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Diploid potatoes as a source of high resistance
to bacteria Pectobacterium atrosepticum

Ziemniaki diploidalne zrodtem wysokiej odpornosci
na bakterie Pectobacterium atrosepticum

Renata Lebecka, Henryka Jakuczun, lIwona Wasilewicz-Flis, Ewa Zimnoch-Guzowska

Summary

Blackleg and soft rot are two diseases of potato caused by pectinolytic bacteria of genus Pectobacterium and Dickeya. In Poland
major bacteria causing these diseases are Pectobacterium atrosepticum (Pa) and Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum.
Potato resistance to bacteria Pa is a polygenically inherited trait. All potato cultivars are susceptible to these bacteria, but they differ in
the level of susceptibility. From 2006 to 2011 394 diploid potato clones were tested for resistance to Pa. These clones have in their
origin, beside Solanum tuberosum, a range of wild and primitive cultivated potato species. The resistance was evaluated in 1-9 scale,
where 9 is the most resistant. In two and three-year evaluation seven diploid clones of potato have been scored 7.0. It was the highest
resistance among all tested clones. The most resistant potato cultivars Gandawa, Sleza and Glada, were scored: 5.0, 5.0 and
4.9 respectively. The most susceptible cultivar Irys was scored 2.7. Diploid potato hybrids can be used in breeding and research on the
resistance to soft rot.
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Streszczenie

Czarna nozka ziemniaka i mokra zgnilizna bulw ziemniaka to dwie choroby wywotywane przez pektynolityczne bakterie z rodzajéw
Pectobacterium i Dickeya. W Polsce gtdwnymi sprawcami tych choréb sg bakterie Pectobacterium atrosepticum (Pa) i P. carotovorum
subsp. carotovorum. Odpornos¢ ziemniaka na Pa jest warunkowana poligenicznie. Wszystkie odmiany sg podatne na te bakterie, ale
réznig sie poziomem podatnosci. W latach 2006-2011 przetestowano pod wzgledem odpornosci na Pa 394 diploidalne klony
ziemniaka, ktére w swoim pochodzeniu, oprécz Solanum tuberosum, posiadaja szereg dzikich i prymitywnie uprawnych gatunkéw
Solanum. Odporno$¢ oceniano w skali od 1-9, gdzie 9 oznacza najodporniejszy. W badaniach dwuletnich i trzyletnich
wyselekcjonowano siedem klonéw diploidalnych ziemniaka odpornych na mokrg zgnilizne bulw ziemniaka w stopniu 7,0. Jest to
najwyzsza odporno$¢ na Pa wsrédd wszystkich badanych klondw. Najwyzej ocenione odmiany ziemniaka — Gandawa, Sleza i Glada
otrzymaty $rednie oceny: 5,0; 5,0 i 4,9. Najpodatniejszg odmiang w badaniach byta odmiana Irys, oceniona srednio na 2,7. Mieszarce
diploidalne ziemniaka moga by¢ wykorzystane w hodowli do uzyskania odmian z odpornoscig na mokra zgnilizne bulw ziemniaka oraz
do celéw badawczych.

Stowa kluczowe: ziemniak, diploidalny ziemniak, hodowla, mokra zgnilizna bulw ziemniaka, odpornos¢, Pectobacterium atrosepticum
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Wstep / Introduction

