Zadanie 77: Hybrydyzacja oddalona gatunkéw Prunus cerasifera (alycza), Prunus armeniaca
(morela), Prunus salicina (Sliwa japonska), Prunus domestica (Sliwa domowa)
w celu zwigekszenia bioré6znorodnosci genetycznej w obrebie rodzaju Prunus.

W ramach zadania w 2018 r. prowadzono 6 tematéw badawczych.

Temat badawczy 1. Analiza zywotnosci pytku form ojcowskich moreli, Sliwy japonskiej i atyczy.
Badano zywotno$¢ pytku form ojcowskich, wykorzystanych w zrealizowanym w 2018 r. programie
krzyzowan oddalonych (met. 1 — barwienie 2% acetoorceing) oraz jego zdolnos¢ do kietkowania
w warunkach in vitro (met. 2) i in vivo (met. 3 — wzrost fagiewki pytkowej). Pierwszg i drugg metode
zastosowano podczas oceny zywotnosci i zdolnosci kietkowania pytku 13 wybranych genotypow
ojcowskich, a do obserwacji wzrostu tagiewki pytkowej przez tkanki stupka (met. 3) uzyto materiatu
biologicznego z 12 kombinacji krzyzowan (sliwa japonska x morela). Wyniki barwienia acetoorceing
wskazywaly na wysokg zywotnosc¢ pytku, ale nie przektadaty sie na jego zdolnos¢ do kietkowania.
Zdolnos$¢ kietkowania pytku sliwy japonskiej wynosita maksymalnie 3%, a genotypow moreli od 30%
do 72%. Wyniki te wskazuja, ze zastosowanie Sliwy japonskiej jako formy ojcowskiej moze wptywac
limitujgco na liczbe uzyskiwanych zawigzkow owocow. Obserwacje w warunkach in vivo wykazaty, ze
tagiewka pytkowa moreli dociera do komorki jajowej sliwy japonskiej po uptywie 72 godzin od
zapylenia. Pytek kietkowat na znamionach stupkéw w kazdej z analizowanych kombinacji krzyzowan,
ale tylko dla czterech z dwunastu kombinacji tagiewka pytkowa osiggneta poziom bliski potozenia
komorki jajowej. Najwiekszg liczbe stupkéw, w ktorych tagiewka dotarta do poziomu zalgzni
zaobserwowano w kombinacjach krzyzowah D17-73 x MII-19 (25% stupkéw) oraz D17-73 x ‘Somo’
(20%).

Temat badawczy 2. Ocena mozliwosci krzyzowania réznych genotypéw z rodzaju Prunus
(alycza, morela, sliwa japonska, sliwa domowa). Badano mozliwos¢ krzyzowania oddalonego
wybranych genotypow atyczy, moreli, sliwy japonskiej i sliwy domowej metodami hodowli klasyczne.
Program zapylen miedzygatunkowych wykonany zostat w polu w Sadzie Dos$wiadczalnym
w Dabrowicach oraz w wysokim tunelu foliowym w Sadzie Pomologicznym w Skierniewicach (warunki
czesciowo kontrolowane). Wykonano 20 kombinacji krzyzowan i zapylono 4 740 kwiatéw. Uzyskano
642 owoce/zawigzki owocdéw, co stanowi 13,5% zapylonych kwiatow. Najlepsze zawigzywanie
owocow w stosunku do liczby zapylonych kwiatéw uzyskano w krzyzowaniach mieszanca (atycza x
Sliwa japonska) x $liwa japonska - 42,6% i Sliwa japonska x atycza - 23,6%. Najmniej zawigzanych
owocow uzyskano w krzyzowaniu atycza x morela (5,1%) oraz w krzyzowaniu wstecznym mieszanca
(sliwa japonska x atycza) x Sliwa japonska (7,3%). Wyniki badan wskazuja, ze hybrydyzacja oddalona
krzyzowanych gatunkéw, przeprowadzona metodami hodowli konwencjonalnej, odznacza sie matg
efektywno$cia, ale mozliwe jest uzyskanie nasion i siewek mieszahcowych.

