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Mieszance diploidalne ziemniaka zrodiem
odpornos$ci na raka ziemniaka (Synchytrium
endobioticum (Schilb.) Perc.)

Diploid potato hybrids — a source of resistance to potato wart disease (Synchytrium
endobioticum (Schilb.) Perc.)

W latach 20062012 w IHAR — PIB w Radzikowie, w Pracowni Organizméw Kwarantannowych,
oceniano diploidalne klony ziemniaka pod wzgledem odpornosci na Synchytrium endobioticum
(Schilb.) Perc. Klony te, wyselekcjonowane w IHAR — PIB w Mtochowie, w Pracowni Genetyki, sa
mieszancami migdzygatunkowymi ziemniaka Solanum tuberosum powstatymi z udzialem dzikich i
uprawnych gatunkow Solanum. Klony testowano pod wzgledem odpornosci na patotypy: 1(D1), 2(G1),
2(Chl), 3(M1), 6(01), 8(F1), 18(T1) i 39(P1) S. endobioticum, pochodzace z kolekcji Pracowni
Organizméw Kwarantannowych. Testy oceny odpornosci na patotypy S. endobioticum wykonano
zmodyfikowana metoda Glynne-Lemmerzahla. Z 288 badanych klonéw wyselekcjonowano 101
odpornych na patotyp 1(D1). Grupg 70 klondéw testowano pod wzgledem odpornosci na pigé patotypdw
2(Gl), 2(Chl), 6(0O1), 8(F1) i 18(T1) S. endobioticum, 44 z nich dodatkowo na patotyp 3(M1), a 22
klony dodatkowo na patotypy 3(M1) oraz 39(P1). W wyniku testéw wyselekcjonowano siedem
diploidalnych klonéw ziemniaka jednoczesnie odpornych na siedem wirulentnych patotypoéw S.
endobioticum: 2(G1), 2(Chl), 3(M1), 6(01), 8(F1), 18(T1) i 39(P1). Sa to wyjatkowo zlozone
rekombinanty pod wzgledem odpornosci na patotypy S. endobioticum, jakich dotychczas nie opisano
w innych pracach. Mieszance te s3 materiatem do poszukiwania i lokalizacji na mapie genetycznej
ziemniaka markerow sprzezonych z odpornoscig na poszczegolne patotypy S. endobioticum. Odporne
klony diploidalne charakteryzuja si¢ dobrym poziomem cech jako$ciowych i odpornosciowych. Pig¢ z
nich wytwarza meskie gamety o niezredukowanej liczbie chromosoméw (gamety 2#n), dzigki ktorym
allele odpornosci na patotypy S. endobioticum mozna przekaza¢ na poziom tetraploidalny w
krzyzowaniach 4x x 2x.
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Stowa kluczowe: diploidalny ziemniak, gamety 2n, odporno$¢, patotypy, rak ziemniaka, Solanum
tuberosum, Synchytrium endobioticum

In 2006-2012 in IHAR — PIB Radzikéw, in Laboratory of Quarantine Organisms, diploid potato
clones were tested for resistance to Synchytrium endobioticum (Schilb.) Perc. The diploid clones
selected in IHAR — PIB Mtochow, in Laboratory of Genetics, were interspecific hybrids of Solanum
tuberosum possessing in their pedigree wild and primitively cultivated Solanum species. Clones were
tested for resistance to following pathotypes of S. endobioticum: 1(D1), 2(G1), 2(Chl), 3(M1), 6(01),
8(F1), 18(T1), and 39(P1), from the collection of Laboratory of Quarantine Organisms. Modified
method of Glynne-Lemmerzahl was used for evaluation of their resistance. From 288 tested clones 101
were found resistant to pathotype 1(D1). The group of 70 clones was tested for resistance to 5
pathotypes of S. endobioticum: 2(G1), 2(Ch1l), 6(01), 8(F1), and 18(T1); 44 clones from that group
were evaluated additionally for the pathotype 3(M1) and 22 clones were assessed for 2 additional
pathotypes 3(M1) and 39(P1). Selection resulted with 7 diploid clones simultaneously resistant to 7
virulent pathotypes of S. endobioticum: 2(G1), 2(Chl), 3(M1), 6(01), 8(F1), 18(T1), and 39(P1). They
are complex recombinants combining resistance to wart disease agent pathotypes that have not been
described in other studies, so far. Selected resistant hybrids are excellent material for identification and
localization on potato genetic map of genetic markers linked to the resistance to particular pathotypes
of S. endobioticum. These diploid clones exhibit a good level of quality and resistance traits. Five of
them produce male 2n gametes which can be used in 4x x 2x crosses for transfer of alleles of resistance
to wart disease agent pathotypes to tetraploid level.

