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WSTEP

W ciagu ostatnich trzydziestu lat rozwingla si¢ nowa technika wegetatywne-
go rozmnazania roslin w kulturach in vitro.

Metoda ta pozwala z duzym powodzeniem wykorzysta¢ potencjal regenera-
cyjny tkwigcy w kazdej komorce, tkance i organie roslinnym. Jednak ostateczne
efekty mikrorozmnazania zaleza od wlasciwego wspoidziatania wielu réznych
czynnikow wplywajacych na regeneracj¢ roslin.

Mikrorozmnazanie wypiera tradycyjne metody rozmnazania roslin w warun-
kach in vivo, glownie ze wzgledu na wiele zalet, ktore pociaga za soba jego zasto-
sowanie.

Od dluzszego juz czasu na szeroka skalg wykorzystuje si¢ mikrorozmnazanie
w produkcji sadzonek chryzantem, a takze w hodowli zachowawczej odmian
uprawnych tego gatunku. Do inicjacji kultur stosuje si¢ wowczas cksplantaty za-
wierajace merystemy. Ten sposob rozmnazania ma jednak ograniczone mozli-
wosci zastosowania w hodowli radiomutacyjnej, gdyz niesie ze soba duze ryzyko
uzyskiwania zmutowanych form o charakterze chimer.

Zdecydowanie wigksze nadzieje wiaze si¢ obecnic z metoda indukowania
mutacji, polegajaca na wykorzystaniu organéw roélinnych nie zawierajacych me-
rysteméw, jako obiektow stuzacych do napromieniania, np. izolowanych lisci,
zdolnych do regeneracji pedéw przybyszowych. Tworzenie si¢ niepozadanych w
hodowli chimer sektorialnych i meryklinalnych jest wowczas zadne lub ograni-
czone do minimum. Zwigksza si¢ natomiast frekwencja mutantow o jednolicie
zmienionej barwie lub ksztalcie kwiatostanéw. Dzieje si¢ tak dlatego, poniewaz
wyrastajace z lisci pedy przybyszowe tworza si¢ z jednej zmutowanej komorki
ogonka lisciowego. Zregenerowane z nich rosliny daja po napromienieniu pocza-
tek nowym formom, ktére przy dalszych pracach selekcyjnych mogg stac si¢ no-
wymi odmianami, zbudowanymi z tkanek genetycznie jednorodnych.

Rozmnazanie wegetatywne in vitro w powigzaniu z indukowana mutagene-
za pozwala wydatnie przyspieszy¢ wszystkie etapy programéw hodowlanych.
Stanowi takze jedna z wazniejszych i skutecznigjszych drog podnoszenia atrak-
cyjnoécei i poszerzania asortymentu odmian roslin ozdobnych.

Zasadniczym celem niniejszych badan byto poréwnanie dwoch metod indu-
kowania mutacji u chryzantemy wielkokwiatowej odmiany 'Red Nero' - in vivo i,
in vitro, obejmujacych dwa rodzaje promieniowania - X i gamma - oraz rozne
dawki napromienienia 5 - 25 Gy. Badania zostaly poglgbione obserwacjami mi-
kroskopowymi procesu tworzenia si¢ pgdow przybyszowych na sadzonkach
lisciowych ex vivo i eksplantatach lisciowych ex vitro.



PRZEGLAD LITERATURY

Po zastosowaniu czynnikow mutagennych na sadzonki pedowe gléwna prze-
szkoda ograniczajaca efekt hodowlany jest tzw. sclekcja wewnatrzsomatyczna,
zwana takze diplontowa albo diplontyczna (Broertjes i in., 1968). Zjawisko to po-
lega na eliminacji, podczas wzrostu i rozwoju roslin, komorek zmutowanych,
ktdre sa z reguly oslabione, badz uszkodzone i w zwigzku z tym mniej zdolne do
wspotzawodnictwa z komorkami nie zmutowanymi. Ostatecznym rezultatem se-
lekcji diplontycznej jest mata liczba ro$lin zmutowanych i ograniczony zakres mu-
tacji. Mutacja zdaniem autoréw jest zdarzeniem jednokomoérkowym. W momencie
dzialania czynnika mutagennego wierzchotki wzrostu sadzonki pedowej sg juz
zrdznicowane strukturalnie, co automatycznie rzutuje na tworzenie si¢ chimer-
-organizmow zbudowanych z tkanek o réznym skladzie genetycznym.

Broertjes (1966) poddawal dzialaniu promieni X ukorzenione sadzonki pe-
dowe chryzantem odmiany 'Hortensien Rose'. W rezultacie uzyskal wiele zmuto-
wanych form o charakterze chimer. Jerzy i Nowaczyk (1980) badali wplyw
promieniowania X w dawkach 1000 i 2000 radéw'’ na sadzonki pedowe chryzan-
tem odmiany 'Bravo’. Wszystkie rosliny o odmiennie zabarwionych kwiatostanach
mialy charakter wylacznie chimer.

Datta i inni (1985) a takze Banerji 1 Datta (1992) oraz Shukla i Datta
(1993) poddajac dziataniu promieniowania gamma w dawkach 1500, 2000, 2500
radéw ukorzenione sadzonki kilku odmian chryzantem uzyskali zmiany barwy i
ksztaltu kwiatdéw, ktore réwniez okazaty si¢ chimerami.

Do uzyskania organizmu zlozonego z tkanek genetycznic jednorodnych do-
prowadzi¢ moze kilkakrotne przycinanie wierzchotkéw napromienionych sadzo-
nek, pobudzajace rozwdj dodatkowych pakoéw z sektoréw zmutowanych. Po-
nowne ukorzenienie pgdéw wyrostych z pakéw bocznych i doprowadzenie ich do
kwitnienia zwigksza czgstotliwo$¢ mutacji i prawdopodobienstwo uksztalttowa-
nia si¢ organizméw o jednakowym skladzie genetycznym. Metode te z duzym suk-
cesem wykorzystali w swoich badaniach Broertjes (1966), Machin (1971) oraz
Guzewski i Muszynski (1978).

Lepsze rezultaty daje podziat sadzonek pedowych na jednowezlowe odcinki z
jednym lisciem, ktére nastgpnie ukorzenia si¢ i dalej uprawia az do kwitnienia.
Pozwala to na szybsze uaktywnienie si¢ merystemu katowego i przyspieszony roz-
wdj pedéw bocznych (Jung-Heiliger, 1979a).

Zdaniem Broertjesa i Keena (1980) jednym ze sposobow, ktory ogranicza lub
pozwala uniknaé tworzenia si¢ chimer, jest ekspozycja wierzchotkéw pedéw na
napromienienie w bardzo mtodym stadium rozwoju.

'"100 radéw = 1 Gy
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Interesujacym zagadnieniem w hodowli mutacyjnej chryzantem jest powtorne
napromienienie ukorzenionych sadzonek pozyskanych z mutantow, dzieki czemu
mozna uzyska¢ inne genotypy. Przykladem tcgo jest program, ktéry w krotkim
czasic umozliwil wyhodowanie serii odmian chryzantem 'Horim' i "Miros'
(Broertjes i in., 1980). Stanowily one przez kilka lat w Holandii 30% ogoéinej
produkcji chryzantem. Réwniez Datta i Banerji (1986) powtérnie napromie-
niowujac ukorzenione sadzonki uzyskanego uprzednio mutanta ‘Hiniani' otrzymali
nowa odmiang 'Sheela'.

Nowe mozliwosci udoskonalenia 1 radykalnego zwigkszenia skutecznosci me-
tod hodowli radiacyjnej chryzantem wykazali Broertjes i inni  (1976), wykorzys-
tujac po raz pierwszy sadzonki lisciowe jako material poddany dzialaniu promie-
niowania joniznjacego.

Wykorzystanie w hodowli mutacyjnej zdolnosci lisci do restytucji nowej ros-
liny umozliwito juz wczesniej otrzymanie wielu oryginalnych odmian z rodzaju
Saintpaulia (Broertjes, 1968), Streptocarpus (Broertjes, 1969), Kalanchoé (Bro-
ertjes i Leffring, 1972), Achimenes (Broertjes, 1972a) i Begonia (Doorenbos i
Karper, 1975).

Zdaniem Muszynskicgo (1976b) w sadzonce lisciowej rol¢ komorki inicjalnej
podejmuje jedna z komérek epidermy, tym samym powstajaca rodlina, ktéra roz-
wija si¢ z jednej tylko komorki, sklada si¢ z tkanek jednorodnych genetycznie i nie
moze by¢ chimera. Unika si¢ w ten sposob ncgatywnych skutkéw selekeji we-
wnatrzsomatycznej i eliminacji komorek zmutowanych. Szansa, Ze ta wiasnie ko-
morka zmutowana bedzie inicjalng jest mata, ale wobec niewielkich rozmiaréw
sadzonek lisciowych istnieja duze mozliwosci zwigkszenia liczebnoéci proby pod-
danej dzialaniu czynnikéw mutagennych.

U chryzantem proces tworzenia si¢ pedu przybyszowego z kalusa powstaja-
cego u nasady ogonka sadzonki lisciowej przebiega w sposob bardziej ztozony,
poniewaz w jego inicjacji moze bra¢ udzial wigcej niz jedna komorka epidermy
(Broertjes i in., 1976). Szansa uzyskania zmutowanych roélin, nic bedacych chi-
merami, jest w tej sytuacji ograniczona. Po potraktowaniu sadzonek lisciowych
chryzantem odmiany 'Bravo' promieniami X w dawce 500 radéw autorzy ci uzys-
kali okolo 45% roslin o charakterze chimer. W $wietle tego rezultatu stwierdzili,
ze metoda ta jest malo efcktywna, a szansa uzyskania in vivo zmutowanych roslin,
nie bedacych chimerami, jest niewielka. Przecza jednak temu wyniki podobnych
badan przeprowadzonych na tej samej odmianic, w ktérych nie uzyskano chimer
w ogole (Stepczyriska 1 in., 1980). Po potraktowaniu nicukorzenionych sadzonek
liSciowych odmiany '‘Bravo' promieniami X w dawce 1500 radéw uzyskano 8 mu-
tantdw, z ktorych 3 zarejestrowano w roku 1983 jako nowe, oryginalne odmiany
pod nazwami 'Paloma’, 'Poranek’ i 'Promyk’. Zmianie ulegta sita wzrostu roslin,
wczesno$é kwitnienia oraz ksztalt i barwa kwiatostanow.

W kilku do$wiadczeniach przebadano tacznic 49 odmian chryzantem w celu
okreslenia ich zdolnosci do regeneracji pgdow przybyszowych in vivo z sadzonek
lisciowych (Jerzy i Stepczynska. 1980; Zalewska, 1985; Jerzy i Zalewska, 1987).
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Tylko 20 z testowanych odmian wykazalo spontaniczng regeneracj¢ pgdow przy-
byszowych z ukorzenionych sadzonek lisciowych. Wynika z tego, ze zdoInos¢ do
restytucji z sadzonek lisciowych jest w warunkach in vivo uwarunkowana geno-
typowo.

Wykorzystanie lisci, jako obiektow stuzacych do napromienienia i indukowa-
nia w ten sposob mutacji u wszystkich odmian chryzantem, stalo si¢ mozliwe do-
piero po wprowadzeniu techniki in vitro. Technika ta, zdaniem Roesta 1 Bokel-
manna (1975), daje gwarancj¢ uzyskiwania form ztozonych z tkanek genetycznie
jednorodnych. Broertjes iinni (1976) poddali dziataniu promieni X w dawkach
400 - 1200 radow wegetatywne fragmenty roélin odmiany 'Bravo’, takie jak po-
jedyncze kwiaty, odcinki osi kwiatostanowej i ogonk6w lisciowych oraz male list-
ki. Najwiecej mutantow uzyskano stosujac eksplantaty napromienione dawkami w
zakresie 800 - 1000 radow. Poza jedna rosling wszystkie mutanty okazaly si¢ or-
ganizmami jednorodnymi genetycznie. Okazalo si¢ pdzniej, ze indukowanie muta-
cji in vitro bardzo istotnie poszerza zakres zmienno$ci genetycznej u chryzantem.
Wyrazem tego moze by¢ 21 mutacji barwy kwiatostanu, uzyskanych w wyniku
dzialania promieniowania X i gamma w dawce 15 Gy na eksplantaty lisciowe od-
miany 'Richmond' (Jerzy i in., 1993). Wszystkie uzyskane zmiany powtarzaly si¢
wiernie przy wegetatywnym rozmnozeniu w trzech kolejnych pokoleniach muta-
cyjnych.

Odrebnym zagadnieniem pozostaje utrzymanie trwalo$ci nowo wytworzo-
nych odmian, wykluczajace mozliwos¢ pojawienia si¢ zmiennosci w potomstwie
roslin rozmnozonych wegetatywnie. Ponowne uzycie lisci jako eksplantatow wyj-
sciowych sluzacych do mikrorozmnazania roslin nalezy wéwczas wykluczyc.
Gwarancj¢ powtarzalnosci wszystkich cech daja jedynie eksplantaty zawierajace
merystemy, badZz same merystemy wyizolowane z wierzchotkéw pedéw lub pa-
kéw bocznych. Przy rozmnazaniu wegetatywnym in vivo taka samg gwarancjg
daja sadzonki pedowe pozyskiwane z roélin matecznych chryzantem. Eksplantaty
liSciowe ex vitro nie nadaja sic zwlaszcza do rozmnazania mutantdw b¢dacych
chimerami peryklinalnymi, podobnie jak sadzonki lisciowe ex vivo. Jezeli bo-
wiem w tworzeniu si¢ pedu przybyszowego z liscia uczestniczy na poczatku tylko
jedna komoérka, to nie moze ona odtworzy¢ charakteru chimery peryklinalnej,
zbudowanej przynajmniej z dwoch genetycznie niejednorodnych warstw tkanek.
To, ze chimery nie s3 stabilne w kulturach in vitro stwicrdzili wczesniej Bush
i inni (1976). Odmiana 'Indianapolis’ bgdaca prawdopodobnie wiasnie chimera
peryklinalng zostata przetestowana w kulturach in vitro przy zastosowaniu odcin-
kow kwiatoéw jezyczkowatych, epidermy oraz wierzchotkow pedéw. Okazalo sig,
ze znacznie wiecej nietypowych morfologicznie form zaobserwowano u roslin zre-
generowanych z kwiatow jezyczkowatych, niz z wierzchotkdéw wzrostu pedow.

Zdaniem Roesta i Bokelmanna (1975), w celu otrzymania w szybkim czasie
duzej liczby pedow przybyszowych w kulturach in vitro, zalecana jest regeneracja
z osi kwiatostanowe;j.

