PROJEKT BADAWCZY MINISTERSTWA ROLNICTWA HOR hn-501- 19/15,
Zadanie 88

Efekty plejotropowe genowPpd-H1 i Ppd-H2 a podatna¢ roslin j eczmienia jarego na
fuzarioze ktosow i akumulacje mikotoksyn

Kierownik: Anetta Kuczyska

Wykonawcy: Tadeusz Adamski, Maria Surma, Karolinarystkowiak, Krzysztof
Mikotajczak, Piotr Ogrodowicz, Hanna wiek-Kupczyiska, Kamil Kowalik, Renata
Trzeciak, Renata Holewska, Alina Aniota
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Temat badawczy 1

Lokalizacja QTL-i oraz wytypowanie genow-kandydatéwwarunkuj gcych odpornaé na
FHB

Cel tematu badawczeqgo 1

Celem tematu byta identyfikacja loci dla cechédgiowych zwigzanych z porzeniem
klosow i ziarna oraz dla zawasth mikotoksyn, a take genow-kandydatow dla
zlokalizowanych QTL-i w populacji linii rekombinagwch (RIL) jeczmienia jarego. Wysoce
zagszczona mapa genetyczna uhwita znalezienie blisko spezonych lub
wewngtrzgenowych markerow dla cechédtmowych. Pozwolita ona rownig co jest gtdwnym
celem projektu, uzyska informacje o molekularnych podstawach zmiemno
obserwowanych cech, w szczegdliatych, ktore determingjodpornd¢ jeczmienia jarego
na fuzarioz ktlosow w powsjzaniu z efektami gendw reakcji fotoperiodycznej.

Materialy i metody

Przeanalizowano rozklad obserwacji dla poszczegbincech fenotypowych w
badanej populacji RIL jeczmienia jarego osobno i gentrolnej i inokulowanej. Populacja
RIL byla obiektem bada w 2016 roku, z& doswiadczenia prowadzono na polach
doswiadczalnych naleycych do Poznaskiej Hodowli Ralin zlokalizowanych w Antoninach,
Nagradowicach i Tulcach (AND_I - Antoniny, infekgjddND_K - Antoniny, warunki
kontrolne; NAD_I - Nagradowice, infekcja; NAD_K - agradowice, warunki kontrolne;
TUL_I - Tulce, infekcja; TUL_K - Tulce, warunki kdrolne).

Mapa genetyczna uzyskana w projekcie w 2016 rokaz cdane otrzymane z
fenotypowania linii populacji MCam postty do identyfikacji QTL. Identyfikacja QTL
wykonana zostala wedtug metody opisanej przez Méios zespot (2013), przy ayciu
programu Genstat 16 (VSN Int. 2013). Do mapowanid. @vykorzystano linie RIL, dla
ktorych brak danych genotypowych nie przekroczyoe2Qdentyfikacja loci zwgzanych z
odporndcig populacji RIL gczmienia jarego prowadzona byta dla cech takichyalsoka¢
rosliny (cm), diuga¢ ktosa (cm), masa ziarna z kiosa (g), liczba ziar&fosa, plon z poletka
(g), masa tysica ziaren (g) oraz termin ktoszenia (liczba dnilogtycznia). Istotni@ efektow
QTL wyznaczono metedLi i Ji (2005) na podstawie wada statystyki-logio(P-value),
oznaczonej symbolem LogP. Procent zmidonavyjasnionej przez QTL obliczono jako
stosunek wariancji dla efektu i wariancji w danysnodowisku. Interpretacja QTL
przeprowadzona zostata w oparciu o dose zasoby genomowe podobnie jak w badaniach



Cantalpiedra i in. (2015), jak réwriew oparciu o dogpne wyniki bada oraz dane
literaturowe.

Wyniki

Liczb¢ QTL wyznaczon dla poszczegoélnych cech zestawiono w tabeli 3ymitst
ich lokalizacg na mapie genetycznej przedstawiono na rysunkug&rie dla 7 badanych
cech oraz dla zawada deoksyniwalenolu (DON) w ziarnie zidentyfikowart® QTL.
Najwigksz liczbe QTL zmapowano w okbie chromosomu 3H (8), natomiast najmnigjez
chromosomie 7H (1). W chromosomie 1H nie wykryto LQMNajwicksz liczbe QTL
zmapowano dla diugoi ktosa (7), a najmniejgzdla wysokdci roslin (2), plonu z poletka (2)
oraz koncentracji DON (1). Spadd zidentyfikowanych QTL 55% wykazato interakde
srodowiskiem.