Key words:  diploid potato, 2n gametes, pathotypes, potato wart disease, resistance, Solanum
tuberosum, Synchytrium endobioticum

WSTEP

Rak ziemniaka jest choroba powodowana przez grzyb Synchytrium endobioticum.
Grzyb ten nalezy do zagrazajacych uprawom ziemniaka patogenéw kwarantannowych.
Jego formy przetrwalnikowe mogg przezy¢ w glebie ponad 20 lat. Sposoby zwalczania,
ochrony i zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ patogena sa objete rozporzadzeniem
Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z 2004 r. W Polsce od kilkudziesigciu lat do uprawy
dopuszczane s tylko odmiany ziemniaka odporne przynajmniej na patotyp 1(D1) S.
endobioticum. Dzigki temu w Polsce od ponad 50 lat nie znaleziono na ziemniakach
objawow raka nalezacych do patotypu 1(D1) S. endobioticum (Przetakiewicz, 2012).
Duzym zagrozeniem dla upraw ziemniaka sg wystgpujace lokalnie na terenie Polski
wirulentne patotypy 2(Chl) i3 (M1) S. endobioticum (Malec, 1974), gdyz odpornosc¢ na te
patotypy nie jest powszechna wérod odmian ziemniaka (Przetakiewicz, 2010). Klony
diploidalne ziemniaka wyselekcjonowane w IHAR PIB, Oddziat w Mlochowie,
skupiajg wiele waznych cech jako$ciowych i odpornosciowych wykorzystywanych w
pracach badawczych lub hodowlanych, jako ich Zzroédto (Jakuczun i Wasilewicz-Flis, 2006).
Dotychczas klony diploidalne ziemniaka otrzymane w IHAR — PIB w Mtochowie byty
wykorzystane w materiatach hodowlanych, jako Zzroédta odpornosci na Pectobacterium spp.
(Lebecka i in., 2004), Phytophthora infestans (Sliwka i in. 2010), PLRV (Dziewonska i
Ostrowska, 1991) i PVM (Chrzanowska i in., 2002). W ostatnim 50-leciu odpornos¢ na
raka ziemniaka byla obligatoryjna dla odmian ziemniaka rejestrowanych w Polsce. Klony
diploidalne od wielu lat selekcjonowane sg pod wzgledem odpornosci na patotyp 1(D1) S.
endobioticum, a od 2008 roku takze na jego wirulentne patotypy.
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Celem pracy jest przedstawienie wartosci klonow diploidalnych ziemniaka, jako
unikatowego zrodta odporno$ci na wirulentne patotypy S. endobioticum, do wykorzystania
zardbwno w pracach hodowlanych, jak i badawczych.

MATERIAL I METODY

Material roslinny

Materiatem byto 288 klonow diploidalnych (2x) ziemniaka wyselekcjonowanych w
IHAR — PIB w Mlochowie, w Pracowni Genetyki. Klony te sa ztozonymi mieszancami
migdzygatunkowymi ziemniaka diploidalnego utworzonymi w trakcie wieloletnigj
hodowli rekombinacyjnej z uzyciem dihaploidéw Solanum tuberosum oraz szeregu dzikich
lub uprawnych gatunkow Solanum: S. acaule, S. chacoense, S. demissum, S. goniocalyx, S.
gourlayi, S. microdontum, S. phureja, S. stoloniferum, S. stenotomum, S. verrucosum, S.
yungasense. Mieszance ziemniaka 2x wyrdzniajg si¢ roznymi cechami jako$ciowymi, jak
przydatnoscia kulinarng, przydatno$cia na chipsy, wysoka zawartoscia skrobi oraz cechami
odporno$ciowymi, jak odpornoscia na zaraze¢ ziemniaka, mokrg zgnilizng bulw ziemniaka,
wirusy ziemniaka. Cechy agronomiczne klondéw diploidalnych sg na zadowalajacym
poziomie. Wickszos¢ klondw 2x produkuje duze ziarna pytku, ktére sg wskaznikiem
obecno$ci meskich gamet o niezredukowanej liczbie chromosomow (gamety 2n).

Patotypy S. endobioticum

Patotypy S. endobioticum pochodza =z kolekcji Pracowni Organizmow
Kwarantannowych w IHAR — PIB w Radzikowie. Do badan uzyto patotyp 1(D1) oraz
nastgpujace wirulentne patotypy: 2(G1l), 2(Chl), 3(M1), 6(01), 8(F1) i 18(T1l) S.
endobioticum 1 jeden wirulentny izolat (#69/2009), ktoremu nadano numer 39(P1). Do
inokulacji shuzyly $wieze naro$la rakowe poszczegolnych patotypdéw S. endobioticum,
ktoére namnazano na krancowo podatnej odmianie Eersteling.