Badacze holenderscy (Broertjes i in., 1976) stwierdzili, ze wyzsze dawki
promieniowania X ograniczaja nie tylko regeneracje pedow przybyszowych z li-
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ci, ale takze z osi kwiatostanowej. Liczba tworzacych si¢ pedoéw przybyszowych
maleje u odmiany 'Bravo' w miar¢ zwigkszania dawki promieniowania do 12 Gy,
poczawszy od 4 Gy. Oczywiscie nie bez znaczenia jest tutaj specyfika odmiano-
wa. Badania Broertjesa 1 Locka (1985 ) wykazaly , ze napromienienic dawka
5 - 8 Gy eksplantatéw odcigtych od osi kwiatostanowej odmian 'Accent’, 'Janan-
cy', 'Parliament’ i 'Regoltime’ spowodowato zmniejszenie liczby tworzacych si¢
pedow przybyszowych, a u odmiany 'Clinstar' zwigkszenie. Odmiana 'Super
White' regeneruje pedy przybyszowe tylko po napromienieniu. Natomiast odmia-
ny 'Refour' i 'Winter Westland' nie regeneruja pedéw przybyszowych ani przed,
ani po napromienieniu. Wedtug de Jonga i Custersa (1986) napromienienie frag-
mentdw osi kwiatostanowej odmiany 'Super White' prowadzi do radykalnego ob-
nizenia zdolnosci regeneracyjnej.

Zdaniem Barbier i Dulieu (1980) zmienno$¢ zwigksza takze faza kalusa.
Zostato to potwierdzone w badaniach de Jonga i Custersa (1986), ktérzy wyka-
zali ponadto, ze frekwencja mutacji jest zwigzana z dlugoscia trwania fazy kalusa.
Wedlug Jerzego i Lubomskiego (1989) mutacje somatyczne pojawiaja si¢ naj-
czedciej, gdy kultury kalusa utrzymywane sg zbyt dtugo i jego dziclenie i pasazo-
wanie przekracza 2 - 3 lata.

Malaure i inni (1991a) badajac zmiany somaklonalne u 16 odmian chryzan-
tem stwierdzili, ze regeneracja roélin z eksplantatéw pochodzacych z pojedyn-
czych kwiatoéw moze by¢ uzyteczna w otrzymaniu materiatu roslinnego o nowych
cechach genetycznych, obejmujacych m.in. barwe kwiatow.

Zdaniem wielu autoréw (Bush i in., 1976; Khalid i in., 1989) rosliny zre-
generowane z lisci, chociaz rozne, nie przedstawiaja jednak tego samego zakresu
zmienno$ci w barwach i ksztalcie kwiatostanow, jak rosliny zregenerowane z po-
jedynczych kwiatéw jezyczkowatych. Zakres zmiennosci somaklonalnej zalezy w
duzym stopniu od odmiany (Malaure i in., 1991a). W przypadku ograniczonego
zakresu zmian somaklonalnych efektywnym sposobem ich eliminacji moze by¢ fi-
zyczne usuwanie niezmutowanej warstwy komorek i dalsze prowadzenie kultury
tkankowej, celem zregenerowania trwatych mutantéw (Malaure i in., 1991b).

Bush i inni (1976) stwierdzili, ze barwa kwiatéw wynika z obecnosci 1 ilosci
barwnikéw w dwoch warstwach tkanek L, i L,, przy czym najwigkszy wplyw na
barwe maja antocyjany wystgpujace w warstwie L, oraz karotenoidy i flawony,
majdujace si¢ w obu warstwach L, i L,. Wyniki innych badan wykazaly, ze w
rezultacie regeneracji zachodzacej z warstwy L, tkanek kwiatéw jezyczkowatych
otrzymano wigksza liczb¢ zregenerowanych roslin (Malaure i in., 1991a), niz w
przypadku regeneracji z warstwy L,.

Najnowszym trendem we wspolczesnej hodowli jest traktowanie czynnikami
mutagennymi zawiesin komérkowych oraz transformacje genetyczne.

W przypadku roziuznienia wigzi komérkowej, jak ma to miejsce w kulturze
zawiesinowej, regeneracja nastgpuje z pojedynczych, luzno rozmieszczonych ko-
morek, badz matych agregatow komorkowych. Umozliwia ona uzyskanie wigkszej
liczby mutantéw, niz regeneracja z wigkszych agregatow komoérkowych, a zwlasz-
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cza z tkanek 1 organéw. W takim tez przypadku selekcja wewnatrzsomatyczna nie
zachodzi w ogdle lub odgrywa mala rol¢ (Jung-Heiliger, 1979b).

Huitema i inni  (1989) zastosowali w hodowli chryzantem kultury zawiesino-
we komorek uzyskanych z kalusa odmiany 'Parliament’. Mialy one by¢ wraz z
promieniowaniem X, uzytym w dawkach 15 1 20 Gy, oraz selekcja, narzedziem
do uzyskania mutantéw wczesnie kwithacych, tolerujacych wzglednie niska tem-
peratur¢ oraz przydatnych do zimowej uprawy szklarniowej. Rezultaty okazaly
si¢ na tyle obiecujace, ze badania sa kontynuowane.

Rademaker i de Jong (1990) stwierdzili, ze otrzymywanie transgenicznych
roslin chryzantem musi by¢ poprzedzone zbadaniem wplywu genotypu, typu eks-
plantatu 1 sktadu pozywki na regeneracje pedow przybyszowych. Wplyw tych
glownych, waznych czynnikdéw, decydujacych o mozliwosciach regeneracyjnych
roslin, przetestowano na 60 odmianach.

De Jong i inni (1990) zbadali mozliwos¢ przeniesienia informacji genetycznej
zawartej w plazmidach Agrobacterium tumefaciens do komoérek 11 odmian chry-
zantem 1 regeneracji z tych komorek przeksztatconych - transgenicznych roslin.
Okazalo sig, ze chryzantemy nalezg do roslin o stosunkowo duzej przydatnosei do
genetycznej transformacji. Wystepuje u nich jednak niekorzystna zalezno$¢ pole-
gajaca na tym, ze odmiany podatne na transformacje gorzej regeneruja pedy przy-
byszowe i odwrotnie, te, ktore z trudem transformuja, tworza pedy stosunkowo
fatwo. Lemieux i inni (1990) osiagngli zamierzony cel uzyskania transgenicznych
rodlin chryzantem za posrednictwem Agrobacterium tumefaciens po zastosowaniu
regeneracji pedoéw przybyszowych z odcinkéw osi kwiatostanowe;.



MATERIAL [ METODY

Badania zostaly przeprowadzone w latach 1987 - 1992. Wykonano je w Za-
ktadzie Roslin Ozdobnych Katedry Ogrodnictwa ATR w Bydgoszczy, w Labora-
torium Kultur Tkankowych SZO "Vitroflora" w Lochowie k/Bydgoszczy oraz w
Pracowni Embriologii i Nasiennictwa ITHAR w Bydgoszczy.

1. Indukowanie mutacji promieniowaniem X i gamma
1.1. Obiekt napromienienia

Do badan wybrano odmiang 'Red Nero', wyr6zniajaca si¢ duza zdolnoscia do
regeneracji pedéw przybyszowych na izolowanych lisciach, zaréwno in vivo jak i
in vitro. Jest to odmiana silnie rosnaca, drobnokwiatowa, o 9-tygodniowej reakcji
fotoperiodycznej. Tworzy kwiatostany pélpelne, ciemnoczerwone z zoltym
oczkiem kwiatéw rurkowatych. Lodygi ma grube, sztywne i obficie ulistnione.
Liscie sq diugie, waskie i elastyczne.

Obicktem napromienienia byly sadzonki lisciowe tej odmiany, pochodzace z
rodlin uprawianych in vivo oraz eksplantaty lisciowe, pochodzace z roslin upra-
wianych in vitro. Sadzonki lisciowe odrywano z roslin kwitnacych jesienia, ze
srodkowej czgsci todygi, migdzy 5 a 8 weztem, liczac od wierzchotka pedu.

Eksplantaty lisciowe pochodzily z roslin zregenerowanych uprzednio z wierz-
chotkéw wzrostu, pobranych z pegdéw roélin matecznych rosnacych w szklami.
Wierzchotki wzrostu umieszczono na pozywce Murashigea i Skooga (1962), uzu-
petnionej 2 mg L™ kwasu 3-indolilooctowego (IAA) oraz 0,6 mg L™ benzylo-
adeniny (BA). Pozywke zestalono 8 g L™ Bacto-agaru. Kwasowos¢ podtoza usta-
lono na poziomie pH 5,6. Wyrastajace pgdy namnazano na pozywce o tym sa-
mym skladzie, w kilku pasazach przeprowadzonych w odstgpach 4 - 5 tygod-
niowych. Zregenerowane pedy przenoszono nastgpnie na pozywke¢ ukorzeniajaca o
pH 5,6, zawierajacg 0,02 mg L' NAA. Po czterech tygodniach ukorzenione ros-
liny wytworzyly po 6 - 9 lisci. Regeneracjg roslin in vitro przeprowadzono w tem-
peraturze 24 + 2 °C, przy 16 godzinnym dniu i nat¢zeniu o$wietlenia 3000 Ix.

1.2. Napromienianie sadzonek i eksplantatéw lisciowych

Do napromieniania przeznaczono 3300 sadzonek lisciowych ex vivo 1 4400
eksplantatow lisciowych ex vitro. Powierzchnia blaszek lisciowych ex vitro wyno-
sita 0,8 - 1,6 cm® | a dlugosé ogonkow lisciowych 1 - 1,5 cm. Promieniowanie X
pochodzilo z aparatu THX-250 typu Medicor 0 parametrach 250 kV i 15 mA,
filtr 1 mm Cu, a promieniowanie gamma ze zrodia Co® typu Theratron 780.
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Obydwa rodzaje promienieniowania zastosowano w dawkach 5, 10, 15, 20 i
. 25 Gy. Moc kazdej pochlonictej dawki promieniowania X i gamma wynosita

odpowiednio 0,92 Gy min™ i 1,92 Gy min™'. Obydwa rodzaje promieniowania w
kazdej dawce zastosowano na 300 sadzonkach lisciowych i 400 eksplantatach lis-
ciowych. Liczba sadzonek i eksplantatow lisciowych nie napromienionych, stano-
wiacych kontrolg, byla identyczna. Sadzonki lisciowe ex vivo utozono tak, aby
napromienieniu ulegly przede wszystkim ogonki lisciowe. Eksplantaty lisciowe ex
vitro umieszczono w sterylnych slojach, w liczbie odpowiadajacej jednej kombi-
nacji doswiadczenia, i tak je napromieniono.

2. Regeneracja roSlin
2.1. In vivo

Po napromienianiu sadzonki liSciowe ukorzeniano w podlozu dwuwarstwo-
wym, zltozonym z ziemi kompostowej 1 umieszczonej na niej warstwy substratu
torfowego STK-2. Ukorzenianie przebiegalo w szklamni przy zastosowaniu do-
swietlania przedhuzajacego naturalny dzien do 16 godzin i nat¢zeniu o$wietlenia
5000 Ix. Srednie temperatury powietrza i podtoza wynosily odpowiednio 18 °C i
17 °C. Ukorzenianie sadzonek lisciowych trwalo 2 tygodnie.

Po 3 miesigcach od umieszczenia sadzonek lisciowych w podtozu i rozpocze-
cia ich ukorzeniania zaczgly si¢ pojawia¢ pierwsze paki i pedy przybyszowe, ktore
W miar¢ wyrastania i osiagania odpowiedniej dtugosci odcinano na sadzonki pe-
dowe. Sadzonki te ukorzeniano w podiozu torfowym STK-2. Ukorzenione sa-
dzonki pedowe sadzono nastgpnie na stotach w szklarni, w rozstawie 10 x 10 cm
w ziemi¢ kompostowa. Pobieranic sadzonek wytworzonych z pedoéw przyby-
szowych zakonczono 6 lipca. Scigto wowczas wierzchotki pedow diugosci 6 cm
wszystkim rozkrzewionym roslinom rosnacym na stotach, przeznaczajac je po-
nownie na sadzonki. Ukorzeniano je wszystkie w jednym terminie i posadzono na
migjsce stale w tunelu foliowym 25 lipca.

2.2. In vitro

Do regeneracji pedow przybyszowych z eksplantatow lisciowych wykorzy-
stano pozywke o takim samym skladzie, jak do inicjacji kultur z wierzchotkow
WZIOStu.

Po uptywie 6 tygodni, zregenerowane u nasady ogonkow eksplantatow liscio-
wych pedy przybyszowe przeniesiono na pozywke ukorzeniajaca z NAA w steze-
niu 0,02 mg L™ i pH 5,6. Ukorzenianie trwalo 3 tygodnie. Ukorzenione mikrosa-
dzonki przeniesiono nastgpnie do szklamni - mnozarki i posadzono na stotach. w
podiozu zlozonym z substratu torfowego STK-2 i perlitu (1:1). W czasic sadze’nia
przycigto nad trzecim wezlem mikrosadzonki wiotkie i nadmiernie wyrosniete.
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Trzy tygodnie pdzmiej - 6 lipca - przycieto wszystkie rozkrzewione rosliny raz
Jeszcze 1 ponownie ukorzeniono wierzcholki pedéw dhugoéci 6 cm, wytworzone
po wezesniejszym przycigeiu.'’ Ukorzenianie zakonczono 25 lipca.

Dane liczbowe odnoszace si¢ do regeneraciji roélin in vivo i in vitro, z sa-
dzonek i eksplantatow lisciowych poddanych dzialaniu promieniowania X i
gamma, przedstawiono w tabeli 1.

3. Obserwacje anatomiczne

Celem blizszego poznania zjawiska regeneracji chryzantem z sadzonek i eks-
plantatéw lisciowych, przeprowadzono obserwacje anatomiczne procesu tworze-
nia si¢ pedéw przybyszowych in vivo oraz in vitro, Objeto nimi izolowane liscie
nie napromienione zaraz po ich oderwaniu od lodyg.

Materiat do analiz stanowily ogonki umieszczonych w podlozu sadzonek lis-
ciowych ex vivo, pobierane do obserwacji co tydzien, przez 21 tygodni, oraz eks-
plantatéw lisSciowych ex vitro wytozonych na pozywke, pobieranych do obserwa-
¢ji codziennie, przez 23 dni. W kazdym terminie pobierano po 6 prob, z ktérych
kazda stanowita kilkumilimetrowa czgs$¢ ogonka, najblizsza jego nasadzie. Frag-
menty ogonkéw sadzonek lisciowych, pobrane w dniu ich sadzonkowania przed
ukorzenieniem, oraz fragmenty ogonkéw lisciowych, pobrane w dniu wylozenia
eksplantatéw lisciowych na pozywke, stanowily material kontrolny. Pobieranie
prob zakonczono, gdy pierwsze pedy przybyszowe zaczgly si¢ pojawia¢ na sa-
dzonkach i eksplantatach lisciowych.

Preparaty trwate wykonano standardowg metoda parafinowa, stosujac utrwa-
lacz wg Guinarda w skladzie: kwas octowy lodowaty, alkohol etylowy 96%, for-
malina i woda w stosunku 46 : 44 : 5 : 5 oraz barwienie hematoksyling zelazista
wg Heidenhaina, przy wykorzystaniu metody barwienia wg Darlingtona. Grubos¢
skrawkow wynosita 10 um. Preparaty analizowano za pomoca mikroskopu $wiet-
Inego Jenamed 2. Ogolem przebadano 276 ogonkow lisciowych.

