Solanum gourlayi jako zrodlo odpornosci na PVM w tetraploidalnych rodach
ziemniaka
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Wprowadzenie i cel pracy

Analiza stanu zagrozenia poszczegolnymi wirusami ziemniaka w Polsce wskazuje na coraz wieksze znaczenie wirusa M ziemniaka. Uprawa odmian ziemniaka o niskiej odpornosci na tego wirusa nastrecza wiele
trudnosci w produkcji nasiennej. Na rynku brakuje form niosacych wysoki poziom odpornosci na PVM. PVM wystepuje we wszystkich rejonach uprawy ziemniaka, ale problemem jest gtownie w Europie Wschodniej
i Potudniowo-Wschodniej. Straty w plonie bulw powodowane przez PVM siegajg 30%, a w skrajnych przypadkach nawet 75%!. W Polskiej hodowli odpornosciowej wykorzystuje sie miedzy innymi gen Gm
pochodzacy z dzikiego gatunku Solanum gouriayi warunkujacy odpornoS¢ zwigzang z reakcjg nadwrazliwosci, ktora ujawnia sie jedynie w obecnosci dotad niepoznanych dodatkowych czynnikow genetycznych?3:4,
Celem pracy byto okreslenie reakcji rodow 4x na dwa rozne szczepy wirusa M ziemniaka oraz okreslenie wptywu roznych zrodet zmiennosci na reakcje odpornosciowa.

Materiat i metody badan

e Oceniano 4 rody tetraploidalne i dwa wzorce
Zakazano rosliny 4 tygodniowe

Rosliny zakazano dwukrotnie

Stosowano szczepy PVM: M-55_ i1 M-U
Temp. inkubacji: 20°C i 28°C

Ocena po 6 tyg. - ELISA i Real-Time PCR

Zakazano po 5 roslin w 2 powtdrzeniach Mate I‘i a+ bad dWC Zy
Kombinacja
Réd krzyzéwkowa
M-VII-60 PS-1682 X PS - 1741
M-VII-14 PS-1682 X PS - 1741
M-VIII-58 PS-1740 x PS - 1741
M-VIII-69 PS-1740 X PS - 1741
_ _ _ Wzorce

e Oceniano 4 rody tetraploidalne i dwa wzorce

e Szczepiono rosliny 4 tygodniowe DW 84-1457

e Stosowano szczepy PVM: M-55_ i M-U

« Temp. inkubacji: 20°C i 28°C Bzura

e Ocena po 4 tyg. - ELISA i Real-Time PCR
e Szczepiono po 5 roslin w 2 powtodrzeniach

WYNIKI

Porownywano wptyw genotypu, szczepu wirusa i temperatury inkubacji na poziom odpornosci roslin po zakazeniu mechanicznym i po
szczepieniu PVM. Przeprowadzono ocene poziomu odpornosci roslin w porazeniu pierwotnym (2017) i wtornym (2018). Wybrane rody
pochodzity z dwdch populacji 4x, gdzie zrédtem odpornosci na PVM byt dziki gatunek Solanum gourifayi.

Na wykresie 1 przedstawiono Srednie wartosci absorbancji A,y dla rodow i wzorcow uzyskane dla roslin w porazeniu pierwotnym (dane z
roku 2017) oraz w porazeniu wtornym (dane z roku 2018). Przedstawione wyniki dotycza oceny poziomu odpornosci na PVM
przeprowadzanego w roslinach zakazanych mechanicznie. Wysokie wartosci A,,s uzyskano dla rodow: M-VII-60, M-VIII-58 oraz wzorcowej
podatnej odmiany Bzura, niskie wartosci dla rodow: M-VII-14, M-VIII-69 oraz diploidalnego klonu DW 84-1457. Wspotczynnik korelacii
pomiedzy wynikami uzyskanymi w roku 2017 i 2018 wyniost r = 0,96**,

Na wykresie 2 przedstawiono Srednie wartosci A,,s z porazenia pierwotnego (2017) i wtornego roslin (2018), uzyskane w doswiadczeniach,
gdzie zakazania wirusem M ziemniaka przeprowadzano poprzez szczepienia. Wysokie wartosci A,,s uzyskano dla rodow: M-VII-60, M-VIII-
58 oraz wzorcowej odmiany Bzura. Niskie wartosci A405 uzyskano dla rodu M-VII-14, M-VIII-69 oraz diploidalnego klonu DW.84-1457. Dla
rodu M-VII-14 oraz M-VIII-69 wartosci absorbancji byty podwyzszone w stosunku do wartosci uzyskanych w doswiadczeniu gdzie rosliny
byty zakazane mechanicznie (wykres 1). Wspotczynnik korelacji pomiedzy wynikami uzyskanymi w roku 2017 i 2018 wyniost r = 0,94**,

