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Tytut zadania: Wyrdznianie i charakterystyka tetraploidalnych form ziemniaka
odpornych na wirusy M i S ziemniaka z wykorzystaniem selekcji metodami
konwencjonalnymi i markerami molekularnymi.

Kierownik zadania: dr B. Tatarowska

Cele zadania:

1. Wyhbor form rodzicielskich 4x oraz 2x do programu krzyzowan tetraploidalnych 4x (Rm) x 4x (Rm),
4x (Gm) x 4x (Gm) i interploidalnych 4x (Ns) x 2x (Ns).

2. Wyboér efektywnego sposobu kolchicynowania wytypowanych diploidalnych form ziemniaka
odpornych na PVS w celu podwojenia liczby chromosomaow.

3. Uzyskanie populacji tetraploidalnych 4x x 4x, majacych w swym pochodzeniu odpornosé na PVM
pochodzaca z dwoch dzikich gatunkéw: Solanum megistacrolobum i Solanum gourlayi w celu
poznania dodatkowych czynnikow genetycznych warunkujacych t¢ odpornos¢ w réznych
warunkach srodowiskowych.

4. Uzyskanie populacji interploidalnej 4x x 2x (obie formy rodzicielskie odporne na PVS, forma
diploidalna zdolna do wytwarzania 2n gamet) w celu zbadania wptywu dawki genu Ns na
odpornosé.

Materiafy i metody:

W ramach tematu 1 przeprowadzono oceny fenotypowe i genotypowe 49 form rodzicielskich 4x i 2x.

Wykonano testy na obecnos¢ patogenow kwarantannowych: PSTVd i CMS. Test na obecnos$¢ wiroida

wrzecionowatosci bulw ziemniaka (PSTVd) zostal wykonany wg. procedury zatwierdzonej jako

Standard EPPO w 2003-09. Test na obecnos¢ bakterii Clavibacter michiganensis (Cms) zostat

wykonany zgodne z procedurg dla testu immunofluorescencyjnego (IF). Wytypowane formy

rodzicielskie zostaly sprawdzone pod wzgledem plodnosci pytku. Pytek wybarwiony w co najmniej

30% uznany zostal za plodny w stopniu wystarczajacym do wykorzystania w krzyzowaniach.

W testach laboratoryjnych oceniono poziom odpornosci na wirus M i S ziemniaka wybranych rodéw

2X 1 4x. Badano obecno$¢ markeréw typu CAPS sprzezonych z genem Rm (GP 283 i GP 250)

i markera typu SCAR sprzgzonyego z genem Gm (SC811) w celu potwierdzenia obecnosci form

odpornych na PVM w grupie rodow 4x. Dla potwierdzenia obecnosci form odpornych na PVS

w grupie rodow 4X i 2x zastosowano marker ISSR sprzezony z genem Ns (UBC811).

W ramach tematu 2 przeprowadzono kolchicynowanie wytypowanych diploidalnych form ziemniaka
2x odpornych na PVS (z genem Ns) w celu podwojenia liczby chromosoméw. Zastosowano
zmodyfikowang metode Dionne’a polegajacg na kolchicynowaniu merysteméw katowych (pedow)
ziemniaka. Zastosowano dwa st¢zenia roztworu kolchicyny: 0,5% oraz 0,1%, oraz dwa czasy
kolchicynowania 24h i 48h. W kazdym z czterech wariantow (0,1% - 24h, 0,1% - 48h, 0,5% - 24h,
05% - 48h) kolchicynowaniu poddano 10 roslin oraz zastosowano jedna rosling kontrolng. Odrastajace
z kolchicynowanych katow lisciowych pedy byly systematycznie $cinane i ukorzeniane w piasku.
Ukorzenione pedy nastepnie przesadzano do doniczek w celu otrzymania z nich bulw. Proces
kolchicynowania przeprowadzony zostal na trzech klonach diploidalnych (ptodnych i posiadajacych
2n gamety), pochodzacych z kolekc;ji in vitro.

