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ABSTRACT

In order to improve methods of embryo regeneration applied so far in in vitro cultures, a two-phased, innovative
method involving liquid and solid media was used. Regeneration of ovules with the application of the gynogenesis
technique takes place mainly through indirect organogenesis, which involves the formation of callus and the possibility
of somaclonal variation. In the research, the DNA was isolated from the leaves of 10 regenerants, previously rooted and
planted into the field. 5 of them were characterized by a haploid number of chromosomes whereas the others were of
diploid nature. As a control, DNA originating from the leaves of a haploid plant growing in in vitro cultures on growth
regulator-free MS medium was used. Plants regenerated on media of various quantitative and qualitative composition in
terms of phytohormonal characteristic. The results of the experiment showed that 9 out of 19 tested primers generate
polymorphic bands while the remaining 10 amplify the same DNA fragments in all tested samples. The polymorphism
effect was revealed in 4 plants with diploid genome and in 1 haploid plant. In total, 13 polymorphic bands were identified
and 11 of them were detected in diploid DNA.
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STRESZCZENIE

W celu udoskonalenia metod regeneracji zalgzkéw w kulturach in vitro zastosowano dwufazowg, nowatorska metode,
polegajaca na wykorzystaniu pozywki ptynnej i statej. Regeneracja zalagzkéw technika gynogenezy zachodzita gtéwnie
droga organogenezy posredniej w trakcie ktérej formowat sie kalus co wigzato sie z mozliwoscig wystapienia zmiennosci
somaklonalnej. Chcac dokonad identyfikacji zmiennosci genetycznej zachodzacej w trakcie kultury wykonano analizy
RAPD. DNAwyizolowano zli$ci 10 regenerantéw, ukorzenionychiwysadzonych w pole, wsréd ktérych 5 charakteryzowato
sie haploidalng liczba chromosoméw a pozostate diploidalna. Jako kontrole zastosowano DNA pochodzace z lisci rosliny
haploidalnej rosnacej w kulturach in vitro, na pozywce bez regulatorow wzrostu. Rosliny regenerowaty na pozywkach
o réznym sktadzie ilosciowym i jakosciowym pod wzgledem fitohormonalnym. Wyniki eksperymentu wykazaty, iz 9
sposréd 19 badanych starteréw generuje polimorficzne prazki natomiast 10 pozostatych amplifikuje te same fragmenty
DNA we wszystkich badanych prébach. Efekt polimorfizmu ujawnit sie w 4 roslinach o genomie diploidalnym i w 1
haploidzie. £acznie zidentyfikowano 13 prazkéw polimorficznych, z czego 11 wykryto wytacznie w DNA diploidow.

Stowa kluczowe: burak cukrowy, gynogeneza, PCR, RAPD, zmiennos$¢ somaklonalna
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DETAILED ABSTRACT

Sugar beet (Beta vulgaris L.) demonstrates difficulties in regeneration of haploid shoots in both anther cultures and
isolated microspores, therefore beet haploid is obtained primarily as a result of in vitro gynogenesis. Regeneration of
ovules with the application of the gynogenesis technique takes place mainly through indirect organogenesis, which
involves the formation of callus and the possibility of somaclonal variation. Thus, the presence of diploids among
regenerants may either be the result of increased DNA level during the development and differentiation of callus or it can
indicate the origin of shoots from somatic cells. The aim of the experiment was to identify the gametoclonal variability
occurring during the morphogenesis processes of beet plants with the application of molecular markers RAPD.

Test material consisted of unfertilised ovules of sugar beet (Beta vulgaris L.), incubated in liquid Murashige and
Skoog medium containing 4.4 uM 6-benzylaminopurine and the control was growth regulator-free Murashige and
Skoog medium. After approximately 12 weeks, the differentiating tissues regenerated on media containing various
combinations of auxins and cytokinins. The rhizogenesis occurred in the presence of 14.8 uM indole-3-butyric acid and
0.049 uM 6-(y,y-dimethylallylamino)purine. After several weeks of acclimation, the rooted shoots were planted in the
field. The DNA was isolated from the leaves of 10 regenerants: 5 characterized by a haploid number of chromosomes and
5 by a diploid number of chromosomes. DNA originating from the leaves of a haploid plant growing in in vitro cultures on
growth regulator-free Murashige and Skoog medium was used as a control. DNA isolation was performed by Davis et al.
(1986) method. The PCR reaction was carried out using the modified method of Williams et al. (1990) and involved 19
primers (Symbios, Poland).

