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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego
w produkcji roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
nr HOR.hn.802.20.2018, Zadanie 77.

Hybrydyzacja oddalona gatunkow Prunus cerasifera
(atycza), Prunus armeniaca (morela), Prunus salicina
(Sliwa japonska), Prunus domestica (§liwa domowa)
w celu zwigkszenia bior6znorodnosci genetyczne]
w obrebie rodzaju Prunus

Distant hybridization of the Prunus cerasifera (myrobalan plum), Prunus armeniaca
(apricot), Prunus salicina (Japanese plum), Prunus domestica (European plum) species
for extending genetic biodiversity within the genus Prunus

Stowa kluczowe: krzyzowanie mi¢dzygatunkowe, mieszance mig¢dzygatunkowe, Prunus, embryo
rescue

WSTEP

Hybrydyzacja gatunkow w obrgbie rodzaju Prunus jest dos¢ trudna, a jesli juz
zachodzi, to charakteryzuje si¢ niskg efektywnoscig. Celem badan byta ocena mozliwosci
zwigkszenia bior6znorodno$ci genetycznej w obrebie rodzaju Prunus poprzez
zastosowanie hybrydyzacji oddalonej gatunkow Prunus cerasifera, Prunus armeniaca,
Prunus salicina, Prunus domestica metodg hodowli klasycznej przy wykorzystaniu
techniki embryo-rescue. Przyjg¢ta hipoteza badawcza zaklada, ze przy pomocy metod
konwencjonalnych (hodowla i technika embryo rescue) mozliwy jest transfer gendow
warunkujacych cenne cechy biologiczne migdzy wymienionymi gatunkami i uzyskanie
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nowych nie wystepujacych w naturze genotypoéw, posiadajacych skumulowane cenne
cechy, wystepujace obrgbie roznych gatunkow z rodzaju Prunus. Zaktada sig, ze pozwoli
to poszerzy¢ istniejgcg bioroznorodnos$¢ w obrebie tego rodzaju.

CELE TEMATOW BADAWCZYCH

W ramach zadania 77 w roku 2018 realizowano 6 tematow badawczych, ktorych
celem byto:

— Ocena zywotnosci pytku form ojcowskich moreli, $liwy japonskiej i atyczy, uzytych
do krzyzowan, oraz jego zdolnosci do kietkowania (wytwarzania tagiewki pytkowej).

— Ocena kompatybilnosci genetycznej wybranych genotypoéw moreli, $liwy japonskiej,
sliwy domowej i alyczy, uzytych jako formy rodzicielskie w programie krzyzowan.

— Ocena zdolnosci kietkowania nasion uzyskanych z programu hybrydyzacji oddalone;j
lub w wyniku wolnego zapylenia kwiatow réznych genotypoéw atyczy, moreli, sliwy
japonskiej 1 sliwy domowej, dla okreslenia form matecznych wytwarzajacych nasiona
o wysokiej zdolnosci kietkowania.

— Optymalizacja warunkow dla prawidlowego rozwoju 10 tygodniowych zarodkow,
uzyskanych w wyniku hybrydyzacji oddalonej w obrebie rodzaju Prunus.

— Opracowanie profili genetycznych dla form rodzicielskich, uzytych w zrealizowanym
programie krzyzowan oraz zweryfikowanie statusu mieszanca z planowanego
zapylenia dla ro$lin potomnych uzyskanych w 2017 r.

— Ocena wybranych cech biologicznych siewek mieszancowych uzyskanych w latach
2013-2016 dla wytypowania najbardziej wartosciowych pojedynkow.

OPIS WYNIKOW

W temacie pierwszym barwienie acetoorceing wykazato, ze zywotno$¢ pytku form
ojcowskich, wykorzystanych do krzyzowan w 2018 r., wynosi od 36% do 100%.
Zywotno$¢ pytku wyrazona jego zdolnoscia do kietkowania na pozywkach byta nizsza od
zaobserwowanej po barwieniu acetoorceing. Metode acetoorceinowg mozna wigc
stosowac¢ tylko do badan wstepnych, gdyz moze wybarwia¢ ziarna pylku nieaktywne
fizjologicznie. Niezaleznie od zastosowanej pozywki najnizszg zdolno$¢ kietkowania
mial pytek sliwy japonskiej (0-3% kietkujacych ziaren), a najwyzsza moreli (30-72%).
Obserwacje wzrostu tagiewek pytkowych przez tkanke transmisyjng szyjki shupka
(in vivo), po zapyleniu wewngtrzgatunkowym (kontrola), wykazaty, ze dorastajg one do
poziomu zalgzka po uptywie 48 godzin od naniesienia pytku na znamig¢ stupka. Natomiast
obserwacje prowadzone dla kombinacji krzyzowan mig¢dzygatunkowych wykazaty, ze
lagiewki pytkowe dorastajg do zalazka dopiero po uptywie 72 godzin po zapyleniu.

W temacie drugim wykonano 20 kombinacji krzyzowan oddalonych i zapylono 4 740
kwiatow. Duza liczba zawigzkéw mieszancowych opadta w ciggu kilku tygodni po
wykonaniu zapylen, co prawdopodobnie spowodowane bylo wystgpieniem post-
zygotycznych Dbarier krzyzowalno$ci. Ostatecznie uzyskano 642 owoce/zawigzki
owocow, co stanowi tylko 13,5% zapylonych kwiatow. Najlepsze zawigzywanie owocoOw
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w stosunku do liczby zapylonych kwiatow uzyskano w krzyzowaniach mieszanca (atycza
x §liwa japonska) x §liwa japonska (42,6%) i §liwa japonska x atycza (23,6%).