Zidentyfikowano dwa QTL zwzane z wysokiia roslin w chromosomie 3H i 5H.
Interakcg ze srodowiskiem stwierdzono w przypadku obu QTL. QThawyzszej wartdci
LogP réwnej 13,47 wykazywat sprzenie z markerem SNP SCRI_RS 150063 (3H), a zakres
wyjasnionej wariancji wynosit od 13,27% do 46,24%. Allglochodacy z formy
rodzicielskiej CamB podnosit wadé cechy we wszystkich badany&todowiskach.

Dlugos¢ ktosa determinowato siedem QTL rozmieszonych voertasomach: 2H, 3H,
4H i 5H. W&rdd nich odnotowano trzy QTL, ktérych efekty byhalsiine we wszystkich
eksperymentach, przy czym aekszg diugas¢ ktosa warunkowat allel formy rodzicielskiej
Maresi dla QTL zlokalizowanych w chromosomie 2Homaiast dla QTL zlokalizowanego w
chromosomie 3H dlugo kiosa warunkowat allel formy rodzicielskiej CamBvizkszapc
wartas¢ cechy. Najwgkszy wartags¢ LogP (10,09) stwierdzono dla QTL spinnego z
markerem SCRI_RS 144102 (2H), w przypadku ktorediel gpochodacy z formy
rodzicielskiej Maresi podnosit wagé cechy. QTL ten wyjgniat 5,32-17,14% obserwowane;j
zmienngci.

Zidentyfikowano p¢¢ QTL zwigzanych z mag ziarna z kilosa, zlokalizowanych
w chromosomach 2H, 3H, 5H i 6H. Stabilne okazagytisay QTL, gdzie dla dwoch QTL (w
2H i 6H) obserwowano zwkszony efekt addytywny warunkowany przez allel fgrm
rodzicielskiej Maresi, natomiast dla jednego QTLH)6zwickszony efekt addytywny
warunkowany byt przez allel formy rodzicielskiej 1I6B. Najwyzszg wartas¢ LogP réwn
5,47 stwierdzono dla QTL w chromosomie 5H gponego z markerem SNP 11_10705. Allel
obnizajgcy wart@¢ cechy pochodzit z odmiany Maresi, poza danymi ZXkali@aacji
Nagradowice i Tulce (doviadczenia z inokulagjzarodnikami grzybow z rodzafusarium),
gdzie zwekszona wart& cechy warunkowana byta allelem formy rodzicielgkiamB. QTL
ten wyjaniat od 0,29% (NAD_I) do 8,23% (AND_K) obserwowanejienndci masy ziarna
z kiosa.

Sparod czterech QTL zwezanych z liczh ziaren z klosa wykrytych w
chromosomach 2H, 3H, 5H i 6H, jeden (5H) wykazyimgdrakcg zesrodowiskiem. Dla tego
QTL stwierdzono najwiszg wartgs¢ LogP (13,92) oraz spgzenie z markerem SNP
11 10705. QTL ten wyfmiat 0,60-10,35% obserwowanej zmie®dcio allel pochodzcy z
odmiany CamB wptywat na zredukowanie liczby ziarerktosa w dwoch lokalizacjach
Antoniny i Tulce. Inna sytuacja miata miejsce wsw@mdczeniu prowadzonym zaréwno w
warunkach naturalnego paemia jak i z inokulagjw Nagradowicach, gdzie allel pochady
z odmiany Maresi wptywat na zmniejszenie liczbyreraw kifosie.

