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Tytut zadania: Badania ekspresji i genetyczna charakterystyka odpornosci na bakterie
»Dickeya solani” w wyré6znionych zrédlach odpornosci w ziemniaku na poziomie
diploidalnym.

Kierownik zadania: dr hab. R. Lebecka prof. IHAR-PIB

Cel zadania:

Dickeya solani (Wolf et al., 2014) to nowy gatunek bakterii powodujacy czarng nézke i mokra
zgnilizne bulw ziemniaka. Celem projektu jest zidentyfikowanie genow/loci cech ilosciowych
odpornosci na bakterie D. solani w populacji mapujacej ziemniaka diploidalnego, scharakteryzowanie
reakcji odpornosciowej bulw i roslin 2x mieszancow migdzygatunkowych ziemniaka w zaleznosci od
temperatury oraz zbadanie zdolnosci do systemicznej kolonizacji wysokoodpornej rosliny ziemniaka
przez bakterie D. solani i mozliwosci przenoszenia tej infekcji na bulwy potomne.

W 2014 r. celem pracy bylo: (a) ustalenie warunkéw testowania odpornosci bulw ziemniaka na
bakterie D. solani, (b) ocena odpornosci bulw diploidalnych (2X) mieszancow migdzygatunkowych
Solanum oraz (c) okreslenie ich ptodnosci w celu wybrania form rodzicielskich populacji mapujace;.

(a) Ustalenie warunkéw testowania odpornosci bulw ziemniaka na bakterie D. solani.

Materialy i metody:

Odmiany ziemniaka: Glada (standard w testach odpornosci bulw na mokra zgnilizne, ocena 5 w skali
9 stopniowej, gdzie 9 = najodporniejszy), Irys (standard podatny - ocena 3), Gandawa (5 w badaniach
wilasnych), Sonda (odmiana skrobiowa, nie testowana). Bakterie: szczep IFB0099 gatunku D. solani
otrzymano z kolekcji bakterii Migdzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Akademii Medycznej w Gdansku.

Zastosowano modyfikowana metode punktowej inokulacji bulw i metode oceny wirulencji bakterii.
Bakterie namnazano na pozywce Lysogeny Broth z dodatkiem agaru, inkubowano je w temperaturze
25°C przez 48 godzin a nastgpnie splukiwano destylowana woda i doprowadzano do absorbancji 0,1
przy diugosci fali 600 nm w spektrofotometrze Hitachi U-1900. Zawiesing bakterii trzymano na
mieszadle magnetycznym przez okres inokulacji. Bulwy ziemniaka przechowywano po zbiorze co
najmniej jeden miesiagc. Dzien przed testem bulwy myto, moczono w 1% roztworze podchlorynu sodu
przez 15 minut, ponownie myto i ukladano do wyschnigcia. W dniu testowania bulwy kiuto za
pomoca stalowego preta o dtugosci 10 mm i srednicy 2 mm. Do otworu wprowadzano 10 ul inokulum
a po wprowadzeniu otwor zaklejano wazeling umieszczong na kawatku parafilmu. Bulwy uktadano
w pojemnikach, zraszano woda destylowana za pomoca spryskiwacza i pojemniki zamykano szczelna
pokrywka. Bulwy umieszczono w czterech roznych temperaturach: 20°C, 23°C, 26°C i 30°C. Czas
inkubacji zostatl dostosowany do reakcji podatnej odmiany wzorcowej Irys i $rednio-odpornej
odmiany Glada. Doswiadczenie przeprowadzono w dwaoch terminach. W kazdym doswiadczeniu
testowano po 10 bulw czterech odmian, w dwoch powtorzeniach, w czterech temperaturach (tacznie
640 bulw). Po okresie inkubacji zgnita tkanke wazono w bulwach krojonych wzdiuz miejsca
inokulacji.

