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Biotechnology in potato breeding
Summary

Potato has been known in Europe for the past 400 years. Potato breeding
began after the global Phytoplithora infestans epidemics in 1840 and 1841. The
first breeding attempts were to increase the F. infestans resistance in cultivated
potato. In the 2H' century, new potato cultivars have been evaluated for more
than 50 traits, both for disease and pest resistance, and significant tuber traits.
Modern potato breeding requires biotechnology. Cell and tissue culture, ge-
netic engineering and DNA-based molecular markers are the most promising ar-
eas of molecular biology for potato breeding. However, there are few reports
indicating the actual use of biotechnology in potato breeding programs.
Cisgenesis and DNA markers that reside within resistance genes or physically
close to them and identified in a fully automated system are a chance for the
progress in the future.
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1. Wprowadzenie

W Ameryce Potudniowej historia uprawy ziemniaka liczy wie-
cej niz 2500 lat. Sposréd ponad 200. znanych gatunkéw Solanum,
siedem to gatunki uprawne. Dwa podgatunki S. tuberosum: andigena
i tuberosum, sprowadzone do Europy w drugiej potowie XVI w.,
uwaza sie za przodkéw wspoiczesnego ziemniaka uprawnego.
W XIX w. ziemniak byt juz wazna rosling uprawna w zachodniej
Europie. Na tyle istotng, ze kleska nieurodzaju, zwigzana z de-
wastujgcym rozprzestrzenieniem sie zarazy ziemniaka (Phytophthora
infestans) w latach 1840-1841, doprowadzita do gtodu, Smierci
ponad miliona ludzi i masowej emigracji ,za chlebem”. Paradok-
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salnie stala sie bodzcem do rozwoju hodowli ziemniaka. Priorytetem bylo rozsze-
rzenie waskiej puli genetycznej ziemniaka uprawnego o geny odpornosci pocho-
dzace z dzikich gatunkéw Solanum, w pierwszej kolejnosci odpornosci na P. infestaiis.
Z czasem rozszerzono badania w kierunku odpornosci na wirusy, bakterie i szkodni-
ki (1-3). W szczegdlnosci przydatne dla hodowli okazaty sie krzyzowania interplo-
idalne 4x x 2x, stosowane do dzi$, gdy zachodzi potrzeba przeniesienia potencjatu
genetycznego z diploidalnych gatunkéw Solanum na poziom tetraploidalny, wasci-
wy dla ziemniaka uprawnego. Wiek XX to czas niewatpliwych sukceséw w hodowli
ziemniaka, jednak z dzisiejszej perspektywy, postep hodowlany uzyskiwany meto-
dami konwencjonalnymi w ziemniaku przebiega zbyt wolno. Wprowadzenie jedne-
go genu z gatunku dzikiego i uzyskanie odmiany w tradycyjnej hodowli trwa zwykle
kilkanascie fat.

Tymczasem nowoczesna odmiana ziemniaka jest waloryzowana pod wzgledem
ponad 50. cech agronomicznych, jakosciowych i odpornosciowych. Osiagniecie
szybkiego efektu hodowlanego wigze sie nie tylko z kumulowaniem genéw, ale tak-
ze monitorowaniem negatywnych zwigzkéw miedzy cechami. W zaleznosci od celu
uzytkowania funkcjonuja programy hodowli ziemniaka jadalnego i ziemniaka dla
przetworstwa. Bez biotechnologii osiggniecie znaczacego postepu jest juz niemoz-
liwe. W hodowli zachowawczej ziemniaka powszechnie wykorzystuje sie kultury in
vitro do przechowywania genotypow, kriokonserwacji merystemow ziemniaka, pyt-
ku, nasion, odwirusowania materiatdbw matecznych (4,5). Opracowano technologie
in vitro do szybkiego mnozenia materiatdw matecznych. Na rynku dziatajg firmy spe-
cjalizujace sie w produkcji sadzeniakéw wolnych od patogenéw (http://www.quan-
tumtubers.com/). W hodowli twérczej biotechnologia kojarzy sie gtéwnie z fuzjg
protoptastéw, transgenezg i markerami DNA ulatwiajagcymi prowadzenie selekciji
(MAS, ang. marker-assisted selection). Technika fuzji protoplastéw jest stosowana do
taczenia genoméw dihaploidéw lub diploidéw ziemniaka, fuzjonowania mieszan-
cow miedzyrodzajowych i réznych gatunkdéw Solanum (5,6). jednak droga do uzyska-
nia odmian, jak sie wydaje, jest jeszcze odlegta.

