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Cele zadania badawczego

Przygotowanie izolatéw Peyronella pinodes do inokulacji roslin grochu. Ocena stopnia
porazenia w wybranych liniach grochu (20 linii) w warunkach kontrolowanych. Testy
pilotazowe w warunkach polowych. cel zostat osiagniety.

Ocena parametrow aktywnosci i sprawnosci aparatu fotosyntetycznego w wybranych
liniach grochu (20 linii) w warunkach kontrolowanych. Okreslenie korelacji ze stopniem
porazenia. Cel zostat osiggniety.

Optymalizacja metody gPCR, wybor gendw referencyjnych, analiza gendw referencyjnych
W badanych materiatach. cel zostat osiggniety.

Izolacja patogendw z porazonych roslin w celu identyfikacji szczepédw wywotujgcych
Zzmia ny nekrotyczne. Cel zostat osiggniety.

Uzupetnienie liczby linii w populacjach mapujgcych przez skrécony cykl hodowlany.
Cel zostat osiggniety.



N

Materiaty i metody

Uprawa i namnazanie roslin w warunkach szklarniowych i polowych
Wyprowadzanie kolejnych pokolen roslin mieszancowych metodg SSD.
Testy inokulacyjne w warunkach kontrolowanych (Centrum Uprawy Roslin IGR PAN w
Poznaniu): siew i pielegnacja roslin, inokulacja, ocena stopnia porazenia
Testy inokulacyjne w warunkach polowych:
a) pole doswiadczalne IGR PAN w Poznaniu (Wielkopolska)
b) pole doswiadczalne SDB UWM w Tomaszkowie (Warmia)
zaprawianie nitraging, siew, pielegnacja roslin, inokulacja, zamgtawianie, liczenie wschoddw,
ocena stopnia porazenia, zbidr i oznaczenie elementéw struktury plonu

Metody mykologiczne i fitopatologiczne w warunkach laboratoryjnych: przygotowanie
pozywek ptynnych i agarowych, izolacja grzybéw z porazonych roslin, pasazowanie grzybow,
przygotowanie zawiesiny zarodnikdéw do testéw inokulacyjnych, identyfikacja morfologiczna
Identyfikacja molekularna: izolacja DNA z grzybni, powielenie fragmentu ITS metodg PCR,
sekwencjonowanie fragmentu ITS metoda Sangera, pordwnanie sekwencji z bazg danych NCBI
Ocena parametrow sprawnosci i aktywnosci aparatu fotosyntetycznego: oznaczenie ilosci
chlorofilu (SPAD), badanie sprawnosci fotosystemu Il (Handy Pea, LiCOR).

llosSciowy PCR: Light Cycler Roche96. Jako geny referencyjne przebadano ACT aktyne, H3: histon,
TUB: B-tubuline, EF czynnik elongacyjny. Stabilnos¢ gendw referencyjnych zostata sprawdzona za
pomocg programow geNorm i RefFinder.

Metody statystyczne: korelacja Pearsona, analiza wariancji dla do$wiadczen jednoczynnikowych.



Temat badawczy 1

Przygotowanie izolatéw Peyronella pinodes do inokulacji roslin grochu.
Ocena stopnia porazenia w wybranych liniach grochu (20 linii) w warunkach kontrolowanych

Inokulacja izolatami Peyronella pinodes PIN-03 i PIN-05

Ocena porazenia wedtug skali (0-5) Onfroy i in. 1999
Bonitacja wg skali 0-9, Xu i in. (1996):

Stopien porazenia linii grochu grzybami Peyronella pinodes (askochytoza)
31 dpi, warunki kontrolowane (Centrum Uprawy Roslin PAN)

sredni stopien porazenia = 2,2

Charakterystyka linii wg katalogu
John Innes Centre, Wielka Brytania

® mniej podatna
na P.pinodes

m podatna na
P.pinodes

Hbez
charakterystyki
na P.pinodes

Doswiadczenie w warunkach
kontrolowanych, Centrum
&g mawsonse Uprawy Roslin IGR PAN



Temat badawczy 1
Ocena stopnia porazenia w wybranych liniach grochu w warunkach polowych
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Korelacja stopnia porazenia linii grochu inokulowanych w warunkach kontrolowanych i na polu
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Ocena parametrow aktywnosci i sprawnosci aparatu fotosyntetycznego w wybranych liniach
grochu (20 linii) w warunkach kontrolowanych (CUR). Okreslenie korelacji ze stopniem porazenia

st por. % r st por.
CUR rosl . rosl Photo Cond
poraz
WSz poraz

Rosliny
kontrolne 5.1 0.21

Rosliny =, ., g0 241 5.0 0.12
porazone

Rosliny po inokulacji Stopien % roslin Stopien
CUR porazenia porazonyc porozenia
roslin h rosl por

stopien porazenia roslin 1.00
% roslin porazonych 0.82 1.00
Stopien porazenia ro$l poraz 0.97 0.71 1.00
Photo -0.21 -0.18 -0.21
Cond -0.11 0.05 -0.16
Ci 0.09 0.18 0.06
Trmmol -0.09 0.04 -0.12
Area -0.35 -0.37 -0.34
SPAD -0.13 -0.28 -0.07
Pn/Tr -0.15 -0.21 -0.13
Pn/Ci -0.21 -0.23 -0.18
Pn/Cond -0.08 -0.19 -0.03

