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Cele zadania badawczego

1. Przygotowanie izolatow Didymella do porazenia roslin grochu. Ocena stopnia
porazenia w wybranych liniach grochu (36 linii) (Il rok doswiadczenia polowego)
i populacji mapujacych (90 linii) [Il rok doswiadczenia (Wt11238 x Wt401),
(Wt401 x Wt4807)] w warunkach polowych.

2. Ocena parametrow sprawnosci i aktywnosci aparatu fotosyntetycznego w
wybranych liniach grochu (36 linii) (Il rok doswiadczenia polowego) i w liniach
populacji mapujacych (90 linii) [Il rok doswiadczenia (Wt11238 x Wt401),
(Wt401 x Wt4807)] w warunkach polowych. Okreslenie korelacji ze stopniem
porazenia.

3. Genotypowanie linii populacji mapujacych.

4. Analiza metoda qPCR gendw o zrdéznicowanej ekspresji w odpowiedzi na
porazenie. Projektowanie markeréw na sekwencje wskazane po analizie danych
z RNAseq.

5. Reizolacja patogendéw z porazonych roslin z warunkéw kontrolowanych i
polowych w celu identyfikacji szczepdw wywotujgcych zmiany nekrotyczne.

Cele osiggnieto, badania zostang ukonczone zgodnie z planem pod koniec grudnia 2024 .



Materiaty i metody

Uprawa i namnazanie roslin w warunkach szklarniowych i polowych
Testy inokulacyjne w warunkach polowych:
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, pordwnanie 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
Przygotowanie izolatow Didymella pinodes do inokulacji roslin grochu. Ocena stopnia porazenia w
wybranych liniach grochu (36 linii) (lll rok doswiadczenia polowego) i populacji mapujacych (90
linii) [Il rok doswiadczenia (Wt11238 x Wt401), (Wt401 x Wt4807)] w warunkach polowych
Inokulacja izolatem D. pinodes
Bonitacja wg skali 0-9. Xu i in. (1996):
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Temat badawczy 1
Ocena stopnia porazenia w wybranych liniach grochu (36 linii) Ill rok doswiadczenia polowego)
i populacji mapujacej (90 linii) [Il rok doswiadczenia (Wt11238 x Wt401, Wt401 x Wt4807)] w
warunkach polowych.
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Temat badawczy 1
Korelacja stopnia porazenia linii grochu inokulowanych na polu oraz elementow struktury plonu.
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Temat badawczy 1

Korelacja stopnia porazenia linii grochu inokulowanych na polu oraz elementow struktury plonu.

Najwyzszy plon  wsrdd  roslin
porazonych  (kolekcja)  uzyskaty
odmiany DS18133, DS19189,
Arewna, Hubal, DS19143.
Najwyzszy plon  wsrdd  roslin
kontrolnych uzyskaty linie Hubal,
DS19184, DS19183, DS20232,
Kazek, DS19189 (linie czcionka
pogrubiong stanowity najbardziej
plenne linie w 2023).

Linie z populacji mapujgcej uzyskaty
nizszy plon w poréwnaniu z liniami
z kolekcji w warunkach kontrolnych
(IGR PAN) i znacznie obnizony na
poletkach porazonych (o 60%).
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Temat badawczy 2
Ocena parametrow sprawnosci i aktywnosci aparatu fotosyntetycznego w wybranych liniach
grochu (36 linii, lll rok doswiadczenia polowego) i w liniach populacji mapujacej (Wt11238 x
W1t401, 90 linii, Il rok doswiadczenia polowego). Okreslenie korelacji ze stopniem porazenia.
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Stwierdzono istotng, negatywng korelacje pomiedzy stopniem porazenia w kolekcji, a maksymalng
fotochemiczng wydajnoscig kwantowg Fv/Fm 1 0g6lng wydajnoscig fotochemiczng P.l.csm. W
populacji mapujacej takich korelacji nie potwierdzono.



Temat badawczy 4

Analiza metodg qPCR genow o zréznicowanej ekspresji w odpowiedzi na porazenie,
projektowanie markerow na sekwencje wskazane po analizie danych z RNAseq.

Sekwencje z eksperymentu RNAseq, analizowane metodg qPCR

Homologia
funkcja z sekwencja
WYjSciows

_ Psat3g189200 chitynaza Tak
Psat7g118080 cam00943 Syntaza isoflawonowa Tak

EI Psat1g002320  fotosynteza photo (PBsR)
- Psat1g097880  fotosynteza Pisum sativum chlorophyll a-b

binding protein 6
Psat3g018680  biosynteza
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Najwyzszy poziom ekspresji sekwencji syntazy Najwyzszy poziom ekspresji sekwencji chitynazy
izoflawonowej stwierdzono 24h po inokulacji stwierdzono 24h po inokulacji


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 5

Reizolacja patogenow z porazonych roslin z warunkéw polowych w celu identyfikacji szczepéw

wywotujgcych zmiany nekrotyczne.

