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1. Whtep i cel pracy



Jedng z metod otrzymywania nowych odmian roslin uprawnych,
rolniczych i ogrodniczych, jest hodowla mutacyjna. Polega ona na wywotaniu
mutacji, czyli niekontrolowanej zmiany w materiale genetycznym rosliny
poddanej dziataniu dowolnego mutagena.

Jesli zmiana w nici DNA okaze sie skuteczng, mozna jg utrwali¢ przy
pomocy kultur in vifro poprzez regeneracje pedéw przybyszowych (Jerzy i
Lubomski, 1991 a i b; 1992) i uzyskal catkowicie zmutowane organizmy —
formy homohistonowe, o nowych cechach - roznigce sie od formy z ktorej
powstaty. Oczywiscie zmiany mutacyjne tego typu sg catkowicie przypadkowe,
jednak czestotliwos¢ powstawania tg drogg mutantow u roslin jest duza, a
efekty obiecujgce. Wérdd roslin ozdobnych mozna wyrézni¢ wiele nowych
odmian, ktére powstaly na drodze mutagenezy takich gatunkow jak: réza
(Chan, 1966), gerbera (Jerzy i in., 1994) i chryzantema (Broertjes i in., 1980;
Stepczynska in. 1980; Jerzy i in. 1993; Zalewska, 1995).

Z powstaniem nowych odmian wigze sie nierozerwalnie problem ich
identyfikacji oraz wykazania ich odrebnosci. Obiektywna ocena danej odmiany
mogtaby stuzyé ochronie praw hodowcy oraz rozstrzyganiu ewentualnych
kwestii spornych dotyczacych np. kradziezy odmian.

Dotychczas klasyfikowanie organizméw byto zadaniem taksonomii. Dzi$
to zadanie nalezy réwniez do szeroko pojetego rolnictwa i ogrodnictwa.

Nowe odmiany ro$lin uprawnych, sprawdzone pod wzgledem
odrebnosci, wyréwnania i trwatosci, mogg by¢ chronione na mocy ustawy z dnia
24 listopada 1995 roku o nasiennictwie. Ustawa ta w czesci dotyczgcej ochrony
wytacznego prawa do odmiany, przystugujgcego hodowcy, oparta jest na
najnowszym akcie z 1991 roku Konwencji UPOV o Ochronie Nowych Odmian
Roslin (Szurpicki, 2000).

Dzieki zastosowaniu hodowli mutacyjnej powstaty rowniez analizowane
w niniejszej rozprawie mutanty chryzantemy wielkokwiatowej (Dendranthema
grandiflora Tzvelev) z grup Lady, Nero i Wonder, ktére roznig sie nie tylko
barwg kwiatostanu, ale i ksztaltem kwiatéw jezyczkowatych, a nawet pokrojem
catej rosliny.

Uzyskanie w Katedrze Roslin Ozdobnych i Warzywnych ATR w

Bydgoszczy licznych radiomutantéw tworzacych grupy odmian o wspoinym



rodowodzie bylo inspiracjg do podjecia dalszych, bardziej wnikliwych badan nad
nimi.

Celem niniejszej pracy bylo poznanie kierunku zmian jakie zaszly na
skutek dziatania promieniowania jonizujgcego u mutantéw z grup Lady, Nero i
Wonder w stosunku do odmian wyjSciowych. Badano czy i jakie zmiany
nastapily w liczbie chromosomoéw na poziomie komorkowym. Analizowano
rowniez wtérne metabolity — barwniki roslinne wystepujgce w kwiatach
jezyczkowatych chryzantem oraz DNA przy pomocy nowoczesnej metody z
zakresu biologii molekularne;.

Zadaniem badan bylo takze wykazanie odrebno$ci analizowanych

mutantéw i ich odmian wyjsciowych oraz ich obiektywna identyfikacja.