The results of the experiment showed that 10 of the tested primers amplified monomorphic DNA fragments in all
tested genotypes, while the remaining 9 generated polymorphic bands. The polymorphism percent for these primers
ranged from 1.14% to 25%. In total, 13 polymorphic bands were identified, 11 of them were detected only in diploid
DNA, 1 in the haploid plant and 1 was present in both the DNA of a haploid and diploid plant. Among the changes
detected in the DNA sequences 10 involved lack of amplification of fragments and 3 appearance of additional bands. The
highest variability was demonstrated for the DNA of a diploid plant marked with number 6, regenerated on a medium
containing 4.4 uM 6-benzylaminopurine., for which 10 polymorphic products were detected. On media supplemented
with 4.4 uM 6-benzylaminopurine and 0.44 uM naphthaleneacetic acid and also for the combination 4.4 uM kinetin and
0.44 pM 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, shoots characterized by 8 sequence changes within the DNA were received,
with the modifications similar for both plants numbered as 7 and 9. In case of plant number 8 obtained on medium with
4.4 uM kinetin and 0.44 uM naphthaleneacetic acid only 2 polymorphic bands were identified. In the DNA of the shoots
formed in the presence of 1.0 uM thidiazuron and 1.0 uM indole-3-butyric acid, the primers used did not demonstrate
presence of any polymorphic sequences.

Among haploid plants, polymorphism was detected only in case of the regenerant number 4, obtained on the medium
with 4.4 uM kinetin and 0.44 uM 2,4-dichlorophenoxyacetic acid. The P3 primer used in the experiment generated the
formation of 1 polymorphic product, while 1 fragment was not amplified by the P16 primer. On the basis of the obtained
results, the coefficients of genetic distance were calculated, which ranged from O to 0.024 for the evaluated genotypes,
indicating their close genetic background. The degree of genetic differentiation between regenerants was illustrated
with a dendrogram, on which diploid genotypes number 6 and number 8 were distinguished, no differences between
diploids marked with numbers 7 and 9 were found and the diploid plant number 10 formed a homogeneous group
with haploids 1-5 obtained in the experiment. On the basis of the research, the effect of polymorphism was identified
mainly among diploid plants. The observed polymorphism of DNA fragments found mainly among plants with diploid
chromosomal number may be caused by bigger instability of the genetic material in diploid cells and it can result from
spontaneous diploidization taking place during culture.
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WSTEP

Burak cukrowy (Beta vulgaris L.) okreslany jest jako
gatunek strategiczny ze wzgledu na jego wyjatkowe
znaczenie gospodarcze. Uzyskiwanie nowych odmian,
znacznie wartoscia

przewyzszajacych uzytkowa

odmiany dotychczas stosowane, stato sie mozliwe
dzieki osiggnieciom technik kultur in vitro, wspierajacych
hodowle prowadzong metodami tradycyjnymi. Istotna dla
hodowli buraka jest produkcja haploidéw i podwojonych
haploidéw, dzieki czemu uzyskuje sie w jednym pokoleniu
linie homozygotyczne, co pozwala na znaczne skrécenie
cyklu hodowlanego. W zwigzku z tym, iz gatunek
ten przejawia trudnosci w regeneracji haploidalnych
pedow z pylnikéw lub izolowanych mikrospor, haploidy
buraka mozna pozyska¢ w kulturach in vitro gtéwnie
na drodze gynogenezy. Pierwsze informacje o indukgcji
haploidalnych roslin buraka cukrowego w kulturach in
vitro niezaptodnionych zalgzkéw pochodza z roku 1983,
kiedy to Hosemans i Bossoutrot otrzymali regeneranty
z zalgzkéw izolowanych z pedéw meskosterylnych. W
nastepnym roku autorzy przeprowadzili ich diploidyzacje
Bossoutrot, 1985)
kolchicynyiotrzymali homozygotyczne linie podwojonych