2. Transgeneza ziemniaka w hodowli odpornosciowej

Transformacje ziemniaka sg czynione przede wszystkim z potrzeby uzyskania
roslin odpornych lub z podniesiong odpornoscig na patogeny i szkodniki oraz
w programach badawczych zwigzanych z modyfikacjami cech jakosciowych ziemnia-
ka przeznaczonego dla przetwérstwa (7). Geny Rpi-blbl (8) i Rpi-blb2 (9) z dzikiego
gatunku S. bulbocastanum wprowadzono z uzyciem Agrobacterium tumefaciens do
ziemniaka uprawnego. W efekcie odpornos¢ transformowanych roslin na P. infestans
zdecydowanie wzrosta. Poprawe odpornosci na ten najwazniejszy patogen ziemniaka,
a takze na P. erytliroseptico, uzyskano dzieki nadekspresji genu temporyny A (temporin A)
(10). Udokumentowano wzrost odpornosci ziemniaka na Verticillium dahlioe (11)
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i Botritis cinerea (12) po wprowadzeniu genu kodujgcego peptyd defensyne {defensin).
Wyzsza aktywno$¢ enzymu oksydazy glukozowej {glucose oxidase) miata pozytywny
wplyw na odpornosé ziemniaka na bakterie Erwinia carotovora (13). Obiecujgce oka-
zalo sie wykorzystanie zjawiska posttranskrypcyjnego wyciszania genu (PTGS, ang.
post-transcriptional gene silencing) do podniesienia odpornosci ziemniaka na wirus
Y ziemniaka (PVY, ang. Potato virus V) (14).

Zacytowane prace to tylko wybrane przykiady z wielu opisanych w literaturze
efektéw transformacji genetycznych, ktére nie przetozyly sie, jak dotad, na sukces
komercyjny. W hodowti odpornosciowej ziemniaka takich sukcesow jest niewiele.
Te najbardziej znane to wprowadzenie przez firme Monsanto w latach 90. ubie-
gtego wieku do produkcji towarowej odmian NewLeafY i NewLeaf Plus odpornych
na PVY oraz wirus lisciozwoju ziemniaka (PLRV, Potato leafroll virus), ktére posiadaty
dodatkowo gen Bt warunkujgcy odpornos¢ roslin na stonke ziemniaczang (15).

3. Transgeneza ziemniaka a metabolizm weglowodanéw

Skrobia jest najwazniejszym weglowodanem wykorzystywanym przez cztowieka
do celéw konsumpcyjnych i niezywieniowych (16). Skrobia ziemniaczana jest wyko-
rzystywana m.in. w przemysle spozywczym, widékienniczym, kosmetycznym i farma-
ceutycznym. Oprécz zawartosci skrobi wazna jest jej jakos¢. Przetworstwo potrze-
buje odmian ziemniaka, charakteryzujacych sie odpowiednig wielkoscig ziaren skro-
bi (17,18).

Wymogiem wielu technologii przemystowych jest rozdzielenie amylozy i amylo-
pektyny, dwdch naturalnych polimeréw tworzacych ziarna skrobi. Sg to technologie
bardzo kosztowne. Dla przetworstwa spozywczego ziemniaka powaznym proble-
mem jest zjawisko cold sweetening. W uspionych bulwach ziemniaka, w trakcie prze-
chowywania, nastepuje powolna degradacja skrobi na rzecz syntezy sacharozy, jako
zrodka energii w procesach glikolizy i oddychania komérkowego. Im nizsza tempe-
ratura, tym wyzsza akumulacja sacharozy, ulegajgcej rozktadowi do cukréw redu-
kujacych: glukozy i fruktozy. Podczas proceséw przetwoérczych grupy aldehydowe
cukréw redukujacych wchodzg w reakcje z wolnymi grupami aminowymi aminokwa-
séw i biatek, czego skutkiem jest ciemnienie uzyskanych produktow.