W ramach tematu 3 i 4 przeprowadzono krzyzowania tetraploidalne 4x (Rm) x 4x (Rm), 4x (Gm) x 4x
(Gm) oraz interploidalne 4x (Ns) x 2x (Ns). Ze zdrowych bulw wycieto oczka, ktore po wstgpnym
podkietkowaniu wysadzono w doniczkach w szklarni. Po czterech tygodniach wzrostu z roélin tych
zostaly pobrane zrazy, ktore zaszczepiono na przygotowanych uprzednio podktadkach z pomidora
I psianki. Rosliny wysadzono nastepnie w foliowcach. W celu przedtuzeniu okresu kwitnienia rosliny
prowadzono na 1-2 pedy. W trakcie kwitnienia z klonow 4x i 2x wytypowanych jako formy ojcowskie
sukcesywnie zbierano pylek do zapylen.

Wyniki i dyskusja:

W ramach tematu 1 wstepnej ocenie poddano 22 formy rodzicielskie 4X majace w swym pochodzeniu
zrodlo odpornosci na PVM z S. megistacrolobum oraz 7 form 4x z genem odpornosci na PVM
z S.gourlayi. Po przeprowadzeniu oceny fenotypowej i genotypowej wytypowano 5 rodow
tetraploidalnych (4x) z genem Rm oraz 5 rodow (4x) z genem Gm do krzyzowan 4x x 4x. Do programu
krzyzowan 4x (Rm) x 4x (Rm) wybrano rody posiadajace oba markery genu Rm: GP 250 i GP 283 oraz
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wykazujace odpornos¢ w testach fenotypowych po zakazeniu mechanicznym. Rody z wysoko
plodnym pytkiem (>60%) wykorzystano jako formy ojcowskie. Do programu krzyzowan 4x (Gm) x
4x (Gm) wybrano rody posiadajace marker genu Gm: SC878 oraz odporne w testach fenotypowych po
zakazeniu mechanicznym. Rody z wysoko ptodnym pytkiem (>50%) wykorzystano jako formy
ojcowskie. Do programu krzyzowan 4x x 2x wytypowano 6 rodow tetraploidalnych i 2 diploidalne
zgenem Ns z S. tuberosum subsp. andigena. U wszystkich form stwierdzono obecno$¢ markera
UBCS811 oraz potwierdzono odporno$¢ na PVS w testach fenotypowych. W celu przeprowadzenia
W przysztym sezonie powtornych krzyzowan interploidalnych dodatkowo wytypowano, oceniono
i rozmnozono 10 diploidalnych klonow odpornych na PVS z genem Ns.

W ramach tematu 2 po kolchicynowaniu uzyskano tylko 9 roslin. Dla klonu diploidalnego DW-276
nie uzyskano pedow przybyszowych. Po probie ukorzenienia pedy zasychaly i zamieraty. Dla
pozostatych dwoch klonow liczba ukorzenionych pedow byla roéwniez niewielka: DW 83-3121
(5 roslin), DW 83-3127 (4 rosliny). W przysztym roku zostanie sprawdzony poziom ploidalnosci
osobnikow uzyskanych w wyniku kolchicynowania (na ro$linach uzyskanych z ich pokolenia
wegetatywnego). Doswiadczenie wstepne przeprowadzone w 2014 roku pokazato wiele trudno$ci
jakich mozna spodziewaé si¢ przy podwajaniu liczby chromosoméw u ziemniaka metoda
kolchicynowania. W obecnosci kolchicyny, ktora jest inhibitorem wrzeciona kariokinetycznego, nie
nastgpuje rozdzielenie chromosomow siostrzanych na dwa jadra potomne. Powstaje jedno jadro
Z podwojng liczbg chromosomoéw. Jezeli stezgnie kolchicyny jest za wysokie lub jej dziatanie trwa
zbyt dlugo nastepuja dalsze podzialty chromosomow, prowadzace do $mierci komdrki na skutek
przekroczenia poziomu ploidalnosci, przy ktorym moze ona jeszcze zachowaé zywotno$¢. Stezenie
i okres dziatania kolchicyny musza by¢ tak dobrane, aby nie przekroczyé¢ etapu podwojenia liczby
chromosoméw. Duzy wpltyw na wydajnos¢ procesu kolchicynowania ma interakcja genotyp X stezenie
x czas kolchicynowania. Te zalezno$ci i obserwowana zmienno$¢ uzyskiwanych wynikow zostata
przedstawiona w wielu pracach. Autorzy publikacji pracujagc na réznych genotypach ziemniaka
stosowali roztwory kolchicyny o réznych stezeniach (od 0,005% do 1,0%) oraz roézne czasy
kolchicynowania (od 24h do 92h), uzyskujac bardzo rozbiezne wyniki. Praktycznie kazdy genotyp
ziemniaka poddawany procesowi kolchicynowania musi mie¢ dopracowane wlasne warunki
i parametry, przy ktorych frekwencja uzyskiwanych roslin o podwojonej liczbie chromosomow jest
zadowalajaca.

