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Streszczenie: Badano liczbg chromosoméw w komérkach merysteméw wierzchotkowych
korzeni trzech odmian wyj$ciowych chryzantemy wielkokwiatowej (Dendranthema gran-
diflora Tzvelev) i odmian pochodnych, otrzymanych w wyniku radiomutacji. Wykazano,
ze tylko jedna odmiana mutacyjna — ‘Bronze Wonder’ miata inng liczbg chromosoméw niz
odmiana wyjsciowa ‘Lilac Wonder’.

Stowa kluczowe: Dendranthema grandiflora, mutanty, chromosomy

WSTEP

Jedna z metod otrzymywania nowych odmian ro$lin uprawnych, rolniczych i ogrod-
niczych, jest hodowla mutacyjna [Broertjes i in. 1976]. Polega ona na wywotaniu muta-
cji, czyli niekontrolowanej zmiany w materiale genetycznym rosliny poddanej dziataniu
dowolnego mutagenu. W wyniku zastosowania promieniowania jonizujacego powstaty
analizowane tu mutanty chryzantemy wielkokwiatowej (Dendranthema grandiflora
Tzvelev) z grup Lady, Nero i Wonder [Jerzy i in. 1993, Zalewska 1995, Jerzy i Zalew-
ska 1997], ktére réznig sig nie tylko barwa kwiatostanu, ale i ksztaltem kwiatéw jezycz-
kowatych, a nawet pokrojem calej rodliny. Uzyskanie licznych radiomutantéw tworza-
cych grupy odmian o wspdlnym rodowodzie byto inspiracja do podjgcia dalszych, bar-
dziej wnikliwych badan nad nimi.

Celem niniejszej pracy byla ocena ploidalno$ci mutantéw z grup Lady, Nero i Won-
der i odmian wyj$ciowych. Badano, jakie zmiany zaszty w liczbie chromosoméw.
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MATERIAL IMETODY

Materialem badawczym byty odmiany wyj$ciowe — macierzyste chryzantemy wielko-
kwiatowej (Dendranthema grandiflora Tzvelev) oraz ich mutanty — odmiany pochodne
(tab. 1). Badane mutanty tworzyly trzy grupy odmian: grupg Lady otrzymana z odmiany
‘Richmond’, do ktérej nalezalty — ‘Lady Amber’, ‘Lady Apricot’, ‘Lady Bronze’, ‘Lady
Orange’, ‘Lady Pink’, ‘Lady Rosy’, ‘Lady Salmon’, ‘Lady White’, ‘Lady Vitroflora’
oraz ‘Lady Yellow’. Druga grupg stanowity — odmiana wyjsciowa ‘Red Nero’ oraz jej
mutant — ‘Mini Nero’, za$ trzeciq grupg tworzyly dwa mutanty — ‘Bronze Wonder’
i ‘Red Wonder’ otrzymane z odmiany wyjSciowej ‘Lilac Wonder’. Grupa Lady
i Wonder naleza do odmian standardowych, za§ Nero do galazkowych. Mutant ‘Mini
Nero” w odréznieniu od odmiany silnie rosnacej, z ktérej powstat — ‘Red Nero’ — jest

Tabela 1. Charakterystyka kwiatostanu odmian wyj$ciowych i mutantéw oraz sposéb ich powstania
Table 1. Characteristic of inflorescence of original cultivar and mutants and the way of their

