVY warunkowana recesywnym genem Vva jest najczesciej Stosowana
w hodowli. Niestety nie zapewnia ona pelnej immunii na wszystkie izolaty PVY. Co wigcej,
odmiany uznawane za odporne moga zosta¢ porazone przez zjadliwe izolaty PVY.

Wyniki badan Depty 1 in. (2020) pozwolity wyodrebni¢ grupe pigciu odmian,
okreslanych jako tolerancyjne, ktore wykazywaly tylko przejasnienia nerwow i plamy
chlorotyczne, a ich wzrost i rozwdj byl zblizony do ro$lin zdrowych, mimo Zze wirus byt
obecny w tkankach. Cecha charakterystyczna tych obiektow byt brak nekroz niezaleznie
od zastosowanego izolatu PVY. Jednocze$nie pod katem molekularnym wykazano obecno$é
genu podatnosci Va. Sposréd 163 odmian badanych przez Julio 1 in. (2015) rowniez
zidentyfikowano 10, ktore posiadaty cechy tolerancji. Badania Michela i in. (2018) wskazuja,

ze cecha ta jest warunkowana przez recesywny gen NtTPN1 (Nicotiana tabacum Tolerance
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to PVY-induced Necrosis 1). Jest on zlokalizowany na chromosomie 13 i powstat w wyniku
mutacji punktowej w pozycji 497 tegoz genu.

Badania molekularne (Depta i in., 2020) wykazaly obecno$¢ genu Va w odmianach
podatnych, ktore reagowaty nekrozami nerwoéw na wszystkie zastosowane izolaty PVY. Gen
ten wykryto réwniez w odmianie Wegierski Ogrodowy, ktorego reakcja na PVY byta
zréznicowana. Odmiana ta byta odporna na staby izolat [UNG 23, za$ na izolat sredni [IUNG
17 reagowata wystgpieniem cech tolerancji w postaci plam chlorotycznych i przejasnien
nerwow. Natomiast izolaty silne spowodowaty wystgpienie nekroz nerwow. Zroéznicowanie
reakcji odpornosciowej w zaleznos$ci od izolatu PVY moze sugerowac, ze odporno$¢ odmiany
Wegierski Ogrodowy ma podloze genetyczne inne niz gen va, przez co odmiana ta
ze wzgledu na swoj unikalny charakter moze by¢ cennym Zrodiem odpornosci w hodowli
tytoniu.

Trwato$¢ odpornosci typu va zalezy od wielkosci delecji 1 izolatu PVY (Julio i in.,
2015; Michel i in. 2019). Alternatywnym Zrédlem odpornosci jest wykorzystanie tolerancji,
ktora co prawda nie chroni przed porazeniem, gdyz wirus jest obecny w roslinie, ale stabe
objawy chorobowe pozwalaja uzyska¢ stosunkowo dobry plon. Wyniki badan bedacych
przedmiotem publikacji ,,Zr6znicowanie reakcji odpornosciowej wybranych odmian tytoniu
(Nicotiana tabacum) w zaleznosci od uzytego izolatu wirusa Y ziemniaka (PVY)” (Depta
i in., 2020), umozliwiajg ocene trwatosci odpornosci wybranych polskich odmian
posiadajgcych recesywny gen va, jak rowniez pozwalaja wytypowac¢ odmiany tolerancyjne,
ktore moga stanowi¢ komponenty w hodowli.

Wykorzystanie odmian Nicotiana tabacum jako zrodta genow odpornosci na PVY jest
czesto niewystarczajgce ze wzgledu na wzrost zagrozenia zjadliwymi izolatami PVY, ktore
przetamuja odporno$¢ typu va. Cennym zrodtem odpornosci na rdézne patogeny, w tym PVY
sa gatunki nalezace do rodzaju Nicotiana. Z tego powodu przeprowadzono oceng odpornosci
dzikich gatunkow tytoniu na rdézne izolaty PVY, a jej wyniki byly przedmiotem publikacji
»Resistance of wild Nicotiana species to different PVY isolates” (Doroszewska i Depta,
2011). Uzupetnieniem tych badan byta ocena odpornosci stosunkowo niedawno odkrytego
gatunku Nicotiana mutabilis, ktore zostaly przedstawione w pracy pt. ,,Resistance Response
of the Recently Discovered Species Nicotiana mutabilis to Potato virus Y (PVY) and Tomato
spotted wilt virus (TSWV) Compared to Other Sources of Resistance” (Depta i in., 2021). W
obrebie badanych obiektow trzy gatunki: Nicotiana raimondii, N. knightiana oraz N. africana
wykazywaly immuni¢ na wszystkie zastosowane izolaty PVY (Doroszewska i Depta, 2011).

Wezeséniejsze badania Sieverta (1972) oraz Glazewskiej (1977) roéwniez wskazuja
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N. raimondii i N. knightiana jako gatunki odporne na PVY. Natomiast zastosowanie
amerykanskich izolatow PVYMM spowodowato pojawienie sie zmian mozaikowych u gatunku
N. knightiana (Burk i in., 1982). Prace hodowlane z wykorzystaniem N. knightiana i
N. raimondii w celu przeniesiena odporno$ci na PVY do tytoniu uprawnego prowadzit Berbe¢
(1987). Jednakze w wyniku duzej niestabilno$ci genetycznej uzyskane obiekty mieszancowe
charakteryzowaty si¢ catkowicie niezywotnym pytkiem.

Immunia gatunku N. africana zostata potwierdzona we wczesniejszych badaniach
z uzyciem izolatow PVY o zréznicowanej zjadliwosci (Lucas i in., 1980; Doroszewska
I Chrzanowska, 2001; Doroszewska, 2004; Doroszewska i Czubacka, 2008). W zwiagzku z
tym podjeto prace hodowlane majace na celu przeniesienie odpornosci na PVY od N. africana
do N. tabacum. Uzyskana przez Wersmanna (1992), w wyniku krzyzowania podatnej
odmiany tytoniu McNair 944 i dzikiego gatunku N. africana, linia addycyjna NC152
posiadata par¢ homologicznych chromosomow od N. africana i wykazywata tylko cze$ciowa
ochron¢ na PVY. Linia ta stanowita komponent do dalszych krzyzowan z podatng odmiang
Petit Havana, w wyniku ktorych uzyskano w pokoleniu BC1F1 obiekty odporne na izolat PVY
NN (Lewis, 2005). Dalsze krzyzowania z podatng odmiang K326 pozwolily uzyska¢ linie
0 zréznicowanej odpornosci, w zaleznosci od zastosowanego izolatu PVY (Lewis, 2007),
acecha ta byla czeSciowo dominujaca (Lewis, 2005). Doroszewska (2010) wykonata
krzyzowanie pomiedzy podatng odmiang BP-210 i N. africana jako rodzicem ojcowskim.
Uzyskana w wyniku tych prac linia BPA byla tolerancyjna, o czym $§wiadczyty stabe objawy
chorobowe w postaci przejasnien nerwow 1 plam chlorotycznych potaczone z catkowitym
brakiem nekroz, nawet po zastosowaniu silnie zjadliwych izolatow PVYN™ (Doroszewska
i Czubacka, 2008; Doroszewska 2010; Korbecka-Glinka i in., 2017b). Odporno$¢ linii BPA
ma charakter recesywny (Korbecka i in., 2017a), przy czym linia ta posiada jednocze$nie gen
podatnos$ci Va, co zostato potwierdzone w wyniku badan molekularnych z uzyciem markera
S10760 (Korbecka-Glinka 1 in., 2017b). Prezentowane powyzej prace dotyczyty
wykorzystania odmian podatnych tytoniu w tworzeniu linii hodowlanych z N. africana. Depta
i Doroszewska (2019) uzyly do krzyzowania z N. africana dwie odporne odmiany
N. tabacum: VAM i Wislica posiadajace recesywny gen va, ktorych formy mieszancowe sa
przedmiotem aktualnych badan w Kierunku odpornosci na PVY. Ze wzgledu na duzg
odlegtos¢ filogenetyczna, uzyskane mieszance N. tabacum x N. africana, wykazywaty barierg
krzyzowalno$ci w postaci zamierania siewek mieszancowych, co bylo spowodowane
brazowieniem systemu korzeniowego (Tezuka i in., 2010). Z tego powodu konieczne byto

zastosowanie kultur in vitro, ktore pozwolity uzyska¢ zywotne mieszance. Bylo to mozliwe
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poprzez organogenez¢ liScieni 1 regeneracje¢ roslin z wykorzystaniem odpowiednich pozywek
(Doroszewska, 1994; Depta i Doroszewska, 2019). Kolejnym problemem byta nieptodnos¢
pokolenia amfihaploidalnego spowodowana niskg koniugacjg chromosoméw. Uzyskanie form
ptodnych byto mozliwe poprzez spontaniczne podwojenie liczby chromosoméw w wyniku
wydtuzonego czasu kultur tkankowych (Doroszewska i Berbe¢, 2000) lub z wykorzystaniem
kultury rdzeni (Depta i Doroszewska, 2019). W wyniku prowadzonych prac hodowlanych
nie udalo si¢ do tej pory osiggngé immunii w mieszancach uzyskanych w wyniku
krzyzowania N. tabacum x N. africana. Wytlumaczeniem takiego stanu rzeczy moze by¢
wielogenowy charakter odpornosci na PVY u N. africana lub wplyw czynnikow
genetycznych pochodzacych od N. tabacum (Lewis, 2005; Doroszewska, 2007).

Pozostale obiekty nalezace do rodzaju Nicotiana wykazujg zréznicowang reakcje
odpornosciowa w zaleznosci od gatunku i zastosowanego izolatu PVY. Wysoka odpornos¢
posiada gatunek N.glauca (Sievert, 1972; Glazewska, 1977), jednak w badaniach
Doroszewskiej i Depty (2011) tylko forma tetraploidalna tego gatunku okazata si¢ odporna na
wszystkie uzyte izolaty PVY. Tymczasem forma diploidalna zostata porazona przez izolat
PVYNZ, przy czym nie byty obserwowane objawy chorobowe, ale obecno$é wirusa zostata
wykazana na podstawie testow DAS-ELISA. Podobna sytuacja dotyczyla N. benavidesii,
gdzie jedynie izolat PVYN? spowodowal wystapienie chlorotycznych pierscieni. Podjeta
proba krzyzowania tetraploidanjej formy N. tabacum cv. BP 210 z N. benavidesii pozwolila
uzyska¢ czgsciowo ptodne formy seskwidiploidalne. Uzyskane w wyniku samozapylenia linie
mieszancowe kolejnych pokolen charakteryzowaly si¢ odpornoscia na PVY (Berbec
I Gtazewska, 1988). Nieco mniejszg odporno$¢, bo na trzy z szesciu zastosowanych izolatow,
posiadaty dwa gatunki z sekcji Paniculatae (N. solanifolia, N. cordifolia), dwa gatunki z
sekcji Tomentosae (N. otophora, N. setcheli) oraz jeden gatunek z sekcji Noctiflorae (N.
petuniodes) (Doroszewska i Depta, 2011). W badaniach Sieverta (1972), z wykorzystaniem
dwoch izolatow PVY N. solanifolia i N. cordifolia okazaty si¢ podatne. Jednoczesnie uznane
wczesniej za odporne gatunki N. thyrsiflora (Sievert, 1972) i N. paniculata (Gtazewska, 1977)
w badaniach Doroszewskiej i Depty (2011) okazaty si¢ podatne na sze$¢ izolatow. Duzym
zroznicowaniem odpornosci na PVY charakteryzowaly si¢ odmiany N. rustica, sposrod
ktorych N. rustica var. brasilia zachowata odporno$¢ na trzy izolaty, N. rustica var. pumila
na dwa, a N. rustica var. neuchestii na jeden. Objawy chorobowe na pozostatych odmianach
N. rustica obejmowaty glownie przejasnienia nerwoéw i plamy chlorotyczne.

Sposrod badanych obiektow Nicotiana (Doroszewska i Depta, 2011) zidentyfikowano

26 gatunkow, ktore reagowaty na wszystkie zastosowane izolaty PVY w postaci stabych
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objawow chorobowych, co §wiadczy o ich tolerancji. Do gatunkow tolerancyjnych nalezy
réwniez stosunkowo niedawno odkryty gatunek N. mutabilis oraz gatunki pokrewne z sekcji
Alatae: N. alata i N. forgetiana, u ktorych nie wystgpity nekrozy nerwoéw, a jedynie stabe
objawy chorobowe po zastosowaniu dwoch izolatow PVYNW i PVYN™N (Depta i in., 2021).
Cardin i Moury (2008) przebadali 30 ro$lin N. mutabilis przy uzyciu izolatu PVY®, na ktory
gatunek ten zareagowal réwniez w postaci zmian mozaikowych i przejasnieh nerwow
na lisciach. Badania molekularne N. mutabilis, N. alata i N. forgetiana wykazaly obecnosé¢
markera Nsyl-elF4E1, co oznacza ze gatunki te nie posiadajg genu podatnosci na PVY (Depta
Iin., 2021). Taki wynik wskazuje na inne podtoze genetyczne tolerancji dzikich gatunkow
w porownaniu do tolerancji odmian uprawnych N. tabacum, u ktorych amplifikowany jest

marker zwigzany z podatnoscig (Michel i in., 2018; Depta i in. 2020).

7.2. Ocena odporno$ci na TSWV w obrebie rodzaju Nicotiana

Duzym zagrozeniem na plantacjach tytoniu jest wirus brazowej plamistos$ci pomidora,
ktoéry moze spowodowac catkowite zniszczenie plantacji, szczegodlnie, gdy porazenie dotknie
milode rosliny w fazie 5 - 10 lisci (Opoka, 1974). Wektorem TSWV jest weciornastek
tytoniowy 1 w tym przypadku zalecane jest stosowanie ochrony chemicznej przez caly sezon
wegetacyjny, by ograniczy¢ populacje tego owada. Niestety dziatania te nie pomoga, jesli
roslina zostata juz zainfekowana. Ponadto wszystkie uprawiane odmiany komercyjne
sa W réznym stopniu podatne na TSWYV, gdyz w obrebie gatunku Nicotiana tabacum
nie wystepuje odporno$¢ na tego wirusa (Opoka, 1974; Laskowska, 2008). Ze wzgledu
najego duzg szkodliwos¢ bardzo wazne jest prowadzenie hodowli odpornosciowej
poprzedzonej wiedzg na temat zrodet odpornosci. Dlatego tez przeprowadzono badania
obiektow Nicotiana pod wzgledem odpornosci na TSWV w potaczeniu z wykorzystaniem
SCAR markerow opracowanych przez Moona i Nicholsona (2007). Badania stanowily
przedmiot pracy ,,A survey of Nicotiana germplasm for resistance to Tomato spotted wilt
virus (TSWV)” (Laskowska i in., 2013), gdzie wykazano zréznicowang reakcje odpornosci
na TSWV. Ocene 24 gatunkéw nalezacych do rodzaju Nicotiana wykonat wezesniej Opoka
(1969) i Jankowski (1980), ale ich badania byly prowadzone jedynie w warunkach silnej
presji TSWV w do$wiadczeniu polowym. Wedlug tych badan do gatunkéw odpornych na
TSWYV nalezaly N. alata, N. glauca i N. noctiflora, za$ Nicotiana x sanderae byta stabo
podatna. Jako gatunki odporne wymieniano rowniez N. langsdorfii, N. longiflora,

N. trigonophylla (N. obtusifolia) i N. palmerii. Gatunki okreslone jako $rednio podatne to
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N. tomentosiformis, N. debneyi, N. exigua, N. longiflora i N. megalosiphon. Natomiast silnie
podatne okazaly si¢ N. acuminata, N. bigelovii, N. excelsior, N. glutinosa, N. maritima,
N. miersii, N. paniculata, N. pauciflora, N. plumbaginifolia, N. repanda, N. rotundifolia,
N. sylvestris i N. suaveolens (Opoka, 1969). Obserwacje Gajosa (1978) wykazaty odpornosc¢
trzech gatunkéow na TSWV: N. alata, N. affinis i N. langsdorfii. Natomiast w badaniach
Laskowskiej 1 in. (2013) jedynie N. alata i Nicotiana x sanderae zostaty uznane za odporne
na TSWV, za$ pozostate gatunki byly w réznym stopniu podatne. Stabe objawy chorobowe,
tylko w postaci przejasnien nerwdéw i plam chlorotycznych, wystapily u gatunkoéw
N. petunioides, N. benavidesii, N.velutina, N. otophora, N. setchelii, N. obtusifolia,
N. palmerii, N. arentsii i N. wigandioides. Pozostate 71 gatunkow wykazato silniejsze objawy
infekcji, ktore prowadzily do skartowacenia, a nawet zamierania ro$lin. Rozbiezno$§¢ w
wynikach dotyczacych odpornosci na TSWV jest spowodowana zarowno odmiennymi
sposobami inokulacji, jak i zastosowanymi metodami identyfikacji wirusa w roslinach
(Opoka, 1969; Jankowski, 1980; Gajos, 1978, Laskowska, 2013). Zrdznicowanie w ocenie
odpornosci niektorych gatunkdw moze rowniez by¢ zwigzane z tempem wzrostu tych
obiektow. Zaobserwowano, ze dla gatunkow wieloletnich rosngcych powoli, objawy
porazenia sg stabsze (Laskowska, 2013). Parella i in. (2003) wymieniaja szczegotows listg
gatunkow podatnych na TSWYV nalezacych do réznych rodzin botanicznych, w tym 60
gatunkéw nalezacych do rodzaju Nicotiana. Lista ta obejmuje 7 obiektow nie bedacych
przedmiotem badan Laskowskiej i in. (2013): Nicotiana x calyciflora, N. clevelandii,
N. cycliflora, Nicotiana x edwardsomii, N. fragrans, N. bonariensis i N. tomentosa. Natomiast
w pracy Parelli i in. (2003) brakuje informacji o 10 podatnych gatunkach, o ktérych pisze
Laskowska i in. (2013). Uzupelieniem tego zagadnienia byly badania w kierunku
odpornosci na TSWV gatunku N. mutabilis, ktory podobnie jak N. alata, nalezy do sekcji
Alatae. Uzyskane wyniki zostaty przedstawione w pracy pt. ,,Resistance Response of the
Recently Discovered Species Nicotiana mutabilis to Potato virus Y (PVY) and Tomato
spotted wilt virus (TSWV) Compared to Other Sources of Resistance” (Depta i in., 2021).
Wskazujg one, ze N. mutabilis reaguje nadwrazliwoscia na inokulacje TSWV, przy czym dla
czegsci badanych roslin moze dochodzi¢ do porazenia systemicznego. W pierwszym terminie
badan, po 4 tygodniach od inokulacji, dla 39 roslin z40 badanych wystgpita reakcja
nadwrazliwosci na dolnych liSciach, dla 30 roslin na lisciach srodkowych 1 dla 10 na li§ciach
gornych. W drugim terminie, po 8 tygodniach od inokulacji, liScie srodkowe byly porazone
u 31 roslin, a liScie gérne u 5 roslin. Natomiast po 4 miesigcach od inokulacji u 12 roslin

wystapily objawy porazenia na gornych li§ciach, co $wiadczy o tym, ze infekcja systemiczna

51



moze wystagpi¢ w diugim czasie po inokulacji. Badania Depty i in. (2021) to pierwsze
doniesienie dotyczace odpornosci N. mutabilis na TSWV. Wystepujaca dla tego gatunku
reakcja nadwrazliwosci po inokulacji TSWV moze by¢ wskazaniem do wykorzystania go w
pracach hodowlanych.