(Hosemans i przy zastosowaniu
haploidéw. Badania prowadzone w kolejnych latach
dotyczyty optymalizacji najwazniejszych czynnikéw
decydujacych o wydajnosci gynogenezy. Analizowano
wptyw genotypu (Van Geyt i in., 1987; Weich i Levall,
2003), kondycje roslin donorowych (Doctrinal i in., 1989),
faze rozwojowa woreczka zalgzkowego (Lux i in., 1990;
Wang i in., 1991; Goska, 1997; Gurel i in., 2000), sktad
pozywki (Doctrinal i in., 1990; Yu, 1992; Tomaszewska-
Sowa, 2012) oraz warunki prowadzenia kultury
(Pazuki i in., 2018a, Pazuki i in., 2018b). Regeneracja
zalazkéw technika gynogenezy zachodzi gtéwnie droga
organogenezy posredniej. Formowanie sie kalusa w
przebiegu gynogenezy nie jest procesem korzystnym,
bowiem wigze sie z mozliwoscig wystgpienia zmiennosci
somaklonalnej (Yang i Zhou, 1982). Obecnos¢ diploidow
wéréd regenerantéw uzyskanych z zalagzkéw moze
wiec by¢ wynikiem zwiekszenia poziomu DNA w czasie
rozwoju i réznicowania kalusa, moze tez wskazywac¢ na
pochodzenie pedéw z komérek somatycznych. Znane s3

liczne systemy umozliwiajgce identyfikacje zmiennosci.
Jedna z nich jest polimorfizm losowo amplifikowanych
fragmentéw DNA (RAPD). Metoda RAPD pozwolita na
identyfikacje dystansu pomiedzy populacjami buraka
cukrowego o réznym zasiegu terytorialnym (Driessen i
in., 2001). Na podstawie molekularnych markeréw RAPD
prowadzono rowniez ocene zréznicowania genetycznego
roslin burakaw obrebie gatunku (Sheniin., 1996; McGrath
i in., 1999) oraz identyfikacje mieszancéw (Sadoch i in.,
2003). Techniki RAPD umozliwity tez ocene polimorfizmu
pomiedzy zregenerowanymi roslinami uzyskanymi z
réznych eksplantatéw wyjsciowych np. z protoplastow
mezofilowych (Lenzner i in., 1995; Jazdzewska i in.,
2000), protoplastéw szparkowych (Wisniewska, 2006)
lub fragmentow lisci (Munthali i in., 1996). Celem
prezentowanej pracy byto zastosowaniem markeréw
molekularnych RAPD do

gametoklonalnej pojawiajgcej sie w trakcie proceséw

identyfikacji zmiennosci

morfogenezy roslin buraka cukrowego.

MATERIALt | METODY

Roslinne kultury in vitro

Materiat do badan stanowity niezaptodnione zalgzki
buraka cukrowego (Beta vulgaris L.), genotyp 0170
(Kutnowska Hodowla Buraka Cukrowego) o wysokiej
efektywnosci regeneracji. Zalazki izolowano z pakéw
kwiatowych, a nastepnie w celu indukcji morfogenezy,
inkubowano w ptynnej pozywce MS (Murashige i Skoog,
1962) zawierajacej 4,4 uM 6-benzyloaminopuryna (BAP).
W kolejnym etapie, po okoto 12 tygodniach, réznicujgce
sie tkanki przenoszono na state pozywki regeneracyjne
zawierajacerézne kombinacje regulatoréwwzrostuz grupy
auksyn: kwas naftylo-1-octowy (NAA), kwas indolilo-3-
mastowy (IBA), kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D)
i cytokinin: BAP, kinetyna (KIN), tidiazuron (TDZ) (Tabela
1). W celu indukcji ryzogenezy pedy umieszczono na
pozywce MS uzupetnionej 14,8 uM IBA oraz 0,049 uM
(2iP).
rosliny oczyszczono z agaru i przenoszono do sterylnego

6-(y,y-dimetyloalliloamino)-puryna Ukorzenione
podfoza (mieszanina ziemi ogrodniczej i perlitu), a

nastepnie umieszczono w szklarni pod namiotem
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Table 1. Composition and concentration of growth regulators applied and ploidy of plants analyzed using the RAPD method

Tablica 1. Sktad i stezenie regulatorow wzrostu oraz stopien ploidalnosci roslin analizowanych metoda RAPD

Regenerants

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Regeneranty
w B 4.4 4.4 4.4 4.4 1,0 4.4 4.4 4.4 4.4 1,0
g8 uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM
L:“ E BAP BAP KIN KIN TDZ BAP BAP KIN KIN TDZ
o 5.
O O
< % 0,44 0,44 0,44 1,0 0,44 0,44 0,44 1,0
g Eso uM uM uM uM - uM uM uM uM
G & NAA NAA 2,4-D IBA NAA NAA 2,4-D IBA
PIo!dy . 1n 1n 1n 1n 1n 2n 2n 2n 2n 2n
Ploidalnos¢

foliowym. Po kilkutygodniowym okresie aklimatyzacji

ukorzenione pedy wysadzono na polu.

