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WSTEP
’

Prace nad synteza materiaiéw wyjsciowych ziemniakéw odpornych
na Phytophthora infestans sq prowadzone w Zaktadzie Genetyki i Syn-
tezy Materiaildéw Wyjéciowych Instytutu Ziemniaka od poczatku jego
istnienia. Polegajg one na wykorzystaniu w syntezie rodéw i odmian
uprawnych wykazujgcych odporno$é na zaraze i uzyskiwaniu wlaséych
rodéw o coraz wyzszym poziomie odpornodci liéci i bulw /15, 16/.

Dalszy postep w syntezie ziemniakéw odpornych na zaraze spodzie-
wamy sie osiggnieé przez wykorzystanie form 24-chromosomowych uzyska-
nych z réznych #rédet odpornodci. Korzysci wynikajgce z prowadzenia
prac na poziomie diploidalnym zostaly oméwione obszernie w pracy
éwieéyﬁskiego i Sawickiej /24/. Do zrealizowania programu uzyskania
postepu w syntezie materiaiéw 24-chromosomowych odpornych na zaraze
konieczny jest:

- dobdér odpowiedniego materialu infekcyjnego,

- doskonalenie istniejacych i poszukiwanie nowych metod oceny

materiatu pod wzgledem odpornosci na zaraze,



54 HANNA ZARZYCKA I IN.

- dobér Zrdédez odpornoééi spoéréd gatunkéw dzikich i form upra-

wnych ziemniaka o mozliwie zrézinicowanej odpornoéci na zaraze.
MATERIAL INFEKCYJNY

W $wiecie stwierdzono wystgpowanie wielu prostych i zlozonych ras
grzyba Phytophthora infestans o okreélonej wirulencji od 1 do 11 /9,10
207. Réwniez w Polsce izolowano wiele ras tego grzyba [25].

W literaturze $wiatowej jest niewiele danych na temat trudnodci z
utrzymaniem stabilno$ci wirulencji ras P.infestans. Black /27 wspomi-
na o upraszczaniu sig ras przechowywanych na bulwach odmian nie posia-
dajacych gendéw R, a Gallegly /3/ - przy przechowywaniu kultur grzyba
na sztucznych pozywkach. Mala stabilnoéé ras grzyba stwierdzila réw-
niez w swoich badaniach Patrike jeva /127.

W naszych pracach zaobserwowalidémy réwniez trudnodci z zachowaniem
stabilnoéci wirulencji przechowywania ras grzyba. W warunkach Mtocho-
wa po kilkumiesiecznym okresie pasazowania kultur na plastrach bulw
odmian podatnych rézne rasy grzyba wykazuja tendencje do zaniku ich
specyficznych wtasciwoéci pasozytniczych i zaczynaja sie zachowywaé
jak rasa 1,4. Procesowi temu moze zapobiec czeste przeszczepianie

kultury danej rasy na odpowiadajacy jej genotyp zywiciela /6, 21/.
“’W naszej pracowni, obok czestego pasazowania ras na rogliny o odpowied:-
nim genotypie, przeprowadzane sa badania nad doborem warunkdéw przecho-
wywania izolatéw ras P.infestans i ich wpiywem na zmiennoéé wirulencji

Obecnie dysponujemy nastepujgcymi rasami P.infestans: 2; 2,4; 1,2,
4; 1,2,3,4; 1,3; 1,4,7; 4,10; 1,2,3,4,10. Podjete préby uzupeinienia
kolekcji rasami sprowadzonymi z réznych pracowni zagranicznych z ZSRR,
NRD i RFN nie daly zadowalajacych wynikdﬁ,poniewai na 21 otrzymanych
prostych i zlozonych ras grzyba od 0 do 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11 tylko
3 rasy wykazaly wirulencje zgodng z nominalng /2,4; 1,2,4 i 1,2,3,4/.
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Wszystkie te rasy byily bezpodrednio po otrzymaniu sprawdzane w na-
szej pracowni na wolnych od wiruséw testerach Blacka o genotypach
r 1 od R1 do Rll' Gromadzone w czasie sezondéw wegetacyjnych izolaty
P.infestans z mtochowskich materiatdéw wyjéciowych o genotypach za-
wierajgacych geny od R1 do R4 okazaty sie byé¢ rasg 1,2,3,4.

Do inokulacji rodlin w czasie badania ich odpornos$ci stosowana

jest mieszanina wyzej wymienionych ras.