' Sadzonki chryzantem wyprodukowane in vitro i przeznaczone bezposrednio do dal-
szej uprawy tworza pedy rozetowate, niezdolne do wytworzenia kwiatow. Trzeba je
najpierw przynajmniej dwa razy przyciac i rozkrzewi¢, a nowo wyroste pedy boczne
éciaé i ponownie ukorzenié. Dopiero z takich sadzonek wyrastaja rodliny zdolne do

kwitnienia.
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4. Selekcja roélin zmienionych w pokoleniu vM, i obserwacje mutantow
w pokoleniach vM, 1 vM,

Do dalszej uprawy roslin, poczawszy od 25 lipca, przeznaczono wysoki,
ogrzewany wegetacyjnie, tunel foliowy produkcji bulgarskiej. Podtoze stanowila
ziemia rodzima, wzbogacona torfem i nawozami mineralnymi. Sadzonki posa-
dzono w rozstawie 15 x 15 cm i uprawiano gatazkowo na jeden p¢d wielokwiato-
wy w naturalnych warunkach fotoperiodycznych. Do kwitnienia doprowadzono
tacznie z kontrolg 7788 roslin.

Obserwacje przeprowadzone w czasie trwania uprawy i kwitnienia roslin
pierwszego wegetatywnego pokolenia mutacyjnego (vM,) zmierzaly do wyodrgb-
nienia tzw. wariantdw, tj. ro$lin o zmienionych cechach morfologicznych i fenolo-
gicznych, wariancji odpowiadajacych cechom, ktore ulegly zmianie oraz okresle-
niu frekwencji wariantéw i wariancji. Frekwencj¢ wariantéw i wariancji okresla-
no w stosunku do liczby roslin doprowadzonych do kwitnienia. Pojecia - mutan-
ty 1 mutacje - wprowadzono dopiero w pokoleniu vM,, gdyz trudno orzekaé o ich
wystepowaniu bez sprawdzenia powtarzalnosci cech. Selekcji wariantow doko-
nano na podstawie oceny barwy kwiatostanéw (wg. katalogu RHSCC, Londyn,
1966); ksztattu, liczby, dlugosci i szerokosci kwiatow jezyczkowatych; liczby i
srednicy kwiatostanéw na pedzie; dtugosci pedéw i zmian w budowic morfolo-
gicznej lisci. Poniewaz diugo$¢ kwiatdw jezyczkowatych miala bezposredni
wplyw na $rednicg¢ kwiatostanow roslin, za wariancj¢ uznano tylko jedna z tych
zmienionych cech.

Notowano takze dat¢ petni kwitnienia ro$lin. Pelni¢ kwitnienia okreslat mo-
ment calkowitego rozwinig¢cia si¢ wigkszodci kwiatostanow na pedzie. Za catko-
wicie rozwinigty kwiatostan uznano taki, w ktorym zakonczylo si¢ rozkwitanie
kwiatow jezyczkowatych, jednoczesnie zewngtrzne okotki kwiatoéw rurkowatych
zmienialy barwe z zielonej na zdtta. Dlugosé pedow mierzono od podloza do naj-
wyzej potozonego kwiatostanu na pedzie. Pomiaru srednicy kwiatostanow i okres-
lenia liczby kwiatdéw jezyczkowatych w kwiatostanie dokonano na wszystkich
kwiatostanach na pedzie. Liczbe kwiatostanow na jednym pedzie ustalono liczac
wszystkie te, ktore weszly w stadium poczatku lub pelni kwitnienia. Poczatek
kwitnienia wyznaczal moment, w ktérym w rozwijajacym si¢ paku kwiatostano-
wym widoczny byl pierwszy wybarwiony kwiat jezyczkowaty. Z wszystkich
kwiatostanéw wybierano losowo 50 kwiatow jezyczkowatych w celu zmierzenia
ich dtugodci i szerokosci.

Drugie wegetatywne pokolenie mutacyjne vM, stanowily rogliny otrzymane z
rozmnozenia in vivo wyselekcjonowanych w pokoleniu vM; wariantéw. Kontrolg
stanowily ro$liny nie napromienione. Sadzonki pedowe dtugosci 6 cm pobierano z
roslin matecznych od stycznia do czerwca. Rozmnozone roéliny po ukorzenieniu
posadzono 25 lipca do szklarni w rozstawie 15 x 15 cm. Podlozem byla ziemia
kompostowa. Kazdy czynnik doswiadczenia reprezentowany byt przez 50 roslin.
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Przeprowadzono te same obserwacje i pomiary roslin, ktére mialy na celu
stwierdzenie, czy zmiany zaobserwowane rok wczesniej - w pokolentu vM, - oka-
73 sie¢ zmianami trwalymi, dziedziczonymi przy wegetatywnym rozmnozeniu
rolin pokolenia vM,. Pozwolily one na wyodrgbnienie z wariantéw mutantow, tj.
ro$lin powtarzajacych nowe cechy zaobserwowane w pokoleniu vM,. Srednie po-
miary dtugosci pgdow, liczby i érednicy kwiatostanéw oraz dhugosci 1 szerokosci
kwiatow jezyczkowatych u mutantéw odniesiono do srednich wartosci cech roslin
kontrolnych. Opracowanie statystyczne wynikow, w celu poréwnania cech mutan-
tow z rodlinami kontrolnymi za pomoca testOw parametrycznych, okazato sig¢ nie-
celowe, gdyz test Bartletta wykazal niejednorodno$¢ prob. Niejednorodnosé ta
wynikala z zasadniczych réznic w wartosci $rednich poréwnywanych prob, co
zostalo oznaczone gwiazdka (*) w tabelach 7 i 8.

Srednia date petni kwitnienia roslin obliczono metoda $rednich wazonych.
Obliczono frekwencj¢ mutantow i mutacji w stosunku do liczby roslin doprowa-
dzonych do kwitnienia.

Trzecie wegetatywne pokolenie mutacyjne vM, stanowity rogliny rozmnozone
z sadzonek pedowych pobranych bezposrednio z roslin matecznych uprawianych
w szklarni od jesieni ubieglego roku, w warunkach in vivo. Rozmnozone rosliny,
po ukorzenieniu, posadzono na miejsce state 25 lipca, w rozstawie 15 x 15 cm.
Mutanty reprezentowane byly przez 50 roslin. Rosliny uprawiano w szklarni, po-
dobnie jak w roku poprzednim, sposobem galazkowym. Przeprowadzono réw-
niez te same obserwacje i pomiary roslin.



WYNIKI

1. Proces tworzenia si¢ pedow przybyszowych in vivo

Pierwsze zmiany, w typowym dla ogonka lisciowego ukladzie tkanck, zaob-
serwowano na preparatach pochodzacych z trzeciego tygodnia po umieszczeniu
sadzonek lisciowych w podiozu i rozpoczgciu ukorzeniania. Zauwazono wowczas
tworzenie si¢ zarébwno tkanki kalusowej, jak i centréw merystematycznych, daja-
cych poczatek przysztym organom. Na przekrojach preparatow wykonanych w
tym okresie zaobserwowano, ze kalus powstawal wewnatrz wigzek przewodza-
cych, z komoérek floemu (rys. 1) i ksylemu (rys. 2). Podziaty komorek, wskazuja-
ce na tworzenie si¢ kalusa, zaobserwowane po raz pierwszy na preparatach wy-
konanych z ogonkow lisciowych po trzech tygodniach, trwaty nieprzerwanie przez
caly okres ukorzeniania sadzonek. W piatym tygodniu na przckrojach ogonkow
sadzonek liSciowych zauwazono tworzenie si¢ tkanki kalusowej takze z parenchy-
my mi¢dzywiazkowej (rys. 3).

Zapoczatkowaniem procesu odroznicowywania sig tkanek w ogonkach sadzo-
nek lisciowych bylo réwniez powstanie po uplywie trzech tygodni zgrupowan
drobnych, ciemno wybarwionych komoérek tworzacych pierwsze centra meryste-
matyczne, w liczbie 2 - 3, we wiazkach przewodzacych lub w ich poblizu. Centra
merystematyczne powstawaly z parenchymatycznych komoérek ksylemu (rys. 4), a
takze sporadycznie z floemu (rys. 5) i kambium (rys. 6). Na tym etapie badan mi-
kroskopowych mozna bylto zaobserwowac zawiazki przysztych organow - glownie
korzeni. W kilku przypadkach natrafiono takze na obraz histologiczny, sugerujacy
z duzym prawdopodobienstwem powstanie zawiazkéw pedow przybyszowych z u-
tworzonych centrow merystematycznych (rys. 7). Na preparatach czterotygod-
niowych zaobserwowano, ze centra merystematyczne tworzyly si¢ nie tylko z ko-
morek parenchymatycznych ksylemu, ale takze z parenchymy migdzywiazkowej
(rys. 8). Na preparatach pochodzacych z tego okresu widoczne byly pierwszc
uformowane zawiazki pgdow przybyszowych (rys. 9), a poczawszy od szostego
tygodnia od umieszczenia sadzonek lisciowych w poditozu, na preparatach mozna
bylto jednoznacznie odrézmi¢ pedy przybyszowe wyréznicowanc z tkanek stalych -
- parenchymatycznych, z widocznym merystemem wierzcholkowym i zawiazkami
lisci (rys. 10).

Na preparatach szesciotygodniowych zaobserwowano, ze réwniez tkanka ka-
lusowa moze roznicowaé si¢ i dawaé poczatek pedom przybyszowym i korze-
niom. Na preparatach pochodzacych z ogonkéw sadzonek lisciowych, pobiera-
nych poczawszy od pigtnastego tygodnia, obserwowano, ze organogeneza - w tym
kaulogeneza - zachodzily juz tylko za posrednictwem kalusa (rys. 11). W osiem-
nastym tygodniu obserwowano 5 -6 wyraznie uksztaltowanych zawigzkow
orzyszlych organdw, w tym co najwyzej dwa pedy przybyszowe. Powstaly one
glownie z komorek lezacych w srodkowej czgsci wytworzonego kalusa.
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Zaobserwowano, ze w bliskiej odlegiosci w tkance kalusowej moze tworzy¢é sie
kilka zawiazkéw pedow (rys. 12). Nasilenie tworzenia si¢ pgdow przybyszowych
obserwowano na preparatach pochodzacych dopiero z dziewigtnastego i dalszych
tygodni. Na przekrojach ogonkéw sadzonek lisciowych widoczne byly w tym
okresie rézne stadia rozwojowe, poczawszy od jeszcze malo zroznicowanych cen-
trow merystematycznych powstajacych w kalusie (rys. 13) do wyraznic uksztat-
towanych przysztych organdéw - gtownie pedow przybyszowych w liczbie 3 - 4.
Na preparatach dwudziesto- 1 dwudziestojednotygodniowych widoczne byly wy-
roznicowane zawiazki pedéw przybyszowych z wyraznie uformowanymi mery-
stemami wierzchotkowymi i zawigzkami lisci, przerastajace komorki kalusowe i
wydostajace sie na zewnatrz (rys. 14).

2. Proces tworzenia si¢ pedow przybyszowych in vitro

Pierwsze zmiany histologiczne zaobserwowano na preparatach wykonanych z
cksplantatow szesciodniowych; byly to zarébwno poczatkowe, jak 1 bardziej za-
awansowane stadia tworzenia si¢ tkanki kalusowej (rys. 15). Roézne stadia two-
rzenia si¢ kalusa obserwowano takze w eksplantatach lisciowych pobranych poz-
niej, gdyz zapoczatkowany w szostym dniu proces tworzenia si¢ tej tkanki trwat
nieprzerwanie do konca obserwacji. Kalus réznicowat si¢ z komorek parenchymy
ogonka cksplantatu lisciowego, w tym tez z komorek subepidermalnych lezacych
bezposrednio pod skoérka (rys. 16). W przypadku odréznicowywania si¢ i podzia-
tow komorek subepidermalnych skorka byla rozrywana i kalus wydostawat si¢ na
zewnatrz. Zaobserwowano to na preparatach pochodzacych z matcriatu osiemnas-
todniowego 1 pobieranego pozniej (rys. 17). Kalus formowal si¢ w réznych micj-
scach ogonka eksplantatu lisciowego. Poczatkowo obserwowano tworzenie si¢ ka-
lusa przede wszystkim w gomej czgsci, po bokach lub w dalszej czgéci ogonka
cksplantatu lisciowego, pdzniej natomiast - w $rodkowej jego czesci (rys. 18
119).

Na kilku preparatach zaobserwowano zmiany w warstwic epidermalnej.
Pierwsze z nich, ktérymi byly podzialy komorek skérki, zauwazono na przekro-
jach eksplantatéw lisciowych szesciodniowych (rys. 20). Dzielaca si¢ cpiderme
zaobserwowano rowniez w trakcie obserwacji preparatéw wykonanych z ogon-
kéw pochodzacych z eksplantatéw lisciowych pobranych do badan pdzniej, po
21 dniach od wylozenia ich na pozywke¢ (rys. 21). Ponadto w eksplantacie szes-
nastodniowym zaobserwowano powigkszanie si¢ komérek epidermy, co bylo
pierwszym objawem ich odréznicowywania si¢ (rys. 22). Zaobserwowane odroz-
nicowywanie si¢ i podzialy komdrek epidermy mogg sugerowa¢ mozliwos¢ bez-
posredniej organogenezy lub tworzenia kalusa z komorek skérki. Na zadnym jed-
nak preparacie nie zauwazono dalszych, bardziej zaawansowanych etapow two-
rzenia si¢ wigkszych grup komorek czy struktur z dzielacej si¢ skorki.

Na preparatach pochodzacych z materiatu pobranego jedenastcgo dnia zaob-
serwowano podzialy komorek subepidermalnych parenchymy. Byla to najwczes-
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Zastosowanie promieniowania gamma na sadzonki lisciowe ex vivo dwukrot-
nie zwigkszylo frekwencje wariancji i mutacji w poréwnaniu z promieniowa-
niem X. Natomiast frekwencja wariantow i mutantéw byla wyzsza u tych roslin
kwitnacych, ktore uzyskano z sadzonek lisciowych poddanych dziataniu promie-
niowania X. Gdy obiektem napromienienia byly eksplantaty lisciowe ex vitro we
wszystkich przypadkach lepsze rezultaty zaobserwowano, gdy zastosowano pro-
mieniowanie gamma. Frekwencja wariantéw i mutantéw uzyskanych u roslin
kwitnacych, zregenerowanych z eksplantatow lisciowych ex vitro poddanych dzia-
laniu promieniowania gamma, byla az 0 5 % wyzsza niz u tych, ktére zregenero-
wano z eksplantatéw poddanych dziataniu promieniowania X. Jednak wzrost frek-
wencji wariancji i mutacji pod wplywem promieniowania gamma nie byt az tak
znaczny, jak u roslin zregenerowanych ex vivo.

