Zadanie 3.1. Poszerzenie zmiennos$ci genetycznej pomidora o odpornos$¢ na wybrane stresy biotyczne
oraz wazne cechy jakoSciowe.

Cele zadania w 2023 r.:

— kontynuowanie badan nad poszerzeniem zmienno$ci genetycznej pomidora pod ostony i pomidora
polowego o warto$ciowe cechy uzytkowe;

— wygenerowanie populacji mapujacej do analiz genetyczno-molekularnych niezbgdnych do opracowania
metody identyfikacji genéw warunkujacych odporno$¢ pomidora na wirusa brazowej plamistosci
pomidora (TSWV);

— ocena fenotypowa rekombinacyjnych linii  wsobnych  pokolenia Fs, pochodzacych
z migdzygatunkowego skrzyzowania odpornego na zaraze ziemniaka obiektu S. pimpinellifolium
LA 1604 z podatng odmiang S. /ycopersicum (Rumba), pod wzglgdem reakcji na porazenie przez
P. infestans;

— przygotowanie genomowego DNA (linie rodzicielskie, RIL) zgodnie 2z wymogami
wysokoprzepustowego sekwencjonowania DArTseq.

Opis zadania:
1. poszerzenie zmiennoS$ci genetycznej pomidora o wartosSciowe cechy uzytkowe:

Badania w tym zakresie prowadzone byly wielotorowo. W pierwszym etapie scharakteryzowano kolekcje
linii pomidora (8 linii pomidora pod ostony, 9 linii pomidora polowego) pod wzgledem wybranych cech
agromorfologicznych wedlug zmodyfikowanego klasyfikatora dla rodzaju S. lycopersicum. Uwzgledniajac
badane cechy okreslono nastepnie zrdznicowanie miedzyliniowe oraz wyrdéwnanie wewnatrzliniowe
ocenianych linii. W przypadku linii mniej zaawansowanych w hodowli, wyselekcjonowane genotypy
analizowano dodatkowo przy pomocy markerow molekularnych umozliwiajacych detekcje alleli
warunkujacych odpornos¢ na: wirusa mozaiki pomidora (ToMV), dwie rasy Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (Fol, rasa 1 i1 2; fuzaryjne wigdnigcie) oraz nicienie. A w przypadku pomidora polowego,
wybrane linie oceniono rowniez pod katem odpornosci na zaraz¢ ziemniaka w warunkach naturalnej
infekcji Phytophthora infestans na polu Instytutu Ogrodnictwa - PIB. Na podstawie uzyskanych wynikéw
stwierdzono, ze linie te wykazywaly znaczna r6znorodno$¢ genetyczng w zakresie wickszosci parametréw
morfologicznych roslin i owocu oraz podatnosci na przedmiotowe agrofagi. Na podstawie przeprowadzonej
oceny dokonano selekcji najbardziej wartosciowych genotypdw, ktdre poddano rozmnozeniu wsobnemu.
Otrzymano w ten sposob nasiona kolejnego pokolenia dla materiatow hodowlanych przeznaczonych do
realizacji projektu w nastgpnych latach badan. Ze wzgledu na korzystne cechy uzytkowe oraz wysokie
wyréwnanie wewnatrzliniowe, linie najbardziej wyrownane wykorzystano takze w programie zapylen
krzyzowych, w wyniku czego otrzymano nasiona 14 nowych eksperymentalnych mieszancow F;
(8 - pomidor pod ostony, 6 - pomidor polowy). W nastepnej czgsci zadania, przeprowadzono oceng
zdolnosci kojarzeniowej najbardziej zaawansowanych w hodowli linii pomidora polowego poprzez ocene
warto$ci uzytkowej mieszancéw F otrzymanych na bazie tych linii. Warto$¢ uzytkowa tych mieszancoéw
F1 okreslono na podstawie wysokos$ci ogolnego i handlowego, struktury plonowania, cech morfologicznych
owocow oraz podatnosci na zaraz¢ ziemniaka. Odmianami kontrolnym byly trzy odmiany: Bobcat F;
(Syngenta), Chelse F; (Seminis) oraz Ifox F; (Syngenta). Jako$¢ plonu oraz jego wysokos¢ byta silnie
powigzana z podatno$cig badanych mieszancoéw F| na zaraze ziemniaka. Najintensywniejsze objawy zarazy
ziemniaka wykazywaty odmiany kontrolne, ktorych rosliny wykazywaty 50% porazenia przez P. infestans,
jeszcze przed rozpoczeciem zbioréw owocow. Rosliny mieszancow eksperymentalnych cechowaly sie
nizszym stopniem porazenia, czego odzwierciedleniem jest znacznie wyzsza wysokos$¢ oraz jako$¢ plonu
w poréwnaniu do odmian kontrolnych. Najwyzszym potencjalem plonotwdrczym wyrdznity si¢ trzy
mieszance E1645, E1654 i E1655, ktore wysokoscig plonu handlowego zdecydowanie przewyzszaly
odmiany kontrolne. Mieszance te odznaczyly si¢ takze najnizszym udziatem owocoéw chorych (17,3-22.4)
sposrod wszystkich badanych obiektow. Dla poroéwnania odmiany kontrolne wykazywaty bardzo wysoki
udzial owocdéw chorych (gléwnie porazonych przez zaraze ziemniaka): 62,8% (Ifox F1), 80,2% (Chelse F/)



oraz 92,2% (Bobcat F;). Niemniej jednak nalezy pamietac o tym, Ze sg to jednoroczne wyniki i wymagaja
one weryfikacji w nastgpnych sezonach wegetacyjnych, najlepiej w roznych lokalizacjach.

