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Sum mary

The aim of the study was an early detection of somaclonal variation (SV)
which could occur within the micropropagated plant material. Shoot cultures of
the Polish cultivars were used. Five cultivars derived from breeder A and four
from breeder B. They were propagated in vitro for one or two years. The molec-
ular markers (inter-simple sequence repeat, ISSR) were utilized for analysis of
putative DNA polymorphism between standard plants (propagated traditionally)
belonging to tested cultivars and somaclonal variants derived from them.
Within the nine studied genotypes, for five of them, the ISSR analysis per-
formed with ten primers did not reveal polymorphism between standard and
micropropagated plants. The analysis of the other four cultivars, all derived
from breeder B, showed that some of the plants, micropropagated either for
one or two years, differed slightly from standard. Basing on ISSR data, the
L'PGMA dendrogram showing genetic similarity of the analysed plants was gen-
erated and clusters grouping cultivars, their standards and micropropagated
plants were noted.
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1. Wstep

Zmiennosé, ktéra wystepuje podczas mikrorozmnazania wegetatywnego, zwlasz-
cza w kulturach in vitro, zostala zdefiniowana przez Larkina i Scowcrofta w 1981 r.
(1) i nazwana zmiennoscig somaklonalng. Powszechnie uwaza sie, ze zmiennos¢ so-
maklonalna Jest wynikiem zmian trwatych - genetycznych lub przejsciowych i czyn-
nikdéw je wywotujgcych (2,3). Spontaniczne mutacje wystepuja z czestotliwoscig
IO "-IO™, w zaleznosci od genu. W kulturach in vitro czestotliwos¢ ich wystepowa-
nia jest znacznie wyzsza, w pewnych warunkach moze sigga¢ nawet kilku procent
na locus (4). Czestotliwos¢ pojawiania sie mutacji zalezy od wielu czynnikéw: geno-
typu, poziomu ploidalnosci, rodzaju eksplantatow, systemu regeneracji, sktadu po-
zywki i czasu kultury (5).

W warunkach in vitro organizmy zywe sg narazone na liczne czynniki stresowe
wywotujgce zmiany genetyczne i epigenetyczne. Zmienno$¢ czesciej pojawia sie
w kulturach zarodkoéw lub pedéw przybyszowych (6). Najrzadziej wystepuje, gdy
stosuje sie technike regeneracji pedéw katowych - uz)Avang najczesciej w mikro-
rozmnazaniu (6-8). Wymienieni autorzy potwierdzali wysokg stabilnoS¢ genetyczng
tak rozmnazanego materiatu roslinnego palmy daktylowej, banana i gerbery takze
przy uzyciu markeréw molekularnych. Regulatory wzrostu, zwlaszcza stosowane
w wysokich stezeniach, takie jak 2,4-D czy cytokininy, w tym TDZ, stymulujace po-
dzialy komdérkowe oraz dlugi czas trwania kultury (w ciggu ktérego tkanki ulegajg
czestym zranieniom podczas podziatu) takze zwiekszajg czestotliwos¢ pojawiania
sie odmiennych fenotypow, tzw. somaklonéw (wariantéw somaklonalnych).

We wczesniejszych badaniach wykazano, ze tulipany odmian modelowych -
‘Blue Parrot' i ‘Prominence’, rozmnazane metodg in vitro, stosowang w prezentowa-
nej pracy, moga ulega¢ mutacjom (9-11). Metoda ta polega na stymulowaniu regene-
racji pedoéw przybyszowych przy uzyciu TDZ. Zmiany fenotypowe stwierdzone na
podstawie obserwacji roslin kwitngcych dotyczyly deformacji organéw kwiatowych,
zmiany koloru kwiatéw, nieprawidtowej morfologii lisci, pojawity sie tez chimery
typu variegata o liSciach biatozielonych. Na podstawie analizy genetycznej losowo
amplifikowanego polimorficznego DNA (RAPD) i polimorfizmu odcinkéw DNA po-
miedzy mikrosatelitami (ISSR) oraz analizy cytologicznej przy uzyciu metody fluore-
scencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) potwierdzono genetyczny charakter zmian
(10,11). jednoczesnie wykazano, ze czestotliwo$¢ wystepowania zmiennosci ros$nie
w miare wydluzania okresu rozmnazania, jest wysoka wsréd roslin rozmnazanych
diuzej niz przez trzy lata i siega nawet 50-100%. Niemniej jednak opracowana meto-
da pozwala przyspieszy¢ rozmnozenie nowych odmian i uzyska¢ materiat elitarny
wolny od wiruséw - patogendw, ktére w ostatnich latach staly sie najpowazniej-
szym problemem w uprawie tulipandw.

