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Piramidyzacja genow odpornosci ziemniaka
na Phytophthora infestans

Pyramiding of resistance genes against Phytophthora infestans in potato

Piramidyzacja genow odpornosci ziemniaka na P. infestans jest skuteczng metoda zwigkszenia
efektywnosci 1 trwaloéci wykorzystywanych w hodowli ziemniaka Zrédet odpornosci na tego
patogena. Prezentowane badania mialy na celu potaczenie odpornosci warunkowanej dwoma
wysokoefektywnymi genami R, warunkujacymi odporno$¢ na szerokie spektrum ras P. infestans.
W badaniach wykorzystano odmian¢ Bzura, jako donor genu R2-/ike oraz klon hodowlany 04-1X-21,
jako donor genu Rpi-phul. Odporno$¢ nieselekcjonowanego potomstwa pochodzacego ze skrzyzo-
wania tych form, byla testowana przez trzy lata w tescie listkowym, z uzyciem trzech grup izolatow
roznicujacych. Na podstawie wynikéw fenotypowych ocen odpornosci wyselekcjonowano grupe
klonéw posiadajacych oba geny odpornosci. Jako alternatywe do czasochtonnych i pracochtonnych
testow fenotypowych zaproponowano selekcje w oparciu o markery DNA specyficzne dla badanych
genow odpornosci. Wyniki badan molekularnych w pelni pokryly si¢ z ocenami fenotypowymi, co
potwierdza przydatno$¢ zaproponowanych markeréw, jako narzedzia do selekcji form odpornych
w programach hodowlanych.

Stowa kluczowe: geny R, gen Rpi-phul, gen R2-like, zaraza ziemniaka

Pyramiding of the resistance genes against P. infestans enhances effectiveness and durability of
resistance used in potato breeding programs. The aim of presented study was to combine two broad-
spectrum resistance genes against P. infestans. The resistance donors cultivar Bzura (possessing R2-
like gene) and potato clone 04-IX-21 (possessing Rpi-phul gene) were crossed, and unselected
progeny was developed. The resistance of progeny clones was tested in three consecutive years in
detached leaflet tests with the use of three groups of isolates different in terms of virulence profiles.
Based on the results of phenotypical tests, a group of progeny clones combining both resistance genes
were selected. Since phenotypical tests are very laborious and time-consuming, authors proposed
selection of such clones with the use of DNA markers specific for these genes. Results of genotyping
were fully consistent with phenotypic tests, which confirms that proposed DNA markers can be used
for selection of resistant clones in breeding programs.
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WSTEP

Ziemniak (Solanum tuberosum L.) nalezy do pierwszej czworki roslin uprawnych
najistotniejszych dla globalnej gospodarki zywnos$ciowej cztowieka. Gatunek ten jest
uprawiany w ponad 100 krajach na calym §wiecie, a jego globalna produkcja szacowana
jest na ponad 320 milionéw ton rocznie (DeFauw i in., 2012). Jednym z najwazniejszych
czynnikOw ograniczajacych wysoko$¢ plonu oraz oplacalnos¢ produkcji ziemniaka na
$wiecie jest zaraza ziemniaka, ktora corocznie powoduje straty w plonie ziemniaka
szacowane globalnie na 16%. Choroba ta powodowana jest przez Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary, grzybopodobny organizm z rodzaju Oomycetes (Vleeshouvers i in.,
2011). W krajach rozwinigtych zagrozenie ze strony tego patogena kontrolowane jest
glownie przez intensywng ochrong chemiczng. Rozwigzanie to podnosi jednak znaczaco
naktady na produkcje ziemniaka oraz moze wywotywac negatywne skutki dla srodowiska
i zdrowia czlowieka (Forbes, 2012). Jedna z najskuteczniejszych metod ograniczenia
ilosci stosowanych fungicydow jest uprawa odmian ziemniaka odpornych na P. infestans.
Niestety, wigkszo$§¢ odmian ziemniaka znajdujacych si¢ obecnie w szerokiej uprawie
wykazuje niski poziom odporno$ci na tego patogena (Cook i in., 2011). Hodowla
odporno$ciowa przeciwko P. infestans rozpoczgta si¢ ponad sto lat temu 1 wcigz jest
jednym z gtdéwnych zadan wielu o$rodkéw hodowlanych na calym $wiecie. Poczatkowo
ogromne nadzieje poktadano w wykorzystaniu gendéw gtownych odpornosci (geny R)
z dzikiego gatunku S. demissum. Okazalo si¢ jednak, ze trwato$¢ odpornosci warun-
kowanej tymi genami jest ograniczona, a w populacji P. infestans szybko zaobserwowano
nowe rasy patogena, ktore byly wirulentne w stosunku do wprowadzonych genow R.
Cze$¢ hodowcow zarzucita wykorzystywanie genéw R, na rzecz potencjalnie bardziej
trwatej odpornosci horyzontalnej. Jednak wykorzystanie tego typu odpornosci rowniez
nie przyniosto pozadanych rezultatow, ze wzgledu na jej poligeniczne dziedziczenie oraz
zwiazki z negatywnymi cechami agronomicznymi (np. dtugi okres wegetacji). Obecnie,
w celu zwigkszenia potencjalnej trwatosci odpornosci odmian ziemniaka na P. infestans,
proponuje si¢ taczenie (piramidyzacja) genéw gltéwnych warunkujacych odpornos¢ na
szerokie spektrum ras patogena i/lub potaczenie odpornosci warunkowanej genami R
z wysokim poziomem odpornosci horyzontalnej (Plich i in., 2016).