Ci Tr Area SPAD Pn/Tr Pn/Ci Pn/Cond

233.1 1.2 118 37.6 4.5 0.021 57.4

HIIHHHHH

2954 18 45 29.4 0.018 42.1

Przenosny system pomiarowy Licor-6400X (Li-Cor Inc., Lincoln, USA)

Pn — intensywnos¢ fotosyntezy (netto)

Tr — intensywnos$¢ transpiracji

Cond — przewodnictwo szparkowe; miara dyfuzji CO,

C, — miedzykomoérkowe stezenie CO,

Area — powierzchnia liscia

SPAD - wzgledna zawarto$¢ chlorofilu w lisciach w jednostkach SPAD
Pn/Tr —lisciowy miernik efektywnosci transpiracji

Pn/Cond — efektywno$¢ wymiany gazowej liscia

Pn/C; — miernik sprawnosci procesu karboksylacji RuBP
(1,5-bisfosforybulozy) w fotosyntetycznym cyklu Calvina-Bensona
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Ocena parametrow aktywnosci i sprawnosci aparatu fotosyntetycznego w wybranych liniach
grochu (20 linii) w warunkach kontrolowanych. Okreslenie korelacji ze stopniem porazenia.

ID SPAD Fv/Fm psi(Eo) P.l.csm ETo/CSo
Rosliny

kontrolne 38.05 0.792 0.605 @ 7065.16 | 84.05

Rosliny

porazone 36.45 0.791 0.577 | 4785.93 | 78.81

Fv/Fm —maksymalna fotochemiczna wydajno$¢ kwantowa PSlI

psi0 — czesc energii Swietlnej przechwytywanej w centrum reakcji PSII

P.l.csm — ogdlna wydajnos¢ fotochemiczna PSII przy wysokim natezeniu Swiatta
ET,/CS —transport elektrondw przez CS przy czasie t=0

ET,/RC — szybkos¢ transportu elektrondw przez RC przy czasie t=0

» Korelacja wsrdd roslin porazonych byta ujemna pomiedzy
porazeniem, a wydajnoscig fotochemiczng PSII (P.l.csm).

» Wozrastata zawartos¢ chlorofilu, malat przeptyw elektronéw
na wzbudzong powierzchnie fotosyntetyzujgcej probki
(ETo/CS).

ETo/RC poraz
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Temat badawczy 3
Optymalizacja metody gPCR, wybor genow referencyjnych, analiza genédw referencyjnych
w badanych materiatach

A Prébki pobrane do izolacji RNA:
" 20 linii x 5 roslin, rosliny kontrolne i porazone,
2 i = - przed inokulacja oraz 4godziny po inokulacji (4 hpi);

Lacznie: 400 prébek

14
12

M-Value (Ar

o orec
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Roche LightCycler 96
Real-Time PCR Instrumen

SD

Jako geny referencyjne przebadano:
® ACT aktyne ® TUB: B-tubuline
® H3: histon ® EF czynnik elongacyjny

Genes

» Najbardziej stabilnymi genami referencyjnymi
dla prob kontrolnych (przed inokulacjg) byty
histon i tubulina.

» Te same dwa geny zostaty wskazane dla prébek
zbieranych 4hpi.

Stabilnos¢ gendéw referencyjnych, oszacowana programem
GeNorm i NormFinder, w liniach podatnych i mniej podatnych
na askochytoze, prébki przed inokulacjg (A) i 4h po inokulacji (B)



Temat badawczy 4

Izolacja patogendw z porazonych roslin

w celu identyfikacji szczepow wywotujacych
zmiany nekrotyczne

Grzyby wyodrebnione z plam na lisciach grochu,
obie lokalizacje (Wielkopolska i Warmia)

20
2.5

® Didymella pisi

M Didymella pinodes

m Didymella pomorum

B Alternaria alternata
Bofrytis cinerea

B Fusarium avenaceum

B Fusarium equiseti

B Epicoccum nigrum
Stermphyllum sp.

| Mucor sp.

Nekrozy lisci i todyg grochu Grzyby chorobotwdrcze wyodrebnione

w warunkach naturalnych z lisci z nekrotycznymi zmianami

Temat badawczy 5

Uzupetnienie liczby linii w populacjach
mapujacych przez skrécony cykl hodowlany
Uzupetniono liczbe linii z pokolen F4-F7 i wyprowadzono
kolejne pokolenie Fn metoda SSD (ang. single seed descent)

tj. wyprowadzenie pokolen linii homozygotycznych metodg
pojedynczego ziarna, modyfikacja klasycznego ramszu)

Rosliny pokolen F4-F7 populacji mapujacej Wt11238 x Wt401
i pokolen F3-F9 populacji mapujgcej Wt 401 x Wt4807