Do analizy ocen porazenia bulw zastosowano trzyczynnikowg analize wariancji, oraz test Tuckeya do
uszeregowania srednich (STATISTICA)

Wyniki i dyskusja:

Bakterie pektynolityczne wywotujace mokra zgnilizne bulw ziemniaka z rodzaju Pectobacterium
i Dickeya, roznig sie migdzy sobg optymalng temperaturg wzrostu. Dla wzrostu bakterii
P. atrosepticum i P. carotovorum subsp. carotovorum optymalna temperatura wynosi 24-27°C oraz
28-30°C odpowiednio, a dla bakterii z rodzaju Dickeya wynosi 34-37°C (Perombelon i Kelman, 1980).
Optymalna temperatura wzrostu bakterii D. solani szczepu IFB0099 na pozywce petnej ptynnej LB
wynosi  33-35°C (badania wiasne, projekt POTPAT, 2014). Optymalna temperatura dla
patogenicznosci P. atrosepticum wynosi 20°C (Latour et al. 2007), a do produkcji enzymow
pektynolitycznych 12-24°C (Smadja et al. 2004). Stopien porazenia bulw przez bakterie rosnie wraz ze
wzrostem temperatury i czasem inkubacji. Na stopien porazenia ma takze wptyw odpornosé¢ bulw,
wtym przypadku szereg enzymow ma swoje optimum dziatania w nizszych temperaturach.
W warunkach dobrego zaopatrzenia w tlen bulwy potrafig wytworzy¢ suberyng w miejscu zranienia
i zahamowac¢ rozwoj bakterii. Celem przeprowadzonego testu byto wybranie warunkéow optymalnych
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do oceny odpornosci bulw ziemniaka na bakterie D. solani. Na podstawie otrzymanych wynikow
wybrano temperature 26°C i czas inkubacji trzy dni. Test w tych warunkach pokazal najwigksze
roznice pomiegdzy porazeniem podatnej odmiany Irys a innymi odmianami 0 wyzszej odpornosci.
Przeprowadzono trzyczynnikowa analize wariancji wynikéw porazenia bulw przez bakterie gatunku
D. solani, szczepu IFB0099. Porazenie wyrazane bylo masa zgnitej tkanki bulwy. Analiza wariancji
wykazata istotny wptyw odmiany, warunkéw testu oraz ich interakcji na ceche badang. Termin testu
nie miat istotnego wpltywu na $rednig porazenia. Najsilniejsze porazenie bulw wystapito
w temperaturze 26°C po trzech dniach inkubacji. Podatna na Pectobacterium odmiana Irys byta
istotnie najsilniej porazona we wszystkich temperaturach, z wyjatkiem temperatury 20°C. W tej
temperaturze srednie porazenie odmiany Irys nie roznito sig istotnie od porazenia srednioodpornych na
Pectobacterium odmian Gandawy i Glady. W temperaturze 20°C porazeniu ulegto 28,8% testowanych
bulw, w temperaturze 23°C — wskaznik ten wynosit 76,9%. W 30°C porazeniu uleglty wszystkie
bulwy, podobnie w temperaturze 26°C, w ktorej jedna bulwa ze 160 testowanych nie ulegta porazeniu.
Na podstawie otrzymanych wynikow, do testowania odpornosci bulw ziemniaka na D. solani wybrano
temperature 26°C i czas inkubacji trzy dni. Test w tych warunkach pokazal najwicksze roznice
pomiedzy porazeniem podatnej odmiany Irys a innymi odmianami o wyzszej odpornosci.

(b) Ocena odporno$ci bulw diploidalnych (2x) mieszancoéw miedzygatunkowych Solanum.

Materiafy i metody:

Odmiany Irys i Glada, 26 2x mieszancow migdzygatunkowych ziemniaka, ktére w uprzednich
badaniach charakteryzowaty sie¢ wysoka odpornoscia na bakterie pektynolityczne z rodzaju
Pectobacterium, 13 podatnych mieszancow, jeden mieszaniec somatyczny USA 249, ziozony
z diploidalnego S. brevidens (gatunku nietuberyzujacego) i S. tuberosum (wzorzec wysokiej
odpornosci na bakterie z rodzaju Pectobacterium.

Bakterie: opisano powyzej.

