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Projektets syfte

Syftet med projektet dr att ta fram ett hybridiseringsmaterial med god resistens mot
bladmogel som i forlingningen kan anvdndas for att utveckla nya resistenta sorter
lampade for ekologisk potatisodling.

I projektet anvander vi oss framfor allt av olika vilda Solanum-arter och interspecifika
hybrider mellan dessa. Materialet har dokumenterad resistens mot bladmogel. Dock
finns ingen vetskap om vilka gener som orsakar resistensen i de olika accessionerna. I
projektet undersoker vi darfor materialet med olika molekyldra markorer for att
bekréfta vilka resistensgener som &dr verksamma. Med végledning av dessa resultat
kommer hybridiseringar att genomforas med syfte att kombinera olika resistensgener i
en och samma genotyp med malsittningen att ta fram ett hybridiseringsmaterial med
mer hdllbar bladmogelresistens.

Tidigare arbete inom projektet

Under 2014 anvandes befintliga molekyldra markorer fran litteraturen for att skaffa
okad kunskap kring var tillgdngliga genpool av foradlingsmaterial. Det &r véar
forhoppning att denna information kan leda till effektivare introgression av nya
resistensgener frdn bl a vilda potatissldktingar och en fungerande metodik att testa
forekomsten av pyramidiserade gener i forddlingsmaterialet.

I projektet arbetar vi med hybridpopulationer frdn olika bladmogelresistenta
accessioner fran vilda arter som S. berthaultii, S. neoantipoviczii, S. ruiz-ceballosii, S.
guerreroense, och S. tuberosum subs. andigenum liksom hybriden S. microdontum x S.
tarijense. Interspecifika korsningar mellan de olika arterna har gjorts i tidigare projekt
och resulterat i fron av varierande antal fran de olika kombinationerna. Vissa av dessa
arter ingdr oss veterligen dnnu inte i ndgra stamtavlor dver potatissorter framtagna i
olika foradlingsprogram véarlden 6ver.
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Under forsommaren 2014 saddes fron fran 15 stycken olika hybridpopulationer (Se
Delredovisning 2014). Maximalt 30 froplantor per population beroende pa tillgang
krukades upp for fortsatt odling i vaxthus. Bladmaterial frdn dessa plantor anvandes for
extraktion av DNA till de markorstudier som utfordes 2014 och 2015. Under senhdsten
skordades knolar fran samtliga plantor dar sadana producerats.

Under vintern studerades de erhdllna resultaten fran markorstudierna (Se
Delredovisning 2014). Utifran dessa gjordes dérefter ett urval av vilka individer som
lampade sig for vidare korsningsarbete med syfte att kombinera olika resistensgener for
Phytophthora infestans.

Forutom vildartsmaterialet ingar i projektet dven hybrider mellan en sedan tidigare
bevisat bladmogelresistent foradlingslinje, SW93-1015, och den mycket resistenta sorten
Sarpo Mira. Vissa av hybriderna har i stéllet for SW93-1015 en av tre olika avkommor
frdn densamma (SW04-2081, SW04-2662 eller SW04-3262) som forélder. Aven i detta
material ville vi med hjdlp av befintliga markorer Kkartligga forekomsten av
resistensgener. Knolar fran foradlingslinjerna sattes i krukor i véxthus och odlades upp
till plantor under 2014. DNA extraherades fran bladen och anvidndes for markorstudier.
Tyvarr uppnddde vi under 2014 inte tillfredsstdllande resultat for denna del av
projektet varfor detta arbete fortsatt under 2015.

Genomforande och resultat

Markorstudier vildartsmaterial

Under 2014 undersoktes vildartsmaterialet med 12 olika markéorer (se Delredovisning
2014). Under varen 2015 fortsatte detta arbete med ytterligare markorer. Tabell 1.
Rpi_ber &r en resistensgen funnen i Solanum berthaultii. Genen ligger pa kromosom 10
och SCAR-markoéren Q133 identifierar en region pa denna gen. Ett Quantitative Trait
Locus (QTL) for bladmogelresistens, QTL_phu_stn, beldget pa kromosom 3, amplifieras
av markoren GP198. Det dr en SCAR markor utvecklad fran RFLP markorer. I vart
arbete anviande vi &ven GP198F1 som dr en allelspecifik markor utvecklad fran GP198.

