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Cele projektu w 2023 roku:

1. Analizy biometryczne materiatu
z doswiadczenia polowego — Il rok doswiadczen.
2. Ultraprzepustowe genotypowanie SNP - analiza.
3. Analizy omiczne wyselekcjonowanych genotypow.
4. Fenotypowanie badanych form w doswiadczeniach
polowych — Il rok doswiadczen.

roslinnego

Wszystkie cele projektu w 2023 roku zostaty
w petni osiggniete.



Materiaty

Materiatem badawczym sg odmiany jeczmienia jarego oraz rody/linie hodowlane o réznym pochodzeniu — tgcznie 120 form. Dobor
materiatu roslinnego zostat skonsultowany ze specjalistami z Firm Hodowlanych.

Metody

Analizy biometryczne materialu roslinnego z doswiadczenia polowego (Il rok) — pomiary biometryczne cech
plonotwdérczych doswiadczen z 2021 roku prowadzonych w trzech lokalizacjach: Danko Hodowla Roslin Sp. z 0.0. (Danko),
Hodowla Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Grupa IHAR (STH), Poznanska Hodowla Roslin Sp. z 0.0. (PHR) oraz w trzech warunkach
Srodowiska: warunki naturalne (bez inokulacji), z zastosowaniem inokulacji Fusarium culmorum i z zastosowaniem inokulacji
Pyrenophora teres.

Ultra-przepustowe genotypowanie SNP — analizy bioinformatyczne 60 genotypdw jeczmienia jarego na podstawie wynikow
z najnowszej macierzy do genotypowania 50K Illlumina Infinium iSelect SNP.

Analizy omiczne wyselekcjonowanych genotypow — okreslenie profilu reakcji jeczmienia na stres abiotyczny i biotyczny
dziatajgce symultanicznie poprzez analizy mikroskopowe, fizjologiczne, transkryptomiczne, metabolomiczne oraz fenotypowe.

Fenotypowanie badanych form w doswiadczeniach polowych (lll rok) - doswiadczenia na poletkach doswiadczalnych
trzech Firm Hodowlanych wspotpracujgcych bezposrednio w ramach Projektu oraz w trzech warunkach s$rodowiska.
Obserwacje fenotypowe prowadzono w zakresie cech okres$lajgcych reakcje badanych genotypow na infekcje grzybami
z rodzaju Fusarium oraz P. teres, jak rowniez gtéwnych cech struktury plonu oraz faz fenologicznych. Pomiary biometryczne
cech plonotworczych bedg kontynuowane w roku 2024 i zostang przedstawione w sprawozdaniu w przysztym roku.
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1. Analizy biometryczne materiatu roslinnego z doswiadczenia polowego (Il rok)

Najwiekszy wptyw stresu biotycznego, ktorym byt oprysk zarodnikami P. teres odnotowano w stacji STH. W stacjach PHR
| Danko nie obserwowano znaczgcego wptywu inokulacji na stopien porazenia roslin wzgledem warunkow kontrolnych.
Odmienng reakcje odnotowano w warunkach inokulacji roslin F. culmorum, gdzie wykazano wptyw zabiegu we wszystkich
stacjach hodowlanych, przy czym najwiekszy efekt obserwowano w STH a najmniejszy w Danko. Niezaleznie od lokalizac;ji
odnotowano zblizong liczbe ziaren w ktosach badanych roslin. Z kolei dla liczby ktoskow w ktosie w przypadku roslin ze
stacji hodowlanej PHR i STH obserwowano znaczacy spadek ich liczby (o okoto potowe) w poréwnaniu do stacji Danko.

We wszystkich lokalizacjach odnotowano naturalnie wystepujgce porazenie roslin jeczmienia spowodowane zaréwno przez
F. culmorum jak i P. teres.