Frekwencja wariantow i wariancji oraz mutantoéw i mutacji u roslin zregene-
rowanych z sadzonek i eksplantatow lisciowych, traktowanych promieniowaniem
pochodzacym z obu zastosowanych zrodet, uzalezniona byla od dawki napromie-
nienia i rosta wraz z jej zwigkszaniem (tab. 4). Wyjatek stanowila jedynie frek-
wencja mutacji, gdy obiektem napromienienia byly sadzonki lisciowe ex vivo,
poddane dzialaniu promieniowania gamma w dawce 10 Gy.

Najwyzsza frekwencje wariantéw i wariancji, a takze mutantéow i mutaciji,
zaobserwowano u roslin zregenerowanych technika in vitro z eksplantatéw lis-
ciowych, poddanych dziataniu promieniowania gamma w dawce 20 Gy.

U roélin kwitnacych, zregenerowanych z napromienionych eksplantatow lis-
ciowych ex vitro, przy zastosowaniu najnizszej dawki promieniowania X, nie
ujawnily si¢ zadne zmiany. Natomiast przy dawce 25 Gy promicniowania X i
gamma nie zaobserwowano w ogole regeneracji roélin z eksplantatéw lisciowych.

4. Warianty 1 wariancje w pokoleniu vM,

Ogotem, w wyniku dziatania promieniowania X i gamma na sadzonki liscio-
we ex vivo i eksplantaty lisciowe ex vitro, uzyskano 355 wariantow. Warianty zo-
staly zestawione w ujeciu liczbowym, a wariancjc w opisowym (tab. 5). Ze
wszystkich wyodrebnionych w pokoleniu vM, wariantéw utworzono 30 grup, z
ktorych kazda obejmowata warianty o identycznych wariancjach. Warianty te zo-
staly oznaczone w tabeli 5 kolejnymi cyframi arabskimi. Srednie wartosci wy-
miernych cech zmienionych odniesiono do $rednich wartosci cech roslin nie na-
promienionych przedstawionych w tabeli 6. Kazdy wariant charakteryzowal si¢
jedng lub kilkoma, maksymalnie pi¢cioma, zmienionymi cechami. Wariancje za-
obserwowane w pierwszym wegetatywnym pokoleniu roglin zregenerowanych z
napromienianych sadzonek i eksplantatow lisciowych dotyczyly barwy 1 innych
cech kwiatostanow (rys. 27-30), diugosci pedu, a takze zmian w budowie morfo-
logicznej lisci (rys. 31-34).
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Tabela 5
Table 5

Zestawienie wariantow i wariancji oraz mutantéw i mutacji odmiany 'Red Nero'
zaobserwowanych w pokoleniach vM, i vM,

List of variants and variances as well as mutants and mutations of cultivar 'Red Nero'
observed in vM, and vM, generations

Obiekt | Rodzaj { Dawka | Liczba | Warian- Wariancje Mutan- | Mutacje”
napro- | promie- | napro- ] warian- ty (cechy zmicnione ty
mie- | niowa- |mienie-| tow (nr) wVvM)) (ur)
nienia nia nia
Irradia- § Kind of JIrradia- | Number } Variants Variances Mu- Muta-
tion | irradia- | tion of (No.) [(features changed in vM,)} tants | tions
object tion dose [variants (No.)
(Gy)
1 2 3 4 5 6 7
X 5 0 Kwiaty jezyczkowate jas- I
10 0 nozolte (14AY, 10A%)
15 0 Bright yellow ligulate
20 0 florets (14AY, 10AY)
€X Vivo 25 0
Mniejsza liczba kwiatow -
gamma 150 8 jezyczkowatych (36,5)
15 0 Smaller number of ligula-
20 1 te florets (36,5)
25 0 Kwiaty jezyczkowate zwi- -
X 5 0 nigte w rurki
10 0 Ligulate florets scrolled
15 0 into tubes
20 0
ex vitro 25 0
gamma 5 0
10 0
15 0
20 0
25 0

" Barwa kwiatow jezyczkowatych od ich strony wewngtrznej
The colour of ligulate florets from their inside

¥ Barwa kwiatow jezyczkowatych od ich strony zewnglrznej
The colour of ligulate florets from their outside

3 Cecha powtérzona (+) lub nie powtorzona (-) w pokoleniu vM,
Traits repeated (+) or not repeated (-) in vM, generation
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c.d. Tabeli 5

6

€x vivo

10
15
20
25

gamma

10
15
20
25

ex vitro

10
15
20
25

gamma

10
15
20
25

Kwiaty jezyczkowate jas-
nozotte (14A, 10A)

Bright yellow ligulate
florets (14A, 10A)

Kwiaty jezyczkowate zwi-
nigte w rozplaszczone na
koncu rurki

Ligulate florets scrolled
into tubes with flat ends

€X VIVD

10
15
20
25

gamma

10
15
20
25

ex vitro

10
15
20
25

gamma

10
15
20
25

COoOoQCQIecocoIMuN~—~—|looooco|lococoocooolocoococo|lo-—~ocolococools

Kwiaty jezyczkowate

Jasnozodlte (14A, 10A)
Bright yellow ligulate
florets

Kwiaty jgzyczkowate zwi-
nigte w rurki (rys. 27)
Ligulate florets scrolled
mto tubes (Fig. 27)
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6

ex vVivo

10
15
20
25

gamma

10
15
20
25

ex vitro

10
15
20
25

gamma

10
15
20
25

(20A, 8B)
Yellow ligulate florets
(20A, 8B)

Mniejsza liczba kwiatow
jezyczkowatych (29,8)

Smaller number of ligula-
te florets (29,8)

Mniejsza liczba kwiatos-
tanéw na pedzie (5,1)
Smaller number of inflo-
rescences on the shoot

5.1

Kwiaty jezyczkowate 26lte

ex vivo

10
15
20
25

gamma

10
15
20
25

ex vitro

10
15
20
25

gamma

10
15
20
25

CWw=hrwnwlONMN =0 Ol~rNOocOoOlwNNNNLloco—~0 wu CO—O OO0 OC]|CWu—0Olsa

Kwiaty jezyczkowate po-
maranczowe (26A, 12A)

Orange ligulate florets
(26A, 12A)
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c.d. Tabeli 5
1 2 3 4 6 7 8
5 0 Kwiaty jezyczkowate po- § IV +
10 0 maranczowe (26A, 124A)
15 2 Orange ligulate florets
20 2 (26A, 124)
ex vivo 25 5 Ko . A .
wiat; czkowate -
gamma 5 0 ostroyzjaizgﬂczone
10 0 . .
15 0 Ligulate florets with
20 0 sharp ends
25 0 Zmiany w budowie mor- +
X 5 0 fologicznej lisct (rys.32)
10 0 Changes in morphologi-
15 0 cal structure of leaves
- 20 0 (Fig. 32)
ex vitro 25 0
gamma 5 0
10 0
15 0
20 0
25 0
X 5 0 7 Kwiaty jezyczkowate 261- v +
10 0 topomaranczowe (28A,
15 0 10B)
20 0 Yellow orange ligulate
€x Vivo 25 0 florets (28A, 10B)
gammaf 5 0 Mniejsza liczba kwiatow +
10 0 Jezyczkowatych (34,4)
15 0 Smaller number of ligula-
20 0 te florets (34,4)
25 0
X 5 0 Kvyiaty J¢zyczkowate zwi- -
10 0 niete w rurki
15 0 Ligulate florets scrolled
20 0 into tubes
ex vitro 25 0 . .
Mniejsza liczba kwiatos- +
gamma f 5 0 tan6w na pedzie (S,5)
10 ! Smaller number of inflo-
15 0 rescences on the shoot
20 3 (5,5)
25 0
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1 2 3 4 6
5 0 Kwiaty jezyczkowate po-
10 0 marafnczowoczerwone
15 0 (32A, 16A)
20 0 Orange red ligulate florets
X vivo 25 0 (32A,16A)
gamima 5 0 Wieksza liczba kwiatow -
10 0 jezyczkowatych (73,2)
15 0 Greater number of ligula-
20 0 te florets (73,2)
25 0
X 5 0 Wieksza $rednica kwiato- -
10 0 stanow (6,7 cm) - kwia-
15 0 ty jezyczkowate diuzsze
20 0 (2,8 cm) .
ex vitro 25 0 Greater diameter of inflo-
rescences (6,7 cm) - lon-
gamma 5 0 ger ligulate florets
10 0
15 6
20 0
25 0
X 5 3 Kwiaty jezyczkowate po- +
10 0 maranczowoczerwone
15 0 (324, 16A)
20 8 Orange red ligulate florets
ex vivo 25 0 (32A, 16A)
gamma 5 0 Mniejsza liczba kwiatéw +
10 1 jezyczkowatych (38,0).
15 0 Smaller number of ligula-
20 1 ie florets (38,0)
25 3
X 5 0 Wigksza srednica kwia- -
tostandow (6,6 cm) -
10 0 Kwiaty i Jkowat
15 0 wiaty jezyczkowate
20 0 dhuzsze (3,0 cm)
. Greater diameter of inflo-
ex vitro 25 0 rescences (6,6 cm) - lon-
gamma 5 1 ger ligulate florets
10 2 (3,0 cm)
15 0
20 1
25 0
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c.d. Tabeli 5
1 2 3 4 5 6 8
X 5 0 10 [Kwiaty jezyczkowate po- | VI +
10 0 maranczowoczerwone
15 0 (32A, 16A)
€x vivo 20 0 Orange red ligulate florets
25 2 (32A, 16A)
Mniejsza §rednica kwiato- +
standéw (3,1 cm) - kwiaty
jezyczkowate krotsze
gamma | 0 (1,1 cm) :
10 0 Smaller diameter of inflo-
15 0 rescences (3,1 cm) -
20 0 shorter ligulate florets
25 0 (1,1 cm)
Wigksza liczba kwiatosta- +
now na pedzie (16,2)
X 5 0 Greater number of inflo-
10 0 rescences on the shoot
15 0 (16,2)
20 0 Krotsze pedy roslin +
, 25 0 (45,6 cm)
ex vitro Shorter plant shoots
gamma 5 0 (45,6 cm)
10 0 Zmiany w budowie mor- +
15 0 fologicznej lisci (rys.33)
20 0 Changes in morphologi-
25 0 cal structure of leaves
(Fig.33)
X 5 0 11 Kwiaty jezyczkowate po- +
10 8 maranczowoczerwone
15 7 (32A, 16A)
20 9 Orange red ligulate florets
eX Vivo 25 1 (32A, 16A)
gamma 5 1 Mniejsza srednica kwiato- +
10 1 stanéw (3,8 cm) - kwiaty
15 5 Jjezyczkowate krotsze *
20 5 (1,6 cm); (rys. 28)
25 0 Smaller diameter of inflo-
X 5 0 rescences (3,8 cm) -
10 0 shorter ligulate florets
15 0 (1,6 cm), (Fig. 28)
20 0 .
ex vitro 25 0 Wigksza liczba kwiatosta- +
nudw na pedzie (17,5).
gamma 5 0 Greater number of inflo-
10 9 rescences on the shoot
15 0 (17,5)
20 0
25 0
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1 2 3 4 5 6
X 5 0 12 jKwiaty jezyczkowate po- +
10 2 maranczowoczerwone
15 1 (324, 16A)
20 2 Orange red ligulate florets
exX Vivo 25 0 (32A, 16A)
gamma 5 0 Wigksza liczba kwiatow -
10 0 jezyczkowatych (112,2)
15 0 Greater number of ligula-
20 0 te florets (112,2)
25 0
X 5 0 Mniejsza srednica kwiato- -
10 0 sta_n()w (4,2 cm) - kwia-
15 0 ty jgzyczkowate krotsze
20 0 (1,7 cm) .
ex vitro 25 0 Smaller diameter of inflo-
rescences (4,2 cm) -
gamma 5 0 - shorter ligulate florets
10 0 (1,7 cm)
15 0
20 0
25 0
X 5 17 13 |Kwiaty j¢zyczkowate po- +
10 8 maranczowoczerwone :
15 20 (32A, 16A)
20 14 Orange red ligulate florets
exX vivo 25 4 (32A, 16A)
gamma 5 0 Wieksza liczba kwiatow +
10 0 jezyezkowatych (97,3),
15 1 (rys. 29).
20 6 Greater number of ligula-
25 2 te florets (97,3),
X S 0 (Fig. 29).
10 2
15 2
20 0
ex vitro 25 0
gamma 5 2
10 5
15 1
20 1
25 0
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1 2 |3 4 5 6 8
X 5 0 14  JKwiaty jgzyczkowate po- +
10 0 maranczowoczerwone
15 0 (32A, 16A)
20 0 Orange red ligulate florets
ex vivo 25 0 (324, 16A)
gamma 5 0 Wigksza liczba kwiatow -
10 0 jezyczkowatych (91,0)
15 0 Greater number of ligula-
20 0 te florets (91,0)
25 1
X S 0 Kwiaty jezyczkowate zwi- -
10 0 plete w rurki
15 0 Ligulate florets scrolled
20 0 into tubes
ex vitro 25 0
gamma 5 0
10 0
15 0
20 0
25 0
X 5 0 15 JKwiaty jezyczkowate po- +
10 0 Maranczowoczerwone
15 0 (324, 16A)
20 0 Orange red ligulate florets
ex vivo 25 0 (32A, 16A)
gamma 5 0 Wigksza liczba kwiatéw -
10 0 Jezyczkowatych (74,0)
15 0 Greater number of ligula-
20 0 te florets (74,0)
25 0
X 5 0 Czgsc kwiatow jezyczko- -
10 0 watych w kwiatostanie
15 0 réznorodnie lecz charak-
20 0 terystycznie powcina-
ex vitro 25 0 nych
Inflorescences ligulate
gamma 3 1 florets variously but cha-
iS (3) racteristically cut in
20 1
25 0
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c.d. Tabeli 5
1 2 3 4 5 6
X 5 0 16  |Kwiaty jgzyczkowate po- +
10 0 MAaranczowoczerwone
15 0 (32A, 16A)
20 0 Orange red ligulate florets
€X Vivo 25 0 (32A, 16A)
gamma 5 0 Mniejsza liczba kwiatow -
10 3 Jgzyczkowatych (36,0)
15 0 Smaller number of ligula-
20 0 te florets (36,0)
25 0
X 5 0 Kwiaty jgzyczkowate zwi- -
10 0 nigte w rozplaszczone na
15 0 koncu rurki
20 0 Ligulate florets scrolled
ex vilro 25 0 into tubes with flat ends
gamma 5 0
10 0
15 0
20 0
25 0
X 5 0 17  }Kwiaty jezyczkowate po- +
10 0 maranczowoczerwone
15 2 (32A, 16A)
20 1 Orange red ligulate florets
ex vivo 25 1 (32A, 16A)
gamma 5 0 Mniejsza liczba kwiatow -
10 0 jezyczkowatych (33,3)
15 0 Smaller number of ligula-
20 0 te florets (33,3)
25 0 o A
X S 0 K»ylaty quycz_kowate Zwi- -
10 0 mqte w rurki
15 0 Ligulate florets scrolled
20 0 into tubes
ex vitro 25 0
gamma 5 0
10 0
15 0
20 0
0
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1 2 3 4 5 6 7
5 0 18 ]Kwiaty jezyczkowate po- VI +
10 2 maranczowoczerworne
15 1 (32A, 16A)
20 3 Orange red ligulate florets
€X Vivo 25 3 (32A, 16A)
gamma 5 0 Mniejsza liczba kwiatow -
10 0 jezyczkowatych (32,0)
15 0 Smaller number of ligula-
20 0 te florets (32,0)
25 0
X 5 0
10 0
15 0
20 5
ex vitro 25 0
gamma 5 0
10 0
15 0
20 0
25 0
X 5 0 19 JKwiaty j¢zyczkowate po- VI +
10 0 mMaranczowoczerwone
15 0 (32A, 16A)
20 0 Orange red ligulate florets
eX Vivo 25 0 (32A, 16A)
gamma 5 0 Kwiaty jezyczkowate zwi- -
10 0 nig¢te w rozplaszczone na
15 0 koncu rurki (rys. 30)
20 0 Ligulate florets scrolled
25 2 into tubes with flat ends
10 0
15 0
20 0
ex vitro 25 0
gamma 5 0
10 0
15 0
20 0
25 0
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25

