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Wyro6znianie form ziemniaka o zlozonej odpornosci na matwiki atakujgce ziemniak przy
wykorzystaniu metod konwencjonalnych i molekularnych. Charakterystyka nowego zrdodta
odporno$ci na Globodera pallida znalezionego w Solanum gourlayi.
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Cel zadania

Celem zadania jest poznanie genetycznych uwarunkowan odpornosci na matwiki
zaobserwowanej w gatunku S. gourlayi oraz wyroznienie w obrgbie ziemniaka o réznych
kierunkach uzytkowania form o zlozonej odpornosci na matwiki atakujace ziemniak
(patotypy matwika ziemniaczanego - Globodera rostochiensis i matwika agresywnego -
G. pallida).

Celem tematow realizowanych w ramach zadania w 2015 roku byto: a) ocena odpornosci
wybranych form Solanum gourlayi na patotypy Pal, Pa2 i Pa3 Globodera pallida;
b) wyprowadzenie siewkowych populacji diploidalnych, z ktérych zostanie wybrana
populacja mapujaca, ktora postuzy do zbadania podtoza genetycznego odpornosci na matwika
agresywnego (Globodera pallida) zidentyfikowanej w gatunku Solanum gourlayi;
c) wyprowadzenie siewkowych populacji tetraploidalnych, ktére postuza do zbadania
mozliwosci selekcji polskich materialéw hodowlanych pod katem odporno$ci na patotypy Pa2
I Pa3 G. pallida przy uzyciu markera HC. Finalnie zostang z nich réwniez wyselekcjonowane
Klony o zlozonej odporno$ci na matwiki, posiadajagce markery genéw odporno$ci oraz
wyrdzniajace si¢ dobrym poziomem cech uzytkowych.

Materialy i metody

W 2015 roku w ramach tematu przeprowadzono oceng¢ odpornosci na patotypy matwika
agresywnego o$miu klonow diploidalnych. Cztery Kklony, testowane w roku 2014,
przetestowano powtornie jedynie na te patotypy, dla ktorych wykazaly si¢ odpornoscia
w badaniu wykonanym w roku poprzednim. Trzy klony, nie testowane w roku 2014,
przetestowano pod katem odpornosci na wszystkie patottypy G. pallida. Do powtdrnych
testow odpornosci dotagczono réwniez podatng forme¢ mateczng DW 94-4235, wykorzystang
w roku 2014 1 przewidziang do wykorzystania w krzyzowaniach uzupetniajacych. Klon ten
przetestowano powtoérnie pod katem odpornosci na patotyp Pa3. Testy odpornosci zostaty
wykonane zgodnie z procedura EPPO. Proby zostaly przeprowadzone na pojedynczych
bulwach w doniczkach o pojemnos$ci 1 litra z gleba zawierajaca Zywe cysty nicieni. Test
przygotowano w pietnastu powtorzeniach dla kombinacji klon DG 06-28/patotyp Pal, klon
DG 90-1/patotyp Pa2, klon DG 92-227/patotyp Pa3 i klon DG 90-245/patotyp Pa3
1 w dziesigciu powtodrzeniach dla kazdej kombinacji klon/patotyp dla klondéw testowanych pod
katem odpornosci na wszystkie patotypy G. pallida. Rosliny po posadzeniu rosty w szklarni
przez sze$¢ tygodni. Po tym okresie liczono cysty z kazdej doniczki. Stosunek liczby cyst
Z badanego klonu do liczby cyst z podatnej odmiany kontrolnej stanowi o stopniu odpornosci
danego genotypu. Odpornos¢ na nicienie jest oceniana w skali 9-cio stopniowej, w ktorej
9 oznacza najwyzszy stopien odpornosci.



Wykonano  rowniez  program  diploidalnych  krzyzowan  uzupehiajacych
z wykorzystaniem pigciu form rodzicielskich (podatna forma mateczna: DW 94-4235
I odporne formy ojcowskie: DG 00-908, 79-429, 79-1582 i Sg 2/7). Ze zdrowych bulw,
przetestowanych na obecno$¢ patogenéow kwarantannowych: PSTVd i CMS w poprzednim
sezonie, przygotowano rosliny do krzyzowan w formie szczepien na podktadkach z psianki
i pomidora. Pytek Kklonu Sg 2/7, stanowigcego form¢ ojcowska w krzyzowaniach 2X,
pozyskano z kolekcji zabezpieczonej w ciektym azocie. W celu przedtuzenia okresu kwitnienia
rosliny prowadzono na 1-2 pedy. W trakcie kwitnienia pylek zebrano, zabezpieczono oraz
oceniono pod katem ptodnosci. Zabezpieczono rowniez DNA wszystkich wykorzystanych
form rodzicielskich.