Celem badan byto monitorowanie zmiennosci, ktéra mogta wystapi¢ w elitarnym
materiale roslinnym nowych odmian tulipanéw, ktéry rozmnozono in vitro nowo
opracowang metodag (12).
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2. Materia} i metodyka badan

Materiat badawczy stanowity tulipany polskich odmian dwéch hodowcéw A i B.
DNA izolowano z lisci roslin wzorcowych rozmnozonych tradycyjnie (pochodzgcych
z tego samego klonu co rosliny mateczne uzyte do zapoczgtkowania kultur in vitro)
oraz z pedow roslin rozmnazanych in vitro w ciggu 1-2 lat metoda opracowang we
wczesniejszych badaniach (12). Z roslin wzorcowych rosngcych w gruncie préby lisci
do analizy DNA pobierano na poczatku maja.

Izolacje genomowego DNA przeprowadzono korzystajgc z komercyjnych zesta-
woéw Genomie Mini AX PLANT (A&A Biotechnology). Analize polimorfizmu prowa-
dzono metoda ISSR w reakcjach z dziesiecioma starterami: 824, 843, 844, 845, 846,
852, 853, 857, 873, 895 (University of British Columbia, Canada).

W pierwszym etapie badan - nad identyfikacjg odmian, uzyto wylgcznie DNA
wyizolowanego z roslin rozmnazanych tradycyjnie. Uzyto jedenastu odmian: sze$¢
odmian hodowcy A (nazwy hodowlane - OR, X, NB, The Last, K-C i FFN) oraz pie¢
odmian hodowcy B (numery hodowlane - 8, 11, 22, 32 i 37). W drugim etapie ba-
dan - dotyczacym wykrywania zmiennosci somaklonalnej, uzyto dziewie¢ sposréd
wymienionych odmian: rosliny rozmnazane tradycyjnie jako wzorce oraz rosliny po-
chodzace bezposrednio z kultur in vitro (tab. 1).

Tabela 1

Rosliny uzyte do analizy stabilnosci genetycznej tulipanéw rozmnazanych tn vitro - polskie odmiany ho-
dowcy Ai B

Hodowca A Hodowca B
N sby DNA Okres rozmnazania b Okres rozmnazania
Genot r proby . . Genot Nr préby DNA
yp in vitro (lata) P proby in vitro (lata)
1 Wzorzec 1 Wzorzec
OR nr 11
2-6 2 in vitro 2 2 in vitro
6 Wzorzec 3 Wzorzec
X nr 22
7-10 2 in vitro 4-8 2 in vitro
11 Wzorzec 9 Wzorzec
NB nr 32
12-16 2 in vitro 10-14 1 in vitro
17 Wzorzec 15 Wzorzec
The Last nr 37
18-21 1 in vitro 16-18 1 in vitro
22 Wzorzec
R-C
20-24 1 in vitro

Reakcje PGR, rozdziat produktow amptifikacji na zelu agarozowym oraz doku-
mentacje wynikow prowadzono jak w przypadku analizy liliowca (13).
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Na podstawie danych uzyskanych z analizy polimorfizmu DNA badanych roslin
okreslono pokrewienstwo genetyczne genotypéw wzorcowych (rozmnozonych tra-
dycyjnie) i genotypéw rozmnozonych in vitro (jaccard Coefficient). Dendrogramy po-
krewienistwa opracowano metodag skupien UPGMA uzywajac programu XLSTAT (Ad-
dinsoft 2006).