c.d. Tabeli 5
1 2 3 4 5 6 7 8
X 5 0 20 JKwiaty jezyczkowate jas- X1 +
10 0 noczerwone (44A, 20A)
15 0 Bright red ligulate florets
20 0 (44A,20A)
25 0 Mniejsza liczba kwiatow +
€X Vivo jezyczkowatych (32,8)
gamma 1(5) 8 Smaller number of ligula-
15 0 te ﬂgrets (32,8)
20 0 Mniejsza $rednica kwiato- +
25 0 stanéw (4,2 cm) - kwiaty
Jjezyczkowate krotsze
X 5 0 {1,7 cm)
10 0 Smaller diameter of inflo-
15 0 rescences (4,2 cm) -
20 0 - shorter ligulate florets
ex vitro 25 0 (1,7 cm)
gamma 5 0 Mniejsza liczba kwiatos- +
10 4 tanéw na pedzie (5,9)
15 0 Smaller number of inflo-
20 1 rescences on the shoot
25 0 (5.9)
X 5 0 21 Kwiaty jezyczkowate bor- | XTI +
10 3 dowe (46A, 26B)
15 9 Crimson ligulate florets
20 4 (46A, 26B)
ex vivo 25 5
gamma 5 0
10 0
15 0
20 1
25 3
X 5 0
10 2
15 2
20 3
ex vitro 25 0
gamma 5 6
10 6
15 3
20 S
0
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c.d. Tabeli 5
1 2 3 4 5 6 7
X 5 0 22 [Kwiaty jezyczkowate bor- | X1 +
10 0 dowe (46A, 26B)
15 0 Crimson ligulate florets
20 Y (46A, 26B)
€x Vivo 25 0
A 5 0 Wigksza liczba kwiatow -
8 1o 0 jezyczkowatych (86,0)
15 0 Greater number of ligula-
20 0 te florets (86,0)
25 0 Mniejsza srednica kwiato- -
X 5 0 stanow (4,0 cm) - kwiaty
10 0 jgzyczkowate krotsze
15 0 (1,5 cm)
. 20 0 Smaller diameter of inflo-
ex vitro 25 0 rescences (4,0 cm) -
gamma 5 0 shorter ligulate florets
10 1 (1,5 cm)
15 0
20 0
25 0
X 5 0 23 Kwiaty jezyczkowate bor- |  XII +
10 ] dowe (46A, 26B)
15 0 Crimson ligulate florets
20 0 (46A, 26B)
ex vivo 25 0
gamma 5 0 Wieksza liczba kwiatow -
10 0 Jezyczkowatych (78,0)
15 0 Greater number of ligula-
20 0 te florets (78,0)
25 0
Szersze kwiaty jezyczko- -
X 5 0 wate (0,9 cm)
:(5) 3 Wider ligulate florets
20 0 (0,9 cm)
ex vitro 25 0
gamma 5 0
10 0
15 0
20 0
25 0
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c.d. Tabeli 5
I 2 3 4 5 6 7
5 0 24 |Kwiaty jezyczkowate bor- | XII
10 0 dowe (46A, 26B)
15 0 Crimson ligulate florets
20 0 (46A, 26B)
€X Vivo 25 0
pamma S 0 Wieksza liczba kwiatow -
10 0 Jgzyczkowatych (82,3)
15 0 Greater number of ligula-
20 0 te florets (82,3)
25 0
X 5 0
10 0
15 0
20 0
€x vitro 25 0
gamma 5 0
10 0
15 0
20 4
25 0 _
X 5 0 25 |Kwiaty jezyczkowate bor- | XII +
10 0 dowe (464, 26B)
15 0 Crimson ligulate florets
20 0 (46A, 26B)
€X Vivo 25 0
Mniejsza srednica kwiato- -
gamma 15 8 standw (4,7 cm) - kwiaty
1(5) 0 jezyczkowate krotsze
20 0 (1,8 cm)' .
25 0 Smaller diameter of inflo-
rescences (4,7 cm) -
X 5 0 shorter ligulate florets
10 0 (1,8 cm)
15 i
20 0 Kwiaty jezyczkowate os- -
ex vitro 25 0 tro zakoficzone
gamma 5 0 Ligulate florets with
10 o sharp ends
15 0
20 0
0
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c.d. Tabeli 5
| 2 3 4 5 6 7
X 5 0 26 [Kwiaty jezyczkowate bor- | XTI +
10 0 dowe (46A, 26B)
15 1 Crimson ligulate florets
20 0 (46A, 26B)
ex vivo 25 0
gammuma 1(5) 8 Mniejsza $rednica kwif'it()-
15 0 stanow (4,5 cm) - kwiaty
20 0 jezyczkowate krotsze
25 0 (1,7 cm)
Smaller diameter of inflo-
X 5 0 rescences (4,5 cm) -
10 1 - shorter ligulate florets
15 0 (1,7 cm)
20 0
ex vitro 25 0
gamma 5 0
10 1
15 0
20 1
25 0
X 5 0 27  }Kwiaty jgzyczkowate bor- | XII +
10 0 dowe (46A, 26B)
15 0 Crnimson ligulate florets
20 0 (46A, 26B)
ex vivo 25 1
gamma 5 0 Mniejsza liczba kwiatow -
10 0 Jj¢zyczkowatych (28,6)
15 0 Smaller number of ligula-
20 0 te florets (28,6)
25 0
Szersze kwiaty jezyczko- -
X 5 0 wate (0,8 cm)
}(5) 8 Wider ligulate florets
20 0 (0.8 em)
ex vitro 25 0
gamma 5 0
10 0
15 0
20 1
0
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6

ex Vivo

10
15
20
25

gamma

10
15
20
25

ex vitro

10
15
20
25

gamma

10
15
20
25

28

Kwiaty jezyczkowate bor-
dowe (46A, 26B)
Crimson ligulate florets
(46A, 26B)

Mniejsza liczba kwiatow
jezyczkowatych (37,0)

Smaller number of ligula-
te florets (37,0)

X1

eX Vivo

10
15
20
25

gamma

10
15
20
25

ex vitro

10
15
20
25

gamma

10
15
20
25

cnvocOoOOoloooocolcooeo O cooccocoljloocoocoo |0 O[O WDOO SO OOoOOls

29

Kwiaty jezyczkowate ma-
Iinowe (51A, 70A)

Raspberry ligulate florets
(51A, T0A)

Mniejsza liczba kwiatow

! jezyczkowatych (30,5)

Smaller number of ligula-
te florets (30,5)

X +
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1 2 3 4 5 6 7
X 5 0 30 ]Kwiaty jezyczkowate wis-{ XIV +
10 0 niowe (53A, 13B)
15 0 Cherry ligulate florets
20 0 (53A, 13B)
ex vivo 25 0 Mniejsza liczba kwiatow -
jezyczkowatych (27,8)
gamma 1(5) 8 Smaller number of ligula-
15 0 te florets (27,8)
20 0 Mniejsza $rednica kwiato- -
2% 0 stanéw (4,7 cm) - kwiaty
jezyczkowate krotsze
X 5 0 (1,7 cm)
10 0 Smaller diameter of inflo-
15 0 rescences (4,7 cm) -
) 20 0 - shorter ligulate florets
ex vitro 25 0 (1,7 cm)
gamma s 0 Zmiany w budowie mor- +
10 1 fologicznej lisci (rys. 34)
15 0 Changes in morphologi-
20 3 cal structure of leaves
25 0 (Fig. 34)

Srednie wartosci cech roslin kontrolnych w pokoleniu vM, przedstawiono w tabeli 6
Average values of control plants traits in vM, generation are presented in Table 6

Srednie wartosci cech mutantéw i roslin kontrolnych w pokoleniach vM, i vM przedstawiono w
tabelach 7 i 8 o

Average values of mutants and control plants traits in vM, and vM, generati i
T ags value ) ; generations are presented in
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Rys.31. Lis¢ odmiany 'Red Nero'
Fig.31. Leaf of cultivar 'Red Nero'

Rys.32. Li$¢ warianta nr 6
Fig.32. Leaf of variant No. 6



Rys.33. Lié¢ warianta nr 10
Fig.33. Leaf of variant No. 10

o

VN

Rys. 34. Li$¢ warianta nr 30.
Fig. 34, Leaf of variant No. 30
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Z ogolnej liczby 355 wariantow wyodrebnionych w pokoleniu vM, 279 sta-
nowilo rezultat indukowania zmian, niezaleznie od sposobu regeneracji roslin. Na-
tomiast 21 wariantéw zaobserwowano u roslin zregenerowanych in vivo, podda-
nych dziataniu promieniowania X. Byly to warianty oznaczone w tabeli 5 nume-
rami 6, 10, 12, 17 i 23. U roélin zregenerowanych z sadzonek lisciowych, podda-
nych dziataniu promieniowania gamma, wyodrebniono 23 warianty, ktorym od-
powiadaty numery 1, 2, 3, 14, 16, 191 28.

Na szczegdlng uwage zashuguja dwa warianty nr 10, zaobserwowane tylko u
rodlin zregenerowanych z sadzonek lisciowych ex vivo, poddanych dziataniu pro-
mieniowania X w dawce 25 Gy. Rosliny te oprocz barwy zmienionej z ciemno-
czerwonej na pomaranczowoczerwona mialy miniaturowe kwiatostany oraz staby
site wzrostu. Ponadto wyrdzniaty si¢ wigksza liczba kwiatostanow na pedzie oraz
odmiennymi li$émi.

Wariantem stanowigcym wylacznie efekt indukowania mutacji technika in
vitro z wykorzystaniem promieniowania X okazal si¢ wariant nr 25. Natomiast 31
wariantéw, oznaczonych numerami 7, 8, 15, 20, 22, 24, 29 i 30, wyodrgbniono
jedynie u roslin uzyskanych w rezultacie dzialania promieniowania gamma na
eksplantaty lisciowe. Niektore wyodrgbnione warianty byly charakterystyczne
takze dla jednej lub kilku okreslonych dawek promieniowania.

Ze wszystkich uzyskanych wariantéw az 248 powtorzyto wszystkie zmienio-
ne cechy roslin, na podstawie ktorych zostaty wyroznione. Byly to warianty nr 4,
5,10, 11, 13,20, 211 29.

U wszystkich wariantéw zaobserwowane zmiany dotyczyly zawsze barwy
kwiatéw jgzyczkowatych. Lacznie zaobserwowano 9 réznych wariancji barwy.
Ciemnoczerwona barwa kwiatostanu odmiany 'Red Nero' ulegla zmianie na jasno-
261ta, z0ita, pomaranczowa, zéttopomaranczowa, pomaranczowoczerwona, jasno-
czerwong, bordowa, malinowa i wiSniowa. We wszystkich przypadkach zmiana
barwy obje¢la cala powierzchnig kwiatostanu. U wigkszosci z nich odmienna bar-
wa powigzana byla z rdwnoczesna zmiang innych cech obejmujacych zmniejsze-
nie lub zwigkszenie liczby kwiatéw jezyczkowatych w kwiatostanie, $rednicy
kwiatostandw; zmiang ksztattu kwiatow jezyczkowatych na szersze, ostro za-
koriczone, powcinane, zwinigte w rurki nierozplaszczone, jak i rozplaszczone na
koncu; zmniejszenie lub zwigkszenie liczby kwiatostanow na pedzie, skrocenie
pedow roslin oraz zmiang w budowie morfologicznej lisci.

Niektore wariancje byty charakterystyczne dla sposobu regeneracji rolin jed-
nego z zastosowanych Zrédet promieniowania, badz tez dla okreslonej jego dawki.
Trzy warignqe wystepowaly tylko u rodlin zregenerowanych ex vivo: jasnozotta
barwa kwiatow jezyczkowatych, kwiaty jezyczkowate zwiniete w rozplaszczone
na koncu rurki oraz skrocone pedy roslin. Pierwsza z nich zaobserwowano u
roslin otrzymgnych ze zregenerowanych sadzonek lisciowych ex vivo, potrakto-
wanyck_x prqmnem'owaniem gamma we wszystkich zastosowanych dawkach. Kolej-
na wariancjg otrzymano takze w przypadku promieniowania gamma, lecz uzytego
W dawce od 10 do 25 Gy. Natomiast pedy krotsze od roslin nie napromienionych
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mialy tylko rosliny zregencrowane z sadzonck lisciowych, poddane dzialaniu pro-
mieniowania X w dawce 25 Gy.

Wariancjami stanowigcymi wylacznic efekt indukowania mutacji ex vitro
promieniami gamma okazaly si¢ zéttopomaranczowa, jasnoczerwona i wisniowa
barwa kwiatow jezyczkowatych - zaobscrwowane po zastosowaniu dawek 10
i 20 Gy. Natomiast malinowg barw¢ kwiatostanow wyodrgbniono po zastosowa-
nin dawki 20 Gy, a charakterystycznie powcinane kwiaty j¢zyczkowate po zasto-
sowaniu dawek 5, 10 1 20 Gy. Odmienng od roslin nic napromienionych budowg
morfologiczng lisci zaobserwowano zaréwno u roslin zregenerowanych in vivo
(warianty nr 6 1 10), jak 1 in vitro (warianty nr 30). W obu przypadkach wariancji
tej towarzyszyly rowniez inne zmienione cechy roslin.

Z wszystkich uzyskanych wariancji dotyczacych barwy kwiatostanéw tylko
dwie - pomaranczowa i bordowa - wystapily rowniez jako jedyne cechy wyodreb-
nionych wariantow. Tak wigc na 22 wariancje, zaobserwowane u wariantow zre-
generowanych ex vivo i ¢x vitro, 20 wariancji pojawilto si¢ z co najmniej jedna,
towarzyszaca barwie, inng zmieniong cecha,.
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5. Mutanty i mutacje w pokoleniu vM,

Nie wszystkie wariancje zaobserwowane w pierwszym wegetatywnym poko-
leniu mutacyjnym vM, powtorzyly si¢ w drugim wegetatywnym pokoleniu muta-
cyjnym vM,. Zaobserwowano takie przypadki, w kiérych wszystkie cechy zmie-
nione u okreslonego warianta dziedziczyly si¢ przy wegetatywnym rozmnazaniu w
pokoleniu vM, oraz takie, gdzie w drugim pokoleniu powtorzyta sig tylko jedna
cecha (tab. 5). Takie warianty, u kiérych chocby jedna z wariancji powtorzyla sig
w pokoleniu vM, , uznano za mutanty, a wariancje ujawnione powtornie w po-
koleniu vM, , uznano za mutacje. Mutanty oznaczono w tabeli 5 kolejnym i cy-
frami rzymskimi.