2. Ultra-przepustowe genotypowanie SNP

Analizy bioinformatyczne ultraprzepustowego genotypowania SNP objety drugg potowe (60) puli genotypdw podlegajgcych
badaniom w projekcie. Prowadzone one byty na podstawie wynikdéw otrzymanych z najnowszej macierzy do genotypowania
50k [lllumina Infinium iSelect SNP umozliwiajgcej doktadne wykrycie polimorfizméw miedzy badanymi genotypami.
W kolejnych etapach wyniki genotypowania petnej puli 120 genotypow zostang zintegrowane ze wszystkimi danymi
fenotypowymi otrzymanymi w ramach projektu, co umozliwi zidentyfikowanie regionbw w genomie jeczmienia zwigzanych
z odpornoscig na analizowane stresy, komponentami plonu oraz cechami fenotypowymi mierzonymi w czasie rzeczywistym.
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3. Analizy omiczne wyselekcjonowanych genotypow

Korelacja cech skfadajgcych sie na potencjat plonowania roslin w suszy z cechami dynamicznymi z platformy (wykonana w

2022 r.) umozliwita uzyskanie informacji na temat zachowania sie badanych genotypow jeczmienia w réznych warunkach

srodowiska. Pozwolito to na wybor czterech genotypow:

« dwa genotypy dobrze plonujgce w warunkach suszy
(Danko 20, PHR 15),

» dwa genotypy stabo plonujgce w warunkach suszy
(Danko 5, STH 15).

Wyselekcjonowane genotypy poddane byty stresom tgczonym
w petni kontrolowanych warunkach:

» susza + inokulacja F. culmorum,

» susza + inokulacja P. teres.

Zdjecie 1. Wyselekcjonowane genotypy jeczmienia po inokulacji P. teres
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3. Analizy omiczne wyselekcjonowanych genotypow

« analizy mikroskopowe

Analizy mikroskopowe wykazaty wysoki poziom porazenia ktosow przez F. culmorum, wigcznie z ich odbarwieniem
I wystepowaniem na niektérych plam nekrotycznych. Analizy mikroskopowe pozwolity na zaobserwowanie zwiekszonej
produkcji woskow na pochewce ktosow roslin inokulowanych F.  culmorum w poréwnaniu do roslin kontrolnych
potwierdzajgc, ze jest to jeden z mechanizmdw odpowiedzi roslin na infekcje majgcg na celu zminimalizowanie jej postepu.
Powstata warstwa woskowa moze zmniejszaC dostepnos¢ wody dla konidiow Fusarium, przyczyniajgc sie do zwiekszania
odpornosci typu | oraz ograniczenia rozprzestrzeniania sie mykotoksyn.

Zdjecie 2. Symptomy porazenia F. culmorum obserwowane na ziarniakach (a, b), plewach (c, d) i niedojrzatych ktosach jeczmienia (e, f)
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3. Analizy omiczne wyselekcjonowanych genotypow

* pomiary cech fizjologicznych, m.in. RWC

Pomiar wzglednej zawartosci wody (ang. Relative Water Content, RWC) wykazat znaczny wptyw stresu suszy na spadek
poziomu wody w lisciach jeczmienia, co swiadczy o postepujgcej dehydratacji tkanek zwigzanej z niedostatkiem wody
w srodowisku. Ponadto wykazano, ze inokulacja jeczmienia w suszy zarodnikami P. teres i w mniejszym stopniu
F. culmorum zwiekszyta stopienn uwodnienia tkanek.

Dane literaturowe wskazujg, ze polepszenie stosunkéw wodnych w lisciach roslin w w takich warunkach jest zwigzane
z wigczeniem syntezy i akumulacji biatek w odpowiedzi na stres biotyczny. W regulacji stosunkéw wodnych znaczenia
nabiera tez zwiekszone odktadanie woskow lub zmiana sktadu tej frakcji na powierzchni epidermy lisci, co zaobserwowano
prowadzgc analizy mikroskopowe roslin po inokulacji. Grzyby kolonizujgce tkanki roslinne oprocz wptywu na proces
translacji, transkrypcji czy tez depozycji woskdw na wierzchniej stronie naskorka wptywajg rowniez modyfikujgco na
sygnalizacje hormonalng roslin, prowadzgc np. do zwiekszenia dtugosci korzenia lub zwiekszenia mobilizacji sktadnikow
odzywczych prowadzgc rowniez do poprawy stosunkéw wodnych w roslinie.
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3. Analizy omiczne wyselekcjonowanych genotypow