Celem prezentowanych badan byto uzyskanie form ziemniaka o potencjalnie trwatej
odpornosci na P. infestans, poprzez potaczenie dwoch wysokoefektywnych zrodet
odporno$ci — odmiany Bzura i rodu hodowlanego 04-1X-21. Bzura jest jedng z naj-
bardziej znanych polskich odmian o wysokiej odporno$ci na P. infestans. Odmiana ta
powstata ponad 30 lat temu w oparciu o materialy wyjsciowe wywodzace si¢ z pro-
gramow hodowli odpornosciowej prowadzonych w IHAR — PIB Oddziat Mtochow. Jej
odpornos¢ pochodzi prawdopodobnie z dzikiego gatunku S. demissum 1 jest oparta na
wspotdziataniu genu R2-like oraz genéw warunkujacych wysoki poziom odpornosci
horyzontalnej (Plich i in., 2015). Wprawdzie ponad 1/3 wszystkich przebadanych
izolatdéw w polskiej populacji P. infestans jest w stanie porazi¢ odmiane Bzura, lecz w
warunkach polowych infekcja roélin przez P. infestans rozpoczyna si¢ pozniej i rozwija
znacznie wolniej niz na ros$linach odmian wzorcowych. Odpornos¢ klonu 04-IX-21 oparta
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jest na obecnosci genu Rpi-phul warunkujacego wysoki poziom odpornosci roslin
ziemniaka (zar6wno naci, jak i bulw) na bardzo szerokie spektrum ras P. infestans
(Sliwka i in., 2006; Plich i in., 2013). Potaczenie tych zrodel odpornosci wydaje sie byé
bardzo obiecujgce, poniewaz rasy P. infestans wirulentne w stosunku do genu R2-like
stanowig okoto 36% polskiej populacji tego patogena, natomiast rasy wirulentne w
stosunku do genu Rpi-phul to zaledwie 3% populacji (Brylinska i in., 2016). Do tej pory
zidentyfikowano jedynie 3 izolaty wirulentne jednocze$nie do obu tych gendéw. Stanowi
to niecaly 1% przebadanej polskiej populacji P. infestans, lecz profil wirulencji tych
izolatow wymaga potwierdzenia (J. Sliwka — informacja ustna).

Przeprowadzone krzyzowania miaty na celu piramidyzacj¢ genow Rpi-phul i R2-like.
Selekcja osobnikow potomnych posiadajacych oba geny R zostata przeprowadzona na
podstawie testow laboratoryjnych z uzyciem izolatow o rdznej wirulencji, oraz przy
wykorzystaniu opracowanych wczesniej markeréw DNA specyficznych dla tych genoéw
odpornosci.