Wegetatywnie dziedziczyly si¢ takie cechy, jak barwa kwiatow jezyczkowa-
tych, mniejsza lub wigksza liczba kwiatostanoéw na pedzie, krotsze pedy roslin
oraz odmienna budowa morfologiczna lisci .

Zaobserwowane w pokoleniu vM, interesujace wariancje, widoczne tylko u
roélin zregenerowanych technika in vitro, polegajace na roznorodnym powcina-
niu kwiatow jezyczkowatych w kwiatostanie, a takze na zwinigciu ich w rurki,
nie powtorzyly si¢. Przy wegetatywnym rozmnazaniu roslin nie dziedziczyly si¢
takze takie zmienione cechy, jak wigksza érednica kwiatostanéw oraz szersze i
ostro zakoriczone kwiaty jezyczkowate. Wariancja dotyczaca zmniejszenia liczby
kwiatow jezyczkowatych w kwiatostanie powtorzyla si¢ w przypadku mutantow
nr 11, V, VII, XI i XIII, a nie powtorzyla si¢ u wariantow nr 1, 16, 17, 18, 27, 28
1 30. Natomiast wariancja polegajaca na zwigkszeniu liczby kwiatdw j¢zyczko-
watych powtorzyla si¢ jedynie w przypadku mutantéw nr X. Zmniejszona w wy-
niku napromienienia $rednica kwiatostanéw powtdrzyta si¢ u mutantéw nr VIII,
IX, XI, a nie powtorzyla si¢ u wariantow nr 12, 22, 25, 26 1 30. Na rycinach 35 -
- 38 przedstawiono mutanty nr III, VI, VIII i IX.

6. Charakterystyka wymiernych cech mutantoéw w pokoleniach vM, 1 vM,

Charakterystyke morfologiczna wraz z terminami kwitnienia mutantéw dru-
giego wegetatywnego pokolenia mutacyjnego, rozmnozonych in vivo, pochodza-
cych ze zregenerowanych w pokoleniu vM, roslin ex vivo i ex vitro, przedstawio-
no w tabeli 7. Ujeto tam tylko mutanty nr II, V, VII, VIII, IX, X, XI, XIII - tzn.
te, u ktorych chocby jedna z wymienionych cech roslin roznita si¢ zasadniczo od
odmiany ‘Red Nero'. Pominigto natomiast te, u ktérych zadna z wymiernych cech
nie roznita si¢ znaczaco od roélin nie napromienionych, lecz charakteryzowaly si¢
jedynie mutacja barwy kwiatostanu, czy tez zmiana zwigzana z budowa morfolo-
giczna lisci.

W drugim pokoleniu mutacyjnym zaobserwowano, ze rosliny mutantow nr 11
o kwiatostanach zoltych, rozmity si¢ od roslin kontrolnych pod wzgledem liczby
kwiatostanow na pedzie oraz liczby kwiatow jezyczkowatych w kwiatostanie.
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Liczba kwiatostanéw na pedzie byla srednio o 30,1% mniejsza, a liczba kwiatéw
jezyczkowatych ulegta zmniejszeniu o 38,8%.

U mutantéw nr V o zoltopomaranczowych kwiatach jezyczkowatych oprocz
wyraznego zmniejszenia liczby kwiatostanéw na pedzie, $rednio o 30,1%, zaob-
serwowano takze zmniejszona liczb¢ kwiatow jezyczkowatych, srednio o 38,8%.

Rosliny mutantéw nr VII o pomaranczowoczerwonych kwiatostanach mialy
mniejsza od roslin nie napromienionych liczbe kwiatdéw jezyczkowatych, srednio o
30,6%, zalezna od obiektu 1 dawki napromienicnia.

Najbardziej efektowne mutanty nr VIII, o pomaranczowoczerwonych kwia-
tostanach, najwyrazniej wyrdznialy si¢ wérdd pozostatych mutantéw charaktery-
Zujac si¢ wyraznym, bo az o 44,5% zredukowaniem dlugosci pedow, zwigksze-
niem o 31,0% liczby kwiatostanéw na pedzie, zmniejszeniem o 41,2% s$rednicy
kwiatostanoéw 1 zwigzanym z tym skroceniem o potowg dlugosct kwiatdw jezycz-
kowatych.

Podobnymi cechami, jednak przy zachowaniu wzrostu zblizonego do odmiany
wyjsciowej 'Red Nero', charakteryzowaly si¢ mutanty nr IX. Rosliny wyroznialy
si¢ stosunkowo wysoka liczba kwiatostandéw na pedzie, zwigkszona o 38,1% oraz
zmniejszong 0 35,3% $rednicg kwiatostandw zwiazang ze skrécona o 40,9% diu-
goscig kwiatéw jezyczkowatych.

Roéliny mutantow nr X, takze o pomaranczowoczerwonych kwiatostanach,
mialy zdecydowanie wigcej kwiatow jezyczkowatych w kwiatostanie. Ich liczba
ulegla zwickszeniu 0 90,1%. U roélin otrzymanych po zastosowaniu promieni
gamma w dawce 20 Gy, zregenerowanych ex vivo i ex vitro, liczba kwiatow j¢-
zyczkowatych zwigkszyla si¢ o ponad 100%.

Mutanty jasnoczerwone oznaczone w tabeli 5 numerem XI, wyrozniaty si¢
kilkoma jednoczesnie zmienionymi cechami roglin. Rogliny miaty mniej kwiatos-
tanow na pedzie - $rednio o 30,1%, mnigjsze kwiatostany - 0 29,4% oraz mniej
kwiatow jezyczkowatych - srednio o 30,8%.

Mutanty nr XIII o malinowych kwiatostanach, podobnie jak mutanty nr VIL
mialy mniejsza, liczbg kwiatow jezyczkowatych w kwiatostanie. W poréwnaniu z
roslinami nie napromienionymi liczba ich ulegta zmniejszeniu o 42,6%.

U prawie wszystkich zestawionych w tabeli 7 mutantow widoczna byta zalez-
no$¢ wymiernych cech morfologicznych, wyraznie rozniacych je od odmiany 'Red
Nero' od obiektu napromienienia, rodzaju promieniowania oraz zastosowane}
dawki. Zaden z zaobserwowanych mutantéw ni¢ wyrozniat si¢ wezesnoscia ani
tez opoZnieniem kwitnienia w poréwnaniu z roslinami nie napromieniofnymi. .

W trzecim pokoleniu mutacyjnym - vM; nie zmienily si¢ znaczaco wymiermne
cechy morfologiczne zadnego z mutantow (tab. 8). Zmiany, na podstawie kto-
rych je wyodrebniono, okazaly si¢ mutacjami dziedziczonymi przy wegetatyw-
nym rozmnazaniu przez wszystkie rosliny pokolenia vM,. Utrzymywaly si¢ one na
zblizonym do roku poprzedniego poziomie.
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DYSKUSJA

Regeneracja ro§lin w warunkach in vivo przebiegala znacznie wolniej niz w
warunkach in vitro. Pierwsze pedy przybyszowe, zdolne do odizolowania i uko-
rzeniania , tworzyly si¢ in vivo dopiero po 15 tygodniach od umieszczenia sadzo-
nek lisciowych w podtozu, pomimo, ze kaulogenezg obserwowano na preparatach
znacznie wczeshiej, juz po 4 tygodniach. Mozna przypuszczad, ze tworzenie 1 10z-
woj pedow przybyszowych we wezesniejszych etapach byly hamowane przez sil-
nie rozwijajaca si¢ W tym czasie tkankg kalusowa. Ponadto, by¢ moze jesienia, lis-
cie rodlin dojrzatych, kwitnacych, przeznaczonych na sadzonki zgromadzily juz
abscysyne, ktora mogta utrudni¢ tworzenie pedow. Nalezy jednak podkreslic, ze z
chwila oderwania lisci od rosliny macierzystej, przez caty okres deficytu ustonecz-
nienia, rosliny doswietlano. To jednak, jak si¢ wydaje, nie przerwalo rozpoczgtego
juz wezesniej procesu starzenia si¢ lisci. Pobieranic miodszych sadzonek liscio-
wych wydawalo si¢ jednak nie wskazane z powodu szybkiej utraty turgoru i wigd-
nigcia ich po zerwaniu. Watpliwosci budzi¢ moze wiek lisci i termin ich pobrania
z przeznaczeniem na sadzonki liciowe. W niniejszym doswiadczeniu na sadzonkg
wybierano li$¢ zgodnie ze wskazaniem Custersa (1986).

W badaniach mikroskopowych nie udalo si¢ potwierdzi¢ zaobserwowanego
przez badaczy holenderskich (Broertjes i in., 1976) tworzenia si¢ pedoéw przyby-
szowych in vitro z tkanki epidermalnej. W warunkach in vivo bylo podobnie, tak-
Ze nie zaobserwowano tworzenia si¢ pedow z epidermy. Obraz histologiczny pre-
paratow wykonanych z ogonkow sadzonek lisciowych ex vivo nie pozwolit stwier-
dzi¢, co dzieje si¢ z epiderma ogonka lisciowego w momencie, gdy pedy przyby-
szowe zaczynaja si¢ tworzy¢, bo po prostu tkanki tej juz wowczas nie bylo. Moz-
na przypuszczaé, ze w wyniku kontaktu ogonka sadzonki lisciowej z podtozem za-
chodzi uszkodzenie mechaniczne komorek skorki. Zaréwno na preparatach ex
vivo jak 1 ex vitro centra merystematyczne, dajace poczatek pegdom przybyszo-
wym, pochodzily z subepidermy 1 parenchymy lub tez organogeneza wystepowala
za posrednictwem tkanki kalusowej. Tylko w eksplantatach lisciowych ex vitro
zaobserwowano niewielkie zmiany w warstwie epidermalnej. Powickszanie sie ko-
morek epidermy, stanowiace pierwszy objaw ich odroznicowywania i podzialy
komoérek, jednak bez widocznych dalszych bardziej zaawansowanych etapow te-
go procesu, mogg ale nie musza wylacznie sugerowa¢ mozliwosé bezposredniej
organogenezy ze skorki. Z epidermy, cho¢ rzadziej, moze rowniez powstawac
tkanka kalusowa.

Zdaniem Zenktelera 1 Zenkteler (1987) fragmenty lisci w kulturach in vitro
stanowia dogodny obiekt badan nad przywracaniem aktywnosci mitotycznej ko-
moérkom epidermy, subepidermy 1 parenchymy, ktére zaprzestaly podziatow, a
pod wplywem regulatoréw wzrostu odzyskuja t¢ zdolnosé. Organogeneza moze
przebiegad takze samoistnie w efekcie oderwania liscia lub zranienia blaszki lis-
ciowej bez stymulacji regulatorami wzrostu. Obserwacje wiasne pozwalaja jednak
przypuszczac, ze samoistna aktywnos¢ epidermy ogonkow lisciowych u chryzan-
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tem wystepuje bardzo rzadko. Mozna takze domniemywaé, ze sktad pozywki uzy-
tej do micjacji kultury in vitro nic sprzyjat tego typu procesom. Wplyw roznych
regulatoréw wzrostu i ich kombinacji w pozywce na regeneracje pedéw przy-
byszowych u chryzantem przedstawiajg wyniki prac kilku autoréw (Miyazaki i
., 1979; Jerzy i Lubomski, 1989).

Inng przyczyna sporadycznej regeneracji pedow przybyszowych bezposrednio
ze skorki moze by¢ takze specyfika odmianowa.

Histologiczne badania przeprowadzone w 1937 r. przez Naylora i Johnsona
nad wegetatywnym rozmnazaniem sgpolii przyczynily si¢, zdaniem Broertjesa i
Keena (1980), do spopularyzowania sugestii, ze pedy przybyszowe, regenerujace
z lisci, rozwijaja si¢ w rezultacie podzialu pojedynczej komérki epidermalnej. Po-
glad ten jest do dzisiaj dyskutowany. Naylor i Johnson (1937) stwierdzili bowiem,
ze (cyt.) "chociaz pedy przybyszowe tworza si¢ z jednej komérki epidermy, to do
jego konicowego uformowania przyczyniaja si¢ rowniez przylegle - epidermalne
komorki i komérki parenchymy ogonka lisciowego”. Stwierdzono takze (Broertjes
iin., 1976), ze pedy przybyszowe tworza si¢ zwykle z jednej tylko komorki ogon-
ka lisciowego, pochodzacej z kalusa (in vivo) lub epidermy (in vitro). Daja one w
konsekwencji poczatek roslinom zbudowanym z tkanek genetycznie jednorodnych.
Po napromienieniu lisci, lub po zastosowaniu innego czynnika mutagennego, rege-
neracja rodlin zachodzi podobnie. Tak wigc rozwijajace si¢ z jednej zmutowanej
komorki rosliny nie tworza chimer b¢dacych formami niejednorodnymi genetycz-
nie, ale daja poczatek roslinom zbudowanym z tkanek genetycznie jednorodnych.
W czasie niniejszych badan histologicznych nie udato si¢ ustalié, czy merystem
wierzchotkowy pedu rémicuje sie z jednej, czy tez wielu komorek. Mozna przy-
puszczaé, ze zwigkszenie czgstotliwosci pobierania prob do obserwacji, dwukrot-
nie lub czgsciej w ciagu tego samego dnia, pozwolitoby na zaobserwowanie ocze-
kiwanego stadium. By¢ moze inna aparatura, metoda czy technika wykonania
badar histologicznych mogly by czgsciowo pomoéc w rozwigzaniu tej watpliwos-
ci. Hipoteza Broertjesa i Keena (1980) opracowana w oparciu 0 model matema-
tyczny, méwigca, ze (cyt.) "merystem wierzchotkowy pedu przybyszowego po-
wstaje finalnie zawsze z jednej tylko komorki, niezaleznie od tego czy w inigjacji
pedu przybyszowego uczestniczy jedna czy wigcej komorek” wydaje si¢ by¢ naj-
bardziej przekonujaca. .

Nasuwa si¢ jeszcze pytanie, czy i na ile wyniki wlasnych badan histologicz-
nych mogg by¢ przydatne do dokladniejszego ustalenia optymalnego momentu
zastosowania czynnikéw mutagennych w celu zwigkszenia frekwencji mutacji.
Mozma jedynie przypuszczac, ze zastosowanie napromienienia W momencie
inicjacji tkanki kalusowej lub tworzenia si¢ w kalusie centrow merystematycznych
datoby lepsze efekty. .