3. Wyniki i dyskusja

w analizie polimorfizmu DNA przeprowadzonej dla ro$lin jedenastu polskich od-
mian tulipanéw w reakcjach ze wszystkimi starterami uzyskano tgcznie 105 produk-
tow polimorficznych réznicujacych odmiany. Kazdy z testowanych starteréw po-
zwalat na réznicowanie badanych odmian (rys. 1).

W reakcjach z dziesiecioma starterami ISSR dla pieciu badanych odmian tulipana
hodowcy A nie stwierdzono polimorfizmu DNA miedzy analizowanymi roslinami
wzorcowymi i roslinami mnozonymi in vitro. Na podstawie analizy stabilnosci od-
mian hodowcy B wykazano, ze stosowana metoda mikrorozmnazania moze jednak
powodowac¢ zmiany w strukturze DNA, na co wskazujg wyniki reakcji ze starterami
844, 852, 853 i 873, przedstawiajgce fragmenty polimorficznego DNA rdznicujace
rosliny rozmnazane in vitro od roslin wzorcowych badanych odmian (rys. 2, tab. 2).
U odmiany nr 32 polimorfizmu pomiedzy roslinami wzorcowymi a rozmnazanymi in
vitro nie wykryto u 3 z 5 analizowanych roslin, a u odmiany nr 37 u | z 3 testowa-
nych roslin. W pozostatych przypadkach rosliny z in vitro réznity sie od wzorcéw
! lub 2 polimorficznymi fragmentami DNA. Na podstawie analizy dendrogramoéw po-
krewienstwa przeprowadzonej dla genotypow hodowcy B wyrézniono 4 skupienia

12334456789 10111 12334456789 10 1

Rys. 1. Elektroforegramy reakcji amplifikacji ISSR ze starterami a) 873 i b) 895 dla polskich odmian
tulipanéw: 1) OR; 2) X; 3) NB; 4) The Last; 5) K-C; 6) FFN; 7) nr 8; 8) nr 11; 9) nr 22; 10) nr 32; 1) nr 37.
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Rys. 2. Elektroforegramy reakcji ampliflkacji ISSR z wybranymi starterami a) 844, b) 852 i c) 853 dla
polskich odmian tulipana hodowcy B - roslin wzorcowych oraz rozmnazanych in vitro (opis analizowa-
nych roslin w tabeli 1). Strzatkami zaznaczono fragmenty DNA réznicujace rosliny rozmnazane in vitro
od roslin wzorcowych danej odmiany.
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- oddzielne dla kazdej z badanych odmian, skladajgce sie z rosliny wzorcowej da-
nej odmiany i jej klonoéw (rys. 3). Rosliny rozmnozone in vitro réznity sie minimalnie
od wzorca. U odmiany nr 32 - trzy sposrod pieciu analizowanych roslin, u odmiany
nr 37 - dwie z czterech roslin i nr 22 i 11 - wszystkie rosliny wykazywaty bardzo
wysoki stopieri pokrewieristwa (okoto 96%),

W 2009 r. u trzech odmian hodowcy A - OR, The Last i NB, zakwitto juz ponad
30% rostin i zadna nie wykazywata zmian fenotypowych w odniesieniu do wzorca,
natomiast sposréd odmian hodowcy B, zakwitty rostiny dwoch odmian nr 11 i nr 22
i u odmiany nr 22 znaleziono kilka roslin o pasiastych lisciach z (bezchlorofilowg
tkankg) (dane nie publikowane). Chimery te pochodzity z tego samego klonu, dla
ktérego na podstawie analizy ISSR wykazano polimorfizm DNA obserwowany po-
miedzy wzorcem i mikrorozmnazanymi roslinami. Réwnoczes$nie kwiaty roslin ge-
notypu nr 22 nie byly zmienione w poréwnaniu do wzorca.