2. Przeqlad literatury



2.1. Chromosomy u chryzantem.

Chryzantema wielkokwiatowa jest to gatunek doceniany przez hodowcow
od wielu stuleci. Jego hodowla zaczeta sie jeszcze w czasach starozytnych ok.
2500 lat temu w Chinach (Datta, 1998). Jeszcze do niedawna wszystkie gatunki
z rodzaju chryzantema (Dendranthema) nazywano ztocieniami, a odmiany
uprawiane pod ostonami zaliczano do gatunku Chrysanthemum x hortorum L.
H. Bailey — zlocien ogrodowy, syn. Chrysanthemum indicum L. — zlocien
japonski, Chrysanthemum morifolium Ramat. — ztocien chinski (Jerzy, 2000).

Podstawowa liczba chromosoméw (x), czyli genom chryzantem wynosi
dziewie¢ (Dowrick, 1953; Watanabe, 1977). Jest to monoploidalny zespét
chromosoméw zawierajgcy sume wszystkich gendw. Do rodzaju Dendranthema
naleza jednak réwniez gatunki diploidalne i poliploidalne, ktére zawierajg
wielokrotnosé liczby dziewie€. Wsérod odmian chryzantem nalezgacych do
gatunku Dendranthema grandiflora Tzvelev, najwiecej jest heksaploidéw o
liczbie chromosomoéw 2n = 6x = 54, a wiec skiadajgce sie z szesciu genomow
(Darlington, 1957; Nazeer i Khoshoo, 1983). Dziedziczenie cech przebiega
jednak wedtug schematu obserwowanego u form tetraploidainych a nie
heksaploidalnych (Jordan i Reimann-Philipp, 1979).

Badania dotyczace liczby i morfologii chromosoméw przeprowadza sie w
trakcie podziatu jgdra, gdy chromosomy uktadajg sie w jego ptaszczyznie
rownikowej — w metafazie. Najczesciej do tego celu wykorzystuje sie szybko
dzielgce sie komorki merystematyczne, znajdujgce sie w wierzchotkach wzrostu
korzeni. Oprécz liczby chromosoméw bada sie takze ich wielko$C i ksztatt.
Rozmiar chromosomoéw u heksaploidalnych chryzantem wynosi od 3,2 do 4,8
mikrometréw i zmniejsza sie wraz ze wzrostem liczby chromosoméow w
komorce (Nazeer i Khoshoo, 1983). Czesto wykorzystywang cechg struktury
chromosomow jest potozenie centromeru, ktdry wyznacza stosunek dtugoséci
ramion kazdego chromosomu. Ze wzgledu na potozenie centromeru wyrdznia
sie chromosomy metacentryczne, ktdére majg centromer zlokalizowany w
$rodku lub akrocentryczne, gdy centromer lezy blisko jednego z koncéw. U
chryzantem dominujg chromosomy metacentryczne i submetacentryczne
(Nazeer i Khoshoo, 1983). Kraricowym potozeniem charakteryzujg sig
chromosomy telocentryczne, u ktérych centromer lezy terminalnie (Stace,

1993). Obserwacje satelitow, czyli krancowych centromerdéw, na
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chromosomach u Chrysanthemum muiticore L.V przeprowadzili Noguchi i Fukui
(1995), ktdrzy jako pierwsi zasugerowali, ze satelity sg to pozostatosci jgderka,
ktére ulegto fuzji z jgdrem w czasie interfazy.

Zdarza sie, ze samorzutnie lub pod wptywem réznego rodzaju czynnikow
mutagennych liczba chromosomow ulega zmianie. Powstajg organizmy o
zwigkszonej lub zmniejszonej liczbie genomoéw zwane euploidami. Nalezg tu
zaréwno monoploidy, jak i diploidy i poliploidy. Zmiana moze takze dotyczy¢
pojedynczego chromosomu — taki organizm nazywa sie aneuploidem — tu

nalezg miedzy innymi monosomiki i trisomiki.

1) gatunek z tego samego rodzaju, do ktérego jeszcze niedawno zaliczano takze chryzanteme
wielkokwiatowg.
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2.2. Barwniki w kwiatostanach chryzantem.