Wyniki wielu autoréw pokazuja jednoznacznie, ze gatunkami odpornymi na TSWV,
u ktorych wystepuje reakcja nadwrazliwosci, sa N. alata i Nicotiana x sanderae (Opoka,
1969; Jankowski, 1980; Gajos, 1978; Laskowska i in., 2013; Depta i in., 2021). Jednakze
szczegdtowe badania kilku populacji tych dwoch obiektow (Laskowska i in., 2013) ujawniaja
mozliwos$¢ wystgpienia systemicznej reakcji nadwrazliwosci (SHR) na czesci badanych roslin
danej populacji. Sposrod siedmiu populacji N. alata, tylko u dwoch wszystkie rosliny
reagowaly jedynie reakcja nadwrazliwosci (HR), natomiast u pozostalych TSWV
spowodowat wystgpienie syStemicznej reakcji nadrazliwosci, ktora wahala si¢ w zakresie 6,3
- 50% danej populacji. Podobnie jedna populacja Nicotiana x sanderae byla calkowicie
odporna, a trzy zostaty czeSciowo porazone w zakresie 16,7 - 50%. Brak catowitej odpornosci
moze by¢ zwigzany z brakiem pelnej homozygotycznosci tych dwoch obiektow, ze wzgledu
na ich samoniezgodno$¢. Podobne zjawisko wystgpowania SHR w miejsce HR jest dos¢
czeste W interakcjach awirulentnych wiruséw z odpornymi gatunkami. Mandal i in. (2002)
zaobserwowat SHR u 17,6 - 46,7% roslin Arachis hypogaea °C11-2-39°, u ktorych
poczatkowo wystgpita HR. Gatunek N. forgetiana, blisko spokrewniony z N. alata, po
inokulacji TSWV wykazywat poczatkowo reakcje nadwrazliwosci. Jednakze z czasem dla
wszystkich badanych roslin tego gatunku rozwijaty si¢ objawy systemiczne (Laskowska i in.,
2013; Deptai in., 2021).

Ze wzgledu na duze straty spowodowane TSWV podejmowane byly liczne proby
przeniesienia odpornosci z N. alata do N. tabacum. Jednakze uzyskanie mieszanca pomigdzy
tymi dwoma gatunkami jest trudne ze wzgledu na brak homologii chromosomow,
wynikajacych z duzej odlegtosci filogenetycznej (Goodspeed, 1954).

Prace majace na celu skrzyzowanie gatunku N. alata z N. tabacum podjat Gajos
(1976). Uzyskane w procesie hodowlanym rosliny amfihaploidalne poddano dziataniu
kolchicyny, a otrzymang w ten sposob amfidiploidalng rosling o kwiatach meskoptodnych
zapylano wstecznie pytkiem tytoniu szlachetnego. Dzigki temu uzyskano rosliny
seskwidiploidalne BCi, ktore wykazywaly reakcje nadwrazliwo$ci po inokulacji TSWV.
W dalszych pracach Gajos (1979) zastosowal gatunek pomostowy, jakim byt Nicotiana
otophora i uzyskal mieszance, ktore moglty by¢ wstecznie krzyzowane z tytoniem, a nastgpnie

poddawane samozapyleniu. Ocena odpornosci mieszancéw na TSWV w poszczegdlnych
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pokoleniach byta prowadzona za pomoca sztucznej inokulacji, a uzyskane proporcje
rozszczepien na rosliny odporne i podatne $wiadczyly o dominujacym charakterze genu
odporno$ci na TSWV (Gajos, 1981). Wynikiem prac Gajosa (1988) byto uzyskanie odmiany
w typie papierosowym ciemnym Polalta oraz odmiany w typie papierosowym jasnym
Wiktoria (1993). Prace nad uzyskaniem mieszanca z N. alata prowadzil réwniez Berbeé
(1987), ktory do krzyzéwek zastosowal odmiang tytoniu Nadwislanski Maty w dwoéch
formach: di- i tetraploidalnej. Amfihaploidy powstate w wyniku krzyzowania formy
diploidalnej N. tabacum z N. alata byty catkowicie bezptodne. Z kolei po zastosowaniu formy
tetraploidalnej tytoniu uzyskano seskwidiploidy, ktore rowniez wykazywaty niska ptodnos¢,
ale kolejne krzyzowki wsteczne pozwolity na wzrost stopnia zywotnosci.

Badania Polalty pod katem odpornosci na TSWV wykazaty reakcje nadwrazliwosci
u wszystkich badanych roélin (Yancheva, 1990; Laskowska, 2013). Niestety krzyzowanie
wsteczne Polalty z podatng odmiang Wislica spowodowalo uzyskanie roslin mieszancowych
o silnych deformacjach morfologicznych w postaci wydtuzonych lub tasmowatych lisciach
Z grubymi nerwami, a takze guzy na kwiatostanach i kartowato$¢ roslin (Laskowska i1 Berbe¢,
2010). Prace hodowlane pomigdzy odmiang K326 i Polalta potwierdzily sprzezenie
deformacji morfologicznych z cechg odpornosci (Moon i Nicholson, 2007). Dopiero
zastosowanie procesu androgenezy i regeneracji podwojonych haploidow w warunkach
kultur in vitro pozwolito wyselekcjonowaé trzy odporne linie PW o do$¢ dobrej morfologii
(Laskowska i Berbe¢, 2010). Wybrana linia PW zostala skrzyzowana z odporna na Th.
basicola linia WGL3. Dalsze prace hodowlane doprowadzity do uzyskania linii o $rednim
stopniu deformacji odpornych zarowno na TSWV jak i na Th. basicola ( Trojak—Goluch i in.,
2011).

Duzym wsparciem w hodowli sg markery molekularne. W pracach bedacych
przedmiotem rozprawy doktorskiej geny zwigzane z odpornosciag na TSWV identyfikowano
dzigki markerom opracowanym przez Moona i Nicholsona (2007). Zastosowane markery
wykrywano w obiektach, u ktorych wystgpita reakcja nadwrazliwosci (N. alata, N. sanderae,
N. mutabilis, N. tabacum cv. Polalta) lub reakcja systemicznej nadwrazliwosci
(N. forgetiana). W obiektach podatnych na TSWV nie amplifikowano tych markeréw. Duze
zroznicowanie odpornosci wykazano w obrebie badanych roslin odmiany Wiktoria, gdzie
tylko 4 sposrod 19 wykazaly reakcje nadwrazliwosci i w tych obiektach amplifikowano
markery zwigzane z czynnikiem odpornosci, a pozostale rosliny byly podatne (Laskowska
I in., 2013; Depta i in., 2021).
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7.3. Ocena odpornosci na TMV w obrebie rodzaju Nicotiana

Ocena odpornosci na wirus mozaiki tytoniu bedaca przedmiotem pracy ,,Reaction
of Nicotiana species and cultivars of tobacco to Tobacco Mosaic Virus and detection
of the N gene that confers hypersensitive resistance” wykazata duze zréznicowanie wsrod
obiektow z rodzaju Nicotiana (Depta i in., 2018). Uzyskane wyniki pozwolity wyodrebnié
cztery grupy. Najwickszg grupg obejmujaca przede wszystkim odmiany N. tabacum,
stanowity obiekty podatne, u ktérych zaobserwowano mozaikowe przebarwienia, a wirus byt
obecny w tkankach ro$lin. Do grupy drugiej nalezaly obiekty tolerancyjne, u ktoérych
nie zaobserwowano objawow chorobowych w temperaturze 22°C, ale wzrost temperatury do
30°C spowodowal wystapienie zmian mozaikowych, jak réwniez zahamowanie wzrostu
I zOtknigcie ro$lin. Jednoczesnie zastosowane testy DAS-ELISA wskazuja na obecno$é
wirusa w roslinach niezaleznie od temperatury. Do tej grupy nalezata kolumbijska odmiana
Ambalema i trzy dzikie gatunki: N. glauca, N. wigandioides i N. africana. Informacje
dotyczace tolerancji odmiany Ambalema wskazujg, ze cecha ta jest warunkowana przez dwa
recesywne geny (mtl i mt2) i kilka genéw modyfikujacych (Nolla i Roque, 1933). Z tego
powodu trudno ja wykorzysta¢ w programach hodowlanych (Valleau, 1952). Reakcje
bezobjawowa po inokulacji TMV zaobserwowano juz wczesniej u kilku dzikich gatunkéw:
N. glauca i N. tomentosiformis (Valleau, 1952) oraz N.wigandioides (Holmes, 1946).

Trzecia grupa obejmowala obiekty wykazujace reakcje nadwrazliwo$ci w postaci
nekrotycznych plamek na dolnych liSciach. Dane literaturowe wskazywaty gatunki reagujace
reakcjag nadwrazliwosci na TMV 1 obejmowaty: N. glutinosa, N.repanda, N. gossei,
N. rustica, N. langsdorfii, N. benthamiana, N. maritima, N.sanderae, N. velutina,
N. acuminata, N. goodspeedii, N.forgetian, N. nesophila i N. stoctonii (Holmes, 1929;
Valleau, 1952; Burk i Heggestad, 1966; Gwynn, 1977; Yuan i in., 2015). W obr¢bie odmian
uprawnych N. tabacum réwniez byly prowadzone badania nad odpornoscia na TMV.
Wigkszo$¢ przebadanych odmian byta podatna na TMV 1 reagowata zmianami mozaikowymi
(Holmes, 1938; Lucas, 1975; Trancheva 2005; Huang i in., 2013; Chen i in., 2014; ). Lucas
(1975) jako odmiany z odpornoscig typu nadwrazliwo$ci wymienia: Sota 27, Diubek 566,
Newrokop 261 i Immunnyj 580. Wyniki prac Tranchevy (2005) takze wskazuja odmiany
Diubek 566, Newrokop 261 oraz Immunnyj 580. Sposrod 22 odmian badanych przez Chen i
in. (2014) tylko Coker 86 i Jiyan 5 uznano za odporne. Jednakze w przedstawionych pracach
nie ma pelnych informacji co do metod inokulacji i zastosowanego izolatu TMV. Natomiast

badania Depty i in. (2018) wskazuja, ze rodzaj odpornosci typu nadwrazliwosci wystepuje
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u 7 gatunkéw z rodzaju Nicotiana (N. glutinosa, N. maritima, N. goodspeedii, N. repanda,
N. benthamiana, N. langsdorfii i N. gosseii) oraz u 14 odmian tytoniu uprawnego, w tym
u wymienianych wcze$niej odmian: Sota 27, Diubek 566, Newrokop 261 i Immunnyj 580.

Badania molekularne przy uzyciu primerow E i N (Lewis, 2005) wykazaly, ze
wszystkie badane przez Depte i in. (2018) odmiany tytoniu posiadaja odpornos¢ na TMV
warunkowang genem N, pochodzacym od N. glutinosa. Jest to pojedynczy, dominujacy gen
odpowiedzialny za reakcje nadwrazliwosci (Holmes, 1938; Gerstel, 1943). Natomiast w
gatunkach z rodzaju Nicotiana wykazujacych reakcj¢ HR nie identyfikowano tego genu.
Wynika to z faktu, ze posiadaja one geny homologiczne do genu N, ktére nie sg wykrywane
za pomocg primeréw zastosowanych w badaniach (Depta i in., 2018). Wedlug Stange i in.
(2004) duza czgs¢ gatunkéw z rodzaju Nicotiana posiada geny homologiczne NH, ktore maja
82,6% identycznosci nukleotydowej z genem N, za$ Zhang i in. (2009) opisali homologiczny
gen CN, pochodzacy od N. rustica, ktory byt zgodny z genem N w 93,63%.

Zastosowane przez Depte i in. (2018) dwa zakresy temperatury, pozwolily ocenic¢
trwato$¢ odpornosci na TMV. Reakcja odporno$ciowa obiektow zawierajacych gen N, jak
rowniez czg$¢ gatunkow z genami homologicznymi, byta zalezna od temperatury.
W temperaturze powyzej 28°C nastgpowalo namnazanie i przemieszczanie wirusa
do wyzszych partii rosliny, co skutkowalo systemiczng reakcja nekrotyczng (SNR).
Obserwowana odporno$¢ warunkowana genem N jest prawdopodobnie zwigzana
Z obecnoscig termowrazliwych biatek (IVR), ktére hamuja replikacje wirusa (Gera 1 in.,
1993). Gatunek N. rustica wykazywal systemiczng reakcje nekrotyczng w obydwu zakresach
temperatury. Ze wzgledu na ocieplenie klimatu, a co za tym idzie wzrost wystepowania TMV
na $wiecie, stosowanie odporno$ci warunkowanej genem N moze by¢ zawodne. Wyniki
uzyskanych badan (Depta i in., 2018) wykazaly, ze odporno$¢ gatunku N. gossei jest
niezalezna od temperatury, zatem moze on stanowi¢ bardziej skuteczne Zrédto odpornosci na
TMV.

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej pozwolily
poszerzy¢ i usystematyzowaé¢ wiedze dotyczaca zrodet odpornosci na choroby wirusowe
w rodzaju Nicotiana. Jest to jedyne tak szerokie opracowanie w tym zakresie. Stanowi
doskonalg baze informacji umozliwiajacag odpowiedni dobor obiektow do krzyzowania

w hodowli odpornosciowe;j tytoniu.
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10.

8. Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzone badania zasobow genowych rodzaju Nicotiana wykazaty duze
zrdéznicowanie odpornosci gatunkow w zaleznosci od uzytego wirusa, a w przypadku
PVY rowniez od konkretnego izolatu.

Catkowita odpornos¢ dzikich gatunkow Nicotiana na wszystkie badane izolaty PVY
stwierdzono u: N. glauca, N. raimondii, N. knightiana i N. africana, a 26 gatunkéw
wykazato objawy tolerancji. Pozostate obiekty charakteryzowaty si¢ zréznicowang
reakcja odpornosciowa w zaleznosci od uzytego izolatu.

Badania molekularne wykazaty, ze w obrgbie 25 odmian tytoniu u 9 stwierdzono
obecno$¢ genu podatnosci Va, za§ w pozostatych 16 nie stwierdzono jego obecnosci,
co wskazuje, ze odmiany te posiadaja delecj¢ w obrebie genu podatno$ci warunkujaca
odpornos¢ okreslang jako odporno$¢ typu va.

Odmiany z odpornoscia typu va wykazywaty zréznicowany poziom reakcji na infekcje
PVY, co moze $wiadczy¢ o roéznej dlugosci delecji w genie podatnosci. Najwyzsza
odpornoscig cechowata si¢ odmiana VAM.

Wsr6d odmian uprawnych wyselekcjonowano odmiany tolerancyjne, ktore reagowatly na
porazenie PVY przejasnieniami nerwoéw i plamami chlorotycznymi, ale nie wykazywaty
reakcji nekrotycznych. Jednocze$nie posiadaly one gen podatnosci Va, €0 moze
swiadczy¢ o innym podtozu genetycznym tolerancji niz odporno$¢ typu va.

Odmiana Wegierski Ogrodowy, mimo obecnosci genu podatnosci Va, nie ulegla
porazeniu izolatem okreSlanym jako staby, a na izolat $redni zareagowata jedynie
tolerancja. Izolaty silne spowodowaly u niej nekroz¢ nerwoéw. Mozna przypuszczac,
ze odmiana ta posiada inny rodzaj odpornosci niz pozostate badane odmiany.

Badania obiektow w kierunku odporno$ci na wirusa bragzowej plamistosci pomidora
na tytoniu wskazuja, ze odporno$¢ typu nadwrazliwosci ma miejsce w gatunkach N. alata
i N. forgetiana, mieszancu Nicotiana x sanderae i dwoch odmianach tytoniu uprawnego
(Polalta i Wiktoria). W przypadku N. alata odporno$¢ ta jest zroznicowana i w obrebie
kilku badanych populacji czes¢ roslin ulegto porazeniu systemicznemu.

Reakcja odpornosciowa na TSWV pozostatych obiektow kolekcyjnych byta
zrdznicowana. Objawy tolerancyjne zaobserwowano u 9 dzikich gatunkow, ale znaczna
cze$é, bo az 71 obiektow wykazato znacznie silniejsze objawy infekcji.

Prezentowane po raz pierwszy wyniki odpornosci stosunkowo niedawno odkrytego
gatunku Nicotiana mutabilis wskazuja, Zze jest on tolerancyjny na PVY oraz wykazuje
reakcje nadwrazliwosci w stosunku do TSWV.

Odporno$¢ na wirusa mozaiki tytoniu badanych odmian Nicotiana tabacum
warunkowana jest przez gen N pochodzacy z gatunku N. glutinosa. Przyjmuje ona posta¢
nadwrazliwosci 1 jest zalezna od temperatury.
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11. W rodzaju Nicotiana alternatywnym zrodlem odpornosci na TMV jest gatunek N. gossel,
ktory nie posiada genu N, a wykazuje reakcje nadwrazliwo$ci. Odpornos$¢ tego gatunku
jest niezalezna od temperatury.

12. Obiekty odporne na poszczegoélne wirusy stanowig cenne zrodla gendéw dla hodowli
odporno$ciowe;j i dlatego mogg by¢ przedmiotem dalszych badan.
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10. Streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku polskim

Ocena zasobow genowych rodzaju Nicotiana pod wzgledem odpornosci na najwazniejsze

choroby wirusowe tytoniu

Stowa kluczowe: Nicotiana, tyton, wirus mozaiki tytoniu, wirus bragzowej plamistosci

pomidora, wirus Y ziemniaka, odpornos$¢ na choroby wirusowe

Rodzaj Nicotiana jest jednym z liczniejszych w rodzinie Solanaceae. Zawiera ponad
80 gatunkow bardzo zréznicowanych pod wzgledem cech morfologicznych, liczby
chromosoméw 1 rozmieszczenia geograficznego, a takze roznigcych sie skladem
alkaloidowym i odpornosciag na choroby i szkodniki. Naturalnym miejscem pochodzenia
dzikich gatunkéw tytoniu jest Ameryka Poinocna i Poludniowa, Australia i wyspy na
Pacyfiku oraz Afryka. Najbardziej znanym i rozpowszechnionym gatunkiem rodzaju
Nicotiana jest tyton szlachetny (Nicotiana tabacum). Powstal on w wyniku spontanicznego
krzyzowania Nicotiana sylvestris i Nicotiana tomentosiformis. Liczacy obecnie wiele odmian
jest jedna z wazniejszych roslin przemystowych w Polsce i na §wiecie.

Kolekcja rodzaju Nicotiana zgromadzona obecnie w Instytucie Uprawy Nawozenia
I Gleboznawstwa — Panstwowym Instytucie Badawczym obejmuje 1008 obiektow, w obrebie
ktorych wystepuja zarowno dzikie gatunki Nicotiana, jak roéwniez odmiany Nicotiana
tabacum i Nicotiana rustica. Ogromna réznorodno$¢ w obrebie rodzaju Nicotiana sprawia,
ze jest on doskonatym zrodlem zmiennos$ci w zawezajacej si¢ puli genowej 1 moze byc
wykorzystywany w programach hodowlanych, szczegélnie w hodowli odpornosciowe;.
Dlatego tez tak wazna jest szczegOblowa wiedza w zakresie odpornosci materiatéw
kolekeyjnych na najwazniejsze pod wzgledem gospodarczym patogeny.

Sposréd chordob powodujacych straty w uprawie tytoniu choroby wirusowe majg
szczegolne znaczenie ze wzgledu na bardzo malg skuteczno$¢ ochrony chemicznej
pozwalajacej jedynie na ograniczanie wystgpowania wektora. Najwigksze zagrozenie dla
uprawy tytoniu w Polsce i w wielu krajach swiata stanowi wirus Y ziemniaka (Potato virus
Y, PVY), wirus bragzowej plamisto$ci pomidora na tytoniu (Tomato spotted wilt virus, TSWV)
oraz w ostatnich latach pojawiajacy sie coraz czesciej wirus mozaiki tytoniu (Tobacco mosaic
virus, TMV).
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Celem rozprawy doktorskiej byla ocena zasobow genowych rodzaju Nicotiana
pod wzgledem odporno$ci na najwazniejsze choroby wirusowe. Badania odpornosciowe
uwzglednialy objawy chorobowe, bedace efektem inokulacji, okreslenie obecnosci wirusa
w zakazonych ro$linach na podstawie badan serologicznych oraz ocena odpornosci
genotypOw na poszczegélne patogeny z wykorzystaniem specyficznych markerow
molekularnych.

Przeprowadzone badania zasobow genowych rodzaju Nicotiana pod wzgledem
odporno$ci na najwazniejsze patogeny wirusowe tytoniu wykazaly jej duze zréznicowanie
w ocenie biologicznej, serologicznej, jak i molekularnej.