Na wykresie 3 przedstawione wyniki dotycza oceny poziomu odpornosci na PVM przeprowadzanego w roslinach zakazanych
mechanicznie przy zastosowaniu dwoch szczepow wirusa: M-55, oraz M-U. Zaréwno dla rodow podatnych, odpornych oraz
wzorcow rodzaj zastosowanego szczepu nie miat istotnego wptywu na uzyskane wyniki. Porazeniu wirusem M ziemniaka w obu latach nie
ulegly rody: M-VII-14, M-VIII-69 oraz wzorzec DW 84-1457. Wysokie wartosci A,ys uzyskano dla rodow M-VII-60, M-VIII-58 oraz podatnej
odmiany Bzura.

Na wykresie 4 przedstawione wyniki dotyczg oceny poziomu odpornosci na PVM przeprowadzanego poprzez zakazenia mechaniczne
roslin przy zastosowaniu dwoch temperatur inkubacji 20°C i 289C. Zarowno dla rodow podatnych, odpornych oraz wzorcow
temperatura inkubacji nie miata istotnego wptywu na uzyskane wyniki. Porazeniu wirusem M ziemniaka w obu latach nie ulegty rody: M-
VII-14, M-VIII-69 oraz wzorzec DW 84-1457. Wysokie wartosci A,ys uzyskano dla rodow M-VII-60, M-VIII-58 oraz podatnej odmiany Bzura.

Wykres 1. Sredni poziom absorbancji A,y dla rodéw/odmian ocenianych w

porazeniu pierwotnym i wtdérnym.
Zakazania mechaniczne
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Wykres 3. Sredni poziom absorbangij A,ys dla rodoéw/odmian przy
zastosowaniu dwodch szczepdw wirusa M-55, i M-U.
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Wykres 5. Sredni poziom absorbancji A,ys dla rodéw/odmian ocenianych w
porazeniu pierwotnym i wtdérnym przy zastosowaniu dwoch szczepdw wirusa M-

Wykres 2. Sredni poziom absorbancji A,y dla rodéw/odmian ocenianych w

porazeniu pierwotnym i wtornym.
Szczepienia

Wykres 4. Sredni poziom absorbancii A,os dla rodoéw/odmian przy

zastosowaniu temperatur inkubacji 20°C i 280C.
Zakazania mechaniczne
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Wykres 6. Sredni poziom absorbancji A,ys dla rodéw/odmian ocenianych
W porazeniu pierwotnym i wtornym przy zastosowaniu dwoch temperatur

Na wykresie 5 przedstawiono wyniki uzyskane dla rodow poddanych szczepieniu, przy zastosowaniu dwoch szczepow wirusa M 555a”"_"U-_ ‘”k“gacl" 20°C i 28°C.
ziemniaka: M-55, i M-U. Dla rodéw podatnych, odpornych oraz wzorcdw rodzaj szczepu wirusa nie miat istotnego wptywu na uzyskane - sezepienia - zczeplenia
wyniki. Porazeniu wirusem M ziemniaka w obu latach nie ulegty rody: M-VII-14, M-VIII-69 oraz wzorzec DW 84-1457. Wysokie wartosci 1600

A,os uzyskano dla rodow M-VII-60, M-VIII-58 oraz podatnej odmiany Bzura. o 0

Na wykresie 6 przedstawiono Srednie wartosci A,y; dla rodow i wzorcdw otrzymane po szczepieniu roslin przy zastosowaniu dwoch . = -

temperatur inkubacji 20°C i 28°C. Zarowno dla rodow podatnych, odpornych oraz wzorcow temperatura inkubacji nie miata istotnego - s

wptywu na uzyskane wyniki. Porazeniu wirusem M ziemniaka w obu latach nie ulegty rody: M-VII-14, M-VIII-69 oraz wzorzec DW 84-1457. -~ L

Wysokie wartosci A,, uzyskano dla rodéw M-VII-60, M-VIII-58 oraz podatnej odmiany Bzura. T e owensr wwa e w 2z s S

Tabela 1. Stosunek ilosci kopii RNA wirusa M ziemniaka na jedng kopie genu Tabela 2. Stosunek ilosci kopii RNA wirusa M ziemniaka na jedng kopie genu

referencyjnego 18SrRNA ziemniaka uzyskany w reakcj

i Real-Time PCR dla

rodéw/odmian ocenianych w porazeniu wtdrnym.