MATERIAL I METODY

Material roslinny stanowilo nieselekcjonowane potomstwo (PH) pochodzace ze
skrzyzowania odmiany Bzura z rodem 04-1X-21, z ktérego do badan wybrano losowo
grupe 50 osobnikow. Odpornos¢ tych 50 klondw byta oceniana w tescie listkowym przez
trzy kolejne lata 2013, 2014 i1 2015. Ponadto do kazdego testu listkowego dotaczono
formy rodzicielskie (Bzura i klon 04-1X-21) oraz zestaw 11 testerow Blacka (do
potwierdzenia wirulencji stosowanych izolatow P. infestans). Stopien odpornosci
kazdego klonu okreslano na 3-5 listkach, w dwoch powtoérzeniach oraz dwdch terminach
badan w kazdym roku badan. Oceny nasilenia objawoéw chorobowych dokonywano po 6
dniach inkubacji, uwzgledniajac powierzchni¢ zarodnikujgcej plamy i intensywno$é¢
zarodnikowania. Do oceny porazenia stosowano skalg 9-stopniowg (9 — brak objawow
porazenia; 1 — powierzchnia listka calkowicie porazona, intensywne zarodnikowanie P.
infestans) (Zarzycka, 2001). Na podstawie wynikoéw testu listkowego badane klony byty
klasyfikowane jako odporne ($rednia ocena >8,0) lub podatne ($rednia < 8). Do inokulacji
listkow zastosowano trzy grupy izolatow: dwa izolaty awirulentne w stosunku do genu
Rpi-phul (Avr-phul); dwa izolaty awirulentne w stosunku do genu R2-like (Avr2); oraz
dwa izolaty awirulentne w stosunku do obu tych gendéw (Avr-phul+Avr2). W celu
molekularnego potwierdzenia obecnosci gendéw R w badanym potomstwie zastosowano
markery DNA: R2 (F gctectgatacgatccatg; R acggcttcttgaatgaa) i phu6 (F
agagaccctggatatatttcatagetct; R cgctctaggecacagggetcaatgetgat) odpowiednio dla genow
R2-like i Rpi-phul (Kim i in., 2012; Sliwka i in., 2013). DNA zostato wyizolowane przy
uzyciu zestawu do izolacji GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma Aldrich),
wedtug metodyki zalecanej przez producenta. Materiat roslinny stanowity mlode, §wiezo
zebrane (lub uprzednio zamrozone w ciektym azocie i przetrzymywane 14 tygodni w -
80°C) liscie, ktore ucierano w cieklym azocie. Reakcje PCR byly przeprowadzane
wedlug metody opisanej przez Plich i in. (2016). Analizg statystyczna (wspolczynnik
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korelacji Pearsona, trojczynnikowa ANOVA) przeprowadzono przy uzyciu programow
MS Excel oraz pakietu Statistica 12.

WYNIKI

Przeprowadzone testy listkowe potwierdzily wirulencje i przynaleznos¢ wyko-
rzystanych izolatow P. infestans do odpowiednich grup: izolaty Avr-phul nie porazaly
klonu 04-1X-21, izolaty Avr2 nie porazaly odmiany Bzura (oraz testera Blacka R2),
natomiast izolaty z grupy Avr-phul+Avr2 nie porazaty obu form rodzicielskich. Klony
potomne z populacji PH wykazaly wyrazne zréznicowanie stopnia odpornosci
ocenianego w tescie listkowym. Trojczynnikowa ANOVA efektow glownych wykazata
istotny wplyw genotypu i zastosowanego izolatu na odporno$¢ badanych form
(p <0,0001). Nie stwierdzono natomiast istotnego wptywu lat badan (p=0,136) na
stopien odporno$ci. Wspolczynniki korelacji pomigdzy wynikami z poszczegdlnych lat
testow w kazdej grupie izolatéw byly bardzo wysokie (» = 0,82—0,99), a klony badane z
uzyciem tych samych izolatow P. infestans (Avr2, Avr-phul i Avr2+Avr-phul) byty
klasyfikowane w kazdym roku badan do tej samej grupy osobnikdéw odpornych lub
podatnych. W testach z uzyciem izolatow typu Avr-phul, 28 klonéw byto odpornych a 22
podatne. W testach z uzyciem izolatow Avr2, 22 klony byly odporne, a 28 podatne.
W testach z uzyciem izolatow awirulentnych w stosunku do obu genéw 38 klonéw byto
odpornych a 12 podatnych (tab. 1).