Zidentyfikowano dwa QTL kontrolgge plon z poletka - w chromosomach 2H i 7H.
Interakcg zesrodowiskiem stwierdzono w przypadku QTL w chromos®i@H, natomiast jej
brak dla QTL w chromosomie 2H. \kgza warté¢ LogP, powyej 4, charakteryzowata QTL
w chromosomie 7H wykazagy sprzzenie z markerem SNP 11 10056, a zakres smigaej
wariancji wynosit 0,60-16,53%. Allel zwkszapcy wartdgé cechy pochodzit z odmiany
CamB. W przypadku QTL w chromosomie 2H sponego z markerem SNP 11 10823
procent wyjanionej wariancji wahat giod 5,15 do 7,23. Zwkszona wart& cechy byta
uzalezniona od allelu formy rodzicielskiej Maresi.
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Masa tysica ziaren determinowana byta przez cztery QTL Zingaane w
chromosomach 3H, 5H i 6H. Interakcige srodowiskiem stwierdzono dla dwdch QTL.
Spasrod nich QTL w chromosomie 5H, o najyszej wartéci LogP réwnej 7,80, spgzony z
markerem SNP 11 10705, w$maat od 1,91% do 14,25% wariancji. Allel zkszapcy
wartas¢ cechy pochodzit z formy rodzicielskiej Maresi.

Termin kioszenia warunkowany byt przez cztery QTUokalizowane w
chromosomach 2H, 3H, i 5H. Interakcjze srodowiskiem wykazaly trzy sgodd
zidentyfikowanych QTL. Najwiszg wartas¢ LogP réwn 15,26 stwierdzono dla QTL w
chromosomie 3H spe¢zonego z markerem SNP 12 30096. Allel determaityjop&nione
ktoszenie pochodzit z odmiany Maresi, hatomiastagnipna wariancja wynosita od 18,32 do
32,16%.

Wykryto jeden QTL warunkgpy zawarté¢ DON w badanym ziarnie, zlokalizowany
w chromosomie 2H i wykazagy interakcg ze srodowiskiem. QTL ten (LogP=3,95)
zZwigzany byt z markerem SNP 11 21037. Procent émgaej wariancji wynosit od 5,74 w
warunkach AND | do 9,53 w warunkach TUL I, a wzresrtaci cechy w warunkach
inokulacji determinowat allel pochoglzy z formy rodzicielskiej Maresi. W daiadczeniach
prowadzonych w warunkach naturalnego peraa we wszystkich trzech lokalizacjach efekty
addytywne tego QTL miaty warfoi nieistotne

Dzigki zastosowaniu w projekcie markeréw SNP z platfpritumina iSelect 9k,
udato s¢ wyznacz¢ w obrbie chromosomow kluczowe loci reakcji fotoperiodyeg
jeczmienia:Ppd-H1 i HVFT4 w chromosomie 2HHVFT2 i HVGI w chromosomie 3Hyrn-
H1 i CBF4 w chromosomie 5Hyrn-H3 i HYCO1 w chromosomie 7H, jak rownieregion
sdwl/denso w chromosomie 3H, gdzie zmapowano naksiz liczbe QTL dla
analizowanych cech, w tym dla terminu ktoszeniacusoten jako silnie zwkany ze szlakiem
giberelinowym znacgo wptywa nie tylko na wysoké rosliny, ale i inne cechy plonu oraz
na reakga} fotoperiodyczp. Tym samym uzasadniony jest fake QTL ten w najwikszym
stopniu  wplywat na kloszenie (napkisza wartéc LogP) spé&rdod wszystkich
zidenyfikowanych loci dla tej cechy. Ko-segregadieznych QTL w danym regionie
chromosomu mze sugerowa jego plejotropowe dziatanie na inne cechy. Dogtdoc to
informacji o molekularnych podstawach zmiegricobserwowanych cech, w szczegdakio
tych, ktore determingjodpornd¢ jeczmienia jarego na fuzariextoséw w powijzaniu z
efektami genow reakcji fotoperiodycznej odpowiadajelowi projektu.

Temat badawczy 2

Ocena zr@nicowania 60 odmian gczmienia pod wzgédem odporndsci na fuzarioze
klosOw z zastosowaniem inokulacji zarodnikami grzybw z rodzaju Fusarium

Cel tematu badawczeqgo 2

Celem tematu byta charakterystyka 60 odmigrzmienia pod wzgdem stopnia potania
ktosa w wyniku inokulacji zarodnikami grzybow z maju Fusarium oraz ocena zawadci
mikotoksyn zakumulowanych w ziarnie.