Badania w temacie trzecim prowadzono na 788 mnasionach mieszancowych,
uzyskanych z krzyzowania genotypow s$liwy japonskiej, moreli i atyczy, z ktorych 724
(91,9%) byly to nasiona dobrze wyksztatcone, czyli zywotne. Pozostatle 64 nasiona
(8,1%) miaty silnie zdeformowane liScienie, a wigc byly to nasiona niezywotne. Ocenie
zdolnosci  kietkowania poddano tylko nasiona dobrze wyksztalcone. Pomimo
dlugotrwatej stratyfikacji i pozbawienia nasion endokarpéw nie wszystkie nasiona byty
zdolne do kietkowania. Lacznie sposrod 788 nasion dobrze wyksztalconych skietkowato
686, co stanowi 94,8%. Najlepiej kietkowaty nasiona form matecznych OSL 58, OSL 65
i ‘Najdiena’ (100% skietkowanych nasion), natomiast nieco stabiej nasiona formy
matecznej ‘Trumlar’ (92,6% skietkowanych nasion).

Badania w temacie czwartym prowadzono na 81 zarodkach, uzyskanych z krzyzo-
wania mig¢dzygatunkowego sliwy japonskiej, atyczy i moreli oraz na 180 zarodkach
(kontrola) uzyskanych w wyniku zaplodnienia wewnatrzgatunkowego (z wolnego zapy-
lenia). Po 10 tygodniach stratyfikacji pozostato 57 zywotnych zarodkdéw z krzyzowan
mig¢dzygatunkowych i 145 z wolnego zapylenia. W fitotronie uzyskano odpowiednio 31
1 105 roslin. Z zarodkéw wytozonych na pozywki MS (Murashige i Skoog) i WPM
(Lloyd 1 McCown) uzyskano wigcej ro$lin niz z zarodkéw wytozonych na C2d (Chee
i Pool). Z zarodkéw $liwy japonskiej D 17-73 oraz ‘Czernuszka’, uzyskano wigcej
zregenerowanych ros$lin niz z zarodkéw atyczy ‘Amelia’.

W temacie pigtym przeprowadzano 1722 reakcje amplifikacji, w ktorych
wygenerowano 192 amplikony, w tym 173 polimorficznych o dtugosci od 120 do 520 pz.
Do opracowania profilu genetycznego klonu nr MMG K4 13 2013 22/1 zastosowano
zestaw 20 par oligonukleotydow, w reakcji z ktérymi uzyskano 44 amplikony o dlugosci
od 90 do 300 pz. Status mieszanca z planowanego zapylenia potwierdzono dla 38 z 40
testowanych genotypow.

W temacie szostym obserwacje prowadzono na 180 siewkach mieszancowych sliwy
japonskiej, atyczy 1 moreli, z ktorych zaowocowato 69 genotypdw, czyli tylko 38,3%
ocenionej populacji. Duza cze$¢ ocenionych siewek wyksztatcita zdeformowane kwiaty,
w ktérych znajdowato si¢ od kilku do kilkunastu stupkéw, przy jednoczesnym braku
ptatkow kwiatowych. Wskazuje to na zaburzenia genetyczne siewek, co zapewne
spowodowane jest stabg kompatybilnoscig genetyczng krzyzowanych form rodziciel-
skich. Wyrézniajaca si¢ populacjg byty siewki z kombinacji krzyzowania mieszanca
sliwy japonskiej i atyczy ‘Najdiena’ ze $liwa japonska ‘Blue Gigant’. W trzecim roku
(drugi rok po posadzeniu w polu) kazda z ocenionych siewek w tej kombinacji zakwitta
i zawigzala owoce. Z 14 ocenionych genotypdw w tej kombinacji, 7 siewek dobrze
owocowalo i wytwarzalo atrakcyjne owoce. Owoce, wytwarzane przez niektore z tych
siewek, odznaczaty si¢ dobrym odchodzeniem miazszu od pestki, co w przypadku
owocow Sliwy japonskiej jest rzadkg cecha.
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WNIOSKI

Okres 72 godzin po zapyleniu jest wystarczajacy do zaplodnienia komorki jajowej
w kombinacjach krzyzowan mi¢dzygatunkowych w obrebie rodzaju Prunus.
Tradycyjna hybrydyzacja oddalona gatunkéw morela, §liwa japonska i atycza jest
mato efektywna. Uzyskuje si¢ malg liczbe owocdéOw 1 nasion mieszancowych
w stosunku do zapylonych kwiatéw, ale mozliwe jest uzyskanie nasion
mieszancowych krzyzowanych gatunkow.

Duza czg$¢ nasion uzyskanych w krzyzowaniach oddalonych $liwa japonska x
morela to nasiona nieprawidtowo wyksztatcone.

Efektywnos¢ regeneracji zarodkow mieszancowych sliwa japonska x morela i atycza
x morela w warunkach in vitro zalezy od genotypu zarodkow i rodzaju zastosowanej
pozywki.

Za pomocg wytypowanego zestawu siedmiu oligonukleotydow mozliwe jest
potwierdzenie tozsamos$ci mieszancéw migdzygatunkowych $liwy japonskiej, moreli
i atyczy.

Najlepszymi cechami fenotypowymi odznaczajg si¢ siewki uzyskane ze skrzyzowania
genotypoéw ‘Najdiena’ i ‘Blue Gigant’ [(sliwa japonska X atycza) x $liwa japonskal].