Ocena ploidalnosci i stabilnosci genetycznej uzyskanych

regenerantéw

W celu okreslenia stopnia ploidalnoéci pedéw
zregenerowanych w kulturach zalazkéw fragmenty
tkanki 1 ml
lizujacego, zawierajacego: 100 mM Tris, 2 mM MgSO,,
85 mM NaCl, 1 ml Triton X-100 i 0,001% barwnika

fluorochromowego: 4,6-diaminoino-2-fenylindol (DAPI),

rozdrobniono w obecnosci buforu

a nastepnie sgczono przez filtry nylonowe o wielkosci
poréw 50 pm i przeprowadzono analize poziomu DNA
za pomocy cytometru przeptywowego Partec CA I
(Partec, Monachium, Niemcy) (Tomaszewska-Sowa
2010). W kazdej prébie analizowano co najmniej 5000
jader, jako kontrole zastosowano DNA pochodzace z
lisci rosliny haploidalnej rosnacej w kulturach in vitro na
pozywce MS bez regulatoréw wzrostu. Rosliny, z ktérych
izolowano DNA regenerowaty na pozywkach o réznym
sktadzie

ilosciowym i jakosciowym pod wzgledem

fitohormonalnym (Tabela 1).

Genomowe DNA izolowano z lisci zdrowych,
dorostych roslin rosnacych w warunkach polowych. 2 g
tkanki homogenizowano w ciektym azocie a izolacje DNA
wykonano metoda Davisa i in. (1986). llos¢ i czystosé
otrzymanego DNA oceniono spektrofotometrycznie oraz

na podstawie wynikéw elektroforezy przeprowadzonej

w 1% - zelu agarozowym wybarwionym bromkiem
etydyny. Reakcje PCR-RAPD wykonano zmodyfikowang
metoda Williamsa i in. (1990). Wprowadzone zmiany
dotyczyty obnizenia temperatury denaturacji z 94 do
92 stopni i wydtuzenia tej fazy do 3 minut w pierwszym
cyklu reakcji PCR oraz wydtuzania do 7 min elongacji w
ostatnim cyklu reakcji PCR. Amplifikacje prowadzono
w koncowej objetosci 25 ul w termocyklerze (Biometra
Uno - Thermoblock). W doswiadczeniu wykorzystano
19 starteréw (Symbios, Polska), (Tabela 2). Kazda reakcje
powtorzono trzykrotnie. Rozdziat produktow reakcji
przeprowadzono w 2% zelu agarozowym wybarwionym
bromkiem etydyny. Wielko$¢ otrzymanych produktéw
okre$lono przy uzyciu markera mas czgsteczkowych
GeneRulerTM DNA Ladder Mix (MBI Fermentas, Litwa)
oraz programu komputerowego GelAnalyzer 2010a
(gelanalyzer.com). Dystans genetyczny miedzy badanymi
genotypami okreslono korzystajgc z formuty Nei i Li
(1979). Dendrogram skonstruowano metodg UPGMA
przy zastosowaniu programu komputerowego TREECON.

WYNIKI | DYSKUSJA

Burak cukrowy jest uznawany za gatunek trudno
regenerujgcy w kulturach in vitro, jednakze jego duze
znaczenie gospodarcze determinuje intensywny rozwaj
badan zmierzajacych do opracowania efektywnych metod
pozyskiwania homozygotycznych ro$lin. Pomimo licznych
prac eksperymentalnych

procedura otrzymywania

haploidow tego gatunku na drodze gynogenezy nadal
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Table 2. Characteristics of RAPD primers used

Tablica 2. Charakterystyka zastosowanych starteréw RAPD.