Tabela 1
Wyniki oceny odpornosci badanych klonéw na P. infestans
Results of resistance assessment of examined clones against P. infestans
Odporne Podatne
Typ izolatow Resistant Susceptible
Isolates liczba klonow $rednia ocena (zakres) liczba klonow $rednia ocena (zakres)
number of clones mean score (range) number of clones mean score (range)
Avr2 22 8,7 (8,0-9,0) 28 3,2 (1,8-6,4)
Avr-phul 28 9,0 (8,9-9,0) 22 3,3 (1,5-5,5)
Avr2+Avr-phul 38 8,9 (8,0-9,0) 12 44 (2,5-5,5)
Tabela 2
Liczebno$é klonéw posiadajacych odpowiednie geny R i ich fenotyp
Number of clones possessing particular R-genes and their phenotype
Liczba klonow
. Number of clones
Obecnosé¢ genu - -
Presence of genes posiadajacych gen odpornych na izolaty:
: resistant to isolates:
possessing gene Avr2 | Avr-phul | Avr2+Avr-phul
R2-like 10 10 0 10
Rpi-phul 16 0 16 16
R2-like+Rpi-phul 12 12 12 12
Brak genéw R — No R genes 12 0 0 0
Lacznie — In total 50 22 28 38
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Badania przeprowadzone z uzyciem markerow DNA (rys. 1) wykazaly, ze sposrod
wszystkich badanych klonéw 12 klonow nie posiadato zadnego genu R, 10 klondéw
posiadato gen R2-like, 16 klonow posiadato gen Rpi-phul. W badanym potomstwie 12
klonoéw odziedziczyto po formach rodzicielskich oba geny odpornosci (tab. 2).

"‘.714....._. S e

marker R2
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marker phub

Rys. 1. Rozdzial elektroforetyczny produktéw amplifikacji: A) markera R2 (686 bp) specyficznego dla
genu R2-like; B) markera phu6 (298 bp) specyficznego dla genu Rpi-phul. R — klony odporne w teScie
listkowym; S — klony podatne w teScie listkowym
Fig. 1. Electrophoretic separation of amplification products: A) marker R2 (686 bp) specific for R2-like
gene; B) marker phu6 (298 bp) specific for Rpi-phul gene. R — clones resistant in detached leaflet
tests; S- clones susceptible in detached leaflet tests

DYSKUSJA

Ze wzgledu na ogromne mozliwos$ci adaptacyjne P. infestans hodowla odpornosciowa
przeciwko temu patogenowi jest niezwykle trudna i stanowi jedno z najwazniejszych
wyzwan dla hodowcow ziemniaka. Piramidyzacja wysokoefektywnych genow R jest
obecnie najczgsciej polecana metoda uzyskania potencjalnie trwatej odpornosci
ziemniaka na zarazg ziemniaka. Jednak elementy kazdej piramidy genowej powinny by¢
dobierane w taki sposdb, aby maksymalnie utrudni¢ patogenowi ‘przelamanie’
odpornosci warunkowanej przez skumulowane dziatanie genéw R, co przektada si¢ na
zwigkszenie trwalosci tej odpornosci. Zarowno gen R2-like jak 1 Rpi-phul sa uwazane za
wazne elementy w budowaniu trwatej odpornosci ziemniaka przeciwko P. infestans
(Gilroy i in., 2011; Plich i in., 2016), a procent polskiej populacji patogena zdolny
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do potencjalnego porazenia klonow ziemniaka posiadajacych oba geny odpornosci jest
obecnie bardzo niewielki. Przeprowadzone testy fenotypowe wskazaty, ze 24% klonow
potomnych cechowalo si¢ odpornoscig zardéwno na izolaty Avr-phul, jak i Avr2. Selekcja
osobnikow potomnych laczacych rasowo-specyficzng odpornos¢ z obu form rodzi-
cielskich wymagata przeprowadzenia wielu testow laboratoryjnych z uzyciem izolatow
o r6znej wirulencji, co w prowadzonych na szeroka skale programach hodowlanych
byloby bardzo trudne. Dlatego w niniejszej pracy zaprezentowano takze mozliwosé
wykorzystania markerow DNA, jako skutecznego narzg¢dzia selekcji form posiadajacych
oba geny odpornosci. Zastosowane markery sg specyficzne do badanych gendw, a ich
obecnos¢ (lub brak) w klonach potomnych w petni pokrywata si¢ z fenotypem obserwo-
wanym w testach odpornosci. Dzigki zastosowaniu markerow DNA specyficznych dla
obecnych w formach rodzicielskich genow R, mozliwe byto molekularne potwierdzenie
obecnosci obu genow R, oraz efektywna i szybka selekcja klonéw potomnych posiada-
jacych oba te geny. Wykorzystanie proponowanych markerow DNA do selekcji (MAS —
ang. marker assisted selection) jest mozliwe juz na najwczes$niejszym etapie procesu
hodowli ziemniaka (etap siewki). Pozwoli to na znaczne ograniczenie ilo$ci materiatu
hodowlanego prowadzonego na dalszych etapach hodowli oraz wyeliminowanie
pracochlonnych i trwajacych kilka lat testow fenotypowej oceny odpornosci w
laboratorium. W koncowym efekcie uzycie markerow DNA minimalizuje koszty
zwigzane z prowadzeniem cyklu hodowlanego oraz zwigksza efektywnos$¢ selekcji
pozadanych genotypow.

