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determined by phenotype and molecular markers, RAPD and ISSR

Summary

The genetic fidelity of the micropropagated daylily plants was evaluated by
a phenotypic observation and with the molecular markers, randomly amplified
polymorphic DNA (RAPD) and inter-simple sequence repeat (ISSR) techniques.
The plants of nine daylily cultivars propagated in vitro for the period of one to
five years and grown outdoors in the years 2002 to 2007 were used in the
study. The somaclonal variants occurred within the micropropagated plants of
the five genotypes. The somaclones differed from the true-to-type plants in
terms of colour and shape of the flowers. Depending on the genotype, the fre-
quency of somaclonal variation (SV) ranged from 1.4% to 100%. The RAPD and
ISSR analyses of the selected somaclones confirmed the polymorphism between
true-to-type plants and somaclones on the level of DNA.
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1. Wstep

Metode rozmnazania liliowca in vitro opracowano dla potrzeb
hodowli tworczej i zachowawczej (1,2). Jednak, by wprowadzi¢
nowg technologie do praktyki ogrodniczej konieczna byla jej
weryfikacja pod wzgledem jakosci wyprodukowanych in vitro ros-



Ocena zmiennosci somaklonalnej liliowcéw rozmnozonych in vitro

lin. Powszechnie wiadomo, ze mikrorozmnazaniu moze towarzyszy¢ zjawisko
zmiennosci somaklonalnej, w wyniku ktérego pojawiajg sie rosliny o odmiennym fe-
notypie w stosunku do odmiany macierzystej (3-5). Stopien zmiennosci zalezy od
trzech zasadniczych czynnikéw; systemu regeneracji, warunkéw Kkultury in vitro oraz
genotypu. Przyczyng zmiennosci sa najczesciej mutacje genetyczne, ale zdarzajg sie
tez zmiany przejSciowe - epigenetyczne, niedziedziczne. Pierwszym krokiem, zmie-
rzajacym do weryfikacji nowo opracowanej metody pod wzgledem stabilnosci gene-
tycznej uzyskanych w jej procesie roslin, jest ocena zgodnosci fenotypowej z od-
miang macierzystg w fazie kwitnienia, za pomocg markerow morfologicznych. Nale-
zy zaznaczy¢, ze zmiany genetyczne sa szczegOlnie niebezpieczne, gdy pojawia sie
we wczesnych fazach mikrorozmnazania. Moze to spowodowa¢ rozmnozenie duzej
liczby zmienionych roslin i narazi¢ producentéw na trudne do oszacowania straty.
Dlatego przedmiotem wielu badan jest poszukiwanie metod wczesnego wykrywania
mutacji w rozmnazanym in vitro materiale roslinnym. W ostatniej dekadzie, w licz-
nych pracach udokumentowano przydatnos¢ markeréw molekularnych do oceny
stabilnosci genetycznej mikrorozmnazanych roslin (6,7). Metody te sg oparte na am-
plifikacji DNA w cyklicznej reakcji polimerazy (PCR). Posrod opisanych metod, naj-
wiecej dotyczyto markeréw losowo amplifikowanego polimorficznego DNA (RAPD),
polimorfizmu odcinkéw DNA wystepujacych pomiedzy mikrosaltelitami (ISSR) i poli-
morfizmu diugosci amplifikowanego fragmentu (AFLP). W licznych badaniach wyka-
zano, ze technika RAPD nie jest wystarczajgco czuta by wykry¢ minimalne zmiany
DNA, bedace czesto przyczyna zmiennosci. Postuluje sie zatem, by do wykrywania
zmiennosci somaklonalnej uzywaé wiecej niz jednej techniki molekularnej (6-8).
Umozliwia to identyfikacje zmian réznego typu, w réznych regionach DNA.
W zwigzku z tym, w prezentowanej pracy wykorzystano dwa typy markeréw, RAPD
oraz ISSR.

