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

1. Ocena poziomu ploidalności roślin ziemniaka otrzymanych po kolchicynowaniu w roku 2014 oraz wprowadzenie do kultur in vitro form z podwojona liczbą chromosomów.
2. Uzyskanie siewek mających w swym pochodzeniu odporność na PVM pochodzącą z dwóch dzikich gatunków: S. megistacrolobum i S. gourlayi.
3. Charakterystyka cech użytkowych uzyskanych siewek 6 populacji 4x × 4x.
4. Uzyskanie populacji interploidalnej 4x × 2x (obie formy rodzicielskie odporne na PVS, forma diploidalna zdolna do wytwarzania gamet 2n).
Materiały i metody.

W ramach tematu 1 określono poziom ploidalności roślin otrzymanych w 2014 roku przez liczenie chloroplastów w komórkach przyszparkowych aparatu szparkowego (tzw. metoda pośrednia). Ze spodniej strony blaszki liściowej pobierano fragment skórki i umieszczano w kropli płynu Lugola na szkiełku podstawowym. Tak przygotowany preparat oglądano pod mikroskopem (przy powiększeniu 1000x). Średnia liczba chloroplastów była określana na podstawie liczby chloroplastów policzonych w 10 parach komórek przyszparkowych aparatów szparkowych. Średnia liczba chloroplastów w parze komórek przyszparkowych powinna wynosić u diploidów 13,0 (zakres 10,7–15,1), u triploidów 17,5 (zakres 16,5–18,1), a dla tetraploidów 21,0 (zakres 18,3–23,5). Do podwajania liczby chromosomów w materiale 2x zastosowano metodę Dionne’a polegającą na kolchicynowaniu merystemów kątowych pędów ziemniaka. Zastosowano dwa stężenia roztworu kolchicyny (0,5% i 1%) oraz dwa czasy kolchicynowania (24h i 48h). Odrastające z kolchicynowanych kątów liściowych pędy były systematycznie ścinane i ukorzeniane w mieszaninie torfu i piasku. Ukorzenione pędy przesadzano następnie do doniczek w celu otrzymania z nich potomstwa wegetatywnego. W sumie w sezonie kolchicynowaniu poddano 480 roślin (30 roślin × 2 genotypy × 4 kombinacje × 2 terminy). Rośliny przed kolchicynowaniem poddawane były przez 24h chłodzeniu w kamerach fitotronowych.

W ramach tematu 2 wysiano nasiona 4 populacji 4x (Rm) × 4x (Rm) oraz 2 populacji 4x (Gm) × 4x (Gm). Z każdej populacji wysiano ok. 250 nasion. Po uływie 4 tygodni uzyskane siewki zostały przepikowane do doniczek. W maju, w polu z każdej populacji wysadzono po 150 roślin w celu uzyskania linii siewkowych do dalszych badań. W trakcie sezonu wegetacyjnego przeprowadzono również wstępną ocenę odporności populacji siewkowych na PVM z wykorzystaniem testów paskowych firmy Bioreba. Do każdego testu użyto wzorca podatności (odmiana Sante) i odporności (odmiana Gustaw) na wirus M ziemniaka. 

W ramach tematu 3 z każdej populacji 4x × 4x zebrano siewki. Dla zebranych form przeprowadzono ocenę następujących cech morfologicznych: kształt bulw (skala 1-9), regularność zarysu bulw (skala 1-9), głębokość oczek (skala 1-9), wielkość bulw (skala 1-9) oraz wygląd skórki (skala 1-9). Po zbiorze oceniono również plon bulw.