Wykazano obecnos¢ gatunkdéw Fusarium spp., Alternaria spp.,

Epicoccum spp., Trichoderma spp., Didymella spp., Penicyllium spp.

Wielkopolska ~ Warmia i Mazury

Ryc 5.1. Przyktadowe gatunki grzybow wyizolowane z
porazonych lisci i todyg grochu z terenu Warmii i Mazur oraz
z Wielkopolski w 2024 roku- wyglad na pozywce PDA.

Ryc. 3.1. Markery morfologiczne w liniach populacji Wt11238xWt401.

w21 739545
B 124555453

Temat badawczy 3
Genotypowanie linii
populacji
mapujacych.

Ryc.3.2 Fragment mapy grupy
Chr2LG1 z markerem
morfologicznym D i
izoenzymatycznym ldh.



Grzyby powodujace plamistosci lisci grochu siewnego w Polsce (2021-2023)

Witold Irzykowski, Joanna Kaczmarek, Magdalena Gawtowska, Matgorzata Jedryczka

%@ Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, Poznan

IGR kac@igr.poznan.pl
ﬂpAN jkac@igr.p p

WSTEP

Groch siewny (Pisum sativum L.) jest gatunkiem tradycyjnie uprawianym w celach konsumpcyjnych, paszowych, a takze jako nawoz
zielony. Podobnie jak inne bobowate grubonasienne, groch jest przedplonem, ktorego strukturotworcze i fitosanitarne walory s3
bardzo cenne. W uprawie grochu wielkosc¢ strat spowodowanych wystepowaniem chordb szacuje sie srednio na 15%. Celem badan
byto ustalenie sktadu gatunkowego grzybow chorobotwodrczych wywotujgcych nekrozy lisci i todyg grochu siewnego w warunkach
naturalnych w Polsce w latach 2021-2023 i ustalenie ich udziatu w populacji grzybow odpowiedzialnych za objawy chorobowe.
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2- Przebedowo
3- tajsy

Rosliny grochu z objawami chorobowymi pobrano z regionow #Tomaszkowe
7 e e . - tazdoje
zroznicowanych pod wzgledem klimatycznym:
- Wielkopolska (Wiatrowo , Przebedowo)
- Warmia i Mazury (tajsy, Tomaszkowo, tazdoje).
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Fragmenty lisci i todyg z objawami makroskopowymi odkazano powierzchniowo, a nastepnie przenoszono na pozywke PDA
z dodatkiem siarczanu streptomycyny. Uzyskane kultury grzybow pasazowano na kolejne pozywki az do uzyskania czystych izolatow
wolnych od bakterii i innych patogenow. Nastepnie charakteryzowano je pod wzgledem morfologicznym i oznaczano ich
przynaleznosc gatunkowa na podstawie obserwacji makroskopowych oraz sekwencji ITS1 oraz ITS2.

Gatunki grzybow wyizolowane z porazonych lisci i todyg grochu:
202 1 _ N 2022 m Peyronella pinodes
2% m Didymella pisi Alternaria alternata
2% .
2% m Peyronella pinodes B Fusarium equiseti Alternaria alternata
© mM h lla pinod
ﬁ Didymella pomorum ycosphaereiia pinodes W Fusarium equiseti
] o .
8- 2% m Alternaria alternata Fusarium oxysporum
O m Botrytis cinerea
— / m Cladosporium sp.
Q ' ® Fusarium avenaceum
; m Fusarium
W fusarium equiseti sporotrichoides
0,
m Epicoccum nigrum REE
m Stemphylium sp.
m Mucor sp.
m Peyronella pinodes
m Didymella pisi 39 3% Didymella pomorum
3% .
’ ® Peyronella pinodes Didymella pomorum
Alternaria alternata
S~ m Fusari .
— Ascochyta medicaginicola usarium equiseti
S 32% / ’
N Fusarium avenaceum
© _ Fusarium oxysporum
§ m Fusarium oxysporum
o 0, - : - Q
< 7% B Fusarium sporotrichoides 3% o Alternaria alternata
g B fusarium cerealis
0
E 1% B fusarium graminearum 50% m Cladosporium sp.
; 13% B Cladosporium sp.

3%

Identyfikacja gatunkowa sprawcow plamistosci lisSci moze by¢ pomocna w wyborze skutecznej ochrony fungicydowe,;.