Liliowiec jest uwazany za rosline bardzo stabilng w kulturach tkankowych i pod-
czas mnozenia rzadko dochodzi do powstania trwatych zmian fenotypowych (9-11).
Bardziej podatne na zmiany sg poliploidy. Nalezy zaznaczy¢, ze obecnie wéréd od-
mian liliowcéw zasadniczg pozycje zajmuja poliploidy, gtéwnie tetraploidy (12).
W Instytucie Sadownictwa i Kwiaciarstwa, postugujac sie wczesniej opracowang me-
toda, rozmnazano kilkadziesiat genotypéw (gtownie tetraploidy). Sposréd kilku ty-
siecy roslin rozmnozonych in vitro wyselekcjonowano w latach 2005-2007 r. wiele
somaklonéw, ktére réznity sie od roslin matecznych ksztattem lub kolorem kwia-
tow czy morfologig lisci lub korzeni. Konieczne stato sie wyjasnienie, czy obserwo-
wane zmiany sg trwale czy przejsciowe.
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2. Materia! i metodyka badan

2.1. Materia! roslinny

Do badan uzyto tetraploidalnych odmian liliowca rozmnazanych in vitro przez
1-5 lat i posadzonych do gruntu w latach; 2002, 2004, 2005 i 2006. Liliowce roz-
mnozono in vitro wedtug wczesniej opracowanej metody (1,2). Pochodzity one z kul-
tur pedéw przybyszowych zainicjowanych z fragmentéw pedow i pgkéw kwiato-
wych inkubowanych na pozywce zawierajgcej tacznie po 2 mg  BAP, kinetyny i 2iP
oraz 0,03 mg 1' TDZ i 40 g 1' sacharozy. Pozywke takg stosowano takze do cyklicz-
nego namnazania pedéw, ktére po ukorzenieniu in vitro w obecnosci | mg 1" IBA
aklimatyzowano, a nastepnie uprawiano w szklarni przez 6 miesiecy i sadzono
W gruncie.

2.2. Obserwacje fenotypowe

Rosliny oceniano w fazie kwitnienia, na przelomie czerwca i lipca 2006 i 2007 r.
Analiza obejmowata okoto 1600 roslin i dotyczyta liczby i jakosci roslin kwitngcych.
Barwe, wielkos¢ i ksztatt kwiatow odnoszono do opiséw odmian wg American He-
merocallis Society (AHS) (13). Ocenie fenotypowej poddano 9 odmian, ktérych na-
zwy podano w tabeli 1.

Tabela 1

Zmienno$¢ somaklonalna roslin liliowca pochodzacych z mikrorozmnazania, oceniana podczas kwitnienia
latem w 2006 i 2007 r.
Procent

Czas .
Liczba

rozmna- Ko N roslin Zmiennosé
o obserwo- :
Odmiana zania kwitnacych (%) Fenotyp somaklonéw
sadzenia wanych (%)
in vitro X
roslin
(lata) 2006 2007 2006 2007
1 2 3 4 5 6 7 8 9
moonlit Masquerade 3 W. 2004 25 84,0 - 4,0 - wez.sze ptatki, mniejsze bragzowe oko
4 J. 2005 20 30,0 72,7 16,7 625
White Dragon 4 W. 2005 104 53,0 100,0 1,0 1,4 1 roslina o kwiatach 8-platkowych
5 J. 2005 156 42,0 89,1 01 0,1
6 W, 2006 20 0,0 330 0,0 0,0
Ruby Moon 2 W. 2004 65 69,2 100,0 100,0 25,0 jasniejszy kolor oka
Circles Stripes 3,5 J, 2004 169 46,7 1000 00 0,0 -
Amethyst Jewel 3,5 W. 2004 59 62,5 83,0 100,0 0,0 barwa wyblakta, szarawa barwa typowa

u wszystkich roslin
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! 3 4 5 6 7 8 9
Pink Debutante 4 W. 2004 46 19,6 69,7 11,1 26,1 1 roslina ze staSmionym ptatkiem 6 ros-
6 W. 2006 71 0.0 50 _ 0.0 lin z mniej lub bardziej zdeformowa-

nym dodatkowym ptatkiem

Ultraviolet Mood 2 W, 2004 20 89,7 100,0 u wszystkich roslin w kwiatostanie jed-
noczesnie kwiaty prawidtowe i zdefor-
mowane: silnie zdef, kwiaty miaty 4
ptatki, czes$¢ kwiatéw z niewielkimi de-
formacjami (tzw. ,sowie uszy”)