METODY

Przy ocenie laboratoryjnej odpornoéci liéci ziemniaka na zaraze s3
ogélnie przyjete 2 metody inokulacji, z ktérych kazda pozwala wyréznié
inne elementy odpornodci, to jest nakiadanie kropli inokulum na listek
oraz opryskiwanie listkéw za pomocg inokulum.

1. Metoda kroplowa, polegajaca na naktadaniu kropli zawiesiny spo-
rangiéw lub piywek na listki jest stosowana do oceny odporno$ci tkanek
gospodarza na rozprzestrzenianie sie grzyba. Cecha charakterystyczng
tej metody jest lokalne umiejscowienie inokulum, skad grzyb moze roz-
przestrzeniaé sie w réznych kierunkach zasiedlajgc stopniowo tkanki
gospodarza. W naszych badaniach metoda t3, zwang popularnie testem
listkowym, postugiwano sie przy ocenie poziomu odpornogci, stosujac
do inokulacji, wediug ogélnie przyjetych sposobéw /8, 13/, mieszanine
zarodnikéw ras P.infestans o zréznicowmnej wirulencji. Odpornoéé list-
kéw oceniano wedlug przyjetej skali 9-stopniowej /9-odporny, l-bardzo
podatny/.

Przy charakteryzowaniu przez nas elementdéw odpornosci wystepujacych
w badanym materiale metoda ta bedzie stosowana do oceny odpornos$ci
tkanek na rozprzestrzenianie sie patogena wewnatrz lisci oraz odpornos-

ci polegajgcej na przediuzeniu okresu inkubacji. W tym ostatnim przy-
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padku beda stosowane rézne terminy oceny. Ponadto wydaje sie wskaza-
ne uzycie tej metody inokulacji przy ocenie odpornodci tkanek na
zarodnikowanie zamiast stosowanej przez Pietkiewic;a [14] metody
oprysku, gdyz w wypadku tej drugiej metody, przy licznych punktach
inokulacji’moée nie doj$¢ do wytworzenia prawidiowej, typowo zarodni-
kujgcej plamy.

Odmiang metody kroplowej, polegajaca réwniez na wytworzeniu jedne-
go miejsca infekcji, jest mefoda inokulacji bulw za pomocg krazka bi-
buty filtracyjnej zanurzonego w inokulum. Metoda ta by%a stosowana w
naszych badaniach przy ocenie poziomu'odpornoéci bulw. Kryterium oceny
stanowil stopien porazenia wedtug skali 9-stopniowej, gieboko$¢ wnika-
nia grzybni w gigb tkanek w mm i intensywnoéé zarodnikowania wedzug
skali 5-stopniowej /O-brak, 5-intensywna sporulacja/.

2. Mgtoda oprysku_zawiesina zarodnikéw jest stosowana do oceny od-
pornosci na wnikanie i zarodnikowanie /14/. Polega ona na opryskaniu
zawiesing zarodnikéw powierzchni inokulowanych listkéw, dzieki czemu
zarodniki wnikajq w wielu miejscach - powstaje wiele niezaleznych
punktéw infekcji. Wskutek tego metoda ta nie nadaje sie do przeprowa-
dzania oceny intensywno$ci i szybkoéci rozrastania sie grzyba wewnatrz
tkanek zywiciela.

W naszych badaniach metoda oprysku byta stosowana do oceny odpor-
nosci siewek na zaraze. Kryterium oceny stanowil procent roélin zdro-
wych.

Odmianami tej metody s3: metoda zanurzania i metoda moczenia list-
kéw w zawiesinie zarodnikéw o okreélonym stezeniu. Zostana one wy-
prébowane, obok metody oprysku, do oceny odporno$ci na wnikanie grzy-

ba.

Szczegdélng odmiang tej metodf jest metoda infiltracji czyli wpro-
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wadzania zawiesiny zarodnikéw do wewnetrznych tkanek iiéci W warun-
kach podcisénienia /29/. Metoda ta pozwala na dalsze réznicowanie ma-
teriaiu odznaczajjcego sie wysokim poziomem odpornogéci i nie dajgce-
go sig¢ przeselekcjonowaé przy zastosowaniu metod powszechnie uzywa-

nych.
’ r
ZRODEA ODPORNOSCI NA ZARAZE ZIEMNTIAKA
14

Jako #rédla odpornos$ci na zaraze moga byé wykorzystywane zardéwno
dzikie gatunki ziemniaka, jak i odporne formy uprawne.