Plon bulw wyselekcjonowanych klonéw nie odbiegal pod wzgledem wysokosci i
jakos$ci od plonu bulw odmiany Bzura (dane nie prezentowane), dlatego formy te moga
by¢ z powodzeniem wykorzystywane jako komponenty rodzicielskie w hodowli tworcze;j
nowych odmian ziemniaka. Moga réwniez postuzy¢, jako cenne zrodto odpornosci w
pracach hodowlanych majacych na celu dalsza piramidyzacje kolejnych genow
odpornosci na P. infestans.

Wykorzystana w naszych badaniach odmiana Bzura jest donorem nie tylko genu R2-
like, ale takze wysokiego poziomu odpornosci horyzontalnej. We wczesniejszych
badaniach autorow (Plich i in., 2016) wykazano, ze horyzontalna odpornos¢ ziemniaka na
P. infestans jest zwiazana z wydluizonym okresem wegetacji roslin ziemniaka, lecz
z drugiej strony zwigksza efektywnos$¢ i trwalo$¢ odpornosci warunkowanej genami R.
Potaczenie wysokiego poziom odpornos$ci horyzontalnej odmiany Bzura z efektami
dziatania dwoch wysokoefektywnych genow R (Rpi-phul i R2-like) moze prowadzi¢ do
powstania form ziemniaka o potencjalnie trwalej odpornos$ci na zaraze ziemniaka. Jednak
ostateczna weryfikacja trwatosci odpornosci moze nastapi¢ dopiero w dlugotrwalej
uprawie polowej na szeroka skalg.

WNIOSKI

1. Piramidyzacja gendéw R2-like i Rpi-phul zapewnia odporno$¢ na bardzo szerokie
spektrum ras P. infestans, o czym $wiadczy fakt, ze 99% scharakteryzowanej dotad
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polskiej populacji tego patogena jest awirulentna w stosunku do obu tych gendéw
Tacznie.

2. Fenotypowa selekcja form ziemniaka tgczacych oba geny jest mozliwa, lecz wymaga
duzych naktaddéw pracy (kilkuletnie testy odpornos$ci z uzyciem kilku izolatow
roéznicujacych).

3. Selekcja form taczacych geny R2-like 1 Rpi-phul w oparciu o zaproponowane
markery DNA jest w pelni skuteczna i moze by¢ przeprowadzona w programach
hodowlanych prowadzonych na szeroka skalg.

4. Spodziewanym efektem potaczenia genéw R2-like i Rpi-phul moze by¢ potencjalny
wzrost trwatosci odpornosci wyselekcjonowanych form na P. infestans.

5. Wyselekcjonowane formy mogg by¢ wykorzystane bezposrednio do tworzenia
nowych odpornych odmian ziemniaka, lub jako donory odpornosci w pracach
hodowlanych nad dalszg piramidyzacjg kolejnych genow R.
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