Broadway Gal 2 W, 2005 383 2,30 606 00 0,0 -

Little Red Dragon 1 W.2 006 36 00 86,0 _ 9,7 3 rosliny o kwiatach jasniejszej — kre-

mowej barwy

2.3. Analiza genomowego DNA

W celu potwierdzenia genetycznego charakteru obserwowanej zmiennosci prze-
prowadzono analize genomowego DNA wybranych somaklonéw stosujac techniki
losowo amplifikowanego polimorficznego DNA (RAPD) oraz polimorfizmu sekwencji
miedzysatelitarnych (ISSR). Analizowano rosliny jedenastu odmian, ktérych nazwy
podano w tabeli 2. Pierwszy etap analizy DNA przeprowadzono z udziatem roslin
wymienionych odmian, rozmnazanych tradycyjnie, uzytych jako wzorce. Do analizy
uzyto 28 starteréow RAPD z czterech zestawéw A, B, G i Q (Operon Technologies
Inc., USA) i cztery ISSR (University of British Columbia, Canada). Do drugiego etapu
badan wytypowano trzy startery RAPD i trzy ISSR, generujgce najwiekszg liczbe poli-
morficznych fragmentéw DNA. W tej czesci badan analizowano rosliny rozmnozone
tradycyjnie oraz rozmnozone in vitro - o typowych dla danej odmiany cechach fe-
notypowych i somaklony wyselekcjonowane podczas obserwacji prowadzonych
w latach 2005 i 2006 (tab. 2).

Tabela 2

Rosliny liliowcoéw wyselekcjonowane w 2005 i 2006 r. i uzyte do badan nad wykrywaniem zmiennos$ci przy
uzyciu markeréw molekularnych RAPD i ISSR

Genotyp, .
L Kariotyp Oznaczenie préby DNA Charakterystyka
metoda roztnnazania
1 2 3 4
Beyond New Millenium 4x
wzorzec 1 kwiat pojedynczy, jasnopomaraniczowy
somaklon | 2 kwiat silnie zdeformowany
somaklon 2 3 kwiat nieznacznie zdeformowany
Whbite Dragon 4x
wzorzec 4 kwiat 6-ptatkowy
typowa | 5 kwiaty 8- i 6-ptatkowe na tej samej roslinie
typowa 2 6 jw.

BIOTECHNOLOGIA 2 (89) 114-124 2010 117



Malgorzata Podwyszynska i inni

Ed Brown 4x

wzorzec 7 kwiat zéttolososiowy, brzegi ptatkéw karbowane
somaklonl 8 kwiat zdeformowany -1 ptatek diuzszy
Classic Edge 4x

wzorzec 9 kwiat rézowy

typowa 10 roslina juwenilna ,wysoka”

sotnakJon 1 11 roslina juwenilna ,niska”

Stella d’Oro 2x

wzorzec-diploid 2x 12 kwiaty zoétte

typowa 2x 13 rozmnazany in vitro 2 lata, uprawiany 8 lat
z in vitro 4x 14 nadal rozmnazany in vitro
wzorzec-tetraploid 15 tetraploid (kolclhcyna)

H. fulva ‘Kwanzo’, chimera 3x chimera peryklinalna typu variegata.
wzorzec 1 16 caly lis¢

wzorzec 2 17 zielona cze$¢ liscia

wzorzec 3 18 biata czes¢ liscia

z in vitro 19 roslina biata

z in vitro 20 roslina zielona

z In vitro 21 roslina o lisciach biatozietonych

z In vitro 22 roslina o lisciach biatozietonych
Amethyst Jewel 4x

wzorzec 23 kwiat jasnoametystowy

somaklon 1 24 kwiat jasnoszaroametystowy

Night Emhers 4x

wzorzec 25 kwiat purpurowy petny

typowa 26 kwiat purpurowy petny

somaklon 1 27 kwiat purpurowy pojedynczy

somaklon 2 28 kwiat purpurowy pojedynczy

Aliens Eye 4x

wzorzec 29 kwiat pomarariczowy z fioletowym dnem
somalkon 1 30 jasne paski na lisciach

