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Cele badan w 2022 r.

. Analiza stopnia przezimowania traw; ocena wptywu wybranych komponentéw zimotrwatosci na stopien
przezimowania traw - mrozoodpornos¢, odpornosS¢ nha rozhartowanie, zdolnos¢ do ponownego
hartowania oraz odpornos¢ na choroby; selekcja form introgresywnych traw o wysokim stopniu
zimotrwatosci.

. Analiza stopnia tolerancji traw na susze i ich regeneracji w symulowanych warunkach polowych
(doswiadczenie ,pod daszkami”; ocena plonu suchej i zielonej masy w warunkach suszy oraz odrostu po
powtérnym nawodnieniu); selekcja form introgresywnych traw o wysokim stopniu tolerancji suszy i/lub
regeneracji po ustgpieniu stresu.

. Analiza trwatosci traw w warunkach naturalnej wegetacji w polu.

. Analiza fizjologiczno-molekularnych wskaznikdw mrozoodpornosci u wybranych, wyselekcjonowanych
form introgresywnych.

. Ocena jakosci paszowej i wartosci siewnej nasion.

Przekrzyzowania roslin.

Wszystkie cele zrealizowano.



Materiat roslinny i metody badawcze

Formy introgresywne Lolium perenne/Festuca pratensis i L. multiflorum/F. arundinacea

Ocena zimotrwatosci form introgresywnych L. perenne/F. pratensis i L. multifiorum/F. arundinacea zostata dokonana na podstawie potencjatu
odrostu ros$lin po zimie (uwzgledniono ocene przezimowania i ocene energii odrostu wiosennego). Wizualnie oceniono podatnosé badanych
form introgresywnych na porazenie Microdochium nivale - 2 lokalizacje (temat badawczy nr 1).

Ocena stopnia tolerancji suszy i/lub regeneracji po ustgpieniu stresu form introgresywnych L. perenne/F. pratensis prowadzona byta
w eksperymencie ,pod daszkami”’. Oceniano plon zielonej i suchej masy w warunkach suszy oraz odrost po powtornym nawodnieniu
- 1 lokalizacja (temat badawczy nr 2).

Ocena trwatosci form L. perenne/F. pratensis i form L. multiflorum/F. arundinacea w warunkach naturalnej wegetacji w polu prowadzona byta
na podstawie bonitacji oszacowanej w dwoch terminach (bonitacja wiosenno-letnia i jesienno-zimowa w skali 0-9; 9 - ocena najwyzsza)
- 2 lokalizacje (temat badawczy nr 3).

Analiza fizjologiczno-molekularnych markeréw mrozoodpornosci u form L. perenne/F. pratensis roznigcych sie poziomem zimotrwatosci
w warunkach kontrolnych, prehartowania, hartowania, rozhartowania i ponownego hartowania: wyciek elektrolitow, fluorescencja chlorofilu,
poziom akumulacji transkryptu (RT-gPCR) oraz poziom akumulacji biatka (Western blot) Corl4b (temat badawczy nr 4).

Badanie wartosci siewnej nasion form L. perenne/F. pratensis i L. multiflorum/F. arundinacea obejmowato analize: (1) masy tysigca nasion
(MTN) oraz (2) zdolnosci kietkowania (ZK) nasion (ZK bez zabiegéw przetamujgcych spoczynek, ZK po chtodzeniu i ZK po aplikacji KNO; do
podtoza) (temat badawczy nr 5).

Badanie jakosci paszowej form L. perenne/F. pratensis i L. multiflorum/F. arundinacea obejmowato analize zawartosci: (1) suchej masy
(metodg wagowg w 105°C), (2) azotu (N) ogdlnego (metodg spektrofotometrii przeptywowej), (3) wtdkna surowego (metodg enzymatyczno-
wagowaq), (4) ttuszczu surowego (metodg Soxhleta) i (5) cukrow rozpuszczalnych w wodzie (metodg G. Bertranda). (6) Zawartosc¢ biatka
ogdlnego (BO) wyliczona zostata ze wzoru BO = N x 6,25. W badaniach oznaczono (7) strawnos¢ suchej masy metodg enzymatyczng in vitro
oraz (8) obliczono wartos¢ energetyczng i biatkowg uzyskanej paszy, wedtug francuskiego systemu INRA (WINWAR 1.3 wspotpracujgcy
z programem INRA-tion) (temat badawczy nr 5).

