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WPROWADZENIE

Zaraza ziemniaka, wywolywana przez Phytophthora infestans (Mont.)
de Bary, organizm grzybopodobny nalezacy do gromady Oomycetes, jest glownym
patogenem atakujacym uprawy ziemniaka (Solanum tuberosum L.) na catym s$wiecie (CIP,
2014). Szacuje si¢, ze roczne straty plondow wynoszg od 10 do 15% (Kamoun i Smart 2005;
Park 1 in. 2009). Globalne straty zwigzane z t3 chorobg oraz koszty chemicznej ochrony
wynosza ponad 6 mld dolaréw (Haverkort i in. 2008). W Polsce $rednie straty plonu wynosza
od 21,6% na potnocy kraju do 57,2 % na potudniu Polski (Kapsa 2004). Ochrona chemiczna
przed zarazg ziemniaka wymaga licznych zabiegdéw, jest kosztowna i powoduje
zanieczyszczenie Srodowiska. Wprowadzanie do uprawy odpornych na P. infestans odmian
ziemniaka, posiadajacych rézne geny odpornosci pochodzace z dzikich i prymitywnie
uprawnych gatunkow ziemniaka jest najbardziej ekonomicznym sposobem ochrony przed
ta choroba (Spooner i in. 2014).

Dzikie gatunki ziemniaka sg zrédtem genow warunkujacych odpornosc
na wiele czynnikéw biotycznych i abiotycznych (Zimnoch-Guzowska i in. 2003). Jednak

wprowadzenie genéw odpornosci z dzikich gatunkéw ziemniaka do ziemniaka uprawnego
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utrudniajg bariery krzyzowalno$ci. Fuzja somatyczna jest czesto wykorzystywang metoda
przetamywania barier krzyzowalnosci pomiedzy S. tuberosum a dzikimi gatunkami
ziemniaka. Technike te wykorzystano do przeniesienia z dzikich gatunkéw ziemniaka do
genomu ziemniaka uprawnego odpornosci na P. infestans, wirusy ziemniaka (PVY, PLRV),
nicienie, owady zerujace na ziemniaku, choroby bakteryjne oraz stresy abiotyczne (Orczyk
i in. 2003). Najczesciej przenoszong cechg w drodze fuzji somatycznej jest odpornosé na
P. infestans oraz PVY. Zrodtami odpornosci na P. infestans wykorzystanymi dzieki fuzji
somatycznej byty S. pinnatisectum (Thieme i in. 1997; Szczerbakowa i in. 2005; Chen i in.
2007; Sarkar i in. 2011), S. bulbocastanum (Bottowicz i in. 2005; Helgeson i in. 1998;
Rakosy-Tican i in. 2015). S. cardiophyllum (Thieme i in. 2004; Chen i in. 2007; Thieme et al.
2010; Chandel i in. 2015), S. brevidens (Rokka i in. 1994, 1995), S. chacoense (Chen i in.
2007), S. etuberosum (Thieme i in. 2004), S. michoacanum (Szczerbakowa i in. 2010),
S. nigrum (Szczerbakowa i in. 2003) oraz S. tarnii (Thieme i in. 2004). Fuzja somatyczna
moze prowadzi¢ do eliminacji catych chromosomoéw lub ich czeSci, aberracji lub
rekombinacji pomigdzy homologicznymi fragmentami chromosoméw (Harding i Millam
2000; Orczyk 1 in. 2003). Ze wzgledu na losowos$¢ procesu somatycznej hybrydyzacji
prowadzaca do otrzymywania zréznicowanego materiatu genetycznego wskazana jest analiza

struktury genomu jagdrowego 1 genomow organellowych mieszancéw somatycznych.

CEL BADAN

Celem badan bylo przeniesienie odpornosci na Phytophthora infestans, z dzikiego
gatunku o 1EBN, Solanum x michoacanum do puli genetycznej ziemniaka uprawnego
Solanum tuberosum L. (4EBN) 2z wykorzystaniem fuzji protoplastow. Zatozono
zweryfikowanie potencjalu metody fuzji somatycznej, jako drogi do wprowadzenia nowej
zmienno$ci genetycznej do ziemniaka uprawnego w polaczeniu z krzyzowaniami wstecznymi
odpornych na P. infestans mieszancow somatycznych oraz  autofuzantow
4x S. x michoacanum.