Czarna nozka ziemniaka i mokra zgnilizna bulw ziem-
niaka to choroby powodowane przez bakterie z rodzajow
Pectobacterium 1 Dickeya (Gardan i wsp. 2003), ktore
dzigki zdolnosci wytwarzania enzymow pektynolitycznych
powoduja rozktad blaszek $rodkowych — substancji
pektynowych spajajacych komorki roslinne. W Polsce
glownymi sprawcami mokrej zgnilizny bulw ziemniaka sa
bakterie Pectobacterium atrosepticum (Pa) i P. caroto-
vorum subsp. carotovorum (Pcc). Udziat bakterii Dickeya
w rozwoju tych choréb wykryto w Polsce niedawno
(Stawiak 1 wsp. 2009). Bakterie przedostaja si¢ do bulw
ziemniaka przez zranienia oraz przetchlinki i przez caly
okres przechowywania moga pozostawa¢ w nich w formie
latentnej, nie wywolujac objawoéw choroby. W pewnych
warunkach, jak np. ograniczony dostep tlenu i/lub pod-
wyzszona temperatura, bakterie moga zacza¢ produkowac
enzymy pektynolityczne i wywotywac gnicie bulw. Bulwy
z bakteriami w formie utajonej posadzone w polu,
w sprzyjajacych warunkach sa zrodtem zakazenia dla bulw
potomnych, na ros$linach, ktére z nich wyrosty, moze
rozwinaé si¢ czarna ndzka ziemniaka (Perombelon i1 Kel-
man 1980). Nie stosuje si¢ ochrony chemicznej ziemniaka
przeciw mokrej zgniliznie bulw ziemniaka i czarnej noézce
ziemniaka. Wigkszo§¢ skladnikow $rodkéw ochrony
zawiera antybiotyki, ktore nie sa dozwolone do stosowania
na szeroka skal¢ ze wzgledu na ryzyko uodpornienia si¢
bakterii patogenicznych dla ludzi i zwierzat (Czajkowski
iwsp. 2011). Odpornos¢ bulw ziemniaka na bakterie
pektynolityczne ma charakter poligeniczny (Zimnoch-
Guzowska wsp. 2000; Lebecka i Zimnoch-Guzowska
2004; Lebecka i wsp. 2004). W warunkach optymalnych
dla rozwoju bakterii w ziemniaku nie wystepuje odpornosé¢
catkowita. Odpornos¢ bulw na te bakterie jest relatywna
i zalezy od roznych czynnikow, z ktorych najwazniejsze to
wirulencja bakterii, dostgp tlenu i temperatura (Perom-
belon 2002). Poziom odpornosci odmian ziemniaka na
bakterie Pa jest $redni lub niski. Podwyzszona odpornosé
na mokra zgnilizng bulw ziemniaka z Solanum com-
mersonii wprowadzono do form trzeciego pokolenia
krzyzowan wstecznych (BC3) z S. tuberosum (Carputo
iwsp. 2002). Wysoka odporno$¢ na Pcc zostala réwniez
przeniesiona do ziemniaka uprawnego z diploidalnego
klonu S. brevidens na drodze fuzji somatycznej, a nastgp-
nie w trzech krzyzowaniach wstecznych z odmianami
ziemniaka (Tek i wsp. 2004). Do tej pory nie otrzymano
odmiany ziemniaka o wysokiej odpornosci na mokra
zgnilizng bulw pochodzacej od wysokoodpornych dzikich
gatunkéw ziemniaka.

Celem pracy jest przedstawienie poziomu odpornosci
na Pa klonéw diploidalnych ziemniaka otrzymanych w In-
stytucie Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin — Panstwowego
Instytutu Badawczego w Mtochowie (IHAR — PIB) jako
potencjalnego zrédta tej cechy w tworzeniu tetraplo-
idalnych form o wyzszej odpornosci na te bakterie w sto-
sunku do najwyzszej mozliwej, czyli $redniej odpornosci
odmian.

Materiaty i metody / Materials and methods

Material roslinny

Materiatem byly 394 zlozone mieszance migdzy-
gatunkowe ziemniaka diploidalnego, wyselekcjonowane
w Pracowni Genetyki w IHAR — PIB, Oddzial Mlochow.
Klony te posiadaja w swoim pochodzeniu oprocz S. tu-
berosum od kilku do dziesigciu dzikich i prymitywnie
uprawnych gatunkow Solanum: S. acaule, S. andigena,
S. chacoense, S. demissum, S. goniocalyx, S. gourlayi,
S. microdontum, S. phureja, S. stenotomum, S. stoloni-
ferum, S. tuberosum, S. verrucosum, S. yungasense. Jako
standardy oceniano cztery odmiany ziemniaka: Glada,
Gandawa, Sleza i Irys, o réznym poziomie odpornosci na
mokra zgnilizng.

Izolaty bakterii

Zastosowano izolaty P. atrosepticum (Pa) z kolekcji
wlasnej (Pa 4/06, Pa 2/06 — w trzech latach badan) oraz
izolat 56A/4/2005/20 (Pa) otrzymany od prof. E. Lojkow-
skiej z Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego w Gdansku. Izolaty wybierano na podstawie
wynikow testu wirulencji, przeprowadzanego przed ocena
odpornosci w kazdym roku badan.

