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

Cele zadania.

1. Rozmnazanie w polu linii siewkowych z krzyzowan 4x x 4x, majacych w swym pochodzeniu
odpornos¢ na PVS z S. tuberosum subsp. andigena.

2. Ocena fenotypowa na wirus M ziemniaka rodoéw pochodzacych z populacji
4x (Rm) x 4x (Rm) oraz 4x (Gm) x 4x (Gm) — inokulacja mechaniczna.

3. Kompleksowa ocena odpornosci na PVM wytypowanych rodéw 4x ziemniaka prowadzona w
dwoch temperaturach 20°C i 28°C z wykorzystaniem dwdch izolatéw PVM:
v inokulacja mechaniczna roélin i testy Elisa — porazenie pierwotne
v inokulacja przez szczepienie i testy Elisa— porazenie pierwotne
v'identyfikacja PVM metodami molekularnymi — Real-Time-PCR

Materialy i metody.

W ramach tematu 1 wysadzono z kazdej populacji po 110 linii siewkowych uzyskanych w
poprzednim sezonie wegetacyjnym. Dla zebranych jesienig linii siewkowych przeprowadzono oceng
cech morfologicznych. Przeprowadzona zostala rowniez selekcja form odpornych na PVS w
potomstwie z krzyzowan 4x X 4x z uzyciem markera molekularnego sprz¢zonego z genem Ns
(UBCB811). W trakcie sezonu wegetacyjnego przeprowadzono rdwniez wstepng oceng odpornosci na
PVS populacji Ns— Il'i Ns — I z wykorzystaniem testéw paskowych firmy Bioreba.

W ramach tematu 2 przeprowadzono ocen¢ odpornosci na wirus M ziemniaka 6 populacji
tetraploidalnych. Rody zakazano mechanicznie w szklarni (po 5 ro$lin z kazdego genotypu). W
momencie kiedy osiagnely stadium 3-4 liscia posypywano je karborundem i zakazano izolatem.
Zakazenia wykonywano dwukrotnie w odstepach 2 dniowych, w warunkach szklarniowych. Zrodto
wirusa M stanowity rosliny pomidora porazone silnym izolatem M-55,. W 6 tygodniu od inokulacji
okreslano zawarto$¢ PVM w probee soku z lisci badanych roslin na podstawie odczytéw wartosci A 405
w tescie Elisa. Do oceny porazenia pobierano czwarty w pelni wyrosnigty 1is¢, liczac od wierzchotka
rosliny. Z ro$lin badanych rodéw jesienig zebrano bulwy, ktore w roku 2018 zostang wysadzone i
ocenione w porazeniu wtornym. W roku 2017 w testach odpornosciowych ocenionych zostato 665
rodow ziemniaka.

W ramach tematu 3 przeprowadzono szczegdtowg ocene reakcji odpornosciowej na wirus M
ziemniaka wybranych rodéw z 6 populacji 4x. Z kazdej populacji oceniano po 2 rody. Do oceny
odpornosci na PVM wybranych rodow 4x stosowano metode¢ inokulacji mechanicznej oraz poprzez
szczepienie. Zrodtem wirusa M byty rosliny pomidora porazone silnym izolatem Mss, oraz M-U. Po
zakazeniu ro$liny umieszczano w kamerach fitotronowych z kontrolowana temperatura 20°C i 28°C.
Zawartos¢ PVM w probce soku okreslono za pomoca wartosci absorbancji A4 w tescie Elisa oraz
metoda real time PCR.

Whyniki i dyskusja.

W ramach tematu 1 z populacji tetraploidalnych zebrano 218 linii siewkowych. Linie te po
zbiorze zostaly ocenione pod katem cech uzytkowych. Dla populacji Ns — Il (PS-1723 x PW — 363)
sredni plon bulw wyniost 1,5 kg/krzak przy zakresie od 0,4 do 3,0 kg/krzak. Linie siewkowe z tej
populacji charakteryzowaty si¢ bulwami okraglo-owalnymi o $redniej wielkosci (3,7), regularnym
zarysie (6,2), plytkich oczkach (7,1) oraz $rednio cienkiej skérce (5,2). Sredni plon dla populacji Ns —
Il (PS-1769 x PS — 1763) wyniost 1,8 kg/krzak przy zakresie od 0,6 do 2,9 kg/krzak. Morfologia
bulw linii z populacji Ns — IIT byta bardzo podobna do populacji Ns — II: bulwy okragto - owalne o
$redniej wielkosci (6,7), zarysie regularnym (6,0), ptytkich oczkach (6,9) oraz $rednio cienkiej skorce
(5,2). Z kazdej populacji wybrano po 7 wyr6zniajacych si¢ linii siewkowych, ktére posiadaty
stosunkowy wysoki $redni plon bulw (kg/ krzak) oraz poprawng morfologie bulw. W ramach tematu