Znaczenie chryzantem jest dzi§ roznorodne — przede wszystkim jest to
kwiat ozdobny, o rzadko spotykanej skali barw, odcieni i pokroju, co daje
réznorodne mozliwosci ukfadania z niego kompozycji oraz stwarza klientowi
ogromne mozliwosci wyboru. Ze wzgledu na swoje wiasciwosci chryzantema
ma swoje zastugi takze w kosmetyce, domu, gastronomii, a nawet w
medycynie. Niedawno odkryto w kwiatostanach chryzantem substancje
flawonoidowe wykazujace wtadciwosci wirusobdjcze, takze wobec wirusa HIV,
co budzi duze nadzieje u oséb chorych (Hu i in., 1994). Ponadto rosliny te
pochtaniajg duze iloSci substancji szkodliwych m.in. formaldehydu,
wystepujacych w otoczeniu (Wolverton, 1996).

Gatunki z rodzaju Dendranthema nalezg do rodziny astrowatych
(Asteraceae). Kwiaty chryzantem zebrane sg w charakterystyczne koszyczki,
tworzac kwiatostan ztozony. Jego barwa jest determinowana przez barwniki
zawarte gtébwnie w Zenskich kwiatach jezyczkowatych, ktére mogg miec
réznorodny ksztatt i wielko$¢. Oprécz kwiatdw jezyczkowatych w kwiatostanie
wystepujg tez obuplciowe kwiaty rurkowate, ktére mogg byc¢ rozproszone na
catej powierzchni koszyczka lub skupione sg w jego $rodkowej czesci tworzgc
charakterystyczne ,oczko” lub tarcze. Wazniejsze ze wzgledu na barwe
kwiatostanu sg jednak kwiaty jezyczkowate. To w nich znajduje sie cate
bogactwo barwnikdéw Swiadczace o walorach dekoracyjnych danej odmiany
(Jerzy, 2000).

Najwiekszg grupe barwnikdw tworzg flawonoidy wystepujgce w
wakuolach, do ktérych zalicza sie zaréwno antocyjany, jak i flawony i flawonole
(Harborne, 1988; Kawase i in., 1970; Kawase i Tsukamoto, 1974; 1976, Hattori,
1992). Antocyjany odpowiadajg za barwe czerwong, niebieskg i fioletowa, w
zaleznosci od pH soku komoérkowego oraz kopigmentéw metali i flawonoidow
(Jurd i Asen, 1966; Yokoi i Saito, 1973; Steward i in., 1975; Chen i Harazdina,
1981; Hoshino, 1986; Brouillard, 1988; Griesbach, 1992; Dangles i in., 1993,
Takeda i in., 1994). Flawonoidy sg to zwigzki rozpuszczalne w wodzie i

posiadajgce budowe trojpierscieniowg z 15 atomami wegla, co przedstawia
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rycina 1 (Chen i Harazdina, 1981). Antocyjany wystepujg w roslinach w postaci
roznego typu glikozydow, gdzie cukry wystepujg w pozycji 3, 5, 7 lub 3 i 4’
(Timberlake, 1980; Harborne, 1986). Najczgsciej wystepujacg antocyjanidyng w
kwiatach roslin ozdobnych jest cyjanidyna (Saito i Harborne, 1983; Sulyok i
Laszlo-Bencsik, 1985; Terahara i in., 1986; Terahara i in., 1992; Saito i in.,
1994, Saito i in., 1995 a; Saito i in., 1995 b; Bloor, 1998; Fossen i in., 1998;
Pale i in.,1998; Huang i in., 2001). Czesto wystepujg tez inne antocyjanidyny,
takie jak pelargonidyna (Takeda i in., 1986a; Lu i in., 1992a; Toki i in., 1995;
Mitchell i in., 1998), delfinidyna (Takeda i in., 1986b; Brandt i in., 1993; Toki i
in., 1998; Klyne i in., 2001), malwidyna (Andersen i in., 1995; Fukui i in., 1998;
Norbak i Kondo, 1998), peonidyna (Chiriki i Harborne, 1983; Lu i in., 1992b)
oraz petunidyna (Mitchell i in., 1998; Norbak i Kondo, 1998). Antocyjanidyny te
roznig sie miedzy sobg iloscig i potozeniem grup funkcyjnych -OH, -H lub -
OCHs, co ma odzwierciedlenie w polozeniu maksimum absorpcji (Timberlake,
1980). Dla przyktadu cyjanidyna — gtowny barwnik antocyjanidynowy dla
chryzantem posiada maksimum absorpcji przy dtugosci fali A = 530 nm i na tej

