Zadanie 77 Hybrydyzacja oddalona gatunkéw Prunus cerasifera (atycza), Prunus armeniaca
(morela), Prunus salicina (Sliwa japonska), Prunus domestica (Sliwa domowa)
w celu zwiekszenia bioréznorodnosci genetycznej w obrebie rodzaju Prunus.

W ramach zadania w 2016 r. prowadzono 6 tematéw badawczych:

Temat badawczy 1

Analiza zywotnosci pytku z form ojcowskich moreli, sliwy japonskiej, Sliwy domowej i atyczy

Celem badan byta ocena zywotnosci pytku oraz jego zdolnosci do kietkowania w warunkach in vitro
oraz in vivo. Ocene przeprowadzono z uzyciem 3 metod pozwalajgcych na ogdélng ocene zywotnosci
pytku (barwienie 2% acetoorceing) oraz na ocene zdolnosci wzrostu tagiewek pytkowych w warunkach
in vitro oraz in vivo (przez szyjke stupka). Pierwszg i drugg metode zastosowano do oceny zywotnosci
pytku 16 wybranych genotypdw ojcowskich. Do analiz metodg in vivo uzyto materiatu biologicznego
z 15 kombinacji krzyzowan ($liwa japonska x morela, atycza x morela). Wyniki analiz po barwieniu
acetoorceing wskazywaty na wysokg zywotnos¢ ziaren pytku, ale nie przektadaty sie na jego zdolnos¢
do kietkowania. Zdolnosc¢ kietkowania ziaren pytku dla analizowanych 3 genotypéw $liwy japonskiej nie
przekroczyta 20%, podczas gdy zdolnos$¢ do kietkowania pytku dla wszystkich genotypow (z wyjgtkiem
‘Poleskij Krupnoptodnyj’) nalezacych do gatunku morela wynosita ponad 60%. Dwa z analizowanych
genotypow tj. ‘Sirena’, i ‘Harkot’ wykazaty najwiekszy potencjat w kietkowaniu pytku (blisko 90%).
Wyniki te wskazuja, ze zastosowanie S$liwy japonskiej jako formy ojcowskiej moze wptywaé
ograniczajgco na liczbe uzyskiwanych zawigzkéw owocow, natomiast morele mozna uznac za dobrego
kandydata do zapylen. Obserwacje wzrostu tagiewek w warunkach in vivo wskazujg ze po uptywie 72
godzin od zapylenia fagiewka jest w stanie osiggnaé poziom komorki jajowej. Wynik ten uzyskano dla
osmiu z pietnastu kombinacji gdzie najwyzszg kompatybilnoscig (30%) wykazaty sie genotypy D17-73
i ‘Early Orange’.

Temat badawczy 2

Ocena mozliwosci krzyzowania réznych genotypdw z rodzaju Prunus (atycza, morela, sliwa japonska,

sliwa domowa)

Celem badan byto uzyskanie wiedzy w zakresie mozliwosci krzyzowania wybranych genotypow atyczy,
moreli, sliwy japonskiej i $liwy domowej metodami hodowli klasycznej. Program zapylen
miedzygatunkowych wykonany zostat w polu, w Sadzie Dos$wiadczalnym w Dabrowicach oraz
w wysokim tunelu foliowym w Sadzie Pomologicznym w Skierniewicach (warunki cze$ciowo
kontrolowane). tgcznie wykonano 60 kombinacji krzyzowan i zapylono 17.471 kwiatéw. Uzyskano
1.369 owocdw, co stanowi 7,8% zapylonych kwiatéw. Najlepsze zawigzywanie owocoéw w stosunku do
liczby zapylonych kwiatéw uzyskano w krzyzowaniach $liwa japonska x atycza (26,8%) i Sliwa japonska
x morela (8,0%). Natomiast najmniej owocéw w stosunku do zapylonych kwiatow uzyskano w
krzyzowaniu wstecznym mieszanca (Sliwa japonska x atycza) x $liwa japonska (2,5%) oraz $liwa
domowa x morela (4,3%) i atycza x morela (4,7%). Wstepne wyniki wskazujg, ze hybrydyzacja
oddalona krzyzowanych gatunkéw odznacza sie matg efektywno$cia, ale mozliwe jest uzyskanie nasion
i siewek mieszancowych.

