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1.Wstep

horoby wirusowe roélin sg przyczyng powaznych strat w uprawach na

catym Swiecie mimo prowadzenia szerokiej dziatalnosci zapobiegawczej

majacej na celu produkcje wolnych od wiruséw nasion i bulw, eliminacje ov
dzich wektorow odpowiedzialnych za ich rozprzestrzenianie oraz testowanie
roslin przeznaczonych do dalszej hodowli. Straty materialne spowodowane
przez wirusy, zwigzane sa nie tylko z obnizeniem plonéw, lecz tez ze spadkiem
jakosci produktéw rolnych.

Ziemniak jest jednym z podstawowych produktéw rolnych w Polsce. In-
fekcje wirusowe, a zwilaszcza infekcje wirusem lisciozwoju ziemniaka (ang.
potato leafroll virus — PLRV) nalezacym do grupy luteowiruséw (1), powo-
dujg duze straty w uprawach. Roj™6j inzynierii genetycznej, a zwiaszcza
technik zwigzanych z otrzymywaniem roslin transgenicznych, umozliwia za-
stosowanie niekonwencjonalnych metod w walce z infekcjami wirusowymi.

Genom wirusa lisciozwoju ziemniaka zbudowany jest z pojedynczej nici
RNA zamknietej w izometryczndrm kapsydzie o srednicy 25 nm. Pojedyncza
ni¢ RNA sklada sie z ok. 6 tysiecy nukleotydow, posiada na swoim 5' koncu
kowalencyjnie przylgczone biatko fV"Pg) oraz nie ma sekwencji poli(A) na 3
koncu (2). Podczas infekcji rosliny wirus jest zdolny do namnazania sie tylko
w komoérkach towarzyszacych tkanki przewodzacej. Transmisja wirusa po-
miedzy rodlinami jest mozliwa wylgcznie przy udziale owadziego wektora,
jednego gatunku mszyc — Myzus persicae (3). Znana jest do tej pory se-
kwencja kilku izolatéw wirusa PLRV, z réznych krajow (4-7). W kazdym
przypadku organizacja genomu poszczego6lnych izolatow jest analogiczna.
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Rys. 1. Istotne elementy strukturalne genomu wirusa PLRV. Strzatkami wyrdzniono mecha-
nizmy ekspresji genéw wirusowych: Is (ang. leaky scanning): Js (ang. frame shift): rt (ang. read-
through).

W obrebie ich sekwencji zidentyfikowano sze$¢ otwartych ramek odczytu
(ang. open readingframe — ORF) w dwoch cistronach oddzielonych sekwen-
cja niekodujaca. Podczas analizy obecnosci RNA w zainfekowanych wirusem
protoplastach tytoniu wykryto obecnos¢ nici dodatniej i ujemnej RNA geno-
mowego, a takze obecnosc¢ krdtszego subgenomowego RNA (sgRNA) bedacego
wariantem nici dodatniej genomu wirusa (8,9). Na rysunku ! przedstawiono
najistotniejsze elementy genomu PLRV.