formation
O.drm'lana Kwiatostan . Metoda Rodz'aj Dawk:al
wyjsciowa* Inflorescence indukowa- promie- napromie-
Mutant nia mutacji niowania nienia
Original b ielkoé ¢ Method  Kind of Irradia-
cultivar* alr wa wielkose ) P induction irradia- tion dose
Mutant colour size ype of mutation  tion Gy
‘Richmond’* purpuroworézowa S$redniokwiatowy pelny, pétkulisty - - -
‘Lady Amber’ ztocistobrazowa $redniokwiatowy petny, pétkulisty  in vitro X 15
‘Lady Apricot’  buraczkowozlota S$redniokwiatowy pelny, pétkulisty  in vitro gamma 15
‘Lady Bronze’  czerwonobrazowa S$redniokwiatowy pelny, pétkulisty  in vitro X 15
. N pomaranczowo- . . . . -
Lady Orange czerwona $redniokwiatowy petny, pétkulisty  in vitro X 15
‘Lady Pink’ rézowa $redniokwiatowy petny, pétkulisty  in vitro X 15
‘Lady Rosy’ kremowor6zowa S$redniokwiatowy pelny, pétkulisty  in vitro X 15
‘Lady Salmon’ tososiowa $redniokwiatowy pelny, pétkulisty  in vitro X 15
biata,
‘Lady White’ z z6ttozielonym  $redniokwiatowy pelny, pétkulisty — in vitro gamma 15
$rodkiem
‘Lady Vitroflora> wrzosowor6zowa S$redniokwiatowy P eln.y,' potkulisty, in vitro gamma 15
igietkowy
‘Lady Yellow’ z0Mta $redniokwiatowy petny, pétkulisty  in vitro gamma 15
ciemnoczerwona,
. . z z6ttym oczkiem . . _ B B
Red Nero Kwiatow drobnokwiatowy pétpetny
rurkowatych
pomarafnczowo-
czerwona,
‘Mini Nero’ z z6ttym oczkiem drobnokwiatowy potpetny in vivo X 25
kwiatéw
rurkowatych
‘Lilac Wonder’* fioletowor6zowa $redniokwiatowy petny, pétkulisty - - -
‘Bronze Wonder’ czerwonobrazowa $redniokwiatowy petny, pétkulisty  in vitro gamma 15
‘Red Wonder’ czerwona $redniokwiatowy petny, pétkulisty  in vitro gamma 15
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odmiana doniczkowa. Wszystkie wyzej wymienione mutanty zostaly otrzymane
w latach 1988-1992 w wyniku dziatania promieniowania X lub gamma na eksplantaty
lisSciowe odmian wyjsciowych in vitro lub sadzonki in vivo.

Liczbe chromosoméw ustalono w wierzchotkach wzrostu korzeni. Z roslin matecz-
nych rosnacych w szklarni 3 kwietnia 2001 pobrano po 10 sadzonek pedowych
i umieszczono je w podlozu torfowym w paletach wielodoniczkowych w celu ukorze-
nienia. Z kazdej odmiany w dniach od 19 do 30 kwietnia 2001 roku w godzinach od
9.00 do 10.00 pobrano po 100 wierzchotkéw wzrostu o dlugosci 5 mm. Umieszczono je
w probéwkach w wodzie destylowanej w chtodni na 24 godziny w temperaturze od 0 do
+1°C. Nastgpnie przeniesiono material do utrwalacza, ktéry stanowit ptyn Carnoya
(etanol absolutny/kwas octowy lodowaty — 3:1 v/v). Utrwalano materiat przez 48 go-
dzin w temperaturze pokojowej. Po tym czasie wierzchotki wzrostu przenoszono do
70% etanolu, w ktérym przechowywano je do czasu wykonania analizy.

Przed barwieniem macerowano tkanki 0,1 N HCI, ogrzewajac probéwki na tazni
wodnej w temperaturze 60°C przez 7 minut. Nastepnie plukano je przez 45 minut
w wodzie destylowanej. Wierzchotki wzrostu korzeni barwiono metoda aceto-
karminowa [Gerlach 1972] w probdwkach, ogrzewajac je w acetokarminie na lazni
wodnej w temperaturze 60°C przez 45 minut. Po osuszeniu przenoszono korzenie na
szkietko podstawowe, odcinano wierzchotek wzrostu (1-1,5 mm) i wykonano preparaty
rozgniotowe w karminie. Przygotowano po 50 preparatéw z kazdej odmiany.

Liczbe chromosoméw w metafazie ustalano pod mikroskopem typu Jenamed-2 przy
powigkszeniu 1000 razy. Fotografie wykonano z zastosowaniem przystawki automa-
tycznej do mikrofotografii mf-AKS 24x36 Automatic-2. Analizowano szczegélowo po
10 ptytek metatazowych dla kazdej odmiany reprezentujacych rézne korzenie.

WYNIKI

Wiyniki ustalania liczby chromosoméw w komoérkach merystematycznych wierz-
chotkéw wzrostu korzeni u badanych chryzantem przedstawiono w tabeli 2.

