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1ZVLECEK

Bolezen obrotkasta nekroza gomoljev krompirja, ki jo povzroga virus PVY "™, je ena najhujsih bolezni
krompirja, ki se je pojavila v zadnjih letih. Med drugimi je prizadela tudi eno najbolj priljubljenih sort
krompirja v Sloveniji - sorio 'lgor'. § pomedjo transformacije rastlin in vnosa virusnih genov smo Zeleli
vzgojiti rastiine sorte “Igor odporne na virus PVY " Z bakterijo Agrobacterium tumefaciens smo v
rastline vnesli gen, ki kodira plaséni protein virusa PVY "™ aii pa enak gen s premaknjenim bralnim
okvirjem, ki zato kodira nefunikcionalni protein. Pridobliene transformirane linfle smo testirali na
odpornost na virus z mehansko inokulacijo in z metodo ceplienja. Opazovali smo pejavijanje simptomov
na listih in gomoljih ter zastopanest ali nezastopanost virusa potrdili z ELISA testom. Pri treh linijah na
listih in gomoljih po mehanski inokulaciji nismo opazili simptemov. Ena od teh transformiranih linii kaze
odpornost tudi pri bol invazivni metodi cepljenju. V postopku testiranja so $e nadaljne transformirane
linije.

Klju¢ne besede: krompir, cdpornast, plaseni protein, PVY¥™N, Sofanum tuberosum, transformacija

ABSTRACT

TRANSFORMATION OF POTATO CV. IGOR FOR RESISTANCE TO PVY™™ -
RESULTS OF POT EXPERIMENTS

Potate tuber necrotic ringspot disease, caused by necrotic strain of potato virus Y (PVYN™) is one of the
most harmful potate diseases shown to have infected potato crops in Siovenia, cv. Igor being the worst
affected. As the spreading of disease cannot be stopped by any of conventional contrel measures, we
tried to obtain transgenic potato plants confering resistance to PVYN™, Two different coat protein {CP)
gene constructs of PVY"™ — sense or frame-shift were inserted into potato cv. igor using
Agrobacterium tumefaciens. Resistance of transgenic plants fo virus PVYN™™ was evaluated by
mechanical inoculation and by grafting-experiments. The symptoms on plants as well as on tubers were
closely examined; the presence of PVY"™ was tested by ELISA. Results showed resistance to PVYN™
on three transformed lines from 19 tested. Resistance was identified by failure tc develop symptoms on
plants and on tubers after mechanical inoculation. One of these lines showed resistance also in
grafting-experiments. New transgenic lines are under testing.
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1 uvon

Nekroliden razlicek virusa PVY™ (PVY™™) pripada skupini potivirusov in povzroéa bolezen,
imenovano obrockasta nckroza gomoljev. V Sloveniji smo jo v vedjem obsegu opazili jeseni
1988 od tedaj se nezadrZno Siri in iz leta v leto stopnjuje {Kus, 1994). Upraviéene govorimo o
pravi epidemiji, ki je najbolj vplivala na spremembe v sorinem sestavu krompirja, PVYY™
zmanjiuje pridelek bolj kot ostali razlicki virusa PVY™, pri obutljivih sortah pa tedi njegovo
kakovost, Prav zaradi tega je lgor, najbolj priljubijena slovenska sorta, ki smo jo pred pojavom
epidemije sadili na najmany 60% njiv s krompirjem, hitro izginila z najih polj,

S transformacijo rastlin so bile Ze vzgojene na nekatere potiviruse odporne rastline (Maiti in
Hunt, 1997). Zato smo v rastline krompiria sorte Tgor' vnesli gen za plaiéni protein virusa (Zel
ef al., 1998) in rastline testirali na odpornost na PVY™'™,

