Zadanie nr 95

Poszukiwanie nowych zrédel odpornosci na zaraz¢ ziemniaka u pomidora z
uwzglednieniem zmian patogenicznosci w populacjach Phytophthora infestans oraz
proby identyfikacji markerow sprze¢zonych z genami odpornosci

Kierownik tematu: dr hab. Elzbieta U. Kozik, prof. nadzw.

Celem badan jest poszukiwanie zrodet odpornosci na polskie izolaty Phytophthora infestans,
scharakteryzowanie izolatow patogena i podjecie prob identyfikacji markeréw sprzg¢zonych z
genami odpornos$ci u pomidora.

Badania w 2011 roku prowadzono zaréwno w warunkach polowych, jak 1
laboratoryjnych. W pierwszej czg$ci zadania oceniono podatnos¢ zgromadzonego materiatu
roslinnego (22 linie uprawne i1 16 linii dzikich gatunkow) pomidora na zarazg ziemniaka w
warunkach naturalnej infekcji na polach doswiadczalnych Instytutu Ogrodnictwa (I0) w
Skierniewicach oraz Os$rodka Doradztwa Rolniczego (ODR) w Boguchwale, k/Rzeszowa.
Ponadto obiektem badan byly 3 populacje F2 i 9 populacji F3, ktore maja postuzyc
poszerzeniu dostepnej puli genowej pomidora polowego z odpornoscia na zarazg ziemniaka o
nowe, korzystne cechy uzytkowe. Linie pokolenia F3 pochodza z rozmnozenia
wyselekcjonowanych w ubieglym roku najbardziej odpornych na zaraz¢ ziemniaka roslin
pokolenia F2. Natomiast badane w biezacym roku 3 populacje mieszancowe F2 zostaly
otrzymane w wyniku rozmnozenia wsobnego skrzyzowan komponentéw rodzicielskich
zarowno zroznicowanych pod wzgledem najwazniejszych cech uzytkowych, jak i1 0
najwyzszym poziomie odpornosci na chorobg.

Bardzo korzystne warunki atmosferyczne dla rozwoju P. infestans (okresy dtugo
utrzymujacej si¢ wysokiej wilgotnosci, spowodowane dhugotrwalymi i1 nawracajacymi
deszczami przy umiarkowanych temperaturach) w czasie wegetacji w biezacym roku
sprzyjaty szybkiemu szerzeniu si¢ patogena na roslinach pomidora. Juz na poczatku lipca na
polu doswiadczalnym IO na lisciach i todygach odmian podatnych pomidora zaobserwowano
pierwsze objawy choroby w postaci wodnistych, szarozielonych plam. Od tego momentu
objawy chorobowe intensywnie nasilaty si¢, szczegolnie na odmianach podatnych. Podatnos¢
na zaraz¢ ziemniaka okreSlono wedlig dziewigciostopniowej skali bonitacyjnej
uwzgledniajacej procentowe porazenie powierzchni lisci, lodyg oraz owocow przez
P. infestans (9 - brak objawow, 1 — porazenie powyzej 90%). O wyjatkowo wysokiej w
biezacym roku ekspansji choroby $wiadczy fakt, ze juz 4 sierpnia rosliny odmiany podatne;j
Rumba oraz NY (Ph-1) byty porazone prawie w 100%. W przeciwienstwie do odmian
podatnych, na ros$linach odmian/linii odpornych obserwowano najstabszy rozwoj choroby.
Wprawdzie ich podatno$¢ zwigkszyla si¢ nieznacznie w ciagu okresu wegetacji, ale
ostatecznie intensywnos$¢ objawOw porazenia byla niewielka i1 nie przekraczata w polowie
wrzesnia 10% powierzchni wszystkich ocenianych czgsci roslin. Na podstawie réznic w
odpornosci na porazenie przez P.infestans stwierdzonych na poczatku wrze$nia na polu
doswiadczalnym IO badane populacje (z wyjatkiem F2 oraz F3) podzielono na cztery grupy: |
— odporne (DSI=8.0-9.0), Il - $rednio odporne (DSI=6.0-7.9), Il - §rednio podatne (DSI=3.1—
5.9) i IV — podatne (DS1=1.0-3.0). Do grupy I zaklasyfikowano 14 populacji, w tym jedna L.
hirsutum, dwie L. pimpinellifolium, oraz 11 linii L. esculentum hodowli 10, u ktérych objawy
zarazy stanowity zaledwie do 10% powierzchni lisci, pgdow oraz owocéw w momencie
najwigkszego nasilenia choroby. Do grupy II zaliczono siedem populacji, w tym: 2 linie L.
esculentum hodowli 10 oraz 5 linii dzikich gatunkoéw Lycopersicon. W poréwnaniu z liniami
z pierwszej grupy populacje te byly wprawdzie porazane przez P.infestans w wigkszym
stopniu, jednak ich poziom odpornosci byt wysoki (DSI= 6.9—-7.5). Grupa III obejmowata