Solanum demissum. Odporno$é u tego heksaploidalnego gatunku byta
stwierdzona przez wielu autordw, jak réwniez wykorzystywano ja na duza
skale w hodowli ziemniaka /15, 17, 26, 27, 28]. W naszych pracach jako
Zrédto odpornos$ci wykorzystujemy dms /skréty wedtug Simmondsa, /237/
O numerze PI 160221, w ktérym wysoki poziom odpornoéci stwierdzili
Umaerus i Stalhammar /287 oraz Lipski i inni /87, oraz 3 populacje
tego gatunku otrzymane z Instytutu Ziemniaka w Brasov jako najodpor-
niejsze z ich kolekcji /pochodzenie w tab. 1/.

- Spoéréd dms PI 160221 inokulowanych metoda oprysku i kilkakrotnie
metoda kropli w ciggu 3 lat wybrano 10 klonéw o najodporniejszych 1ié-
ciach i bulwach, a zarazem najzywotniejszych /tab. 1/. Klony te skrzy-
zowano z'rodem PG-113 i otrzymane mieszarce, po selekcji, skrzyzowano
z podatnymi odmianami uprawnymi. Obecnie material ten po ocenie odpor-
no$ci bedzie haploidyzowany. Spodziewamy sie otrzymaé w ten sposéb
‘odporne materiaty 24-chromosomowe, w ktérych odporno$é pochodzitaby
od dms PI 160221.

W analogiczny sposdb poétepowano z trzema populacjami dms otrzyma-
nymi z Brasov. Wyselekcjonowano 16 klondéw, ktére w podobny sposéb zo-

stang wykorzystane w programie syntezy.
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Wyniki uzyskane dla tych klonéw przedstawia tabela 1. Wszystkie
one s3 na poziomie odpornosci 8-9 wediug przyjetej skali bonitacyj-
nej. Na podstawie wstepnych badar wydaje sie, Ze mamy tu do czynienia
z odpornosdciag tkanek wewnetrznych na rozprzestrzenianieAsie patogena.
Odporno$é mieszaricéw pochodzgcych od wybranych klonéw dms zostanie
scharakteryzowana w toku dalszych badaf.

Solanum verrucosum. Odporno$é u tego diploidalhego gatunku zostala
stwierdzona przez wielu autoréw [1,4,5,8,19,26,227..2 6 populacji
otrzymanych z kolekcji WAC /tab. 1/ w ciggu 5 lat wyselekcjonowano
21 klonéw najodporniejszych. Klony te charakteryzowaly sie wiekszym
zréznicowaniem poziomu odporno$ci niz klony dms /tab. 1/. W wyniku
krzyzéwek z S.chacoense, S.vernei i dihaploidami S.tuberosum otrzyma-
no szereg mieszarcéw, ktére odznaczaly sig Srednim poziomem odpornosgci
na zaraz¢. Po powtdérnym przekrzyzowaniu mieszaricéw miedzy sobag zaobser-
wowano wyraZny wzrost poziomu odporno$ci lisci. Odpornoéé tych form
zostanie scharakteryzowana w toku dalszych badar, a materiaty wigczo-
ne w program syntezy form odpornych na poziomie 24 chromosoméw.

Solanum stoloniferum, Odporno$é¢ u tego tétraploidalnego gatunku
stwierdzito wielu autoréw /1,8,17,26/. Wykorzystano do tej pory tylko
jedng populacje PI 161172, z ktérej wyselekcjonowano 4 klony o naj-
wyzszym poziomie odpornogci /tab. 1/. Dotychczasowe préby przejscia
na poziom diploidalny nie daly rezultatu pozytywnego.Po zapylaniu
S.phureja uzyskiwano'tétraploidalne mieszarnice. W przypédku S.stolo-
niferum formy 24-chromosomowe zamierzamy uzyskaé przy pomocy kultur
pylnikowych in vitro i dopiero wtedy zostang one wykorzystane w pro-
gramie syntezy.

Solanum microdontum. Odpornoéé u tego diploidalnego gatunku zosta-

¥a stwierdzona przez Rossa i Rowe'a [17,18] oraz Lipskiego i innych
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/8/. Wstepne badania nad wyselekcjonowanym odpornym klonem WAC 3220
wskazujq na to, ze posiada on odpornoéé wyrazajaca sie przediuzonym
okresem inkubacji. Klon ten jest obecnie wigczany w program syntezy
materiatéw odpornych na zaraze na poziomie diploidalnym.