* obserwacje fenotypowe

Genotypy Danko 20 i PHR 15 cechowaty sie wiekszymi ktosami z wiekszg liczbg ktoskéw, wiekszg masg tysigca ziaren w suszy w
porownaniu do Danko 5 i STH 15. Otrzymane wyniki mogg swiadczy¢ o wiekszej stabilnosci procesdw enzymatycznych w obrebie
genotypow dobrze plonujgcych w suszy. Dodatkowo zaobserwowano, ze genotypy Danko 20 i PHR 15 byly wyzsze i
charakteryzowaty sie wiekszym stopniem rozkrzewienia. Wiekszy stopien rozkrzewienia moze przyczynia¢ sie do zwiekszonego
zacienienia gleby w obrebie roslin zmniejszajgc parowanie wody. Wykazano istnienie réznic w stopniu porazenia genotypow.
Warunki stresowe miaty wptyw na tempo osiggania przez badane rosliny fazy liscia flagowego czy ktoszenia. P6zne ktoszenie PHR
15 moze by¢ wynikiem préby ,ucieczki przed porazeniem” stanowigcej jedng ze strategii radzenia sobie z warunkami stresowymi.

Kontrola Susza Susza + plamistos¢ Susza + fusarium
mDANKO 20 mPHR 15 mDANKO5 m=STH 15 go "DANKO20 mPHR15 mDANKOS5 mSTH 15 g0 ™ DANKO 20 mPHR 15 mDANKO5 m=STH 15 g0 ™ DANKO 20 mPHR 15 mDANKOS5 mSTH 15
b 70 C do
60 60 60
50 50 50
540 5 40 5 40
30 30 30
20 20 20
il o [ o 1l o [l

0 0 0

trzeci lis¢  krzewienie 1is¢ flagowy kloszenie trzeci lis¢  krzewienie 1lis¢ flagowy kloszenie trzeci lis¢  krzewienie 1i$¢ flagowy kloszenie trzeci lis¢  krzewienie 1is¢ flagowy kloszenie

Wykres 1. Liczba dni niezbednych do osiggniecia wybranych faz rozwojowych przez jeczmien rosngcy w réznych warunkach srodowiskowych
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4. Fenotypowanie badanych form w doswiadczeniach polowych (lll rok)

Obserwowano znaczne zroznicowanie fenotypowe badanych genotypdw jeczmienia w warunkach stresowych. W tabeli 1
przedstawiono genotypy jeczmienia o najwyzszych wartosciach cech plonotwdérczych, tj. dtugosci ktosa i liczby ziaren
w ktosie wraz ze stopniem porazenia roslin fuzarioza.

Genotyp zilz’;:;gaw k’:?){;ag?cérf\] Fcl N _ . _

ktosie [szt.] Rosliny genotypu RAH 11 charakteryzowaty sie najdtuzszym
RAH11 25 10,5 5 ktosem i najwieksza liczbg ziaren w ktosie wsérdéd badanych
BPKHHR193 ;2 2:? g genotypow z objawami fuzariozy. W grupie genotypow
RAH 9 23 7,9 7 wybranych na podstawie cech plonotworczych
ES;L: 13 ;g 2’; g zaobserwowano, ze trzy z nich — PHR 9, BKH 13 i STH 12,
STH 10 23 8:2 6 wyrézniaty sie dobrymi parametrami plonu we wszystkich

warunkach doswiadczalnych. W poréownaniu ww. genotypow
Tabela 1. Wybrane genotypy jeczmienia jarego po stwierdzono, ze genotyp PHR 9 w warunkach kontrolnych
nokulacyi - F. culmorum; Fcl - stopien charakteryzowat sie najwyzsz a po inokulacji jedn
porazenia roslin fuzariozg (9-brak porazenia; y € JWy a, P ] 9
1-bardzo duze porazenie) z najwyzszych wartosci sredniej liczby ziaren w ktosie.
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Wykaz publikacji wynikow projektu w 2023 .

Na The EUCARPIA Cereals Section Conference "Cereal
Breeding - Challenges and Opportunities for Global
Improvement”, Szeged, Wegry (15-20.05.2023)
zaprezentowano doswiadczenie przeprowadzone
z wykorzystaniem  systemu LemnaTec  Scanalyzer3D
udostepnionym przez ALSIA-Metapontum Agrobios Research
Center, Metaponto (MT) Wtochy wykonanego w ramach tematu
badawczego nr 2 w 2022 roku.

Prezentacja miata forme formie plakatu (sesja posterowa P-36).