Metabolizm skrobi w ziemniaku jest dobrze poznany, posiadamy wiedze o wza-
jemnej réwnowadze syntezy i rozpadu skrobi. Zidentyfikowano kilkanascie enzy-
mow uczestniczacych bezposrednio lub posrednio w metabolizmie cukréw, pozna-
no ich aktywno$¢, sposoby regulacji, formy izoenzymatyczne, lokalizacje subkomor-
kowg (19-21). Od poczatku lat 90. ubiegtego wieku czyniono préby transformacji
genetycznych w ziemniaku, ukierunkowane zaréwno na podniesienie zawartosci
skrobi w bulwach i obnizenie poziomu cukréw redukujacych, jak i uzyskanie skrobi
zmodyfikowanej, o lepszych wtasciwosciach fizykochemicznych dta przemystu prze-
twdrczego. Wzrost aktywnosci transportera ATP/ADP {ATP/ADP transporter) (22) oraz
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nadekspresja genu kinazy adenylowej (ang. adenylate kinase) (23) w amyloplastach
przetozyly sie na istotny wzrost zawartosci skrobi w bulwach ziemniaka. Zjawisko
ang. cold sweetening zminimalizowano po wprowadzeniu do ziemniaka genu inhibi-
tora inwertazy z tytoniu (24). Szczegdlnie wazne okazaly sie badania enzymu GBSS
(ang. granule-bound starch synthase) istotnego dla poziomu amylopektyny (25) i dwéch
izoform SBE (ang. starch branching enzyme) regulujacych synteze amylozy (26,27).
Sukces komercyjny osiagnieto w potowie lat 90. W Holandii wprowadzono do pro-
dukcji odmiany ziemniaka Apriori i Apropos, posiadajgce gen CBSS w orientacji anty-
sens. Uzyskano tym sposobem ziemniaki wytwarzajgce w bulwach skrobie bezamylo-
Zowa.

Wsréd innych molekularnych modyfikacji ziemniaka na uwage zastuguja proby
wykorzystania tego gatunku do wytwarzania substancji przydatnych w przemysle
farmaceutycznym, jednak jeszcze bez efektu komercyjnego (7,28,29).

4. Odmiany transgeniczne ziemniaka w produkcji towarowej

Produkcja towarowa odmian transgenicznych, zaréwno odpornych na PVY i PLRV,
jak i ,bezamylozowych” nie trwata dlugo. Ogoélnoswiatowa kampania anty-GMO wy-
musita na producentach rezygnacje z uprawy ziemniakéw genetycznie zmodyfiko-
wanych w Holandii w 2000 r. (7), a w Ameryce Pdétnocnej w 2001 r. (15). W 2007 .
nastgpita zmiana stanowiska Komisji Europejskiej. Dopuszczono do uprawy, jako
produkt koncernu BASF, odmiane Amflora z zablokowang ekspresjg genu GBSS.
Zgoda Komisji dotyczy uprawy zmodyfikowanej odmiany tylko na potrzeby prze-
mystu niezywieniowego (http://www.corporate.basf.com). Srodowisko biotechnolo-
gow roslin intensywnie zabiega, aby wprowadzi¢ do Dyrektywy 2001/18/EC Unii Eu-
ropejskiej zapis, zgodnie z ktérym cisgeneza bedzie, obok mutagenezy i fuzjonowa-
nia protoplastéw, akceptowang prawnie metodg modyfikacji roslin uprawnych (30).
Cisgeneza odnosi sie do przenoszenia genéw w orientacji sens miedzy gatunkami,
ktére w naturze moga sie krzyzowaé (31).

5. Markery DNA w hodowli ziemniaka

Wprowadzenie do hodowli ziemniaka markeréw molekularnych, zwtaszcza tych
generowanych przy zastosowaniu fanicuchowej reakcji polimerazy (PGR, ang. polymerase
chain reaction), stworzyto nowe mozliwosci prowadzenia selekcji. Uzycie markerow
DNA moze sprawi¢, ze dobdér form rodzicielskich do krzyzowan bedzie efektywniej-
szy i tatwiejsze stanie sie kumulowanie gendéw wybranych cech monogenicznych (5).
O przydatnosci markera DNA dla praktyki hodowlanej decyduje jego silne sprzeze-
nie z monitorowanym genem, stabilne w kolejnych generacjach. Nie bez znaczenia
sq koszty stosowania metody molekularnej w poréwnaniu z klasycznymi testami
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diagnostycznymi. Zastosowanie markeréw DNA do selekcji bedzie szczegélnie
wskazane dla cech, ktéiych ocena na podstawie reakcji fenotypu jest kosztowna,
diugotrwata i zalezna od wielu czynnikéw srodowiskowych, badz tez niemozliwa do
wykonania z uwagi na brak wtasciwej metody diagnostycznej. Metoda molekularna
powinna byc¢ fatwa w wykonaniu i przydatna do oceny materiatdw hodowlanych po-
chodzacych z réznych puli genetycznych.