Od czasu pionierskiej pracy Beachy'ego i wsp. w roku 1986 (10) dono-
szgcej 0 otrzymaniu transgenicznego tytoniu, zawierajacego w genomie gen
BP wirusa mozaiki tytoniowej (TMV) i wykazujgcego zwiekszong odpornosé
na infekcje tym wirusem, ukazato sie wiele prac o konstrukcji roslin trans-
genicznych odpornych na okoto 20 réznych wiruséw (11-13). Tego rodzaju
odpornos¢ okreslamy jako obrone zalezng od biatka ptaszcza CP-MR (ang.
coat protein-mediated resistance). Wyrazanie biatka kapsydu w transgenicznej
rostinie czesto indukowato znaczgcg redukcje lub opdzZnienie pojawiania sie
symptomoéw w wyniku infekcji wirusowej. W wielu aspektach CP-MR jest
podobna do zjawiska krzyzowej obrony (ang. cross protection), w ktérym in-
fekcja szczepem tagodnym danego wirusa redukuje tub opdznia pojawienie
sie objawow powodowanych przez szczep zjadtiwy tego wirusa. Anatogia ta
nie jest petna, gdyz znane sg prace, w ktérych wykazano wptyw na akumu-
lacje wirusa w zainfekowanej komérce genu BP, sklonowanego réwniez w od-
wrotnej orientacji (14). Brak jednoznacznego mechanizmu odpornosci zalez-
nego od obecnosci genu biatka ptaszcza w transgenicznej roslinie zainspiro-
wat nas do skonstruowania szeregu transgenicznych linii ziemniaka r6znig-
cych sie dtugoscia granicznych regionéw genu CP PLRV. Do tej pory opisano
szereg udanych préb otrzymania transgenicznego ziemniaka odpornego na
infekcje tym wirusem! 14-17).
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2. Zakres i metodyka badan

W pracy opisano otrzymanie transgenicznych ziemniakdéw wyrazajgcyeh
zaréwno (+) jak i (-) transkiypty pokrywajgce obszar genu biatka ptaszeza
PLRV. Badania prowadzono nad odmiang Bzura eharakteiyzujgca sie natu-
ralng odpornoscig na wirusy PVY i PVX. Rosliny transformowano konstru-
ktami zawierajagcymi gen biatka ptaszcza wraz z r6znej dtugosci sekwencjami
otaczajagcymi w obu orientacjach, sensowej i antysensowej. W transgeniez-
nyeh roslinach sprawdzano metodg Southerna obecnos¢ wirusowego cDNA
zintegrowanego z ehromosomem, a takze, metodg Northema, wyrazanie wpro-
wadzonyeh genéw. Odpornos¢ roslin transgenicznych sprawdzano w testach
z uzyciem mszyc tub zrazéw jako wektora wirusowego.

2.1. Otrzymanie transgenicznych ro$iin ziemniaka

Po ustaleniu sekwencji nukleotydowej polskiego izolatu PLRV-P (6) skon-
struowano szereg klonéw plazmidowych zawierajacych gen biatka ptaszcza
(BP) wirusa wraz z sekwencjami otaczajacymi. cDNA tych klonéw postuzyt
jako material do konstrukcji plazmidéw binarnych do celow transformacji
roslin za pomocg Agrobacterium tumefaciens LBA4404. Do transformacji uzyto
konstrukty zawierajace: 1) gen BP bez sekweneji liderowej (pRCPI); 2) cDNA
genu BP wraz ze 131-nukleotydowg sekwenejg liderowg (pBCPI); 3) petnej
dtugosci sekwencje liderowa zawierajaca przypuszczalne miejsce iniejacji re-
plikaeji subgenomowego RNA oraz gen BP (pRA7); 4) petnej dtugosei sekwen-
cje liderowg zgwierajgeg skrocony gen BP (pRA4). Wszystkie zawieraty frag-
menty eDNA genomu wirusa w orientaeji sensowej i antysensowej (rys. 2).

Plazmidy wprowadzono metodg elektroporacji do Agrobacterium. Do trans-
formacji roslin uzyto skrawkow lisciowych ziemniaka odmiany Bzura. Ko-
morki ziemniaka zawierajgee zintegrowane kopie wprowadzanej kasety eks-
presyjnej selekcjonowano na podtozach z kanamycyna w stezeniu
100 gg/ml. Wytworzone na rosngcym kalusie pedy o dtugosei od 6 do 7 mm
odeinano i przenoszono na podioza bez kanamyeyny, prowadzac dalsze
mikrorozmnazanie.