podstawie moze zostaé zidentyfikowana (Kawase i in., 1970; Saito i in., 1988).

R1

OH

+

HO °
AN

3

/ OH

R2

HO
Ryc. 1. Budowa czasteczki flawonoidu.

Flawony i flawonole odpowiadajace za barwe kwiatow biatg, kremowag i
z06itg rowniez wystepujg u roslin w postaci glikozydéw (Williams i in., 1981). Ich
obecno$¢ jest szczegdlnie istotna dla owaddw, ktore widzg te barwniki w
ultrafiolecie i dla ktérych ich obecno$¢ oznacza zrodio nektaru. Praktycznie nie
ma w przyrodzie kwiatow pozbawionych catkowicie barwnikow, gdyz flawony i

flawonole sg obecne niemal we wszystkich kwiatach i w $wietle UV takie
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rosliny majg barwe fluoryzujacg - przyciggajaca owady (Kevan i in., 1996;
Harborne, 1997). Najczesciej wystepujgcymi u roslin ozdobnych flawonolami sg
kempferol i kwercetyna, flawonem zas — luteolina (Mattawska, 1992; Matlawska
iin., 1992). Sposroéd flawondw i flawonoli u chryzantem wystepuja najczesciej
~ apigenina, akacetyna, luteolina, diosmetyna i eriodyktiol (Hu i in., 1994;

Schwinn i in., 1994). Przedstawiona na rycinie 2 biosynteza flawonoiddw jest

juz dobrze poznana (Biolley iin., 1994).

kumarylo —CoA

+
malonylo —CoA

l syntaza chalkonu

tetrahydroksychalkon

l izomeraza chalkonu

hydroksylaza 3-flawonoidu

naringenina > eriodyktiol
hydroksylaza 3-flawanonu
hydroksylaza 3-flawanonu
dihydrokempferol dihydrokwercetyna
Syntaza flawonolu / \ reduktaza 4-dihydroflawonolu syntaza

% reduktaza 4-dihydrofiawonolu flawonolu

kempferol leucopelargonidyna
¢ l 999 leukocyjanidyna kwercetyna
procesy ¢
koniugacji pelargonidyna 777
glikozylacji, procesy
acylacji o koniugacji,
cyjanidyna glikozylacji,
¢ acylacji
procesy ¢
koniugacji,
glikozylacji, procesy
acylacji koniugaciji,
glikozylacji,
acylacji

Ryc. 2. Schemat biosyntezy flawonoidow.
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Jednak dziedziczenie barwy jest duzo bardziej skomplikowane i nie do konca
jeszcze poznane (Griesbach, 1998; Mol i in., 1998).