Materialy i metody

Materiatem badawczym bylo 60 odmiagcimienia przedstwionych w tabeli 6.
Fenotypowanie odmian zostalo przeprowadzone wwidmlczeniu polowym w trzech
powtorzeniach. Do produkcji inokulum wykorzystarmwlat grzybéwFusarium culmorum
(KF846) wytwarzajcy deoksyniwalenol. Szczdp culmorum inkubowano przez 5 tygodni w
kolbach Erlenmayera o pojemimd 300 ml na sterylnych ziarniakach, przy odpowiegn
wilgotnosci ziarna. Zastosowano 50 g ziarna, do ktérego wada 15 ml destylowanej wody
i nastpnie autoklawowano dwukrotnie przez 30 minut w guisth 24 h. Ziarno zostato
zaszczepione kgkami paywki PDA przergniete] grzybng F. culmorum. Kolby wstrzsano
codziennie, aby nie dopci¢ do zbrylenia ziarna. Po 5-6 tygodniach na ziamawak



powstawaty liczne sporodochia wypetnione zarodnikakbore zostalty wykorzystane do
inokulacji badanych odmian.

Inokulacg przeprowadzono w fazie kwitnienia poprzez opryskiie ralin zawiesin o
stezeniu zarodnik6wF. culmorum 10° na 1 mililitr z dodatkiem preparatu powierzchniowo
czynnego Tween 20 (Sigma-Aldrich). Po inokulacjizgz kolejne trzy dni, stosowano
zraszanie poletek w celu utrzymania wysokiej wihgsti, sprzyjagcej rozwojowi choroby.
Po wysgpieniu objawow choroby przeprowadzono ogemasilenia fuzariozy kloséw na
podstawie proporcji potanych kloskéw w klosie oraz proporcji klosow povaych na
poletku. Z tych wartéci wyliczono indeks fuzariozy ktoséw (IFK):

IFK = (% poraenia klosa x % ktosow paranych na poletku)/100.

W fazie petnej dojrzakei ziarna zebrano ktosy i po ich wymiéceniu podaie proby
ziarniakdw na ziarniaki zdrowe (HLK — ang. healtbgking kernels) i ziarniaki z objawami
porazenia (FDK — ang.Fusarium damaged kernels), a ngstie okrélono procent
uszkodzonych ziarniakow. Kontrkostanowito déwiadczenie, w ktérym nie przeprowadzono
sztucznej inokulacji. Opis badanych cech fenotypdwymieszczono w tabeli 7.

Oznaczenie zawaroi deoksyniwalenolu (DON) w ziarnie wykonano za @am
ilosciowego testu immunoenzymatycznego - RIDASCREEN® NDQR-Biopharm AG)
zgodnie z instrukgjproducenta.

Przed rozpocxiem analiz sporgdzono bufor do przemywia rozpuszczagc
dostarczog w zestawie s6l w 1 | wody destylowanej. Odczynmkied wykonaniem analiz
umieszczono w temperaturze pokojowej (20-22°C) néh Jrzed rozpoexiem prac.
Dekontaminagj szkta laboratoryjnego wykonano poprzez przemywani®% v/v roztworze
podchlorynu sodu — przetrzymagj szkto w tym roztworze przez noc (pH doprowadzdoe
7,0 przy ayciu HCI).

Do odczytu gstcsci optycznej prébek zyto czytnik mikroptytkowy (ChroMate
Microplate Reader) firmy Awareness Technology Ipezy dtugdci fali 450 nm). Na
podstawie krzywej standardowej obliczano whwe stzenie badane] mikotoksyny. Do
ewaluacji wynikow zastosowano oprogramowania RIDAST Win.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie i zwiz@miano w srodowisku do
obliczen statystycznych R. Przeanalizowano rozktad obsgrvelie poszczegolnych cech
fenotypowych osobno w serii kontrolnej i inokulovegn

Wyniki

Charakterystyka 60 odmiagcgmienia jarego w odniesieniu do analizowanych cech
oraz stopnia porenia w déwiadczeniu kontrolnym (K) oraz w éeiadczeniu z inokulagj
() zarodnikami grzybow z rodzajirusarium zostata przedstawiona w tabeli 8 i 9. W
warunkach kontrolnych wysoké roslin wynosita od 86,88 cm (Gawrosz) do 61,50 cm
(Promyk), diugéc ktosa od 8,00 cm (Ella) do 6,00 cm (Mercada),decziaren z klosa od
30,10 (DC 6145-8) do 19,40 (Marthe) oraz masa aiarktosa od 1,67 g (Victoriana) do 0,98
g (Marthe i Soldo). W warunkach inokulacji zarodmk grzybow z rodzajuFusarium
wysokas¢ roslin wynosita od 79,32 cm (Garner) do 59,17 cm (@ho), diuga¢ kiosa od
6,83 cm (Johan) do 4,80 cm (Mercada), liczba ziar&dosa od 22,86 (Gawrosz) do 15,77
(Natasia) oraz masa ziarna z ktosa od 1,10 g (h)stio 0,69 g (Nadek). Badane odmiany
charakteryzowaty gipodobym terminem ktoszenia wynasgm okoto 157 dni.