Formy uprawne tetraploidalne odporne na zaraze beda kolejno haploi-
dyzowane celem uzyskania materiaiéw odpornych na poziomie 24 chromo-

soméw.

wskazujgq na jej wysoka odporno$éé na zaraze. Stopien porazenia miedci
sie na ogé6t w granicach 8-9 przyjetej skali bonitacyjnej. 2 badan
Sieczkowej /22] wynika, ze odporno$¢ tej odmiany jest uwarunkowana
obecnoécia genu dominujgcego, ktéry zapewnia wysoka odporno$é na
rozprzestrzenianie sie grzyba, lecz niewielky na jego wnikanie. Ocena
poziomu i charakteru odpornos$ci zotanie przeprowadzona na posiadanych
dihaploidach tej odmiany, a najodporniejsze zostang wykorzystane w
dalszych pracach.

odmiany i rody uwazane za posiadajjce wysoka odporno$é polowa i wy-
sokgq odpornogé uwarunkowang obecnoécig genéw R lub tez odznaczajjce
sie wysokim poziomem jednej z tych odpornosci, np. odmiany: Epoka,
Rector, Pentland Dell, Maris Page, Multa, Tanja, Dorita i Ronda, oraz
rody uzyskane w Instytucie Ziemniaka przez Pracownie¢ Syntezy Ziem-
niakéw Odpornych na Choroby Grzybowe i Bakteryjne. Dalsze postepowa-

nie jak w przypadku dihaploidéw odmiany Prosna.

PROGRAM SYNTEZY

Nasze podejécie do zagadnienia syntezy materiatéw odpornych na

P.infestans jest w zasadzie zgodne z podej$ciem Nelsona /11/. Nelson
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nie widzi podstaw do wyrézniania odpornoéci pionowej i poziomej w
aspekcie hodowlanym, gdyz jego zdaniem pionowy lub poziomy efekt
odpornos$ci moze by¢é uwarunkowany przez te same geny. Efekt pionowej
odpornosci moze by¢ odzwierciedleniem obecno$ci jednego specyficzne-
go genu dbminujacego, natomiast efekt poziomy moze wystapié przy
kumulatywnym dziataniu wielu takich genéw. Ponadto efekt poziomy mo-
2e by¢é wynikiem kumulatywnego dziatania licznych genéw odpornoséci
specyficznej, ktére zostaty przetamane wskutek ewolucji wirulencji
patogena, lecz zachowaily tzw.."efekt szczatkowy". W Swietle tych po-
gladéw nie wydaje sie stuszne odrzucanie mozliwo$ci wykorzystania od-
porno$ci uwarunkowanej przez geny dominujgce typu genéw R. Zwtaszcza,
jezeli reakcje nadwrazliwodci uznamy za odporno$é na rozprzestrzenia-
nie sie patogena ﬁa poziomie komérki /11/. Wieksze jest ryzyko prze-
Iaﬁania odporno$ci uwarunkowanej przez 1 gen niz wieloma genami. Dla-
tego chcielibysmy mieé do dyspozycji materialy posiadajace odpornos$é
z réznych Zrédei, uwarunkowanga mozliwie duza liczba genéw odpornogci.
Poniewaz na obecnym etapie nie jestedémy w stanie powiedzieé, czy réz-
ne elementy odpor noéci sa uwarunkowane obecnoécig tych samych czy tez
réznych genéw, najpierw musimy scharakteryzowaé poszczegélne typy od-
pornos$ci. Materialy posiadajgce odporno$é z réznych Zrédet zamierzamy
prowadzié niezaleznie pdéki nie bedziemy umieli wyréznié w potomstwie
osobnikéw, ktére cechuja sie 1aczng odpornoscia z réznych Zrdédeil.
Naszym zamiarem jest otrzymanie na poziomie diploidalnym form %3-
czacych w sobie wysoki poziom odpornodci lidéci i bulw. Takie formy
byty spotykane w oméwionych poprzednio materiatach, ktére traktujemy
jako potencjalne Zrédia odpornosci. Materialy te zostang scharaktery-
zowane pod wzgledem reprezentowanych przez nie elementéw odpornosci
i beda podjete préby okreslenia sposobu ich dziedziczenia. Realizacja

tego zadania wydaje sie mozliwa przy posiugiwaniu sie¢ materiatami na
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poziomie 24 chromosoméw /24/.