Krzyzowano mieszance w obrebie kazdej analizowanej grupy roslin: L. perenne/F. pratensis (2x) — 15 mieszancow zestawionych
w 1 polikros, L. perenne/F. pratensis (4x) — 15 mieszahcow zestawionych w 1 polikros oraz L. multiflorum/F. arundinacea (4x) — 15
mieszancow zestawionych w 1 polikros (temat badawczy nr 6).



Mieszance L.
&= 12.01.2022r,
Roslin (Szelejewo).

Analiza stopnia przezimowania traw; ocena wptywu wybranych komponentéw zimotrwatosci
na stopien przezimowania traw - mrozoodpornosé¢, odpornosé na rozhartowanie, zdolnos¢
do ponownego hartowania oraz odpornos¢ na choroby; selekcja form introgresywnych traw
0 wysokim stopniu zimotrwatosci.

Materiatem badawczym byty diploidalne i tetraploidalne formy introgresywne L. perenne/

Tabela 1. 40 form introgresywnych o stosunkowo wysokim

poziomie zimotrwatosci.

DANKO HR
PB1-1 PA1-3
PB1-4 PA1-5
PB1-8 PA1-7
PB1-10 PA1-8
PB1-13 PA2-1
PB1-14 PA2-2
BC2-11 PA2-3
BC2-12 PA2-21
BC2-15 185/6/57
BC3-28 185/10/58

GRUNWALD HR

3-7-1/ BC3/6Bajka+

4-7/ BC3/5Arka
5-7/ BC3/5Arka

6-7/ BC3/5Arka
7-7 BC3/5Arka
2-7/ BC2/5Arka
173/11-23/D6/6p4

173/4-11/A1/1p5
173/4-11/B1/1p4

173/11-23/B4/4p3

173/11-23/F4/4p10
173/4-11/A1/1p4

173/4-48/F3/3p4

185/4/27
185/4/28
185/6/9

185/6/17
185/6/57
185/10/3
185/10/57

F. pratensis oraz tetraploidalne formy L. multiflorum/F. arundinacea — doswiadczenia prowadzono
w GRUNWALD Hodowla Roslin w Mielnie (woj. warminsko-mazurskie) i w DANKO Hodowla Roslin
w Szelejewie (woj. wielkopolskie). Wyselekcjonowano 40 mieszancéw o0 stosunkowo wysokim
poziomie zimotrwatosci (po 20 dla kazdej z lokalizacji) (Tabela 1).

perenne/F. pratensis,
w DANKO Hodowla

Temat badawczy nr 1

Whnioski

wyselekcjonowane mieszance introgresywne L. perenne/F. pratensis
oraz L. multiflorum/F. arundinacea charakteryzowaty sie stosunkowo
wysokim stopniem zimotrwatosci, przy uwzglednieniu zarbwno oceny ich
przezimowania, jak i oceny energii odrostu wiosennego.

istotnym  komponentem zimotrwatosci wyselekcjonowanych form
introgresywnych mogta by¢ mrozoodpornosc¢. Nie mozna wykluczy¢ tego,
ze przynajmniej niektére z tych form byly roéwniez odporne na
rozhartowanie i/lub wykazywaty zdolnos¢ do ponownego hartowania.
wyselekcjonowane mieszance L. perenne/F. pratensis i L. multiflorum/
F. arundinacea o stosunkowo wysokim poziomie zimotrwatosci w woj.
warminsko-mazurskim charakteryzowaty sie rowniez wysokim stopniem
odpornosci na porazenie Microdochium nivale. Mieszance w woj.
wielkopolskim nie wykazywaty objawow porazenia M. nivale.