Products Produkty (kpz) Polymorphism of
Anniling temp. primers%
Starter - 3 .
Temp. anillingu M hic M ; Polymorphic Polimorfizm
onomorphnic IVlonomormnczne Polimorficzne starteréw %
P3 0 . 0.7-0.54: 0.45- 0.37- 0.24: .
5 GACAGACAGACAGACA-S 47°C 0,76; 0,7; 0,54; 0,45; 0,37; 0,26; 0,76:1,0 25
P13 o . . . . . . . .
5-CGA GTG CCTA-3' 33°C 2,0; 1,6; 1,4; 1,1; 1,05; 0,88; 0,8; 0,61;
P14 o 1,9;1,7; 1,5; 1,4; 1,2; 1,05; 1,0; 0,9; 0,85;
5-CCA GCC GAA C-3' 38°C 575065 0,55 0.43: 0.36: 0.33: 0,43 6,25
P15 33°C 1,3;1,1;0,9;0,81;0,7; 0,65; 0,5; 0,39; 0,3;
5-GGAAGC CAAC-3’ 0,28;
P16 . 1,4;1,2; 1,1; 1,0; 0,85; 0,75; 0,65; 0,6; 0,55; _
5-CCAAGC TGC C-3' 38°C 0.52: 0,44, 0.35; 0,52;0,6 14,29
ARD2 33°C 1,9; 1,5; 1,3; 1,1; 1,05; 1,0; 0,83; 0,78; 0,7;
5-AGG GAA CGA G-3’ 0,64; 0,48;
ARD3 o 1,9;1,7;1,6; 1,5; 1,4; 1,3; 1,2; 1,1; 1,05; 1,0; .
5'-CCA CAG CAG T-3' 37C 0,9;0,77; 0,73; 0,62; 0,52; 0,47; 0,9 1,0 1111
ARD6 a0C 2,3;1,7; 1,6; 1,4; 1,1; 1,05; 0,95; 0,8; 0,75;
5-CAAACG TCG G-3’ 0,64; 0,56;
ARD8 340C 1,9;1,6; 1,5; 1,4; 1,25; 1,1;0,95; 0,82; 0,78;
5-GTT GCG ATC C-3’ 0,75;0,71;
ARD9 38°C 1,7;1,5; 1,45; 1,4; 1,25; 1,1; 1,05; 1,0; 0,92;
5-ACC CCC GAA G-3' 0,82; 0,56; 0,54;
ARDll ] . . . . . . . . .
5CAC ACT CCA G-3' 31°C 1,4;1,2; 1,1; 1,05; 1,0; 0,6; 0,51; 0,49; 0,37;
ARD14 . 2,7;2,1; 1,6; 1,4; 1,2; 1,05; 0,95; 0,85; 0,78; ,
5-GTT GCC AGC C-3' 39°c 0,72; 0,65; 0,58; 0,54; 1,05:1,2 13,13
ARD20 ] . . . . . . . .
SACC CGG TCA C-3' 39°C 2,1;1,5;1,2; 1,15; 1,1; 1,05; 1,0; 0,9;
ARK5 o .12:1.03: 0.95: 0.9-
STCT GTG CTG G-3' 34°C 1,3; 1,2;1,03; 0,95; 0,9;
ARK7 . 2,7;2,0; 1,5; 1,45; 1,1; 1,0; 0,83; 0,76; 0,75;
5-GTA GAC CCG T-3’ 33°c 0.7:0.65. 0.6: 0.45: 0.36. 12 6,67
ARK10 o 2,5;2,0;1,7; 1,4; 1,3; 1,1; 1,0; 0,88; 0,63;
5-AGC GCCATT G-3' 37°c 0,55; 0,5; 0,35; 0,25; 11 1,14
RAPD1 . 1,55; 1,25; 1,2; 1,1; 1,0; 0,89; 0,84; 0,74; 0,6;
5"TCC TAC GCA C-3’ s4°C 0.45. 1,15 9,09
RAPD2 . 2,8;2,5,2,2;1,8; 1,6; 1,45; 1,4; 1,25; 1,1;
5-ATG GAT CCG C-3' 3°C 10509509 0,78; 0.7; 0,54; 0.48; 0,46; 078 5.56
RAPD12 30°C 1,25; 1,15; 1,05; 1,02; 0,91; 0,85; 0,84; 0,75;
5-GGG CTC ATA G-3’ 0,62;