2.2. Analiza roélin transgenicznych

W rozmnazanyeh in vitro roslinaeh sprawdzano obecno$¢ DNA i RNA
transgenu. W celu wyizolowania DNA rozeierano 200 mg lisci, a nastepnie
izolowano ealkowity DNA (18). W celu wyizolowania RNA rozcierano 200 mg
lisei w eieklym azoeie, a nastepnie dodawano podgrzany do temperatury
80°C bufor z fenolem, a RNA wytracano chlorkiem litu (19). Analize hybry-
dyzaeyjng trawionego enzymem Hindlll lub mieszaning enzyméw Hindlll
i EcoRl DNA prowadzono metoda Southerna (20) na membranaeh nylono-
wych Hybond N (Amersham). Analize typu Northern prowadzono na RNA
rozdzielanym w 1% zelu agarozowym w obeenos$ei glyoksalu jako czynnika
denaturujacego (20), a nastepnie przeniesionym na pozytywnie natadowang



otrzymanie transgenicznego ziemniaka odpornego na infekcje 41

nos promotor gen uidA
czD nos poly(A) sygnat
I | CaMV 35SRNA promotor gen nptil
pBl 121.2
pROK 2 ~

(3574-4233) O)

i BCPI-a
(3456-4217) b)) BCPLs
RA4-a
(3208-4031) C) RAL-S

(3160-5181) (d) RA7-a
RA7-S
BP PLRV
(RNA)

Rys. 2. Schemat klonowania fragmentéw cDNA PLRV do wektoréw binarnych (w nawiasach
podano koordynanty klonowanych sekwencji).

membrane nylonowg Hybond N*' (Amersham) zgodnie z przepisem producen-
ta. Jako sondy do hybrydyzacji uz}Avano fragmentu restiykcyjnego zawie-
rajacego cDNA genu CP PLRV znakowanego [a™P] dCTP.

2.3. Badanie odpornosci transgenicznych roslin

Odpornosé na infekcje wirusem PLRV testowano w ro$linach transgenicz-
nych infekowanych wirusem za pomocg mszyc oraz zrazdéw. Zrodiem wirusa
byly zainfekowane ro$liny ziemniaka odmiany Osa. Transgeniczne linie zie-
mniaka propagowano w warunkach sterylnych, a nastepnie mate rostinki prze-
noszono do doniczek z ziemig i dalej hodowano w szklami. Z kazdej linii
wybierano po osiem roslin, na ktérych przez 4 dni zywiono po 10 mszyc
uprzednio hodowanych na roslinach zainfekowanych. Dwie inne rosliny z kaz-
dej linii szczepiono zrazami z zainfekowanego wimsem ziemniaka. Do proby
Oczkowej wybierano potomstwo uzyskane z 2 - 4 bulw kazdej rosliny transge-
nicznej. Sprawdzenia obecnosci wimsa wykonywano w 200 |[il soku testem
ELISA. Testy serologiczne wykonywane byly na rostinach 4- i 6-tygodniowych
oraz na rostinach w cztery tygodnie po wykietkowaniu z bulw (préba oczkowa).

biotechnologia 4 (39) '97
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3. Wyniki

3.1. Transformacja ziemniaka

Z 362 eksplantatow lisci kokultywowanych z klonami A. tumefaciens za-
wierajgcymi opisane plazmidy, niosgee wybrane fragmenty eDNA PLRV,
otrzymano 50 roslin ukorzeniajgcyeh sie w podtozu z kanamycyng. Wszystkie
z uzyskanych roslin zostalty ocenione pod wzgledem eech fenotypowych
i z wyjagtkiem linii RA7a-2, nie roznity sie od rosliny dzikiej. Kazda z roslin
ziemniaka zdolna byta do wytwarzania bulw. Analize odpomosei przeprowa-
dzono do tej poiy dla 20 linii. Badania dalszyeh 30 linii sg prowadzone
i jeszcze nie ukonczone.

