Wyro6znianie i charakterystyka tetraploidalnych form ziemniaka odpornych na wirusy
M i S ziemniaka z wykorzystaniem selekcji metodami konwencjonalnymi i markerami
molekularnymi.

Cele zadania.

1. Rozmnozenie form tetraploidalnych 4x majacych w swym pochodzeniu odporno$¢ na PVM,
pochodzaca z dwoch dzikich gatunkow: S. megistacrolobum lub S. gourlayi oraz petna
charakterystyka cech uzytkowych.

2. Uzyskanie siewek majacych w swym pochodzeniu odporno$s¢ na PVS pochodzaca z
S. tuberosum subsp. andigena.

3. Potwierdzenie obecnosci w badanym materiale form 4X z genem odporno$ci na wirus M
ziemniaka poprzez zastosowanie markerow molekularnych sprzgzonych z genami Rm (markery
GP 283 i GP 250) i Gm (marker SC878).

Materiaty i metody.

W ramach tematu 1 z populacji tetraploidalnych 4x majacych w swym pochodzeniu Zrodto
odpornosci na PVM, pochodzace z S. megistacrolobum (Rm) posadzono po 150 linii, natomiast z
populacji 4x x 4x majacych w swym pochodzeniu zrédlo odporno$ci na PVM pochodzace z S.
gourlayi (Gm) po 110 linii. W sumie w doswiadczeniach polowych prowadzono 820 linii
siewkowych. Dla zebranych jesienig linii siewkowych z populacji 4X przeprowadzono oceng
nastepujacych cech morfologicznych w skali 1-9: ksztatt bulw, regularno$¢ zarysu bulw, glebokosc¢
oczek, wielkos¢ bulw oraz barwe i wyglad skorki. Po zbiorze oceniony zostat rowniez plon bulw.

W ramach tematu 2 w szklarni wysiano po 250 nasiona 2 populacji 4x (Ns) x 4x (Ns).
Z kazdej populacji wysadzono W polu po 150 roslin w celu uzyskania materiatu do dalszych badan. W
trakcie sezonu wegetacyjnego z kazdej populacji zebrano material ro$linny w celu izolacji
genomowego DNA. Po zbiorze przeprowadzono opis w skali 1-9 nastepujacych cech
morfologicznych: ksztalt bulw, regularno$¢ zarysu bulw, gitebokos¢ oczek, wielkos¢ bulw, barwe i
wyglad skorki oraz oceniono plon bulw.

W ramach tematu 3 ocenie molekularnej poddane zostaty 4 populacje 4x x 4x, w ktorych
zrédlem odpornosci na wirus M ziemniaka jest S. megistacrolobum (Rm) oraz 2 populacje ze zrédlem
odpornosci pochodzacym z S. gourlayi (Gm). W celu potwierdzenia w badanych 4 populacjach form
4x z genem odpornosci na wirus M ziemniaka pochodzacym z S. megistacrolobum (Rm) zastosowano
2 markery molekularne GP 283 i GP 250. Aby potwierdzi¢ w pozostatych 2 populacjach
wystgpowanie form 4X z genem odpornosci na wirus M ziemniaka pochodzacym z S. gourlayi (Gm)
zastosowano marker SC878.

W ramach tematu 3 przeprowadzono réwniez wstepne testy laboratoryjne pozwalajgce na
ustalenie metodyki i warunkdéw przeprowadzania reakcji Real-Time-PCR, majacej na celu oceng
zawarto$ci wirusa M ziemniaka w zakazanym materiale. Do ustalenia metodyki oceny zawartos$ci
wirusa PVM metodg Real - Time PCR wybrano 5 rodow tetraploidalnych oraz wzorzec odporny.
Rody wysadzone zostaly w szklarni do doniczek. Kiedy miaty 3-4 liScie przeprowadzono zakazania

mechaniczne. Do zakazen uzyto szczepu Mss,. Po 4 tygodniach od zakazenia pobierano zakazone
PVM probki lisci, zamrazano w -80°C, a nastgpnie izolowano RNA i doczyszczano. Po uzyskaniu
RNA wirusowego o odpowiednich parametrach jakosciowych przeprowadzono szereg reakcji Real-
Time PCR w celu ustalenia wlasciwych warunkéw amplifikacji. Reakcje Real-Time PCR prowadzono
w termocyklerze, z wykorzystaniem barwnika SYBR Green. W celu wybrania najwlasciwszego genu
referencyjnego w trakcie analiz przebadano cztery rozne geny: cox, 18SrRNA, 1f14a, L2.



Wyniki i dyskusja.

