Zadanie 77 Hybrydyzacja oddalona gatunkéw Prunus cerasifera (alycza), Prunus
armeniaca (morela), Prunus salicina (sliwa japonska), Prunus domestica
(Ssliwa domowa) w celu zwiekszenia bioréznorodnosci genetycznej
w obrebie rodzaju Prunus

W roku 2014 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 warunkach
in vitro oraz in vivo. Analize przeprowadzono z uzyciem 3 metod pozwalajgcych na ogolng
ocene zywotnosci pytku (barwienie 2% acetoorceing) oraz na ocene zdolnosci kietkowania
tagiewki pytkowej w warunkach in vitro oraz in vivo (na znamionach stupkéw). Pierwszg i drugag
metode zastosowano do oceny zywotnosci pytku 20 wybranych genotypow ojcowskich. Do
analiz metoda in vivo uzyto materiatu biologicznego z 14 kombinaciji krzyzowan (sliwa japonska
X morela, alycza x morela i sliwa domowa x morela). Wyniki analiz po barwieniu acetoorceing
wskazywaty na wysokg zywotnosc ziaren pyiku, ale nie przektadaty sie na zdolnos¢ tagiewki do
kietkowania. Wérdd genotypdw Sliwy japonskiej jedynie w roslinach odmiany ‘Blue Gigant’ 16%
ziaren pyiku kietkowato. Wsrdd odmian atyczy oraz moreli obserwowano kietkowanie tagiewek
pytkowych we wszystkich ziarnach pytku, jednak srednia zdolno$¢ kietkowania zawierata sie w
szerokich przedziatach - 17,9% do 65,3% dla atyczy i 2,8% do 86% dla moreli. Najwigkszg
zywotnoscig pytku charakteryzowaty sie genotypy ‘Anna’, ‘Taja’, ‘Early Orange’, ‘Somo’, M |-16
i M I1-42.

Temat badawczy 2

Ocena mozliwosci krzyzowania réznych genotypdéw 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 sliwy domowej metodami hodowli klasycznej. Program zapylen
miedzygatunkowych wykonany zostat w warunkach polowych w Sadzie Doswiadczalnym
w Dgbrowicach oraz w wysokim tunelu foliowym w Sadzie Pomologicznym w Skierniewicach
(warunki czesciowo kontrolowane). tgcznie wykonano 77 kombinacji zapylen i zapylono 20.686
kwiatow, uzyskano 575 owocéw (2,8% zapylonych kwiatéw). Najwiecej owocéw w stosunku do
zapylonych kwiatéw uzyskano w krzyzowaniach sliwa japonska x atycza (7,1%), morela x $liwa
japonska (5,9%), atycza x morela (3,6%), Sliwa japoriska x morela (2,4%) oraz w krzyzowaniu
wstecznym mieszanca (Sliwa japonska x atycza) x Sliwa japonska (6,5%). Najmniej owocéw
w stosunku do zapylonych kwiatéw uzyskano w krzyzowaniach atycza x $liwa japonska (0,0%),
morela x atycza (1,0%) oraz sliwa domowa x alycza (1,8%). Uzyskane wyniki wskazujg, ze
hybrydyzacja oddalona krzyzowanych gatunkéw odznacza sie matg efektywnoscig, ale mozliwe
jest uzyskanie nasion i siewek mieszancowych.

Temat badawczy 3

Ocena zdolnosci kietkowania uzyskanych nasion mieszahcowych

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 genotypow atyczy, moreli, Sliwy japonskiej, Sliwy
domowej dzielono na dwie grupy; prawidlowo wyksztatcone oraz zdeformowane. Z uzyskanych
496 pestek pozyskano 447 nasion dobrze wyksztatconych oraz 49 nasion ze zdeformowanymi
liscieniami. Nasiona prawidtowo wyksztatcone odkazono w 1,0% roztworze preparatu Huwa
San TR 50, wymieszano z wilgotnym podfozem (perlit) i poddano procesowi stratyfikacii.
Pierwsze nasiona skietkowaty po 80 dniach stratyfikacji, ale najwiecej nasion skietkowato po
100 i 110 dniu stratyfikacji. Z 447 nasion skietkowato 360 (80,6 %). W 100% kietkowaty nasiona
z kombinaciji krzyzowan, gdzie formg mateczng byta morela, atycza lub $liwa domowa. Nasiona
z kombinacji $liwa japonska x atycza kietkowaty w 91,9%, a w kombinacjach $liwa japorska
x morela w 77.7%. Uzyskane wyniki pokazujg, ze zdolnos¢ kietkowania nasion uzalezniona jest
od genotypu krzyzowanych form rodzicielskich.