Badania w kierunku odpornos$ci na wirusa Y ziemniaka wykazaly, ze w obrebie rodzaju
Nicotiana cztery gatunki: N. africana, N. raimondii, N. knightiana i N. glauca, maja catkowita
odporno$¢, a 26 gatunkéw wykazywalo objawy tolerancji na wszystkie badane izolaty PVY.
Pozostate charakteryzowaty si¢ zréznicowang odpornoscia w zalezno$ci od uzytego izolatu.
Badania molekularne wykazaly, ze w obrgbie 25 odmian tytoniu w 9 stwierdzono obecno$é¢
genu podatno$ci Va, za$ pozostale 16 nie amplifikowaly tych markerow. Brak produktow
amplifikacji wskazuje, ze odmiany te posiadajg delecje w obrebie genu podatnos$ci (odpornosé¢
typu va). Odmiany z odporno$cig typu va wykazywaly zréznicowany poziom reakcji na
infekcje PVY, co moze $wiadczy¢ o réznej dlugosci delecji w genie podatnosci. Najwyzsza
odpornosciag cechowata si¢ odmiana VAM. Pig¢ odmian wykazalo tolerancj¢ wobec
wszystkich izolatow PVY. Nie wystapity u nich nekrozy, jedynie przejasnienia nerwow
i plamy chlorotyczne. W badaniach molekularnych wykazano, Ze posiadaly one gen
podatnosci Va, co moze swiadczy¢ o innym podtozu genetycznym stwierdzonej tolerancji.
Odmiana Wegierski Ogrodowy, mimo obecno$ci genu Va, nie ulegla porazeniu izolatem
okreslanym jako staby, a na izolat $redni zareagowata jedynie objawami tolerancji. Izolaty
silne spowodowaty u niej nekroz¢ nerwdéw, co pozwala wnosi¢, ze odmiana ta posiada inny
rodzaj odpornosci niz pozostate badane odmiany.

Badania obiektow w kierunku odpornosci na wirusa brgzowej plamistosci pomidora
na tytoniu wskazuja, ze odpornos¢ typu nadwrazliwosci obecna jest w gatunkach N. alata
I N. forgetiana, mieszancu Nicotiana x sanderae i dwoch odmianach tytoniu uprawnego
(Polalta i Wiktoria). Odpornos¢ poszczegélnych obiektow gatunku N. alata byta
zroznicowana, bowiem w obrgbie kilku badanych populacji cze$¢ roslin uleglo porazeniu
systemicznemu. Reakcja odporno$ciowa na TSWYV pozostatych obiektow kolekcyjnych byta
réwniez zroznicowana. Objawy tolerancyjne zaobserwowano u 9 dzikich gatunkow,

natomiast 71 gatunkow wykazato znacznie silniejsze objawy infekcji. Prezentowane po raz
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pierwszy wyniki odpornosci stosunkowo niedawno odkrytego gatunku Nicotiana mutabilis,
wskazuja, ze jest on tolerancyjny na PVY oraz wykazuje reakcj¢ nadwrazliwosci w stosunku
do TSWV.

W  badaniach odpornosciowych na wirusa mozaiki tytoniu, prowadzonych
w zréznicowanych warunkach temperaturowych, wykazano cztery typy reakcji. Najczesciej
wystepujaca reakcja byta podatno$¢, ktéra polegata gldéwnie na wystgpieniu mozaikowych
przebarwien na liciach. Drugi rodzaj reakcji to tolerancja, ktora charakteryzowata sig
brakiem widocznych objawdéw w temperaturze 22/20°C (dzien/noc), ale wirus byt obecny
w roslinie. Objawy mozaikowe w przypadku tolerancji byly widoczne w temperaturze
30/28°C. Trzecia grupa badanych odmian Nicotiana tabacum posiadata odpornosé
warunkowang przez gen N pochodzacy z gatunku N. glutinosa. Przyjmuje ona postaé
nadwrazliwo$ci 1 jest zalezna od temperatury. Wykazano, ze w rodzaju Nicotiana
alternatywnym zrédlem odpornosci na TMV jest gatunek N. gossei, ktory wykazuje reakcje
nadwrazliwosci 1 nie amplifikuje genu N. Odporno$¢ tego gatunku jest niezalezna od
temperatury.

Przeprowadzone badania wykazaty duze zréznicowanie w obrebie rodzaju Nicotiana pod
wzgledem odpornos$ci na patogeny wirusowe. Obiekty kolekcyjne odporne na poszczegdlne

wirusy sa cennym zrodtem genow w hodowli odpornosciowej i przedmiotem dalszych badan.
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11. Streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku angielskim

Summary

Evaluation of genetic resources of the genus Nicotiana for the resistance to major viral
diseases of tobacco

Key words: Nicotiana, tobacco, Tobacco mosaic virus, Tomato spotted wild virus, Potato

virus Y, resistance to viral diseases

The genus Nicotiana is one of the more numerous in the Solanaceae family. It contains
more than 80 species highly diverse in morphological characteristics, chromosome number
and geographic distribution, as well as differing in alkaloid composition and disease and pest
resistance. The natural place of origin of wild tobacco species is North and South America,
Australia and Pacific Islands, and Africa. The most well-known and widespread species of the
genus Nicotiana is tobacco (Nicotiana tabacum). It was created by spontaneous crossbreeding
between Nicotiana sylvestris and Nicotiana tomentosiformis. It includes many cultivars today
and is one of important industrial plants in Poland and worldwide.

The collection of the genus Nicotiana gathered at the Institute of Soil Science
and Plant Cultivation - State Research Institute currently includes 1008 objects, within which
there are both wild Nicotiana species, as well as Nicotiana tabacum and Nicotiana rustica
cultivars. The enormous diversity within the Nicotiana genus makes it an excellent source
of variation in a narrowing gene pool and can be used in breeding programs, especially for
resistance breeding. This is why detailed knowledge of the resistance of collection materials
to the most economically important pathogens is so essential.

Among the diseases causing losses in tobacco cultivation, viral ones are of particular
importance due to the very low effectiveness of chemical protection which only reduces
the incidence of the vector. The greatest threat to tobacco cultivation in Poland and in many
countries of the world are Potato virus Y (PVY), Tomato spotted wilt virus (TSWV)
and Tobacco mosaic virus (TMV) which appears more and more frequently in recent years.

The aim of the dissertation was to evaluate the gene pool of the genus Nicotiana
for resistance to major viral diseases. Resistance studies included observation of disease
symptoms resulting from inoculation, determination of the presence of the virus in infected
plants based on serology and the evaluation of genotypes in terms of resistance to specific

pathogens using specific molecular markers.
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A study of the genetic resources of the genus Nicotiana in terms of resistance to the most
important viral pathogens of tobacco showed its great diversity in biological, serological as
well as molecular evaluation.

Tests for resistance to Potato virus Y showed that within the genus Nicotiana, four
species: N. africana, N. raimondii, N. knightiana and N. glauca, were characterized by
complete resistance, and 26 species showed symptoms of tolerance to all PVY isolates tested.
The others were characterized by varying resistance depending on the isolate used. Molecular
studies showed that within 25 tobacco cultivars, the Va susceptibility gene was found in 9,
while the remaining 16 did not amplify these markers. The lack of amplification products
indicated that these cultivars had a deletion within the susceptibility gene (va-type resistance).
Cultivars with va-type resistance showed varying level of response to PVY infection, which
may indicate different length of deletion in the susceptibility gene. The highest resistance was
in cv. VAM. Five cultivars showed tolerance to all tested PVY isolates. They did not develop
necrosis, only vein clearing and chlorotic spots. Molecular studies showed that they had the
Va susceptibility gene which may indicate a different genetic basis for their tolerance.
Cultivar Wegierski Ogrodowy, despite the presence of the Va gene, was not affected by the
isolate considered as weak. Moreover, this cultivar reacted only with tolerance symptoms
after inoculation with the medium isolate while strong ones caused vein necrosis. This allows
us to conclude that cv. Wegierski Ogrodowy has a different type of resistance than the other
tested cultivars.

Tests for resistance to Tomato spotted wilt virus indicated that in the species N. alata and
N. forgetiana, the hybrid Nicotiana x sanderae and two tobacco cultivars (Polalta and
Wictoria) the resistance of the hypersensitive type is present. The resistance of N. alata
accessions was varied, as within the several tested populations, some plants became
systemically infected. The response to TSWV inoculation of the remaining collection
accessions was also varied. Tolerant symptoms were observed in case of 9 wild species while
71 species showed much stronger disease symptoms. The resistance tests of a relatively
recently discovered species Nicotiana mutabilis indicated that it was tolerant to PVY and
showed a hypersensitive response to TSWV. It is worth noting that the results concerning the
resistance of this species has been presented for the first time.

The resistance tests against Tobacco mosaic virus were conducted under varying
temperature conditions and as a result four types of plant reactions were reported. The most
common reaction was susceptibility which consisted mainly of the appearance of mosaic

discoloration on the leaves. The second type of reaction was tolerance characterized by the
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absence of visible symptoms at 22/20°C (day/night) while the virus was present in a plant
whereas mosaic symptoms were visible at 30/28°C. The third group of tested Nicotiana
tabacum cultivars had resistance conditioned by the N gene originated from N. glutinosa.
They developed hypersensitivity symptoms regardless of what the temperature was. It has
been shown that in the genus Nicotiana, an alternative source of TMV resistance is the
species N. gossei which exhibits a hypersensitive response and does not amplify the N gene.
The resistance of this species is independent of temperature.

The presented studies have shown great variation within the genus Nicotiana
for resistance to viral pathogens. Collection accessions resistant to individual viruses
are a valuable sources of genes for resistance breeding and may be the objects of further

research.
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Abstract

Veinal necrosis of tobacco leaves caused by Potato virus Y (PVY) is a disease of
major economic importance. The appearance of new virus isolates, capable of
breaking the resistance of tobacco, prompts the investigators to search for sources
of resistance among wild species of the genus Nicotiana.

A total of 96 entries, including 68 species, autotetraploid forms and botanical
varieties were screened for resistance. The tests comprised six isolates which be-
longed to three groups, PVYNW, PVYN% and PVYNTN, that differed for their
serological characteristics and for their ability to break resistance from different
sources. The plants were mechanically inoculated in the greenhouse. Records were
taken of developing disease symptoms and DAS-ELISA tests were performed using
two kinds of antibodies manufactured by Bioreba.

The Nicotiana species varied extensively for their resistance to the isolates used.
The highest number of resistant species was found within the section Paniculatae.
Nicotiana raimondii, diploid and tetraploid forms of N. knightiana, as well as
tetraploid N. glauca were found completely resistant. Nicotiana benavidesii, N.
wigandioides and N. noctiflora were also highly resistant. Among the species of the
subgenus Petunioides only N. africana showed resistance to all isolates. The other
species became infested to various degree depending on the isolate used and they
developed symptoms that varied in appearance and intensity.

Key words: Nicotiana species, Potato virus Y, isolates, resistance, DAS-ELISA
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Introduction

The genus Nicotiana ranks sixth largest in number of the Solanaceae family with
70 naturally occurring species. Based on the systematics developed by Goodspeed
(1954) which took account of the differences in general morphology, trichome
anatomy, karyotype analysis and chromosome behaviour of interspecific hybrids,
as well as in geographical distribution, the genus was divided into three subgenera
and 14 sections. Newly discovered species were subsequently added to the classifi-
cation (Burbidge 1960, Chase et al. 2003). In the recent years, molecular methods
both confirmed the correctness of the manner in which Goodspeed placed the spe-
cies in individual sections and also allowed the verification of some erroneous
placements. Based on those new findings, a new systematics was developed in
which division into subgenera was discarded, and only sections were retained
(Knapp et al. 2004). The majority of the species of Nicotiana are native to North and
South America and some are indigenous to Australia and Pacific islands. There is
only one African species of Nicotiana which originates from isolated mountainous
areas in Namibia (Merxmiiller and Buttler 1975). Their extensive area of origin as
well as different evolutionary pathways make the Nicotiana species an extremely di-
versified assemblage of plants. As such, they provide an excellent source of varia-
tion for the gene pool in Nicotiana which, due to the long-standing breeding
process, is becoming increasingly narrow.

Nicotiana species are extensively exploited in genetic and botanical research and
they provide a vast reservoir of genes that confer resistance to fungal, bacterial and
viral diseases. One of the major virus diseases in tobacco is brown veinal necrosis
caused by necrotic strains of Potato virus Y (PVY). The necrosis of veins interferes
with the transport of water and mineral salts to leaf tissues while the necrosis of
the leaf blade reduces the assimilation area and photosynthetic capability and also
restricts gaseous exchange thereby affecting the growth of plants (Wen et al.
1999). As a result, quality of commercial leaf is reduced and metabolic pathways
are negatively affected leading to increased nitrate content in the leaves (Verrier et
al. 2001). Breeding for resistance that utilizes available sources of resistance is the
most efficient method to control the disease. The most widely used is resistance
controlled by a single recessive gene, referred to as va, an X-irradiation-induced
mutation produced by Koelle (1961) as well as by its allelic forms (Wernsman
1992, Ano et al. 1995). A similar mechanism of resistance obtained as a result of
mass selection is present in many cultivars grown in different countries (Carsten
and Seehofer 1960, Doroszewska 2008). Unfortunately, that resistance is not ef-
fective against new isolates which belong both to PVYNT™N and to PVYNW groups
and which have been arising with increasing frequency across the world (Doro-
szewska and Verrier 2004, Doroszewska 2008).

Consequently, the most important task is to search for new sources of resis-
tance which would be effective against all isolates. The objective of this study was
to evaluate the resistance of Nicotiana species to different PVY isolates to benefit
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the needs of tobacco breeding and to contribute to the description of the bio-
diversity of those species.

Material and methods

The study comprised 96 entries including 68 species of Nicotiana and their
seven autotetraploid variants, 12 botanical varieties of N. rustica and nine botanical
varieties of N. tabacum. All tested accessions came from the collection maintained
at the Institute of Soil Science and Plant Cultivation in Putawy. Testing for resis-
tance was done in the greenhouse under natural sunlight condition during the sea-
sons 2007-2009, starting from March each year. The seeds were sown each entry
into a single pot, the plants were grown until a 344t [eaf stage, and repotted sin-
gly into pots filled with peat growth medium. The inoculation was done at a 5t—6th
leaf stage. In order to prevent possible infection with Tobacco mosaic virus (TMV),
the cv. ‘Samsun H’ showing hypersensitive response to TMV and, at the same
time, highly susceptible to all PVY strains was used for PVY multiplication and iso-
late preparation. Juice from ‘Samsun H’ plants infected with serologically-identi-
fied PVY isolates was rubbed into carborundum-dusted leaves of the tested
entries. The inoculated plants were kept from direct sunlight for 48 h following in-
oculation. Observations were made two times and records were taken of develop-
ing disease symptoms. Following four weeks after inoculation leaf samples were
taken to measure the virus concentration. DAS-ELISA tests were performed using
monoclonal antibodies against necrotic PVY strains (MoAbs antiYN) —1gG112712,
referred to as ELISA 2 and manufactured by the company Bioreba (Gugerli and
Fries 1983). Plants of ‘Samsun H’ were used as positive control and plants of the
respective entry not exposed to the virus as negative control.

The tests were conducted on 30 plants of each entry with five plants being inoc-
ulated with a single isolate. A total of six isolates from the one’s own collection be-
longing to different PVY groups were used:

— PVY"W(-) - isolated from a susceptible cultivar (Doroszewska 2008), does
not overcome major resistance sources of va type in tobacco and is not detectable
by monoclonal antibodies (MoAbs antiY"),

— PVY"W (+) —isolated from a resistant cultivar, overcomes va resistance in to-
bacco (Doroszewska 2008); it is not detectable by monoclonal antibodies (MoAbs
antiY"),

— PVY"™ —virulent necrotic (Gajos 1971), overcomes resistance of most tobacco
cultivars, does not infect potatoes (Chrzanowska and Doroszewska 1997) which
accounts for its low incidence in tobacco fields; it is detectable by two kinds of
Bioreba-manufactured antibodies,

— PVY"™Pol(-) - isolated in Poland from a susceptible cultivar (Doroszewska
2008), does not overcome va resistance, detectable by two kinds of Bioreba-manu-
factured antibodies,
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— PVY"™Pol(+) - isolated in Poland from a resistant cultivar (Doroszewska
2008), overcomes va resistance, detectable by two kinds of Bioreba-manufactured
antibodies,

- PVY"™Ge(+) - isolated from a resistant cultivar in Germany within CO-
RESTA Sub-Group Collaborative Study on Potato Virus Y (Doroszewska 2007),
overcomes va resistance, detectable by two kinds of Bioreba-manufactured anti-
bodies.

Results

Results of testing for resistance of all 96 entries are presented in Table 1 ar-
ranged in accordance with systematic position of species (Goodspeed 1954, Bur-
bidge 1960, Merxmiiller and Buttler 1975, Chase et al. 2003).

Depending on the species involved and the challenging PVY strain the tested
species varied for the degree of their resistance to PVY and for the symptoms de-
veloped.

Listed as the first by Goodspeed (1954), the subgenus Rustica comprises three
sections: Paniculatae, Thyrsiflorae and Rusticae.

Currently, in the section Paniculatae are classified eight 24-chromosome species
(Chase et al. 2003) indigenous to South America (Bolivia, Argentina, Chile and
Peru). Seven of them were tested for PVY resistance. The majority of the species
showed resistance to the isolates used in the tests (Table 1). Nicotiana raimondii, N.
knightiana and its tetraploid variant as well as the tetraploid form of N. glauca did
not develop any disease symptoms nor was the virus detectable using the sero-
logical method. Diploid N. glauca did not develop disease symptoms, but the pres-
ence of the virus was confirmed by ELISA in the plants challenged with PVYNZ,
High resistance was also shown by N. benavidesii — infected solely by PVYNZ — and
somewhat lower by N. cordifolia and N. solanifolia as the latter two resisted only
three isolates. The tested species did not develop vein necrosis. If produced by a
challenging isolate, the symptoms were confined mainly to chlorotic spots and
rings or vein clearing in the plants of N. paniculata, N. solanifolia, N. benavidesii and N.
cordifolia.

Nicotiana thyrsiflora, a 24-chromosome species, was discovered in the northern
part of Peru and is the only representative of the section Thyrsiflorae. It responded
with vein clearing and with chlorotic spots to the majority of the isolates, with only
PVYNZ producing necrotic spots (Table 1).

Nicotiana rustica, the sole species in the section Rusticae, is widespread in the
world due to its previous cultivation, although its origin reaches back to South
America. It is a 48-chromosome form. Out of 12 botanical varieties of N. rustica
tested in the study, three were challenged with six isolates and the remaining nine
with only three isolates (Table 1). None of the varieties showed complete resis-
tance although N. rustica var. brasilia and N. rustica var. pumila were found the least
susceptible. The responses varied with the isolate used. The most frequent symp-
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toms included chlorotic spots and vein clearing. Less frequent were necrotic spots
or mosaic-like discolorations.

Tabacum is the second subgenus and it is represented by two sections: Tomen-
tosae and Genuinae.

The section Tomentosae comprises six 24-chromosome species naturally occur-
ring in the eastern Andes in South America. All species of the section were in-
cluded in PVY resistance tests (Table 1). Nicotiana otophora and N. setchelii resisted
the challenge of three isolates: PVYNW (-), PVYNTNPol(-) and PVYNZ, and the re-
maining isolates produced vein clearing and chlorotic spots. Nicotiana tomentosa,
challenged with three isolates, succumbed only to PVYNZ. Nicotiana tomentosiformis
and N. kawakamii turned out to be resistant only to PVYNW (-) and they responded
with chlorotic spots, vein clearing and even with vein necrosis to the remaining
isolates. Within that section, N. glutinosa was the most affected species.