Analiza stopnia tolerancji traw na susze i ich regeneracji w symulowanych warunkach polowych (doswiadczenie

Temat badawczy nr 2

ustgpieniu stresu.

»pod daszkami”; ocena plonu zielonej i suchej masy w warunkach suszy oraz odrostu po powtérnym
nawodnieniu); selekcja form introgresywnych traw o wysokim stopniu tolerancji suszy i/lub regeneracji po

Materiatem badawczym bylty formy introgresywne L. perenne/F. pratensis -  Sposrod diploidalnych i tetraploidalnych form wybrano po 20
diploidalne (2x): populacja PB (wykres ponizej) i BC2 oraz tetraploidalne  stosunkowo

najlepszych

form

tolerujgcych  susze  i/lub

(4x): populacja PA i BC3. Testy prowadzono w DANKO Hodowla Roslln regenerujgcych po ustgpieniu warunkow stresowych (Tabela 2).

w Szelejewie (Wielkopolska).
Test ,pod daszkami” (listopad 2022 r.) )

Sucha masa roslin populacji PB w warunkach -
(i) przed wystgpieniem stresu suszy (Srednia
z trzech namiotow + nawadniana ,réwnolegta” kontrola);
(i) w warunkach zaawansowanej suszy (Srednia
z trzech namiotow + nawadniana ,rownolegta” kontrola)
oraz (iii) w warunkach po zakonczeniu suszy, w trakcie
regeneracji (Srednia z trzech namiotéw + nawadniana
Jrownolegta” kontrola).l

Sucha masa
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Tabela 2. Wyselekcjonowane mieszance introgresywne

L. perenne/F. pratensis.

diploidy tetraploidy
PB1-10 PB1-7 PA1-3 PA2-9
PB1-12 PB1-8 PA1-5 PA2-10
PB1-13 PB1-9 PA1-6 PA2-12
PB1-14 PB1-11 PA1-7 PA2-13
PB1-15 PB1-17 PA2-1 PA2-14
PB1-1 BC2-11 PA2-2 PA2-15
PB1-2 BC2-6 PA2-3 PA2-21
PB1-4 BC2-9 PA2-4 PA2-24
BC2-2 BC2-3 PA2-5 PA2-27
PB1-3 BC2-5 PA2-6 PA2-29

Whioski

« W obrebie populacji form L. perenne/F. pratensis

obserwowano duzg zmiennos¢ w przezywalnosci roslin
w warunkach suszy. Szczegdlnie duzg zmiennoscig
charakteryzowaty sie rosliny populaciji tetraploidalnych.

wiekszos¢ wyselekcjonowanych form wykazywata zaréwno
potencjat tolerancji suszy, jak i potencjat do regeneracji po

ustgpieniu czynnikow stresowych.




Temat badawczy nr 3

Tabela 3. Formy introgresywne

o stosunkowo najwyzszej trwatosci.

Lm/Fa

185/4/7
185/4/16

185/4/21
185/4/22
185/4/31
185/4/34
185/4/59

185/6/7
185/6/57
185/10/58

Lp/Fp

woj.
wielkopolskie
PB1-1

PB1-8

PB1-10
BC2-7
BC2-12
PA1-1
PA1-8
PA2-21

BC3-23
BC3-28

Lp/Fp
woj. warminsko-
mazurskie
1-7/ KL/6 Bajka+
3-7-1/
BC3/6Bajka+

173/11-
23/D2/2p3

173/4-11/B1/1p4

173/11-
23/F4/4p10

2-7/BC2/C101/2

173/11-
49/A6/6p5
173/11-

49/A6/6p3

173/4-11/A1/1p4
173/4-48/F3/3p4

Analiza trwatosci traw w warunkach naturalnej wegetacji w polu.