Obok flawonoidéw duzg, bardzo wazng grupe zwigzkdéw barwnych
tworzg karotenoidy. To wtasnie te barwniki, wystepujace w plastydach, nadajg
ro$linom barwe Zzoltg, pomaranczowg, a nawet czerwong. Sg to barwniki o
budowie terpenoidowej (ryc. 3) nie rozpuszczalne w wodzie, za to dobrze
rozpuszczalne w rozpuszczainikach organicznych, takich jak aceton czy eter.
Budowa karotenoidow jest skomplikowana, gdyz w skiad czgsteczki wchodzg
liczne wigzania podwajne, petnigce role chromatoforow pochtaniajgcych Swiatto,
czesto zakonczonych z obu stron uktadem pier$cieniowym. Bezbarwne sg tylko
te z nich, ktére posiadajg mniej niz siedem wigzan podwdjnych, np. fitofluen,
ktéry posiada pie¢ wigzan podwdjnych. U roslin wyzszych wystepujg najczesciej
dwie formy karotenoidu o i B, ktore rdznig sie skrecalnoscig Swiatta
spolaryzowanego. Podstawowym barwnikiem z tej grupy, wystepujgcym u
chryzantem jest 5,8-epoksy a-karoten, zwany tez chryzantemaksantyng. Wéréd
karotenoidow mozna wyrdzni¢ zwigzki sktadajgce sie wylacznie z dwdch
pierwiastkéw — wegla i wodoru, nalezace do karotenoidéw wtasciwych oraz
zawierajgce jeszcze atomy tlenu — ksantofile, wystepujace np. w kwiatach

jezyczkowatych stonecznika — luteinol i zeaksantol (Blaim, 1967).

Ryc. 3. Budowa czasteczki karotenoidu.

Biosynteza karotenoidéw zostata przedstawiona na rycinie 4 (Goodwin,
1980). W kwiatach wystepuje najczesciej cate bogactwo réznych karotenoidow
np. u rzepaku wyizolowano z kwiatéw az 80 réznych naturalnych izomerdw,
przy czym zidentyfikowano tylko giéwne karotenoidy jako luteoksantyne,
flawoksantyne, chryzantemaksantyne, teraksantyne i wiolaksantyne (Kull i
Pfander, 1995). Na barwe, trwato$¢ i rozpuszczalno$¢ karotenoidow majg
ponadto wplyw biatka, ktére tworzg z karotenoidami zwigzki kompleksowe.

W ogrodnictwie czesto zachodzi potrzeba obiektywnego okresienia
barwy kwiatow. Do dzié uzywa sie tradycyjnej metody pordwnywania ze
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wzorcami barw (R.H.S. Colour Chart) opracowanymi przez Krolewskie
Towarzystwo Ogrodnicze w Londynie w 1966 roku. Ocena barwy tg metodg
jest jednak wysoce subiektywna, gdyz zalezy od sprawnosci optycznej
obserwatora, jak i Zrodta $wiatta oraz jego intensywnosci. Alternatywna metodg
jest pomiar absorbancji barwnikéw przy pomocy spektrofotometru. Metoda ta
jest prosta, uniwersalna i tania, spetnia ponadto najwazniejsze kryterium —
obiektywno$¢ i doktadno$¢ pomiarow (Zgirski i Gondko, 1998). Metoda
spektrofotometryczna byta stosowana przez naukowcédw juz od dawna, o czym
$wiadcza liczne publikacje (Fuleki i Francis, 1968; Kawase i Tsukamoto, 1974;
Hoshino, 1986; Solecka, 1987; Lin i in., 1992 Swiderski, 1998). Nie znalazia
jednak dotychczas szerszego zastosowania w praktyce ogrodniczej do oceny
barwy kwiatow.

Barwniki roslinne sg zaliczane ponadto do wtérnych metabolitow, gdyz
nie pelnig w rodlinie podstawowych funkcji i ich wystepowanie jest czesto
ograniczone do okreslonych organdéw czy tkanek. Jako takie zawdzieczajg
swoje znaczenie w chemotaksonomii do badania pokrewienstw i poréwnywania
catych taksonow czy poszczegolnych gatunkéw roslin  (Stace, 1993),
wykorzystywane sg takze w paleobotanice (Wcisto-Lauraniec, 1985).