The section Genuinae contains only one 48-chromosome species N. tabacum, but
it comprises a large number of botanical and cultivated varieties. The species is a
natural allopolyploid which arose through interspecific hybridization. The progen-
itors of cultivated tobacco include members of the section Tomentosae and N.
sylvestris. Nine botanical varieties of N. tabacum were tested (Table 1) but only N.
tabacum var. xanthi was exposed to all six isolates. All varieties responded with ne-
crotic symptoms along with chlorotic spots and vein clearing resulting in a rapid
death of plants.

The genus Petunioides is the third named by Goodspeed. At present, it comprises
60 species classified in six sections. Because of such a large number of species that
subgenus is characterized by vast morphological, genetic diversity and also by di-
verse geographical distribution. Number of chromosomes for individual species
varies from 18 to 48. The subgenus is represented by polyploid and aneuploid
forms.

The section Undulatae is made up of three species: N. undulata, N. arentsii and N.
wigandioides, which come from Bolivia and Peru. The former two were infected by
the six isolates and responded mainly with vein clearing and chlorotic spots. In
contrast, N. wigandioides, challenged only with two strains, PVYNW(+) and
PVYNINPo](+) turned out to be resistant to both (Table 1).

The section Trigonophyllae is represented by two species, N. trigonophylla and N.
palmerii, originating from Mexico and southern United States. Goodspeed (1954)
classified them as two separate species but Wells (1960) recognized N. palmerii as a
subspecies of N. trigonophylla. In addition, molecular studies showed both species
to contain identical sequences of plastid DNA and nearly identical sequences of
nrDNA ITS (Clarkson et al. 2004). Both species were included in the tests for re-
sistance and both became infected developing vein clearing. The tetraploid variant
of N. palmerii developed vein clearing and chlorotic spots (Table 1).

The section Alatae contains nine species with a chromosome number from 18 to
24. They are native to South America and are to be found specifically in Argentina,
Bolivia, Paraguay, Uruguay and Brazil.

Seven species as well as tetraploid variants of N. sylvestris and N. alata along with
two botanical varieties of N. alata, were tested for PVY resistance (Table 1). Both
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variants of N. sylvestris were susceptible and developed the same symptoms of vein
clearing and vein necrosis following exposure to PVYNW(-), PVYN? and
PVYNTNPo](-). The remaining three isolates produced mainly leaf distortions and
mosaic-like discolorations. Nicotiana plumbaginifolia did not show disease symp-
toms when challenged by the three above-mentioned isolates but the ELISA tests
detected the presence of the virus in all plants inoculated with all six PVY isolates.
All variants of N. alata responded with chlorotic discolorations which very often
ran along the veins. The symptoms developed by the remaining species varied de-
pending on the isolate used.

The species of the section Repandae come from Texas, Mexico and from the
neighbouring islands. They contain 48 chromosomes in their somatic cells. Three
species along with a tetraploid variant of N. repanda were tested. All were suscepti-
ble responding mainly with mosaic-like discolorations, chlorosis and necrosis (Ta-
ble 1).

The section Noctiflorae is composed of five 24-chromosome species of which
only two are to be found in the collection of Putawy and those two were inoculated.
Nicotiana noctiflora did not succumb to any of the isolates used. Nicotiana petunioides
resisted PVYNW(-), PVYNW(+4) and PVYNTNGe(+). When challenged with
PVYNZ it did not develop symptoms, but the MoAbs antiY antibodies detected the
presence of the virus in the sap (Table 1).

The section Acuminatae contains eight species with 24 chromosomes each. They
originate from South America and from the United States. Six of the species were
tested for resistance (Table 1). PVY symptoms varied with the species involved
and with the challenging isolate but chlorotic spots prevailed. Severe infection was
produced by the isolates PVYNW (+), PVYNTNPol (+) and PVYNTNGe(+) resulting
in the development of necrosis in the majority of species.

Of the two 48-chromosome species that belong to the section Bigelovianae, N.
bigelovii is native to California and N. clevelandii originates from the south-western
United States and from the south-eastern part of Mexico. Both species were found
to be susceptible to all PVY isolates, and especially N. clevelandii which developed
systemic infection following exposure to PVYNTNPol(-) and PVYNW (+) with total
necrosis and death of all plants as a result (Table 1). Symptoms developed by N.
bigelovii varied from variety to variety and N. bigelovii var. wallacei was the most se-
verely affected developing acute systemic symptoms following exposure to all six
isolates.

The sole species of the section Nudicaules, N. nudicaulis originating from
north-western Mexico, was infected by all six PVY isolates.

The section Suaveolentes is the largest section in the genus Nicotiana. It contains
27 species the majority of which are indigenous to Australia and to several
off-shore islands of the Pacific. One species comes from Africa. Such a large num-
ber makes the species extremely diversified phenotypically and genetically. Chro-
mosome number for that group ranges from 32 to 48.

A total of 22 species and one tetraploid variant of the section Suaveolentes were
included in testing for resistance to PVY (Table 1). An array of symptoms was ob-
served depending on the species and the challenging isolate. Nicotiana ingulba was
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found very sensitive, responding with severe necrosis when exposed to PVYNZ and
with systemic symptoms and plant death following inoculation with
PVYNTNPol(-). Challenged with PVYNW (+) and PVYNTNPol (+), N. excelsior and N.
rosulata also responded with systemic infection. It is only one species, N. africana,
that was completely resistant to all PVY isolates used. The high resistance of that
species was also confirmed by ELISA tests.

The PVY isolates used in testing Nicotiana species for resistance showed differ-
ent serological reactions and different capabilities to overcome resistance from dif-
ferent sources. When compared for the development and severity of symptoms,
the strains PVYNW (-) and PVYNTNPol(-) proved to be the least virulent. Both iso-
lates were collected from susceptible cultivars and they failed to overcome va resis-
tance. Consequently the tested species were infected by those strains much less
frequenly and the symptoms produced were relatively mild. Instead, the isolates
PVYNW (+), PVYNINPo](+) as well as the necrotic strain PVYNZ collected from
cultivars previously recognized as resistant and which overcame the resistance
from sources within N. tabacum, proved to be much more virulent although the
symptoms varied extensively. However, most of the time they produced necrotic
lesions and in the majority of cases the level of infection was higher.

Discussion

Evaluation for resistance to major strains and isolates of PVY of wild Nicotiana
species, relatives of cultivated tobacco, is an important part of the valorisation of
germplasm resources. This study allowed the verification of PVY resistance status
in 68 Nicotiana species. Up to now it is only Sievert (1972), Glazewska (1977) and
Burk et al. (1982) that made such attempts but their respective studies covered a
smaller number of species. The differences in the results obtained may have been
caused by different virus strains involved and different PVY detection methods
used.

The tests done in this study gave evidence that, out of 96 tested entries, only
five were fully resistant to all six isolates of Potato virus Y (PVY) belonging to three
groups: PVYNW, PVYNZ and PVYNTN. The degree of resistance in the remaining ac-
cessions varied and depended, to a large extent, on the virulence of individual PVY
strains.

Four resistant accessions: N. raimondii, tetraploid variant of N. glauca and diploid
and tetraploid variants of N. knightiana belong to the subgenus Rustica and to the
section Paniculatae. Those species have already been listed as immune by Sievert
(1972) and by Glazewska (1977). Burk et al. (1982) reported mosaic-like symp-
toms in N. knightiana after inoculation with the strain PVYMM. That American
strain was not used in this study. Diploid N. glauca did not show PVY symptoms
and was resistant to five isolates but serological tests showed high concentration
of the virus following inoculation with PVYNZ. That highly virulent strain was the
only one to produce chlorotic rings in N. benavidesit, earlier recognized as a resistant
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species (Sievert 1972, Glazewska 1977). Nicotiana solanifolia and N. cordifolia, de-
clared as susceptible by Sievert (1972), in this study did not develop disease symp-
toms in response to three out of six isolates which was confirmed by ELISA.
Conversely, N. thyrsiflora (Sievert 1972) and N. paniculata (Glazewska 1977),
named as immune by the two investigators, in this study were found highly sus-
ceptible to all six isolates.

Among the botanical varieties of N. rustica, N. rustica var. brasilia was the least
susceptible and N. rustica var. pumila was somewhat more prone to infection.

The species of the section Tomentosae showed fairly high resistance although the
response depended on the isolate. The above-cited Sievert (1972) named three
species — N. otophora, N. tomentosa and N. tomentosiformis — as resistant whereas
Glazewska (1977) put N. setchelli in place of Sievert’s N. tomentosa. In this study all
three above-mentioned species, as well as N. kawakamii, were resistant to at least
one isolate whereas N. otophora and N. setchelli were resistant to three: PVYNW (-),
PVYNTNPol(-), PVYNZ. Burk et al. (1982) applied a biological test to show the
presence of the PVY strain they had used in the sap of N. otophora. Nicotiana
glutinosa was found fully susceptible to all challenging PVY isolates.

Of note are also N. wigandoides of the section Undulatae and N. noctiflora of the
section Noctiflorae. The species were found to be resistant to the isolates used al-
though the verification of that resistance with more PVY isolates would be desir-
able. Those two species were also reported as resistant by Sievert (1972). Nicotiana
petunioides, another member of the section Noctiflorae, turned out to be susceptible
to only two out of six isolates used in this study.

On the other hand, the resistance of N. miersit, reported by Sievert (1972), was
not confirmed either by Glazewska (1977) or by the authors of this study.

As shown by the results of this survey, N. africana, classified in the subgenus
Petunioides, was found to be the fifth immune species. The species was earlier re-
ported as resistant by Burk et al. (1982) and by Lucas et al. (1980). Furthermore,
the species was challenged with more than 40 PVY isolates from tobacco and from
potato and succumbed to none (Doroszewska and Chrzanowska 2001, Doro-
szewska 2004). An attempt to breed the resistance from that species into culti-
vated tobacco allowed the development of breeding lines tolerant of all PVY
isolates (Doroszewska 2009). Likewise, Lewis (2007) reported a tolerant response
in the genotypes obtained through the transfer of PVY resistance from N. africana.

The results presented in this study allowed the selection of species which are
the most resistant to diverse PVY isolates, namely they include N. africana, N.
glauca, N. raimondii, N. knightiana and N. benavidesii. They can be used in the tobacco
breeding oriented for creating new resistant cultivars.
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Streszczenie

ODPORNOSC DZIKICH GATUNKOW RODZAJU NICOTIANA
NA ROZNE IZOLATY PVY

Brunatna nekroza nerwoéw liéci tytoniu powodowana przez wirus Y ziemniaka
(Potato virus Y, PVY) jest choroba o duzym znaczeniu gospodarczym. Pojawianie
sie nowych izolatéw wirusa, zdolnych do przetamywania odpornosci tytoniu,
sktania do poszukiwania zrédet odpornosci posrédd dzikich gatunkéw rodzaju Nico-
tiana.

Badania odporno$ciowe obejmowaty 96 obiektéw, w tym 68 gatunkéw oraz od-
miany botaniczne i formy autotetraploidalne. Do badan uzyto szesciu izolatéw na-
lezacych do trzech grup: PVYNW, PVYNZ | PVYNTN réznigcych sie charakterystyka
serologiczng i zdolnoscia przelamywania réznych Zrédet odpornosci. Roéliny zaka-
zano metoda inokulacji w warunkach szklarniowych. Prowadzono systematyczne
obserwacje objawdw chorobowych oraz wykonano testy DAS-ELISA, z uzyciem
dwéch rodzajéw przeciwcial firmy Bioreba.

Obserwowano duze zréznicowanie odpornosci gatunkéw na uzyte izolaty. Naj-
wiecej gatunkéw odpornych stwierdzono w obrebie sekcji Paniculatae. Catkowitg
odpornoscia na PVY charakteryzowaly sie gatunki: N. raimondii, diploidalna i tetra-
ploidalna forma N. knightiana, a takze tetraploidalna N. glauca. Wysoce odporny
okazal si¢ réwniez gatunek N. benavidesii, a takze N. wigandioides i N. noctiflora.
Wsérod gatunkdéw z podrodzaju Petunioides jedynie N. africana byt odporny na
wszystkie badane izolaty. Pozostate gatunki ulegty porazeniu w r6znym stopniu w
zalezno$ci od uzytego izolatu, wykazujac zréznicowane objawy chorobowe i ich na-
silenie.
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Abstrakt. Wirus Y ziemniaka (Potato virus Y, PVY) powo-
duje brunatng nekroze¢ nerwdw lisci tytoniu. W obrebie gatun-
ku Nicotiana tabacum odpornos¢ na PVY warunkowana jest
pojedynczym recesywnym genem va powstaltym w wyniku
delecji w genie podatno$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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Abstract: Nicotiana mutabilis is a recently discovered species within the genus Nicotiana. The aim of
the present study was to evaluate its resistance to Potato virus Y (PVY) and Tomato spotted wilt virus
(TSWYV). Molecular analysis was performed to detect the Va gene determining susceptibility to PVY
and the SCAR marker associated with resistance to TSWV. Resistance tests were carried out under
greenhouse conditions through artificial inoculation with one TSWV and two PVY isolates. In order
to confirm the presence of the viruses in plants, DAS-ELISA tests were performed using antibodies
against PVY and TSWV. The results indicated the absence of the PVY susceptibility gene and the
presence of the TSWYV resistance gene in the genome of N. mutabilis. This species was considered
tolerant to the two PVY isolates tested because, despite the positive DAS-ELISA results, the infected
plants showed vein clearing and chlorotic spots but no vein necrosis. As a result of TSWV inoculation,
N. mutabilis showed a hypersensitive response; however, after four months, 30% of the inoculated
plants showed systemic infection. This species extends the genetic variation in the genus Nicotiana
and, because of its tolerance to PVY and partial resistance to TSWYV, it may be a potential source of
resistance to these viruses.

Keywords: resistance; tolerance; va gene; SCAR marker

1. Introduction

Species of the genus Nicotiana, a member of the Solanaceae family, occur naturally
throughout North and South America, Australia and Africa [1]. Individual species have
been discovered and described over many years [2-5]. A great contribution to Nicotiana
studies was made by T.H. Goodspeed [3], who also developed the Nicotiana classification
that has been in force for more than 50 years. His research was based mainly on morphology
and cytology and his classification of Nicotiana divided the genus into 3 subgenera and
14 sections. The current systematics of the genus Nicotiana has been developed based on
molecular studies and indicates the existence of 76 species divided into 13 sections [6]. There
are some discrepancies, however, regarding the number of species. Lewis and Nicholson
reported that the genus Nicotiana had 70 species, as the rest were merely synonyms to other
species within the genus [7]. The most recently discovered species of the genus Nicotiana,
found in southern Brazil, is Nicotiana mutabilis. Under natural conditions, this species
grows on forest edges, roadsides and abandoned fields. It is pollinated in the morning and
evening hours by hummingbirds and has been shown to have 18 chromosomes and to be
self-compatible. It has been included in the section Alatae [8].

Wild Nicotiana species are characterised by very high variability related to their occur-
rence, morphology and chromosome number. They also constitute a valuable reservoir of
resistance/tolerance genes to biotic and abiotic factors [1].

Viral diseases pose a significant threat to tobacco cultivation because chemical protec-
tion is limited only to vector control. The duration of vector feeding and virus transmission,
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however, is not always long enough for chemical protection to be effective. Many viral dis-
eases are also developed due to mechanical infection. The most efficient way to counteract
diseases, especially viral ones, is to develop genetic resistance. For this purpose, breeding
work using desirable sources of resistance is necessary [9].

An economically important viral disease of tobacco is tobacco veinal necrosis, caused
by Potato virus Y (PVY). This virus is transmitted by aphids in a non-persistent manner.
Disease symptoms initially include vein clearing and chlorotic spots, followed by vein
necrosis on the leaves. This results in a significant reduction in yield and in the quality
of the dried raw material [10,11]. Potato virus Y, which belongs to the genus Potyvirus, of
the family Potyviridae [12,13], has a single sense RNA strand of about 9700 nucleotides
in length [14,15]. Potato virus Y exists as a complex of strains, including a growing num-
ber of recombinants [16-18]. The classification of PVY isolates depends on biological,
serological and molecular characteristics. According to the host from which they were
originally collected, isolates have been classified into four different strains, corresponding
to potato, pepper, tobacco and tomato strains. Based on the symptoms induced on tobacco
and potatoes, PVY isolates have been divided into three main strains, PVYO, PVYC and
PVYN [17,18]. The PVY® strain (ordinary or common strain) induces a systemic mosaic in
most potato cultivars and mild symptoms in tobacco cultivars. The PVYC strain causes stip-
ple streak symptoms on potato cultivars, carrying the Ns resistance gene and non-necrotic
symptoms on tobacco. The PVYN strain induces veinal necrosis on N. tabacum and very
mild mottling with occasional necrotic leaves on potato cultivars [19,20]. Isolates from
the group PVYN were further divided into two subgroups, PVYNW and PVYNTN  and the
differentiation between them is possible by using two types of antibodies produced by the
Bioreba company [21]. The PVYNWi isolate was found in the potato cultivar Wilga [17].
This strain causes tobacco veinal necrosis and possesses the capsid protein sequence of
PVY© isolates. The PVYNTN isolates cause a tuber necrosis reaction on potato cultivars
and vein necrosis on tobacco [20]. The variation within PVY isolates is due to numerous
point mutations and recombinations between isolates [22,23]. The differentiation of the
tobacco cultivars to PVY is determined by the dominant Va gene, whose product, the
eukaryotic translation initiation factor 4E (elF4E), interacts with the PVY genome-linked
protein (VPg) [24,25]. Resistance to PVY within cultivated tobacco is determined by a single
recessive va gene resulting from a deletion of the eIF4E gene located on chromosome 21 [26].
This deletion is a consequence of X-ray mutagenesis of the Virgin A [27] and, subsequently,
this type of resistance is transferred to other tobacco cultivars through breeding. The
durability of resistance determined by different types of mutations within the eIF4E gene
depends on the size of the deletion [28]. There are PVY strains, however, that are capable
of overcoming this resistance and infestation of varieties previously considered resistant is
becoming increasingly common [29].

Some wild species of the genus Nicotiana possess resistance to PVY, therefore, they can
be valuable material for resistance breeding [30,31]. Among them, Nicotiana africana, which
belongs to the section Suaveolentes, deserves attention. During a study, in which more than
40 PVY isolates from tobacco and potatoes were used, this species was not infected by any
of them [10,32]. Due to its immunity, N. africana has been used in breeding work. Wersman
obtained an addition line, NC152, containing a pair of homologous chromosomes from N.
africana, that was the result of a cross of this wild species with susceptible tobacco cultivar
McNair944 [33]. This line was used by Lewis to assess the degree of gene transfer from N.
africana both by classical breeding and by using in vitro cultures [34]. The nearly isogenic
lines obtained by Lewis possessed both the recessive va gene and the Nafr fragment
and showed varying levels of resistance, depending on the virulence of the used PVY
isolate [35]. The chromosomal region Nafr introgressed into the tobacco genome did not
provide complete resistance. Doroszewska [36] obtained the breeding line BPA (2n=48) by
crossing the susceptible tobacco cultivar BP-210 with N. africana. This line was characterised
as tolerant, since no vein necrosis occurred regardless of the applied PVY isolate, even if
the virus was present in the plants [37]. BPA and Nafr introgression lines differ in the mode
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of inheritance of PVY tolerance. According to Korbecka et al., the PVY tolerance in BPA is
a recessive trait, while the Nafr gene is inherited in a partially dominant fashion [35,38].

Another very important viral disease of tobacco is tomato spotted wilt caused by
the Tomato Spotted Wilt Virus (TSWYV), also known as Lycopersicum virus 3. This poses a
significant threat to tobacco, as well as to many other species belonging to 85 botanical fam-
ilies [39]. This virus belongs to the genus Orthotospovirus, of the family Tospoviridae [40,41].
It is transmitted by several species of thrips [42], including tobacco thrips (Thrips tabaci). Ini-
tial disease symptoms include chlorotic and necrotic spots and, as the virus moves through
the plant, there is stunted growth and a characteristic bending of the stem tip by about
45° [43]. TSWYV causes a decrease in the yield of leaves, their quality and their technological
usefulness. High intensity of infection may even necessitate plantation liquidation. The
control of thrips is the most effective disease control strategy [44]. In the case of plants
that are already infected with the virus, thrip control will not stop the development of
the disease but may limit further spread. The only effective method of protecting tobacco
against TSWV is the cultivation of resistant cultivars [9].