Cele szczegolowe:
1. Uzyskanie w drodze elektrofuzji oraz selekcja w oparciu o cechy fenotypowe w tym
morfologiczne, fizjologiczne, cytologiczne oraz markery molekularne mieszancow
somatycznych S.  x michoacanum (+) S. tuberosum oraz autofuzantow

4x S. x michoacanum



2. Charakterystyka struktury genomu jadrowego przy wykorzystaniu markeréw Diversity
Array Technology (DArT) oraz genomdéw chloroplastowego i mitochondrialnego przy
zastosowaniu markerow PCR w mieszancach somatycznych S. x michoacanum (+)
S. tuberosum i uzyskanych autofuzantach 4x S. x michoacanum

3. Uzyskanie potomstwa generatywnego pomi¢dzy produktami fuzji a ziemniakiem
uprawnym i jego charakterystyka fenotypowa z uwzglednieniem oceny przeniesienia
do S. tuberosum, odpornos$ci na P. infestans z S. x michoacanum

Hipoteza naukowa: Fuzja somatyczna pozwala na ominigcie barier krzyzowalnosci migdzy
niekrzyzujacymi si¢ gatunkami S. x michoacanum (1EBN) i S. tuberosum (2EBN, 4EBN).
Otrzymane mieszance somatyczne krzyzuja si¢ z odmianami ziemniaka, co umozliwia

wykorzystanie przeniesionej cechy w hodowli ziemniaka.

WYNIKI BADAN

W publikacji Smyda i in. (2013) opisano uzyskanie mieszancéw Ssomatycznych
S. x michoacanum (+) S. tuberosum odpornych na P. infestans. W wyniku elektrofuzji
z o$miu kombinacji fuzyjnych otrzymano 18775 kalusow, z ktorych zregenerowato 1482
roslin. Na podstawie analizy markerami molekularnymi SSR, CAPS i RAPD mieszancowos¢
potwierdzono dla 228 roslin. Dodatkowo zidentyfikowano 116 autofuzantéw, pochodzacych
z regeneracji potaczonych protoplastow dzikiego gatunku. Poziom ploidalnosci 160
mieszancoéw z 228 testowanych byl 4x, za$ 68 mieszancow wykazywalo poziom ploidalnosci
powyzej 4x. Mieszance somatyczne wykazaly posredni fenotyp pomigdzy formami
rodzicielskimi  fuzji somatycznej. Wsrod uzyskanych mieszancow somatycznych
obserwowano takze deformacje calych roslin, lisci, i bulw oraz kolor kwiatow inny niz u form
rodzicielskich. Autofuzanty posiadaly wigksze liscie, o szerszych listkach w poréwnaniu
z fenotypem diploidalnego S. x michoacanum. 85 mieszancéw somatycznych i 113
autofuzantéw bylo meskoptodnych. Srednia odpornoé¢ na P. infestans komponentow fuzji,
donorow odpornosci  mch/8 i mch/39 wynosita odpowiednio 8.1 i 8.0. Z kolei odpornosé
podatnych klonéw DG 81-68, DG 88-89, dHBard i odmiany Rywal byta, odpowiednio, na
poziomie 2.3, 2.1, 1.3 1 1.4. Sposréd 118 ocenianych mieszancéw somatycznych trzy
wykazaty odporno$¢ na zaraze¢ ziemniaka, jednak poziom ich odpornosci byl nizszy od form
rodzicielskich 1 wynosit: 7.0, 7.6 1 6.9. Wszystkie testowane autofuzanty byly odporne na
zaraz¢ ziemniaka, ale ich $rednia odporno$¢ takze byla nizsza od odpornosci form
wyjsciowych (4x mch/8 = 7.5, 4x mch/39 = 7.8). Odporne produkty fuzji wytwarzaty bulwy
1 funkcjonalny pytek.