We wspoiczesnej hodowli nowych odmian szczegdlnie cenne sg cechy
zwigzane ze zmiang barwy lub pokroju roslin. Cel ten mozna dzi§ osiggngé
stosujac metody mutacyjne, ktore polegajg na indukowaniu mutacji w genach i
czesto doprowadzajg do powstania oczekiwanych efektow (Broerties i in.,
1976). Alternatywna metoda, wykorzystuje nowoczesne osiggniecia inzynierii
genetyczne), umozliwiajgce wprowadzenie przy pomocy wektora okreslonego
genu do genomu biorcy. Tym sposobem mozna uzyskac ro$liny transgeniczne
0 zmienionych pozgdanych cechach (Mol i in., 1998; 1999; Griesbach, 1998).

Hodowla chryzantem niesie za sobg pewne utrudnienia. Powszechnie
uwaza sie bowiem, ze rodzaj ten ma czesto budowe chimery, a wiec sklada sie
z tkanek niejednorodnych genetycznie (Stewart i Dermen, 1970). Kwiaty
jezyczkowate chryzantem zbudowane sg z dwoch warstw komérek — L1112, a
wiec informacja genetyczna zawarta w warstwie L3 wystepujacej w lisciach i
korzeniach nie jest obecna w kwiatostanie. Dzieki kulturze in vifro, mozna
uzyska¢ rosliny homohistonowe, skiadajgce sie z jednorodnej genetycznie

tkanki. Warunkiem powstania takich trwatych mutantow jest uzyskanie pedow
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przybyszowych z jednej tylko zmutowanej komorki eksplantatu (Stewart i
Dermen, 1970; Broerties i Van Harten, 1985). W ten sposob z chimery

peryklinalnej mozna uzyskac forme homohistonowa, jednolicie zmieniona.

acetylo-CoA

¢ + 2 acetylo-CoA

kwas mewalonowy

¢ 277

pirofosforan izopentylu

¢ syntaza pirofosforanu geranylogeranylu

pirofosforan geranylogeranylu

¢ syntaza fitoenu

fitoen

¢ reduktaza fitoenu

fitofluen

¢ - 2H

tetrahydrolikopen

¢ - 2H

neurosporen

v -2H

likopen

¢ enzymy cyklizujgce

o, B, v - karoten

Ryc. 4. Szlak biosyntezy karotenoiddw.
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2.3. Molekularne metody analizy DNA.