Temat badawczy 3

Ocena zdolnosci kietkowania uzyskanych nasion mieszancowych

Celem badan byta ocena zdolnosci kietkowania nasion, uzyskanych z krzyzowan oddalonych atyczy,
moreli, Sliwy japonskiej i Sliwy domowej. Wydobyte z owocéw nasiona uzyskane z programu
hybrydyzacji oddalonej réznych genotypdw atyczy, moreli, sliwy japonskiej, sliwy domowej dzielono na
dwie grupy; prawidiowo wyksztatcone oraz zdeformowane — nie zdolne do kietkowania. Z ocenianych
659 nasion 506 nasion (76,8%) bylo dobrze wyksztatconych natomiast 153 nasiona (23,2%) miato
zdeformowane liscienie. Nasiona prawidlowo wyksztatcone zostaty odkazone w 1,0% roztworze
preparatu Huwa San TR 50, wymieszane z wilgotnym podtozem do stratyfikacji (perlit) i poddane
procesowi stratyfikacji. Pierwsze nasiona skietkowaty po 80 dniach stratyfikacji, a najwiecej nasion
skietkowato pomiedzy 90 i 120 dniem stratyfikacji. tacznie skietkowato 88,4% nasion. Kietkowanie
nasion byto zréznicowane i zalezato od krzyzowanych form rodzicielskich. Najlepiej kietkowaty nasiona
pozyskane z genotypu S$liwy japonskiej ‘Trumlar’, natomiast najstabiej z genotypu S$liwy japonskiej
‘Santa Rosa’. Ze wstepnych badan wynika, ze zdolnos¢ kietkowania nasion uzalezniona jest od
genotypu krzyzowanych form rodzicielskich.



Temat badawczy 4

Optymalizacja i prowadzenie hodowli zarodkéw in vitro

Celem badan bylo zoptymalizowanie warunkéw do prawidtowego rozwoju 10-cio tygodniowych
zarodkéw, uzyskanych w procesie krzyzowego zapylenia w obrebie rodzaju Prunus. Badania
prowadzono na 340 nasionach z 11 kombinacji krzyzowan miedzygatunkowych. Kontrole stanowito 240
nasion uzyskanych z wolnego zapylenia. Po usunieciu owocni nasiona poddawano sterylizacji
i wyktadano na pozywki: MS, WPM i C2d. W celu przetamania spoczynku nasiona poddano 10-cio
tygodniowe] stratyfikacji w temperaturze 2°C, prowadzgc réwnoczes$nie obserwacje zmian
morfologicznych (peknigta okrywa nasienna, powiekszenie objetosci nasiona, zaczatki korzenia
i pojawiajgce sie licienie). W materiale kontrolnym, w ktérym formg mateczng byta morela, w 4.
tygodniu stratyfikacji 80% nasion miato peknietg okrywe nasienng na pozywce MS i WPM i 65% na
pozywce C2d. Dla kontrolnych form matecznych sliwy japonskiej pekanie okrywy nasiennej byto mnie;j
intensywne. Odmiana D17-73 i ‘Czernuszka’ miaty odpowiednio 40% i 20% nasion z peknietg okrywa
nasienng na pozywce MS, po 40% na WPM oraz po 45% na C2d i wzrastaty one do ok. 80% w 10.
tygodniu stratyfikacji. Pekanie okrywy u nasion miedzygatunkowych (Sliwa japonska x morela) po 4
tygodniach stratyfikacji przebiegato z podobng intensywnoscig na pozywkach MS i C2d (ok. 43% i 42%)
i intensywniej na WPM (50%). W 10 tygodniu na pozywkach WPM i MS liczba nasion z peknietg okrywa
byta poréwnywalna 83% i 82%, a na C2d wynosita 67%. Zaréwno wzrost korzenia oraz rozwdj liscieni
przebiegaty z podobng intensywnoscig u wszystkich kombinacji krzyzowan. Po uptywie 4 tygodni
w fitotronie uzyskano 113 roslin mieszancowych i 147 ro$lin kontrolnych. Zastosowanie moreli jako
jednej z form rodzicielskich wptywato negatywnie na regeneracje ro$lin wytozonych na pozywke MS
i WPM. Nasiona wszystkich kombinacji miedzygatunkowych, nieznacznie wydajniej regenerowaty na
MS. Oceniano réwniez intensywnos¢ wzrostu pedu i korzenia u zregenerowanych roslin. Rosliny
utrzymywane na pozywce WPM cechowat brak jednolitosci w dtugos$ci pedu, rosliny uzyskiwaty srednig
wysoko$¢ od 2 cm w kombinacji ‘Trumlar x MIl-42 do 6 cm w kombinacjach OSL65 x ‘Early Orange’
i D17-73 x ‘Harkot'. Ro$liny majgce najkrotszy ped (ok. 3 cm) pochodzity z pozywki C2d. Srednia
dtugos¢ korzenia na kazdej pozywce byta podobna i wynosita ok 1-2cm.