Okreslono kompozycje jadrowego i cytoplazmatycznego genomu mieszancow
somatycznych S. x michoacanum (+) S. tuberosum oraz autofuzantow 4x S. x michoacanum
na podstawie markerow DArT 1 markeréw specyficznych do chloroplastowego
i mitochondrialnego DNA (Smyda-Dajmund i in. 2016). Badano powigzania pomie¢dzy
strukturg genomoéw mieszancéw somatycznych a ich odpornoscig na P. infestans. Poziom
btedu metody wyznaczono na podstawie analizy struktury genomu jadrowego autofuzantow
1 wynosil on ponizej 1%. Z 5358 markerow DArT wybrano $rednio 2080 markeréw na
kombinacje fuzyjna (od 2011 do 2231 dla pieciu kombinacji fuzyjnych), ktore wykazaty
polimorfizm na poziomie form rodzicielskich. Analiza poszczegdlnych mieszancow
somatycznych wykazata, ze w genomie wszystkich 97 mieszancéw somatycznych z pieciu
kombinacji fuzyjnych wiekszo$¢ markeréw specyficznych dla obojga form rodzicielskich
zostala zachowana. Zaobserwowano brak od 17,5% do 29,6% markeréw specyficznych dla
S. x michoacanum oraz 13,9 — 23,4% markeréow specyficznych dla S. tuberosum. Z ponad
2000 polimorficznych markeréw w kazdej kombinacji fuzyjnej wytypowano od 1505 do 1580
markerow DATT ze znang chromosomowg lokalizacja. Nie stwierdzono eliminacji catych
chromosomow, poniewaz w genomie wszystkich 97 mieszancéw somatycznych obecne byly
markery specyficzne dla kazdego z 12 chromosomoéw rodzicielskich (Rys. 1). Analizowane
mieszance somatyczne wykazywaly  zrdéznicowanie  kompozycji  poszczegodlnych
chromosoméw wewnatrz i pomigdzy kombinacjami fuzyjnymi. Zaobserwowano takze
podobienstwa w kompozycji analizowanych chromosoméw pomigdzy kombinacjami
fuzyjnymi, co zostalo potwierdzone analizg statystyczng korelacji rang (p < 0.05). Analiza
poszczegdlnych chromosomdéw w odcinkach 1-5 ¢cM wykazata brak pojedynczych markerow
na calej dlugosci kazdego z 12 chromosoméw. Analiza chromosomu VII, na ktéorym
zmapowano gen Rpi-mchl, warunkujacy odporno$¢ na P. infestans wykazata wsrod
wigkszo$ci analizowanych mieszancoOw somatycznych delecj¢ 37,6% markerow DArT

specyficznych dla S. x michoacanum, pochodzacych z chromosomu VII.

Formy rodzicielskie wykazatly zréznicowany typ cytoplazmy: W, T 1 D.
W poszczegolnych mieszancach wystgpowata cytoplazma tylko jednego z komponentow
fuzji. Stwierdzono losowa segregacje cytoplazmy w fuzantach pochodzacych z kombinacji
form o cytoplazmach typu W oraz T oraz nielosowa w fuzantach pochodzacych z kombinacji
cytoplazm W oraz D, ktore posiadaty cytoplazme typu D. Mieszance somatyczne o typie
D cytoplazmy posiadajg wigcej markerow DArT, specyficznych do S. x michoacanum, co

zostato potwierdzone w analizie wariancji (p = 0.0058).
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Rys. 1. Kompozycja 12 chromosomoéw 97 mieszancoOw somatycznych z pieciu kombinacji
fuzyjnych (a-e) przedstawiona w liczbach markeréw DArT obecnych (mch, tbr) i nieobcych
(mch del, tbr del) a wystepujacych w genomie form rodzicielskich: mch - S. x michoacanum;