White Perfection 4x

wzorzec 31 normalne korzenie

somaklon | 32 grube korzenie

Black Amhrosia 4x

wzorzec 33 normalne korzenie

somaklon | 34 bulwki na wierzchotkach korzeni

Izolacje DNA przeprowadzono wedtug zmodyfikowanej metody Doyle i Doyle
(14). Wszystkie reakcje amplifikacji przeprowadzono w cienkosciennych probow-
kach 0,2 ml w termocyklerze PTC-200 (MJ Research). Amplifikacje przeprowadzano
w objetosci 13 pl. Mieszanina reakcyjna RAPD zawierata: 10 ng matrycy DNA, 0,3 U
Taq polimerazy (Invitrogen), 1,25 mM dNTP, 10 x bufor PCR z 2,5 mM MgCl
i 0,5 pM startera; warunki termiczne reakcji: 94°C/120 s; 45 cykli 95°C/15 s,
36°C/30 s, 72°C/90 s oraz 72°C/5 min. Sktad mieszaniny reakcyjnej ISSR byt naste-
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pujacy: 10 ng matrycy DNA, 0,325 U Taq polimerazy, | mM dNTP, 10 x bufor PCR
z 2,5 mM MgClz i 0,35 pM startera; warunki termiczne reakcji: 94°C/120 s, 43: cykle
94°a30 s, 55°C/30 s, 72°a90 s oraz 72°C/2 min.

Produkty reakcji RAPD i ISSR rozdzielano w 1,5" zelu agarozowym, barwiono
w roztworze bromku etydyny i wizualizowano w Swietle UV.

3. Wyniki i dyskusja

3.1. Ocena fenotypu

Pojedyncze rosliny z kazdej odmiany liliowcéw rozmnozonych in vitro zakwitty
juz w pierwszym sezonie uprawowym (tab. 1). W drugim sezonie najwiecej roslin
kwitngcych (84”) stwierdzono u ‘Moonlit Masquerade’, a najmniej (19,6%) u ‘Pink
Debutante’. W trzecim sezonie zakwitto w ponad 70% roslin wszystkich odmian.
Prawie wszystkie odmiany w pierwszym i drugim roku uprawy, wytwarzaty po jed-
nym pedzie kwiatostanowym. W kolejnym sezonie czes¢ roslin wytwarzata juz po
2-3 kwiatostany. Dlugos¢ pedoéw kwiatowych juz w pierwszym roku kwitnienia byta
zblizona do dtugosci podawanej w opisie odmian wg AHS (13).

W nastepstwie rozmnazania in vitro nie zaobserwowano zmian morfologicznych
u ‘Circles Stripes’ i ‘Broadway Gal' (tab. 1). U ‘White Dragon’ wsréd ponad 250 roslin
znaleziono tylko ! rosling, ktorej kwiaty byly 8-ptatkowe (tab. 1, rys. 1). Pojedyncze
rosliny o podobnych przeksztatceniach pojawiaja sie takze podczas tradycyjnego
rozmnazania. U pozostalych odmian pojawity sie somaklony o zdeformowanych
kwiatach lub zmienionej barwie ptatkdw, a zmiennos¢ wynosita od 1,4 do 100%
(tab. 1, rys. 1). W 2006 r. jedna z roslin odmiany ‘Moonlit Masquerade’ wytwarzata
zmienione kwiaty o waskich tzw. tyzeczkowatych ptatkach i miata mniejszg plame
brazowego oka (rys. 1). W nastepnym roku cecha ta ujawnita sie u 62,6% obserwo-
wanych roslin. Podobnie u ‘Pink Debutante’, w pierwszym roku kwitnienia znalezio-
no tylko jedng rosline o zdeformowanym kwiecie, w drugim roku takich roslin byto
juz 11,1%. Natomiast u odmiany ‘Ruby Moon’, o ile w 2006 r. o u wszystkich roslin
obserwowano zmiane wybarwienia oka z intensywnie rubinowego na jasniejsze
i rozmyte, to w 2007 r. zmiana ta dotyczyla juz tylko 25% roslin. Prawdopodobnie
zmiennos$¢ jaka wystgpita u tej odmiany ma charakter przejSciowy - epigenetycz-
ny. Taka zmienno$¢ wywotywana warunkami kultury in vitro, pojawia sie na skutek
represji lub ekspresji pewnych genéw. Wigze sie ze stopniem ich metylacji pod
wplywem cytokininy i auksyny (15). Najbardziej znanym przypadkiem zmiennosci
epigenetycznej spowodowanej demetylacjg DNA siegajgcg nawet 20% jest deforma-
cja kwiatow palmy olejowej (16). Zmienno$¢ obserwowana poczatkowo u 50% ros-
lin, w ciggu 9 lat uprawy w polu stopniowo catkowicie ustgpita. Z kolei u odmiany
‘Amethyst Jewel obserwacje prowadzone w latach: 2004, 2005 i 2006 wykazaty
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Rys. 1. Zmiennos$¢ somaklonalna posrdéd mikrorozmnozonych roslin liliowca: a-b) ‘Beyond New Mil-
lenium’ (roslina typowa i zmieniona); c-d) ‘Ed Brown’(roslina typowa i zmieniona); e-f) ‘Night Embers’
(roslina typowa i zmieniona); g-h) ‘Wbite Dragon’ (roslina typowa i zmieniona); i-j) ‘Moonlit Masquerade’
(roslina typowa i zmieniona); k-1) ‘Ultraviolet Mood’ (roslina typowa i zmieniona); m) ‘Classic Edge’ (rosli-
na typowa - wysoka i zmieniona - niska); n) ‘White Perfection’ (roélina zmieniona o grubych korze-
niach); o) ‘Black Ambrosia’ (roslina zmieniona z bulwkami na zakonczeniach korzeni).