Cykl badan

W latach 2006-2012 w Pracowni Organizméw Kwarantannowych w IHAR — PIB
w Radzikowie przeprowadzono ocen¢ odpornosci na raka ziemniaka klonow 2x ziemniaka.
W sumie, w I roku oceniono odpornos¢ na patotyp 1(D1) S. endobioticum 288 klonéw
diploidalnych. W 1II roku badan oceniano 114 klonéw uznanych za odporne w
pierwszorocznej ocenie. Ocena odporno$ci na patotyp 1(D1) zostata wykonana na probach
2-bulwowych (I rok) i 10-bulwowych (II rok).

Odporno$¢ na wirulentne patotypy S. endobioticum oceniono dla wybranych klonow
2x, ktére byly odporne na patotyp 1(D1). 70 klonéw testowano pod wzgledem odpornosci
na pie¢ patotypow 2(Gl), 2(Chl), 6(01), 8(F1)i 18(T1) S. endobioticum, 44 z nich na szes¢
patotypoéw (dodatkowo 3(M1)) i 22 klony z 70 na siedem patotypow (dodatkowo 39(P1)).
Odporno$¢ na wirulentne patotypy S. endobioticum wykonano na probach 5-bulwowych w
I roku oceny, 10—15-bulwowych w II roku i 25-30- bulwowych w III roku oceny. Klony
stabo 1 krancowo podatne po ocenie w I roku eliminowano z dalszych badaf, natomiast
odporne oceniano w kolejnych latach. Kazdy klon, ktory uznano za odporny zostat (Iub jest
w trakcie ocen) oceniony na 40—45 bulwach w trzech niezaleznych testach i sezonach.
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Inokulacja i oceny odpornosci

Testy oceny odpornosci na patotypy S. endobioticum wykonano zmodyfikowana
metoda Glynne-Lemmerzahla (Przetakiewicz, 2008). Na kazdej bulwie umieszczano
komory wodne w ksztalcie pierScieni wykonane z wazeliny kosmetycznej. Do komor
wypetnionych autoklawowang woda o temperaturze 12°C wktadano kawatki $wiezych
narosli rakowych (ok. 5-tygodniowych) zawierajacych sorusy, w celu zakazenia kietkow
bulw. Po 48 godzinach inkubacji w temperaturze 10°C zdejmowano kawatki narosli
rakowych, usuwano komory wodne, bulwy dezynfekowano i przenoszono do inkubatora o
zmiennej temperaturze 12/22°C (12h/12/h) na okres 14 dni, utrzymujac wysokg wilgotnosé
powietrza. Stopien porazenia kietkéw (pedow) okreslano wedtug pigciostopniowej skali
opisanej przez Przetakiewicza (2009): 1 — krancowo odporne, 2 — odporne, 3 — stabo
odporne, 4 — stabo podatne i 5 — krancowo podatne.

WYNIKI I DYSKUSJA

Po pierwszym roku ocen z 288 badanych klonow 2x 194 uznano jako odporne na
patotyp 1(D1) S. endobioticum. Cz¢$¢ z nich usuni¢to z powodu nieodpowiedniego
poziomu cech wiodgcych lub stabych cech agronomicznych. W II roku badano z tej grupy
114 klonéw 2x, z ktérych 101 oceniono jako odporne. Wszystkie te klony byly takze
odporne na referencyjny patotyp 1(D1) S. endobioticum pozyskany z kolekcji z Julius
Kiihn-Institut, Federal Research Centre for Cultivated Plants, Institute for Plant Protection
in Field Crops and Grassland w Niemczech (OEPP/EPPO, 2004).

Wybrane 70 klonow testowano pod wzglgdem odpornosci na wirulentne patotypy S.
endobioticum. Po 1 ocenie przeprowadzonej na 5 bulwach/klon, za odporne na poszcze-
golne patotypy S. endobioticum uznano od 9 do 24 klondéw (tab. 1).