Grupa Lady wraz z odmiang wyj$ciowa ‘Richmond’ mialy 2n = 54 chromosomy.
Liczba chromosoméw u mutantéw Lady nie ulegta zatem zmianie w wyniku dziatania
promieniowania jonizujacego.

W grupie Nero zaréwno odmiana wyj$ciowa, jak i jej mutant posiadaly 2n =45
chromosoméw. U jednego z mutantéw grupy Wonder stwierdzono zwigkszenie liczby
chromosoméw o dziewig¢, tj. do 54. Odmiana wyjsciowa ‘Lilac Wonder’ i druga od-
miana ‘Red Wonder’ posiadaty 45 chromosoméw (rys. 1, 2).

DYSKUSJA

Liczba chromosoméw u chryzantem jest r6zna dla poszczegdlnych gatunkéw i waha
si¢ od 2n = 36 do 2n = 72, a nawet 2n = 198, jak u Chrysanthemum lacustre [Dowrick
1953]. U wigkszosci gatunkéw uprawnych wystepuja jednak 54 chromosomy [Nazeer
i Khoshoo 1983].

Hortorum Cutlus 1(2) 2002
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Tabela 2. Liczba chromosoméw odmian wyj$ciowych i mutantéw
Table 2. Number of chromosomes of original cultivars and mutants

Odmiana wyj$ciowa*

Liczba chromosoméw

. .Mutant. Number of chromosomes
Original cultivar* n
Mutant

‘Richmond’* 54
‘Lady Amber’ 54
‘Lady Apricot’ 54
‘Lady Bronze’ 54
‘Lady Orange’ 54
‘Lady Pink’ 54
‘Lady Rosy’ 54
‘Lady Salmon’ 54
‘Lady White’ 54
‘Lady Vitroflora’ 54
‘Lady Yellow’ 54
‘Red Nero’* 45
‘Mini Nero’ 45
‘Lilac Wonder’* 45
‘Bronze Wonder’ 54
‘Red Wonder’ 45

Rys. 1. Chromosomy u odmiany wyj-
sciowej ‘Lilac Wonder’ (2n = 45)

Fig. 1. Chromosomes in original cultivar
‘Lilac Wonder’ (2n = 45)

Rys. 2. Chromosomy u mutanta ‘Bron-
ze Wonder’ (2n = 54)

Fig. 2. Chromosomes in mutant ‘Bronze
Wonder’ (2n = 54)

U badanych chryzantem z trzech grup odmianowych — ‘Lady’, ‘Nero’ i ‘Wonder’

stwierdzono 45 lub 54 chromosomy. Tylko u mutanta ‘Bronze Wonder’ nastapito
zwigkszenie liczby chromosoméw o dziewie¢ w wyniku dzialania promieniowania
jonizujacego. Zwigkszenie liczby chromosoméw nie wigzalo si¢ ze zwigkszeniem $red-
nicy kwiatostanu czy zmiana pokroju roéliny, lecz tylko ze zmiana barwy kwiatéw
jezyczkowatych [Jerzy i Zalewska 1997]. To potwierdza hipotez¢ Nazeer i Khoshoo
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[1983], ze liczba chromosomdéw nie zawsze jest skorelowana z wielko$cia kwiatostanu,
poniewaz 2n = 54 jest typowa liczba chromosoméw zaréwno dla odmian o matych, jak
i duzych kwiatostanach.