Przydatnos¢ markeréw motekularnych do badania zmiennosci genetycznej roslin
znana jestjuz od niemal 20 lat (14). Markery typu RAPD, ISSR, a ostatnio coraz czesciej

Dendrogram

Rys. 3. Dendrogram UPGMA uzyskany dla 4 polskich odmian tulipanéw hodowcy B - ros$lin wzorco-
wych oraz rozmnozonych in vitro na podstawie wynikéw analizy polimorfizmu DNA metoda ISSR: nr 11
(1-2): nr 22 (3-8); nr 32 (9-14); nr 37 (15-18).
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polimorfizmu dtugosci amplifikowanego fragmentu (AFLP) stosowane sg powszechnie
w hodowli do identyfikacji odmian oraz ustalania stopnia podobienstwa pomiedzy ge-
notypami (15). Podkres$la sie réwniez uzytecznos¢ markerow molekularnych w bada-
niach zmiennosci somaklonalnej, zwlaszcza towarzyszgcej mikrorozmnazaniu. Zmien-
no$¢ somaklonalng w mikrorozmnazanym materiale roslinnym na poziomie fenotypu
a nastepnie potwierdzong w analizie genetycznej przy uzyciu markeréw molekular-
nych RAPD, ISSR i AFLP wykryto ostatnio u Orysa saliva i Anoectochilus formosanus
(16,17).

Na podstawie wynikéw analizy ISSR prezentowanych w tej pracy wskazuje sie,
Ze juz w ciagu pierwszego roku rozmnazania in vitro mogg wystgpi¢ zmiany w struk-
turze DNA. Takie zmiany pojawily sie u czterech z dziewieciu badanych genotypow,
co potwierdza fakt, ze stabilnoS¢ genetyczna jest Scisle zalezna od genotypu, jedna
z badanych odmian, nr 32 nalezaca do grupy mieszancéw Darwina - jest triplo-
idem, a pozostate sg diploidami. Uwaza sie, ze poliploidy sg mniej stabilne gene-
tycznie (18). Opinie taka potwierdzitySmy rowniez wynikami naszych wczesniej-
szych badan, w ktérych triploidalna odmiana ‘Giewont charakteryzowala sie wyzszg
zmienno$cia, wynoszaca 13,8%, stwierdzong juz w materiale rozmnazanym przez
2 lata, w poréwnaniu z 3% zmiennoscig obserwowang u diploidalnych odmian roz-
mnazanych in vitro przez ten sam okres (9,19).

Wydaje sie, ze wystepowanie zmiennosci w mikrorozmnazanym materiale ros-
linnym tulipanéw w duzym stopniu moze wywolywac zastosowanie metody roz-
mnazania in vitro - regeneracji pedéw przybyszowych w obecnosci TDZ. Podobng
zmienno$¢ obserwowano takze u liliowca rozmnazanego poprzez pedy przybyszo-
we, przy uzyciu tego samego regulatora wzrostu (13). Nalezy zaznaczy¢, ze dla tuli-
pana nie opracowano dotychczas metody opartej na rozmnazaniu pedéw/cebul ka-
towych, chociaz metoda taka mogtaby by¢ mniej obarczona ryzykiem mutacji. Uzyta
w tej pracy technologia z wykorzystaniem TDZ jest polecana przede wszystkim do
rozmnazania superelity nowych odmian, a zatem do szybkiego rozmnozenia wyse-
lekcjonowanych genotypow do kilkuset czy kilku tysiecy wolnych od wiruséw ros-
lin, ktére nastepnie majg stuzy¢ do rozmnazania elity juz tradycyjng metoda. Z tego
wzgledu wskazane jest zachowanie ostroznosci przy stosowaniu mikrorozmnazania
tulipanéw. W dalszych etapach produkcji materiatlu elitarnego nowych odmian ko-
nieczne jest prowadzenie starannej obserwacji roslin (gtéwnie w fazie kwitnienia)
i usuwanie nietypowych osobnikéw.

Badania dofinansowane przez Ministerstwo Nauki i informatyzacji, Projekt nr PBZ-MIN-007/P04/2003.
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