Tabela 1
Wyniki wstepnej oceny (na pieciu bulwach) odpornosci na wirulentne patotypy S. endobioticum klonow
diploidalnych ziemniaka
Results of preliminary evaluation (on 5 tubers) of resistance to virulent pathotypes of S. endobioticum
of diploid potato clones

Liczba/procent klonéw ziemniaka po wstegpnej ocenie uznanych za:
Patotypy S. Liczba testowanych | Number/percentage of potato clones, after preliminary evaluation, found as:
endobioticum klonow odporne stabo odporne/ stabo podatne podatne

Pathotypes of S. Number of tested resistant weak resistant/ weak susceptible susceptible
endobioticum clones liczba o liczba Y liczba Y
0 0 0

number number number

2(G1) 70 24 34 24 34 22 32
2(Chl) 70 21 30 22 31 27 39
6(01) 70 22 32 17 24 31 44
8(F1) 70 16 23 15 21 39 56
18(T1) 70 16 23 24 34 30 43
3(M1) 44 20 45 3 7 21 48
39(P1) 22 9 41 4 18 9 41

Klony podatne na wszystkie patotypy S. endobioticum stanowily najliczniejsza grupe
i obejmowaty od dziewigciu do 39 klonow. Po pierwszej ocenie cz¢$¢ klonow zaliczono
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do stabo odpornych lub stabo podatnych, ktére w wyniku dalszego testowania okazaty si¢
podatne. Cztery klony na podstawie badania 10 bulw wykazaly odpornos¢ na wszystkie
patotypy S. endobioticum — testy te bedg kontynuowane. Na podstawie wymaganej oceny
40-45 bulw z genotypu, wyselekcjonowano siedem klonow 2x odpornych na siedem
wirulentnych patotypow S. endobioticum: 2(G1), 2(Chl), 3(M1), 6(0O1), 8(F1), 18(T1) i
39(P1). Szes¢ z nich nalezy do grupy klonow jadalnych, a jeden do grupy odpornych na
zarazg ziemniaka. Klony te charakteryzuja si¢ dobrym poziomem cech agronomicznych,
jakosciowych i/lub odpornosciowych (tab. 2).

Tabela 2
Ogélna charakterystyka klon6w ziemniaka diploidalnego odpornych na siedem wirulentnych
patotypow S. endobioticum
General characteristics of diploid potato clones resistant to seven virulent pathotypes
of S. endobioticum

Zawarto$¢ . Ciemnienie migzszu
Plon bulw . Cigzar bulwy
skrobi bulw surowego/
Klon g/krzak* ok g* ugotowanceo 1-9% Inne cechy**
Clone Tuber yield ’ h Weight of E . fg ber flesh Other traits**
Thill* Starc tuber g* Darkening of tuber fles
& content %* fresh/ cooked 1-9*
DG 97-264 420 16,2 38 8,5/7,9 plodny/ fertile, PVY, PLRV
DG 03-109 615 11,9 32 9/9 gaew 2n/ 2n-gemetes, PVY, PLRYV,
DG 03-150 623 14,4 30 8,8/8.9 %‘i,“;fty 2n/ 2n-gemetes, PVY, PLRV,
DG 03-152 829 14,7 50 8,9/8.,6 gamety 2n/ 2n-gemetes, PVY
DG 03-160 756 14,0 40 8,8/8,6 plodny/ fertile, PVY, PLRV, PVX
DG 03-170 403 10,7 36 8,9/8,5 I%i,“;fty 2n/ 2n-gemetes, PVY, PLRYV,
gamety 2n/ 2n-gemetes, P. infestans,
DG 01-591 825 17,1 45 nb PVY. PVX

*Srednie z lat 2008-2012; skala 1-9, 9 = brak ciemnienia; nb — nie badane; Means from 2008—2012; scale 1-9, 9 = lack of
darkening; nb — no tested

**PVY, PLRV, PVX, P. infestans — odporny na: wirus Y ziemniaka, wirus liSciozwoju ziemniaka, wirus X ziemniaka,
zaraz¢ ziemniaka; resistant to: Potato virus Y, Potato leafroll virus, Potato virus X, late blight