Temat badawczy 5

Analizy molekularne form rodzicielskich i uzyskanych siewek mieszarncowych

Celem badan byto opracowywanie profili genetycznych oraz potwierdzenie statusu mieszanca dla
wybranych genotypéw. Materiat do analiz stanowity rosliny z rodzaju Prunus: 40 genotypéw potomnych
uzyskanych w wyniku planowanego krzyzowania w poprzednich latach prowadzenia hybrydyzacii
oddalonej w tym rodzaju oraz jeden genotyp nowej formy matecznej (‘Skoroptodnaja’). Materiat
genetyczny izolowano z mtodych liSci metodg opartg na CTAB, opisang przez Doyle i Doyle (1990). Na
uzyskanej matrycy przeprowadzono reakcje amplifikacji z 20 parami starterow SSR umozliwiajgcymi
analize fragmentéw mikrosatelitarnych w genomach ro$linnych, uzyskujgc 43 amplikony DNA
charakteryzujgce genotyp. Dla form mieszancowych reakcje amplifikacji przeprowadzono z 7 parami
starteréw SSR. Polimorficzne amplikony (221 fragmentéw DNA) postuzyty do utworzenia baz danych, na
podstawie ktorych przeprowadzano ocene statusu mieszanca. Kazdy analizowany genotyp scharaktery-
zowano wstepnie na podstawie 29-46 polimorficznych fragmentéw. W oparciu o te dane zweryfikowano
pozytywnie status wszystkich mieszancow, przy czym dla czterech roslin pochodzacych z krzyzowania
‘Kalipso’ x ‘E. Orange’ uzyskano najnizszy stopieh pokrewienstwa z forma ojcowska (6%-12%).

Temat badawczy 6

Ocena wybranych cech biologicznych mieszancéw i ich form rodzicielskich

Celem badan byta ocena wybranych cech biologicznych siewek mieszancowych uzyskanych
z krzyzowania roznych genotypow atyczy, moreli, sliwy japonskiej, sliwy domowej i ich form rodzicielskich
(badania sg kontynuacjg zadania prowadzonego w latach 2011-2013). W 2016 roku zakwitlty siewki
mieszancowe posadzone w latach 2012-2015. Z poddanych obserwacjom 140 genotypdw siewek
mieszancowych zakwitto 61, z ktorych tylko 28 zawigzato owoce. Pozostate 79 siewek nie ukonczyto
jeszcze fazy juwenilnej. Wiekszos¢ siewek odznaczyta sie matg intensywnoscig kwitnienia, a nawet miata
zaburzenia rozwojowe kwiatéw. Przejawiato sie to ich deformacjami lub niedorozwojem - w kwiatach
znajdowato sie od kilku do kilkunastu stupkéw, przy jednoczesnym braku ptatkéw kwiatowych. W efekcie
mato siewek zawigzato owoce, a te ktdre zawigzaly owoce odznaczyty sie na ogét matg intensywnoscig
owocowania. Sposrod siewek posadzonych w 2015 r. tylko jedna ukonczyta faze juwenilng. Wykonane
obserwacje wskazujg, ze wiekszos¢ siewek mieszancowych moreli, sliwy japonskiej i atyczy konczy okres
juwenilny w 4-5 roku (3-4 lata po ich posadzeniu w polu). W roku 2016 rozmnozono kolejnych 40
genotypdw siewek mieszancowych, ktére jesienig posadzono w kwaterze selekcyjnej w Dgbrowicach.
Kazdy genotyp siewki zostat posadzony w liczbie od 1 do 4 drzewek.