W warunkach kontrolnych najekszy procent potanych ziaren w prébie
zaobserwowano dla odmiany Soldo wyrnmyz13,21%. Dla odmiany tej indeks IFK wyniost
9,7%, z& koncentracja DON 17,18 pg/kg. Najmniejszy progamiazonych ziaren w prébie
zaobserwowano dla odmiany Gawrosz wynogz0,34%. W przypadku tej odmiany nie
stwierdzono porzenia, natomiast zawati® DON wynosita 19,88 pg/kg. W warunkach bez
inokulacji zaobserwowano grgpdmian, dla ktérych indeks IFK wyniost 0, natontidta
wszystkich tych odmian test zawaito deoksyniwalenolu w badanej prébie ziarna wykazat
obecnd¢ mikotoksyny: Barke - 4,30 pg/kg, Basic - 30,84kggClass - 20,00 pg/kg, DC
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6145-8 - 62,44 ug/kg, Fariba - 11,69 pg/kg, Gawrod®,88 ug/kg, Granal - 11,55 pg/kg,
Jersey - 10,20 pug/kg, Johan - 21,87 pg/kg, KucylB,45 pg/kg, Mercada - 73,56 pg/kg,
Nadek - 6,00 pg/kg, Orthega - 10,00 pg/kg, Publiké&,20 png/kg, Xanadu - 5,84 pg/kg.

W warunkach inokulacji zarodnikami grzybow z rodedfusarium najwickszy
procent porazonych ziaren w probie zaobserwowano dla odmianypiRoo wynoszacy
40,50%. Dla odmiany tej indeks IFK wyniost 29,30%& koncentracja DON wynosita
26 992 pg/kg. Najmniejszy procent pasaych ziaren w probie zaobserwowano dla odmiany
Gawrosz wynosgcy 0,44%. W przypadku tej odmiany indeks IFK wyhif$5% natomiast
zawarté¢ DON wynosita 22 630 pg/kg. Wksza¢ badanych odmian w warunkach
inokulacji miata indeks IFK wynogey ponad 10%. Najwkszy koncentragiy DON w
badanej probie ziarna zaobserowowano dla odmiamykd38 240 pg/kg) oraz Publikan
(38 232 ug/kg), najmniejgzzawartdcia DON charakteryzowaty si odmiany Conchita
(19 238 ug/kg) oraz Tocada (12 197 pg/kg).

Interpretugc wyniki uzyskane dla puli 60 odmiagcgmienia zauw#no, ze nie
zawsze wzrost stopnia paemia ziarna w ktosie skutkowat zskiszory zawartécig DON w
ziarnie. Ponadto zidentyfikowano odmiany, dla ktbryie stwierdzono potania ktoséw na
poletku, natomiast ich ziarno wykazato obe€nBON. Mimo znacznych tic w wartaci
IFK dlla badanych odmian zawaéto DON utrzymywata si w wigkszaci na zblzonym
poziomie zaréwno w warunkach kontrolnych jak i wrwach inokulacji zarodnikami
grzybéw w rodzajurusarium.

Rozporadzenie Komisji Europejskiej (WE) nr 1881/2006 ragelzawarté¢ DON w
produktach spoywczych oraz paszowych, oktajac maksymaln dopuszczalp zawartdc¢
DON w nieprzetworzonych ziarnach na poziomie 125 kg'. Wiele bada wykazato
wysoka, pozytywny korelacg pomiedzy nasileniem objawéw chorobowych azsiniem DON
w ziarnie (Zhu i in. 1999; Buerstmayr i in. 200@dnak zalenos¢ migdzy zawartécia DON
a stopniem potania kloséw i ziarna nie zawsze jest istotna (Méstey i in. 1999Usele i
in. 2013).



