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Figura 1. Schemat projektu

Cele projektu w 2022 roku:

1. Analizy biometryczne materiatu
polowego — | rok doswiadczen.

2. Wysokoprzepustowe fenotypowanie automatyczne.

Ultraprzepustowe genotypowanie SNP.

4. Fenotypowanie badanych form w doswiadczeniach polowych — Il
rok doswiadczen.

roslinnego z doswiadczenia

w

Wszystkie cele projektu w 2022 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 (I rok) — pomiary biometryczne cech plonotwdrczych
doswiadczen z 2021 roku prowadzonych w trzech lokalizacjach: Danko Hodowla Ro$lin 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.

Wysokoprzepustowe fenotypowanie automatyczne — ciggte i nieinwazyjne obrazowanie petnej puli 120 genotypow jeczmienia jarego
w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem platformy do automatycznego fenotypowania roslin (LemnaTec Scanalyzer3D, ALSIA-
Metapontum Agrobios Research Center, Metaponto (MT) Witochy).

Ultra-przepustowe genotypowanie SNP - analizy bioinformatyczne 60 genotypow jeczmienia jarego na podstawie wynikdéw
Z najnowszej macierzy do genotypowania 50K lllumina Infinium iSelect SNP.

Fenotypowanie badanych form w doswiadczeniach polowych (ll rok) — doswiadczenia na poletkach doswiadczalnych trzech Firm
Hodowlanych wspodtpracujgcych bezposrednio w ramach Projektu oraz w trzech warunkach srodowiska. Obserwacje fenotypowe
prowadzono w zakresie cech okreslajgcych reakcje badanych genotypdéw na infekcje grzybami z rodzaju Fusarium oraz P. teres,
jak rowniez gtdbwnych cech struktury plonu oraz faz fenologicznych. Pomiary biometryczne cech plonotworczych bedg kontynuowane
w roku 2023 i zostang przedstawione w sprawozdaniu w przysztym roku.
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1. Analizy biometryczne materiatu roslinnego z doswiadczenia polowego (I rok)

Efekty inokulacji obserwowano zaréwno w przypadku roslin traktowanych opryskiem z zawartoscig F. culmorum jak i P. teres. Objawy
porazenia Fusarium odnotowano we wszystkich badanych lokalizacjach, cho¢ w wiekszym stopniu w Firmach Hodowli Roslin zlokalizowanych
na terenie Wielkopolski (Danko i PHR). Dodatkowo we wszystkich lokalizacjach w warunkach kontrolnych zaobserwowano tzw. naturalne
porazenie przez Fusarium. Z kolei w traktowaniach, w ktorych zastosowano inokulacje P. teres w Danko i PHR obserwowano podobny stopien
nasilenia infekcji jak w warunkach kontrolnych. W stacji doswiadczalnej STH odnotowano ogdlnie nizszy stopien nasilenia objawéw
chorobowych.
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Wykres 1. Wptyw inokulacji F.

culmorum (A) oraz P. teres (B) w trzech lokalizacjach: Danko, PHR oraz STH
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2. Wysokoprzepustowe fenotypowanie automatyczne

W trakcie obrazowania na platformie podczas prowadzenia warunkéw niedoboru wody (wilgotnos¢ 20% pojemnosci polowej FC)
obserwowano rézne tempo osiggania poszczegolnych stadiow rozwojowych przez badane genotypy. Stadium ktoszenia najszybciej osiggnety
genotypy DANKO 2, DANKO 11, DANKO 17, DANKO 18. W tym samym dniu obserwowano wierzchotki osci nad lisciem flagowym

w przypadku genotypéw: STH 15, STH 16 oraz STH 17. Pozostate analizowane genotypy na tym etapie obserwacji pozostawaty w stadium
krzewienia.

Zdjecie 1. Obrazowanie w widmie swiatta widzialnego genotypdéw Zdjecie 2. Obrazowanie w widmie swiatta widzialnego
wchodzgcych najszybciej w stadium ktoszenia: genotypow z wierzchotkami osci nad lisciem
DANKO 2 (A), DANKO 11 (B), DANKO 17 (C), flagowym: STH 15 (A), STH 16 (B), STH 17 (C)

DANKO 18 (D)
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2. Wysokoprzepustowe fenotypowanie automatyczne

W pierwszym dniu przywracania optymalnej wilgotnosci podtoza (powyzej 80% pojemnosci polowej FC) obserwowano zaréwno genotypy,
ktore sie ktosity (np. DANKO 2) jak i takie, ktore w czasie deficytu wody nie przeszty w to stadium rozwojowe (np. POB 11).

Zdjecie 3. Obserwacje stadium rozwojowego roslin prowadzone po zakonczeniu stresu suszy;
(A) — DANKO 2, przyktad genotypu ktoszgcego sie
(B) — POB11, przyktad genotypu bedacego przed fazg ktoszenia
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3. Ultra-przepustowe genotypowanie SNP

Dane uzyskane z ultra-przepustowego genotypowania SNP (ang. single nucleotide polymorphism) przy uzyciu macierzy 50K SNP lllumina
Infinium postuzg do zadanh przewidzianych w projekcie, w tym umozliwig szczegdtowg analize zrdéznicowania genetycznego w obrebie

wybranej puli form jeczmienia jarego.

