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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 materiatu roslinnego z doswiadczenia polowego — pomiary biometryczne cech plonotwdrczych
doswiadczen z 2023 roku prowadzonych w trzech lokalizacjach: Danko Hodowla Roslin Sp. z 0.0. (Danko), Hodowla Roslin
Strzelce Sp. z o.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.

Weryfikacja opracowanych markerow CAPS — dla szesciu markerow SNP o najsilniejszych sprzezeniach zidentyfikowanych
W mapowaniu asocjacyjnym wykonano analize in silico SNP2CAPS celem ich konwersji do markeréw CAPS. Startery zostaty
opracowane przy uzyciu oprogramowania Primer3 (www.primer3.ut.ee) oraz Multiple Primer Analyzer (www.thermofisher.com).
Reakcje PCR dla petnej puli genotypow byty przeprowadzone z wykorzystaniem gotowego zestawu odczynnikéw, stosujgc
bufor HF z zestawu Thermo Scientific Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA Polymerase kit. W celu wytypowania odpowiedniej
endonukleazy zastosowano narzedzie Enzyme Finder (www.enzymefinder.neb.com) oraz NEBcutter (www.nc2.neb.com).

Przetwarzanie danych, integracja i wnioskowanie — zintegrowane badania, ktére miaty za zadanie scharakteryzowac réznice
miedzy rownoczesnym a oddzielnym wptywem suszy i streséw biotycznych na rosliny.
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1. Analizy biometryczne materiatu roslinnego z doswiadczenia polowego

Analiza korelacji wykazata umiarkowang zaleznos¢ miedzy terminem ktoszenia a podatnoscig na fuzarioze ktosow
u genotypéw Danko, co wskazuje, ze wczesniejsze ktoszenie roslin w tej lokalizacji wigze sie z wiekszg podatnoscig na
infekcje przez F. culmorum. Obserwowana zaleznos¢ wytgcznie w Danko moze wynika¢ z wiekszej rozpietosci dni ktoszenia
oraz wyraznego efektu inokulacji, umozliwiajgcego lepsze uwidocznienie roéznic miedzy genotypami. W PHR, pomimo
znaczgcego dziatania inokulacji, nie stwierdzono jednoznacznej korelacji, co moze wynika¢ z wiekszej jednorodnosci puli
genotypow pod wzgledem cech fenologicznych. W Strzelcach sztuczna inokulacja miata minimalny wptyw na porazenie
roslin, przez co nie stwierdzono zaleznosci miedzy porazeniem a badanymi cechami fenotypowymi.

Analiza wybranych genotypow z Danko wykazata, ze rosliny ktoszgce w pozniejszym terminie byty bardziej odporne na
porazenie przez F. culmorum, przy zblizonym potencjale plonowania w poréwnaniu z formami ktoszgcymi sie wczesniej.
Uzyskane wyniki mogg pomdéc w doborze odmian jeczmienia do uprawy na terenach zagrozonych fuzariozg ktoséw, gdyz w

warunkach wysokiego ryzyka infekcji termin ktoszenia moze istotnie wptywacé na stopien porazenia.
Danko
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2. Weryfikacja opracowanych markeréw CAPS

Zmiany w genomowej sekwencji kodujgcej wywotane polimorfizmem typu SNP mogg prowadzi¢ do substytucji aminokwasu
w kodowanym biatku, co z kolei moze wptywac na jego funkcje i powodowac zmiany w fenotypie organizmu. Polimorfizmy
SNP oddziatujg jednak nie tylko na biologie biatek, ale rowniez na funkcjonowanie kwaséw nukleinowych, poniewaz mogg
powodowacC powstawanie lub zanik specyficznych miejsc w sekwencjach genomowych - zaréwno kodujgcych, jak i
niekodujacych - rozpoznawanych przez enzymy restrykcyjne. Wykorzystuje to technika CAPS, ktéra dzieki amplifikaciji
fragmentu DNA metodg PCR i jego selektywnemu trawieniu odpowiednig endonukleazg pozwala na identyfikacje alleli
polimorficznych i detekcje funkcjonalnych zmian w sekwencji genomowej. Zmiany te mogag by¢ istotnie zwigzane z cechami
fenotypowymi i plonowaniem roslin uprawnych.

Przyktadem takiej zmiennosci jest wykrycie dwoch miejsc rozpoznawanych przez endonukleaze BsaHKI
w genie HORVU.MOREX.r3.7HG0652780, ktory - jak wykazata analiza statystyczna - wptywa na wysokos¢ roslin. Oprécz
sekwencji niosgcej SNP (T/C) zidentyfikowanej] w genie HORVU.MOREX.r3.7HG0658720 (chromosom 7H), tegoroczne
analizy ujawnity dodatkowe locus niosgce istotny statystycznie SNP (T/C) rowniez na chromosomie 7H, zlokalizowany
w genie HORVU.MOREX.r3.7HG0652780. Pomimo potwierdzenia ekspresji tego genu, kodowane przez niego biatko
F2D898 (UniProt) nie zostato dotgd szczegdtowo scharakteryzowane. Dostepne informacje wskazujg jednak, ze biatko to
petni funkcje metylotransferazy zaleznej od S-adenozylo-L-metioniny (SAM). Enzymy te odgrywajg kluczowg role w
procesach metylacji, regulujgc ekspresje genow, synteze biatek oraz szlaki metaboliczne. Funkcja ta moze leze¢ u podstaw
obserwowanego statystycznego powigzania polimorfizmu w sekwencji kodujgcej z wysokoscig roslin jeczmienia jarego.