Badania prowadzono w ramach projektu Postep Biologiczny (2020-2026) zadanie badawcze 21 , Identyfikacja genow zwiqzanych
z odpornosciq grochu na askochytoze i jej wptyw na sprawnosc fotosyntetycznq roslin”, finansowanego przez MRiRW.
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Geny uaktywniane w odpowiedzi na porazenie grochu (Pisum safivum L.)
chorobotworczym grzybem Didvinella pinodes wywolujacym askochytoze

Magdalena Gawlowska, Pankaj Kumar, Wojciech Swiecicki, Grzegorz Koczyk, Witold Irzykowski,
Joanna Kaczmarek, Malgorzata Jedryczka

Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, Poznan
mgaw@igr.poznan pl

Groch (Pisum sativum L) jest roslina straczkowa. o wysokiej zawartosci bialka w nasionach
(30%). wiekszej niz u ciecierzycy (do 29%) i soczewicy (do 29%). Bialko grochu jest latwo strawne.
o niskiej alergicznosci i niskiej zawartosci glutenu. Groch, jak wszystkie rosliny straczkowe, ma
zdolnos¢ w interakeji z bakteriami symbiotycznymi do wiazania azotu atmosferycznego. Problemem
w uprawie grochu sa atakujace go choroby. Wsirdd nich. jedna z powazniejszych jest askochytoza
wywolywana przez grzyby: Didymella pisi, Didymella pinodella, Didymella pinodes, Didymella
glomerata, Phoma herbarum i Ascochyta koolunga. Celem badan byla identyfikacji gendw,
uvaktywnianych w roslinie podczas ich porazenia izolatem Didymella pinodes.

Doswiadczenie prowadzono w warunkach kontrolowanych. Zainokulowano 36 linii grochu
(z Polskiego Banku Genéw Grochu w Wiatrowie oraz Stacji Hodowli w Szelejewie) izolatem PIN-
03 Didymella pinodes. Do analiz RNAseq wybrano linie o opisanej malej 1 wysokiej podatnosci na
porazenie patogenem na 24h po inokulacji. Przygotowano biblioteke TruSeq mRNA stranded.
Sekwencjonowanie wykonano przy zast NovaSeq6000 w konfiguracji 2x150bp,
40M odczytéow. Surowe dane odniesiono do zeferencyjnej sekwencp genomu grodm Wyznaczono
geny ulegajace roznicowej ekspresp w odpowiedzi na porazenie (DEGs) i wykonano analizy
wzbogacenia zestawow genow w oparciu o adnotacje funkcjonalne termami GeneOntology oraz
KEGG/PATHWAY, ktore pozwolily na identyfikacje 1 charakterystyke funkcjonalna zbioréw genow
o istotnie roznej ekspresji w odpowiedzi na inokulacje u wrazliwych/odpomych linii. Ekspresje
weryfikowano w oparciu o potwierdzenie reakcja qPCR w trzech punktach czasowych (4h. 24hi 8
dni po inokulacji).

W pierwszym doswiadczeniu do linii najmniej porazonych nalezaly: P665, Perfect Freezer,
Wt401, Sun Valley i Nemo. a do najsilniej porazonych: Lamm 30. DS19162. Frazer 1 WBH 578.
Sredni poziom porazenia wyniost 1.9, w skali 0-5. W kolejnym roku do linii najmniej porazonych
ponownie nalezala linia Wt401 (Sredni poziom porazenia 2.5). Analizy transkryptomiczne w oparciu
o narzedzia RSEM. StringTie i Kallisto wskazaly zbiory odpowiedn.io 611 genow o eksptesji istotnie
wyzszej w odpowiedzi na inokulacje roslin odpornych oraz 460 genéw ulegajacych nizszej ekspresji.
Uzyskanym transkryptom przypisano funkcje w oparciu o pordwnania z bazami danych
UniProt/SwissProt i RefSeq/Plants oraz mapowanie na zbiory eukariotycznych/roslinnych ortologéw
zgromadzone w bazie eggNOG.

W analizie transkryptomicznej wskazano sekwencje o najwiekszej roznicy ekspresji
pomiedzy liniami podatnymi i mniej podatnymi na porazenie, w odpowiedzi na inokulacje.
Weryfikowano przypisania funkeji wybranym sekwencjom kandydackim. Okreslono ich potenqalny
udzial w réznych szlakach metabolicznych m in.: biosyntezy kutyny. 1 kcji rosls
transdukcji sygnalu hormonalnego w roslinie. Testy wzbogacenia zbioréw genow wskazaly. ze wsrod
selmenqx najsilniej aktywowanych 24h po mokulac_u dominowaty kategorie funkcjonalne zwiazane
z m.in_ fotosynteza, w:qzamem wegla. biosynteza kutyny. biosynteza hormonéw oraz odpowiedzia
na bodzce w tym na drodze szlaku j wego. Metoda qPCR przeanalizowano poziom ekspresji
wybranych gendéw. wskazanych pxzez analize RNAseq. ]aLo zaangazowane w mechanizm odpornosci
w przebiegu askochytozy.

Badania finansowane z projektu MRiRW PB21 , Identyfikacja genow zwigzanych z odpornosciq
grochu na askochytoze i jej wplyw na sprawnosé fotosyntetyczng roslin”
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