Within the genus Nicotiana, the species Nicotiana alata is considered as a potential
source of resistance to TSWV because it develops a hypersensitive reaction to the virus, ap-
pearing as small necrotic spots on lower leaves. The necrosis of tissues prevents movement
of the virus to higher parts of the plant [45-49]. The known resistance gene against TSWV,
derived from N. alata, has been named RTSW-al [49]. It can be identified using the SCAR
markers developed by Moon and Nicholson [50].

A hypersensitive reaction also occurs in the species N. forgetiana, belonging to the
section Alatae, which is visible especially at the initial stages of infection, but, with time,
plants become systemically infected [49].

Nicotiana mutabilis, discovered in 2002 [8], is of great interest to researchers. In fact,
there are limited data in the literature on this species, especially regarding its disease
resistance. The objective of this study was the evaluation of the N. mutabilis resistance
against PVY and TSWV, which are the most economically important viral diseases for
tobacco. Susceptibility to PVY and TSWV was determined using the Va gene and SCAR
markers, respectively. Resistance in N. mutabilis was compared to that of related species,
i.e., N. alata and N. forgetiana. Two cultivars of N. tabacum were used as susceptible controls.

2. Materials and Methods
2.1. Plant Material

The experimental species were:

Nicotiana mutabilis, section Alatae [1];

Nicotiana alata, section Alatae;

Nicotiana forgetiana, section Alatae;

Nicotiana tabacum, section Nicotiana. In our research, this species was represented by
two cultivars:

— Virginia A Mutant (VAM)—belongs to the light flue-cured type of tobacco [9].
Obtained by the action of X rays [51]. It has va resistance and is resistant to
most PVY isolates, especially from the PVYNW group [20,52-54]. It is, however,
susceptible to TSWV.

— Burley 21—belongs to the light air-cured type of tobacco. Susceptible to all strains
of PVY and to TSWV.

2.2. Resistance Tests

Biological tests aimed at assessing the resistance of the species N. mutabilis and other
tested species to PVY and TSWV were performed by artificial inoculation in greenhouse
conditions. Inoculation was carried out at the 5-6 leaf stage and three of the leaves were
inoculated. Five species were used for the study and the number of tested plants depended
on the species and the type of virus that was used for inoculation (Table 1). Three plants
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for each species were used as controls. Both virus-inoculated and control plants were
maintained under the same conditions in the greenhouse, which were as follows:

— temperature, 24 °C during the day/16 °C at night;
— light and darkness duration, 16 h light/8 h darkness.

Table 1. Species tested for resistance to PVY and TSWYV, as well as the presence of molecular markers.

Number of Plants Tested with:

No. Species
PVY IUNG 21 PVY IUNG 20 TSWV
1 N. mutabilis 20 20 40
2 N. alata 5 5 10
3 N. forgetiana 5 5 10
N. tabacum cv.
4 VAM 5 5 10
5 N. tabacum cv. 5 5 10

Burley 21

In the study for PVY resistance, two viral isolates of contrasting virulence were used:

e IUNG 21—mild isolate that does not break va resistance in the VAM cultivar. It is not
detectable by monoclonal antibodies directed against the necrotic serotype (MoAbs
anti YN IgG 112511, Bioreba) [21];

e JUNG 20—severe isolate that breaks the va resistance of cultivar VAM. Detectable by
two types of Bioreba antibodies (MoAbs anti Y IgG 112511 and MoAbs anti YN IgG
112512) [21].

The source of TSWV and PVY inocula for all experiments was maintained in Samsun
H tobacco plants. All kinds of inocula were prepared from leaves with visible disease
symptoms. The presence of each virus in the sap of the tested plants was assayed by
DAS-ELISA (double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay). Samples
of plant material with the confirmed presence of each virus (TSWV and PVY) were stored
in an ultra-freezer at —80 °C.

The PVY inoculum consisted of leaves of infected plants, ground in a mortar with a
small amount of distilled water. The TSWV inoculum preparation required a phosphate
buffer (9.078 g/L of KHyPO4 and 11.867 g/L of NapHPO4) with 0.5% mercaptoethanol [55].
Infection of plants was carried out under the same conditions and in the same manner for
both viruses. An appropriately prepared inoculum was rubbed on carborundum-strewn
leaves of test plants at a volume of approximately 1 mL of inoculum per plant. The inocu-
lated plants were protected from direct sunlight for 48 h. Plants inoculated only with buffer
were also included in the study for comparison with virus-inoculated plants. Observation
of disease symptoms and photographic documentation were systematically performed.

2.3. Serological Tests

In order to confirm the presence of a particular virus in plant tissues, serological tests
were performed by DAS-ELISA using antibodies manufactured by Bioreba (Switzerland)
and directed against PVY (catalogue no. 112511) and TSWV (catalogue no. 190115). For
PVY, tests were performed once, four weeks after inoculation. Samples for ELISA from
TSWV-infected plants were collected three times—after four weeks, after eight weeks and
after four months from inoculation. The following were collected from different plant
parts [9]:

— lower part included four lower leaves;
— middle part included four leaves above the lower part;
— upper part included the four youngest leaves on the plant.
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DAS-ELISA tests were performed according to the manufacturer’s protocol. Ab-
sorbance was measured at 405 nm on a Tecan Sunrise plate reader (Swizerland) 45 min
after substrate application. The negative control was provided by the manufacturer and
the positive control was a susceptible Samsun H plant infected with the appropriate virus.

2.4. Molecular Tests

All plants tested for resistance to viruses were used in molecular analyses (Table 1).
Isolation of genomic DNA was performed according to the method by Doyle and Doyle [56].
Total DNA was isolated from 200 mg of leaf tissue, which was previously homogenised
with Qiagen Tissue Lyzer. Then, 1 mL of preheated (up to 60 °C) isolation buffer (100 mM
Tris-HCI, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2% CTAB and 0.2% 3-mercaptoethanol) was added.
The samples were shaken vigorously for 5 s, incubated at 60 °C for 30 min, then cooled
to room temperature. Next, the same volume of a mixture of chloroform: isoamyl al-
cohol (24:1 v/v) was added and the samples were shaken gently for 5 min, then cen-
trifuged for 15 min at 4 °C and 14,000 rpm. The upper phase was transferred to a fresh
Eppendorf tube and one volume of isopropanol was added. The samples were placed
at —20 °C for 15 min, then gently shaken and centrifuged for 15 min. After discard-
ing the supernatant, the remaining pellet was washed twice by pouring 600 uL of 70%
ethanol and centrifugation. The extracted DNA was vacuum-dried and resuspended
in 20 uL of sterile MiliQ water. The absorbance of samples was measured and a di-
lution of 20 ng/uL of DNA was obtained for all samples. The detection of resistance
genes against PVY was carried out indirectly by detection of the susceptibility Va gene.
For DNA amplification, PCR reactions were performed using primers detecting marker
Nsyl-elF4E1 (forward primer, 5'-AATGCTTATTGTTAGCCTTTGTTTCT-3'; reverse primer,
5-GTCAAGTGGCAGCCTTTCATA-3'), which amplified a 402 bp product [57]. Each 10 uL
of PCR reaction mixture contained 1 uL of 20 ng/uL plant DNA and 6 uL of True Allele
PCR Premix buffer (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) containing polymerase,
0.15 pL of each 10 uM primer pair and 2.7 pL of MiliQ sterile water. The PCR reactions
included pre-denaturation for 10 min at 95 °C and 44 cycles with the following profile:
1 min at 95 °C, 1 min at 64 °C, 2 min at 72 °C and a final elongation for 7 min at 72 °C.

In order to detect the gene associated with TSWYV resistance, the SCAR marker
ACC/CCC 172 (forward primer, 5-AGCTTCTTTCTCTCTTCCATTTTT-3’; reverse primer,
5-CAGAAGAAAAACTGCTGGAGCTAT-3') [50] was amplified, giving a 117 bp product.
The reaction mixture for PCR using the True Allele PCR Premix (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA) was identical to that for the Va gene. The PCR reactions included
pre-denaturation for 3 min at 94 °C and 35 cycles with the following profile: 1 min at 94 °C,
1 min at 55 °C, 2 min at 72 °C and a final elongation for 7 min at 72 °C.

PCR products were analysed in 1.5% agarose gel in 1 x TBE buffer (100 mM Tris, 90 mM
H3BO3, 1 mM EDTA, pH of 8.5). The visualisation of electrophoretic separation results was
performed in a transilluminator under UV light.

3. Results
3.1. Resistance Response to PVY

The tested species showed differences in symptom severity to PVY depending on
the isolate used (Table 2). Nicotiana mutabilis, when infected with IUNG 20 (severe) and
IUNG 21 (mild) isolates, showed vein clearing and no necrosis (Figure 1a). This symptom
appeared 21 days post inoculation (dpi) and no other symptoms of disease occurred
subsequently. The virus was detected by immunoassay four weeks after inoculation. In
addition, in related species, N. alata and N. forgetiana, vein clearing was observed at 21 dpi.
No additional disease symptoms were observed in N. alata. In N. forgetiana, the mild PVY
isolate IUNG 21 caused vein clearing and leaf wrinkling at 28 dpi, while the severe PVY
isolate IUNG 20 additionally caused mosaic leaf symptoms within the same length of
time. Among the tested cultivars of Nicotiana tabacum, there were differences in response
depending on the isolate used. Cultivar Burley 21, inoculated with the mild isolate, reacted
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with vein clearing at 14 dpi and vein necrosis at 21 dpi. Inoculation with the severe PVY
isolate, however, resulted in vein clearing earlier, at 7 dpi, and vein necrosis at 14 dpi. In
cultivar Burley 21, the DAS-ELISA test gave a positive result after inoculation with the
two isolates. In contrast, the cultivar VAM showed no disease symptoms after inoculation
with the mild isolate, while the application of the severe isolate resulted in vein necrosis at
21 dpi (Figure 1b). For this cultivar, the virus was detected in the sap of plants infected only
with the severe isolate. Plants inoculated only with buffer showed no disease symptoms
(Figure 1c).

Table 2. Presence of the Nsyl-elF4E1 marker characteristic for the Va gene responsible for susceptibility and the reaction of

the tested species after inoculation with two PVY isolates.

PVY Isolate
. Presence of Marker IUNG 21 (Mild) IUNG 20 (Severe)
Species Nsyl-elF4E1
syl-e Svmptom DAS-ELISA Svmptom DAS-ELISA
ymptoms Results ymptoms Results
Nicotiana mutabilis — VvC + VC +
Nicotiana alata — VvC + VvC +
Nicotiana forgetiana — VC, WL + VC, WL, MS +
Nicotiana tabacum
cv. VAM - ns - VN *
Nicotiana tabacum N VN . VN .

cv. Burley 21

Legend: ns, no symptoms; VN, vein necrosis; VC, vein clearing; WL, wrinkled leaves; MS, mosaic symptoms; (+) positive, (—) negative
results of the DAS-ELISA test.PVY isolates: IUNG 21, mild isolate that does not break va resistance in the VAM cultivar. It is not detectable
by monoclonal antibodies directed against the necrotic serotype (MoAbs anti YN IgG 112511, Bioreba). ITUNG 20, severe isolate that breaks
the va resistance of cultivar VAM. Detectable by two types of antibodies (MoAbs anti Y IgG 112511 and MoAbs anti YN IgG 112512, Bioreba).

(a)

(b) (@

Figure 1. Resistance response of the tested species to the severe PVY isolate four weeks after
inoculation: (a) vein clearing on leaves of N. mutabilis; (b) vein necrosis on tobacco cultivar VAM
(indicated by black arrows); (c) control plant of cultivar VAM inoculated only with buffer.

Among the tested species, only N. tabacum cv. Burley 21 amplified the Nsyl-elF4E1
marker, which indicated the presence of the Va susceptibility gene in this cultivar (Figure 2).
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Table 3. Resistance response of the tested species after TSWV inoculation depending on the sampling time and the part of

Figure 2. PCR products generated by amplification of the Nsyl-elF4E1 marker (402 bp) linked to the
Va gene. Lanes:1, N. mutabilis; 2, N. alata; 3, N. forgetiana; 4, N. tabacum cv. VAM; 5, N. tabacum cv.

Burley 21; 6, DNA ladder 100 bp.

3.2. Resistance Response to TSWV

The resistance response of N. mutabilis varied among plants at the same time points.
Variations in the degree of infestation were also observed over time depending on the

sampling date and the tested plant parts (Table 3).

the plant.
No. of
Species Presence of Marker Time of Sampling Leaves ELISA-Positive/ Symptoms
ACC/CCC172
Tested Plants
lower 39/40 NeS
I middle 30/40 CS/NeS
o - upper 10/40 CS/NeS
Nicotian mutabilis +
1L middle 31/40 CS/NeS
upper 5/40 CS/NeS
1II upper 12/40 CS/NeS
lower 10/10 NeS
I middle 0/10 ns
upper 0/10 ns
Nicotiana alata + PP
1L middle 0/10 ns
upper 0/10 ns
I upper 0/10 ns
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Table 3. Cont.

Presence of Marker No. of
Species Time of Sampling Leaves ELISA-Positive/ Symptoms
ACC/CCC 172
Tested Plants
lower 10/10 NeS
I middle 10/10 WL
10/10 St
Nicotian forgetiana + upper /
1L middle 10/10 WL
upper 10/10 St
I upper 10/10 St
lower 10/10 VC/CS
I middle 10/10 VC/CS
St
upper 10/10
Nicotiana tabacum _ PP CA
cv. VAM 1 middle 10/10 VC/CS
upper 10/10 CSZ
1 upper 10/10 g’;
lower 10/10 VC/CS
I middle 10/10 VC/CS
St
Nicotiana tabacum _ upper 10/10 CA
cv. Burley 21 I middle 10/10 VC/CS
upper 10/10 CSZ
i upper 10/10 g’;

Lines: NeS, necrotic spots; CS, chlorotic spots; ns, no symptoms; WL, wrinkled leaves; VC, vein clearing; St, stunting; CA, curving of the
apex. Time of sampling: I, 4 weeks; II, 8 weeks; III, 4 months after inoculation.

At the first time point (I), that is, four weeks after infection, 97.5% of N. mutabilis
plants showed symptoms of hypersensitivity in the form of necrotic spots on their lower
inoculated leaves. Simultaneously, the presence of TSWV was confirmed by DAS-ELISA
tests. Chlorotic spots (CS) (Figure 3a) were observed on the middle uninoculated leaves of
75% of the plants, which then developed into necrotic spots (NeS) (Figures 3b,c) and the
virus was detected by antibodies. In the remaining 25% of plants, the leaves of the middle
uninoculated part remained healthy. At the first sampling date, it was shown that, in only
one out of every four plants, the virus was detected in the upper uninoculated part of the
plant.

(b)

Figure 3. Cont.
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() (d)

Figure 3. Response of Nicotiana mutabilis to TSWV four weeks after inoculation: (a) chlorotic spots (CS); (b,c) chlorotic and

necrotic spots (NeS); (d) mock inoculated plant without symptoms.

At the second time point (II), eight weeks after inoculation, only the middle and
the upper leaves were examined, as those in the lower part of the plant had died. Our
results showed that, in 77.5% of plants, the leaves of the middle uninoculated part were
infected with TSWYV, as evidenced by disease symptoms in the form of chlorotic and
necrotic spots and a positive result of the DAS-ELISA test. Compared to time point I, the
number of plants, for which the leaves from the upper uninoculated part showed disease
symptoms, decreased to 12.5% and, in these plants, the virus was detected in the sap of the
examined leaves.

At the third time point (III), four months after inoculation, samples were taken only
from the upper uninoculated part, namely four of the youngest leaves at that particular
time. The aim of the study was to determine whether the virus was still replicating and
moving systematically beyond the necrotic tissue within the middle uninoculated part.
Unfortunately, in 30% of the tested plants, chlorotic and necrotic spots were observed
on the leaves of the upper uninoculated part and the presence of TSWV in these leaves
was confirmed by DAS-ELISA. N. mutabilis plants inoculated only with buffer showed no
disease symptoms (Figure 3d).

The other two species, N. alata and N. forgetiana, reacted differently from N. mutabilis.
In the case of N. alata, typical hypersensitive symptoms in the form of necrotic spots were
observed on the leaves of the lower segment of the inoculated plant four weeks after
inoculation and the virus was serologically detected in that area (Figure 4). Conversely,
leaves from the uninoculated middle and upper parts of plants of this species examined at
time point I did not show any disease symptoms and the DAS-ELISA result was negative.
Based on the results of the DAS-ELISA test, leaves collected after eight weeks and after
four months were not infected by TSWV.

The course of infection was completely different in the case of N. forgetiana. Four
weeks after inoculation, necrotic spots were noticed on the lower inoculated leaves of all
ten tested plants, indicating a hypersensitive reaction. In this species, the uninoculated
middle and upper leaves were also infected and the symptoms included leaf wrinkling
and stunted plant growth (Figure 5). These symptoms also persisted at sampling dates II
and III and the results of serological tests were positive for all samples.
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Figure 4. Hypersensitive symptoms shown as necrotic spots on lower leaves of N. alata four weeks
after inoculation with TSWV.

Figure 5. Wrinkled leaves and stunted growth as symptoms of TSWV infection in N. forgetiana species
four weeks after inoculation.
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Two cultivars of Nicotiana tabacum, VAM and Burley 21, were included for TSWV
resistance testing and responded with severe infection of the entire plants regardless of
sampling time (Figure 6). As early as four weeks after inoculation, vein clearing and
chlorotic spots occurred on the lower and middle leaves, while a bent apex and stunted
plant growth were noted at the upper part. This trend was also observed on two later dates.
TSWYV was detected in all samples collected. Plants inoculated only with buffer showed no
disease symptoms.

(b)

Figure 6. Stunted growth, chlorotic and necrotic spots of (a) tobacco cv. Burley 21 and (b)tobacco cv. VAM four weeks after
TSWYV inoculation.

The ACC/CCC 172 marker associated with TSWYV resistance was detected in all
tested N. mutabilis, N. alata and N. forgetiana plants (Figure 7). The tested Nicotiana tabacum
cultivars did not include this marker (Table 3).
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Figure 7. Amplification profiles generated by SCAR marker ACC/CCC 172 (117 bp) linked with the TSWYV resistance gene.
Lanes: 1, N. mutabilis; 2, N. alata; 3, N. forgetiana; 4, N. tabacum cv. VAM; 5, N. tabacum cv. Burley 21; 6, DNA ladder 100 bp.
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4. Discussion

The evaluation of resistance to PVY showed differences in symptom severity among
the tested species depending on the PVY isolate used. Upon inoculation with two PVYNW
and PVYN™N isolates, Nicotiana mutabilis reacted with only mild symptoms in the form of
vein clearing. Cardin and Moury [58] examined 30 N. mutabilis plants found in a nursery
in the south of France. The tested plants showed mosaic symptoms and vein clearing on
leaves. Electron microscope observations and DAS-ELISA tests indicated the presence
of PVY and further tests showed the presence of the PVYC isolate. The resistance tests
presented here by us are more detailed, because they were performed under controlled
conditions. Moreover, two PVY isolates of different virulence were used. The molecular
analysis of N. mutabilis did not reveal the presence of the Nsyl-elF4E1 marker, indicating
the absence of Va-type susceptibility. This was found in susceptible cultivar Burley 21,
which showed vein necrosis as an effect of infection by both mild and severe isolates. PVY
resistance of some N. tabacum cultivars is determined by a recessive va gene that resulted
from a genomic deletion within the susceptibility gene [57]. No PCR product was amplified
in the resistant cultivar VAM, confirming the deletion within the susceptibility gene Va.
This cultivar, however, showed no disease symptoms after inoculation with the milder
isolate, while the severe one caused necrosis.