3.2. Analiza hybrydyzacyjna transgenicznych roslin

DNA genomowy izolowany z wybranyeh roslin trawiono enzymami restry-
keyjnymi Hindlll oraz Hindlll i EcoRI. Trawienie pojedynezym enzymem po-
zwala na okreslenie liezby genetycznyeh loei zintegrowanego z ehromosomem
cDNA PLRV, gdyz jedno miejsce rozpoznawane przez enzym znajduje sie
w obrebie kasety ekspresyjnej natomiast drugie, w DNA roslinnym. Na pod-
stawie danyeh hybrydyzacyjnych wykazano, ze transformacja roslin metoda
agroinfekeji umozliwia wprowadzenie transgenu w jedno lub wiecej loci ge-
netycznych. Trawienie dwoma enzymami informuje o wszelkieh rearanza-
ejaeh wintegrowanej kasety majaeyeh wpltyw na wietkos$¢ analizowanego frag-
mentu. Z wyjatkiem dwaéch analizowanych linii transgenicznych (RA4a-2
i FIA4a-10), we wszystkich pozostatych stwierdzono obeenos¢ fragmentu re-
strykcyjnego, hybiydyzujacego z sonda zawierajgeg gen BP PLRV, o wielkosei
zgodnej ze skonstruowang i wprowadzong kasetg. Jedynie w pr2typadku
dwoch analizowanych, opornych na kanamycyne, linii nie wykryto zintegro-
wanego z ehromosomem cDNA PLRV.

W eelu wykazania ekspresji wprowadzonyeh fragmentéw eDNA wirusowe-
go wykonano analize typu Northern. Do analizy wybrano rosliny wykazujagee
obeenos$¢ nie zmienionyeh kaset ekspresyjnyeh. W przypadku wszystkich
analizowanych roslin stwierdzono obeeno$¢ mRNA genu CP o wielkosci zgod-
nej ze spodziewana.

3.3. Analiza odpornosci transgenicznych roslin ziemniaka na infekcje PLRV

Wstepna analize odpornosci przeprowadzono dla 20 roslin transgenicz-
nyeh, sposréd ktorych dwie linie, RA7a-2 i BCPIs-4 charakteryzowaty sie
niezdotnoseig do akumulacji wirusa po szczepieniu mszycami, na co wska-
zuja niskie wartosei absorbaneji w teseie ELISA (odpowiednio: 0,069 i 0,048
w 4 tygodnie; oraz 0,036 i 0,033 w 6 tygodni po szezepieniu; tab. 1), w prze-
eiwienstwie do roslin kontrolnych, ktére akumulowaty wirusa (0,168 w 6 tygo-
dni po szczepieniu; tab. 1). Zakazone rosliny hodowano az do wytworzenia
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bulw, a nastepnie sprawdzano obecnos¢ wirusa w 4-tygodniowych roslinach
uzyskanych z oczek. W przypadku linii RA7a-2 i BCPIs-4 nie doszto do
transmisji wirusa przez bulwy (odpowiednio: A405 = 0,027 i 0,03; tab. 1).

Tabela 1
Srednie wartosci elisa (a.,=) testowanych roslin linii bcpis i RATa

4 tygodnie po szczepieniu 6 tygodni po szczepieniu Préba Oczkowa roslin Préba Oczkowa roslin
Inia mszycami mszycami szczepionych mszycami szczepionych zrazami
ilinna . Srednia . Srednia . $rednia . Srednia

liczba i liczba i liczba iz liczba ix

roslin wartosc BS roslin wartosc BS roslin wartosc BS roslin wartosc BS

AaOs AaOs AaOs AaOs

n. sz. 4 0,069 0,009 4 0,056 0,011 4 0,040 0,009 2 0,056 0,012
Sz. 7 0,059 0,01 7 0,168 0,065 7 0,232 0,147 3 0,696 0,322
Pls-4 7 0,048 0,015 7 0,033 0,008 7 0,03 0,017 4 0,41 0,08
Na-2 7 0,069 0,01 7 0,036 0,012 7 0,027 0,007 3 0,069 0,07

Thustym drukiem wyr6zniono wartodci wskazujgce na brak wirusa; n. sz. nie szczepiona:

— szczepiona: BS — biad standartowy.

