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Cele zadania badawczego

. Przygotowanie izolatow Didymella do porazenia roslin grochu. Ocena stopnia
porazenia w wybranych liniach kolekcji grochu i populacji mapujacych
[(Wt11238 x Wt401), (Wt401 x Wt4807)] w warunkach polowych i
kontrolowanych (CUR).

. Ocena parametréw sprawnosci i aktywnosci aparatu fotosyntetycznego w
wybranych liniach kolekcji grochu i w liniach populacji mapujgcych [(Wt11238 x
Wt401), (Wt401 x Wt4807)] w warunkach polowych i kontrolowanych CUR.
Okreslenie korelacji ze stopniem porazenia.

. Genotypowanie linii populacji mapujacych, wyznaczenie rejondw w genomie
warunkujgcych odpornos¢ na porazenie Didymella pinodes.
. Analiza metoda qPCR gendéw o zrdznicowanej ekspresji w odpowiedzi na

porazenie. Projektowanie markeréw na sekwencje wskazane po analizie danych
z RNAseq.

. Reizolacja patogenow z porazonych roslin z warunkow kontrolowanych i
polowych w celu identyfikacji szczepdw wywotujgcych zmiany nekrotyczne.

Cele osiggnieto.



Materiaty i metody

Uprawa i namnazanie roslin w warunkach kontrolowanych i polowych
Testy inokulacyjne w warunkach polowych i kontrolowanych:
a) pole doswiadczalne IGR PAN w Poznaniu (Wielkopolska)
b) pole doswiadczalne SDB UWM w Tomaszkowie (Warmia)

siew, pielegnacja roslin, inokulacja, zamgtawianie, liczenie wschoddw, ocena stopnia porazenia

roslin, zbidr i oznaczenie elementéw struktury plonu.
Metody mykologiczne i fitopatologiczne w warunkach laboratoryjnych: przygotowanie pozywek
ptynnych i agarowych. lzolacja grzybow z porazonych roslin, identyfikacja morfologiczna, pasazowanie
grzybow, przygotowanie zawiesiny zarodnikow do testow inokulacyjnych.
Identyfikacja molekularna: izolacja DNA z grzybni. Powielenie fragmentu ITS i B-tubuliny metodg PCR,
sekwencjonowanie fragmentu ITS metodg Sangera, porownanie sekwencji z bazg danych NCBI.
Ocena parametrow sprawnosci i aktywnosci aparatu fotosyntetycznego: oznaczenie ilosci chlorofilu
(SPAD). Badanie sprawnosci fotosystemu Il (Handy Pea).
Genotypowanie linii populacji mapujgcych z wykorzystaniem sekwencjonowania przez genotypowanie
(GBS). Materiat genetyczny linii trawiony enzymem restrykcyjnym ApeKl, przytgczanie krétkich
sekwencji, powielanie otrzymanych fragmentdw, a nastepnie sekwencjonowanie ianalizowanie w
celu odnalezienia zmian pojedynczych nukleotydow. Wykorzystanie sekwenatora NextSeq P2.
llosSciowy PCR: Light Cycler Roche96. Jako geny referencyjne przebadano ACT aktyne. H3: histon. TUB:
B-tubuline. EF czynnik elongacyjny. Stabilnos¢ gendw referencyjnych sprawdzono za pomocg
programow geNorm i RefFinder.
Metody statystyczne: korelacja Pearsona, analiza wariancji dla doswiadczen jednoczynnikowych.



Temat badawczy 1 (2021-2025)
Ocena stopnia porazenia w liniach populacji mapujacych (Wt11238 x Wt401), (Wt401 x Wt4807)] w warunkach polowych i

kontrolowanych.
Inokulacja izolatem D. pinodes
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Bonitacja wg skali 0-9. Xu i in. (1996): poletka

Bonitacja wg skali 0-5. (Onfroy i in. 1999): warunki kontrolowane

Box-Whisker Plot for Provided Summary Statistics
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Temat badawczy 1 (2021-2025)
Ocena stopnia porazenia w liniach kolekcji grochu (doswiadczenie polowe w dwdch lokalizacjach)
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Temat badawczy 2 (2021-2025)
Ocena parametréw sprawnosci i aktywnosci aparatu
fotosyntetycznego w wybranych liniach kolekcji grochu i w liniach