tbr — S. tuberosum

Otrzymano pokolenia BC; i F; z krzyzowan odpornych na P. infestans mieszancow
somatycznych i autofuzantow z odmianami ziemniaka (Smyda-Dajmund i in. 2017).
Krzyzowania przeprowadzono w obydwu kierunkach pomig¢dzy produktami fuzji
a wyselekcjonowanymi odmianami. W krzyzowaniach, w ktdrych produkty fuzji uzyte byly
jako matki przeprowadzono od 52 do 2477 zapylen na kombinacje. Otrzymano ponad 4200
nasion w kombinacjach mieszaniec somatyczny x odmiana oraz 16 nasion z 657 jagdd
w krzyzowaniach autofuzant x odmiana. Uzycie produktow fuzji jako zapylaczy bylo mniej
efektywne, poniewaz z 3311 zapylen otrzymano pie¢ jagod, z ktorych wyizolowano 14 nasion
w jednej z kombinacji. Z ponad 4000 nasion, uzyskanych z krzyzowan w obydwu kierunkach
otrzymano 697 genotypow BC; oraz pig¢ form F;. 666 z 697 roslin BC; byto tetraploidalnych,

pozostate 31 roslin posiadato poziom ploidalnosci powyzej 4X. Wszystkie rosliny Fi byty



tetraploidalne. Z posréd wszystkich osobnikow pokolenia BCj, 122 nie kwitly lub
charakteryzowaty si¢ opadajacymi pakami. Z pigciu genotypow pokolenia Fy, trzy nie kwitty.
Pozostate rosliny BC; kwitly i wytwarzaly funkcjonalny pytek. W jednej z kombinacji
zaobserwowano segregacje koloru skorki bulw (Rys. 2).

Sredni poziom odporno$ci odpornych form rodzicielskich MS52, 4x mch/8 (N=8) i 4x
mch/39 (N=3) wynosit odpowiednio 6.7, 7.5 i 7.7. Poziom odporno$ci podatnych odmian
Eugenia, Felka Bona, Flaming i Legenda wynosit odpowiednio 1.8, 2.3, 1.9 1 4.1. Po dwoch
latach ocen odporno$ci na P. infestans z 702 testowanych genotypoéw 25 genotypéw BC;
I pi¢¢ pokolenia F; wykazato §rednig odpornosé powyzej 6 i uznane zostalty za formy odporne
na zaraz¢ ziemniaka. Test statystyczny Dunnetta (p < 0.05) wykazal, ze siedem odpornych
genotypow BC; z grupy 25 odpornych (Srednia odpornos¢ > 6) posiadato znaczaco wyzszy
$redni poziom odpornos$ci w pordwnaniu do odpornej formy rodzicielskiej MS52. Z posrod
tych form dwa tetraploidalne genotypy wykazalty oprocz wysokiego poziomu odpornosci na

P. infestans meska ptodnos¢ i dobre cechy agronomiczne.
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Rys. 2. Morfologia bulw pokolenia BC; otrzymanego z krzyzowan pomig¢dzy mieszancem

somatycznym MS52 i odmiang Flaming. Zaobserwowano segregacj¢ koloru skorki bulw.

WNIOSKI
1. Fuzja somatyczna pozwolita na ominigcie bariery krzyzowalnosci migdzy odpornym
na P. infestans gatunkiem S. x michoacanum a podatna forma S. tuberosum. Z 18775

kalusow uzyskano 1482 ro$liny, z ktérych otrzymano pule 228 mieszancow



somatycznych w o$miu kombinacjach dwodch klonow S. x michoacanum z trzema
formami S. tuberosum (2x) i odmiang Rywal (4x). Mieszancowos$¢ otrzymanych roslin
potwierdzono markerami molekularnymi.

Mieszance somatyczne byly tetraploidalne (160) lub o ploidalnosci >4x (68)
1 wykazywaty cechy morfologiczne posrednie w porownaniu z fenotypami rodzicow.
W puli otrzymanych mieszancoéw obserwowano formy wykazujace deformacje catych
roslin, lisci, bulw oraz rosliny o r6znym kolorze kwiatow. W wyniku fuzji powstato
takze 116 autofuzantow 4x S. x michoacanum. 85 mieszancow somatycznych i 113
autofuzantow kwitlo 1 wytwarzato pytek o prawidlowej morfologii.