Inokulacja i ocena odpornosci

Testy przeprowadzono w latach 2006-2011 (w 2009 r.
nie wykonywano testu). Wyniki obejmuja badania jedno-
roczne (dotyczace form o wysokiej podatno$ci) oraz
dwuletnie — do piecioletnich. Odpornos¢ bulw ziemniaka
na Pa oceniano stosujac metode punktowej inokulacji bulw
(Lebecka 2001). Bulwy nakluwano w dwoch miejscach za
pomoca tepo zakonczonego bolca o dlugosci 1 cm i $red-
nicy 2 mm. W kazde naklucie wprowadzano koncoéwke
mikropipety zawierajaca 80 pl zawiesiny bakterii Pa o kon-
centracji 5 x 10° jednostek tworzacych kolonie w 1 ml
(rys. 1a). Inokulowane bulwy uktadano na wytozonej mok-
ra ligning kuwecie, zraszano po inokulacji woda i przy-
krywano szyba. Inkubacja bakterii odbywata si¢ w ciem-
noséci, w temperaturze 20°C. Po 6 dniach mierzono
porazenie na przekroju bulw wzdhiz miejsca inokulacji
(rys. 1b, c). Porazenie wyrazano jako $rednig $rednicy pla-
my gnilnej w mm. Wyniki w mm transformowano na
tradycyjna skalg 1-9, gdzie 9 — oznacza najodporniejszy
(Ratuszniak i wsp. 1978). Skalg porazenia przedstawiono
w tabeli 1.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Odpornos¢ klonéw diploidalnych ziemniaka na Pa jest
jedng z wielu cech ocenianych w IHAR — PIB w Mio-
chowie, w procesie ich selekcji (Zimnoch-Guzowska
iwsp. 1999). W tabeli 1. przedstawiono wyniki oceny od-
pornosci  klonéw diploidalnych i odmian ziemniaka
testowanych w jednym roku do pigciu lat. Wyniki
jednoroczne pokazuja zmienno$¢ badanej cechy w danym
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Tabela 1. Odpornos¢ 394 diploidalnych klondw i czterech odmian ziemniaka na bakterie P. atrosepticum
Table 1. Resistance of 394 diploid clones and four potato cultivars to bacteria P. atrosepticum

Liczba lat ocen — Number of testing years
Odpornodé* Srednica porazenia ! 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5
Rei's tance IDiameter of rotten tissue liczba diploidalnych klonéw ziemniaka w klasach odpornosci,
! [mm] odporno$¢ odmian (w nawiasach $rednia + SD) suma — sum
number of diploid clones of potato in resistance ranges,
resistance of potato cultivars (in brackets mean + SD)
9 2,0-2,6
8-8,9 2,7-4,6
7-1,9 4,7-7,7 26 3 4 33
6-6,9 7,8-11,4 77 13 13 7 110
7 Gandawa
5-5,9 11,5-154 94 Slgza 4 2 6 Oil“(;) 117
(5,0£1,4) T
Glada
4-4.9 15,5-19,1 82 8 (4.9£0.3) 90
3-3,9 19,2-22,2 26 26
Irys
2-2.9 22,3-24,2 10 (2.711.5) 10
1-1,9 24,3-25,0 8 8
Suma — Sum 323 41 21 9 394
*odporno$¢ w skali 1-9, gdzie 9 — najodporniejszy — resistance in scale 1-9, where 9 — the most resistant
Tabela 2. Udziat gatunkéw Solanum w pochodzeniu odpornych klonow diploidalnych mieszancoéw ziemniaka
Table 2. Share of Solanum species in the origin of resistant diploid potato hybrid clones and potato cultivars
Gatunki Solanum Diploidalne klony ziemniaka — Diploid potato clones Odmlany
. Cultivars
Solanum species
DGO00-269 | DG00-270 | DG00-349 | DG00-481 | DG07-154 | DGO06-5 DGO06-6 Irys Glada
S. acaule + + +
S. andigena +
S. chacoense + + + + + + +
S. demissum + + + +
S. gourlayi + + +
S. microdontum
S. phureja +
S. stenotomum +
S. stoloniferum +
S. tuberosum + + + + +
S. verrucosum
S. yungasense + + +

materiale. Zakres odpornosci na mokra zgnilizng bulw
ziemniaka byt od 1,0 do 7,0. Klony ocenione jako podatne
w pierwszym roku nie byly testowane w kolejnych latach.
W nastepnych latach testowano formy, ktore w pierwszym
roku uzyskaty oceng przynajmniej 5,0. Z badanych 394
klonéw diploidalnych, przez dwa lata testowano 41 klo-
néw, przez trzy lata 21 i1 dziewig¢ klondow przez cztery lata
(tab. 1). Najwyzszym poziomem odpornosci (w stopniu
7,0) w badaniach dwu- i trzyletnich charakteryzowato si¢
siedem klonéw diploidalnych ziemniaka: DGO00-270,
DGO00-349, DG00-481, DGO06-5, DG00-269, DGO06-6,