Temat badawczy 1 (2021-2025)
Korelacja stopnia porazenia linii grochu inokulowanych na

polu oraz elementow struktury plonu. populacji mapujacych [(Wt11238 x Wt401, Wt401 x Wt4807]
Kolekcja St porazenia | St porazenia doswiadczenia polowego. Okreslenie korelacji ze stopniem
porazenie IGR Tomaszkowo porazenia.
Fv/Fm —maksymalna fotochemiczna wydajnosé
kwantowa PSII
-0.10 0.46 psi0 — cze$¢ energii Swietlnej przechwytywanej
-0.01 0.22 w centrum reakcji PSII..
0.05 0.21 P.l.csm — ogdlna wydajnos¢ fotochemiczna PSII przy
1 1 wysokim natezeniu Swiatfa.
ET,/CS —transport elektrondw przez CS przy czasie t=0.
ETo/RC — szybko$¢ transportu elektrondw przez RC
St poraz - przy czasie t=0
Wt401xWt480 | St poraz | Tomasz | Wt11238x oraz .
S o™ (e | oo L o | o | s | racm | o
IGR poraz m
Istporaz " 0.17 -0.09 0.14 -0.24 -0.32 0.01

IEEll 039 -0.37 B

-0.42  -0.37
-0.42  -0.26
1 1

:823 :822 F;{F psi(Eo) P.l.esm  ETo/CSo  ETo/RC SPAD
041 -0.41  |[Sfednistper] 040 031 031  -048  -004  -043

1 1 Wtd01xWt4 gy psi(Eo) ~ P..csm  ETo/CSo  ETo/RC SPAD

807

stiporaz. | -0.08 -0.23 -0.37 -0.33 0.10 -0.52

Stwierdzono korelacj¢ (2 letnia tendencja) pomig¢dzy porazeniem Stwierdzono istotna

negatywng korelacje pomiedzy stopniem
ro$lin grzybem D. pinodes wywotujacym askochytoze, a strukturg ~ porazenia w liniach populacji mapujacych, a pozostatymi
parametrami fotosyntetycznymi, z wyj. ETo/RC w warunkach
polowych. W warunkach kontrolowanych stwierdzono
natomiast korelacji tej nie stwierdzono w kolekcji (IGR PAN i korelacje pomigdzy stopniem porazenia, a Fv/Fm, psi(Eo),
P.l.csm i SPAD dla roslin porazonych, w jednej populacji
mapujacej. Dla drugiej korelacja potwierdzila si¢ korelacja
stopien porazenia i Fv/Fm oraz psi(Eo).

plonu w populacjach mapujacych (IGR PAN 1 Tomaszkowo) 1

Tomaszkowo).



Temat badawczy 3 (2022)

Analiza RNAseq dla linii skrajnych pod wzgledem porazenia przez D. pinodes. Analiza bioinformatyczna danych po

RNAseq.

Sample ID | nameonthelist ____Ing/ul RN leroup | wynikporazeniazCUR |

ynik porazenia z CUR
1.7

sca9_tpizah

Asc4_4pi24h
Asc6_1_8pd
Asc46_1pi24h
Ascl_1pi24h
Asc7_1 8pd
Res - odporne, Sus — podatne,

150 ng/ml
150 ng/ml
150 ng/ml
150 ng/ml
150 ng/ml
150 ng/ml

Analiza statystyczna wynikdw sekwencjonowania.

m Library raw_reads raw_bases clean_reads

Asc49_1pi24h

ERRA220019703-1a
Asc6_1_8pd
ERRA220019706-1a
ERRA220019714-1a
Asc7_3_8pd

ERRA220019709-1a

24h_genotype.UP

24h.interaction.DOWN
(1548) (776)

RSEM (631) kallisto (1028)

RSEM (456)

StringTie (1054)
StringTie (618)

Diagram Venna, pordwnanie liczby sekwencji wspolnych i oddzielnych dla linii

podatnych i mniej podatnych.