Introduction

Non-invasive methods of automatic plant phenotyping are providing a
new tool for plant biology studies employing high-throughput, large
scale measurements of various features in a non-destructive way in
real time. Thanks to this, imaged plants are not damaged and are able
to reach full maturity hence the yield potential can be assessed. Real-
time phenotyping made it possible to observe dynamics of plant
growth, during the entire vegetation period. Dynamic assessment of
plant traits is particularly important for understanding plant adaptation
and response to environmental factors such as drought, one of the
main abiotic factors limiting plant productivity worldwide.

The aim of the study was continuous and non-invasive imaging of the
set of spring barley genotypes in real time on a platform for automatic
plant phenotyping.

Material and method
Set of 120 spring barley genotypes was phenotyped on the LemnaTec
Scanalyzer3D system provided by ALSIA-N pontum Italy, d
with RGB, UV and NIR cameras.
Five seeds per barcoded pot were sown. After germination, the
number of plants was reduced to one per pot. The experiment was
carried out in triplicate. Pots, mats and the supports preventing plants
from laying down in later stages of development were blue (Fig. 1A)
allowing background to be eliminated while the processing of the plant
image.
Drought stress started in the tillering stage (BBCH 26-29) and the water
deficit was maintained for three weeks (to reach and maintain 20% FC
field capacity), then the plants were re-watered. During imaging, the
weight of each pot was automatically measured and, if necessary, a
precise volume of water was added to prevent the substrate moisture
falling below 20% FC (Fig. 1B). Plant imaging was performed at 15 time
points, each occurring every third day of the experiment, for a total of
approximately 40 days:

1. three time points before water shortage occurs (70% FC),

2. nine time points during stress (20% FC),

3. three time points after rehydration (70% FC).
Each plant was imaged with an overhead and side view camera (0° and
90°) that covered the visible (RGB) and near infrared (NIR) spectrum.
This allowed to obtain information on the height and dynamics of plant
growth, plant shape (rotational symmetry), predicted shoot area,
shoot biomass, colour distribution (yellow to green ratio) and water
use efficiency (WUE) for all tested barley genotypes. Images were
processed using Python and PlantCV/OpenCV packages. After the
imaging was completed, plants were moved to the greenhouse to
reach full maturity, and then spikes were harvested to assess the
characteristics of yield components (spike length, number of spikelets
and grains per spike, grain weight per spike, total yield grains per plant
and weight of 1000 grains).

3 i

Fig. 1 A—blue ps with blue mats and supports; B — precise watering

Results

Imaging showed, that during drought, different rates of achievement
of individual developmental stages by the tested genotypes were
observed. The heading stage was reached the fastest by genotypes
DANKO 2, DANKO 11, DANKO 17, DANKO 18 (Fig. 2). On the same day,
awns above the flag leaf were observed for genotypes: STH 15, STH 16
and STH 17 (Fig. 3). The remaining genotypes analysed at this stage of
observation remained in the tillering stage.

Fig. 2 First genotypes at the heading stage in the experiment: DANKO 2
(A), DANKO 11 (B), DANKO 17 (C), DANKO 18 (D)

Fig. 3 Genotypes with awns above the flag leaf: STH 15 (A), STH 16 (B),

STH 17 (C)

On the first day of re-watering, both genotypes that headed 37-39 BBCH

(e.g. DANKO 2 - Fig. 4A) and those that did not go to this stage 23-29 BBCH

(e.g. POB11) were observed — Fig. 4B).
pp—— 3
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Fig. 4 Developmental stage of plants after the end of drought stress;
(A) - DANKO 2 - example of the heading genotype (39 BBCH), (B) -
POB11, example of the tillering genotype (29 BBCH)

Conclusions

Dynamic assessment of plant traits during growth is important for
understanding plant adaptation and response to environmental factors
such as drought. The dynamic features analysed using a modern
platform, allowed the observation of the growth dynamics of the
genotypes of spring barley, especially under stress conditions, during
the entire growing season, instead of only in a single moment, as it is
in conventional phenotyping. The correlation of the yield forming traits
under drought with the dynamic features from the platform provides
information on the behaviour of barley in various environmental
conditions. Integration of the results from the experiment conducted
in water shortage conditions from the platform for high-throughput
plant phenotyping and data obtained from plant phenotyping in
natural conditions will allow for a deeper understanding of the
response of barley plants to abiotic stress.

Project funded by Polish Ministry of Agriculture and Rural

{MRIRW, Biological Progress 2021-2025, Task 14)
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