wigze sie z wieloma ograniczeniami (Aflaki i in., 2018). odpowiedz morfogenetyczng eksplantatu, w tym warunki
Jak twierdza Eujayl i in., 2016 procent otrzymanych tg  kultury i zastosowane fitohormonow (Eujayl i in., 2016,
droga roslin, ktére uzyskujg normalny pokroéj, jest wcigz  Pazuki i in., 2018 a, Pazuki i in., 2018 b, Tomaszewska-
bardzo niski. W celu poprawy efektywnosci metody Sowa, 2012). Reakcja eksplantatow na ww. czynniki jest
analizowanych jest wiele czynnikéw ksztattujagcych jednak w duzej mierze zalezna od genotypu, co stanowi
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powazne utrudnienie w opracowaniu wydajnej metody
umozliwiajacej regeneracje stabilnych genetycznie rodlin
o pozadanych cechach morfologicznych (Gurel i Gurel
2013; Aflaki i in. 2018). W zwiazku z duza zmiennos$cia
spotykang wsrdd rodlin zregenerowanych w kulturach
in vitro istotnym etapem badan jest réwniez ocena ich
polimorfizmu. Jedng z najczesciej wykorzystywanych
technik, pozwalajacych na ocene stopnia zréznicowania
badanego materiatu na poziomie molekularnym, jest
RAPD. Uzyskanie
utatwiajacych

analiza precyzyjnych  wynikéw

identyfikacje  polimorficznych  zmian
mozliwe jest przy wykorzystaniu wystarczajgco duzej puli
starterow o wysokiej specyficznosci oraz odpowiednio
dostosowanej temperaturze komplementacji (Isabel i
in., 1993; Rani i in., 1995; Shoyama i in., 1997). Technika
ta jest z powodzeniem stosowana dla wielu gatunkow
rodlin: do ujawnienie zréznicowania somaklonalnego
pomiedzy liniami pszenicy Triticum aestivum (Brown
i in., 1993), do identyfikacji zarodkéw somatycznych
brzoskwini Prunus persica (Hashmi i in., 1997), a takze do
oceniony stabilnos¢ genetycznej w trakcie dtugotrwatej
kultur in vitro krwawnika Achillea millefolium (Wallner
i in., 1996 ) czy kultury ketmi szczawiowe] Hibiscus
sabdariffa L. (Govinden-Soulange i in. 2010). Réwniez w
kulturach buraka cukrowego metode RAPD stosowano w
celu identyfikacji somaklonéw pochodzacych z réznych
eksplantatow tkankowych (Munthali i in., 1996).

W  przeprowadzonym doswiadczeniu fragmenty
DNA amplifikowano przy wykorzystaniu 19 starterdw,
przy czym kazda z reakcji powtdrzono trzykrotnie.
Wyniki eksperymentu wykazaty, iz 10 spos$réd badanych
starteréw amplifikuje te same fragmenty DNA we
wszystkich badanych prébach (Tabela 2), podczas gdy

pozostatych 9 generuje polimorficzne prazki.

Procent polimorfizmu dla tych starteréw wynosit
od 1,14% do 25%. Munthali i in. (1996) analizujac
préobki DNA ze 120 zregenerowanych roslin buraka za
pomocya 5,607 sekwencji RAPD zidentyfikowali tylko 3
polimorficzne fragmenty. Takze 9 sposréd 11 starterow
RAPD wykorzystanych przez Wisniewska (2006) do
molekularnej uzyskanych z

analizy regenerantow

protoplastéw szparkowych buraka, wykazato wyrazny
polimorfizm pomiedzy dwiema badanymi liniami. Nie
natomiast

stwierdzono polimorficznych  produktéw

obrebie roslin tego samego genotypu.