zmiane barwy kwiatow. Zamiast jasnoametystowej z seledynowg gardzielg, typowej
dla tej odmiany, kwiaty mialy barwe Jasnor6zowoszarg z z6ttym Srodkiem. Jednak
w 2007 r. u wszystkich roslin tej odmiany obserwowano juz barwe zblizona do typo-
wej. Nalezy przypuszczaé¢, ze zmiana ta mogta by¢ wywotlana wysoka temperatura,
jaka panowata w sezonach 2004-2006 w okresie kwitnienia liliowcéw. Bardzo wyso-
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kim temperaturom w ciggu dnia towarzyszyly wtedy ciepte noce, co prawdopodob-
nie wptyneto na wybarwianie kwiatéw. Najwieksze deformacje kwiatéw i zmiane ich
barwy stwierdzono u odmiany ‘Ultraviolet Mood’, u ktérej 100% roslin wykazywato
zmiany. Prawie wszystkie kwiaty tej odmiany byly koloru brudnofioletowego z z6t-
tym Srodkiem, a nie ciemnofioletowego z biatym Srodkiem, jak u roslin typowych.
Deformacje dotyczyly ptatkow (ptatki lyzeczkowate lub podwdjnie tyzeczkowate,
0 brzegach pofatdowanych, tzw. uszy sowy). Deformacje obejmowaty pojedyncze
ptatki lub caly kwiat.

Na podstawie uzyskanych wynikow wskazuje sie, ze wiarygodnej oceny zmien-
nosci liliowca mozna dokona¢ dopiero w 2. lub 3. roku uprawy, gdy zakwitnie po-
nad 70% roslin. Przy ocenie zmiennosci nalezy uwzgledni¢ warunki klimatyczne da-
nego sezonu, np. temperatury, opaddéw i nastonecznienia, ktére moga oddziatywac
na wybarwianie sie kwiatow czy diugos¢ todygi.

W literaturze jest wiele doniesien na temat zmiennosci wystepujacej wsréd ros-
lin rozmnozonych in vitro. U rabarbaru znaleziono somaklony nadmiernie sie roz-
krzewiajgce (17), a u tulipana stwierdzono zmiany koloru i ksztaltu kwiatéw oraz
liczne deformacje organéw kwiatowych i lisci (18). Czestotliwos¢ wystepowania
zmienno$ci somaklonalnej zalezy od wielu czynnikbw - czasu rozmnazania, syste-
mu regeneracji, uzywanych regulatoréw wzrostu oraz genotypu (3-5). Zmienione
rosliny pojawiajg sie znacznie czesciej w kulturach protoplastow, komoérek oraz za-
rodkow i pedoéw przybyszowych niz w kulturach pedéw katowych (3-5,19). Przyczyn
stosunkowo wysokiej zmiennosci obserwowanej wsréd czesci odmian liliowca moz-
na zatem upatrywac przede wszystkim w systemie regeneracyjnym i genotypie. Za-
stosowana tu metoda rozmnazania in vitro polegata bowiem na cyklicznej regenera-
cji pedow przybyszowych, ktérych rozwdéj byt indukowany przez kombinacje czte-
rech cytokinin w tym tidiazuronu o najsilniejszej aktywnosci. Ponadto znakomitg
wiekszos¢ badanych odmian stanowity tetraploidy, uwazane za mniej stabilne gene-
tycznie od diploidéw.