2 MATERIALT IN METODE

2.1 Vektor in transformacija

Slovenski izolat PVYN™ je bil izofiran iz rastlin krompirja sorte 'lgor’ in vzdrzevan v istem kultivarju
(Petrovid ef al, 1995). cONA knjiznica je bila narejera iz PVYN™ RNA in gen za plaséni protein (CP) je
bil pomnozen iz knjiznice s PCR. Zacetniki za pomnoZevanje CP sekvenc so bili narejen: na osnovi
objavljenih sekvenc razliénin PVY izolatov. Za vnos mutacije bralnega okvirja (FS) smo premaknili start
kodon za étiri nukleotide naprej pri konstruiranju 5' FS zafetnika. cDNA dele vmo klonirali v binarni
ptazmid pROKZ, Uporabili smo CaMV 355 promotor. S »triparental mating« smo prenesii ta vektor iz £.
coli v Agrobacterium tumefaciens LBA 4404, Tako smo dobili bakterijo, ki j& nosila gen za pladéni
protein virusa (CP) ter bakterijo z genom, ki ima premaknien bralni okvir in kodira nefunkcionalni protein
virusa. Za selekcijo {ransformiranin rastlin smo vnesli v blok genov tudi NPT |l gen, ki nosi rezistenco
na kanamicin, Koséke listov in internedije krompirja Sclanum tuberosum sorte 'lgor’ smo transformirali
pc metodi Webster s sod. (1924), Vzgojene transformirane rastiine smo razmnoiili s segmentacijo
nodijev, ter jin prenesli v tla v rastno komoro oziroma rastlinjak.

22 Testiranje rezistence na PVYN™

Za inokulum smo pri mehanski inokulacifi uporabili ekstrakt sveze striih listov tobaka Nicotiane tabacum
cv. "Samsun' ali krompirja Solanum tuberosum cv. lgor, okuzene s PVY"™. Ko so rastline razvile 6-7
listov, smc ekstrakt virli na liste, naprasene s prahom karborunda.

Pri cepljenju smo za podlago uporabili sekundarno ckuZene rastline zrasie iz gomoljev cv. 'lgor’. Za
cepié pa neokuzene transgene liniie ter kontrolne netransformirane rastiine. Cpazovali smo pojavijanje
simptomov in za preverjanje zastopanosti virusa v testiranib rastlinah uporabili DAS ELISA test (Clark in
Adams, 1977) z monoklonskimi protitefesi proti PVY (preizvajaica Bioreba). Testiranje z ELISA je bilo
moZno, ker Z njim nismo zaznali endogene CP ekspresije.

3 REZULTATI IN DISKUSIJA

V rastni komori smo testirall 19 transformiranih linij (preglednica 1), Po enem tednu so se pri
kontrolah {netransformirane rastline) in Stirinajstih razlicnih transformiranth linijah pojavili
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lokalni simptomi, v naslednjem tednu pa sistemiéni simptomi. ELISA test je potrdil
zastopanost virusa,
Zanimivi sta bili dve transformirani lindji 5t. 3 in 8t 9, kjer smo na listih opaziti milejgo obliko
simptomov in njihovo Easovne zakasnjenost. ELISA test je pokazal zastopanost virusa le v eni
od treh inokuliranih transformiranih rastlin eh dveh linij.

Preglednica 1: Zastopanost lokalnih in sistemiénih simptomov in rezultati ELISA tcsta pri
razli¢nih transformiranih linijah krompiria cv. Igor po mehanski inokulaciji
virusom PVYN™,
The presence of local and sistemic symptoms and results of ELISA at differens
transformed potate fines cv. *Igor” after manual inocalation by PVY™'™ virus,

Table 1:

Transformirana Stevilo Obstoj simptomov | Obstoj simptomov | Obsto] simptomoy Rezulau
linija krempirja rastlin 1. 1eden po 2. teden po 3. tedenpo ELISA
inokuliranth inokulaciji inokulaciji inokulaciji testa
Z virusom
Py s
Viesen | Oznaka Lokalni | Sistensieni | Lokalni | Sistemieni | Lokalni | Sistemicni
gen linije
cp 1 3 + - / I 4 1
2 3 B - 7 - ] . -
3 3 -+ - ! -+ / * -+
4 2 - / + / +
5 1 i - i / + b
[¢] 3 i - ! ! + +
FS 7 3 + - i + / + i
] 2 + - / + ! +
9 3 -+ - ! F { + e
10 3 t - / g 7 +
1i 2 t - ! ! + +
12 2 ¥ - / + ! + +
13 3 - ! + / : +
14 3 i - ! / + +
i5 3 + - ! / + +
16 3 i - i / 4 +
17 2 + - ! i / + §
18 3 - - / - i - .
19 3 - - / - / - -
KONTROLA 19 i - / + ! + t

CP - gen za plagéni protein (gene for coat protein)

FS — gen za plaiéni protein s premaknjenim bralnim okvirjem (shift frame coat protein gene)

- pomeni, da simptomov ni {pri ELISA testu pa, da ni virusa) (no symptoms present)

+ pomeni, da simptomi so (pri ELESA testu pa, da virus je) (presence of symptoms)

-+ pomeni zastopanost milejde oblike simptomov (pri ELISA testu pa pozitivio vrednost le pri eni od
treh inokuliranily rastlin) (mild symptoms)

/ pomeni propad inckuliranih listov {inoculated leaves fetled off)
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Pri treh transformiranih lindjab 5t 2 ter 3118 in 5t 19 pa se na westiranih rastlinal niso pojavili
niti lokalni niti sistemicéni simptomi. Tudi ELISA test je potrdil, da v njih ni virusa.

Za nadaljnja testiranja v rastlinjaku smo fzbrali i lingje. ki so kazale odpornost v prvem
poskusu (linjje 2. 18 in 19) ter eno neodporno linijo (4). Rastline smo gojili v tleh do
gomoljev. Testiranje je potrdilo predhodne ugotovitve. Potrdili smo, da so tri transgene finije
(31 2050 18 in 3t 19Y odporne na vires po mehanski inokulaciji, simptomi se niso pojavili nit
na rastiinah niti na gomoljih. Tudi na ncodporni liniji (5t. 4) smo opazili milejio obliko
simptomov na gomoijih, eprav smo na rastinah opazili simptome. Cepljenje je potrdilo
adpornost Hinije 19. Zaradi delno neuspednega ceplienja lingj 2 in 18, pa je potrebna ponovitev
poskusa za dokonéno razjasnitey teh rezultatoy,

WV uporabi s0 razlicne strategije viosa genov za odpornost na: vhos genov za plaséni protein.
vnos genov za replikazo, vnos genov za proteinazo Nia, vaos drugih potivirusnih genov (Maits
i Funt, 1997).

Vinos genov za pladéni protein virusa je za zdaj najuspesneidi nacin varstva rastlin pred
virusnimi infekeijami. ddeja za ko gensko modilikacijo rastlin izhaja iz tenomena
navzkriznega varstva (Hackland er af.. 19943, ki pomeni. da predhodna inokulacija gostiteliske
rastling 2 milejsim raziickom virusa varuje rastlino pred poznejiimi inokulacijami z bolj
virulentnimi razlicki istega virusa. Odpornost transgenih rastlin je labke posledica delovanja
mehanizma na ravni proteina ali RNK molekul vnesenega gena za plaséni protein (Baulcombe.
19963, Zato bomo v nadaljnih preudevaniih testirali rastline na molekularnem nivoju. Poleg
tega pa smo vzgojili ¢ nove linije, ki jih bomo testitrali na odpornost na PYVY™'™,

4 SKLEPI

V rastline krompira sorte *lgor” smo vnesli gen za plagéni protein virusa PYY™™ ali gen s
premaknjenim  bralnim  okvirjem, ki kedira nefunkcionalni protein. Testirali smo 19
transtormiranih linij. od katerih so i pokarzale odpornost na virus. ¥V nadaljnjih preudevanjih
bomo rastline testirali Se na molekularnem nivoju.
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