Szczepienie roslin za pomocg zrazéw z rosliny porazonej powoduje staty
przeptyw wirusa do rosliny testowanej. W tak ostrych warunkach infekcji
obecnos¢ wirusa sprawdzana jest w roslinach potomnych wyhodowanych
z bulw roslin szczepionych zrazami. Testowane rosliny transgeniczne linii
BCPIs-4 wykazaty zdolno$¢ akumulacji wirusa (A405 = 0,41), natomiast ro-
sliny otrzymane z bulw linii RA7a-2 wirusa nie akumulowaty (A405 = 0,069),
co oznacza, ze w tak ostrych warunkach infekcji odpornos¢ jednej linii
(BCPIs-4) zostata przetamana, natomiast w przypadku drugiej (RA7a-2) na-
dal utrzymuje sie na wysokim poziomie (tab. 1).

Obydwie linie infekowano dodatkowo wirusami PVY i PVX i stwierdzono,
ze charakterystyczna dla odmiany Bzura wysoka odporno$¢ na te dwa pa-
togeny wirusowe nadal jest zachowana.

4. Dyskusja

Transformacja wybranej odmiany ziemniaka opisanymi konstruktami za-
wierajgcymi gen BP PLRV, umozliwita otrzymanie transgenicznych roslin,
0 réoznym stopniu odpornosci na infekcje tym wirusem (tab. 1).

Rosliny linii BCPIs-4 wyrazajgce sensowy transkrypt genu BP nie roznity
sie wygladem od rodzicielskiej odmiany. Rosliny linii RA7a-2 byly nieco
mniejsze, o krétszych miedzywezlach, i bardziej zwartej budowie. Rosliny
obu linii produkowaty normalne bulAvy. Obie transgeniczne linie charaktery-
zowaty sie odpornoscig na infekcje PLRV, w przypadku gdy wektorem wirusa
byty mszyce, a linia RA7a-2 wykazywata odpornos¢ nawet po szczepieniu
zrazami ros$liny zakazonej wirusem. Sugeruje to, ze ro$liny linii RA7a-2,
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w kontrolowanych warunkach szklarniowych, sg w wysokim stopniu odpor-
ne na infekcje PLRV, co wiecej rosliny obu linii zachowaty naturalng odpor-
nos¢ na infekcje wirusami PVY i PVX.

Do tej pory uwazano odpornosc¢ zalezng od biatkg ptaszcza jako skutecznag
ochrone przed skutkami infekcji ré6znymi wirusami i dlatego najwiecej jest
doniesien literaturowych o konstrukcji transgenicznych roslin zawierajacych
geny BP réznych wiruséw (21,22). W odpornosci tej gtowng role przypisuje
sie obecnosci w komoérce roslinnej strukturalnego biatka wirusowego, co mo-
ze prowadzi¢ do powaznych zaburzen procesu infekcji. Donoszono takze
0 odpornosci roslin na infekcje wirusowe bedacej wynikiem ekspresji réznych
gendéw niestrukturalnych, takich jak fragmenty gendéw replikaz wirusowych
czy zmodyfikowanych biatek odpowiedzialnych za rézne etapy rozprzestrze-
niania wiruséw w roslinie.

W pracy opisano dwie transgeniczne linie roslin zawierajgcych dwa rdzne
warianty cDNA PLRV wykazujgce zréznicowany stopienn odpornosci na infe-
kcje tym wirusem.