Temat badawczy 3. Ocena zdolnosci kietkowania uzyskanych nasion mieszancowych. Badano
zdolnos¢ kietkowania nasion, uzyskanych z krzyzowan oddalonych wybranych gatunkéw z rodzaju
Prunus. Wydobyte z owocéw nasiona réznych genotypdw $liwy japonskiej, atyczy oraz mieszanca
miedzygatunkowego $liwy japonskiej i atyczy dzielono na dwie grupy: prawidlowo wyksztatcone -
zywotne oraz zdeformowane — niezdolne do kietkowania. Z uzyskanych 788 nasion 724 szt. (91,9%)
bylo dobrze wyksztatcone, natomiast 64 nasiona (8,1%) mialy zdeformowane liscienie. Nasiona
prawidtowo wyksztatcone zostaty odkazone, wymieszane z wilgotnym podtozem do stratyfikaciji (perlit)
i poddane procesowi stratyfikacji. Pierwsze nasiona skietkowaly po 80 dniach stratyfikacji, jednak
najwiecej nasion skietkowato w 90 dniu stratyfikacji. £acznie skietkowaty 684 nasiona, co stanowi
94,8% stratyfikowanych nasion. Kietkowanie nasion byto zréznicowane i zalezato od krzyzowanych
form rodzicielskich. Najlepiej kietkowaty nasiona genotypéw OSL 58, OSL 65 i ‘Najdiena’ (100%
skietkowanych nasion), natomiast nieco stabiej genotypu ‘Trumlar (92,6% skietkowanych nasion).
Wstepne wyniki potwierdzajg, ze zdolnos¢ kietkowania nasion uzalezniona jest od genotypu
krzyzowanych form rodzicielskich.

Temat badawczy 4. Optymalizacja i prowadzenie hodowli zarodkéw in vitro. Optymalizowano
warunki do prawidtowego rozwoju 10-tygodniowych zarodkow, uzyskanych w wyniku hybrydyzaciji
oddalonej w obrebie rodzaju Prunus. Do badan wykorzystano 105 zawigzkéw owocdow, uzyskanych
z 10 kombinacji krzyzowan. Z uzyskanych zawigzkéw wyizolowano 81 nasion mieszancowych.
Kontrole stanowity zarodki wyizolowane ze 180 zawigzkéw uzyskanych w wyniku zaptodnienia
wewnagtrzgatunkowego (z wolnego zapylenia). Po wydobyciu z owocéw pestki poddawano sterylizaciji
i wydobywano z nich nasiona, ktére wyktadano na pozywki MS (Murashige i Skoog) i WPM (Lloyd
i McCown) i C2d (Chee i Pool). W celu przetamania spoczynku nasiona poddano 10-tygodniowe;j



stratyfikacji w temperaturze 2°C, prowadzac réwnoczesnie obserwacje zmian morfologicznych. Po
okresie stratyfikacji z nasion usuwano okrywe nasienng, a zarodki przektadano na $wieze pozywki
o takim samym sktadzie. Po 10 tygodniach w chtodni zywotnych pozostato 57 zarodkéw z krzyzowan
miedzygatunkowych i 145 zarodkéw z wolnego zapylenia. Po przefozeniu zarodkéw na sSwiezg
pozywke i umieszczeniu ich w fitotronie, w ciggu 4 tygodni z kontrolnych zarodkéw genotypéw sliwy
japonskiej ‘Czernuszka’ x wolne zapylenie oraz D17-73 x wolne zapylenie na kazdej pozywce
otrzymano 55%-70% ro$lin z liczby wytozonych zarodkéw, natomiast z zarodkéw genotypu atyczy
‘Amelia’ x wolne zapylenie uzyskano 40%-55% ro$lin. Z zarodkéw uzyskanych z krzyzowan
miedzygatunkowych uzyskano mniej roslin niz z zarodkéw uzyskanych w wyniku zaptodnienia
wewnatrzgatunkowego (z wolnego zapylenia). Najmniejszg zdolno$¢ kietkowania nasion
i wyksztatcania roslin zaobserwowano dla kombinacji ‘Amelia’ x morela (28% na MS i 14% na C2d)
oraz ‘Czernuszka’ x morela na C2d (20%). Dla nasion z pozostatych kombinacji krzyzowan zdolnos¢
rozwoju w rosline zawierata sie w przedziale 40%-67%, bez wzgledu na pozywke. Dla wszystkich
kombinacji miedzygatunkowych najnizszy stopien regeneraciji roslin uzyskano na pozywce C2d (14%-
40%). Lgcznie uzyskano 31 roslin z 57 zarodkéw uzyskanych z krzyzowan oddalonych oraz 105 roslin
ze 145 zarodkow kontrolnych.