Similar resistance response to that of N. mutabilis was observed in two other related
species, i.e., N. alata and N. forgetiana. Previously, when infected with six PVY isolates,
N. alata and N. forgetiana showed disease symptoms, such as vein clearing, chlorotic spots,
mosaic discolouration and leaf deformations [31]. None of the isolates caused vein necrosis
in species within the section Alatae. The absence of necrosis after PVY inoculation is a
tolerance trait and also occurs within the species N. tabacum. In tolerant tobacco cultivars,
such as Virginia SP278 and Zamojska 4, this trait is conferred by a single recessive gene,
NtTPN1 [28]. Since PCR products corresponding to the va gene were not identified in
N. mutabilis, N. alata and N. forgetiana, the genetic basis of their tolerance to PVY remains
unknown. Based only on the occurrence of similar symptoms, however, it can be assumed
that N. mutabilis has a source of resistance similar to that of N. alata and N. forgetiana.

The response of the tested plants of N. mutabilis to TSWV varied depending on the
sampling date, as well as the plant part. So far, there are very few data in the literature
regarding the resistance of N. mutabilis to TSWV. The present study determined that this
species reacted with hypersensitivity to TSWYV, confirming the close affinity of N. mutabilis
to the species N. alata and N. forgetiana, which belong to the same section [6]. Four weeks
after inoculation, necrotic spots, indicative of a hypersensitive reaction, occurred on the
lower leaves of 39 plants out of the 40 tested, on the middle leaves of 30 plants and on the
upper leaves of 10 plants. The formation of necrotic spots was preceded by the appearance
of chlorotic spots. After eight weeks, the leaves of the middle part of 31 plants were infected
and only 5 plants had the virus in the leaves of the upper part. The fact that the youngest
leaves were infected in fewer plants indicates virus retention in the lower leaves. Four
months after inoculation, the virus was present in the upper leaves of 12 plants. This
indicates that systemic infection of a plant may still occur long after inoculation.

A hypersensitive reaction also occurred in all tested N. alata and N. forgetiana plants.
The disease symptoms of these two species, however, differed significantly with time. In
the case of N. alata, necrotic spots occurred only on the lower leaves, while the rest remained
healthy on all plants throughout the entire period of testing. The study by Laskowska et al.
included seven populations of N. alata from different countries. The researchers indicated
that all plants from two populations reacted only with a hypersensitive response. As for
the rest, TSWV caused systemic infection of 6.3-50.0% of plants. The instability of this
form of resistance is not fully explained. One reason may be the self-incompatibility of
the studied species in the section Alatae, resulting in lack of full homozygosity [49]. The
close relationship of N. mutabilis to N. alata may explain the similar differential resistance
response to TSWV. Therefore, further genetic evaluation of N. mutabilis is desired. In
N. forgetiana, which we tested in our study, despite the hypersensitivity reaction in the first
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phase of infection, a systemic reaction occurred and TSWV was detected in the entire plant
after four weeks. Previous research by Laskowska et al. [49] on the same species showed
similar results.

Molecular studies have shown that the SCAR marker ACC/CCC 172 [50] associated
with TSWYV resistance is amplified in all tested N. mutabilis plants, as well as the other two
species from the section Alatae examined here. Although the resistance response of these
species is not identical, in all cases, hypersensitivity at the initial stage of infection was
recorded. Simultaneously, marker ACC/CCC 172 was not detected in cultivated tobacco
varieties that are susceptible to TSWV. Therefore, prospecting for sources of resistance to
TSWYV that could be used in tobacco breeding is very important.

Over the years, many attempts have been made to transfer TSWYV resistance from
N. alata to cultivated tobacco. Such work was undertaken by Gajos [59], who crossed
N. tabacum with N. alata. As a result of the particular selection of breeding lines, he obtained
a cultivar in the dark cigarette type—Polalta [60]—and a cultivar in the light cigarette
type—Wiktoria [61]—which contained the resistance factor from N. alata. According to
Yancheva [62], TSWYV resistance from cv. Polalta was inherited as a single dominant gene,
but the resulting hybrid plants showed morphological deformations which significantly
limited the possibility of using this source of resistance in breeding. Later attempts to
transfer resistance genes from Nicotiana alata to cultivated tobacco were made on multiple
occasions [63-66].

As shown by the authors of the studies cited, obtaining cultivars resistant to TSWV is
extremely important, but also very difficult. Previous work has solely focused on resistance
derived from N. alata. The aim of our study was to evaluate the resistance of a recently
discovered and, thus far, untested species. The affinity of N. mutabilis to N. alata and
the confirmed presence of the SCAR marker ACC/CCC 172 indicate the need for more
extensive studies. This is the first time such a detailed resistance test of N. mutabilis has
been carried out and our results show that this species can be used as a potential source of
resistance to TSWV, thus expanding the pool of genetic variability.

5. Conclusions

Tests for PVY resistance showed that the species N. mutabilis was tolerant to two PVY
strains. Evaluation of resistance to TSWV demonstrated the hypersensitive reaction of this
species but, nevertheless, the systemic infection of some plants was also observed. Due to
PVY tolerance and its partial resistance to TSWV, N. mutabilis may be a potential source of
resistance in tobacco breeding.
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Abstract The reaction to Tomato spotted wilt virus
(TSWV) was evaluated in 94 accessions of Nicotiana,
originating from the Institute of Soil Science and Plant
Cultivation tobacco germplasm collection in Pulawy,
Poland. Tests for resistance were conducted under
greenhouse conditions using single TSWV isolate
collected from tobacco plantation in Lublin district,
Poland. The presence of the virus was verified using
DAS-ELISA. SCAR markers associated with TSWV
resistance gene were applied. The members of the
section Alatae, the genus Nicotiana: N. alata, N.
forgetiana, and Nicotiana x sanderae as well as N.
tabacum cultivars: ‘Polalta’ and ‘Wiktoria’ with the
TSWV resistance gene introduced from N. alata,
displayed the hypersensitive reaction (HR) against
TSWYV (grade 0 on symptom intensity scale). In some
of those accessions, the virus spread from the initially
infected areas eliciting systemic hypersensitive reac-
tion (SHR). Five accessions of N. alata and three of
Nicotianaxsanderae were composed of 6.3-50.0 % of
plants in which SHR symptoms appeared. In all of N.
forgetiana plants HR reaction was followed by
systemic infection (SHR). In N. tabacum ‘Wiktoria’
21.1 % of plants showed HR reaction, while the
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remaining were susceptible (S). All of the genotypes
which responded with HR or SHR reaction to TSWV
infection demonstrated the presence of SCAR markers
linked to the resistance gene. The remaining eighty
tested accessions were identified as being susceptible
upon exposure to TSWV.

Keywords Germplasm - Hypersensitive reaction
(HR) - Nicotiana spp. - Resistance - SCAR markers -
Tomato spotted wilt virus (TSWV)

Introduction

The genus Nicotiana is one of the most numerous in
the family Solanaceae. Nicotiana species are native to
North and South America, Australia, some Pacific
islands and Namibia in Africa. Such an extensive area
of origin and evolutionary heterogeneity makes Nico-
tiana an extremely diversified group. This diversity
manifests itself with variation in chromosome number,
multiplicity of morphological forms, different
responses to day length, presence of different alka-
loids, varied resistance responses to pests and diseases
(Doroszewska et al. 2009).

For many years, the most popular systematics of the
genus was that by Kostoff (1943) and Goodspeed
(1954) with subsequent additions made by Burbidge
(1960). Recently, a revised systematics based on
molecular research was proposed (Chase et al. 2003;
Clarkson et al. 2004; Knapp et al. 2004). In the new
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classification by Knapp et al. (2004) subgenera were
dropped and only the division into sections was
retained. According to the new classification, N.
trigonophylla Dun. was renamed N. obtusifolia Mar-
tens et Galeotti, N. affinis Hort is synonymous with V.
alata Link et Otto, and N. bigelovii (Torrey) Watson
with N. quadrivalvis Pursh. N. sanderae Hort. is
currently regarded to be hybrid between N. alata and
N. forgetiana Hemsl. (Nicotiana x sanderae) whereas
N. eastii Kostoff is an autotetraploid variant of N.
suaveolens Lehm. (Chase et al. 2003; Knapp et al.
2004).

The tobacco collection maintained in the Institute
of Soil Science and Plant Cultivation in Pulawy,
Poland, consists of 1027 accessions belonging to 64
species of the genus Nicotiana, including 784 botan-
ical varieties and cultivars of N. tabacum and 95 forms
of N. rustica. Collection accessions are examined for
various traits but one of the most important items in
the evaluation of Nicotiana germplasm is screening
for resistance to diseases (Doroszewska and Przybys$
2007; Doroszewska and Depta 2011).

Tomato spotted wilt virus (TSWV) is an econom-
ically important pathogen which has been reported
worldwide in 1,090 different host species belonging to
85 botanical families, involving such important crops
as potatoes, tomatoes, tobacco, pepper, lettuce,
papaya, celery, eggplant (Parella et al. 2003). In
tobacco, symptoms of TSWV include chlorosis and
necrosis of the leaves and stems. Oftentimes, the
systemic infection is unilateral. Apical buds frequently
twist and bend to about 45°. The infection may
ultimately lead to stunting and death of the plants
(Mumford et al. 1996).

Tomato spotted wilt virus is the member of the
genus Tospovirus, family Bunyaviridae (Francki et al.
1991; Wijkamp et al. 1993), and is transmitted in
nature by at least eight species of thrips (Thripidae:
Thysanoptera) (Jones 2005). The occurrence of many
weed hosts that harbour the pathogen and the trans-
mission by thrips make it difficult to control the virus,
therefore screening of Nicotiana accessions for TSWV
and introgression of the resistance into commercial
tobacco cultivars would be the most effective way to
minimize the damage by this disease. Although
resistant lines have been developed in tobacco by
transforming plants with the TSWV nucleocapsid
gene (Herrero et al. 2000), they are not acceptable to
the tobacco market.

@ Springer

Genetic resistance to TSWYV is scarce in cultivated
host species. A few sources of resistance have been
identified and incorporated into commercial cultivars
of tomato and pepper. Sw-5 gene from Solanum
peruvianum L. has been broadly utilized in tomato
breeding (Stevens et al. 1992). Additionally, Sw-6
gene was found in S. peruvianum and introgressed to
S. lycopersicum L. ‘UPV-1’ line (Rosello et al. 2001).
Sw-7 gene from S. chilense (Dun.) Reiche ‘LA 1938’
was transferred to S. lycopersicum ‘Y118 (Canady
et al. 2001). In Capsicum chinense Jacq. and C.
annuum L. the only locus to bring on TSW'V resistance
was named Tsw (Black et al. 1991; Boiteux 1995;
Roggero et al. 1999).

Of the wild Nicotiana species, the following were
the most frequently reported as potential sources for
TSWYV resistance: N. alata Link et Otto (Opoka 19609;
Gajos 1978; Ivancheva-Gabrovska 1978; Jankowski
1980; Kovalenko et al. 1987; Palakarcheva and
Yancheva 1989), N. sanderae Hort. (Ivancheva-Gab-
rovska 1978; Jankowski 1980; Kovalenko et al. 1987,
Palakarcheva and Yancheva 1989; Shcherbatenko and
Oleshchenko 2006), N. glauca Graham (Opoka 1969;
Ivancheva-Gabrovska 1978; Pop 1979; Kovalenko
et al. 1987; Shcherbatenko and Oleshchenko 2006), N.
langsdorfii Weinm. (Gajos 1978; Pop 1979; Kov-
alenko et al. 1987; Palakarcheva and Yancheva 1989),
N. longiflora Cav. (Pop 1979; Jankowski 1980), N.
trigonophylla Dun. (Jankowski 1980; Kovalenko et al.
1987), N. forgetiana Hemsl. (Ivancheva-Gabrovska
1978), N. fragrans Hook. (Jankowski 1980), M.
noctiflora Hook. (Opoka 1969), N. palmeri Gray
(Kovalenko et al. 1987).

The latest host-lists of TSWV (Cho et al. 1987,
Edwardson and Christie 1997; Gognalos et al. 1999;
Parella et al. 2003; Scott 2012) contradict much of
those earlier reports on TSWV resistance. They
contain as many as 61 susceptible Nicotiana species,
including all of the mentioned above, except N.
forgetiana.

There are no commercially exploited TSWV-resis-
tant tobacco cultivars either in Poland or elsewhere in
the world. Some of the Nicotiana wild species cited
above as resistant were tried as sources of resistance to
TSWYV in tobacco breeding. Transfer of the resistance
from N. alata was tried by the conventional breeding
method (Stoyanova 1979; Gajos 1981, 1988, 1993;
Ivancheva-Gabrovska and Manolov 1982; Berbed
1987) as well as using in vitro culture techniques
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(Dorossiev et al. 1978; Patrascu and Paunescu 1997;
Laskowska and Berbe¢ 2005; Shcherbatenko and
Oleshchenko 2006) and by somatic hybridization
(Nagao 1982; Flick and Evans 1983; Dimanov and
Atanassov 1989). The cross-breeding between Nico-
tiana x sanderae and cultivated tobacco was con-
ducted by Skucinska et al. (1977), Ivancheva-
Gabrovska and Manolov (1982), Palakarcheva and
Yancheva (1985), Dorossiev and Palakarcheva
(1990), Kovalenko et al. (1989), Shcherbatenko and
Oleshchenko (2006). Occasionally, the potentials of
N. glauca and N. noctiflora as germplasm sources for
TSWYV resistance were also studied (Kovalenko et al.
1989; Dorossiev and Palakarcheva 1990; Shcherba-
tenko and Oleshchenko 2006).

In spite of the efforts made by numerous breeders,
up to now only two tobacco (N. tabacum L.) cultivars,
both released in Poland—‘Polalta’ and ‘Wiktoria’—
carry a confirmed TSWYV resistance response of the
hypersensitive type from N. alata (Gajos 1988, 1993;
Yancheva 1990; Moon and Nicholson 2007). The gene
transfer mechanism leading to the development of
‘Polalta’ lacks adequate documentation, but N. oto-
phora seems to be involved as a bridging species in the
transfer (Gajos 1981). Further multiple crossing of the
interspecies hybrid (N. tabacum x N. alata) with
Virginia cultivars has resulted in developing the
cultivar ‘Wiktoria’ (Gajos 1993). However, when
those resistant cultivars are crossed with other N.
tabacum genotypes morphological deformations such
as thickened and ribbon-shaped leaves, irregular
venation, or tumours appear in the resulting progeny
and successive segregating generations (Kennedy and
Nielsen 1993, Moon and Nicholson 2007). ‘Polalta’
and ‘Wiktoria’ are not grown commercially because of
poor agronomic performance caused by the introgres-
sed DNA from N. alata or N. otophora (Kennedy and
Nielsen 1993; Moon and Nicholson 2007). AFLP and
SCAR markers linked with the N. alata DNA segment
conferring resistance to TSWV were identified by
Moon and Nicholson (2007) in N. tabacum ‘Polalta’.
The molecular sequence of the gene encoding TSWV
resistance in that segment has not yet been established.

Because of the poor breeding progress, the contra-
dictory data available in the literature and the
necessity to diversify available sources of resistance,
there is a continued need to search for possible new
resistant accessions. Our objective was to re-examine
the reaction of Nicotiana germplasm accessions

mechanically inoculated with TSWV in combination
with the use of SCAR markers (Moon and Nicholson
2007) to detect the presence of the DNA segment
bearing the TSWV resistance-conferring gene.

Materials and methods
Plant materials

Ninety-four entries, belonging to 62 species of the
genus Nicotiana, including seven botanical varieties
and two cultivars of N. tabacum, twelve varieties of N.
rustica, five of N. quadrivalvis, seven populations of
N. alata of diverse origin, and four of Nicotiana x
sanderae (Table 1), were used in this study. All of
them came from the collection of the Institute of Soil
Science and Plant Cultivation—State Research Insti-
tute in Putawy, Poland.

Species and section names were given according to
the current classification by Knapp et al. (2004).

Resistance tests

The TSWYV isolate used for inoculation tests was
collected from one plant that showed typical systemic
symptoms of TSWYV infection on a tobacco plantation
in Lako¢, Lublin district, eastern Poland. The isolate
was multiplied on the N. tfabacum ‘Samsun’ plants,
resistant to Tobacco mosaic virus, according to the
method given below. In order to avoid possible
changes in the inoculum after repeated mechanical
inoculations, the isolate was multiplied only three
times. Serological methods were used to confirm that
the TSWYV isolate was free from the contamination
with common tobacco viruses (Potato virus Y,
Tobacco mosaic virus). Infected plant tissues from
‘Samsun’ leaves prepared in 2009 were deep-freezed
(—80 °C) and thawed prior to resistance tests. Inoc-
ulum was prepared as follows: thawed tissues were
ground in phosphate buffer (9.078 g/l KH,PO, and
11.867 g/l Na,HPO,) with the addition of 0.5 %
mercapthoethanol and 1 % carborundum (400 mesh)
(Tsakiridis and Gooding 1972). The proportion was
1 g tissue to 2 ml of buffer.

The isolates were multiplied, collection accessions
were grown, and resistance tests were conducted in a
cabinet in constant conditions of 25 °C under a 15/9 h
light/dark cycle at a light intensity of 12,000 Lux.
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Table 1 Evaluation of Nicotiana germplasm accesions to mechanical TSWYV infection

Species Symptoms ELISA positive Symptom
plants/total severity index
tested plants

Section: Alatae

N. alata var. alba (from Oslo) HR/SHR 03/10 0/3
N. alata (from Oslo) HR 00/15 0
N. alata (from Warsaw) HR 00/16 0
N. alata var. grandiflora (from Vilnius) HR/SHR 08/16 0/2
N. alata var. grandiflora (from Bergerac) HR/SHR 05/16 0/2
N. alata (from Scafati) HR/SHR 03/15 0/2
N. alata ‘Biaty Narcyz’ (breeding in Warsaw) HR/SHR 01/16 0/3
N. forgetiana SHR 10/10 3
N. langsdorfii S 06/06 3
N. longiflora S 06/06 2
N. plumbaginifolia S 06/06 3
Nicotiana x sanderae (from Warsaw)® HR/SHR 06/12 0/2
Nicotiana x sanderae—lilac (from Oslo) HR/SHR 04/12 0/1
Nicotiana x sanderae—white (from Oslo) HR 00/11 0
Nicotiana x sanderae—red (from Oslo) HR/SHR 02/12 0/2
Section: Nicotiana
N. tabacum var. atropurpurea grandiflora S 06/06 2
N. tabacum var. auriculata S 06/06 2
N. tabacum var. fructicosa S 06/06 2
N. tabacum var. gigantea S 06/06 2
N. tabacum var. havanensis S 06/06 2
N. tabacum var. petiolaris S 06/06 2
N. tabacum var. macrophylla purpurea S 06/06 2
N. tabacum ‘Polalta’ HR 00/16 0
N. tabacum ‘Wiktoria’ HR/S 15/19 0/3
Section: Noctiflorae
N. glauca S 06/06 2
N. noctiflora S 06/06 3
N. petunioides S 06/06 1
Section: Paniculatae
N. benavidesii S 06/06 1
N. cordifolia S 06/06 3
N. knightiana S 06/06 2
N. paniculata S 06/06 2
N. raimondii S 06/06 3
N. solanifolia S 06/06 3
Section: Petunioides
N. acuminata S 06/06 3
N. attenuata S 06/06 3
N. corymbosa S 06/06 3
N. linearis S 06/06 2
N. miersii S 06/06 2
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Table 1 continued

Species Symptoms ELISA positive Symptom
plants/total severity index
tested plants

N. pauciflora S 06/06 3

Section: Polydicliae

N. quadrivalvis var. bigelovii S 06/06 2
N. quadrivalvis var. quadrivalvis S 06/06 2
N. quadrivalvis var. multivalvis S 06/06 3
N. quadrivalvis var. wallacei S 06/06 2
N. quadrivalvis S 06/06 2
Section: Repandae
N. nesophila S 06/06 3
N. nudicaulis S 06/06 3
N. repanda S 06/06 2
N. stoctonii S 06/06 2
Section: Rusticae
N. rustica var. argentea S 06/06 2
N. rustica var. brasilia S 06/06 2
N. rustica var. cerinthoides S 06/06 2
N. rustica var. chlorotica S 06/06 2
N. rustica var. eischfeldii S 06/06 2
N. rustica var. humilis S 06/06 2
N. rustica var. neuchestii S 06/06 2
N. rustica var. ovata S 06/06 2
N. rustica var. oviformis S 06/06 2
N. rustica var. pavonii S 06/06 2
N. rustica var. pumila S 06/06 2
N. rustica var. texana S 06/06 2
Section: Suaveolentes
N. africana S 06/06 2
N. amplexicaulis S 06/06 2
N. benthamiana S 06/06 2
N. cavicola S 06/06 2
N. debney S 06/06 3
N. eastii” S 06/06 2
N. excelsior S 06/06 3
N. exigua S 06/06 3
N. goodspeedii S 06/06 2
N. gossei S 06/06 2
N. hesperis S 06/06 3
N. ingulba S 06/06 3
N. maritima S 06/06 2
N. megalosiphon S 06/06 2
N. occidentalis S 06/06 3
N. rosulata S 06/06 3
N. rotundifolia S 06/06 3
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Table 1 continued

Species Symptoms ELISA positive Symptom
plants/total severity index
tested plants

N. simulans S 06/06 2
N. suaveolens S 06/06 2
N. umbratica S 06/06 2
N. velutina S 06/06 1
N. wuttkei S 06/06 2
Section: Sylvestres
N. sylvestris S 06/06 3
Section: Tomentosae
N. kawakamii S 06/06 2
N. otophora S 06/06 1
N. setchelli S 06/06 1
N. tomentosiformis S 06/06 2
Section: Trigonophyllae
N. obtusifolia S 06/06 1
N. palmeri S 06/06 1
Section: Undulatae
N. arentsii S 06/06 1
N. glutinosa S 06/06 3
N. thyrsiflora S 06/06 3
N. undulata S 06/06 2
N. wigandioides S 06/06 1

The origin of Alatae section accessions, given in brackets, mean: from Oslo—included to the Pulawy collection in 1948 from Oslo
Botanical Garden; from Warsaw—included from Warsaw Botanical Garden in 1969; breeding in Warsaw—breeding in unknown
institution of Warsaw, aquired in 1956; from Vilnius—comes from unknown Vilnius institution, 1935; from Bergerac—aquired from
The Tobacco Institute of Bergerac, France, 1938; from Scafati—from Scafati Tobacco Institute, Italy, 1968

a

Plants were germinated in a sterilized peat soil mixture
in small pots (7.0 cm x 6.0 cm x 6.0 cm). One-
week-old seedlings were transplanted to 160 plastic
cell trays, ten cells for each accession. Four to eight
weeks after sowing, when the seedlings developed at
least three pairs of true leaves, they were individually
planted to pots of 16 cm in diameter, containing
steamed soil.

