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CEL PROJEKTU

Ocena mozliwosci zwiekszenia
bioroznorodnosci genetycznej w obrebie rodzaju
Prunus poprzez zastosowanie hybrydyzacji oddalonej
gatunkow P. cerasifera, P. salicina, P armeniaca
oraz P domestica metoda hodowli klasycznej przy

wykorzystaniu techniki embryo-rescue

(zatozony cel zostal osiagniety)




MATERIALY | METODY

Corocznie realizowano 6 tematow badawczych:

1. Analiza zywotnosci pytku form ojcowskich moreli, sliwy
japonskiej i atyczy. 3 metody - wybarwianie cytoplazmy
pytku 2% acetoorceing, ocena zdolnosci kietkowania pytku
na sztucznych pozywkach oraz ocena zdolno$¢ kietkowania
pytku i wzrostu tagiewek pytkowych w warunkach in vivo.

2. Ocena mozliwosci krzyzowania réznych genotypow
z rodzaju Prunus (sliwa japonska, morela, atycza).

3.0cena zdolnosci kietkowania nasion uzyskanych
w wyniku hybrydyzacji oddalonej réznych genotypow
sliwy japonskiej, moreli, atyczy lub ich mieszancéw.

4. Optymalizacja i prowadzenie hodowli zarodkéw in vitro.
Zarodki mieszancowe wyktadano na 5 pozywek: wg
Murashige i Skoog (MS i Y2 MS) , wg Lloyd i McCown (C2d),
wg Boxus oraz wg Chee i Pool (WPM)

5.Analizy molekularne siewek mieszancowych oraz ich
form rodzicielskich.

6. Ocena wybranych cech biologicznych uzyskanych
siewek mieszancowych




WYNIKI

Temat badawczy 1

v/ Zywotno$é pytku oceniona na pozywkach byta nizsza od zaobserwowanej po barwieniu acetoorceing.
Najnizszg zdolnos¢ kietkowania miat pytek sliwy japonskiej (0-33% kietkujgcych ziaren pytku), a najwyzszg
moreli (30-75%).

Temat badawczy 2

v Efektywnosc¢ krzyzowania oddalonego réznych genotypdéw sliwy japonskiej, moreli i atyczy na ogot byta
niska. Uzyskano tylko 8,8% owocow w odniesieniu do liczby zapylonych kwiatow.
v Tworzenie owocow w wiekszym stopniu zalezato od genotypu sliwy japonskiej, jako formy matecznej

niz genotypu moreli lub atyczy jako formy ojcowskiej. Przy wykorzystaniu zgodnych genotypdéw S$liwy
japonskiej i moreli zawigzanie owocow przekraczato 20% liczby zapylonych kwiatow.

v Sliwy japonskie ‘Trumlar’, D 17-73 i ‘Czarnuszka’ oraz atycza ‘Amelia’ sg dobrymi formami matecznymi
do tradycyjnej hybrydyzacji oddalonej sliwy japonskiej, moreli i atyczy.

Temat badawczy 3

v"W otrzymanych owocach znajdowaly sie zaréwno nasiona dobrze wyksztalcone — Zzywotne,
jak i pomarszczone zawierajgc niewyksztatcone martwe zarodki - niezywotne. W zaleznosci od kombinaciji
krzyzowan liczba niezywotnych nasion przekraczata nawet 50% catkowitej liczby uzyskanych nasion.

v Prawidlowo wyksztatcone nasiona form matecznych $liwy japonskiej ‘Trumlar’, D 17-73 i ‘Czarnuszka’
oraz atyczy ‘Amelia’ posiadaty na ogdt dobrg zdolnosc¢ kietkowania.



WYNIKI

Temat badawczy 4

v llo$¢ uzyskanych roslin technikg embryo-rescue zalezata zaréwno od rodzaju
zastosowanej pozywki, jak i genotypu wytozonych zarodkoéw mieszancowych.

v Po czterech tygodniach wzrostu najwiecej roslin mieszancowych uzyskano
z zarodkédw wytozonych na pozywki MS oraz WPM (Srednio 48% i 40%
mieszancéw w odniesieniu do wytozonych zarodkdéw), natomiast najmniej
na pozywke C2d (34%).

v Srednio dla badanych pozywek najwiecej roslin mieszancowych uzyskano
z zarodkow Sliwy japonskiej D 17-73 (ok. 50%).

Zarodki miedzygatunkowe po 10 tyg. stratyfikacji: Rosliny na pozywkach odpowiednio: Rosliny po 4 tygodniach
a) niezywotne, b) zywotne WPM, Boxus, C2d , MS, 1/2MS w fitotronie



WYNIKI

Temat badawczy 5

v'Do opracowania profili genetycznych dla form rodzicielskich zastosowano zestaw 20 par
oligonukleotyddéw, w reakcji z ktorymi uzyskano ok. 35 amplikonéw o dtugosci od 90 do 230 pz dla

kazdego genotypu.
v'Po analizie uzyskanych wynikébw wytypowano zestaw 7 starterbw umozliwiajgcy identyfikacje
mieszancow miedzygatunkowych $liwy japonskiej i moreli, sliwy japonskiej i atyczy oraz atyczy i moreli.

v’ Status mieszanca z planowanego zapylenia potwierdzono dla 95% testowanych genotypow.
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Fot.1. Przyktadowe elektroforegramy produktéw amplifikacji metodg SSR na matrycach DNA z roslin mieszancowych
a) mieszance sliwy japonskiej i moreli nr 36(1) oraz formy rodzicielskie: “Trumlar’ (2), M 11-42 (3) z parg starteréow BPPCTO002,

BPPCTO014
b) mieszance Sliwy japonskiej i moreli nr 4(1) 5 (2), 6 (3), 7 (4), 8 (5), 9 (6), 10 (7), 11 (8) oraz formy rodzicielskie: “Trumlar’