Tabell 1. Markorer som anvints for vildartshybriderna i projektet under 2015.

Gen/QTL Typ av markor Sekvens (5’-3)
, ATCATCTCCTCAAAGAATCAAG
Rpi_ber SLAl ATCTCCCCATTGACAACCAA
B TTTGCTTACTCTTGTIGTATG
QTL_phu_stn Allelspecifik TCACTTTGGTGCTTCTGTCG

Optimerade PCR-protokoll foér de olika markorerna har tagits fram och deras
lamplighet for vart material har utvarderats. Under 2014 st6tte vi pa problem med vissa
av markorerna och har dérfor sedan dess arbetat en hel del med att designa nya
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markorer baserade pa sekvensspecificiteter for att amplifiera generna R2 och R3 i véra
specifika arthybrider. Vi lyckades dock inte f4 ndgon amplifiering i ndgon av véra
hybrider eller deras respektive fordldrar med markorerna for R2 genen. Déarfor valde vi
att avbryta arbetet med denna markoér. R3 genen, som vi initialt misslyckades med att
amplifiera med R3 markorer, lyckades vi slutligen amplifiera med en allelspecifik R3a
markor kallad Sha. Denna markor amplifierar en homolog till R3 genen. Resultaten
redovisas i Tabell 2.

Tabell 2. Antal undersokta plantor per hybridpopulation samt antal plantor som uppvisar
amplifiering for respektive gen/markor, d v s trolig forekomst av aktuell resistensgen/QTL.

H{'(I(’)r;d' p"l\;‘rf:;r RB629 | RGA1 | RGA3 716{3* BLB1* | R3a | Rpi_ber | QTL_phu_stn
F1 25 0 25 25 12 19 22 25 12
F2 25 25 25 25 11 25 24 25 25
F3 4 2 4 4 2 1 2 3 3
F4 18 16 15 18 0 18 17 17
F5 16 0 16 13 9 10 16 16 16
F6 12 3 12 8 0 11 12 10 10
F7 12 10 12 12 0 7 10 11 11
F8 23 14 23 23 0 18 22 23 22
F9 25 25 25 24 0 0 21 25 2
F11 30 29 30 30 30 22 19 30 24
F12 30 28 28 28 12 9 25 28 23
F14 21 15 21 21 14 8 18 21 20
F15 25 4 25 25 0 17 21 24 13
F16 22 19 22 22 0 20 21 22 17
F18 8 8 8 8 8 7 8 8 6

# BLBI1 omfattar en kombination av BLB-primers omndmnda i Tabell 2 i Delredovisning 2014.
* Bada markdrerna omnadmns tillsammans eftersom de identifierar samma gen (R1).

Forutom de tidigare rapporterade resultaten (Se Delredovisning 2014) kan vi nu
konstatera att R3 genen verkar finnas representerad i mycket hog utstrackning hos de
undersokta plantorna inom samtliga arthybridpopulationer. Samma sak géller genen
Rpi_ber. Aven for QTL_phu_stn erholls amplifiering for flertalet plantor inom de olika
artkombinationerna undantaget F1, F11, F12, F15 och F16 dar 48%, 80%, 77%, 52%
respektive 80% av avkommorna bar pa detta QTL.

Sex hybridkombinationer inom vilka samtliga gener/markorer fanns representerade
kunde identifieras (F2, F3, F11, F12, F14 och F18). Hos 6vriga kombinationer saknades
en eller flera av de undersokta generna/markorerna.

Markorstudier fordadlingslinjer

For detta material har vi anvant en markdr, R2ZKADD (framtagen specifikt for
resistensen hos foradlingslinjen SW93-1015 (Lenman et al., 2016)). Mycket tyder pa att
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denna resistens skiljer sig fradn flertalet tidigare undersokta kallor for
bladmogelresistens exempelvis den fran sorten Sarpo Mira.