Materiatem badawczym byty diploidalne i tetraploidalne formy introgresywne L. perenne/
F. pratensis (Lp/Fp) — 50 genotypow dla kazdej lokalizacji oraz formy L. multiflorum/F.
arundinacea (Lm/Fa) — 25 genotypow dla kazdej lokalizacji. Testy prowadzono w wo.
wielkopolskim oraz w woj. warminsko-mazurskim.

Trwatos¢ form L. multiflorum/F.  arundinacea byta uzalezniona od lokalizacji
doswiadczenia polowego. Generalnie, nie bylo mozliwe wybranie takich form
introgresywnych, ktére charakteryzowatyby sie stosunkowo najwyzszym stopniem
trwatosci w obu lokalizacjach. Byt jeden wyjatek pod tym wzgledem: forma 185/4/21.

W Wielkopolsce bonitacja poszczegolnych form introgresywnych L. perenne/F. pratensis
w okresie wiosenno-letnim i w okresie jesienno-zimowym wahata sie w przedziale
odpowiednio: 0-9 i 0-7. Natomiast w woj. warminsko-mazurskim w okresie wiosenno-
letnim i jesienno-zimowym bonitacja analizowanych form wynosita 2-8. Srednia bonitacja
wiosenno-letnia dla roslin w Wielkopolsce wyniosta — 3,86, a dla roslin w waoj.
warminsko-mazurskim — 6,5. Z kolei Srednia bonitacja jesienno-zimowa dla roslin
w Wielkopolsce to — 1,98, a dla roslin w woj. warminsko-mazurskim — 5,6.

Whnioski

« trwatos¢ analizowanych form introgresywnych L. multiflorum/F. arundinacea byta
uzalezniona od lokalizacji doswiadczenia polowego. Dziesie¢ wyselekcjonowanych
najlepszych form introgresywnych charakteryzowato sie stosunkowo wysokg
trwatoscig w co najmniej jednej lokalizacji (Tabela 3).

« wyselekcjonowano 10 najlepszych form introgresywnych L. perenne/F. pratensis
0 stosunkowo najwyzszej trwatosci w woj. warminsko-mazurskim i 10 -
o stosunkowo najwyzszej trwatosci w Wielkopolsce (Tabela 3).



Temat badawczy nr 4

Analiza fizjologiczno-molekularnych wskaznikédw mrozoodpornosci u wybranych,
wyselekcjonowanych form introgresywnych.

ekspresja genu corl4b na poziomie
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temperatura

HFT - rodlina o wysokim
stopniu zimotrwato$ci
LFT - roslina o niskim
stopniu zimotrwato$ci

powodujaca 50% wyciek
elektrolitow

W badaniach uwzgledniono 8 form introgresywnych L. perenne/F. pratensis (Tabela 4)
I 4 wskazniki fizjologiczno-molekularne.

Tabela 4. diploidalne (2x) tetraploidalne (4x)
formy introgresywne formy introgresywne

stosunkowo wysoki PB-HFET PA-HET
poziom
zimotrwatosci BC2-HFT BC3-HFT
stosunkowo niski PB-LFT PA-LFT
o BC2-LFT BC3-LFT

zimotrwatosci

Analizowane wskazniki: (1) temperatura powodujgca 50% wyciek elektrolitdw

(Telso), (2) fluorescencja chlorofilu (maksymalna wydajnosc¢ fotosystemu I, Fv/Fm),
(8) poziom akumulacji transkryptu (RT-gPCR) oraz (4) poziom akumulacji biatka
(Western blot) Corl14b.