Wyniki | wnioski

3. Przetwarzanie danych, integracja i wnioskowanie

Przeprowadzono kompleksowe analizy omiczne na starannie wyselekcjonowanej grupie czterech reprezentatywnych
genotypow jeczmienia jarego, obejmujgcej dwie formy o wysokiej wydajnosci w warunkach suszy (Danko20, PHR15) oraz
dwie formy o niskiej tolerancji na ten stres (Danko5, STH15). Dobdr materiatu pozwolit na uchwycenie petnego spektrum
reakcji roslin i umozliwit przejrzyste przedstawienie przebiegu analiz oraz sposobu interpretacji wynikow, stanowigc
podstawe do identyfikacji mechanizmoéw odpowiadajgcych za zréznicowang adaptacje do suszy.

1.

Czas rozwoju roslin (T1 vs T2) okazat sie gtdbwnym czynnikiem réznicujgcym odpowiedz transkryptomiczng, powodujgc
najwiecej zmian w regulacji ekspresji genow.

Stres tgczony suszy i plamistosci siatkowej generowat najwiekszg liczbe gendw o0 zréznicowanej ekspresji wzgledem
kontroli, wyraznie silniej niz sam stres suszy czy tgczony stres suszy i fuzariozy ktoséw, niezaleznie od genotypu.

Reakcje réznych genotypow byty silnie zréznicowane, jednak kierunek zmian ekspresji pod wptywem réznych typow
stresbw w tym samym czasie byt podobny, wskazujgc na wspoélne mechanizmy odpowiedzi na stresy abiotyczno-
biotyczne.

Stres tgczony suszy i plamistosci siatkowe] byt najsilniejszym czynnikiem modulujgcym profil metabolitdw, generujgc
najwickszg liczbe roznic wzgledem kontroli w poréwnaniu ze stresem suszy czy tgczonym stresem suszy i fuzariozy
ktosow.

Wspolne wzorce reakcji byty bardziej zwigzane z etapem rozwojowym niz rodzajem stresu, co wskazuje, ze dynamika
metaboliczna roslin jest przede wszystkim kontrolowana czasowo, a dopiero wtérnie modulowana przez specyficzny typ
stresu.
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3. Przetwarzanie danych, integracja i wnioskowanie

6. Wykryto 199 istotnych korelacji transkrypt-metabolit, ktére ujawniajg wspolne i genotypowo specyficzne mechanizmy
odpowiedzi roslin na badane oba stresy fgczone.

7. Zidentyfikowane sieci regulacyjne tgczg ekspresje genow z kluczowymi grupami metabolitdw (aminokwasy, lipidy,
fenole, pochodne cukréw), wskazujgc na aktywacje i hamowanie konkretnych szlakéw adaptacyjnych w okreslonych
warunkach.

7. Wszystkie czynniki eksperymentalne (genotyp, stres, czas) istotnie wptywaty na zmiany RWC, funkcjonowanie PSIl oraz
metabolizm pigmentow, a liczne interakcje miedzy nimi potwierdzity wysokg genotypowg specyficznos¢ reakciji
stresowych.

8. Parametry RWC i fluorescencji PSIlI pozwolity ujawnic¢, ze genotyp PHR15 utrzymuje najwyzszg stabilnosc¢ fizjologiczng
w stresie, podczas gdy Danko20 reaguje najwiekszym spadkiem RWC i chlorofilu, co czyni go modelem wrazliwosci na
susze i infekcje.

9. Susza i stresy tgczone znaczgco wptywaty na cechy plonotwércze, zwtaszcza mase 1000-ziaren i strukture ktosa,
ujawniajgc silne zréznicowanie odpornosci genotypow.

10. Wszystkie stresy tgczone ograniczaty plon silniej niz sama susza, co potwierdzono w catej puli genotypow.
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3. Przetwarzanie danych, integracja i wnioskowanie
Scharakteryzowano reakcje form jeczmienia jarego na stres abiotyczny i biotyczny W prowadzonych w projekcie badaniach
obejmujacych kolekcje genotypdw jeczmienia jarego z trzech polskich firm hodowlanych (Danko, PHR i STH) wykazano istotny

wptyw zarowno stresow biotycznych, jak i warunkéw srodowiskowych (stres abiotyczny) na reakcje roslin, stopieh porazenia
oraz poziom cech plonotworczych. Otrzymane wyniki pozwalajg na sformutowanie kilku kluczowych, powtarzalnych wnioskow.