Under 2015 har vi fortsatt arbetet med att underscka ett flertal avkommor fran 6
korsningskombinationer dar en av fordldrarna varit Sarpo Mira och den andre SW93-
1015, SW04-2081, SW04-2662 alternativt SW04-3262. D4 vi inte lyckades erhdlla
tillforlitliga resultat frdn 2014 ars arbete valde vi att inte anvianda detta DNA utan utgd
frdn nytt vaxtmaterial. Tva knolar per klon sattes darfor i krukor i vaxthus under 2015
och nytt DNA for markorstudierna extraherades fran blad. Goda resultat erholls med
markoren R2ZKADD. Tabell 3.

Tabell 3. Ursprung for de fordadlingslinjer som undersdkts med hjdlp av markéren R2ZKADD.
Antal linjer dar amplifiering erhdllits samt totalt antal linjer inom varje korsningskombination.

Linjer med amplifiering for R2ZKADD/

Korsning | Foraldrar Totalt antal analyserade linjer

0902 SW04-3262* x Sarpo Mira 11/13
0903 SW93-1015 x Sarpo Mira 9/11
0904 SW04-2662* x Sarpo Mira 6/7
0905 SW04-2081* x Sarpo Mira 8/8
0907 Sarpo Mira x SW04-3262* 2/6

* SW93-1015 ingér som en av forédldrarna.

Resultat efter amplifiering genom PCR och elektrofores for ndgra av de undersokta
linjerna visas i Figur 1.

Figur 1. Elektrofores efter PCR-amplifiering med marksren R2ZKADD. Ovre raden fr. vénster,
brunn 1, 2: 0904032; 3, 4: 0903056; 5, 6: 0905176; 7, 8: 0902106; 9, 10: 0904042; 11, 12: 0904027.
Nedre raden fr. vianster 13, 14: —; 15, 16: 0903059; 17, 18: 0903066; 19, 20: Sarpo Mira; 21, 22:
SW93-1015; 23 Negativ kontroll.
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Vér ambition var dven att analysera materialet med markorer som skulle kunna ge oss
svar huruvida avkomman &dven &drvt specifika resistensgener frdn Sarpo Mira. Enligt
Tomczynska et al. (2014) finns ett locus med stark effekt pa bladmogelresistens placerat
pa kromosom XI i ndrheten av locus fér R3. Sarpo Miras genkarta 6ver kromosom XI
innehdller i studierna av Tomczynska et al. (2014) 11 markorer. Markoren 45/XI
uttryckte i studien den starkaste kopplingen till detta resistenslocus.

Vi har under 2015 dessvérre inte kunnat upprepa de relativt lovande resultat som vi
under 2014 erholl for markorerna 45/ XI och R3a. Arbetet med att optimera protokollen
for dessa markorer bor darfor fortsdtta under 2016. Tyvdrr har vi efter flera
analysforsok ocksd misslyckats med att amplifiera specifika gener hos Sarpo Mira med
hjalp av markoren fér R3b och darfor valt att for ndrvarande inte arbeta vidare med
denna markor.

Korsningsarbete

Tva knolar skordade fran de individuella plantor som valts ut med hjdlp av de erhdllna
resultaten frdn markorstudierna sattes i krukor i vaxthus sommaren 2015. Totalt ingick
115 kloner fran de 15 interspecifika hybridkombinationerna. Tabell 4.

Tabell 4. Antal individer av de olika hybridpopulationerna som planterades i vaxthus for
korsningar.

Hybridkod Hybridkombination Antal kloner
F1 Solanum guerreroense x Superb 6
F2 S. guerreroense x S. andigenum 6
F3 S. demissum x Superb 2
F4 S. microdontum x S. tarijense 6
F5 (S. microdontum x S. tarijense) x S. berthaultii 7
F6 [(S. microdontum x S. tarijense) x S. kurtzianum] x Aurora 9
E7 S. neoantipovichii x S. kurtzianum 7
E8 S. neoantipovichii x S. berthaultii 11
9 S. neoantipovichii x (S. microdontum x S. tarijense) 8

F11 S. neoantipovichii x S. papita 10
F12 S. papita x S. neoantipovichii 10
F14 S. papita x S. phureja 8
F15 S. ruiz-ceballosii x S. berthaultii 10
F16 S. ruiz-ceballosii x S. kurtzianum 8
F18 S. phureja x S. ruiz-ceballosii 7