Sposréd roélin  zregenerowanych z napromienionych tkanek wyselekcjonowano
osobniki o zmienionej barwie kwiatostanéw, a w przypadku ‘Mini Nero’, gdzie dawka
byta najwyzsza, takze o zmienionym pokroju. Chociaz na podstawie tak szczuptego
materiatu trudno dyskutowac o kierunku zmian wywotanych przez zastosowane muta-
geny, to mozna powiedzie¢, ze zastosowany rodzaj promieniowania jonizujacego oraz
wysoko$¢ dawki nie mialy wptywu na zmiang liczby chromosoméw u badanych mutan-
téw. Wedlug Ichikawy i in. [1970], wigksze zmiany w liczbie chromosoméw powstaja
po dziataniu wyzszymi dawkami promieniowania gamma. Badania przeprowadzone
przez Datte i Guptg [1981] oraz Datte i Banerji [1990] sugeruja, ze promieniowanie
jonizujace najczegsciej nie powoduje zmian w liczbie chromosoméw u powstatych ta
droga mutantéw. Autorzy ci obserwowali jednak liczne aberracje chromosomowe pod-
czas podzialéw mitotycznych w wierzchotkach wzrostu korzeni, takie jak: fragmenty
chromosoméw, wczesniejsze lub p6zniejsze oddzielanie si¢ chromosoméw, powstawa-
nie tzw. mostkéw anafazowych i inne. Podobne zmiany obserwowali Datta K. i Datta S.
[1998] u mutantéw chryzantem powstalych w wyniku dziatania kolchicyna. Jednak
Ichikawa i in. [1970] donosza, Ze u sztucznie indukowanych mutantéw dwdéch odmian
chryzantem ‘Yellow Deleware’ i ‘Deleware’ nastapity zmiany w liczbie chromosoméw
w stosunku do odmian wyj$ciowych. Autorzy ci zanotowali zaréwno ubytek, jak i po-
jawienie si¢ dodatkowych chromosoméw.

Badania przeprowadzone przez Jerzego i Zalewska [1997] dotyczace separacji chi-
mer grupy odmian Wonder dowodza, ze wiasnie odmiana ‘Bronze Wonder’ sktada sig
z tkanek jednorodnych genetycznie. Drugi mutant — ‘Red Wonder’ jest natomiast chi-
mera peryklinalng ze zmieniona tylko warstwa L1. Zmiana liczby chromosoméw
umutanta ‘Bronze Wonder’ potwierdza zatem wystapienie mutacji obejmujacej
wszystkie warstwy — L1, L2 i L3, gdyz analiza liczby chromosoméw byta przeprowa-
dzona w wierzchotkach wzrostu korzeni zbudowanych z warstwy L3. Mozna przypusz-
czaé, ze w tym przypadku zmiana barwy mogta by¢ zwiagzana ze zwigkszeniem liczby
chromosoméw. Z kolei odmiana ‘Lady Vitroflora’ z grupy Lady, u ktérej obserwowano
zmiang ksztaltu kwiatéw jezyczkowatych, moze by¢ przyktadem braku korelacji zmian
mutacyjnych z liczba chromosoméw.

Shibata i in. [1998] badali poszczegdlne warstwy pod wzgledem liczby chromoso-
méw. Dowodza oni, ze wiele odmian chryzantem rézni si¢ pod wzgledem liczby chro-
mosomdéw w poszczegdlnych warstwach, przy czym najczgsciej dochodzi do utraty
jednego lub pojawienia si¢ dodatkowego chromosomu. Matuszynska [2001] uwaza, ze
zjawisko takie jest powszechne wérdd roslin i moze by¢ wynikiem endoreduplikacji,
endomitoz, fuzji komérek lub zahamowania cytokinezy. W wyniku tych proceséw po-
wstaja organizmy sktadajace si¢ z réznych genetycznie tkanek — chimery.

Z przeprowadzonych badan wynika, Zze promieniowanie jonizujace najczesciej nie
powoduje u chryzantem zmian ploidalnosci, ktére nie musza by¢ réwniez skorelowane
z mutacja barwy lub ksztattu kwiatéw jezyczkowatych oraz pokroju catej rosliny.

Hortorum Cutlus 1(2) 2002
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EVALUATION OF PLOIDY IN CHRYSANTHEMUM MUTANTS
(Dendranthema grandiflora Tzvelev) OBTAINED IN MUTAGENESIS
INDUCED IN VITRO AND IN VIVO BY IONIZING RADIATION

Abstract: The present research investigated the number of chromosomes in the cells of api-
cal meristems of roots for three original Dendranthema grandiflora Tzvelev cultivars and
the derivative cultivars obtained due to radiomutation. It was shown that only in one muta-
tion cultivar, ‘Bronze Wonder’, the number of chromosomes differed from that of the origi-
nal cultivar, ‘Lilac Wonder’.
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