Kiuczowe dla rozwoju metod biologii molekularnej byto odkrycie przez
Mullisa (Saiki i in., 1988; Mullis, 1990) reakciji tancuchowej polimerazy — PCR
(Polymerase Chain Reaction). Dzieki temu stato sie mozliwe amplifikowanie
(zwielokrotnianie, namnazanie) in vitro DNA w milionach kopii. Potrzebna jest
tylko mikroskopijnej wielkosci matryca DNA, ktdéra pod wptywem wysokiej
temperatury zostaje zdenaturowana i rozpada si¢ na pojedyncze nici. Do nich
przytaczajg sie komplementarne startery zapoczatkowujgce reakcje PCR.
Nastepnie termostabilna polimeraza DNA wigcza kolejne nukleotydy
przesuwajac sie wzdtuz jednoniciowej czasteczki DNA. Wszystkie potrzebne
substraty umieszczone sg w jednej probowce w specjalnie dobranym
$rodowisku reakcji i zmieniajacej sie cyklicznie temperaturze regulowanej przez
termocykler. W kazdym nastepnym cykiu nowo powstate nici DNA same moga
stuzy¢ jako matryce, dlatego tez liczba czagsteczek DNA o sekwenci
odpowiadajacej amplifikowanemu  fragmentowi ros$nie w  postepie
geometrycznym. Reakcja PCR jest obecnie wykorzystywana w wielu metodach
analizy DNA. Jedng z nich jest RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
czyli losowo amplifikowany polimorficzny DNA. Metoda ta zostala po raz
pierwszy zastosowana do badarn nad genomem soi (Glycine max, Glycine soja)
i kukurydzy (Zea mays) (Williams i in., 1990). Metoda ta oparta jest o
amplifikacie genomowego DNA przy uzyciu jednego startera o przypadkowej
sekwencji nukleotydow. Sekwencja kazdego startera skiada sig z dziewigciu —
dziesieciu nukleotydow, o zawartosci 50 — 80 % zasad guaniny i cytozyny, bez
sekwencji palindromowych. Nie wszystkie sekwencje amplifikowane tym
sposobem sg polimorficzne, ale te ktére sg mozna fatwo zidentyfikowac.
Markery RAPD (znaczniki) sg powszechnie uzywane w badaniach
molekularnych roslin do konstruowania map genetycznych (Waugh i Powell,
1992: Newbury i Ford-Lioyd, 1993), do identyfikacji odmian roznych gatunkow
rolin uprawnych oraz analizy zroznicowania genetycznego (Williams i in.,
1990: Koller i in., 1993; Woilff i Peters-Van Rijn, 1993; Graham i in., 1994;
Lanhami in., 1995; Wolffiin., 1995; Golembiewski i in., 1997; Wolko i Kruszka,
1997: Baranski i Grzebelus, 1999; Wang i in., 1999; Sadoch i in, 2000),
identyfikacji somatycznych hybryd (Newbury i Ford-Lloyd, 1993), dziedziczenia
tkanek haplo- i diploidalnych (Lu i in., 1995), w segregacii podwojonych
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haploidow (Guzy i in., 1997), do identyfikacji chordb roslinnych (Szafran i in.,
1997a; Staniaszek i in., 2000), odpornosci na choroby (Staniszek i in., 2000)
oraz badaniu chimeryzmu u chryzantem (Wolff i in., 1993). Metoda RAPD
dostarcza bardzo duzej liczby markerdw, ktore sa tatwe do identyfikacji na
agarozowym zelu elektroforetycznym w Swietle UV. Mate czasteczki DNA
wedrujg w zelu szybciej niz duze (Bushuk i Zillman, 1978) — tak powstaje
charakterystyczny wzor prazkéw zwany DNA-fingerprinting, czyli ,odcisk palca”
czgsteczki DNA. Kazdy z prazkow w zelu jest zwigzany z okreslonym miejscem,
mierzonym iloscig par zasad. Z tego wzgledu, ze markery RAPD sg najczesciej
dominujgce — pozwalajg badac¢ caty genom (Grzebelus, 1996; Primrose, 1999).

Namnazanie DNA mozna uzyska¢ takze inng metodg zwang DAF (DNA
Amplification  Fingerprinting). Tu uzywa sie znacznie krotszych starteréw
najwyzej pigcionukleotydowych, dzieki czemu uzyskuje sie znacznie wiece;
produktow (Hoelzel i Green, 1998). Ich rozdziat nastepuie w Zelu
poliakrylamidowym, pozwalajgcym uzyskaé wiekszg rozdzielczosé, a
wizualizacja prazkow jest mozliwa w wyniku barwienia srebrem (Caetano-
Anolles i in., 1991). Metode te wykorzystano m. in. do identyfikacji mieszancow
petunii (Caetano-Anolles, 1996).

Kolejng technikg wykorzystujaca reakcje fancuchowa polimerazy jest
AFLP (Amplification Fragment Length Polymorphism), czyli polimorfizm
dtugosci amplifikowanego fragmentu. Pierwszym etapem po wyizolowaniu
genomowego DNA jest tu trawienie enzymami restrykcyjnymi EcoR1 i Msel.
Nastepnie fragmenty restrykcyjne sg amplifikowane za pomocg PCR i
rozdzielane w denaturujgcym zelu poliakrylamidowym. Strategia ta umozliwia
amplifikacje wielu fragmentéw DNA, bez wczesniejszej znajomosci sekwencji.
Reakcja PCR jest prowadzona w dwoch nastepujgacych po sobie etapach.
Najpierw w reakcji preamplifikacji fragmenty genomowe sg namnazane przy
uzyciu dwoch starterow AFLP zawierajgcych po jednym selektywnym
nukleotydzie. Produkty po preamplifikacji sg nastepnie rozcienczane i
stosowane do selektywnej amplifikacji przy uzyciu dwdch nowych starterow,
posiadajgcych dwa lub trzy selektywne nukieotydy. Dodatkowo selektywny
starter jest znakowany radioaktywnie. Po rozdzieleniu na zelu, produkty sg
wykrywane za pomocg autoradiografii (Jones i in., 1997). Technike te