Metody: opisano powyzej. Inkubacja trwata trzy dni w temperaturze 26°C. Doswiadczenie
przeprowadzono w trzech terminach, w kazdym terminie testowano po 10 bulw z kazdego klonu i po
20 bulw wzorcow (odmiany Irys i Glady). Porazenie wyrazono masg zgnitej tkanki.

Bulwy 13 klonéw podatnych na Pectobacterium testowano metoda punktowej inokulacji bulw
w jednym terminie, po 10 bulw kazdego klonu. Porazenie wyrazono srednica zgnitej tkanki w mm.

Wyniki i dyskusja:

W pierwszym terminie testu podatna odmiana Irys ulegta silnemu porazeniu, ktére wynosito 11,19
zgnitej tkanki, natomiast porazenie srednio-odpornej odmiany Glada wynosito 2,3g. Ze wzglgdu na
stabe porazenie odmiany Irys w drugim i trzecim terminie po trzech dniach inkubacji test wydtuzono
0 jeden dzien. Analiza wariancji otrzymanych wynikow wykazata istotne réznice w porazeniu
testowanych genotypow ziemniaka, brak istotnych roéznic w porazeniu badanych form w réznych
terminach testu oraz brak istotnej interakcji pomigdzy terminem testu i genotypem. Srednia porazonej
masy tkanki podatnej odmiany Irys wynosita 12,94g, srednio-odpornej odmiany Glada — 4,69g, jeden
klon diploidalny byt silniej porazony od odmiany Glada, a jeden klon — stabiej, oba klony nie roznity
sie od nigj istotnie, a Srednia porazenia masy tkanki tych klonéw wynosita odpowiednio 4,819 i 2,35¢.
Pozostate klony (24) charakteryzowaty si¢ wysoka odpornoscia, a srednia porazenia masy tkanki
klonéw wynosita od 0,01 do 2,00g. Testowane podatne mieszance 2x ulegty porazeniu od stabego do
silnego. Srednie porazenie pozwolito na wyroznienie pieciu grup. Podatna odmiana Irys ulegta
najsilniejszemu porazeniu, srednia wynosita 28 mm ($rednica zgnitej tkanki na przekroju bulwy
wzdtuz miejsca inokulacji), drugim silnie porazonym klonem byt DG 07-104, ktérego porazenie
wynosito 22,5 mm.

(c) Okreslenie ptodnosci 2x mieszancow Solanum w celu wybrania form rodzicielskich populacii
mapujacej.

Materialy i metody:

27 mieszancoéw 2X Solanum. Pytek zebrano z kilku dojrzatych kwiatow paru roslin. Po zabarwieniu
pytku kwasng laktofuksyng okre$lono procentowy udzial wybarwionych na kolor ciemnordézowy,
niezdeformowanych ziaren pytku, przy powigkszeniu 200x, w kilku polach widzenia, wérod 100-200
Ziaren.

Whyniki i dyskusja:




Wszystkie klony diploidalne charakteryzowaty si¢ ptodnoscia pytku, a $rednia ptodnos¢ wynosita 65%
(zakres od 30% do 90%). Pytek wybarwiony przynajmniej w 30% jest ptodny i moze by¢ efektywnym
zapylaczem w programie krzyzowan (Abdalla, 1970; Janssen et.al., 1976).

Whioski:

Agresywnos¢ bakterii D. solani rosnie wraz z temperatura w badanym przedziale temperatur od 20°C
do 30°C. W temperaturze 26°C zaobserwowano wigksze réznice w porazeniu odmiany podatnej
i $rednioodpornej niz w temperaturze 30°C, dlatego do testowania odpornosci bulw na bakterie
D. solani wybrano temperature 26°C i czas inkubacji 3 lub 4 dni (w zaleznosci od reakcji wzorcow —
podatnej odmiany Irys i srednioodpornej odmiany Glada). Do krzyzowania i otrzymania populacji
mapujacej wybrano klon diploidalny DG 00-270 - wysokoodporny na bakterie D. solani w tescie
inokulacji bulw. Poszukiwanie form podatnych jest w trakcie realizacji, dotychczasowymi
kandydatami sa klony DG07-104 i DG08-305. Wybrane formy posiadajg ptodny pytek.
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