W ramach tematu 1 z populacji tetraploidalnych 4x majacych w swym pochodzeniu zrodto
odpornosci na PVM, pochodzace z S. megistacrolobum (Rm) zebrano od 131 do 149 linii siewkowych.
Natomiast z populacji ze zrodtem odpornosci z S.gourlayi (Gm) zebrano wszystkie genotypy. Dla
populacji PW — 363 x PW — 375 $redni plon bulw wyniost 1,3 kg/krzak przy zakresie od 0,5 do 2,1
kg/krzak. Linie siewkowe z tej populacji charakteryzowaly si¢ bulwami owalnymi o S$redniej
wielkos$ci (3,6), regularnym zarysie (6,1), ptytkich oczkach (6,7) oraz $rednio cienkiej skorce (5,7).
Sredni plon dla populacji 07-1X-21 x PW — 375 wyniost 1,4 kg/krzak przy zakresie od 0,4 do 2,5
kg/krzak. Morfologia bulw ocenianych linii byta bardzo zblizona do poprzedniej populacji: bulwy
okragtoowalne o $redniej wielkosci (4,9), regularnym zarysie (6,2), plytkich oczkach (6,5) oraz
$rednio cienkiej skorce (5,3). Sredni plon bulw dla populacji 07-1X-169 x PW — 375 wynidst 1,6
kg/krzak przy zakresie od 0,5 do 2,9 kg/krzak. Linie z tej populacji miaty bulwy okragloowalne,

$rednio duze (5,4), o regularnym zarysie (6,5), ptytkich oczkach (6,7) oraz $rednio cienkiej skorce
(5,5). W kolejnej populacji 07-VI11-83 x PW — 363 $redni plon bulw wynidst 1,3 kg/krzak przy
zakresie od 0,6 do 2,3 kg/krzak. Bulwy uzyskanych linii byly okragloowalne, $rednio duze (5,3), o
regularnym zarysie (6,5), ptytkich oczkach (6,8) oraz srednio cienkiej skorce (5,5).

Populacja ,,Gm” PS — 1682 x PS — 1741 wyrdzniata si¢ od pozostatych wysokim $rednim
plonem bulw 1,7 kg/krzak przy zakresie od 0,3 do 3,3 kg/krzak. Linie z tej populacji charakteryzowaty
si¢ bulwami okragloowalnymi o $redniej wielkosci (5,6), regularnym zarysie (6,3), ptytkich oczkach
(6,5) oraz $rednio cienkiej skorce (5,5). Druga z populacji ,,Gm” PS — 1740 x PS — 1741 uzyskata
réwniez wysoki $redni plon 1,7 kg/krzak przy zakresie od 0,6 do 2,7 kg/krzak. Bulwy uzyskanych linii
byly owalne, $rednio duze (6,0), o regularnym zarysie (5,8), ptytkich oczkach (6,0) oraz $rednio
cienkiej skorce (5,8). Niskie wspotczynniki korelacji Pearsona dla poszczegdlnych cech uzytkowych
pomigdzy ocenami uzyskanymi w 2015 roku dla siewek i ocenami uzyskanymi w 2016 roku dla linii
siewkowych wskazujg na duze zréznicowanie w uzyskanych ocenach w poszczegoélnych latach
obserwacji.

W ramach tematu 2 z populacji tetraploidalnych PS — 1723 x PW — 363 oraz PS — 1769 x PS —
1763 majacych w swym pochodzeniu zrédto odpornosci na PVS, pochodzace z S. tuberosum subsp.
andigena (Ns) zebrano po 110 siewek. Dla populacji PS — 1723 x PW =363 $redni plon bulw wyniost
1,6 kg/krzak przy zakresie od 0,8 do 3,0 kg/krzak. Siewki z tej populacji charakteryzowatly si¢
bulwami owalnymi o $redniej wielkosci (5,1), regularnym zarysie (6,1), ptytkich oczkach (6,5) oraz
$rednio cienkiej skorce (5,2). Dla populacji PS — 1769 x PS — 1763 $redni plon bulw wynidst 1,6
kg/krzak przy zakresie od 0,6 do 3,1 kg/krzak. Siewki z tej populacji charakteryzowaty si¢ bulwami
okragto owalnymi o $redniej wielkosci (5,7), regularnym zarysie (6,2), plytkich oczkach (6,3) oraz
$rednio cienkiej skorce (5,2). Dla ocenianych siewek opisano rowniez barwe skorki. W trakcie sezonu
wegetacyjnego z kazdej populacji zebrano materiat ro$linny w formie lisci i przeprowadzono izolacje
genomowego DNA.

W ramach tematu 3 ocenie molekularnej poddano 4 populacje 4x z genem Rm pochodzacym z
dzikiego gatunku S. megistacrolobum. W celu potwierdzenia w badanych populacjach form 4x z
genem odpornosci na wirus M ziemniaka zastosowano 2 markery molekularne GP 283 i GP 250. Z
populacji PW — 363 x PW — 375 ocenie molekularnej poddano 149 linii siewkowych. Obecno$¢
markera GP 250 zwigzanego z obecno$cig genu Rm stwierdzono dla 139 linii, natomiast nie
stwierdzono amplifikacji tego markera dla 10 linii z tej populacji. Dla kolejnej populacji
07 — IX = 21 x PW — 375 liczacej 134 linii obecno$¢ markera GP 250 stwierdzono w przypadku 118
linii, natomiast jego brak dla 16 linii. Dla trzeciej populacji 07 — IX — 169 x PW — 375 o liczebnosci
131 linii, marker GP 250 identyfikowano w przypadku 126 linii, natomiast jego brak dla 5 linii. Dla
populacji 07-VIIlI — 83 x PW — 363 liczacej 146 linii siewkowych, obecno$¢ markera GP 250
stwierdzono dla 139 linii, a jego brak dla 7 linii.