W przeprowadzonym dos$wiadczeniu zidentyfikowano
13 prazkéw polimorficznych,zczego 11 wykrytowytacznie
w DNA diploidéw, 1 w roslinie haploidalnej, natomiast
1 obecny byt zaréwno w DNA rosliny haploidalnej jak
i diploidalnej (Tabela 3). WS$réd ujawnionych zmian
sekwencji DNA az 10 polegato na braku amplifikacji
fragmentdéw, a 3 na pojawieniu sie dodatkowych prazkéw
w porownaniu do genotypu kontrolnego. Najwieksza
zmienno$¢ wykazano dla DNA rosliny diploidalnej
oznaczonej numerem 6, zregenerowanej na pozywce
zawierajacej 4,4 uM BAP, dla ktorej wykryto az 10
polimorficznych miejsc. Na pozywkach uzupetnionych
4,4 uM BAP i 0,44 uM NAA oraz 4,4 uM KIN i 0,44 uM
2,4-D uzyskano pedy charakteryzujace sie 8 zmianami
sekwencji w obrebie DNA, przy czym modyfikacje te
byty podobne dla obydwu rodlin: 7 i 9 (Figura 1). W
przypadku rosliny 8 uzyskanej na pozywce z 4,4 uM KIN
i 0,44 uM NAA zidentyfikowano tylko 2 polimorficzne
prazki. W DNA pedéw powstatych w obecnosci 1,0 uM
TDZ i 1,0 uM IBA zastosowane startery nie ujawnity
obecnosci zadnych sekwencji polimorficznych. Wsrod
ro$lin haploidalnych polimorfizm wykryto tylko w
przypadku regeneranta numer 4, uzyskanego na podtozu
z4,4 uM KIN i 0,44 uM 2,4-D. Zastosowany starter P3
generowat w przypadku tej rosliny produkt polimorficzny
o wielkosci 1kpz obecny jedynie dla tego regeneranta,
nie stwierdzono natomiast prazka 0,52kpz ktéry dla
pozostatych haploidéw otrzymano w wyniku reakcji ze
starterem P16. W przeprowadzonym doswiadczeniu
wiekszos¢ z 30 wygenerowanych polimorficznych
zmian dotyczyta diploidéw, a tylko dwie pojawity sie u
roslin haploidalnych (Tabela 3). Wystepowanie licznych,
polimorficznych fragmentéw DNA gtéwnie wsréd roslin
o diploidalnej liczbie chromosoméw pozwala stwierdzi¢,
iz charakteryzuja sie one wiekszg czestotliwoscia
wystepowania zmiennosci somaklonalnej. Przyczyna
tej zintensyfikowanej zmiennosci moze by¢ wieksza

niestabilno$¢ materiatu genetycznego w komadrkach
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Table 3. Polymorphism of DNA fragments obtained as a result of RAPD reactions.

Tablica 3. Polimorfizm fragmentéw DNA uzyskany w wyniku przeprowadzonych reakcji RAPD.

Polymorphic regenerates / ploidy
Polimorficzne regeneranty / ploidalnosc

. 4/1n 6/2n 7/2n 8/2n 9/2n

Starter Monomorphic products (kpz)

Monomorficzne produkty (kpz) Polymorphic products / Polimorficzne produkty - (M) Missing products, Brakujace

produkty (A) Additional products, Dodatkowe produkty
M A M A M A M A M A

P3 0,76;0,7; 0,54, 0,45; 0,37; 0,26; 1,0 0,76 0,76 0,76

1,9;1,7;1,5;1,4; 1,2; 1,05;
P14 1,0; 0,9; 0,85; 0,75; 0,65; 0,55; 0,43 0,43 0,43

0,43; 0,36; 0,33;

1,4;1,2;1,1; 1,0; 0,85; 0,75; 0.6
P16 0,65;0,6; 0,55; 0,52; 0,44; 0,52 ’ 0,6 0,6

0,52

0,35;

19:17,1,6;1,5 1,4, 1,3; 1,2 1.0
ARD3 1,1;1,05; 1,0; 0,9; 0,77; 0,73; 0’9 1,0 1,0

0,62;0,52;0,47; ’

2,7,21;1,6;1,4;1,2; 1,05; 12
ARD14 0,95; 0,85;0,78; 0,72; 0,65; 1,2 1 65

0,58; 0,54; ,

2,7,2,0;1,5;1,45;1,1; 1,0;
ARK7 0,83;0,76; 0,75; 0,7; 0,65; 0,6; 1,2 1,2 1,2

0,45; 0,36;

2,5;2,0;1,7;1,4,1,3;1,1; 1,0;
ARK10  0,88;0,63;0,55;0,5; 0, 35; 1,1 1,1 1,1

0,25;
Rapd1 1,55; 1,25; 1,2; 1,1; 1,0; 0,89; 115 115

0,84; 0,74; 0,6; 0,45;