Historia lokalizowania markeréw DNA na mapie genetycznej ziemniaka liczy pra-
wie 20 lat (32,33). Zidentyfikowano setki r6znego rodzaju sekwencji markerowych.
Wiele z nich to markery sprzezone z waznymi dla hodowli genami oraz loci cech ilo-
sciowych (QTL, ang. quantitative trai loci). Najwiekszy postep osiggnieto w identyfi-
kacji czynnikéw genetycznych determinujgcych odpornos¢ ziemniaka na patogeny
i szkodniki oraz niektore cechy uzytkowe (3,34,35). jednak przyktadow wdrozen
markeréw molekularnych do praktyki hodowlanej jest niewiele (3). Marker RYSC3
sprzezony z genem Ryadg zastosowano do selekcji w hodowli ziemniaka odpornego
na PVY (36). Marker GP122 sprzezony z genem Ry-fsto determinujgcym réwniez od-
pornos¢ na PVY jest wykorzystywany przynajmniej w kilku hodowlach europejskich
(37). Marker GP94 genu Rpi-phul, ktéry warunkuje odpornos¢ na P. infestans (38),
jest przydatny do selekcji w syntezie materiatow wyjsciowych ziemniaka w IHAR
Miochéw. W celu obnizenia kosztéw testu molekularnego opracowano metode mul-
tiplex PCR do detekcji markeréw DNA sprzezonych z genami Ry-fsto i co pozwala
na jednoczesne i skuteczne monitorowanie obecnosci alleli odpornosci na PVY i wi-
rus S ziemniaka (PVS, ang. Potato virus S) (39).

Szansg na poszerzenie spektrum markeréw DNA stosowanych w MAS w hodowli
ziemniaka jest identyfikacja sekwencji markerowych w obrebie gendw lub bedacych
z nimi w silnym, fizycznym sprzezeniu (34). Przydatna okazafa sie genomika transla-
cyjna (ang. translational genomics), ktéra odnosi sie do wykorzystania wiedzy mole-
kularnej o gatunkach modelowych do badan gatunkéw uprawnych (40). Przyktadem
sg markery COSII (ang. single-copy orthologs), opracowane na podstawie sekwenciji
ulegajgcych ekspresji (EST, ang. expressed sequence tag) w Arabidopsis thaliana, a wy-
korzystane do mapowania genomoéw z rodziny Solanaceae (41).

Dla hodowcy monitorowanie obecnosci pojedynczych gendw jest wazne, jednak
0 nowej jakosci w hodowli gatunkéw uprawnych bedzie mozna moéwi¢, wtedy gdy
uda sie skorelowaé fenotypowg zmiennos¢ cechy poligenicznej ze zré6znicowaniem
w sekwencjach determinujacych jg genéw (42). Strategia gendéw kandydujgcych
(ang. candidate gene approach) i mapowanie asocjacyjne (ang. association mapping) to
nowe podejScia badawcze, ktére stwarzajg szanse na identyfikacje korzystnych alle-
li lub kombinacji alleli dla cechy wielogenowej i moga przyczyni¢ sie do zrozumie-
nia, dlaczego w pewnych warunkach srodowiskowych zachodzi ekspresja okreslo-
nych genow, a w innych nie (43,44). W ziemniaku mozna oczekiwac¢, ze wiedza o od-
pornosci polowej na P. infestans, ilosci i jakosci skrobi, genach determinujgcych wy-
sokos¢ plonu i poziom cukrow redukujgcych w bulwach okaze sie niebawem przy-
datna takze dla praktyki hodowlanej (45-48). Hodowla nowej odmiany rozpoczyna
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sie od doboru form rodzicielskich do krzyzowania, w wyniku ktérego uzyskuje sie
ponad 100 000 siewek do oceny (3). Na jakim etapie hodowli nalezy przeprowadzaé
selekcje przy uzyciu markeréw molekularnych? Podjecie wtasciwej decyzji bedzie
tatwiejsze z chwilg automatyzaciji detekcji markeréw DNA (49). Konieczne stanie sie
dostosowanie dotychczasowych schematéw hodowlanych do nowych procedur pro-
wadzenia selekcji, z uwzglednieniem zaawansowanych narzedzi informatycznych
(3,50).
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