W polu prowadzono 4 populacje siewkowe 2x i 3 populacje siewkowe 4x uzyskane
z krzyzowan 2014. Wysiano do 300 nasion na populacje. Nasiona wysiano do kuwet
napetnionych ziemiag z dodatkiem torfu, w uformowane rowki w rozstawie 0,5:3 cm
i przysypano piaskiem. Uzyskane siewki przepikowano do doniczek i przeniesiono na
zewnatrz w celu aklimatyzacji. Pod koniec maja siewki wysadzono w polu w rozstawie
28:62,5 cm. W trakcie trwania sezonu wegetacyjnego zebrano liscie w celu zabezpieczenia
materialu DNA. Po calkowitym zaschnigciu naci zebrano wszystkie klony 2x, ktore
wytworzyly bulwy, oraz te klony 4x ktére wytworzyly minimum 5 bulw. Zebrane klony 4x
opisano pod katem cech morfologicznych bulw, takich jak: plon, wielko$¢ bulw, ksztalt,
regularnos$¢ zarysu i glgbokos$¢ oczek. Wybrane, wyrdzniajace si¢ klony, przetestowano pod
katem obecnosci markera 57R zwigzanego z genem H1 (57R), nadajacym roslinom ziemniaka
odpornos¢ na patotypy Rol i Ro4 G. rostochiensis.

Wyniki i dyskusja

Powtoérne badanie czterech klonéw testowanych w roku 2014 potwierdzilo odpornos¢ trzech
z nich odpowiednio na patotypy Pa2 (DG 90-1: stopien 6) i Pa3 (DG 92-227 i DG 90-245:
stopien 7 i1 6). Kazdy z badanych w pierwszym tescie klonéw (DG 00-908, 79-429 i 79-1582)
charakteryzowal si¢ podwyzszong odpornos$cig na patotyp Pa3 (stopien odpornosci: 8, 8 1 6).
Odnotowane zrdznicowanie odpornosci na rézne patotypy matwika agresywnego pomig¢dzy
klonami oraz rdzny stopien tej odpornosci (6 - 8) moze wskazywac na poligeniczny charakter
odpornosci. Odpornos¢ na G. pallida w wigkszoséci obecnie scharakteryzowanych zrodet
odporno$ci ma charakter ilosciowy, przy odpowiednim potaczeniu gendéw odpornosci
0 malych efektach mozna jednak uzyska¢ genotypy charakteryzujace si¢ zwigkszong
odpornos$cia. Powtoérne badanie klonu DG 06-28 wykazalo jego podatno$¢ na patotyp Pal, na
ktory to patotyp w pierwszym badaniu na 5 bulwach klon wykazat odporno$¢ w stopniu 5.
Potomstwo tego klonu zostanie wiec wykluczone z dalszych badan. Ustalenie stopnia
odporno$ci na dany patotyp G. pallida wymaga wielu powtdérzen biologicznych oraz testow
przeprowadzonych w co najmniej dwoch sezonach wegetacyjnych aby wyeliminowad
zmiennos¢ biologiczng osobnikéw badanych (roslin uzyskanych z poszczegolnych bulw) oraz
zmiennos$¢ wykorzystanej populacji matwika. Szkodnik ten posiada bowiem pewne zdolnosci
przystosowawcze, polegajace na zdolnosci do produkcji wielu efektorow - bialek bioracych
udzigl w relacji pasozyt-zywiciel, a wsrdd nich biatek pozwalajacych wyciszy¢ reakcje
odpornosciowg gospodarza.

Do mapowania gendéw odpornosci wykorzystuje si¢ diploidalne populacje mapujace.
Badania odpornosci na G. pallida klonéw, wybranych jako formy rodzicielskie do
przeprowadzenia krzyzowan uzupetniajacych 2x, potwierdzily ich przydatno$¢ jako form
rodzicielskich do uzyskania populacji mapujacej. Wybrane diploidalne klony ojcowskie



charakteryzowaty si¢ plodnoscia pytku od 30% do 90%. Trzy z nich wytwarzaja réwniez
ziarna pylku o niezredukowanej liczbie chromosoméw. W wyniku przeprowadzonego
programu krzyzowan uzyskano tacznie 59 jagdd. Liczba jagdd uzyskanych z krzyzowan
wyniosta od 3 do 50 dla poszczegdlnych kombinacji krzyzowkowych. Uzyskano jagody
Z nastepujacych kombinacji: 6 jagéd z krzyzowania DW 94-4235 x DG 00-908, 3 jagody
Z krzyzowania DW 94-4235 x 79-429 oraz 50 jagdd z krzyzowania DW 94-4235 x Sg 2/7.
Ros$liny wyprowadzone z nasion uzyskanych z krzyzowania DW 94-4235 x DG 00-908
postuza do uzupehienia tej populacji uzyskanej z nasion pochodzacych z krzyzowania 2014.
7 kombinacji krzyzowkowej DW 94-4235 x Sg 2/7 otrzymano liczbe jagdd wskazujaca na
mozliwo$¢ otrzymania licznej populacji siewkowej w kolejnym sezonie. Z diploidalnych
populacji siewkowych prowadzonych w polu w 2015r zebrano tacznie 250 klonow
wytwarzajacych bulwy, co tacznie z nasionami uzyskanymi z krzyzowan uzupetniajacych
2015 pozwoli na wytypowanie populacji mapujacej, ktoéra poshuzy do zbadania podioza
genetycznego odpornosci zaobserwowanej w Solanum gourlayi. Liczba bulw uzyskanych dla
poszczegolnych rodow diploidalnych wyniosta od 3 do 40, co pozwoli na przeprowadzenie
wstepnych testow odpornosci dla tych z nich, ktére wytworzyty ponad 7 bulw.