Wyniki niniejszych badan pozwalaja przypuszczaé, ze technika in “tff’ Jest
skuteczniejsza droga indukowania zmiennosci genetycznej u chryzantem, niz me-
toda in vivo. Zacheta do poparcia tej sugestii i wprowadzenia jej do prakty,k{ho—
dowlanej sa bez watpienia takze wyniki innych prac badawczych podkreslajace
zalety stosowania techniki in vitro w hodowli roélin (Roest i Bokelmann, 1975;
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Broertjes i in., 1976; Jerzy i Lubomski, 1989; Jerzy i in.,, 1993; Orlikowska i
Jerzy, 1994). Jednak brak wynikow badan poréwnawczych dotyczacych rezulta-
téw indukowania mutacji in vivo i in vitro na innych odmianach chryzantem
utrudniat do tej pory zajecie jednoznacznego stanowiska w tej sprawie.

Zmienno$¢ spontaniczna obserwowana u roslin rozmnazanych wegetatywnic
in vitro jest sprzymierzenicem w pracach hodowlanych i selekcyjnych (Malaure i
in,, 1991ab; Borkowska, 1994). Moze by¢ takze zjawiskiem niepozadanym.
Czynnikami szczegolnie aktywnymi, wywoltujacymi destabilizacje¢ cech moga by¢
m.in. regulatory wzrostu w nieodpowiednim st¢zeniu w pozywce, zbyt duza liczba
pasazowan, czy tez zréznicowany pod wzgledem genotypowym material wyj-
$ciowy. Brak zmian fenotypowych u roélin kontrolnych - nie napromienionych -
pozwala przypuszczaé, ze wyzsza frekwencja wariantoéw i wariancji u roslin zre-
gencrowanych z napromienionych eksplantatéw liSciowych w pokoleniu vM, byla
jedynie efektem dziatania czynnika mutagennego, a nie zmiennosci wynikajacej z
zastosowania techniki mikrorozmnazania. Nie mozna jednak bezwzglednie wyklu-
czy¢ wystapienia zmiennosci somaklonalnej u roélin napromienionych, jak row-
niez wplywu warunkéw uprawy, np. temperatury czy fotoperiodu.

Mimo, ze nie wszystkie zmiany zaobserwowane w pokoleniu vM, , zaréwno
u roslin zregenerowanych in vivo i in vitro, okazaly si¢ ziianami mutacyjnymi,
dziedziczonymi wegetatywnie przez rosliny pokolenia vM,, to jednak trzykrotnie
wyzsza {rekwencja mutacji pozwala ponownie podkresli¢ wicksza celowosé za-
stosowania techniki in vitro w hodowli nowych odmian. Swiadczy o tym takze
wyzsza u tych rodlin frekwencja mutantow. W rezultacie napromienienia sa-
dzonek lisciowych odmiany 'Bravo' dawka 15 Gy promieni X zmiany zaob-
serwowano u 11,3% roslin napromienionych (Stepczyfiska i in., 1980). Jeszcze
wigksza frekwencj¢ zmian uzyskal Broertjes i inni (1976) po potraktowaniu
sadzonek lisciowych odmiany ‘Bravo' dawka 15 Gy promieni X, Rosliny o zmie-
nionej barwie kwiatostanu stanowily az 21,3% ogoéhu roslin nie napromienionych.
Nie obserwowali oni jednak roslin pokolenia vM,,

W kontekscie wynikow wlasnych zastanawiajaca jest tak wysoka frekwencja
zmian we wspomnianych wyzej badaniach. Mozna sadzi¢, ze wynikala ona z tego,
ze Broertjes i inni (1976) doprowadzili do kwitnienia nie tylko wierzchotkowe
czgsci pedow wyrostych z sadzonek lisciowych, ale réwniez sadzonki odciete z pe-
dow bocznych, wyrostych po rozkrzewieniu si¢ pozostatej czesci pedu glownego.
W doswiadczeniu wiasnym, jak réwniez w innych badaniach (Stepczynska i in.,
1980), do kwitnienia doprowadzano roéliny uzyskane wylacznie z wierzcholko-
wych czgsci peddéw przybyszowych wytworzonych na sadzonkach lisciowych.

Zapewne nie bez znaczenia jest takze bardzo precyzyjne okreslenie liczby
mutantéw i mutacji, rzutujace na ich frekwencj¢. Tylko bowiem jednakowo ujete
padw@ umozliwityby dokladniejsza syntezg pordwnawcza wynikow wlasnych z
innymi.

Bgda.nia nad.muta'genezq u chryzantemy wielkokwiatowej odmiany 'Rich-
mond' indukowanej in vitro promieniowaniem X i gamma wykazaly, ze frekwen-
¢Ja mutantéw nie byla uzalezniona od rodzaju promieniowania, jedynie frekwen-
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cja mutacji (Jerzy i in., 1993). Byla ona przy tym zdecydowanie wyzsza u ro$lin
poddanych dzialaniu promieniowania gamma. Na wybor promieniowania gamma,
jako bardzie) skutecznego czynnika mutagennego, wskazuja takze rczultaty badan
wlasnych. Jedyny wyjatek stanowily roéliny zregenerowane in vivo, u ktérych
wyzsza frekwencj¢ mutantow zaobserwowano w przypadku zastosowania promie-
niowania X.

Wyniki wlasne podkreslaja istnienic zaleznosci migdzy frekwencjg mutantéw
1 mutacji, a dawka napromienienia. W wigkszo$ci przypadkow wraz ze zwigksza-
niem dawki od 5 do 25 Gy wzrastala frekwencja mutantéw i1 mutacji. Najmnicj-
sza frekwencja mutantow byla u roélin zregenerowanych in vivo, traktowanych
promieniami gamma w dawce 5 Gy, a najwigksza u roslin pochodzacych z eks-
plantatéw liSciowych ex vitro, napromienionych dawka 20 Gy promieni gamma.
Natomiast najmniejszg frekwencj¢ mutacji zaobserwowano u roslin zregenerowa-
nych in vivo, traktowanych promieniowaniem X w dawce 5 Gy, a naywigksza u
rodlin zregenerowanych in vitro, poddanych dziataniu promicniowania gamma w
dawce 20 Gy. Ponadto najnizsza dawka promieniowania X dla roslin zregene-
rowanych in vitro okazala sie zbyt niska 1 w ogdle nie wywolata zmian. Natomiast
zbyt wysoka, wywolujaca efekt letalny byla dawka 25 Gy promieni X i gamma.
Jest to zgodne ze stwierdzeniem Broertjesa i van Hartcna (1988), zc niskie dawki
powoduja przezycie w 100%, ale za to ich efektem jest niewielka frekwencja mu-
tacji, natomiast duze dawki na odwro6t daja roslinom niewielka szansg przezycia,
ale wywotluja wysoka frekwencj¢ mutacii.

Zastosowanie promieniowania jonizujacego na roling moze mie¢ charakter
uderzeniowy lub ciagly, przy czym dawka jednorazowa jest najskutecznicjsza i
najczgéciej stosowana. Wedlug Broertjesa i van Hartena (1988) optymalng dla
ukorzenionych in vivo sadzonek chryzantem jest dawka 15 Gy promieniowania X
lub gamma. Banerji i Datta (1990) za optymalng dawk¢ promieniowania gamma
dla badan mutacyjnych na chryzantemach przyjmuja 15 - 20 Gy. Dla napromie-
niania eksplantatéw in vitro autorzy ci zalecaja dawkg¢ okolo 8 Gy promieni X i
gamma.

Broertjes i inni (1976) wykazali, ze promieniowanie X zastosowane w daw-
kach 4 - 10 Gy na liscie odmiany "Bravo' izolowane in vitro ogranicza o polpwe
liczbe tworzacych si¢ pedow przybyszowych. Wyzsze dawki promieniowania jesz-
cze bardziej ograniczaja regeneracj¢ pedow przybyszowych z lisci, az do.zupelne-
go zahamowania tego procesu przy dawce wynoszacej 20 Gy. Tworzemie si¢ pe-
déw przybyszowych na izolowanych in vitro lisciach 5 odmian chryzantem, obser-
wowane przez Jerzego i Lubomskiego (1991), uzaleznione bylo od rodzaju pro-
mieniowania jonizujacego i odmiany. U wszystkich odmian p,rqmlemowame joni-
zjace ograniczato zdolnosci regeneracyjne eksplantatow 11§c1owych: w mniej-
szym stopniu promieniowanie X, w wigkszym promieniowanie gamma. w lbada-
niach wtasnych tworzenie si¢ peddw przybyszowych u odmiany Red Ner 0 uza-
leznione bylo bardziej od wysokosci dawki promicniowania X i gamma niz jego
rodzaju. Drastyczne zahamowanic rozwoju pedoéw przybyszowych zaopserwo—
wano po napromienieniu eksplantatow lisciowych dawka 20 Gy, a catkowte - po
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napromienieniu ich dawka 25 Gy. Promieniowanie zwigkszylo liczbg pedow przy-
byszowych tworzacych si¢ érednio z jednej napromienionej sadzonki lisciowej in
vivo, a zmniejszyto regeneracje w warunkach in vitro. Wyniki badan Jerzego i
Stepczynskiej (1980) wykazaly, ze z jednej sadzonki liSciowej odmiany '‘Bravo’,
'Luyona' i 'Pink Champagne' mozna uzyska¢ in vivo odpowiednio 3; 2,51 2,9
pedow przybyszowych. Z jednej nie napromienionej sadzonki liSciowej odmiany
"Red Nero' otrzymano in vivo $rednio 3,6 pedéw przybyszowych.

Na specyfike odmianowa przy regeneracji pedow przybyszowych z cksplan-
tatéw lisciowych ex vitro zwracaja uwage wyniki badan Jerzego i Lubomskiego
(1991), gdzie w zaleznosci od odmiany tworzylo sig¢ od 0,1 do 2,7 pedow przy-
byszowych, a po napromienieniu, podobnie jak w badaniach wiasnych, liczba ta
w wickszosci przypadkow ulegala zmniejszeniu. Umozliwia to zwrdcenie uwagt
na stosunkowo wysoki wspotczynnik regeneracji pedéw przybyszowych w warun-
kach in vivo i in vitro wybranej do obserwacji odmiany 'Red Nero'. Mozna dom-
niemywacé, ze istotny wplyw na formowanie si¢ peddw moga mie¢ réwnicz inne
czynniki: wiek liscia, jego potozenie na todydze, obecnos¢ lub brak ogonka liscio-
wego, podloze ukorzeniajace i jego zasobno$¢ w skladniki mineralne, regulatory
wzrostu oraz czynniki otoczenia (Broertjes i Leffring, 1972; Roest i Bokelmann,
1975).

Efekty mutacyjne uzyskiwane przez napromienienie sadzonek lisciowych in
vivo lub eksplantatow lisciowych in vitro sa réznorodne i czesto trudne do przewi-
dzenia. Zmienno$¢ popromicnna u odmiany 'Red Nero' dotyczyla przewazmie kil-
ku cech razem. Zjawisko indukowania kilku cech réwnoczesnie bylo juz obserwo-
wane u roslin ozdobnych (Broertjes, 1967, 1972a; Wosiniska, 1982; Gaj i Gaj,
1994), w tym takze u chryzantem (Broertjes, 1966, Stepczynska i in., 1980; Jerzy
11n., 1993). Wydaje si¢ jednak, ze nie bylo ono tak czeste, jak u chryzantem
odmiany 'Red Nero'. Wérod 355 wariantéw tylko 84 mialy jedng zmieniong ceche
o charakterze wariancji, a pozostale miaty od 2 do 5 zmienionych cech. W drugim
wegetatywnym pokoleniu mutacyjnym wéréd 355 mutantéw zaobserowano 154 z
jedna mutacja, a pozostate podobnie: z 2 - 5 mutacjami. Moze to wskazywaé bez
watpienia na trafnos¢ wyboru odmiany do badan nad mutagencza, a takze $wiad-
czy¢ o potencjalnych mozliwoéciach do ujawnienia sig szerszego spektrum zmien-
nosci tkwiacych w wysoce heterozygotycznym gatunku jakim jest Dendranthema
grandiflora. Opini¢ ta podzela wielu autoréw (Broertjes, 1966; Brocrtjes i
Leffring, 1972; Broertjes i van Harten, 1988), kiorzy twierdza, ze spektrum
indukowanych mutacji 1 czgstos¢ ich wystgpowania zalezy w znacznym stopniu od
potencjatu genetycznego badanego obiektu.

W ninigjszym doswiadczeniu wariancja barwy zawsze towarzyszyla innym
zmienionym cechom roslin. Wszystkie obserwowane w pokoleniu vM, barwy
dzjedziczyly si¢ wegetatywnie w pokoleniu vM,, co podkresla duza mutabilnosé
tej cechy u badanej odmiany.

 Liczne badania potwierdzaja, ze chryzantemy o rozowych i fioletowych
kwiatostanach mutuja najczescicj (Broertjes, 1966; Dowrick i El Bayoumi, 1966;
Chan, 1966; Broertjes i in., 1976; Stepczynska i in., 1980; Jerzy i in., 1993). Wy-
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daje si¢ jednak, ze ciemnoczerwona barwa odmiany 'Red Nero' jest réwniez obie-
cujaca pod wzgledem mozliwosci zmiany barwy. Odmiana ta data bowiem 9
roznych mutacji barwy kwiatostanéw - jasnozolta, z6lta, pomaranczowa, zoHopo-
marariczowa, pomaranczowoczerwona, jasnoczerwong, bordowa, malinows, i wis-
niowa. Rezultaty te pozwalaja sadzi¢, zc rowniez barwa odmiany wyjsciowej
moze by¢ zlozona ze znacznej liczby barwnikéw, warunkujacych ujawnienie sig
innej barwy. We wszystkich przypadkach zmiana barwy objela cata powierzchnie
kwiatostanu. Wyklucza to mozliwo$¢ przypisania jakiejkolwiek mutacji barwy
charakteru chimery sektorialnej badz meryklinalnej. Okreslenie barwy z uwzgled-
nieniem wszystkich mozliwych odcieni i réznic w intensywnosci zabarwienia nie
jest fatwe. Jak podaje Muszynski (1976a), roznice barwy moga by¢ spowodowane
nie tylko wptywem czynnikow mutagennych, ale takzc wieloma innymi cechami.
Do najwazniejszych z nich naleza: stopien wyksztalcenia poszczegoélnych kwia-
tow, temperatura i $wiatlo. Istotny wptyw warunkéw $wietinych i termicznych na
pokrdj chryzantem, a zwlaszcza na ksztalt i barwe koszyczkow kwiatostanowych,
podkreslaja takze Oszkinisowa i inni (1968). Powszechnie wiadomo, ze kwiatos-
tany chryzantem rozwinigte wczesniej z pakéw koronowych - zawiazanych przy
wysokiej intensywnosci $wiatla, maja barwe znacznie jasniejsza, niz kwiatostany
rozwinigte pdzniej - z pakow szczytowych zawiazanych przy niskiej intensyw-
nosci $wiatla.