Pi¢¢ z nich wytwarza meskie gamety 27, s wige potencjalnymi donorami odpornosci na
wirulentne patotypy S. endobioticum do wykorzystania na poziomie tetraploidalnym w
krzyzowaniach interploidalnych 4x x 2x. Sg to unikatowe genotypy ziemniaka, gdyz do tej
pory nie opisano materiatow ziemniaka, ktore wykazywatyby jednoczesng odpornos¢ na
podstawowy patotyp 1(D1) i siedem wirulentnych patotypow S. endobioticum. W innych
pracach z ziemniakiem diploidalnym (Hehl i in., 1999; Brugmans i in., 2006) badano
odporno$¢ tylko na patotyp 1(D1) w potomstwach otrzymanych pomigdzy dihaploidami
ziemniaka. Ballvora i in. (2011) badali populacj¢ ziemniaka tetraploidalnego pod
wzgledem odpornosci na patotypy 1, 2, 6 1 18 S. endobioticum (tzn. 1(D1), 2(G1), 6(01) i
18(T1)). W tych badaniach skrajna odporno$¢ na patotypy wirulentne wystgpowata w
nielicznych osobnikach potomnych, ale jednoczesnej odpornosci na cztery testowane
patotypy nie znaleziono. Odpornos¢ 69 polskich odmian na dwa typowe dla Polski
wirulentne patotypy 2(Chl) i 3(M1) S. endobioticum badal Przetakiewicz (2010).
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Stwierdzit, ze 10 odmian byto jednoczesnie odpornych na oba patotypy, co jest dosc
optymistyczne, jesli wzig¢ pod uwage, ze nie prowadzono ukierunkowanej selekcji pod
wzgledem odpornos$ci na te patotypy. Wykorzystanie klonéw ziemniaka diploidalnego do
podniesienia odporno$ci w materiatach hodowlanych takze na inne patotypy S.
endobioticum jest uzasadnione wobec pojawiania si¢ w srodowisku naturalnym wciaz
nowych patotypoéw tego patogena.

W pochodzeniu odpornych na wirulentne patotypy S. endobioticum siedmiu klonow 2x
wystepuja gatunki Solanum uwazane za zrodlo odpornosci na raka ziemniaka (Khiutti i in.,
2012; Ross, 1986). Sa to: S. acaule, S. chacoense, S. phureja, 1 S. stenotomum. Jako zrodto
odpornosci na raka ziemniaka podawane sg tez inne gatunki Solanum, np. S. commersonii,
S. vernei, S. tuberosum subsp. andigenum, S. spegazzinii i S. sparsipilum (Khiutti 1 in.,
2012; Zimnoch-Guzowska, 2003). W pracach Hehl i in. (1999) i Brugmans i in. (2006)
badano odporno$¢ na S. endobioticum w potomstwach dihaploidow ziemniaka, nie podajac
szczegotowo ich pochodzenia. Mozna domyslac si¢, ze sg to dihaploidy S. tuberosum, czyli
diploidalne formy ziemniaka uprawnego.

Do tej pory gtownie badano genetyczne uwarunkowanie odporno$ci na patotyp 1(D1)
S. endobioticum. W starszych badaniach odporno$¢ na tego patogena interpretowano
obecnos$cig dwaoch lub kilku genow glownych (Ross, 1986). W badaniach z zastosowaniem
metod molekularnych, zlokalizowano geny regulujace ekspresje odpornosci na patotyp
1(D1): gen Senl na chromosomie XI (Hehl i in., 1999), gen Sen/-4 na chromosomie IV
(Brugmans i in., 2006) oraz gen Sen/-XI na chromosomie XI ziemniaka (Ballvora i in.,
2011). Ballvora i in. (2011) zlokalizowali tez geny odpornosci: na patotyp 18 Sen/8-1X na
chromosomie IX, na patotypy 2, 6 i 18 Sen2/6/18-I na chromosomie I ziemniaka.
Wyselekcjonowane w IHAR — PIB w Mitochowie klony 2x odporne na siedem
wirulentnych patotypow S. endobioticum moga postuzy¢ do poszukiwania i lokalizacji na
mapie genetycznej ziemniaka kolejnych markeréw sprzezonych z odpornosciag na
poszczegoblne patotypy S. endobioticum.

WNIOSKI

1. Wyselekcjonowane klony ziemniaka diploidalnego odporne jednoczesnie na siedem
wirulentnych patotypow i patotyp 1(D1) S. endobioticum, wyrdzniajg si¢ dodatkowo
dobrym poziomem cech jakosciowych i innych odpornosciowych. Sa zrédiem
odpornosci na wirulentne patotypy S. endobioticum do wykorzystania w pracach
hodowlanych poprzez gamety 2n w krzyzowaniach 4x x 2x.

2. Diploidalne klony =ziemniaka, odporne na siedem wirulentnych patotypow S.
endobioticum, sg ztozonymi rekombinantami pod wzgledem odpornos$ci na patotypy S.
endobioticum. Dotychczas nie opisano klonéw ziemniaka wyrdzniajacych si¢ taka
odpornoscia. Wyselekcjonowane klony sg materiatem do poszukiwania i lokalizacji na
mapie genetycznej ziemniaka kolejnych markeréw sprzezonych z odporno$cig na
poszczegodlne patotypy S. endobioticum.
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