cztery $rednio podatne linie, w tym populacje WV700 (Ph-2), ktora zareagowata na porazenie
przez patogena znacznie intensywniejszym nasileniem objawdéw chorobowych na catlej
ro$linie (DSI=4.9) w biezacym roku w poréwnaniu z poprzednimi sezonami wegetacyjnymi.
Do grupy IV zaklasyfikowano 16 najbardziej podatnych populacji, wérod ktorych znalazty sie
migdzy innymi podatna odmiana kontrolna Rumba oraz odmiany testowe NY (Ph-1) i
Pieraline (Ph-2). Odmiana Pieraline, do ktorej gen Ph-2 zostal wprowadzony z WV700,
wykazywala zatem silniejsze porazenie anizeli wspomniana wyzej linia WV700 (grupa III).
Roéznice w nasileniu objawoéw chorobowych wywotanych przez P. infestans pomiedzy tymi
genotypami moga sugerowac, ze tlo genetyczne cechy odpornosci w liniit WV700 jest bardziej
kompleksowe niz wynika to z danych literaturowych. Analiza porownawcza porazenia
populacji testowych przez P. infestans na polach doswiadczalnych 10 w Skierniewicach oraz
ODR w Boguchwale nie wykazata w biezacym roku wyraznych roznic w podatnosci
badanych obiektow w zalezno$ci od lokalizacji do§wiadczenia.

Cztery z dziewigciu ocenianych linii F3 wyraznie segregowaly pod wzgledem
odpornosci na zarazg ziemniaka, czego przejawem jest szeroki zakres zmienno$ci obejmujacy
wszystkie klasy porazenia (1-9). U pozostatych pigciu ocenianych linii F3 rozrzut roslin byt
zawezony do klas 6-9, co $wiadczy o ich wysokim poziomie odpornosci. W przypadku trzech
populacji F3 testowanych jednoczesnie w IO Skierniewice i w Boguchwale odnotowano
wplyw lokalizacji doswiadczenia na odpornos¢ roslin na zarazg¢ ziemniaka. W ODR
Boguchwata wszystkie trzy populacje byly intensywniej porazane przez P. infestans niz w 10
Skierniewice. Linie pokolenia F2 réwniez charakteryzowaty si¢ duzym zroéznicowaniem
podatno$ci/odpornosci na zaraz¢ ziemniaka, co wykazuje szeroki rozrzut roslin we wszystkich
klasach porazenia. W populacjach tych przeprowadzono selekcje wybierajac do nastepnych
etapow hodowli pojedyncze genotypy o dobrej wczesnos$ci, korzystnych cechach uzytkowych
owocu, a takze wysokiej zdrowotno$ci wszystkich organow roslin (lisci, pedow i owocodw).
Podobne kryteria zastosowano przy selekcji wewnatrz- oraz migdzyliniowej populacji F3 i
F7. Ponadto z kazdego wyselekcjonowanego genotypu zebrano zielone owoce, ktore byly
przetrzymywane przez okres 7 dni w temperaturze okoto 16°C. Po tym czasie dla kazdej
ro$liny indywidualnie obliczono procentowy udzial owocow bez objawoéw zarazy ziemniaka.
Wyniki tego testu stanowily dodatkowe kryterium selekcji pod wzgledem odpornosci na
zaraz¢ ziemniaka.