4. Fenotypowanie badanych form w doswiadczeniach
polowych (Il rok)

Rosliny charakteryzowaly sie wyréwnaniem pod wzgledem wczesnosci
w warunkach kontrolnych (ktoszenie 70-79 DAS, ang. days after sowing),
natomiast opdznienie w osigganiu badanej fazy obserwowano w przypadku
wprowadzenia warunkéw stresu biotycznego — inokulacja P. teres (ktoszenie
72-79 DAS). Ro6znice pomiedzy danymi genotypami byly obserwowane
rowniez pod wzgledem wysokosci roslin (od 70 do 100 cm — warunkKi
kontrolne). Obserwowano zréznicowanie w stopniu nasilenia objawow
chorobowych w obrebie badanych genotypow, przy czym stosunkowo silne
nasilenie P. teres byto obserwowane rowniez w przypadku roslin rosngcych w
warunkach kontrolnych. Dla inokulacji P. feres obserwowano wigksze
zroznicowanie w nasileniu objawow (2-8) niz dla inokulacji F. culmorum (4-8).

Zdjecie 4. Fazy rozwojowe: trzech lisci — BBCH 13 (A)
oraz 3-5 pedoéw bocznych — BBCH 24-25 (B)
obserwowane w doswiadczeniu Poznanskiegj
Hodowli Roslin Sp. z 0.0. (fot. Dorota Jasinska)
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4. Fenotypowanie badanych form w doswiadczeniach polowych (Il rok)

W trakcie wykonywania opryskow kontrolowano jakosé stosowanych roztworow infekcyjnych za pomocg mikroskopow biologicznych
znajdujgcych sie w Instytucie Genetyki Roslin PAN w Poznaniu.

Zdjecie 5. Obraz przedstawiajgcy konidia F. culmorum (barwione za pomocg btekitu laktofenolowego)
wykonany za pomocg kamery Moticam mikroskopu biologicznego Motic BA410-E;
powiekszenie: 40 x (fot. Piotr Ogrodowicz)



Wykaz publikacji wynikow projektu w 2022 r.

Na VI Polskim Kongresie Genetyki (27-30.06.2022 r.) zaprezentowano
wyniki analiz fenomu badanych genotypéw jeczmienia jarego
na podstawie doswiadczenia prowadzonego w warunkach naturalnych
(2021 rok) w trzech lokalizacjach i trzech warunkach s$rodowiska:
warunki naturalne (bez inokulacji), z zastosowaniem inokulacji
F. culmorum oraz P. teres.

Uzyskane rezultaty przedstawiono w formie plakatu.
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Introduction:

Crop plants, including barley, are exposed to many stress factors, biotic and
abiotic, of which Fusarium Head Blight and barley net blotch are among the most
harmful barley diseases. Harmful barley diseases as well as water scarcity is one
of the major causes of reduced productivity (Anjum et al. 2011) Drought is an
extreme pl but it is quite in almost all . The major
fungal discases that reduce the quantity and quality of barley yields include net
blotch (Pyrenophora teres) and spike fusariosis (Fusarium spp.), although net
blotch is closely related to barley and does not occur in other cereals. For these
reasons, the project will conduct research to determine the differences between the
simultancous and separate effects of drought and biotic stress on plants, especially
since the effects of drought and barley dheaae: may be more damaging when they

oceur si than . The research under the
project will provide new insights into the molecular adaptation of plants to stress
conditions.

The aim of the study was the phenotypic evaluation of
the set of barley genotypes in a ficld experiment with the use of fungal
inoculation. Finally, in the project, phenotypic and genotypic data obtained using
the latest methods of phenome and genome analysis will provide original data and
will expand the knowledge about barley response to abiotic stress.

Material and methods
The plant material consisted of 120 spring barley cultivars and lines/breeding
lines of various origins. The experiments were carried out on the experimental
fields of three Polish Breeding Companies - Danko Hodowla Roslin Sp. z o.0.
(abbrev. Danko), Poznafiska Hodowla Roslin Sp. z o.0 (abbrev. PHR). and
Hodowla Roslin Strzelce Sp. z oo0. IHAR group (abbrev. STH), under three
i natural (no i ion with Fusarium culmorum (abbrev.
Fel) and inoculation with Pyrenophora teres (abbrev. Pil). Phenotypic
observations were carried out in relation to the traits that determine the response
of the studied genotypes to infection, as well as the main traits linked to yield
structure (Table 1). Biometric measurements of yield traits will be repeated in two
more years (giving together results from three years).