W ramach tematu 3 przeprowadzono 8 kombinacji krzyzowkowych 4x (Rm) x 4x (Rm) oraz
8 kombinacji 4x (Gm) x 4x (Gm). Dla 8 kombinacji 4x (Rm) x 4x (Rm) uzyskano w sumie 217 jagdd.
Dla 2 z 8 kombinacji krzyzowkowych 4x (Gm) x 4x (Gm) uzyskano w sumie 30 jagod. Celem zadania
bylo uzyskanie populacji interploidalnych pochodzacych ze skrzyzowania form o odpornosci
pochodzacej z S. megistacrolobum 4x (Rm) x 4x (Rm) oraz o odporno$ci pochodzacej z S. gourlayi
4x (Gm) x 4x (Gm). Uzyskanie takich materiatow pozwoli w kolejnych latach badan okresli¢ reakcje
form z genem Rm lub Gm na nowe warianty wirusa M ziemniaka oraz pozna¢ dodatkowe czynniki
genetyczne warunkujgce t¢ odporno$¢ w réznych warunkach $rodowiskowych przy zastosowaniu
ilosciowych metod molekularnych. W przypadku odpornosci warunkowanej genem Rm okreslona
zostanie rowniez zalezno$¢ miedzy odpornoscig, a wystepowaniem reakcji nekrotycznej. Badania te
pozwolg na usprawnienie metodyki wyrozniania form odpornych na PVM.

W ramach tematu 4 przeprowadzono krzyzowania interploidalne 4x X 2x (obie formy rodzicielskie
odporne na PVS, forma diploidalna zdolna do wytwarzania 2n gamet). Z 12 kombinacji tylko dla
jednej kombinacji PW-363 x DW-276 uzyskano jagode. Rody diploidalne wytwarzaly duza liczbe
kwiatéw. Natomiast kwiaty form matecznych po zapyleniu byly zrzucane i nie dochodzito do
zawigzywania jagdd. Z tego powodu do dalszych badan wytypowane zostaly w tym sezonie kolejne
formy ojcowskie 2x z genem Ns. Klony wytypowane oceniono fenotypowo i genotypowo pod katem
odpornosci na PVS oraz rozmnozono. Pylek z tych form zostat zebrany i zamrozony w ciektym
azocie. Wprowadzanie do materiatdbw hodowlanych odpornos$ci z dzikich gatunkéw Solanum odbywa
si¢ r6znymi metodami, zaleznie od poziomu ploidalnosci oraz wystepujacych barier krzyzowalnos$ci.
Jedng z metod jest krzyzowanie typu 4x x 2X, 2x x 4x lub 2x x 2x z wykorzystaniem gamet
0 niezredukowanej liczbie chromosoméw. Duzy wplyw na zywotno$¢ ziaren pylku majg zaburzenia
przebiegajace w procesie mejozy. Zaburzenia podczas mikrosporgenezy i rozwoju ziaren pylku roslin
uprawnych, ozdobych czy dziko rosnacych mogg mie¢ bardzo rézng etiologi¢ tacznie z czynnikami
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genetycznymi, cytoplazmatycznymi czy cytoplazmatyczo-genetycznymi. Nalezy rowniez pamigtac, iz
na jako$¢ pytku w duzym stopniu wplywaja warunki zwnetrzne: dlugos$¢ fotoperiodu, temperatura,
dostep do niezbednych substancji mineralnych, stresy fizjologiczne np. susza. Blokada rozwoju
niezgodnego pylku jaka obsrwowalisSmy w przypadku przeprowadzonych krzyzowan 4x x 2x jest
procesem aktywnym, warunkowanym obecnoscig genetycznie zaprogramowanych mechanizmow.
W tym sezonie nie udalo si¢ uzyskac¢ jagod do dalszych badan majacych na celu zbadanie wptywu
dawki genu Ns na odporno$¢. Program krzyzowan interploidalnch 4x X 2Xx zostanie powtdrzony
W przysztym sezonie, przy zwigkszonej liczbie form ojcowskich 2x.