W czasie wegetacji w biezacym roku zebrano 18 izolatow P. infestans z réznych
rejonéw Polski. W sumie kolekcja izolatow P. infestans wyizolowanych z porazonych ro$lin
pomidora w 2011 powigkszyla si¢ do 91 obiektow. W ramach realizowanego zadania
prowadzone sa badania dotyczace charakterystyki fenotypowej 1 genotypowej izolatow
P. infestans majace na celu oceng zrdéznicowania izolatow wystepujacych w roznych rejonach
Polski, a szczegolnie okreslenia ich profilu wirulencyjnego wzgledem linii testowych
pomidora.  Przeprowadzona w biezacym roku analiza wykazata, ze badane izolaty
zroznicowane sa pod wzgledem wszystkich badanych cech: typu kojarzeniowego, odpornosci
na metalaksyl, wirulencji na standardach ziemniaka i pomidora, z wyjatkiem haplotypu
mitochondrialnego. Charakteryzujac poszczegdlne izolaty stwierdzono roéwniez, iz izolaty
wyizolowane z porazonych roslin pomidora z tego samego pola, a nawet zebrane tego samego
dnia, r6znig si¢ miedzy soba wyzej wymienionymi cechami.

Ubiegtoroczne badania pozwolity na identyfikacje siedmiu markeréw DNA
zlokalizowanych w regionie odpowiadajacym zmapowanemu na chromosomie 9 genowi Ph-
3. Stworzylo to podstawg¢ do kontynuowania prac polegajacych na ocenie polimorfizmu DNA
populacji pomidora o zré6znicowanym poziomie odpornosci na zarazg ziemniaka przy uzyciu
specyficznych starterow w biezacym roku. Zsekwencjonowanie amplikonow uzyskanych przy
uzyciu starterOw specyficznych na matrycy gDNA wyizolowanego z roslin odmiany podatne;j



Rumba oraz odpornych dwoch linii L. pimpinellifolium przyczynito si¢ do zidentyfikowania
polimorfizméw sekwencji, umozliwiajacych przeprowadzenie analiz restrykcyjnych.
Trawienie enzymem Dral amplikonéw uzyskanych w wyniku reakcji PCR przy uzyciu
starterow specyficznych dla markeraM,, umozliwitlo jednoznaczne odroznienie profili
restrykcyjnych roslin odpornych (L. pimpinellifolium) od podatnych (odmiana Rumba), co
potwierdza skuteczno$¢ obranej metodyki. Obecno$¢ charakterystycznego produktu trawienia
enzymem Dral o wielkosci 1035 pz stwierdzono tylko w odpornych dwoch liniach L.
pimpinellifolium. Analizy innych genotypow pomidora o wysokim tle odporno$ci na zaraze
ziemniaka za pomoca markera My potwierdzaja jego przydatnos¢ w badaniach molekularnych
pomidora na obecno$¢ locus Ph-3. Z kolei trawienie amplikonéw uzyskanych w wyniku
reakcji PCR przy uzyciu starteréw specyficznych dla markera Mj, restryktaza Msel
skutkowalo obecnoscia produktu odrdézniajacego dwie odporne linie L. pimpinellifolium od
podatnej odmiany Rumba oraz od innych populacji pomidora o wysokim poziomie
odporno$ci na =zaraz¢ ziemniaka (charakterystyczny produkt trawienia ok. 300 pz).
Sprzgzenie wyzej wymienionych markerow z Ph-3 zostanie zweryfikowane na podstawie
analiz DNA wyizolowanego z ro$lin pokolenia F1 oraz F2 pochodzacych ze skrzyzowan
Rumba z dwoma odpornymi liniami L. pimpinellifolium. W przypadku pozostatych markerow
nie udato si¢ stwierdzi¢ polimorfizmu migdzy genotypami podatnymi a genotypami Ph-3 po
trawieniu restrykcyjnym produktow amplifikacji.