Resistance tests were conducted in 2010 and 2011.
About 200 plants were inoculated in one series. Eight
plants were prepared per accession, from which two
plants were used as the blank controls. In each
resistance test, eight plants of standard control culti-
vars: susceptible “Wislica’ and resistant ‘Polalta’ were
included. In N. alata, N. sanderae, N. forgetiana, N.

@ Springer

According to Knapp et al. (2004) classification was not given the status of separate species

tabacum‘Polalta’ and N. tabacum ‘Wiktoria’ acces-
sions, six to fifteen plants were additionally tested,
depending on availability of seeds.

Virus was transmitted to six-leaved plants using
mechanical inoculation. Blank controls were inocu-
lated only with phosphate buffer and carborundum.
These controls were used as negatives for the ELISA
test. Plants were monitored for the progress of disease
symptoms 5, 7, 14, 21 and 35 days after inoculation.
The symptoms were determined as: HR—hypersensi-
tive reaction—score 0 on the symptoms intensity
scale, SHR—systemic hypersensitive reaction, S—
susceptible. The intensity of the symptoms in plants
which developed systemic infection was scored on the
following scale: 1—chlorotic spots, vein clearing, 2—
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necrotic spots, stem and leaves necrosis, curving of the
apex, flower deformation, wrinkled upper leaves, 3—
inhibited growth, plants die out. TSWYV infection was
confirmed by a standard DAS-ELISA as described by
Clark and Adams (1977), using a commercial poly-
clonal antiserum against TSWV proteins (Bioreba
AG, Switzerland). Absorbance after serological reac-
tion was measured at the optical density of 405 nm
with a Tecan microplate reader. Samples were taken
from the top leaves of each plant. In all N. alata, N.
sanderae, N. forgetiana, N. tabacum ‘Polalta’ and N.
tabacum ‘Wiktoria’ plants, samples were taken from
two stalk positions—top leaves (without or with
symptoms) and bottom leaves with necrotic local
lesions. All leaf samplings for ELISA tests were taken
1 week after development of the TSWV symptoms.
Plants were considered as susceptible when samples
thereof showed an absorbance value of at least twice
that of the absorbance reading in the negative controls.

Detection of markers linked to TSWYV resistance

Detections of markers were preceded by isolation of
DNA carried out according to the methodology
described by Czubacka and Doroszewska (2010).
DNA was amplified by polymerase chain reaction
(PCR). Four AFLP markers: AAC/CCC172, ACT/
CTA169, AAG/CGA228, ACT/CTA268, previously
determined to be closely associated in coupling with
the TSWYV resistance gene present in cultivar Polalta
(Moon and Nicholson 2007) were used in this study.
Those markers use pairs of SCAR primers: AGCTTC
TTTTCTCTTTCCATTTTT and CAGAAGAAAAA
CTGCTGGAGCTAT, ACTTTTCACACCAAAAAC
TCACG and GTAGATGATAAAGATTGAAGAAA
ACAA, TAGATGTCATGAATGGAACTACGG and
TTTTGATCGAAAAACCCAACC, CTGATCGTT
CCAGCAGGTTCTTAT and GGAGCTATTTCCA
GACACGAA, respectively. The size of the PCR-
amplified products of the first three markers were 117,
105 and 117 bp. The ATC/CTA268 marker generates
two PCR-amplified products (161 and 200 bp) in
genotypes carrying the TSWV resistance gene and one
product (200 bp) in genotypes that do not possess that
gene. The amount of 1 pl plant DNA (approximately
20 ng/ul) was added to the mixture containing 1.9
units of Taq polymerase (Fermentas) and 4.5 pmol of
each primer per 20 pl reaction, 1.5 x PCR buffer,
2 mM MgCl,, 312.5 uM dNTPs. The PCR was done

in a termocycler using the following amplification
procedure: for 2 min at 94 °C followed by 30 cycles:
30 s at 94 °C, 30 s at 53.5, 50, 53.5 and 55 °C for
individual markers, 40 s at 72 °C and a final elonga-
tion step 5 min at 72 °C. The products of PCR were
analysed by electrophoresis in 2 % agarose gels in
1 x TBE buffer (100 mM Tris, 90 Mm H3BO;,
1 mM EDTA, pH 8.5) at 7-10 V/cm.

PCR analysis was done on all TSWV tested plants of
N. alata, N. forgetiana, Nicotiana x sanderae, N.
langsdorfii, N. longiflora, N. plumbaginifolia, N.
tabacum ‘Polalta’, N. tabacum ‘Wiktoria’ and on
susceptible plants of N. tabacum “Wislica’ as a control.

Results

The symptoms of TSWV varied greatly depending on
the species involved. N. alata, Nicotiana x sanderae,
N. forgetiana, N. tabacum ‘Polalta’ and some plants of
N. tabacum ‘Wiktoria’ showed the typical hypersen-
sitive reaction (HR). In those accessions local yellow
discolorations which evolved into concentric necrotic
local spots appeared in 5-7 days after inoculation. In
N. alata, Nicotiana x sanderae and N. forgetiana
necrotic spots were 6—7 mm in diameter and in
‘Polalta’ and ‘Wiktoria’—2-3 mm. In some plants
of those accessions local lesions were subsequently
accompanied by chlorotic spots, and in 14 days the
systemic infection set in, at first manifested as fast-
growing and coalescing chlorotic necrotic spots,
which ultimately led to leaf and apex distortion
(systemic hypersensitive reaction—SHR) (Table 1).
In plants with HR reaction TSWV was detected
only in the inoculated leaves that showed localized
concentric lesions but not in the newly developed,
non-inoculated leaves. No systemic symptoms devel-
oped in these plants within 5 weeks after inoculation.
Two of the seven N. alata populations, one of the four
Nicotiana x sanderae as well as N. tabacum ‘Polalta’
were found to be composed entirely of plants that
showed HR response. In the remaining N. alata and
Nicotiana x sanderae accessions listed in the Table 1,
plants with SHR symptoms appeared. In those plants,
TSWYV spread out of the necrotic lesions into the
inoculated leaves and was able to bring about systemic
infection. SHR plants accounted for 6.3—50.0 % of N.
alata populations under study and from 16.7 to 50.0 %
of Nicotiana x sanderae. Four out of 19 ‘Wiktoria’
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plants screened for the reaction to TSWV showed HR
response, the remaining were susceptible (S). In N.
forgetiana TSWV induced a hypersensitive response,
shown by the appearance of necrotic local lesions
5 days post inoculation, but severe systemic symp-
toms developed in all of the tested plants within the
next 10 days (SHR reaction). Virus accumulation in
the newly developed, non-inoculated leaves of all of
the SHR plants showed ELISA absorbance values
within a range of 0.369-2.747.

In the remaining entries listed in Table 1, typical
systemic symptoms (S) of the TSWV infection were
observed with varying intensity. In N. petunioides, N.
benavidesii, N. velutina, N. otophora, N. setchelli, N.
obtusifolia, N. palmeri, N. arentsii, N. wigandioides,
vein clearing as well as individual chlorotic spots were
observed, without necrotic symptoms. Frequently
unilateral vein clearing occurred, involving only one
half of the leaf (a score of 1 on the symptoms scale).
DAS-ELISA absorbance values in the non-inoculated
leaves (from 0.490 to 2.890) confirm their suscepti-
bility. The remaining 71 accessions listed in Table 1
developed more severe symptoms. In the typical
course of the disease, chlorotic and necrotic rings and
irregular spots on the inoculated leaves appeared
seven days after infection and grew into large chlorotic
and necrotic areas. During the next 14 days the
infection symptoms, including vein clearing, leaf
distortions, and the characteristic curving of the apex,
spread to the upper portion of the plant. This systemic
infection was often unilateral (score of 2 on the
symptom intensity scale). Stunting and death, (score

of 3) followed in some of those accessions. The
content of TSWV in the upper leaves of the accessions
with scores of 2 or 3, resulted in DAS-ELISA
absorbance values from 0.299 to 3.194 and was not
correlated with symptoms manifested by the plants.
Plants of N. alata, N. forgetiana, Nicotiana x
sanderae and N. tabacum ‘Polalta’ responded to all
four TSWYV resistance-linked markers (Table 2;
Fig. 1). Of the 19 N. tabacum ‘Wiktoria’ tested plants,
four (21.1 %) which showed HR reaction to TSWV
responded to all four markers and the others failed to
show response to any. The remaining entries listen in

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

(@)

117 bp

(b)

200 b
16165

Fig. 1 Amplification profiles generated by SCAR markers
S-AAC/CCC172 (a) and S-ACT/CTA268 (b), linked with
TSWYV resistance gene. Lane M 100 bp DNA ladder, lane 1 N.
tabacum ‘Polalta’, lane 2 susceptible control N. tabacum
‘Wislica’, lanes 3-10 N. alata, N. forgetiana, Nicotiana x
sanderae, N. langsdorfii, N. longiflora, N. plumbaginifolia, N.
tabacum ‘Wiktoria’ resistant individual, N. tabacum ‘Wiktoria’
susceptible individual

Table 2 Response to SCAR markers (Moon and Nicholson 2007) linked to TSWV resistance in some species of the section Alatae,
N. tabacum cultivars with the resistance introduced from N. alata and N. tabacum ‘WiSlica’ as a negative control

Genotype Markers
AAC/CCC172 ACT/CTA268 ACG/CCG169 AAG/CGA228

N. tabacum ‘Polalta’ + + + +
N. tabacum ‘Wislica’ — — — _
N. alata + + + +
N. forgetiana + + + +
Nicotiana x sanderae + + + +
N. langsdorfii — — — _
N. longiflora — - — _
N. plumbaginifolia - — — _
N. tabacum ‘Wiktoria’® + + + +

Four out of 19 “Wiktoria’ plants responded to all four SCAR markers
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Table 2 did not respond to any of the markers. All
plants of the genotypes which showed the HR or SHR
reactions responded to TSWYV resistance-linked
molecular markers.

Discussion

In this study, only the members of the section Alatae:
N. alata, N. forgetiana, and Nicotiana x sanderae as
well as cultivars of N. tabacum: ‘Polalta’ and “Wik-
toria’, with the resistance gene introduced from N.
alata (Gajos 1988, 1993; Yancheva 1990; Moon and
Nicholson 2007) showed localized induced cell death
at the site of TSWYV infection.

The resistance to TSWV is in various plant species
associated with a hypersensitivity response (HR). This
type of reaction was detected in tomato (Solanum
lycopersicum L. ‘Steven’) carried by the Sw-5 gene of
resistance (Stevens et al. 1992) as well as in peanut
(Arachis hypogaea L.), cultivar ‘C11-2-39’ (Mandal
et al. 2002). The same symptoms followed by
abscising of cotyledons and leaves developed on
resistant plants of Capsicum chinense Jacq. and C.
annuum L. (‘PI 152225’ and ‘PI 159236’) which
carried the Tsw gene (Black et al. 1991).

A hypersensitive response (HR) is defined as rapid
death of plant cells at the site of pathogen ingress in
association with the restraint on pathogen growth,
which confines the pathogen to the initial infection
area (Goodman and Novacky 1994). This kind of
“gene-for-gene” resistance in plants, in which resis-
tant host and the avirulent pathogen are incompatible,
is termed as R-Avr-mediated defense response (Flor
1971). The arrest of an avirulent virus is associated
with induction of a variety of defense-related genes
including pathogenesis-related (PR) proteins and a
wide range of physiological changes (Hammond-
Kosack and Jones 1996).

Some N. alata and Nicotiana x sanderae popula-
tions investigated in this study were composed entirely
of HR plants whereas some other segregated for the HR
and SHR plants, in which virus-induced HR was
followed by SHR. In N. forgetiana all plants developed
SHR. This could be the reason for some discrepancies
in the literature regarding the resistance of these
species and their suitability as potential sources of
resistance to TSWV in tobacco improvement (Ivan-
cheva-Gabrovska 1978; Jankowski 1980; Kovalenko

et al. 1987; Palakarcheva and Yancheva 1989) or
susceptibility (Opoka 1969; Ruter and Gitaitis 1993).
Elicitation of SHR, instead of localized HR, is quite
frequent in the interactions involving avirulent viruses
and resistant plants. Similar to our findings, Mandal et.
al. (2002) observed, that in 17.6—46.7 % plants of the
peanut ‘C11-2-39’ initial HR was followed by sys-
temic infection. In Solanum lycopersicum up to 8.0 %
of plants were found to be infected with TSWV
(Stevens et al. 1992; Rosello et al. 1998). Also in
Capsicum a small but significant proportion of plants in
resistant ‘PI 152225 and ‘PI 159236’ lines showed
systemic TSWYV infection (Soler et al. 1999).

Currently, the underlying molecular and biochem-
ical mechanisms leading to SHR are not understood
(Hajimorad et al. 2005). Dinesh-Kumar et al. (2000)
have postulated that SHR is a consequence of delayed
occurrence of biochemical and physiological events
that are associated with localized HR. They found, that
the HR induced by TMV in a tobacco plant which
carried an in vitro-constructed variant of N-resistance
gene, occasionally spread to the entire plant, resulting
in SHR. The authors suggest that some loss-off-
function N alleles such as the TIR (Toll/interleukin-1
receptor homology region) deletion and the point
mutation in the NBS (nucleotide-binding site) may
cause a systemic hypersensitive response (SHR).

The mechanism of the HR reaction is strongly
influenced by such conditions as high temperatures or
the development stage of the plants at virus inocula-
tion (Roggero et al. 1996; Moury et al. 1997; Soler
et al. 1998; Mandal et al. 2002). The resistance could
be also lost by a mutation in the corresponding
pathogen Avr gene (Ellis et al. 2000). In our study,
ambient conditions, plant development stage at inoc-
ulation, and the isolate used were constant, so that
there is some chance that this resistance response was
genotype-dependent.

One of such factors that can result in virus escape to
distant tissues, provoking SHR in resistant genotypes
could be heterozygosity rather than homozygosity of
the R-genotype plant (Moury et al. 1998; Chen et al.
1994). In N. alata and Nicotiana x sanderae the self-
incompatibility and large polymorphism of the entries
may be the reason of the incomplete homozygosity
and segregation of the resistance trait. Small outcross-
ing populations such as those maintained in germ-
plasm collections are particularly prone to genetic drift
and consequent changes in allele frequencies. Gajos
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(1981) and Yancheva (1990) report for N. tabacum
‘Polalta’ that heterozygous generations were resistant,
but when resistant ‘Polalta’ x ‘Wislica’ DH breeding
lines were backcrossed to ‘Wislica’ (Laskowska and
Berbeé¢ 2010), in the resulting heterozygous hybrid
populations the proportion of resistant to susceptible
plants differed slightly from the expected ratios in
favor of susceptible plants.

The observed ratio of resistant to susceptible
haploid plants obtained through androgenesis from
the F; ‘Polalta’ with susceptible ‘Wislica’ hybrid was
skewed, resulting in an excess of susceptible genotypes
(Laskowska and Berbe¢ 2010). The changes in the
genetic background of an R gene-carrying plant can
influence the HR reaction (Hajimorad et al. 2005;
Lanfermeijer et al. 2005), which fits with the results
presented here. The resistance in different populations
of N. alata ranged from 50 to 100 %. The resistance
factor transferred from N. alata into N. tabacum gave a
good protection against TSWV when employed in the
genetic milieu of ‘Polalta’ (100.0 % of resistant plants)
and was poorly expressed and erratic in ‘Wiktoria’
(21.1 % of resistant plants).

‘Polalta’ is recognized as the best source of resis-
tance to TSWV in tobacco. The cultivar is used in
tobacco breeding and as the resistance check in testing
for resistance (Herrero et al. 2000; Moon and Nichol-
son 2007; Laskowska and Berbe¢ 2010). Gajos (1981)
formulated a hypothesis of monogenic dominant
resistance to TSWYV introgressed from N. alata to the
N. tabacum ‘Polalta’. This model of inheritance was
confirmed by Yancheva (1990) and Moon and Nich-
olson (2007). Likewise TSWYV resistance in breeding
lines of tobacco obtained from ‘Polalta’ by Laskowska
and Berbe¢ (2010) depended on one dominant gene.
The presence of minor resistance-modifying genes
cannot be entirely excluded as a factor affecting the
expression of resistance. Kennedy and Nielsen (1993)
investigated F;, F, and backcross generations and
assumed ‘Polalta’ to possess digenic resistance.
According to Fraser (1990) virus localization is a
phenomenon associated with resistance alleles which
are phenotypically dominant and are usually controlled
by one or a few major genes. The genes controlling
resistance to TSWV in tomato (Sw-5) and pepper (Tsw)
are inherited as a single dominant character (Stevens
et al. 1992; Boiteux and de Avila 1994).

The molecular analysis with the use of SCAR
markers described by Moon and Nicholson (2007) as
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tightly linked to TSWV resistance gene, confirmed its
presence in all tested plants of both HR and SHR
genotypes shown in Table 2. The lack of the HR/SHR
responses and the absence of reaction to resistance-
linked molecular markers in some ‘Wiktoria’ plants
suggest the loss of resistance gene rather than changes
to the gene’s molecular structure. In Poland, the
resistance conferred by the R gene in ‘Wiktoria’ was
overcome by TSWV soon after it was introgressed into
that cultivar. In the study of Moon and Nicholson
(2007) the plants of ‘Wiktoria’ responded to 17
markers linked to the resistance gene.