3.2. Analiza zmiennosci przy uzyciu markeréw DNA

W pierwszym etapie badan, majacym na celu réznicowanie badanych jedenascie
odmian, sposréd przetestowanych starteréw produkty polimorficzne na matrycy ge-
nomowego DNA analizowanych roslin uzyskano w reakcji z czternastoma starterami
RAPD (seria OPA: 4, 5, 12, 18, 19; seria OPB: 4, 10, 11; seria OPG: 5, 6, 18; seria OPQ:
1,5, 6) i wszystkimi testowanymi starterami ISSR (844, 845, 857, 881). Lgcznie w re-
akcjach PCR otrzymano 1090 fragmentéw DNA. Produktow polimorficznych nie uzy-
skano w reakcjach z nastepujgcymi starterami - seria OPA: 7, 8, 9, 11, 16, 17; OPB:
9; OPG: 8, 15 i OPQ: 3, 7, 11, 14, 17.

Wyniki tej czesci badan pozwolity na wytypowanie trzech starteréw RAPD
(OPQ-01, OPQ-05 i OPG-18) i trzech starterow ISSR (844, 845 i 857), ktore w reak-
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845

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

OPQ-05

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 X

Rys. 2. Elektroforegram produktéw uzyskanych w tancuchowej reakcji poiimerazy z wybranymi star-
teremi: 1SSR - 845 i RAPD - OPQ-05, dla roslin 1l odmian liliowa - roslin wzorcowych oraz roslin
rozmnozonych in vitro typowych i somaklonéw (opis prob DNA w tab. 2): 1-3 ‘Beyond New Millenium’,
4-6 ‘White Dragon’, 7-8 ‘Ed Brown’, 9-11 ‘Classic Edge’, 12-15 ‘Stella d’Oro’, 16-22 H.fulva ‘Kwanzo' -
chimera typu variegata, 23-24 ‘Amethyst Jewel’, 25-28 ‘Night Embers’, 29-30 ‘Aliens Eye’, 31-32 ‘White
Perfection’, 33-34 ‘Black Ambrosia’. Strzatkami zaznaczono fragmenty DNA réznicujace rosliny z in vitro
i rosliny wzorcowe poszczegélnych odmian.
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gach generowaly najwiecej produktoéw polimorficznych. Startery te postuzyty do
poréwnan miedzy roslinami wzorcowymi analizowanych odmian i roslinami soma-
klonalnymi. W reakcjach tych otrzymano tgcznie 1230 produktéw amptifikacji. Nie
obserwowano fragmentéw odrézniajgcych rosline wzorcowa ‘White Perfection' i jej
somaklon o zmienionych grubych korzeniach. U wszystkich pozostalych odmian
w reakcjach ze wszystkimi starterami zidentyfikowano fragmenty DNA odrézniajgce
somaklony od rosliny wzorcowej tej samej odmiany (rys. 2). Fragmenty rdznicujace
znaleziono dla somaklonéw o nastepujacych fenotypach: o kwiatach 8-ptatkowych
u ‘White Dragon’ (kwiaty typowych roslin sa 6-ptatkowe); kwiatach zdeformowanych
u ‘Ed Brown’ zmienionym kolorze kwiatéw z jasnoametystowego nha jasnoszaro-
ametystowy u ‘Amethyst jewel’; kwiatach pojedynczych zamiast petnych u ‘Night
Embers’: lisciach z jasnymi smugami u ‘Aliens Eye’, innej morfologii korzeni u ‘Black
Ambrosia’, wyraznie nizszych somaklonach od roslin macierzystych u ‘Classic Edge’.
U odmiany Heinerocallisfulva ‘Kwanzo' (chimera typu variegata o liSciach biatozielonych)
wykryto polimorfizmm DNA dla fenotypu biatlego (bezchlorofilowego) i zielonego.