W ramach tematu 4 do powtórnych krzyżowań interploidalnych 4x (Ns) × 2x (Ns) wytypowano 6 form matecznych (4x) oraz 10 form ojcowskich (2x). Wykonano testy na obecność patogenów kwarantannowych: PSTVd i Cms. Test na obecność wiroida wrzecionowatości bulw ziemniaka (PSTVd) został wykonany wg. procedury zatwierdzonej jako Standard EPPO w 2003-09. Test na obecność bakterii Clavibacter michiganensis (Cms) został wykonany zgodne z procedurą dla testu immunofluorescencyjnego (IF). Wytypowane formy rodzicielskie zostały sprawdzone pod względem płodności pyłku. Pyłek wybarwiony w co najmniej 30% uznany został za płodny w stopniu wystarczającym do wykorzystania w krzyżowaniach. 
Wyniki i dyskusja.
W ramach tematu 1 w roku 2015 oceniono poziom ploidalności 48 roślin uzyskanych z dwóch diploidalnych genotypów DW 83 – 3121 oraz DW 83 – 3127 posiadających marker związany z genem Ns, poddanych kolchicynowaniu w poprzednim sezonie wegetacyjnym. 

Uzyskano 8 form triploidalnych (3x) oraz 4 formy tetraploidalne (4x). Formy 4x zostały wprowadzone do kultur in vitro. Pozostałe formy nie zwielokrotniły liczby chromosomów. Przeprowadzono również uzupełniający proces kolchicynowania w celu uzyskania większej liczby roślin odpornych na PVS (z genem Ns) z podwojoną liczbą chromosomów. Kolchicynowaniu poddano dwa genotypy diploidalne, które w poprzednim roku wytwarzały największą liczbę odrostów w kątach liściowych. Zastosowano dwa roztwory kolchicyny o stężeniu: 0,5% i 0,1% oraz dwa czasy kolchicynowania: 24h i 48h. W każdym z czterech wariantów (0,1%/24h, 0,1%/48h, 0,5%/24h, 05%/48h) kolchicynowaniu poddano 30 roślin oraz zastosowano jedną roślinę kontrolną. Doświadczenie przeprowadzono w dwóch odrębnych terminach. Rośliny poddane kolchicynowaniu umieszczano na 24h lub 48h  w izolatorach w celu zapewnienia im większej wilgotności. W sumie kolchicynowaniu poddanych zostało 480 roślin. Na każdej roślinie kolchicynowano pięć stożków wzrostu. Ukorzeniono 80 pędów, ale tylko z 23 uzyskano bulwy. Pozostałe pędy w trakcie ukorzeniania zasychały i zamierały. Z bulw, które uzyskano w 2015 roku po wysadzeniu w przyszłym sezonie sprawdzony zostanie poziom ich ploidalności. Formy, które po ocenie ploidalności okażą się osobnikami tetraploidalnymi zostaną wprowadzone do kultur in vitro. 