(9), M 11-42 (10) z parg starteréow BPPCTO002;
c) mieszance sliwy japonskiej i moreli nr 32 (1), 33 (2), 34 (3), 35 (4) oraz formy rodzicielskie: ‘Trumlar’ (5),'Sirena’ (6) z parg

starterow BPPCT020



WYNIKI

Temat badawczy 6

v"Duza czes¢ siewek mieszancowych $liwy japonskiej i moreli wykazata zaburzenia genetyczne w postaci
rozwoju kwiatow. W kwiatach znajdowato sie od kilku do kilkunastu stupkow, przy jednoczesnym braku
ptatkow kwiatowych. W efekcie tego wiele z ocenianych siewek nie owocowato pomimo dobrego
kwitnienia. Wyrdzniajgcg populacjg byly siewki pochodzgce z krzyzowania genotypow ‘Najdiena’ i ‘Blue
Gigant’ [(Sliwa japonska x atycza) x sliwa japonska]. Siewki te dos¢ szybko konczyty faze juwenilng oraz
dobrze owocowaty | wytwarzaty tez na ogoét atrakcyjne owoce.

v Dobrze owocowaty tez siewki uzyskane ze skrzyzowania atyczy ‘Amelia’ jako formy matecznej i moreli
‘Early Orange’ lub ‘Sirena’ jako formy ojcowskiej. Siewki te wytwarzaty na ogoét owoce stabej lub Srednigj
jakoéci z delikatnym omszeniem. Nalezy podkreslié, ze siewki te kwitty przewaznie kilka dni przed
przymrozkami, lecz mimo to niektore z nich byty zdolne do zawigzania owocéw.

v' Zaowocowaly takze niektore siewki mieszancowe sliwy japonskiej i moreli. Owoce tych siewek byty
znacznie atrakcyjniejsze niz owoce siewek mieszancowych atyczy i moreli, a ich migzsz czesciowo
oddzielat sie od pestki.

Owoce mieszanca Owoce mieszanca Owoce mieszanca
[($liwa japoniska x atycza) x $liwa japonskal] ($liwa japonska x morela) (atycza x morela)



WNIOSKI

Metode acetoorceinowg mozna stosowac tylko do badan wstepnych, gdyz moze
wybarwiac ziarna pytku nieaktywne fizjologicznie.

Tradycyjna hybrydyzacja oddalona gatunkéw morela, sliwa japonska i atycza jest mato
efektywna. Uzyskuje sie matg liczbe owocow, nasion i siewek mieszancowych w stosunku
do zapylonych kwiatow.

Duza czes¢ nasion uzyskanych z krzyzowania sliwy japonskiej i moreli jest nieprawidtowo
wyksztatcona i niezywotna.

llos¢ uzyskanych roslin mieszancowych $liwy japonskiej, moreli i atyczy technikg
embryo-rescue zalezy od rodzaju zastosowanej pozywki i genotypu zarodkow.

Niezgodnos$¢ krzyzowanych form rodzicielskich ujawnia sie na réznych etapach prac
hodowlanych - od zawigzywania owocow do wzrostu uzyskanych siewek mieszancowych.

Przy pomocy tradycyjnych metod hybrydyzacji oddalonej mozliwe jest uzyskanie nowych
genotypdw drzew owocowych, poszerzajgcych zmiennosS¢ genetyczng w obrebie rodzaju
Prunus.

Sposrod ocenianych rodzin mieszancow najlepszymi cechami fenotypowymi odznaczajg
sie siewki uzyskane ze skrzyzowania genotypow ‘Najdiena’ i ‘Blue Gigant’ [(Sliwa japonska
x atycza) x sliwa japonskal.



OSIAGNIECIA PROJEKTU

v"Wykazano, ze przy zastosowaniu tradycyjnej hybrydyzacji oddalonej oraz zgodnych form rodzicielskich
mozliwe jest uzyskanie mieszancow sliwy japonskiej, moreli i atyczy. Jednakze z krzyzowan takich na ogot
otrzymuje sie mato siewek w stosunku do liczby zapylonych kwiatow, a z niektérych kombinacji krzyzowan
w ogole nie uzyskuje sie potomstwa.

v Wyniki pokazatly, ze niezgodnos$¢ krzyzowanych genotypéw ujawnia sie na réznych etapach hybrydyzaciji
- od zapylenia kwiatéw i zawigzywania owocdéw do wzrostu otrzymanych siewek mieszancowych. Sliwy
japonskie “Trumlar’ i D 17-73 sg przydatnymi formami matecznymi do uzyskania siewek mieszancowych
sliwy japonskiej i moreli oraz sliwy japonskiej i atyczy. Z kolei atycza ‘Amelia’ uzyta jako forma mateczna
umozliwia uzyskanie siewek mieszancowych atyczy i moreli.

v Uzyskano nowe cenne genotypy mieszancowe. Wyrézniajgca
sie populacjg byty siewki pochodzgce z krzyzowania genotypow
‘Najdiena’ i ‘Blue Gigant’ [(Sliwa japonska x atycza) x sliwa japonskal],
ale wartosciowe cechy majg takze siewki sliwy japonskiej i moreli
oraz atyczy i moreli.

v Uzyskane genotypy pozwolg poszerzy¢ istniejgcg bioroznorodnosé
w obrebie rodzaju Prunus, a w przysztosci mogg by¢ wykorzystane
takze w hodowli ukierunkowanej na uzyskanie nowych odmian
moreli i sliwy japonskiej lub sliwomoreli, a takze podktadek
dla tych gatunkéw.

Owoce mieszanca
[(Sliwa japonska x atycza) x Sliwa japonska]
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