Zakazania mechaniczne

rodéw/odmian ocenianych w porazeniu wtdrnym.
Szczenienia

referencyjnego 18SrRNA ziemniaka uzyskany w reakcji Real-Time PCR dla

WNIOSKI

Rody nalezace do populacji z segregujgcym genem Gm z S. gourlayi w ocenie porazenia wtdrnego potwierdzity swoj poziom

-- . 20 28°C --———— odpornoéci na PVM, jaki zostat im przypisany po ocenie porazenia pierwotnego. Na roélinach zainfekowanych nie obserwowano w
e —— _ ;523 o e M- ‘; e ILED s — 5588 o e — Li I porazeniu wtdrnym zadnych objawdw zewnetrznych, co wskazuje na brak interakcji miedzy wirusem, a roéling w komérkach
- : eI et : - L4 : : 2.70507 : chloroplastéw. Typowe objawy mozaiki, ktorym towarzyszyty wysokie koncentracje wirusa M ziemniaka, obserwowano tylko na
M-vi-14 RNA wirusa RNA wirusa ' podatnej odmianie Bzura, zarowno wtedy kiedy oceniano w prdbie oczkowej materiat po inokulacji mechanicznej jak i po
M-VIII-58 4.19 E-03 1.68 E-03 5.30 E-03 1.35 E-02 MV 557 £03 200 £03 >-09 £03 373 B03 szczepieniu. Podobnie Wa$ i in. (1980) oraz Mietkiewska (1999) w swoich badaniach na materiatach pochodzacych od S. gourlayi
M-VIII-69 M-VIIL-69 nie obserwowaty objawdw porazenia PVM po inokulagji roslin. W naszych badaniach w grupie rodow podatnych nie obserwowano
- DW 84-1457 - DW 84-1457 istotnego wzrostu Srednich wartosci A,ys i kopii komorek wirusa u roslin inkubowanych po zakazeniu w temp. 28°C, w pordwnaniu
- Brura 950 E-03 L 20 E-02 {31 E-0 | 27 E-0 - Bzura 2.88 E-03 3.64 E-03 4.70 E-03 1.18 E-02 do roslin inkubowanych w temp. 20°C.

Genotypy odporne z genem Gm nie wykazywaty porazenia PVM zardwno po zakazeniu mechanicznym jak i po zastosowaniu
szczepienia, niezaleznie od warunkow termicznych w jakich rosty rosliny po inokulacji i niezaleznie od zastosowanego szczepu.
Srednie wartosci A,,s uzyskiwane dla tej grupy roddw byly bardzo niskie we wszystkich wariantach doswiadczenia. Po
zastosowaniu metody Real-Time PCR do identyfikacji wirusa w komorkach roslinnych, tylko w przypadku jednego rodu M-VII-14
stwierdzono Sladowe ilosci RNA. Dla odpornego rodu M-VIII-69 i odpornego diploidalnego klonu nie odnotowano obecnosci RNA
wirusa. Uzyskane w pracy wyniki potwierdzajg wczesniejsze doniesienia®®, ze odpornos¢ na PVM pochodzaca od S. gourlayi
przejawia sie w szerokiej skali temperatur, nie zalezy od szczepu wirusa uzytego do zakazen roslin oraz zwigzana jest ze
zjawiskiem tolerancji (brak objawow i brak spadku wigoru roslin).

W tabeli 1 przedstawiono wyniki uzyskany w reakcji Real-Time PCR dla rodow poddanych zakazeniom mechanicznym. W roku 2018
wirus M ziemniaka zostat zidentyfikowany we wszystkich kombinacjach w rodach: M-VII-60 i M-VIII-58 oraz w podatnej odmianie Bzura.
RNA wirusa zostato rowniez wykryte w rodzie M-VII-14 w dwdch uktadach doswiadczenia (M-55,; temp. 28°C oraz M-U; temp. 28°C).
Najwiekszg liczbe kopii RNA wirusa odnotowano dla rodu M-VIII-58 (1.35E-02), najmniejszg dla rodu M-VII-14 (5.96 E-06).

W tabeli 2 przedstawiono wyniki uzyskane w reakcji Real-Time PCR dla rodow poddanych zakazeniom poprzez szczepienie. W roku
2018 wirus M ziemniaka zostat zidentyfikowany we wszystkich kombinacjach w rodach: M-VII-60 i M-VIII-58 oraz w podatnej odmianie
Bzura. RNA wirusa zostato rowniez wykryte w rodzie M-VII-14 po szczepieniu roslin szczepem M-U i inkubacji w temp. 20°C. Najwieksza 2. aewatha M. A, Oopons . 1977 Netro sttt s M s 5o oo . gsiobun, et 2.5 172175,
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Przedstawione badania zostaly sfinansowane w ramach badan podstawowych na rzecz Postepu Biologicznego w Produkcji Roslinnej w latach 2014-2020.