Trzy sposrod 118 wyselekcjonowanych mieszancow somatycznych wykazaty
odporno$¢ na P. infestans. Przyczyny tak niskiej liczby form odpornych
prawdopodobnie wynikaly ze wspotdzialania potaczonych genoméw form
rodzicielskich, eliminacji jednego z homologicznych chromosomoéw niosgcych gen
odpornosci na P. infestans, zmienno$ci somaklonalnej, funkcjonowania nowych
oddziatywan jadrowo-cytoplazmatycznych, translokacji czy tez delecji fragmentéw
DNA. Wszystkie oceniane autofuzanty byly wysokoodporne na zaraz¢ ziemniaka.
Analiza z uzyciem markerow DArT umozliwita okreslenie sktadu genomu jadrowego
produktéw fuzji. Na podstawie analizy genoméw autofuzantdw oszacowano biad
metody na < 1%. Wszystkie analizowane mieszance somatyczne posiadaty markery
specyficzne dla obojga rodzicow na wszystkich 12 chromosomach. Charakterystyczny
dla poszczegdlnych chromosomoéw uktad 1 proporcja markeréw zachowanych
1 utraconych powtarzatly si¢ dla mieszancow ze wszystkich kombinacji.

W mieszancach wykryto brak 13,9 — 23,4% markeréw z S. tuberosum i 17,5 — 29,6%
markerow z S. x michoacanum. Braki markerow wykazano na wszystkich
chromosomach, nie stwierdzono eliminacji calych chromosoméw lub ich duzych
fragmentéw. Prawdopodobnym wyjasnieniem utraty markeréw byl zmieniony wzor
metylacji mieszancoOw somatycznych na skutek procesu fuzji somatycznej wzgledem
stanu obserwowanego dla form rodzicielskich. Enzym Pstl, wrazliwy na metylacje,
wykorzystywany w technologii DArT mogt by¢ odpowiedzialny za fragmentacje
DNA genomu mieszancowego wedlug nowego wzoru metylacji. Zmiana wzoru
metylacji oraz jej potencjalny wpltyw na odpornos¢ mieszancow na P. infestans
wymagaja potwierdzenia w dalszych badaniach.

Nie wykryto mieszancéw somatycznych posiadajacych chloroplasty i mitochondria

obojga form rodzicielskich. W puli mieszancéw powstatych po fuzji form
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rodzicielskich o typach cytoplazmy W 1 T rozklad cytoplazmy poszczegodlnych
mieszancOw byt losowy i wynosit 1:1. W mieszancach pomigdzy typem W i D
zaobserwowano kierunkowg segregacje cytoplazmy i wystgpienie jedynie typu D.
Mieszance somatyczne o typie cytoplazmy D posiadajg w genomie jadrowym wiecej
markerow DArT, specyficznych do S. x michoacanum, co wskazuje, ze ten typ
cytoplazmy lepiej wspotdziata z genomem jadrowym S. X michoacanum niz typ W,
ktory oryginalnie wystepuje w tym gatunku.

7. Zwigkszenie poziomu ploidalno$ci S. x michoacanum do poziomu 4x nie zwiekszyto
efektywnosci jego krzyzowan z tetraploidalnym S. tuberosum. Wskazuje to na
istnienie dodatkowych mechanizméw wptywajacych na proces krzyzowania tych
dwoch gatunkow.

8. W 20 kombinacjach krzyzowkowych pomigedzy mieszancami somatycznymi
I autofuzantami a odmianami ziemniaka, z 13636 zapylen uzyskano 697 roslin BC;
i pie¢ roslin Fq, sposrod ktorych 15 osobnikéw BC; i jeden osobnik pokolenia F; byty
rownoczesnie plodne i odporne na P. infestans, co umozliwia wprowadzenie
odpornosci z S. x michoacanum do programéw hodowlanych ziemniaka. Niska
wydajno$¢ transferu odpornosci stanowi powazne ograniczenie dla wykorzystania tej

metody w praktyce.
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