Whnioski:

W ramach tematu 1 z puli posiadanych materiatow tetraploidalnych wbrano pie¢ form rodzicielskich
odpornych na PVM z genem Rm i pi¢¢ form z genem Gm do krzyzowan tetraploidalnych 4x x 4x. Do
krzyzowan interploidalnych 4x x 2x z puli rodéw tetraploidalnych z genem Ns wybrano szes¢ form
oraz dwie formy diploidalne. Dodatkowo oceniono 10 klonow 2x z genem Ns w celu wykorzystania
ich jako formy ojcowskie w powtornych krzyzowaniach interploidalnych.

W ramach tematu 2 uzyskano po kolchicynowaniu 9 ukorzenionych ro$lin dla ktorych w kolejnym
sezonie sprawdzony zostanie poziom ich ploidalnosci. Do okre$lenia poziomu ploidalno$ci
wykorzystana zostanie posrednia metoda, polegajaca na liczeniu chloroplastow w komorkach
przyszparkowych aparatu szparkowego. Bedzie mozna stwierdzi¢ czy zastosowane stgzenia roztworu
kolchicyny i czasy kolchicynowania byly witasciwymi. Do dalszych badan w 2015 roku zostana
wykorzystane dwa diploidalne klony ziemniaka: DW 83-3121 i DW 83-3127, ktore najlepiej
regenerowaty. Niska wydajno$¢ proceu kolchicynowania wskazuje na konieczno$¢ wprowadzenia
nowych modyfikacji w metodyce. Wprowadzone zostanie 24-godzinne chtodzenie roslin
w temperaturze 4°C, poprzedzajace moment natozenia kolchicyny.

W ramach tematu 3 udalo si¢ uzyska¢ populacje tetraploidalne o odpornosci pochodzacej
z S. megistacrolobum 4x (Rm) x 4x (Rm) oraz odpornosci pochodzacej z S. gourlayi 4x (Gm) x 4x
(Gm). Liczba uzyskanych jagod w obu wariantach krzyzowan powinna by¢ wystarczajaca do
kontynuowania badan w przysztym sezonie.

W ramach tematu 4 nie udato si¢ uzyska¢ populacji interaploidalnej o odpornosci pochodzacej
z S. tuberosum subsp. andigena 4x (Ns) x 2x (Ns), prawdopodobnie na skutek niedopasowania formy
ojcowskiej 2x do formy matecznej 4x, zaburzen procesu mikrosporgenezy i rozwoju ziaren pyiku, czy
tez niekorzystnego wptywu warunkoéw zewnetrznych. W celu powtorzenia krzyzowan
interploidalnych w przysztym roku wytypowano 10 nowych diploidalnych form ojcowskich
z genem Ns.