Temat badawczy 5. Analizy molekularne form rodzicielskich i uzyskanych siewek
mieszancowych. Opracowano profile genetyczne oraz potwierdzono status mieszanca wybranych
genotypow uzyskanych w wyniku hybrydyzacji oddalonej. Materiat do analiz stanowity rosliny z rodzaju
Prunus: 40 genotypow potomnych uzyskanych w wyniku planowanego krzyzowania oddalonego
prowadzonego w poprzednich latach oraz jeden genotyp nowej formy matecznej (klon nr MMG K4 13
2013 22/1). Materiat genetyczny izolowano z mtodych lisci metodg opartg na CTAB, opisang przez
Doyle i Doyle. tacznie przeprowadzano 1.722 reakcje amplifikacji, w ktérych wygenerowano 192
amplikony, w tym 173 polimorficznych o dlugosci od 120 do 520 pz. Do opracowania profilu
genetycznego klonu nr MMG K4 13 2013 22/1 zastosowano zestaw 20 par oligonukleotyddw,
w reakcji z ktérymi uzyskano 44 amplikony o dtugo$é od 90 do 300 pz. Do identyfikacji mieszancow
miedzygatunkowych z rodzaju Prunus zastosowano zestaw 7 par starteréw, wytypowanych
w pierwszym roku badan. Status mieszanca z planowanego zapylenia potwierdzono dla 38 z 40
testowanych genotypow.

Temat badawczy 6. Ocena wybranych cech biologicznych mieszancéw i ich form
rodzicielskich. Oceniono wybrane cechy biologiczne siewek mieszancowych, uzyskanych w wyniku
krzyzowania oddalonego réznych genotypdéw atyczy, moreli, $liwy japonskiej, sliwy domowej. W 2018
roku prowadzono ocene 180 genotypow (siewek mieszancowych) uzyskanych w latach 2013-2016.
Zakwitlo 118 siewek mieszancowych (65,6% ocenionych genotypéw). Duzo siewek tak jak w roku
poprzednim wykazywato zaburzenia w rozwoju kwiatow. W kwiatach znajdowato sie od kilku do
kilkkunastu stupkoéw, przy jednoczesnym braku ptatkow kwiatowych. tgcznie zaowocowato 69 siewek
czyli 38,3% z ogolnej liczby ocenionych genotypow. Z 19 siewek uzyskanych w 2013 roku
zaowocowato 12 (63,2%), z 73 siewek uzyskanych w 2014 roku zaowocowaty 32 (43,9%), a z 31
siewek uzyskanych w 2015 roku zaowocowato 25 (87,1%). W 2018 r. nie owocowaty siewki uzyskane
w roku 2016. Wyrdzniajgcg sie populacjg byty siewki z kombinacji krzyzowania mieszanca $liwy
japonskiej i atyczy ‘Najdiena’ ze sliwg japonska ‘Blue Gigant’. W trzecim roku wzrostu (drugi rok po
posadzeniu w polu) kazda z ocenionych siewek w tej kombinacji zawigzata owoce. Z 14 ocenionych
siewek 7 genotypéw odznaczyto sie srednim lub intensywnym owocowaniem i wytwarzaniem
atrakcyjnych owocow. Wytwarzane przez niektdére z tych siewek owoce odznaczaly sie dobrym
odchodzeniem migzszu od pestki, co w przypadku owocow sliwy japonskiej jest rzadkg cechg. W roku
2018 rozmnozono kolejnych 40 genotypow siewek mieszancowych, ktére jesienig w liczbie 149 drzew
posadzono w kwaterze selekcyjnej w Dgbrowicach. Kazdy genotyp siewki zostat posadzony w liczbie
od 2 do 4 drzewek.