1. Duze znaczenie warunkéw srodowiskowych w ksztattowaniu nasilenia choréb.

We wszystkich latach badan potwierdzono, ze warunki klimatyczne (wilgotnos¢, wiasciwosci gleby, mikroklimat) byty

dominujgcym czynnikiem roznicujgcym podatno$é genotypow i efektywnos¢ inokulacji, zarowno fuzariozy ktosow, jak

| plamistosci siatkowe.

« W warunkach wyzszej wilgotnosci (lokalizacje Danko i PHR w latach, gdy panowaty korzystne warunki dla patogenow)
infekcje F. culmorum byty znacznie silniejsze.

« W stacji STH, charakteryzujgcej sie na ogdt mniej sprzyjajgcymi dla patogendéw warunkami siedliskowymi, intensywnos¢
porazenia byta powtarzalnie najnizsza, mimo zastosowanej inokulaciji.

» Obserwowane corocznie naturalne porazenie swiadczy o statej presji patogendw, ale jego nasilenie byto takze uzaleznione
od warunkoéw meteorologicznych.

2. Plamistos¢ siatkowa jeczmienia byta stresem umiarkowanym i silnie zaleznym od lokalizacii.

Zabiegi inokulacyjne P. teres wykazywaty:

« niewielki lub umiarkowany wptyw na porazenie roslin w Danko i PHR (czesto poréwnywalny do kontroli);

* najwiekszg efektywnosc¢ inokulacji w STH, w ktérym odnotowywano najwyrazniejsze roznice wzgledem kontroli;
» wptyw na cechy plonotwércze byt zauwazalny, ale znacznie stabszy niz w przypadku F. culmorum.
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Fuzarioza ktosow byta najsilniejszym stresem biotycznym w kazdym roku doswiadczenia polowego.

We wszystkich trzech latach:

 inokulacja F. culmorum konsekwentnie wywotywata wyrazny wzrost porazenia roslin;

* najwiekszg podatnos¢ ujawniano zazwyczaj w Danko i PHR, natomiast w STH obserwowano nizszy poziom infekgciji
nawet po inokulacji;

* masa ziarna i masa tysigca ziaren ulegaty w wyniku infekcji najwiekszym redukcjom, czesto przy braku istotnych zmian
liczby ziaren w ktosie (ziarno byto mniejsze i stabiej wyksztatcone, niekoniecznie mniej liczne).

4. W przypadku cech plonotworczych najwieksze straty dotyczyly masy ziarna i masy z ktosa.

Niezaleznie od roku badan i lokalizacji wykazano, ze:

 liczba ziaren w ktosie byta stosunkowo stabilna, nawet przy znacznym porazeniu F. culmorum,;

+ gtdwnym zrédtem strat plonu byt spadek masy ziarna z ktosa a w konsekwencji obnizona masa tysigca ziaren;
« w przypadku P. teres efekty byty stabsze, ale rowniez obserwowane we wszystkich latach.

5. Zgodnos¢ reakcji genotypéw w analizach wielowymiarowych.

Trzyletnie analizy potwierdzity:

« podobne grupowanie genotypéw w zaleznosci od rodzaju stresu, szczegolnie w lokalizacjach Danko i PHR,
* wiekszg odrebnos¢ genotypow z STH,

« separacje genotypow inokulowanych F. culmorum od prob kontrolnych i inokulowanych P. teres.
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1. OBJECTIVE 3. RESULTS and DISCUSSION
To improve b g and i hods of barley, we used the Promising sequences to use as a CAPS markers for barley important
Cleaved Poly hi (CAPS) h to I:{ traits were found:

uncover so far unknown genetic variants in barley genome.
2. PLANT MATERIAL AND METHODOLOGV

Conditions:

- F. culmorum
NAAAAAAS

- P. teres

- Control

mapping using
For the th d grain weight (TGW) three sequences were found
(S50k  llumina Infinium Fie- 3. Digastion of exemplary PCR products In analysed genotypes. N - control, T - digested, M~ 1
iSelect SNP) was performed, - Amows - digested alleles
to identify markers with
polymorphic alleles within
the barley genome.

inoculation with fungal
spores were phenotyped
(assessed yield structure
and phenological phases)
in distant locations (Fig. 1)
for three years (2021-23)

Chvomasame disttbuion of selected rarkers

For the SNP markers with the strongest phenotype-SNP linkages

identified in association mapping CAPS markers were developed.
Fig. 4. carrying CAPS alleles

’ 4. CONCLUSIONS

Effect

A

The CAPS technique allows to discover functionally significant genetic SNP
variants by i ly hic loci such important
agronomic traits like TGW. What is more, CAPS might be an important tool
in marker-assisted ion even to ici| plant ph and yield
without actually planting the plants (exemplary seed DNA extraction and
application of a CAPS marker set). Further statistically confirmation of
currently developed CAPS markers will enable high-throughput genotyping,
efficient screening, and the selection of superior barley accessions with
desirable alleles for desired traits along with their chromosomal
localization.
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Plakat prezentowany na The European
Cereals Genetics Co-operative
Conference, 11-13.11.2025 .,
Budapeszt, Wegry; zaprezentowano
wyniki badan uzyskanych w ramach
tematu badawczego 2 i 3 w 2024 roku
oraz tematu badawczego 2 w 2025 roku
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