w celu potwierdzenia w badanych populacjach form 4x z genem odpornosci na wirus S ziemniaka
zastosowano marker molekularny sprzezony z genem Ns — UBC811. Z populacji Ns — Il ocenie
molekularnej poddano 109 linii siewkowych. Obecno$¢ markera UBC811 zwigzanego z obecnoscia
genu Ns odnotowano dla 84 linii, natomiast nie stwierdzono amplifikacji tego markera dla 25 linii z tej
populacji. Dla kolejnej populacji Ns — I liczacej 109 linii obecno$¢ markera UBC811odnotowano dla
80 linii, natomiast jego brak dla 29 linii. W trakcie sezonu wegetacyjnego przeprowadzono réwniez
wstepna ocen¢ odpornosci na PVS populacji Ns — Il i Ns — Il (zastosowano test paskowy firmy
Bioreba). W zadnej linii siewkowej z populacji Ns — Il i Ns — 11l nie stwierdzono obecnos$¢ wirusa S
ziemniaka.

W ramach tematu 2 w testach szklarniowych ocenie fenotypowej poddano w sumie 665 rodow
tetraploidalnych pochodzacy z 6 populacji. W grupie rodow nalezacych do populacji M-III porazenie
wirusem M odnotowano dla 26 rodéw. Srednie porazenie w grupie rodéw podatnych wyniosto 0,715.
Zakres odczytow wartosci Ass w tescie Elisa dla podatnych form wynidst od 0,066 do 1,849. W
populacji M-IV liczacej 114 rodow porazeniu ulegto 10 rodow, a $rednia warto§¢ Ags w tescie Elisa
wyniosta 0,756 przy zakresie od 0,228 do 2,239. Najmniej podatnych rodéw wyrdzniono w populacji
M-V. Tutaj warto$¢ Asps W teScie Elisa dla grupy podatnych form wyniosta 0,730. Zakres odczytow
wartosci A4ps dla podatnych form wyniost od 0,097 do 1,764. Wsrod rodow nalezacych do populacji
M-VI porazeniu uleglo 26 rodow. Srednie porazenie w grupie rodéw podatnych wyniosto 1,390.
Zakres odczytow wartosci A4gs dla podatnych form wynidst od 0,102 do 2,922. W populacji M-VII
liczacej 89 genotypoéw porazenie wirusem M odnotowano dla 8 genotypoéw. Srednie porazenie w
grupie form podatnych wyniosto 0,714 przy zakresie wartosci Aggs 0d 0,112 do 1,179. Wsrdod rodow
nalezacych do populacja M-VIII liczacej 85 genotypow porazeniu ulegto 8 rodow. Zakres odczytdéw
warto$ci A 45 W tescie Elisa dla podatnych form wynidst od 0,206 do 1,292.

Na roslinach ziemniakach, ktore zakazano wirusem M obserwowano rdzne objawy
fenotypowe: stabe i silne mozaiki, stabe i silne nekrozy, przebarwienia liSci. Nalezy zauwazyé, ze
tylko dla czg$ci genotypow z wysokimi warto$ciami Aggs w teScie Elisa mozna bylo zaobserwowacé
objawy charakterystyczne dla wirusa M ziemniaka. Wigkszos¢ podatnych rodéw na PVM nie
wykazywala objawow fenotypowych w porazeniu pierwotnym

W ramach tematu 3 oceniano dwie grupy materiatu:
A. Populacje z segregujacym genem Gm (populacje VIIi VIII)

Z populacji VII 1 VIII do wykonania kompleksowej oceny odpornosci na PVM wybrano po
dwa rody ziemniaka. Wyboru dokonano po uzyskaniu ocen dla kazdego genotypu po zakazaniu
mechanicznym. Z populacji VII byly to rody: M-VII-60 i M-VII-14, natomiast z populacji VIII:
M-VII1-58 oraz M-VIII-69. Po zakazeniu mechanicznym w Zadnym z zastosowanych wariantow
dos$wiadczalnych nie obserwowano objawow na roslinach. Jedynie na podatnej na PVM odm. Bzura
widoczne byly silne mozaiki we wszystkich wariantach doswiadczenia. Po szczepieniu obserwowano
na zakazanych ro$linach rézne objawy: top nekrozy, mozaiki, punktowe nekrozy. Dla rodu M-VII-14
w temp. 20°C, a dla rodu M-VI11-69 w temp. 28°C mozna byto obserwowaé charakterystyczne dla
reakcji odpornosciowej top nekrozy.