‘Table 1. Description of yield related-raits (and abbrevations) observed under field conditions

Trait (unit) Trait ipti Abbrev.
Length of spike (cm)  Length of spike from 10 randomly selected spikes in a plot LS
‘without awns|
Number of grains per  Number of grains collected from 10 randomly selected NGS
spike spikes in a plot >
Number of spikelets per . o ; s
K Number of spikelets observed on 10 randomly selected NSS
spike spikes in a plot
Grain weight per spike  Average weight of grain per spike, calculated from 10
. N GWS
(@ randomly selected spikes in a plot
The degree of intensity of infestation of plants by F.
F.culmorum culmorum. The total surface of all heads of a group of Fel
inoculation spikes was rated on a 9° scale (9- no spikelet infected; 1-
almost all of the spikelets destroyed)
The degree of intensity of infestation of plants by P. teres.
. . The total surface of all heads of a group of spikes was rated
P. teres inoculation Ptl

on a 9" scale (9- no spikelet infected; 1- almost all of the
spikelets destroyed)

prep i and.

P. teres - P. teres single-conidial isolate was obtained and tested separately (IPG
PAS collection). Isolation of the fungus and propagation of the isolates were
performed on Czapek’s modified medium according to Benken et al. 1969 (with
minor modifications).After 10 days at 20-22°C under constant illumination with a
daylight lamp (3000 Ix), the cultures were flooded with distilled water containing
Tween 20 and the conidia were dislodged with a sterile spatula. The spore
concentration of the suspension was adjusted to 5000 conidia/ml for inoculation.
The inoculation was performed at the tillering stage (26-29 BBCH, about 4 weeks
after sowing).

F. culmorum- F. culmorum isolates were incubated on wheat grain (50 g) in 300
ml Erlenmeyer glass flasks for five weeks. The colonies were covered with 15 ml
of sterile distilled water. Inoculum was prepared just before the inoculations by
liquid cultures of Fusarium culmorum (isolate KF846) and 0.0125% TWEEN
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH). Inoculum concentration was adjusted to 105
spore/ml. Mist irrigation to promote fungal infection was performed for three days
in the field using a sprinkler system with DN881A-type sprinkler heads equipped
with 1.50-mm-diameter nozzles (Sun Hope Inc., Meguro-ku). The inoculation was
performed at the tillering stage (51-58 BBCH).

Results and Discussion:
Significant effects of inoculation were observed in plants treated bothwit
with F. culmorum and P. teres (Figure 1). More effects of Fusarium infe:
were observed in experimental stations in the Wielkopolska region (D:
PHR). In addition, a so-called natural infection rate was observed in
grown under control conditions in these fields. In the treatments where
(Ptl) was inoculated at Danko and PHR stations, the severity of disease inft
overlapped with that of natural infection observed under control conditi
lower expression of discase symptoms was observed in the STH field st
than in the Danko and PHR stations.
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Figure 1. Effects of inoculation by F.culmorum (A) and Picres (B) observed in Danko, PHR and
experimental stations

In turn, Figure 2 shows the distributions of tr:
associated with yield grain among the three investigation sites (Figure 2).
differences were observed in NGS among treatments at the Danko stati
Slightly lower NGS mean values were observed for Fcl treatment at the P!
station compared to the control condition. Larger NGS mean values were no
for all treatments at the STH station (the highest NGS mean values was noted
the Fcl treatment at this location). A rapid decrease in GWS under Fcl trea
‘was observed in Danko and PHR stations. Interestingly, this type of decrease
grain weight was not observed at the STH station.

- - - o - - -

Figure 2. NGS (A) and GWS (B) traits observed under three different treatments in Danko, PHR and STH
experimental stations

The evaluation of inocluation effects from Figure 1
were confirmed by PCoA analysis (Figure 3) - the studied genotypes cluster in
relation to the type of applied fungal inoculatin, but clear clustering is visible
only for the experimental stations in the Wielkopolska region (Danko nad PHR).
In addition, the biplots obtained for Danko and PHR are similar in the case of
natural and inoculation Ptl conditions. The traits where vectors were longest and
had the greatest influence on PC1 were traits associated with grain yield (NGS,
NSS, GWS).

Principal Gomponent Biplot Principal Component Biplol
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Figure 3. Biplots analysis for yield-related traits in three diffrent environmetal conditions - Danko (A)
(B) and STH (C)

The results of this study show the strong infl
soil quality and moisture conditions on the development of fungal disea:
the experimental stations are located at different sites. These results ar
consistent with the conclusions of Doohan et al. (2003) and Hohened:
(2022), which confirmed the significant influence of moisture condi

development of fungal symptoms. Interestingly, the mean values o
did not show any decrease in two out of three experimental statior
increase in NGS was observed in the STH station). Interestingly,
seems to be low, as grain yield mean values decreased rapidly i
where fungus inoculation was performed. This phenomenon i
the studies of Rézewicz et al. (2021), in which the authors i
diseases in cereals limit plant growth and development and,
and quality, which was also confirmed by the PCoA analy;
the importance of yield-related traits was emphasized.

References:
,"i‘“,’,“w..,t:‘é”(;mm nd at e xchange ). Ao, i et 197177185

e Bl N o Pt J oot M. s M et M okl

Rozowics M Wariiska M. Grabidss . (2021, The Mot InporintFungal Discases o Corals

Project is funded by Polish Ministry of Agriculture and Rural Development (MRIRW, Biological Progress 2021-2025, Task 14)