This is the first report which provides the reaction of
N. forgetiana to the resistance-linked molecular
markers described by Moon and Nicholson (2007).
The species, closely related to N. alata (Clarkson et al.
2004) was found completely susceptible (SHR) to
TSWYV. Minor differences in genomic sequences at the
amino acid level, related to resistance responses, may
exist between these two species.

The hypersensitive reaction (HR) is the only
mechanism responsible for resistance to TSWV
known in Nicotiana. In natural conditions it seems to
be confined to only one species—N. alata section
Alatae, if we take into account Nicotiana x sanderae’s
origin as artificial hybrid species of N. alata x N.
forgetiana. The majority of wild Nicotiana accessions
showed systemic symptoms following mechanical
inoculation with TSWV.

Most of the Nicotiana species named in early
reports as potential sources for TSWV resistance,
including N. glauca, N. langsdorfii, N. longiflora, N.
trigonophylla (syn. N. obtusifolia), N. noctiflora, N.
palmeri, turned out to be susceptible in our study. One
of the reasons for this difference can be that those early
investigations (Opoka 1969; Jankowski 1980) relied
on natural vector-mediated infection rather than
artificial inoculations and their data reflected the
feeding preferences of the insect vector rather than
intrinsic resistance mechanisms of the host plant. In
the other early investigations, in which mechanical
inoculation was applied, the reason can be imperma-
nence of the virus which rapidly deactivates once
inoculum is prepared and the lack of serological and
molecular methods. From the species listed above, N.
trigonophylla (syn. N. obtusifolia), N. palmeri, N.
glauca and N. noctiflora are slow-growing perennials
and the slow increase of tissue leaves can result in poor
symptom development.
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In our study most of the species with the lower
symptom intensities (score 1): N. obtusifolia, N.
palmeri (Trigonophyllae), N. otophora, N. setchelli
(Tomentosae), N. benavidesii (Paniculatae), N. aren-
tsii, N. wigandioides (Undulatae) are slow-growing
perennials or woody shrubs, which could affect the
symptom development. Only N. petunioides (Nocti-
florae) and N. velutina (Suaveolentes) are annual
herbs.

The group of collection accessions found as sus-
ceptible in this study generally agrees with the lists of
susceptible hosts reported by other investigators, of
which the most extensive is the one compiled by
Parella et al. (2003). Among the entries not evaluated
in this study but listed by that investigator are:
Nicotiana x calyciflora, N. clevelandii, N. cycliflora,
Nicotiana x edwardsonii, N. fragrans, N. bonariensis,
N. tomentosa. Other species listed by Parella et al.
(2003)—N. angustifolia, N. caudigera, N. macrophylla
and N. multivalvis—are synonymous to N. acuminata,
N. pauciflora, N. tabacum var. macrophylla purpurea
and N. quadrivalvis var. multivalvis of this study. The
species N. wuttkei was previously evaluated as sus-
ceptible by Laskowska and Berbe¢ (2003).

This study encompassed 12 entries the reaction of
which to TSWYV had not been reported in literature: N.
africana, N. amplexicaulis, N. cavicola, N. corymb-
osa, N. eastii (autotetraploid of N. suaveolens), N.
gossei, N. kawakamii, N. otophora, N. pauciflora, N.
setchelli, N. simulans, N. umbratica and many botan-
ical varieties within N. tabacum, N. rustica and N.
quadrivalvis (Table 1). All those entries were found to
be susceptible to TSWV.

In conclusion, it can be stated with a fair degree of
probability that the N. alata-derived gene which we
propose to name RTSW-al and which, apart from N.
alata, gives resistance to TSWV in Nicotiana x sande-
rae, N. tabacum ‘Polalta’ and, to a certain degree, in
‘Wiktoria’ is the only source of resistance to TSWV in
the genus Nicotiana. That source of resistance is
difficult to employ in tobacco breeding because of
genetic distance between the donors of resistance and
the cultivated N. tabacum, the expected linkage drag in
the hybrids and the unstable expression shown by
RTSW-al gene. In the future, it will be important to
study the molecular structure of the resistance factor in
different genotypes of Nicotiana as well as to look into
the biochemical mechanisms underlying the control of
HR/SHR reaction.

Open Access This article is distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License which permits any use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the
original author(s) and the source are credited.
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Abstract

Depta A., Kursa K., Doroszewska T., Laskowska D., Trojak-Goluch A. (2018): Reaction of Nicotiana species and cul-
tivars of tobacco to Tobacco mosaic virus and detection of the N gene that confers hypersensitive resistance. Czech J.
Genet. Plant Breed., 54: 143-146.

Tobacco mosaic virus (TMV) causes large losses in tobacco cultivation. Sixty-two cultivars of tobacco and
eleven species of Nicotiana were evaluated for resistance to TMV. Biological tests at two temperature ranges,
DAS-ELISA and molecular markers were applied to assess the resistance to TMV. Most cultivars of tobacco
were susceptible (S) to TMV, two were tolerant (T), while others revealed a hypersensitive response (HR). Hy-
persensitivity, determined by the N gene, occurred only at a temperature below 22°C. At a temperature above
28°C, all the cultivars showed mosaic discolorations or extensive necrosis. The reaction of the Nicotiana species
was dependent on growth conditions. At 22°C, the reactions of susceptibility, tolerance and hypersensitivity to
TMYV were all observed, whereas above 28°C the species showed systemic necrotic symptoms. N. gossei was an
exception in that hypersensitivity occurred regardless of the thermal conditions. The resistance of this species
was not conditioned by the N gene, which suggests that N. gossei could be an additional genetic resource for

tobacco breeding.

Keywords: genetic resources; Nicotiana gossei; Nicotiana tabacum; TMV

Tobacco mosaic virus (TMV) is a serious problem
in tobacco cultivation in Poland (data not published)
and in other countries in a warm or moderate climate
zone. The lack of resistance to TMV in the Virginia
type tobacco is becoming increasingly problematic
due to the consistent propagation of the virus under
field conditions combined with its high durability
and ease of spread. Tobacco breeders previously used
the Ambalema cultivar as a source of resistance to
TMV. Its resistance was and still is controlled by
two recessive alleles and a number of modifying
genes (CLAYTON et al. 1938). However, plants with
Ambalema-type resistance were not virus-free and
exhibited mosaic symptoms at temperatures above

28°C. The species Nicotiana glutinosa, characterized
by the hypersensitive response (HR), conditioned
by a single N gene with a dominant resistance al-
lele, is an alternative source of resistance to TMV
(GwyYNN 1977). However, at temperatures above 28°C
the HR resistance of this species stops functioning
and plants become systemically infected (WHITE &
SUGARS 1996). Only a few resistant cultivars of the
Virginia type were grown based on glutinosa-type
resistance, because the occurrence of the N gene
negatively affects the physical and chemical prop-
erties of the leaves (LEw1Is et al. 2005). Within the
genus Nicotiana, excluding for N. glutinosa, the
potential sources of TMV resistance are N. repanda,
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N. gossei, N. langsdorfii, N. rustica (VALLEAU 1952;
GWYNN 1977; YUAN et al. 2015) and N. benthamiana,
N. maritima, N. sanderae, N. velutina, N. acuminata,
N. goodspeedii, N. forgetiana, N. nesophila, N. stock-
tonii (VAN DiJk & CUPERUS 1989; YUAN et al. 2015).
However, these reports do not provide the names of
the TMV strains used for plant inoculation or the
temperature settings of the experiments. Moreover,
the evaluation of resistance was performed only
on the basis of the presence or absence of disease
symptoms.

In our study a comprehensive assessment has been
conducted on a wide group of tobacco cultivars,
combined with molecular detection of the N gene
and the effect of temperature on plant resistance.
Additionally, resistance tests were done for culti-
vars and Nicotiana species where contradictory or
incomplete results had been found.

The plant material consisted of 11 wild species of
Nicotiana and 62 cultivars of N. tabacum belonging
to the oriental, dark-cured, Burley and Virginia types
of tobacco. The influence of temperature on the im-
mune response of plants to TMV was evaluated. For
this purpose an isolate of the TMV-vulgare (PV-0107)
CMI/AAB. Descr. Pl. virus was multiplied in the
susceptible cv. Wislica. Sap from the infected Wislica
cv. was rubbed onto the carborundum dusted leaves
of six plants of each accession. Plants were placed in
two growth chambers, one with a low temperature:
day 22°C for 14 h and night 20°C for 10 h; and one
with a high temperature: day 30°C for 14 h, and night
28°C for 10 h. Tobacco plants were inoculated at the
5-6 leaf stage. The disease symptoms were observed
5, 10, and 14 days after inoculation (DPI). Then
DAS-ELISA tests using antibodies from BIOREBA
were applied. Samples were taken from inoculated
leaves and the upper parts of plants.

The presence of the N gene was detected using
a PCR reaction. DNA was extracted by the CTAB
method in accordance with the modified protocol de-
scribed by CzuBAckA & DOROSZEWSKA (2010). DNA
amplification was carried out using a PCR reaction
with two pairs of E (5" ACCAGAATGATATGTTC-
CAC-3"and 5'-GGACTCAACGTTAATTCTCTG-3)
and N (5'CGTCGACACATTATGCCATC-3" and
5-GAGGGGTCTTACCCCATTGT-3') primers pre-
viously described by LEwis et al. (2005). The PCR
reaction mixture was prepared in 20 pl and contained
1ul of plant DNA and 2 ul of PCR buffer (10x), 1.6 pl
of 25 mM MgCl,, 0.6 pl of 10 mM dNTPs, 0.5 pl of
each primer (10 uM each), and 0.4 ul of Taq DNA
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polymerase (5 U/ul). The PCR reaction consisted of
initial denaturation at 94°C for 1 min followed by
35 cycles: 94°C for 1 min, 55°C for 1 min, 72°C for
1 min and a final elongation step of 72°C for 7 min.

There were four types of responses to the virus,
depending on the tested accession and the conditions
of the experiment. The most frequent reaction among
the cultivars of the Virginia type and the oriental
types was susceptibility (S). ELISA absorbance values
obtained in the samples from these plants ranged from
2.234 to 3.096. This type of reaction was observed
in the majority of the tested cultivars of N. tabacum
under each of the applied temperatures (Table 1).
Another group of accessions, the Ambalema 1 and
Ambalema 2 cultivars and the Nicotiana species
N. glauca, N. wigandioides and N. africana exhib-
ited a varied reaction to TMV that depended on the
air temperature. At the temperature 20/22°C they
exhibited no disease symptoms in the bottom and
upper leaves and simultaneously they had high ab-
sorbance values ranging from 1.938 to 2.367. At the
temperature 28/30°C strong mosaic discolorations
were detected and ELISA absorbance was within
the range of 2.361 to 3.071, which is similar to that
obtained in susceptible cultivars. These results sug-
gest tolerance to TMV that is temperature sensitive.
Due to the above facts, Ambalema 1 and 2 from
our collection do not constitute any effective and
stable sources of resistance to TMV. A hypersensi-
tive response (HR), characterized by small necrotic
spots around the place of infection, was recorded
in 14 cultivars belonging mainly to the Burley and
oriental types. In the group of the Virginia type only
cv. Vamorr 50 showed HR resistance. Molecular
analyses using E and N primers have shown that the
resistance of all these cultivars was determined by
the N gene derived from N. glutinosa. However, the
number of cultivars showing HR response was de-
pendent on thermal conditions. Temperatures above
28°C promoted the multiplication and translocation
of the virus to the upper levels of plants and the oc-
currence of systemic reactions. This was probably
due to a decrease in the level of the thermosensitive
proteins (IVR) that prevent virus replication (GERA
et al. 1993). This indicates that using the N gene for
developing resistance in tobacco breeding may not
be a sufficient solution, especially under conditions
of global warming and the increasing occurrence of
TMYV worldwide. The most frequent reaction among
the Nicotiana species was hypersensitivity. Spe-
cies reacting to TMV with necrotic spots included:
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N. maritima, N. goodspeedii, N. repanda, N. gosseii,
N. benthamiana, N. langsdorfii and N. glutinosa
(Table 1). Serological tests revealed the presence of
the virus only in the lower leaves within the necrotic
spots. The upper leaves without any visible symptoms
did not contain the virus (ELISA values 0.063-0.114).
However, the occurrence of HR was recorded only with
temperatures not exceeding 22°C. With temperatures
above 28°C, plants developed a systemic response
which was characterized by extensive necroses and
shoot top withering. ELISA of these plants confirmed
the presence of the virus in both the lower and the

upper leaves. The obtained results are consistent with
the observations of VALLEAU (1952); GwWYNN (1977)
and YUAN et al. (2015), who screened Nicotiana spe-
cies using TMV and stated that they may be used in
tobacco breeding. Molecular analyses gave an overview
of the occurrence of the N gene among selected spe-
cies of Nicotiana. PCR products were obtained only
in the case of the hypersensitive N. glutinosa. In the
other species, no DNA fragment was found proving
the presence of the N gene.

Among the tested species, of special interest is
N. gossei which showed a hypersensitivity reaction to

Table 1. The assessment of the resistance of tobacco cultivars and Nicotiana species under inoculation with TMV

Temperature (°C)

Cultivar 20/22 28/30 N-gene
Reyy Ny Revy  Nig E N

Oriental type

Basma 153, CNR 12450, Diubek, Diubek 44, Djebel 139, Newrokop 1561,

Newrokop 5 (T.130), Newrokop 5 (T.167), Ustina 2, Samsun, Samsun 27,

Samsun 417, Samsun 935, Samsun de Katherini, Samsun Odskok, Talgar 30, S 6/6 S 6/6 - -

Trapezund 245, Trapezund 2578, Trapezund 41, Trapezund Putawski 93,

Trapezund WITIM 93

Newrokop 261 (1740), Samsen 155 Sammsun .+ HR 06 SNR 66+

Dark-cured type

Polalta S 6/6 6/6 - -

Ambalema (1) 6/6 6/6 - -

Ambalema (2) T 6/6 6/6 - -

Immunnyj 580 HR 0/6 SNR 6/6 + +

Burley type

Burley 165, BY 103, Burley Har.Velvet, TN 86 S 6/6 S 6/6 - -

(ms 21 x Ky 10) x Ky 10, Bu 563, Burley 21, Ky 10, KY 908, Sota 27 HR 0/6 SNR 6/6 + +

Virginia type

Vamorr 50 HR 0/6 SNR 6/6 + +

974 (Hicks Resistant), AC Gayed, Broad Leaf Hicks, Coker 140, Coker 347,

Hicks Fixed A2, Hicks Resistant (T.581), Hicks z Ontario, Mc Nair 1040, S 6/6 S 6/6 B _

Mc Nair 944, V. Gold Dollar, V. Golta, V. Sun Cured, Weneda, Wenus,

White Mammoth, Wiera, Wisana, Wiélica

Nicotiana species

N. glauca, N. africana, N. wigandioides T 6/6 S 6/6 - -

N. maritima, N. goodspeedii, N. repanda, N.benthamiana, N. langsdorfii HR 0/6 SNR 6/6 - -

N. glutinosa HR 0/6 SNR 6/6 + +

N. gossei HR 0/6 HR 0/6 - -

N. rustica SNR 6/6 SNR 6/6 - -

R\ — response to Tobacco mosaic virus (TMV); N, — number of plants per each accession containing TMV in upper leaves

(ahigh antibody titre in ELISA)/tested plants; Py, ..

— presence of N gene confirmed with primer pairs E or N; SNR — systemic

necrotic response; T — tolerance; HR — hypersensitive response; S — susceptibility
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TMYV. Necrotic spots were formed on the inoculated
leaves, but systemic spread of the virus was sup-
pressed. TMV was not detected in the upper leaves
even at the high temperatures. No previous studies
have shown that the resistance of N. gossei is stable
and effective regardless of the thermal conditions.
Furthermore, our studies demonstrated that it is
not determined by the N gene, which indicates the
presence of a new mechanism of resistance in the
genus Nicotiana.
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1. Laskowska D., Doroszewska T., Depta A., Kursa K., Olszak-Przybys H.,
Czubacka A. 2013. A survey of Nicotiana germplasm for resistance to Tomato
spotted wilt virus (TSWV). Euphytica, 193 (2): 207-219.

Moj udzial w przygotowaniu publikacji wynosit 30% i polegat na opracowaniu

koncepcji i metodyki badan oraz udziale w przygotowaniu maszynopisu.

2. Depta A., Kursa K., Doroszewska T., Laskowska D., Trojak-Goluch A. 2018.

Reaction of Nicotiana species and cultivars of tobacco to Tobacco Mosaic Virus
and detection of the N gene that confers hypersensitive resistance. Czech J.
Genet. Plant Breed. 54 (3): 143-146.

Modj udziat w przygotowaniu publikacji wynosit 2% i polegal na pomocy w

opracowaniu koncepcji pracy.

. () /) ,
Data O4-. Q6. <025 7. . .’.\DQ /fo‘f@ - ;{a 34%>N&<E3/

(podpis osoby sktadajacej oswiadczenie)
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prof. dr hab. Teresa Doroszewska
Zaktad Hodowli i Biotechnologii Roslin
- IUNG-PIB w Putawach

ul. Czartoryskich 8

24-100 Putawy

| OSWIADCZENIE PROMOTORA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Os$wiadczam, ze niniejsza rozprawa doktorska pt.: ,,Ocena zasobéw genowych
rodzaju Nicotiana pod wzgledem odpornosci na najwazniejsze choroby wirusowe
tytoniu.” autorstwa Pani mgr inz. Anny Depty zostala przygotowana pod moim

kierunkiem.

Stwierdzam, ze niniejsza praca doktorka speilnia warunki do przedstawienia jej w

postepowaniu o nadanie stopnia doktora nauk rolniczych.

Putawy, dn. 4. (6 2023 1.
< /2 XINO7LE N -

(podpis promotora pracy)



dr Anna Czubacka

Zaktad Hodowli i Biotechnologii Roslin
IUNG-PIB w Pulawach

ul. Czartoryskich 8

24-100 Putawy

OSWIADCZENIE PROMOTORA POMOCNICZEGO
ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

O$wiadczam, ze niniejsza rozprawa doktorska pt.: ,,Ocena zasobéw genowych
rodzaju Nicotiana pod wzgledem odporno$ci na najwazniejsze choroby wirusowe
tytoniu” autorstwa Pani mgr inz. Anny Depty zostala przygotowana pod moim

kierunkiem.

Stwierdzam, ze niniejsza praca doktorka spelnia warunki do przedstawienia jej w

postepowaniu o nadanie stopnia doktora nauk rolniczych.

Pulawy, dn. & /)é/ 2023

(podpis promotora pomocniczego pracy)



Zatgcznik nr 1
do Regulaminu antyplagiatowego IUNG-PIB

Oswiadczenie autora rozprawy doktorskiej

Anna Depta
imie i nazwisko autora

Oswiadczam, ze moja rozprawa doktorska pt.:

,Ocena zasobow genowych rodzaju Nicotiana pod wzgledem odpornoSci na najwazniejsze
choroby wirusowe tytoniu” wykonana pod nadzorem merytorycznym promotora prof. dr
hab. Teresy Doroszewskiej w Zakladzie Hodowli i Biotechnologii Ro$lin Instytutu Uprawy
Nawozenia i Gleboznawstwa - PIB w Putawach

a) zostala przygotowana przeze mnie samodzielnie (z uwzglednieniem merytorycznego
wkladu promotora),

b) nie narusza praw autorskich w rozumieniu ustawy z dnia 4 lutego 1994 roku o prawie
autorskim i prawach pokrewnych (Dz. U. 2018, poz. 1191 z p6ézn. zm.) oraz dobr
osobistych chronionych prawem cywilnym,

c) nie zawiera danych i informacji, ktore uzyskatam/tem w sposéb niedozwolony,

d) nie byla podstawg innego postgpowania w sprawie nadania stopnia naukowego doktora.

Ponadto o$wiadczam, ze tre$¢ rozprawy doktorskiej przedstawionej przeze mnie do recenzji,

zawarta na przekazywanym no$niku elektronicznym, jest identyczna z jej wersjg drukowana.

o

Putawy, dn. .. LU.. 6. W25 ....VL.TLHH.Q....D@" Q...

czytelny podpis autora
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