Na podstawie uzyskanych wynikéw potwierdzono istnienie zmian na poziomie
DNA w roslinach somaklonalnych i moga one $wiadczy¢ o tym, ze zmienno$¢ obser-
wowana na poziomie fenotypu miata prawdopodobnie charakter mutacji. Wykazano
rowniez, ze mozliwe jest wykorzystanie markeréw molekularnych ISSR i RAPD do
wykrywania zmiennosci somaklonalnej liliowca. Przydatnos¢ tych technik do wymie-
nionych celéw potwierdzono w licznych pracach (8,20-23). W przypadku liliowca
markery molekularne byly dotychczas uzywane jedynie do identyfikacji i oceny po-
krewienstwa odmian (24).

Przeprowadzona ocena zmiennosci somaklonalnej wykonana na poziomie feno-
typu oraz DNA wskazuje, ze nowa metoda mikrorozmnazania liliowca jest obarczo-
na ryzykiem mutacji. W badaniach tych wykazano, ze czestotliwos¢ wystepowania
zmiennos$ci zalezy od genotypu. Cze$¢ genotypdéw okazata sie wysoce niestabilna
genetycznie, jednak monitorujgc namnazane klony przy uzyciu technik markerow
molekularnych mozna obnizy¢ ryzyko produkcji zmutowanych roslin.

Badania dofinansowane przez Ministerstwo Nauki i Informatyzacji, projekt nr PBZ-M1N-007/P04/2003.

Literatura

1 Lemanska U., Gabryszewska E., Jasinski A., (2001), Zesz. Probl. Post. Nauk Roln., 473, 127-134.
2. Gabryszewska E., Wojtania A., (2006), Zesz. Probl. Post. Nauk Roln., 504, 575-583.

3. Borkowska B., (1995), Wiadomosci Botaniczne, 39, 53-57.

4. Karp A, (1995), Euphytica, 85, 295-302.

5. Stefaniak B., (2004), Komérki in vitro, w; Komoérki roslinne w warunkach stresu, red. A. Wozny, K. Przy-

byt, II, Wyd. Nauk. UAM, Poznan, 114-116.

Bednarek P. T., Chwedorzewska K., (2001), Biotechnologia, 1(52), 9-34.

7. Aravanopoulos F. A., (2003), Acta Hort., 616, 25-47.

8. Devarumath R. M., Nandy S., Rani V., Marimuthu S., Muraleedharan N., Raina S. N., (2002), Plant
Celi Rep., 21, 166-173.

o

BIOTECHNOLOGIA 2 (89) 114-124 2010 123



Matgorzata Podwyszynska i inni

9. Chen C. H., Holden D. J,, (1972), Proc. S. D. Acad. Sci., 51, 146-149.

10. Krikorian A. D., Staicu S. A., Kann R. P., (1981), Ann. Bot., 47, 121-131.

11. Griesbach R. J., (1989), HortScience, 24, 1027-1028.

12. Gatlin F. L., BrennanJ. R., (2002), The New Daylily Handbook for 2002, American Hemerocallis Society
Inc, USA, 251-264.

13. Anonim, (2009), WWW.daylilies.org /DaylilyDBA

14. Doyle J. F., Doyle J. L., (1990), Focus, 12, 13-15.

15. Jain M. S., (2001), Euphytica, 118, 153-166.

16. Rival A, jagilot E., Beule T., Verdeil j.-L., Tregear j., (2000), Acta Hort., 530, 447-454.

17. Zhao Y., Grout B. W. W., Crisp P., (2005), Plant Celi Tiss. Org. Cult.,, 82, 357-361.

18. Podwyszyriska M., (2005), j. Fruit Omam. Plant Res., 13, 109-122.

19. Plader W., Maleszy S., Burza W., Rusinowski Z., (1998), Euphytica, 103, 9-15.

20. Al-Zahim, M. A., Ford-Lloyd, B. V., Newbury H. j., (1999), Plant Celi Rep., 18, 473-477.

21. Saker M. M., Adawy S. S., Mohamed A. A., El-ltriby H. A., (2006), Biol. Plant, 50, 2004-2006.

22. Podwyszynska M., Niedoba K., Korbin M., Marasek A., (2006), Acta Hort., 714, 211-219.

23. Lakshmanan V., Venkataramareddy S. R., Neelwarne B., (2007), Electronic j. Biotech., 10, 1007-
-1013.

24. TomkinsJ. P, Wood T. C., Barnes L. S., Westman A., (2001), Theor. Appl. Genet., 102, 489-496.

124 PRACE EKSPERYMENT/LNIE


http://WWW.daylilies.org