Kallisto (543)

89 014 894
88 708 586
100 196 358
100 495 464
119 026 874
96 824 720

8d.interaction.UP
(299)

RSEM (159)

StringTie (235)

kallisto (257)

Linie, uznane za podatne na askochytoze i uznane za mniej podatne, z

warunkow kontrolowanych, wziete do RANseq.

7.5 Res 1_asc

6.6 Res 2 asc 1.0
5.5 Res 3_asc 0.3
6.3 Susl_asc 3.5
6.2 Sus2_asc 3.0
6.0 } o ‘

24h

ercon I
Il
1

I

13.35G 88 321 962
13.31G 88 038 270
15.03G 97 541 246
15.07G 98 952 832
17.85G 118202382 | .
14.52G 95380904 |

8d.interaction.DOWN
(355)

RSEM (212)

kallisto (284)

°
StringTie (265) °

be
G0:0009311 oligosaccharide metabolic process.

6010008312 oigosaccharide biosynthetic process
I GO:0009414 re: L

52 to water d

GO0000451 RNA modficaton
G0:0009611 response to wounding
600009657 plastid organization

I+ GO:0009688 plastd membrane organization
I+ G0:0008735 response to cytokinin

| G0:0009753 response to jasmoric acid
6010008785 photosynthesis, ight harvesting
6010006700 embryo development

I+ GO0008812 flmoncid metaboic process
600009867 jasmonic acid mediated signaiing pathwiay
- G0:0000955 adaxialabaxialpattem specification

GO:0009687 celhar process
(GO:0010108 reguation of photosynthesis

- BO0010143 cutin biosynihetc process
- GO0010150 lsf senescence
I GO0010228 infirescence development

GO0010467 gene expression
600015711 orgaric anion transport
GO0015677 carbon fxaion

- GO:0015878 photosyrthesis

GO:0016051 carbohydrate biosynthetic process

I+ GO0018072 FRNA metaboic process

F 600018968 cel wall macromolecue cataboiic pocess
I+ GO:0018538 protein metabolic process

I GO0016684 photosyrthesis, ight reacton

t G0:0019643 rbose phosphate metabolc process

I G0:0022618 protein-RNA complex assembly

- GO0023052 signaling

GO0030081 protein repair

GO:0031385 N~terminal protein amino acid modification

GO0032774 RNA biosynthetic process

I GO:0034470 noRNA processing
I GO:0034860 noRNA metaboic process.
F 5010035725 sociuion ransmembrane ransport

(GO:0036211 protein modifcation process

I 600042254 ribosome biogenesis

I+ GO:0042255 ribosome sssembly

I 600042273 ribosoma large subunit biogenesis

F 600042274 ribosomal smal subunit biogenesis

I+ GO0042335 cuicke development

I+ GO0042440 pigment metaboic process
600042546 ce wall biogenesis

- G0:0042758 long-chain faty acid biosynthetic process
I GO:0043004 cellular metabolic compound salvage

GO:0043170 macromolecule metaboic process

- G0:0042662 celular response to nitrogen levels

I+ GO0043603 amide metaboiic process

[ GO:0043604 amide biosyrhetc process

I 600043628 requiatory noRNA 3-end processing

I+ GO:0043933 protein-containing complex oganization

I+ GO004035 cel wall macromolecule metabolic process
I BO004085 cellular component biogenesis

GO:0044237 cellular metabolic process.

- GO:0044242 celular fid catsbolic process
I+ GO:0044248 celllar catabolic process

I+ GO:0044240 celular biosynthetic process
600044271 celular nirogen compound biosynihetic process

#genes

0
O 40
O

-log10(P)

Istotne sekwencje i ich potencjalny udzial w r6znych
szlakach metabolicznych.



Temat badawczy 3 (2021, 2023, 2025), temat 4 (2022, 2024).
Analiza metoda qPCR genow o zrdznicowanej ekspresji w odpowiedzi na porazenie, projektowanie markeréw na
sekwencje wskazane po analizie danych z RNAseq.