Stosujac zakazenia mechaniczne wysokie wartosci Agps wskazujace na podatnos¢ uzyskano
dla rodow M-VI1-60 i M-V111-58. Najwyzsze srednie wartosci A4ps przy zastosowaniu szczepu M-55,
i M-U odnotowano dla rodu z populacji VII (M-VI1-60). Silnemu porazeniu ulegt réwniez rod M-
VI11-58. Pozostate dwa rody M-V1I-14 i M-VII1-69 nie ulegty porazeniu.

Stosujac metod¢ Real-Time PCR w celu ilosciowego wykrycia wirusa dla rodow poddanych
zakazeniom mechanicznym wirus zostat zidentyfikowany w dwéch rodach: M-VII-60 i M-VI111-58
oraz w podatnej odmianie wzorcowej. Najwickszg liczbe kopii RNA wirusa odnotowano dla rodu M-
VI11-58 (2.01E-03) zakazanego szczepem M-U i inkubowanego w temp. 20°C. Natomiast najmniejsza
liczbe kopii RNA wirusa uzyskano dla rodu M-VI1I-60 (6.26E-05) zakazanego szczepem M-U i
inkubowanego w temp. 28°C.

Dla rodéw poddanych szczepieniu najwyzsze Srednie warto$ci Aggs Uzyskano dla rodu M-
VII1-58 przy zastosowaniu szczepu M-55,, natomiast najwyzsze wartosci przy uzyciu szczepu M-U



odnotowano dla rodu M-V1I-60. Pozostate dwa rody M-VII-14 i M-VIII-69 nie ulegly porazeniu,
podobnie jak przy zakazeniach mechanicznych. Przy zastosowaniu szczepu M-55, w temperaturze
28°C odnotowano 0 polowe nizszg zawarto$¢ wirusa w lisciach dwoch rodow: M-V11-60 i M-VI111-58
w poréwnaniu z inkubacja w temp. 20°C. Wzorce zastosowane w do$wiadczeniu zareagowaty
adekwatnie do przypisanego im poziomu odpornosci na PVM w ocenach katalogowych

Stosujagc metod¢ Real-Time PCR w celu ilosciowego wykrycia wirusa dla rodéw zakazanych
poprzez szczepienie obecnos$¢ wirusa M ziemniaka stwierdzono w dwoch rodach: M-V1I-60 i M-VI11-
58 oraz w podatnej odmianie wzorcowej. Najwieksza liczbe kopii RNA wirusa odnotowano dla rodu
M-VI1-60 (5.66E-04) zakazanego szczepem M-55, i inkubowanego w temp. 20°C. Natomiast
najmniejsza liczbe kopii RNA wirusa uzyskano dla rodu M-VI11-58 (5.87E-07) zakazanego szczepem
M-U i inkubowanego w temp. 28°C.

B. Populacje z segregujacym genem Rm (populacje 111, IV, V, VI)

Z populacji III, IV, V, VI do wykonania kompleksowej oceny odpornosci na PVM wybrano
po dwa rody ziemniaka. Z populacji III byly to rody: M-I11-130 i M-111-96, populacji 1V:
M-1V-1 i M-IV-141, z populacji V: M-V-48 i M-V-9 oraz z populacji VI: M-VI-1 i M-VI-114.
Objawy fenotypowe obserwowano tylko w przypadku rodu M-IV-141, we wszystkich wariantach
doswiadczenia. Po szczepieniu na roslinach obserwowano szersze spektrum objawow: silne mozaiki,
nekrozy, kartowatos¢ roslin, zwijanie lisci, top nekrozy.

Stosujac zakazenia mechaniczne wysokie wartosci A Wwskazujace na podatno$¢ we
wszystkich czterech wariantach do$wiadczenia uzyskano dla rodéw: M-1V-141, M-V-9 i M-VI-1. Dla
rodow z populacji III wysokie warto§ci A odnotowano wowczas kiedy zakazane rosliny
inkubowano w temp. 20°C. Kiedy rody prowadzono w 28°C wirus nie byt wykrywany.