Liczba klonow zebranych z populacji siewkowych tetraploidalnych (199) pozwoli
natomiast na przetestowanie mozliwosci selekcji form o podwyzszonej odporno$i na
G. pallida za pomocg markera HC, po wykonaniu dla tych materiatow fenotypowej oceny
odpornosci. Ocena cech uzytkowych siewek 4x wskazuje na dobry poziom plonowania i cech
morfologicznych bulw klonow uzyskanych w wyniku krzyzowan form o ztozonej odpornosci
na Globodera spp. Populacje te postuza do sprawdzenia mozliwosci wykorzystania markerow
do selekcji form taczacych odpornos¢ na Globodera spp. z dobrym poziomem cech
uzytkowych. Wykorzystanie markeréw DNA w procesie selekcji w praktyce hodowlanej
pozwala na potwierdzenie obecnosci genéw odpornosci na bardzo wezesnym etapie hodowli.
We wczesniejszych badaniach wykazano, ze selekcja za pomocg markera 57R jest niezalezna
od poziomu cech uzytkowych selekcjonowanych klonow. 9 wybranych klonow,
wyrozniajacych si¢ wysokim poziomem cech uzytkowych posiada marker 57R, co wskazuje
na mozliwo$¢ wytypowania spos$rod populacji siewkowych klonow o wysokim poziomie
badanych cech potaczonych z odpornoscia na patotypy Rol i Ro4 G. rostochiensis.

WhioskKi

1. Powtorne badanie czterech klonow testowanych w roku 2014 potwierdzito odpornos$¢ trzech
z nich: DG 90-1, DG 92-227 i DG 90-245. Odpornos¢ klonu DG 06-28 w powtdrnym tescie
zostala przelamana, z dalszych badan zostanie wigc wykluczone potomstwo tego klonu.

2. Powtérne badanie formy matecznej DW 94-4235, wybranej do krzyzowan 2014 i 2015,
potwierdzito jej podatnos¢ i zarazem przydatno$¢ do stworzenia w krzyzowaniach z forma
odporna populacji mapujace;j.

3. Klony DG 00-908, 79-429 i 79-1582, wybrane do krzyzowan uzupetniajacych, charakteryzuja si¢
odpornoscia na jeden patotyp - Pa3, co potwierdza ich przydatnos¢ do stworzenia populacji
mapujacej odpornos¢ S. gourlayi.

4. Liczba klonow wybranych z populacji siewkowych pozwoli na przetestowanie mozliwosci
selekcji form o podwyzszonej odpornosi na G. pallida za pomoca markera HC, po wykonaniu dla
tych materiatéw fenotypowej oceny odpornosci ha patotypy Pa i Pa3.

5. Ocena cech uzytkowych siewek prowadzonych w polu w roku 2015 wskazuje na mozliwosé¢
wytypowania spo$rod nich klonow o wysokim poziomie badanych cech polaczonych
z odpornoscig na patotypy Globodera spp.



10.

11.

9 wybranych klonéw, wyrdzniajacych si¢ wysokim poziomem cech uzytkowych posiada marker
57R, co wskazuje na mozliwo$¢ wytypowania sposrod populacji siewkowych klondw o wysokim
poziomie badanych cech potaczonych z odpornoscig na patotypy Rol i Ro4 G. rostochiensis spp.

Z czterech populacji siewkowych 2015 z dalszych badan zostanie wykluczona populacja

DW 94-4235 x DG 06-28, ze wzgledu na przelamanie w testach 2015 odpornosci formy
ojcowskiej DG 06-28.

Populacja DW 94-4235 x DG 00-908 bedzie traktowana jako niepeilna i zostanie uzupetniona
siewkami uzyskanymi z nasion z krzyzowania uzupetniajgcego przeprowadzonego w roku 2015.

Uzyskano réwniez 50 jagdd z krzyzowania uzupetniajacego DW 94-4235 x Sg 2/7, co pozwoli na
przygotowanie duzej populacji siewkowej w kolejnym sezonie.

Otrzymana z populacji siewkowych 2015 liczba roslin oraz liczba jagdd uzyskana z krzyzowan
uzupehiajacych powinna by¢ wystarczajaca do wytypowania populacji mapujacej, ktora postuzy
do zbadania podtoza genetycznego odpornosci zaobserwowanej w Solanum gourlayi.

Liczba bulw otrzymana dla poszczegdlnych genotypoéw z populacji siewkowych pozwoli na
przeprowadzenie wstepnych testow odpornosci dla tych z nich, ktére wytworzyly ponad 7 bulw.