Sekwencje z eksperymentu RNAseq, analizowane metodg qPCR

R=2 -0ACT

R=2 -88CT

W Psat7g118080
Psat3g189200

Psat1g002320

Psat1g097880

Psat3g018680

Psat3g078160
Psat4g033080

Psat5g242400

ekspresja syntazy izoflawonowej, matryce 2021

4hodporne 4 hpodatne 24h odporne 24 h podatne 8d odporne 8d podatne

ekspresja iso

cam00943
Modyfikacja sciany kom

Syntaza isoflawonowa
chitynaza
photo (PBsR), chloroplast thylakoid membrane| photosystem II

fotosynteza .
oxygen evolving complex

fotosynteza Pisum sativum chlorophyll a-b binding protein 6 (Chlab)

biosynteza aminokwaséw  Psat3g018
metabolizm azotu Psat 3g07
metabolizm fosforu Psat4g033

odpornosé Defensin-like protein 39

ekspresja chitynazy, matryce 2021 . . ook
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Najwyzszy poziom ekspresji
chitynazy stwierdzono 24h po
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wyzszy w odmianach
odpornych w odniesieniu do

podatnych 8 dni po inokulacji. genu w liniach podatnych.
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ekspresja Chlab

Najwyzszy poziom Chlab i najwigkszg b
roéznic¢ pomigdzy liniami odpornymi i o
podatnymi stwierdzono 4hpi. Zaréwno g
metoda qPCR, jak i RNAseq wskazaty =~
silniejszg reakcje odnosnie ekspresji

grupa
sekwencji
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file:///H:/03.Result_X204SC22051846-Z01-F002_Pisum_sativum/Result_X204SC22051846-Z01-F002/5.Enrichment/2.KEGG/Res2_ascvsSus2_asc/ALL/src/cam00943.html

Temat badawczy 3 (2024), temat 4 (2025), temat 6 (2023)
Genotypowanie linii populacji mapujacych, wyznaczenie rejonéw w genomie (GWAS) warunkujacych odpornosé na
porazenie Didymella pinodes.

‘ sekwencje istotne rowniez w eksperymencie RNAseq
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Temat badawczy 4 (2021, 2023), temat 5 (2022, 2024, 2025)
Reizolacja patogenow z porazonych roslin z warunkéw polowych w celu identyfikacji szczepow wywotujgcych zmiany

nekrotyczne.
Gatunki grzybdéw wyizolowane z porazonych lisci i fodyg grochu:
2021 ' Peyronell pinode
e  Oigymato s 2022 o 2023 st
2% ?ﬁ ® Peyronelic pinodes ® Fusariam squisetd ® Altermania afternata
% — = Mreosshoerel inades (R
E 2% \ B Afternoria slternats Fusarivm gaysponim
g 3 = Batrytis cincrea & Cladosparium 5p.
T = Fusariom avenacaum )
=  Fusorium scuisei N oorcanchotdes
u Epicoccum nigrum
ZﬁJ L] Ly fium sp.
2% Stemphyiium s
= Mucor sp.
u Peyronells pinodes
& Didymeilo pisi Didymella parrarum
= Peyronella pinodes Dicymelie pomorum
u Alternoria alternota
> " v & Fusoriuwm equiset!
Is Ascochyta medicoginicola
= B Fusanum avenaceum £
E u Fusarium —— LSORI LTS OWySPOFU T
; ® Fusarium sporotrichoides  Alternario sMeramta
E ® Fusarium cerealis
E W Fusarium graminearum u Cladospovium sp.
g ® Clodosparium sp.
Identyfikacja gatunkowa sprawcéw plamistosci lisci moze byé pomocna w wyborze skutecznej ochrony fungicydowej. D p,n Ode

Zidentyfikowano wyjatkowo
duzg liczbg izolatow z rodzaju
Didymella, w tym D. pinodes,
m D. pinodes D. pinodella oraz D. pomorum
W D. pinodella jednak nie wykryto gatunkow

Wielkopolska 2025 Warmia 2025

M D. pinodes
B D. pinodella

W D. pomorum M D. pomorum

D. lethalis i D. pisi, ktore byty
do$¢ powszechne z latach
ubiegtych