Temat badawczy 4

Optymalizacja i prowadzenie hodowli zarodkow in vitro badania

Celem badan byto zoptymalizowanie warunkéw do prawidtowego rozwoju 10 tygodniowych
zarodkow, uzyskanych w procesie krzyzowego zapylenia w obrebie rodzaju Prunus. Badania
prowadzono na 337 nasionach z 19 kombinacji miedzygatunkowych. Kontrole stanowito 300
nasion uzyskanych z wolnego zapylenia oraz 80 nasion z hybrydyzacji wewnagtrzgatunkowej. Po
usunieciu owocni nasiona poddawano sterylizacji i wyktadano na wybrane 3 pozywki (MS, WPM
i C2d). W celu przetamania spoczynku nasion poddano je 10 tygodniowej stratyfikacii
w temperaturze 2°C, prowadzac réwnoczesnie obserwacje rozwoju kazdego z nasion (peknieta
lupina nasienna, powiekszenie objetosci nasiona, zaczatki korzenia i pojawiajgce sie liscienie).
W kombinacjach, w ktérych morela byta formg mateczng zaobserwowano, ze w 50%
analizowanych nasion tupina peka po 4 tygodniach stratyfikacji, a liczba ta rosnie do 99% w 10
tygodniu stratyfikacji. W nasionach, pochodzacych z krzyzowan w ktorych formg mateczng byta
Sliwa japonska, pierwsze pekniecia tupiny nasiennej zaobserwowano w 10 tygodniu
stratyfikacji. W tym okresie 40 do 70% nasion z krzyzowan, w ktérych formg mateczng byta
atycza, miato peknietg tupine nasienng w takim stopniu, ze mozna byto zaobserwowac pierwsze
rozdzielajgce sie liscienie oraz zaczatki korzeni. Po tym okresie nasiona przektadano na
odpowiednie pozywki i obserwowano ich rozwoj. Rosliny z rozwinietym systemem korzeniowym
oraz takie, ktérych czes¢ nadziemna przekraczata 5 cm, wysadzane byly do podioza
i aklimatyzowane w szklarni z przeznaczeniem do dalszych badan. Aklimatyzowane siewki
uzyskano z 9 kombinacji krzyzowan miedzygatunkowych. Siewki z szesciu kolejnych kombinacji
siewki sg utrzymywane w fitotronie. Nie udato sie zoptymalizowa¢ warunkéw dla rozwoju
zarodkow pochodzgcych z 4 kombinacji krzyzowan miedzygatunkowych.

Temat badawczy 5

Analizy molekularne form rodzicielskich i uzyskanych siewek mieszancowych

Celem badan byto opracowywanie profili genetycznych dla form rodzicielskich, uzytych
w programie krzyzowan oraz potwierdzenie statusu mieszanca z planowanego zapylenia dla
uzyskanych roslin potomnych. Materiat do analiz stanowity rosliny z rodzaju Prunus: 31
genotypdéw bedacych uzyte w programie krzyzowan jako formy rodzicielskie oraz 21 genotypéw
potomnych uzyskanych w wyniku planowanego krzyzowania w poprzednich latach prowadzenia
hybrydyzacji oddalonej w tym rodzaju. Materiat genetyczny izolowano z mtodych lisci metodg
opartg na CTAB, opisang przez Doyle i Doyle. Na uzyskanej matrycy przeprowadzono reakcje
amplifikacji ze starterami SSR (20 par), umozliwiajgcymi analize fragmentéw mikrosatelitarnych
w genomach roslinnych. Polimorficzne amplikony (185 fragmentéw DNA) postuzyty do
utworzenia baz danych dla analizowanych form rodzicielskich. Kazdy analizowany genotyp
scharakteryzowano wstepnie na podstawie 29-46 polimorficznych fragmentow. Wsrdd
testowanych par starteréw wybrano siedem, w reakcji z ktorymi utworzono profile genetyczne
dla kazdej z form rodzicielskich i na ich podstawie zweryfikowano pozytywnie status 10 z 21
mieszancow.

Temat badawczy 6

Ocena wybranych cech biologicznych mieszancéw i ich form rodzicielskich

Celem badan byta ocena wybranych cech biologicznych siewek mieszancowych uzyskanych
z krzyzowania réznych genotypow atyczy, moreli, Sliwy japonskiej, sliwy domowej i ich form
rodzicielskich. Badania sg kontynuacjg zadania prowadzonego w latach 2011-2013. Kietkujgce
nasiona uzyskane z programu krzyzowan moreli, sliwy japonskiej, sliwy domowej i atyczy
w 2013 r. w miesigcach listopad - luty sukcesywnie wysiewano w ogrzewanej szklarni do
plastikowych doniczek. W maju, uzyskane siewki posadzono w wysokim tunelu foliowym.
Jesienig w kwaterze selekcyjnej w Dgbrowicach posadzono 393 siewek. W 2014 roku zakwitty
pierwsze siewki posadzone w 2011 roku. Z 29 genotypdéw zakwitto 9 siewek. Siewki te
odznaczyly sie matg intensywnoscig kwitnienia i zadna z nich nie zaowocowata. Kwitnienie
pierwszych siewek mieszancowych swiadczy jednak, ze zakonczyty one faze juwenilng. Siewki
posadzone w latach 2012-2013 jeszcze nie zakwitty. Wykonane obserwacje wskazujg, ze okres
juwenilny siewek mieszancowych moreli, $liwy japonhskiej i atyczy trwa co najmniej 3-4 lata po
ich posadzeniu w polu.