W ramach tematu 2 w polu prowadzono 4 populacje 4x (Rm) × 4x (Rm) oraz 2 populacje 4x (Gm) × 4x (Gm). Z każdej populacji wysadzono po 150 roślin w celu uzyskania linii siewkowych do dalszych badań. W trakcie sezonu wegetacyjnego przeprowadzono również wstępną ocenę odporności populacji siewkowych na wirus PVM (zastosowano test paskowy firmy Bioreba). Obecność wirusa PVM w ocenianym materiale stwierdzono dla 4 pojedynków pochodzących z populacji PW – 363 × PW – 375, 6 pojedynków z populacji 07– IX – 21 × PW – 375, 10 pojedynków z populacji  07 – IX – 169 × PW – 375, 8 pojedynków z populacji 07–VIII – 83 × PW – 363 oraz dla 4 pojedynków z populacji  PS – 1682 × PS – 174. Populacja PS – 1740 × PS – 1741 była wolna od PVM. 
W ramach tematu 3 z populacji 4x × 4x mających w swym pochodzeniu źródło odporności na PVM pochodzące z S. megistacrolobum (Rm) zebrano jesienią po 150 siewek, natomiast dla populacji 4x × 4x mających w swym pochodzeniu źródło odporności na PVM pochodzące z S.gourlayi (Gm) zebrano po 110 siewek. Każda populacja po zbiorze została oceniona pod kątem cech użytkowych. Średni plon bulw ocenianych siewek wyniósł 0,6 kg/krzak przy zakresie od 0,04 do 2,08 kg/krzak. Ponadto oceniane siewki charakteryzowały się bulwami średniej wielkości (4,3), okrągło owalnymi do owalnych, o regularnym zarysie (6,1), płytkich oczkach (6,4) oraz delikatnej skórce (6,1). W trakcie sezonu wegetacyjnego zabezpieczono również materiał roślinny do izolacji DNA ze wszystkich siewek populacji 4x × 4x i form rodzicielskich oraz przeprowadzono izolację DNA. Tak przygotowany materiał posłuży w przyszłym sezonie do sprawdzenia obecności markerów związanych z genem Rm i Gm odporności na wirus M ziemniaka.
W ramach tematu 4 przeprowadzono krzyżowania interploidalne 4x × 2x (obie formy rodzicielskie odporne na PVS, forma diploidalna zdolna do wytwarzania gamet 2n). W krzyżowaniach zastosowano 6 form matecznych (4x) oraz 10 form ojcowskich (2x). W sumie przeprowadzono 60 różnych kombinacji. W ramach tych kombinacji wykonano 380 zapyleń. W trakcie sezonu przeprowadzono również krzyżowania tetraploidalne 4x × 4x (obie formy rodzicielskie odporne na PVS). W krzyżowaniach wykorzystano jako formy rodzicielskie rody, które w krzyżowaniach interploidalnych 4x × 2x służyły jako formy mateczne. Decyzja dotycząca wprowadzenia dodatkowych krzyżowań tetraploidalnych (Ns) wynikała z obserwacji programu krzyżowań interploidalnych 4x × 2x. Po zapyleniach obserwowano brak wiązania jagód i intensywne opadanie zalążków. W ramach krzyżowań 4x × 4x uzyskano w sumie 3800 nasion z 3 populacji, natomiast w ramach krzyżowań 4x × 2x uzyskano 17 nasion z 6 populacji. 
Wnioski:
W ramach tematu 1 formy uzyskane po kolchicynowaniu w 2014 roku zostały sprawdzone pod względem poziomu ploidalności. Uzyskane formy 4x zostały wprowadzone do kultur in vitro. Zostały wykonane dodatkowe doświadczenia z wykorzystaniem kolchicyny w celu uzyskania większej liczby form tetraploidalnych (ocena poziomu ploidalności w roku 2016).
W ramach tematu 2 z każdej populacji 4x × 4x uzyskano odpowiednią liczbę siewek do dalszych badań. Wstępna ocena poziomu odporności na wirus M ziemniaka populacji siewkowych 4x × 4x przerowadzona testami paskowymi pozwoliła wyróżnić formy podatne.
W ramach tematu 3 wstępnie oceniono potencjał jaki znajduje się w materiale odpornym na PVM posiadającym odporność pochodzącą z 2 dzikich gatunków: S. megistacrolobum (Rm) 
i S. gourlayi (Gm). Siewki uzyskane z krzyżowań 4x × 4x charakteryzowały się dość dobrym plonem bulw z krzaka oraz poprawnymi cechami morfologicznym. Kumulacja odporności pochodząca zarówno od strony matecznej jak i ojcowskiej nie wpłynęła niekorzystnie na cechy agronomicznie uzyskanych siewek. Można przypuszczać, iż uzyskane w przyszłości rody hodowlane pochodzące z populacji 4x × 4x obok wysokiego poziomu odporności na PVM będą również posiadały dobry zestaw cech agronomicznych. Liczba uzyskanych siewek z populacji jest wystarczająca do dalszej kontynuacji badań nad odpornością na PVM. 
W ramach tematu 4 w krzyżowaniach 4x × 2x natrafiono na problem mogący wynikać z niedopasowania się formy ojcowskiej 2x do formy matecznej 4x, zaburzeń procesu mikrosporogenezy i rozwoju ziaren pyłku, oraz wpływu warunków zewnętrznych (bardzo wysokie temperatury). Badania nad wpływem dawki genu Ns na poziom odporności oraz związki pomiędzy tym poziomem, a cechami użytkowymi zostaną wykonane na rodach pochodzących z populacji tetraploidalnych 4x (Ns) × 4x (Ns). 