DGO07-154. Sa to zlozone mieszance migdzygatunkowe
ziemniaka, w ktorych oprocz dominujacego udziatu
S. tuberosum znajduja si¢ rézne dzikie i prymitywnie
uprawne gatunki przedstawione w tabeli 2. Sposrod nich
nastgpujace gatunki wymieniano jako zrédla odpornosSci
bulw na bakterie z rodzaju Pectobacterium: S. acaule,
S. chacoense, S. demissum, S. gourlayi, S. microdontum,
S. phureja, S. stenotomum, S. tuberosum subsp. andigena,
S. yungasense (Koromyslova 1972; Hidalgo i Echandi
1983; Lojkowska i Kelman 1989; Rousselle-Bourgeois
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i Priou 1995; Watanabe i Watanabe 2000; Lebecka i wsp.
2004).

W badaniach jednorocznych 26 klonéw diploidalnych
otrzymato oceng 7,0. Oceng¢ od 6,0 do 6,9 otrzymaly
33 klony w badaniach dwu- i trzyletnich oraz 77 klonow
w pierwszym roku badan. Wskazuje to na duzy potencjat
klonow diploidalnych pod wzgledem odporno$ci na mokra
zgnilizng bulw ziemniaka w poroéwnaniu do poziomu tej
cechy w odmianach ziemniaka. Najbardziej odporne
odmiany ziemniaka uzyskaly oceng 5,0 (odmiany Sleza
i Gandawa) i 4,9 (odmiana Glada). Najbardziej podatna
byla odmiana Irys, oceniona w badaniach trzyletnich na
2,7. Odmiany Glada i Irys stuza w testach jako odmiany
wzorcowe (rys. 1b, ¢), wedlug reakcji ktorych ocenia sig
odpornos¢ diploidalnych klonéw ziemniaka. W ,,Charakte-
rystyce Krajowego Rejestru Odmian Ziemniaka” (IHAR —
PIB, Jadwisin 2012) odporno$¢ na mokra zgnilizng bulw
ziemniaka odmian Glada i Irys zostata oceniona bardzo
podobnie i wynosi odpowiednio 5,0 i 3,0. Nie ma odmiany

0 wyzszej odpornosci od odpornosci odmiany Glada, a jej
poziom reprezentujg jeszcze cztery inne odmiany skrobio-
we. Charakterystyka odpornosci na mokra zgnilizng bulw
ziemniaka dotyczy 28 odmian ze 136 znajdujacych sig
w Krajowym Rejestrze Odmian Ziemniaka. Od pewnego
czasu nowo rejestrowane odmiany nie sa oceniane pod
wzgledem odpornosci na mokrg zgnilizng bulw ziemniaka.
Warunki prowadzonych testow byly korzystne dla rozwoju
mokrej zgnilizny bulw ziemniaka. Mozna zatem oczeki-
waé, ze formy wyselekcjonowane jako najodporniejsze
w takich warunkach, nie ulegna gniciu w mniej sprzy-
jajacych warunkach dla rozwoju bakterii w warunkach
naturalnych. Szereg klonow diploidalnych wytwarza mes-
kie lub zenskie gamety o niezredukowanej liczbie chromo-
somow (gamety 2n), dzigki ktorym allele odpornosci moga
by¢ bezposrednio przeniesione na poziom tetraploidalny
w krzyzowaniach interploidalnych 4x x 2x lub 2x X 4x
(Capo i wsp. 2002; Lebecka i wsp. 2004).

Rys. 1. (a) metoda punktowej inokulacji bulw, (b) objawy porazenia bulw odmiany Glada i (c) odmiany Irys przez bakterie P. atrosep-

ticum (fot. Renata Lebecka)

Fig. 1. (a) point inoculation method, (b) symptoms of infection with bacteria, P. atrosepticum in tubers of cultivar Glada and (c)

cultivar Irys (phot. Renata Lebecka)

Whioski / Conclusions

1. Klony diploidalne ziemniaka sa zrodlem wysokiej
odpornos$ci na bakterie P. atrosepticum wywolujace
mokra zgnilizng bulw ziemniaka i moga by¢ uzyte jako
formy rodzicielskie w programie hodowli na poziomie
diploidalnym, a dzigki ich zdolno$ci do tworzenia ga-
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