W przypadku odpornej na infekcje transgenicznej linii BCPls-4, zawiera-
jacej cDNA genu BP PLRV wraz ze 132-nukleotydowym fragmentem sekwen-
cji liderowej sgRNA, mozliwa jest ekspresja genu biatka ptaszcza wirusa,
a co za tym idzie, odpornosci zaleznej od BP. Druga linia RA7a-2, chara-
kteryzujgca sie znacznie wyzszym stopniem odpornosci, zawiera zintegrowa-
ny fragment cDNA w odwrotnej orientacji, a zatem odpornos¢ jest spowodo-
wana obecnoscig transkryptu cDNA wirusowego. Do tej pory, poza jednym
przypadkiem (14), w ktéorym wykryto sladowe ilosci BP, nie udato sie wykazac
ekspresji genu BP PLRV w transgenicznych roslinach odpornych na infekcje
tym wirusem (15-17). Biorac pod uwage trudnosci wykrycia BP w roSlinie
1 to, ze linia RA7a-2 wykazuje tak wysoka odpornosé, nie przeprowadzano
préb stwierdzenia obecnosci BP w transgenicznych liniach.

Mechanizm odpornosci zalezny od biatka ptaszcza nie jest dokladnie po-
znany i jest rozny dla poszczegolnych wirusow. Na podstawie dotychczaso-
wych hipotez przypuszcza sie, ze obecne w komodrce transgenicznej rosliny
biatko interferuje z mechanizmem odptaszczania wirusa we wczesnych sta-
diach infekcji (23). W przeprowadzonych doswiadczeniach podtrzymujacych
te hipoteze wykazuje sie, ze poziom odpornosci rosliny transgenicznej zalezy
od obecnosci i poziomu ekspresji biatka ptaszcza, a nie od iloSci mRNA tego
genu (23,24). Ponadto wykazano, ze inokulacja rosliny za pomoca RNA prze-
tamuje odpornos$¢ zalezng od BP (13,25,26). Nieco odmienne wyniki otrzy-
mata Hemenway (27) dla roslin zawierajacych gen BP wirusa X ziemniaka
(PVX), w przypadku ktérego odpornos¢ pozostawata niezalezna od stezenia
inokulum RNA wirusowego.

Na podstawie uzyskanych przez nas wynikéw wskazujemy, ze odpornosé
na infekcje PLRV wywotana jest raczej obecnoscig transkryptu genu BP niz
jego produktu. W tym przypadku, bez przeprowadzenia doktadniejszych ana-
liz nie mozna catkowicie wykluczy¢ roli BP w uzyskanej przez rosline odpor-
nosci, jednak bardziej prawdopodobna jest sytuacja, w ktorej obecny w ro-
Slinie transkrypt genu interferuje z procesem namnazania wirusa. W przy-
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padku wirusa PLRV nie mozna tez wykluezy¢ wptywu produktu ORF5 za-
wartego w genie BP na zjawisko odpomosei. Dopiero konstrukeja roslin
transgenieznyeh zawierajgeyeh eDNA tyeh genéw ze zmutowanymi kodonami
inicjujgeymi translaeje, jak sie wydaje, pomoze wyjasni¢ problem odpomosSei
na infekeje PLRV zaleznej od genu BP.

Szeroko jest opisywane zastosowanie strategii antysensowych RNA (asRNA)
wimsowyeh w celu otrzymania transgenieznyeh roslin odpornych na infekcje.
Osiagane poziomy odpornosci nie sg jednak wysokie. W niektérych przypad-
kach odpornos$¢ obserwowano jedynie przy infekcji niskimi inokulami wimsa,
i prowadzita ona jedynie do opdznienia wystepowania objawéw zakazenia
oraz do zredukowanej akumulacji wirusa w komoérkach analizowanych roslin
transgenieznyeh (12,16,28-30). W wiekszosci przypadkéw odpornos¢é wywo-
tana ekspresjg asRNA BP byta duzo nizsza niz ta spowodowana ekspresjg
biatka tego genu (12,27,31,32).