Wydaje si¢ jednak, Ze przy omawianiu wynikow badan wiasnych wptyw tych
czynnikow nalezy wykluczy¢. Wlasnie rozpoczecie uprawy na miejscu statym, w
terminie jednakowym dla wszystkich badanych roslin, zaréwno zregenerowanych
in vivo jak i in vitro, podyktowane bylo koniecznos$cia zapewnienia im dla wzrostu
i kwitnienia identycznych warunkéw $wietlnych i termicznych. Mozna by zatem
polemizowa¢ z autorami (Broertjes i in., 1976), ktérzy doprowadzili do kwitnienia
rosliny pozyskiwane z sadzonek ukorzenianych w réznych terminach, co moglo w
znacznym stopniu zawazy¢ na frekwencji wariantéw barwy. Ponadto w omawia-
nym doswiadczeniu rosliny o zmienionej barwie kwiatostanéw osiagnely pe.lni¢
kwitnienia w prawie jednakowym terminie, takim samym jak pozostale rosliny:
napromienione i nie napromienione. Rozwijaly si¢ one wigc w podobnych warun-
kach termicznych i $wietlnych. Zachowane zostaly takze prawidiowe i stale wa-
runki jednakowego podtoza, a ponadto ocena barwy kwiatow dokonywana bylta w
jednakowej fazie rozwoju roslin. Powyzsze fakty przecmawiaja za tym, ze wysla-
pienie mutacji barwy tlumaczy¢ nalezy jedynic zmianami powstatymi pod wply-
wem dzialania czynnika mutagennego. Zdaniem Soleckiej (1987) obiektywna oce-
na barwy, pozwalajaca na ustalenie odrgbnosci odmianowej, jest ocena spektro-
fotometryczna. Analiza zawartosci barwnikéw antocjanowych w k.w1atach. df)star-
cza informacji o dziedziczeniu oraz mozliwosci zmian barwy i barwnikow w
wyniku mutacji. Powinna wige stanowi¢ cenng informacj¢ dla hodowey. W ni-
niejszych badaniach nie wydawalo si¢ jednak konieczne gstaleme ;kladu_ barw-
nikow, gdyz wyodrebnienie roslin o zmienionej barwie nie bylo wizualnie zbyt
trudne.
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Oprocz zmienionej barwy kwiatostanow zaobserwowano takze odmienne ce-
chy dotyczace liczby, diugosci, szerokosci i ksztaltu kwiatow jezyczkowatych,
liczby kwiatostanéw na gatazkach, dtugosci pedow roslin oraz ksztattu lisci. Nie-
ktore z nich, badz podobne, spotykano juz u chryzantem wczesniej. Zrosnigcie
kwiatow jezyczkowatych w rurki zaobserwowano w pracach kilku autoréw (Step-
czyfiska i in., 1980; Jerzy i in., 1993). Rézne zmiany ksztaitu kwiatostanéw pod
wplywem promieniowania jonizujacego byly takze rezultatem wiclu prac (Ichi-
kawa, 1970: Datta i in, 1985; Datta i Banerji, 1986). Widacka i Jerzy (1981)
zaobserwowali w wyniku dziatania pola elektromagnetycznego na sadzonki lis-
ciowe odmiany 'Bravo' liczne, charakterystycznie powcinanc kwiaty jezyczko-
wate, zblizone wygladem do otrzymanych w badaniach wlasnych. Zmiana ksztal-
tu lisci okazata si¢ jednym z rezultatow dziatania promieniowania X i gamma na
eksplantaty lisciowe odmiany 'Richmond’ (Jerzy i in., 1993). Zastosowanie
promieni gamma na ukorzenione sadzonki pedowe kilku odmian chryzantem spo-
wodowalo takze m.in. zmiany w budowie morfologicznej lisci (Datta i in., 1985,
Banerji i Datta, 1992; Datta, 1992; Shukla i Datta, 1993).

Wigkszos¢ nietrwaltych zmian obserwowanych w niniejszej pracy byla zwia-
zana z odmiennym ksztattem kwiatow jezyczkowatych. Mozna przypuszczac, z
nie powtarzajace si¢ w pokoleniu vM, fenotypowe zmiany byly wynikiem zani-
kajacych stosunkowo szybko rezultatéw zmiennosci epigenetycznej, czy tez mody-
fikacyjnej. Zmiany uwarunkowane blizej nieokreslonymi czynnikami srodowiska,
a nie mutacji mialy zapewne w pokoleniu vM, charakter wariancji.

U odmiany 'Red Nero' obj¢tej badaniami w tej pracy nie zaobserwowano po-
jawienia si¢ chimer. Ro$liny wykazywaly w drugim wegetatywnym pokoleniu
vM, cechy mutantow jednolitych. Jednak bez uzupetniajacych badan histologicz-
nych nie mozna przesadzac o charakterze uzyskanych mutacji. W przypadku od-
mienne) barwy kwiatostanow mozna z pewnoscig wykluczy¢ jedynie powstanie
chimer meryklinalnych 1 sektorialnych. Mozna jednak przypuszczaé, ze niektore
sposrod zmutowanych form mogly by¢ chimerami peryklinalnymi, czyli zmienio-
nymi tylko w zewngtrznej warstwie tkanek organizmu niejednorodnego gene-
tycznie, ktérych nie sposéb odrézni¢ wizualnie od form zlozonych z tkanek jedno-
rodnych genetycznie.

Wigkszos¢ zaobserwowanych wariancji, a zwlaszcza mutacji, u roslin zrege-
nerowanych z napromienionych sadzonek lisciowych ex vivo, powtorzyla si¢ takze
u roélin zregenerowanych in vitro. Swiadczy¢ to moze o tym, ze metoda rozmna-
zania uzyta do indukowania mutagji ni¢ decyduje w duzej mierze o zakresie uzys-
kanej zmiennoéci. Obie zatem metody regeneracji roslin, wykorzystane do induko-
wania zmiennosci, pozwalaja w podobny sposéb wykorzysta¢ potencjat mozliwos-
ci mutacyjnych tkwiacych w okreslonym genotypie. Biorac jednak pod uwage
frekwencj¢ uzyskanych zmian nalezy zdecydowanie podkresli¢ wigksza sensow-
nos¢ wyboru techniki in vitro do indukowania mutacji u chryzantem.

Nie mozna przy tym pomina¢ tego, ze niektore mutacje byly jednak typowe
tylko dla okreslonego sposobu regeneracji roélin, rodzaju i dawki napromienienia.
Nie nalezy wige catkowicie przekreslic mozliwosci istnienia pewnego wybidreze-






WNIOSKI

Badania nad somatyczna mutageneza u chryzantemy wielkokwiatowej od-
miany 'Red Nero' indukowang in vivo oraz in vitro promieniowaniem X i gamma
umozliwily wyciagnigcie nastepujacych wnioskow.

1. Tworzenie si¢ pedow przybyszowych na izolowanych lisciach 1 zwigzana z
tym regeneracja roslin przebiega szybciej w warunkach in vitro, bo juz po 3-6 ty-
godniach od zainicjowania kultur. W warunkach in vivo proces ten przebiega
znacznie wolniej - dopiero po 15-30 tygodniach od umieszczenia sadzonek lis-
ciowych w podlozu i rozpoczgeiu ich ukorzeniania, Wyraznie uformowane za-
wiazki przysztych pedow przybyszowych w eksplantatach lisciowych ex vitro ob-
serwuje si¢ na preparatach mikroskopowych dwutygodniowych, a w sadzonkach
lisciowych ex vivo dopiero na preparatach czterotygodniowych. Z eksplantatow
lisciowych tworzy si¢ wigcej pedéw przybyszowych niz z sadzonek lisciowych.

2. Centra merystematyczne, dajace poczatek pedom przybyszowym, pochodza
przede wszystkim z subepidermalnych lub glgbiej polozonych komérek paren-
chymy albo tez organogeneza nast¢puje za posrednictwem kalusa. W warun-
kach ex vitro sporadycznie obserwuje si¢ rowniez odréznicowywanie si¢ i ukie-
runkowane podziaty epidermy, co moze sugerowa¢ mozliwos¢ bezposredniej or-
ganogenezy takze z komorek skorki.

3. Zastosowanie eksplantatow lisciowych ex vitro jako obiektu napromieniania
1 indukowania zmiennosci genetycznej u roélin jest skuteczniejsze niz napromie-
nianie sadzonek lisciowych ex vivo, czego wyrazem jest wyzsza frekwencja mu-
tantow i mutacji w drugim wegetatywnym pokoleniu mutacyjnym (vM,).

4. Mutagenne dzialanie promieniowania gamma jest efektywniejsze, niz pro-
mieniowania X. U ro$lin zregenerowanych in vitro daje ono ponad trzykrotnie
wyzsz frekwencjg wariantow i mutantow oraz wyzsza frekwencje wariancji i mu-
tacji. Natomiast efekt zastosowania promieniowania gamma na sadzonki liscio-
we ex Vivo wyraza si¢ dwukrotnie wyzszg frekwencja wariancji i mutacji.

5. Frekwencja mutantow i mutacji u roslin zregenerowanych z sadzonek liscio-
wych ex vivo uzalezniona jest od dawki napromienienia i rosnie wraz z jej zwigk-
szaniem od 5 do 25 Gy. U roélin zregenerowanych z eksplantatow lisciowych ex
vitro, po zastosowaniu promieniowania X, zaleznos¢ ta ujawnia sie tylko w zakre-
sie 10 - 20 Gy, a po zastosowaniu promieniowania gamma - w zakresie od 5 do
20 Gy. Promieniowanie X w dawce 5 Gy nie wywoluje zadnego efektu mutagen-
nego, a promieniowanie X i gamma w dawce 25 Gy hamuje calkowicie regene-
racj¢ roslin in vitro.
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6. Wariancje uzyskane w pokoleniu vM, roélin zregenerowanych z napromie-
nionych sadzonek i eksplantatéw lisciowych dotycza barwy kwiatostanow, liczby i
ksztaltu kwiatow jezyczkowatych, liczby 1 wielkosci kwiatostanéw, diugosci pe-
dow roélin i zmian w budowie morfologicznej lisci. Przy wegetatywnym rozmna-
zaniu roslin pokoleni vM, 1 vM, powtarzajq si¢ zawsze wszystkie zmiany zwigzane
z barwa i liczbg kwiatostanow, dlugoscia pedow oraz odmienna budowe morfolo-
giczna liscl.
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SOMATYCZNA MUTAGENEZA U CHRYZANTEMY WIELKOKWIATOWE]
(Dendranthema grandiflora Tzvelev)
INDUKOWANA IN VIVO I IN VITRO PROMIENIOWANIEM X I GAMMA

Streszczenie

Obicktem badan byla chryzantema wielkokwiatowa (Dendranthema grandi-
flora Tzvelev) cv. Red Nero.

Do indukowania mutacji in vivo przeznaczono sadzonki lisciowe pochodzace
z roélin kwitnacych jesienia, a do indukowania mutacji in vitro - eksplantaty lis-
ciowe pobrane ze zregenerowanych uprzednio wierzchotkéw wzrostu. Zastosowa-
no dwa rodzaje promieniowania X i gamma w dawkach 5, 10, 15, 201 25 Gy.

Celem blizszego poznania zjawiska regeneracji chryzantem z izolowanych lis-
ci, przeprowadzono obserwacje anatomiczne proccsu tworzenia si¢ pedoéw przyby-
szowych in vivo i in vitro, ktérymi objg¢to sadzonki i eksplantaty liSciowe nie na-
promienione.

Centra merystematyczne, dajace poczatek pgdom przybyszowym, tworzyly
si¢ gtownie z subepidermalnych lub glebiej lezacych komarek parenchymy albo za
posrednictwem kalusa. Poczatek kaulogenezy in vivo obserwowano na mikrosko-
powych preparatach czterotygodniowych, a in vitro juz na preparatach dwutygod-
niowych. Tylko w eksplantatach liSciowych ex vitro sporadycznie obserwowano
odroznicowywanie si¢ 1 ukierunkowane podziaty epidermy, co moze sugerowaé
mozliwos¢ bezposredniej organogenezy z komorek skorki.

Indukowanie mutacji in vitro okazato si¢ bardziej efektywne, niz indukowanie
mutacji in vivo. Wyrazem tego byta wyzsza frekwencja wariantéw 1 wariancji w
pokoleniu vM, oraz mutantéw i mutacji w pokoleniu vM,. Efekt indukowania
mutacji promieniowaniem gamma byl wigkszy, niz promieniowaniem X.

Frekwencja mutantéw i mutacji u roslin zregenerowanych z sadzonek i eks-
plantatow lisciowych uzalezniona byla od dawki napromienienia i rosta wraz z jej
zwigkszaniem. U roslin zregenerowanych z eksplantatow lisciowych ex vitro pro-
mieniowanie X w dawce 5 Gy nie wywolalo zadnego efektu mutagennego, a pro-
:inieniowanie X i gamma w dawce 25 Gy zahamowalo catkowicie regeneracje pe-

ow.
, Mutacje objely barwg i liczbg kwiatostanéw, dhugos¢ pedow oraz ksztalt
isci.

W pokoleniu vM; powtorzyly si¢ wiernie wszystkie zmienione cechy rolin.



SOMATIC MUTAGENESIS IN CHRYSANTHEMUM
(Dendranthema grandiflora Tzvelev)
INDUCED IN VIVO AND IN VITRO BY X AND GAMMA RADIATION

Summary

The object of investigation was Dendranthema grandiflora Tzvelev cv. Red
Nero.

Leaf cuttings derived from plants flowering in autumn were used to induce
mutation in vivo, while to induce mutation in vitro leaf explants derived from pre-
viously regenerated shoot tips were used. Two different kinds of radiation were
applied, that is, X and gamma rays in doses of 5, 10, 15, 20 and 25 Gy.

Some anatomical experiments werc conducted to explore the phenomenon of
chrysanthemum regeneration from isolated leaves. It was the process of adventi-
tious shoot formation in vivo and in vitro. The cuttings and leaf explants which
were observed had not been irradiated.

Meristem centres giving the origin to adventitious shoots were observed to
have been developing from subepidermal or deeper located parenchyma cells or
via callus. The begining of caulogenesis in vivo was observed on the four-week
old microscopical section while in vitro on the two-week old section. Leaf
explants ex vitro only occasionally manifested some dediferentiation and
directional divisions of epidermis. That could suggest the possibility of the direct
organogenesis epidermis cells.

Inducing mutation in vitro has proved (o be more effective than inducing
mutation in vivo. The outcome amounted in a higher frequency of variants and
variances in generation vM, as well as of the mutants and mutations in generation
vM,.
Mutation induced by means of the gamma rays was thus more effective than
the mutation induced by means of the X radiation.

The plants regenerated from cuttings and leaf explants had a great frequen-
cy of mutants and mutations, which depended on the dose of radiation and in-
creased when the dose was extended. No mutagenesis effect was observed when
plants regenerated from leaf explants ex vitro were treated with a X rays in a dose
of a 5 Gy, while X and gamma rays in a dose of 25 Gy totally broke the
regeneration of shoots.

The objects of mutation were: colour and number of inflorescences, the
length of shoots and a shape of leaves.

In the vM, generation all the changed traits of plants recurred exactly.