Stosujgc metode Real-Time PCR w celu ilosciowego wykrycia wirusa dla rodéw poddanych
zakazeniom mechanicznym wirus M ziemniaka zostat zidentyfikowany we wszystkich wariantach
doswiadczenia w rodach: M-IV-141, M-V-9 i M-VI-1 oraz w podatnej odmianie wzorcowej. W
przypadku rodéw z populacji III obecno$é wirusa stwierdzono w ro$linach inkubowanych w 20°C.
Najwicksza liczbe kopii RNA wirusa odnotowano dla rodu M-V-9 (1.58E-03) zakazanego szczepem
M-55, i inkubowanego w temp. 20°C. Natomiast najmniejszg liczbe kopii RNA wirusa uzyskano dla
rodu M-VI-1 (1.77E-06) zakazanego szczepem M-55, i inkubowanego w temp. 28°C.

Dla rodéw poddanych szczepieniu wysokie wartosci A wskazujace na podatnosé we
wszystkich  czterech  wariantach  do$wiadczenia odnotowano dla rodow M-IV-141 i
M-V-9. Dla rodu M-VI-1 obecno$¢ wirusa w roslinie stwierdzono tylko po zakazeniu szczepem M —
55,.. Dla rodéw z populacji 11l wysokie warto$ci Agps odnotowano wowczas kiedy zakazane rosliny
inkubowano w temp. 20°C. W ro$linach z populacji III rosngcych w 28°C wirus nie byt namnazany.

Stosujagc metod¢ Real-Time PCR w celu ilosciowego wykrycia wirusa dla rodéw zakazanych
poprzez szczepienie wirus M ziemniaka zostal zidentyfikowany we wszystkich wariantach
doswiadczenia w rodach: M-1V-141, M-V-9 i M-VI-1 oraz w podatnej odmianie wzorcowej. W
przypadku rodéw z populacji 11l obecno$¢ wirusa odnotowano w roslinach inkubowanych w 20°C.
Najwicksza liczb¢ kopii RNA wirusa odnotowano dla rodu M-1V-141 (2.28E-03) zakazanego
szczepem M-U i inkubowanego w temp. 20°C. Natomiast najmniejsza liczbe kopii RNA wirusa
uzyskano dla rodu M-V1-1 (2.87 E-06) zakazanego szczepem M-U i inkubowanego w temp. 28°C.

Whioski:
W ramach tematu 1
1. Cechy uzytkowe linii siewkowych pochodzacych z populacji Ns — Il i Ns - Il sa na
zadawalajacym poziomie, co pozwala przypuszczaé, ze przyszie rody hodowlane beda taczyty
wysoki poziom odpornosci na PVS z dobrym zestawem cech uzytkowych.
2. W populacjach Ns — Il i Ns — III wyr6zniono formy z markerem UBC811 zwigzanym z genem
Ns znajdujgcym si¢ na VIII chromosomie.
3. Pela selekcyjnos¢ tego markera zostanie potwierdzona w przyszlym sezonie po
przeprowadzeniu testow fenotypowych (zakazania mechaniczne PVS, porazenie pierwotne).



W ramach tematu 2

1. W kazdej z 6 ocenianych populacji 4X wyr6zniono rody odporne i podatne.

2. W sumie wyrozniono 580 odpornych rodéow na wirus M ziemniaka.

3. Pomimo wysokich odczytow wartosci A w tescie Elisa dla rodéw podatnych, objawy
fenotypowe na liciach roslin ziemniaka porazonego wirusem M nie zawsze byty
widoczne.

4. Najwyzszy procent rodow odpornych (94%) na PVM obserwowano dla populacji M-V (07
—IX - 169 x PW - 375) ze zrédtem odpornosci z S. megistacrolobum.

W ramach tematu 3
A. Populacje z segregujacym genem Gm (populacje VIIi VIII)

1. Dla rodow podatnych nie obserwowano zmiennosci w reakcji przy zastosowaniu réoznych
wariantow do§wiadczenia, zardwno po zakazeniu mechanicznym jak i po szczepieniu.

2. W rodach odpornych obserwowano reakcj¢ HR, ktora zalezata od temperatury inkubacji
roslin po szczepieniu.

B. Populacje z segregujacym genem Rm (populacje 111, 1V, V, VI)

1. W rodach podatnych wyzsze wartoSci Asgs Oraz wyzsze zawarto$ci wirusa mierzone
metodg Real Time PCR we wszystkich czterech wariantach dos§wiadczenia uzyskiwano w
temp. 20°C. Wielko$¢ roznic pomiedzy wynikami otrzymywanymi w 20°C i 28°C zalezala
od genotypu.

2. W rodach odpornych obserwowano reakcje HR, ktdra nie zalezata ani od zastosowanego
Szczepu wirusa ani od zastosowanej temperatury inkubacji.

3. Odnotowano wystgpienie rodu odpornego, ktory nie wykazywat reakcji HR.