2,8;2,5;2,2;1,8; 1,6; 1,45;1,4;
Rapd2 1,25; 1,1; 1,05; 0,95; 0,9; 0,78; 0,78 0,78 0,78
0,7; 0,54; 0,48; 0,46;

diploidéw, zwigzana z samorzutng diploidyzacja i powstajgcymi samorzutnie dihaploidami ujawnita
zachodzaca w trakcie kultury. Wystepowanie wérdd rodlin - widoczny  polimorfizm, umozliwiajagcy jednoznaczne
diploidalnych zmiennosci charakteryzujacej sie wiekszg  odrdznienie identycznych fenotypowo struktur (Pooler
czestotliwoscig potwierdzili takze Veilleux i in. (1995)w i Scorza, 1995). Szacowanie dystansu genetycznej
trakcie badan nad roslinami pomidora zregenerowanymi  miedzy genotypami pozwala na ustalenie podobienstw
w kulturach pylnikéw. Analiza molekularna regenerantéw  genetycznych wystepujgcych miedzy nimi. Na podstawie
o réznym stopniu ploidalnosci wérdd roslin tulipanowca  przeprowadzonych analiz  obliczono  wspoétczynniki
amerykanskiego wyszczegélnita réznice polimorficzne  dystansu genetycznego, ktére dla ocenianych genotypéw
pomiedzy badanymi haploidami, diploidami, tetrploidamii  buraka przyjmowaty wartosci od O do 0,024 co
aneuploidami (Kiss i in., 2001). Zréznicowanie w poziomie  wskazywato na ich bliskie pokrewienstwo (Tabela 4).
zmiennos$ci molekularnej zaobserwowano réwniez w  Skonstruowano takze dendrogram ilustrujagcy stopien
przypadku roslin brzoskwini. Ocena komoérek pakéw  zréznicowania genetycznego miedzy regenerantami
pochodzacych z jednego drzewa, bedacych haploidami  (Figura 2).
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Figure 1. Genetic analysis of plants regenerated from sugar beet germs using polymorphic RAPD primers: P3 (A), ARK10 (B); 1-10
regenerants (1n- haploid plants, 2n diploid plants), 11- control

Figura 1. Analiza genetyczna roslin zregenerowanych z zalagzkéw buraka cukrowego wykonana przy uzyciu polimorficznych start-
erow RAPD: P3 (A), ARK10 (B); 1-10 regeneranty (1n - haploidy, 2n - diploidy), 11- kontrola

Table 4. Distance coefficients obtained for gynogenetic regenerants of sugar beet Beta vulgaris L.

Tablica 4. Wspotczynniki dystansu genetycznego uzyskany dla gynogenicznych regenerantéow buraka cukrowego Beta vulgaris L

GGeen“citlyppe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0.000 - - - - ] ] } ] )
2 0000  0.000 - - - - ] } ] ;
3 0000 0000  0.000 - - - - . ] ]
4 0005 0005 0005  0.000 - - - . ] ]
5 0000 0000 0000 0005  0.000 - - ; ; -
6 0024 0024 0024 0024 0024  0.000 - ; - -
7 0019 0019 0019 0024 0019 0010  0.000 - - -
8 0005 0005 0005 0001 0005 0024 0024  0.000 - -
9 0019 0019 0019 0024 0019 0010 0000 0024  0.000 -
10 0000 0000 0000 0005 0000 0024 0019 0005 0019  0.000
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Figure 2. Dendrogram by UPGMA cluster analysis for plants ob-
tained from unfertilized ovules of sugar beet (Beta vulgaris L.)

Figura 2. Dendrogram uzyskany metodg UPGMA dla roslin zre-
generowanych z niezaptodnionych zalgzkéw buraka cukrowego
Beta vulgaris L.

Uzyskane wyniki  pozwolity na  wyodrebnienie
diploidalnych genotypéw 6 i 8, nie stwierdzono réznic
miedzy diploidami oznaczonymi numerami 7 i 9, natomiast
roslina diploidalna z numerem 10 stanowita jednorodna

grupe z otrzymanymi w doswiadczeniu haploidami 1-5.

PODSUMOWANIE

W zwiazku z duzg zmiennoscig wystepujgca wsrod
roslin regenerujacych w kulturach in vitro dokonano
oceny poilmorfizmu gynogenicznych regenerantéw
charakteryzujacych sie réznym stopniem ploidalnosci.
Stwierdzono ujawnienie sie efektu polimorfizmu gtéwnie
wséréd rodlin - diploidalnych, co sugeruje Ze diploidy
charakteryzuje wieksza zmienno$¢ somaklonalng w
porownaniu do roslin haploidalnych. Przedstawione
powyzejwynikisg podstawg do przeprowadzenia dalszych
badan nad procesami regeneracji roslin z eksplantatow
zalgzkéw, gtéwnie w zakresie wyeliminowania pojawiajacej
sie w kulturach in vitro zmiennosci oraz w celu utatwienia
identyfikacji drogi rozwojowej réznicujacych sie struktur.
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