WhiosKki

dynamika parametru T s, byta zwigzana z warunkami Srodowiskowymi (temperatura), w ktérych
uprawiane byly rosliny w fitotronie, w uktadzie: kontrola, prehartowanie, hartowanie,
rozhartowanie i rehartowanie. Jednak poziom mrozoodpornosci wiekszosci analizowanych roslin
w warunkach fitotronowych nie odzwierciedlat réznic w poziomie ich zimotrwatosci w polu.

profile Tg 5o | FV/Fm w warunkach oscylujgcej temperatury srodowiska byly charakterystyczne
i odmienne dla kazdej z analizowanych grup form introgresywnych.

ekspresja genu Corl4b na poziomie transkryptu wzrastata w warunkach hartowania na mréz
I w warunkach ponownego hartowania po okresie ekspozycji roslin na dziatanie wyzszej,
rozhartowujgcej temperatury srodowiska zewnetrznego.

wzor ekspresji Corl4b jest dobrym wskaznikiem zdolnosci roslin do hartowania sie w warunkach
niskiej temperatury. Jednak réznice w poziomie akumulacji transkryptu nie zawsze w sposob
bezposredni odzwierciedlajg roznice w poziomie mrozoodpornosci badanych form
introgresywnych.



Temat badawczy nr 5

Masa Tysigca Nasion (MTN)

L. perenne/F. pratensis (2x) - 1,051 g
L. perenne/F. pratensis (4x) - 3,408 g

L. multiflorum/F. arundinacea (4x) - 3,819 g

Whioski

wykazano zréznicowanie w MTN oraz w zdolnosci nasion do kietkowania
(tzn. w udziale siewek normalnych i nienormalnych po skietkowaniu
nasion oraz w udziale nasion martwych) pomiedzy badanymi grupami
roslin. Potwierdzono istotng korelacje pomiedzy MTN, a udziatem siewek
normalnych po skietkowaniu nasion.

mieszance L. multiflorum /F._arundinacea charakteryzowaty sie nizszg
zawartoscig biatka ogdlnego oraz wyzszg zawartoscig witdkna surowego,
ttuszczu surowego, weglowodanow rozpuszczalnych w suchej masie
w porownaniu do F. arundinacea odm. Kord. Z kolei pasza L. multiflorum
/F. arundinacea charakteryzowata sie nizszg strawnoscig, wartoscig
energetyczng | biatkowg oraz wyzszg wartoscia wypetnieniowg
w porownaniu do odm. Kord.

Ocena jakosci paszowej i wartosci siewnej nasion.

diploidalne mieszance L. perenne/FE._pratensis charakteryzowaty

sie posrednig zawartoscig biatka ogodlnego, widkna surowego,
wyzszg zawartoscig weglowodanow rozpuszczalnych i tluszczu
surowego w suchej masie w porownaniu z odmianami L. perenne
(Bajka) i F pratensis (Pasja). Pod wzgledem zawartosci
podstawowych dla traw sktadnikow pokarmowych (biatka ogélnego
| widkna surowego) mieszance byty bardziej zblizone do
L. perenne niz do F pratensis. Z kolei pasza L. perenne/F.
pratensis charakteryzowata sie posrednig wartoscig energetyczna,
biatkowg ze wzgledu na podaz azotu oraz wypetnieniowg
pomiedzy odm. Bajka i odm. Pasja. Jednoczesnie, strawnosc
suche] masy oraz wartos¢ biatkowa wyrazona iloscig dostepne;
W zwaczu energii paszy byty wyzsze u mieszancow niz u odm.
Bajka i Pasja.

tetraploidalne mieszance L. perenne/E. pratensis charakteryzowaty
sie posrednig zawartoscig ttuszczu surowego pomiedzy L. perenne
odm. Solen i F pratensis odm. Pasja, a takze wyzszg Srednig
zawartoscig biatka ogolnego oraz nizszg zawartoscig
weglowodanow rozpuszczalnych i wtdkna surowego w suchej
masie w porownaniu z L. perenne i F. pratensis. Pod wzgledem
zawartosci biatka ogdlnego i widkna surowego mieszance byty
bardziej zblizone do L. perenne niz do F. pratensis. Pod wzgledem
wartosci energetycznej paszy, mieszance traw byty bardziej
zblizone do F. pratensis, natomiast pod wzgledem wartosci
biatkowej, strawnosci suchej masy i wartosci wypetnieniowej — do
L. perenne.