2. opracowanie molekularnej identyfikacji genéw warunkujacych odporno$¢ pomidora na TSWV:

W ramach wspolpracy z Zaktadem Wirusologii i Bakteriologii Instytutu Ochrony Roslin — PIB (IOR-PIB)
przeprowadzono testy infekcyjne z wykorzystaniem wysoce agresywnego izolatu TSWV (kolekcja wtasna
IOR-PIB). Testami objeto 18 linii RIL (LA 1604 x 'Rumba') oraz 7 odmian heterozyjnych, komercyjnie
dostepnych i posiadajacych informacj¢ o odpornosci na TSWV (rasa T0O). Reakcje roslin na infekcjge TSWV
okreslano na podstawie fenotypowej oceny nasilenia objawow chorobowych oraz poprzez sprawdzenie
obecnosci wirusa za pomocg qRT-PCR. Fenotypowa ocena stopnia porazenia ros§lin wykazata, ze 12 z 18
badanych linii RIL cechowalo si¢ wysoka podatnoscia, jedna linia wykazywata zmienno$¢ w porazeniu,
a pig¢ pozostatych linii charakteryzowato si¢ brakiem objawoéw. Zgodnie z oceng fenotypowg objawow
chorobowych, jego obecno$¢ potwierdzono u wszystkich 12 linii RIL ocenionych jako najbardziej
wrazliwe, a takze u linii o zroznicowanej reakcji na infekcje TSWV. Sposrdd pieciu linii ocenionych jako
odporne na infekcje TSWYV tylko w przypadku trzech z nich nie wykryto obecnosci wirusa (qQRT-PCR)
nawet po uptywie 28 dni od inokulacji. Brak obecno$ci wirusa, w polaczeniu z brakiem objawow porazenia,
wskazuje na ich wysoka odpornos¢. Natomiast u dwoch pozostalych linii, pomimo braku objawow
chorobowych na koniec inkubacji, u czgsci roslin wykazano obecnos¢ TSWYV po 28 dniach od inokulacji.
U wszystkich z siedmiu odmian heterozyjnych natomiast nie obserwowano ani objawow chorobowych ani
nie stwierdzono obecnosci TSWV w obu punktach czasowych (14 i 28 dpi). W ramach niniejszego zadania
otrzymano rowniez nasiona populacji F» (LA 1604 x 'Rumba') kluczowej do przeprowadzenia analiz
genetyczno-molekularnych oraz weryfikacji badan przeprowadzanych w oparciu o populacje mapujaca RIL
w kontekscie charakterystyki determinant genetycznych odpornosci pomidora na TSWV.

3. mapowanie QTL warunkujacych odporno$¢ pomidora na P. infestans:

W br. skoncentrowano si¢ na ocenie fenotypowej 92 linii RIL pokolenia Fs, pochodzacych
z migdzygatunkowego skrzyzowania odpornego na zarazg ziemniaka S. pimpinellifolium LA 1604
z podatng odmiang S. lycopersicum (Rumba). Linie te byly analizowane pod katem reakcji na porazenie
przez P. infestans w r6znych warunkach eksperymentalnych: naturalnej infekcji na polu doswiadczalnym
w Skierniewicach oraz w Boguchwale, a takze w tescie infekcyjnym (test na catych roslinach w warunkach
kontrolowanych). Stwierdzono istotny wplyw (p<0,001) zwigzany z genotypem badanych linii,
srodowiskiem (r6zne do§wiadczenia) i interakcja genotypowo-Srodowiskowa na $redni stopien porazenia
poszczegblnych obiektow. W badanej populacji mapujacej RIL odnotowano segregacje fenotypow we
wszystkich lub prawie wszystkich klasach porazenia, co wskazuje na zréznicowang reakcj¢ badanych linii
RIL na porazenie przez P. infestans, niezaleznie od rodzaju eksperymentu. Potwierdzity to tez do§¢ wysokie
wartosci wspolczynnika zmiennos$ci. Nalezy jednak podkresli¢, ze we wszystkich dos§wiadczeniach rozktad
roélin w poszczegdlnych klasach wyraznie odbiegat od rozktadu normalnego. Sredni stopien porazenia
wynosit od 2,1 do 4,5, z najnizszg warto$cig odnotowang w warunkach naturalnej infekcji w Boguchwale.
W tym przypadku, 72,3% linii RIL byto wysoce podatnych. W doswiadczeniach w Skierniewicach i tescie
infekcyjnym odsetek roslin wysoce podatnych byt mniejszy i wynosit 41,5%-48,9%. Roznice w rozktadzie
fenotypéw w populacji mapujacej 1 niskie wartosci wspotczynniki rang Spearmana pomigdzy
poszczegbdlnymi doswiadczeniami sugeruja skomplikowane podtoze genetyczne dla cechy odpornosci,
wymagajace dalszych badan i weryfikacji uzyskanych wynikow. Wytypowano 92 RIL-e, ktore wraz
z komponentami rodzicielskimi zostang poddane wysokoprzepustowemu genotypowaniu metoda
sekwencjonowania nastgpnej generacji (ang. Next Generation Sequencing, NGS) na platformie DArTseq
(Diversity Arrays Technologies, Australia). W tym celu, zgodnie z metodyka zalecang przez Diversity
Arrays Technology, z kazdego obiektu wyekstrahowano genomowe DNA, a nastepnie przestano je do firmy
Diversity Array Technology Ltd. (Canberra) w celu wykonania genotypowania (ustuga obca). Uzyskane
wyniki genotypowania umozliwig realizacj¢ badan dotyczacych konstrukcji mapy genetycznej oraz
mapowania loci warunkujacych odpornos¢ pomidora na zarazg ziemniaka w nastgpnych latach realizacji
projektu.