De olika hybridklonernas motstandskraft mot bladmogel undersoktes genom
inokulering av blad med en suspension av Phytophthora infestans. Klonerna
klassificerades i grupperna 1) resistent, 2) moderat resistent och 3) mottaglig. Flest
motstdndskraftiga kloner uppvisade hybridkombinationerna F9, F11 och F12 som
enbart inneholl resistenta kloner. Aven F2, F7 och F18 innehéll en hog andel resistenta
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och moderat resistenta kloner. Storst andel mottagliga kloner hade klonerna i
kombinationen F16.

Ett korsningsschema for hur de olika klonerna bést skulle kombineras med hénsyn till
de resistensgener de uppvisat och resultaten av inokuleringen konstruerades.
Korsningarna utférdes pd avskurna blommande skott fran de krukodlade plantorna.
Skotten forvarades i rent vatten i glasburkar i en sval vaxthusavdelning. Figur 2.

i
i

Figur 2. Korsningar utforda pa avklippta blommande skott.

S& mdanga pollineringar som mojligt genomfordes under blomningssdsongen. Totalt
pollinerades 395 blommor foérdelade pd runt 100 olika korsningskombinationer. Av
dessa korsningar erholls fullt utbildade bér fran 16 av kombinationerna. Tyvarr inneholl
dock inte samtliga bdr fron. Tabell 5. Antalet korsningar som lyckades och gav upphov
till fron kan tyckas lagt men var till viss del forvantat da det &dr kédnt att interploida
korsningar ofta misslyckas pa grund av korsningsbarridrer bl a pa grund av olika
ploidital hos de ingdende arterna/arthybriderna. En annan bidragande faktor &r att vi
tyvdrr drabbades av stora problem med bladloss i vaxthuset frdn mitten av juni och
déarefter periodvis under resterande vixtsdsong. Trots upprepade bekdampningsforsok
har detta med all sdkerhet haft en negativ inverkan pd plantornas allménna status och
deras formaga att producera pollen och utveckla bér.
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Den korsningskombination som var mest framgdngsrik var den mellan kloner fran F11
och F12. Kombinationen mellan den mycket bladmogelkdnsliga sorten Desirée som
saknar resistensgener och den resistenta klonen F1-8 gjordes for att studera
neddrvningen av resistensgener fran F1 kombinationen till avkomman.

Tabell 5. Korsningskombinationer utférda 2015 som gav upphov till bar samt antal fron fran
varje kombination.

Korsningskombination | Antal fron
F1-2 x F4-18 67
F1-12 x F6-12 40
F7-1 x F18-8 0
F11-1 x F12-7 150
F11-7 x F4-18 29
F11-22 x F12-18 60
F12 x F11 160
F12-2 x F11-21 78
F12-3 x F11-12 40
F12-24 x F11-6 3
5-1-7 x F5-8 0
Valor x F5-13 0
Desirée x F1-8 111

Framtida arbete inom projektet

Under 2016 kommer vi att sd ut de erhallna fréna och undersoka dem med de olika
markorerna vi nu har fullt optimerade protokoll for. Férhoppningen &r att dd kunna
identifiera nya hybrider som genom kombination av flera olika resistensgener uppnatt
en pyramidisering av gener och ddrmed ckat majligheterna till héllbar resistens.

Nar det gdller hybridmaterialet mellan SW93-1015 och Sarpo Mira kommer vi att
fortsdtta arbetet for att om mojligt optimera metoden fér markoren 45/XI alternativt
finna en eller flera andra markorer ldmpliga for att amplifiera en eller flera
resistensgener specifika for Sarpo Mira. Vi kommer da forhoppningsvis att kunna
identifiera eventuella hybrider i vart material som bar pa kombinerad resistens fran
bade SW93-1015 och Sarpo Mira. De linjer som vi redan nu funnit bér pa resistensgenen
frdn SW93-1015 kommer att anvandas i SLUs véxtforadlingsprogram vid institutionen
for vaxtforadling i Alnarp for vidare korsningar samt i lampliga fall utvdrderas
avseende sin potential som nya sortkandidater.
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