Obecnos$¢ drugiego markera selekcyjnego GP 283 w przypadku pierwszej populacji
PW - 363 x PW — 375 liczacej 149 linii siewkowych, stwierdzono dla 105 linii siewkowych,
natomiast brak amplifikacji obserwowano dla 44 linii. Dla kolejnej populacji
07 — IX = 21 x PW - 375 liczacej 134 linii obecnos¢ markera GP 283 obserwowano dla 105 linii,
natomiast jego brak dla 290 linii. Dla trzeciej populacji 07 — IX — 169 x PW — 375 o liczebnosci 131
linii, marker GP 283 identyfikowano w przypadku 101 linii, natomiast jego brak dla 44 linii. Dla
populacji 07-VIIl — 83 x PW — 363 liczacej 146 linii siewkowych, obecno$¢ markera GP 283
odnotowano dla 106 linii, a jego brak dla 40 linii.

W ramach tematu 3 wykorzystujac markery zwigzane z genem Rm (GP 283 i GP 250)
wyrézniono formy 4x posiadajace ten marker. Przy zastosowaniu markera GP 250 we wszystkich
czterech populacjach obserwowano przewage form z markerem (od 88% do 96%) nad formami bez
markera (od 4% do 12 %). Rozktad ilosciowy form z i bez markera wskazuje, iz marker ten nie jest
markerem selekcyjnym. Obserwujemy w tych populacjach zbyt duza ilo$¢ form, ktore potencjalnie
moglyby by by¢ genotypami odpornymi. Drugi z markerow zwigzany z genem Rm znacznie lepiej
segregowal oceniane genotypy. W kazdej z populacji rozktad form z lub bez markera byl zblizony do
rozkladu oczekiwanego 3:1. W kazdej populacji obserwowano bowiem od 70% do 78% form z
markerem GP 283 i od 22% do 30% form bez tego markera. Po przeprowadzeniu w przysztym roku
oceny odporno$ci testami fenotypowymi na wirus M ziemniaka begdziemy mogli stwierdzi¢, czy
marker GP 283 jest faktycznie markerem selekcyjnym w naszych populacjach.

Marker SC878 zwigzany z genem Gm z S. gourlayi w naszych dwdch populacjach 4x nie
amplifikowal. Dla wszystkich przebadanych linii siewkowych nie obserwowano produktu amplifikacji
tego markera. Marker ten w naszych materiatach byt markerem nieselekcyjnym.

Opracowana w tym roku metodyka izolacji i identyfikacji wirusa M ziemniaka metodg Real-
Time PCR pozwoli w przysztym sezonie oceni¢ wybrane genotypy pod wzgledem zawarto$ci wirusa
w zakazanym materiale w porazeniu pierwotny, a w kolejnych latach po porazeniu wtoérnym.

Whioski:
W ramach tematu 1

1. Cechy uzytkowe linii siewkowych pochodzace z populacji 4x sg na zadawalajgcym poziomie,
co pozwala przypuszcza¢, ze przyszte rody hodowlane beda laczyly wysoki poziom
odpornosci na wirus M ziemniaka z dobrym zestawem cech uzytkowych.

2. Z puli uzyskanych linii siewkowych o zréznicowanym tle genetycznym i odpornosciowym w
kolejnym roku bedzie mozna wybraé¢ formy do szczegdélowych testow odporno$ciowych z
wykorzystaniem metody Real-Time PCR.

W ramach tematu 2

1. Cechy uzytkowe siewek pochodzacych z populacji 4xX sg na zadawalajacym poziomie, co
pozwala przypuszczaé, ze przyszie rody hodowlane beda taczyty wysoki poziom odpornosci
na wirus S ziemniaka z dobrym zestawem cech uzytkowych.

2. Liczba uzyskanych siewek z populacji 4x x 4x po wstepnej selekcji jest wystarczajaca do
prowadzenia badan w kolejnych latach.

W ramach tematu 3
1. Znaleziono formy z markerami GP 283 i GP 250 zwigzanymi z genem Rm .
2. Po przeprowadzonych analizach molekularnych stwierdzono, iz marker GP 283 moze by¢
markerem bardziej uzytecznym w selekcji form odpornych.
3. W obu populacjach 4x nie obserwowano amplifikacji markera SC878 zwigzanego z genem

Gm z S. gourlayi.

4. Opracowana metodyka warunkéw reakcji Real -Time PCR do badan nad zawarto$cig wirusa

M ziemniaka, zostanie wykorzystana w badaniach przysztorocznych.