Bardziej obiecujgce wyniki osiggnieto stosujac ekspresje asRNA obszaréw
regulatorowych wimsow. Huntley i Hall (33) wykazali, ze ekspresja asRNA
do miedzygenowego regionu RNA3 wimsa mozaiki stoktosy w sposéb zna-
czacy redukuje replikacje wimsa w protoplastach, do ktérych jednoczesnie
wprowadzano asRNA i transkrypty RNA wirusowego. Uzyty w tych doswiad-
czeniach RNA antysensowy zawierat sekwencje obecnego we wszystkich RNA
wimsowyeh na nici ujemnej promotora transkrypcji wimsa. Powodowato to
redukcje replikacji koinfekowanego wimsa (34). Hammond i Kamo (35) do-
noszg ostatnio o konstrukcji transgenicznego tytoniu zawierajacego 3' koniec
genu biatka ptaszcza, wraz z koricowym odcinkiem niekodujacym oraz z krét-
ka sekwencja poli (A) wimsa zo6tej mozaiki fasoli (ang. bean yellow mosaic
virus, BYMV] w orientacji antysensowej. Jedna z dziesieciu badanych linii
odznaczala sie ekstremalnie wysoka odpornoscig na mechaniczne inokulacje
wimsem BYMV.

Transgeniczna linia RA7a-2 zawiera petnej diugosci sekwencje liderowa,
gen BP oraz fragment ORF6 w orientacji antysensowej. Wspominano juz, ze
na koncach 5 genomowego i subgenomowego RNA PLRV znajduje sie se-
kwencja ACAAAAGAA (8). Komplementarna do niej sekwencja UUCUUUUGU
nici ujemnej jest postulowanym miejscem wiagzania replikazy wimsowej. Obe-
cnos¢ takiego sygnatu w komdrce rosliny transgenicznej moze w skuteczny
sposéb interferowaé z wczesnymi etapami infekcji wirusowej przez kompety-
tywne wigzanie replikazy i uniemozliwienie w ten sposob syntezy nici ujemnej.
Dodatkowo, fragment ten moze reagowaé jak klasyczne asRNA i nie dopusz-
czac do translacji genéw wirusowych z subgenomowego RNA przez blokowanie
kodonow inicjujacych synteze biatka. Tworzenie dwuniciowych struktur roz-
poznawanych i degradowanych przez RNA-zy roslinne moze by¢ dodatkowym
czynnikiem wplywajacym na nabyta odpornos$¢ transgenicznej linii.

Nie wiadomo, ktéry z mechanizméw przewaza w odpornosci ujawnionej
przez rosline RA7a-2. W przysztych pracach, majacych na celu ich wyjas-
nienie, nalezaloby otrzymacé transgeniczne ro$liny wyrazajace jedynie se-
kwencje RNA przypuszczalnie rozpoznawane przez replikaze bez elementéw
strukturalnych.
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Wstepne wyniki pracy $wiadczg o tym, ze konstrukcja transgenicznych
roslin zawierajacych geny wirusowe moze by¢ skuteczng metodg pozyskiwa-
nia roslin uprawnych, odpornych na infekcje.

Praca finansowana byta z grantu KBN nr 5P0O6A 04010p03.
Charakterystyka dwoch silnie odpornych linii transgenicznego ziemniaka zostata przestana
w formie artykutu do redakcji ,,European Journal of Plant Pathology”.
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Genetically engineered potato resistant to potato leafroll virus infection
Summary

Binary plasmids carrying different fragments of the coat protein gene of potato leafroll lu-
teovirus were constructed for transformation of commercial potato cultivar Bzura. Several trans-
genic plant lines were obtained and characterised. The resistance of transgenic plants to the
virus was tested by inoculation with aphids or grafting. Selected transformants expressing viral
RNA were resistant to virus challenge by viruliferous aphids. Expression of the antisense RNA
prevented virus infection even after grafting with scions from infected plants.
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antisense, PLRV, transgenic plant.
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