Temat badawczy nr 6 Przekrzyzowania roslin.

Zestawiono trzy polikrosy, z ktorych kazdy obejmowat 15 roslin. W sumie do krzyzowan wykorzystano 45 mieszancow (Tabela 5).

Tabela 5. Zestawienie trzech polikrosow.

populacja numery form introgresywnych

L. perennelF. pratensis (2x) PB1-1, PB1-2, PB1-3, PB1-4, PB1-7, PB1-8, PB1-9, PB1-10, PB1-13, PB1-
P P 14, PB1-15, BC2-2, BC2-7, BC2-11, BC2-15

L. perennelE. pratensis (4x) PA1-1, PA1-3, PA1-5, PA1-6, PA1-7, PA1-8, PA2-1, PA2-2, PA2-3, PA2-5
- P P PA2-12, PA2-14, PA2-21, BC3-23, BC3-28

L. multiflorum/F. arundinacea (4x) 185/4/7, 185/4/8, 185/4/16,185/4/21,185/4/22, 185/4/27, 185/4/28, 185/4/31,
' ' 185/4/34, 185/4/59, 185/6/7, 185/6/9, 185/6/17, 185/6/57,185/10/58

Badane mieszance wykazywaty zdolnos¢ do ktoszenia i wytwarzania pekajgcych pylnikow. Dla kazdej krzyzowanej populacji
roslin uzyskano nasiona.

Czesc¢ wynikéw badan uzyskanych w latach 2021-2022
zaprezentowano na VI Polskim Kongresie Genetyki w Krakowie, 27-30.06.2022r., (plakat).

“Drought tolerance and winter-hardiness in Lolium perenne x Festuca pratensis hybrids”.

D. Perlikowski, K. Lechowicz, . Pawtowicz, G. Zurek, M. Rapacz, E. Paszkowski, K. Szwarc, W. Zwierzykowski, A. Kosmala



wartos¢ miernika e ..
wartos¢ miernika

zrealizowana

miernik podana
w opisie zadania

Temat badawczy nr 1
1.1 Liczba genotypéw badanych pod katem zimotrwatoSci 664 664
1.2  Liczba wyselekcjonowanych mieszancow o najwyzszym stopniu zimotrwatosci 40 40
Temat badawczy nr 2
2.1  Woyjsciowa liczba mieszancéw poddana testom ,pod daszkami” 534 534
2.2  Liczba wyselekcjonowanych mieszancow o najwyzszym stopniu tolerancji suszy i/lub regeneracji po nawodnieniu 40 40
Temat badawczy nr 3
3.1 Liczba mieszancow badanych pod kgtem trwatosci w naturalnych warunkach polowych 150 150

3.2  Liczba wyselekcjonowanych mieszancow o najwyzszej trwatosci w naturalnych warunkach polowych 30 30

Temat badawczy nr 4

4.1 Liczba mieszancoéw, dla ktérych wyznaczone zostang fizjologiczno-molekularne markery mrozoodporno$ci 8 8
4.2  Liczba punktéw czasowych, dla ktérych wyznaczone zostang fizjologiczno-molekularne markery mrozoodpornosci 5 5
4.3  Liczba analizowanych parametréw fizjologiczno-molekularnych 4 4

Temat badawczy nr 5

5.1 Liczba form introgresywnych, dla ktérych badane bedg parametry zwigzane z jakoscig paszowg 30 30
5.2 Liczba analizowanych parametréw zwigzanych z jakoscig paszowg 8 8
5.3 Liczba form introgresywnych, dla ktérych przygotowane zostang pule zbiorcze nasion 30 30
5.4  Liczba analizowanych parametréw zwigzanych z wartoscig siewng nasion 2 2

Temat badawczy nr 6
6.1 Liczba populacji mieszancéw wykorzystanych w krzyzowaniach 3 3

6.2 Liczba mieszancow wykorzystanych w krzyzowaniach w obrebie trzech populacji 45 45