Koricowym etapem programu syntezy byloby uzyskanie form o mozliwie
wysokim stopniu homozygotycznos$ci pod wzgledem odporno$ci na zaraze.
Uzyskany ostatecznie material powinien ¥aczyé w sobie odpornoéé na
zaraze, odpornos$é¢ na wirusy i nie byé wadliwym od strony cech uzytko-
wych. Formy takie zostang przeprowadzone na poziom tetraploidalny i

przeznaczone 4o syntezy materiatdéw wyjéciowych do hodowli.
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FanHa 3axuuxa, 3pa fl.CaBuuka, MaxeHHa
Oceuka, Iwoasux CyliKOBCKM
CVHTES 24-XPOMOCOMHQPO KAPTO®EJA YCTOWYIUBOIO K OUTODPTOPE
Peaoue

MB HazeemcAA ZOOMTHCA AanbHeidwero mnporpscca Mo yCTOAUMBOCTH AUCTH-

eB U KnyOHe#d k¥ Phytophthora infestens MyTeM MCNONb30BaHUE 24—
XPOMOCOMHHX (OopM. C 3TO# HeABH HEOOXOAUM MOZGOP COOTBETCTBYOWETO
IOpaxeHHOTO MaTepuana, MEeTOZOB M MCTOUYHMKOB ycToHumBocTM. HecMmoTps
Ha TPYAHOCTE COXDaHGHMA CTACMABHOCTM BUDPYAEHTHOCTH pac rpuba, B
HacTofllee BpeMA pacnojaraeM cileAyouuMmu pacamu P.infestans:

23

2,45 I,2,45 1,2,3,4; 1,4,7,10; I1,2,3,7,10, KoTOpHE HpOBEepANTCH

Ge3BMPYCHHMN TecTepaMu Gre¥a ¢ reHorunamu r u Ry 2o Ryq . Qlas
OLl@HKM 3NEMEHTOB YCTOMUMBOCTH Mh HaMEDEHH MOAB30BATHCA 2 OCHOBHHMM
MEeTOZaMM WHOKYNALNM: Kandeil WHOKyNATa NOMEUEHHON M HuxHE# MOBEPXHO-
CTM JNMCTAa WIM KAYOHN, 3 TaKKe ONPHCKUBAHMA CycleHs3Meldl cmop uix
MoAMUKanueld 3TMX MOTOZOB KaK MOTDYKEGHMEM M 3aMayUBaHUEM B nnoxynﬁ-
Te. Hax UCTOYHWK yCTOWUMBOCTM MCNONB3YWOTCA AMKHE BUAH Kaproens S.de-

missum,Sverrucosum,S,stoloniferym ¥ S.microdontum (radn.I),

a Ta-

KXe RMramnouis MONYueHHUE W3 COPTOB KAapTOYeNd OTIMYAVUMXCA MOAeBOM
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ycTouMBOCTED K UTOQTOpPe, WIAM HamMuMeM T'eHOB R . Hame#l meibn
fIBNAGTICA MONYYeHHE JUNAOUAHHX I'OMOBUI'OTHHX (OPM yCTOAYUBHX K
gurodrope, BHUpycam ¥ xopouwux MO orHOmeHW® K MOTPECUTENBCKAM CBOMH-
CTBaM,

Hanna Zarzycka, Ewa J. Sawicka, Marzenna Osiecka, Ludwik Sujkowski
DEVELOPMENT OF DIPLOID POTATOES RESISTANT TO LATE BLIGHT

Summary

Further progress in the resistance level of potato leaves and tubers
to Phytophthora infestans may be expected from the use of diploid bre-
eding material.

To reach this goal suitable resistance sources must be found and
suitable inoculum and selection methods must be applied. It is difficult
to maintain virulence in cultured isolates of P.infestans. We succeeded
however to maintain comparatively stable cultures of pathotypes: 2; 2.4;
l1.2.4; 1.2.3.4; 1.4.7.10; 1.2.3.7.10. They have been tested on virus
free Black differentials /r - Rll/‘

To evaluate the particular resistance components the following inocu-
lation methods have been used:

1/ putting drops of inoculum on the lower leaf surface and on tuber
slices,

2/ spraying leaves with a spore suspension.

Modifications of these methods consisting of immersion or wetting of
tested material in inoculum are also used occasionally.

Wild potato species Solanum demissum, S.verrucosum, S.stoloniferum
and S.microdontum have been tried as sources of resistance /Table 1/.
Also dihaploids obtained from cultivars with field resistance or R-genes
have been wutilized.

Our final aim is to get homozygous diploid clones resistant to late
blight, resistant to viruses and possessing desiredcommercial characters.