wykorzystano m. in. do oceny zréznicowania genetycznego marchwi (Grzebelus
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i in., 1999) oraz populacji tropikalnych drzew Azadirachta indica A. Juss. (Singh
i in. 2002).

Kolejna metoda RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphism),
czyli polimorfizm dtugo$ci fragmentéw restrykcyjnych przypomina troche
metode AFLP. Tu réwniez genomowe DNA jest trawione przy pomocy
enzyméw restrykcyjnych na mniejsze fragmenty. Jednak podstawowa réznica
polega na tym, ze tu stosuje sie do wykrywania tych fragmentow zamiast
amplifikacji PCR - hybrydyzacie z sondq najczescie] radioaktywng na
membranach. Czasteczki DNA sg wymywane przez kapilarnie podsigkajacy
bufor z zelu na membrane. Jest to technika opracowana w latach
siedemdziesigtych, tuz po odkryciu enzymdw restrykcyjnych (Grodzicker i in.,
1974). Do dzi$ jest jednak szeroko stosowana do Kkonstruowania map
genetycznych i identyfikacji roslin (Wolff i in., 1994), a takze do identyfikowania
chordb roslinnych (Sliwa i in., 2001) oraz analizy molekularnej cechy meskiej
sterylnosci (Szklarczyk, 1999).

Do bardziej wymagajgcych metod analizy DNA nalezy niewatpliwie inter-
SSR czyli sekwencje mikrosatelitarne. Sg to dwu- lub trzynukleotydowe
powtérzenia wystepujgce w catym genomie. Liczba owych powtérzen jest
wysoce zmienna i rézna nawet dla poszczegbinych osobnikow. Konieczna jest
tu jednak znajomo$¢ sekwencji nukleotydéw otaczajgcych fragment DNA,
zawierajacy te powtérzenia. Konstruuje sie w  tym celu
dwudziestojednonukleotydowe startery komplementarne do owych sekwenciji.
Réznice w ilo$ci powtérzen powodujg, ze namnozone fragmenty majg rozng
dtugo$é. Analize polimorfizmu przeprowadza sig¢ za pomocg elektroforezy na
zelu poliakrylamidowym. Sekwencje mikrosatelitarne sg szczegdlnie przydatne
przy badaniu gatunkdéw o niskim stopniu zréznicowania na poziomie DNA,
niewystarczajagcym do ich analizy przy pomocy innych typéw markerow
molekularnych, jak np. w gatunkach roslin samopylnych, takich jak soja
(Morgante i Olivieri, 1993).



3. Materiaf i metody
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3.1. Badania kariotypow.

Materiat doswiadczalny stanowity wierzchotki wzrostu korzeni badanych
odmian wyjsciowych i ich mutantdw.

Doswiadczenie przeprowadzono w Pracowni Biotechnologii Katedry Roslin
Ozdobnych i Warzywnych ATR w Bydgoszczy.

Z kazdej odmiany i mutanta dnia 3. kwietnia 2001 pobrano po 10 sadzonek
pedowych z roslin matecznych rosnacych w szklarni i umieszczono w podtozu
tofowym w paletach wielodoniczkowych. Sadzonki ukorzeniono w szklarni w
warunkach naturainego fotoperiodu. Wierzchotki korzeni pobierano w dniach od
19. do 30. kwietnia 2001 roku w godzinach od 9.00 do 10.00. Z kazdej odmiany i
mutanta pobrano po ok. 100 wierzchotkéw wzrostu o dtugosci 5 mm i umieszczono
w probowkach w wodzie destylowanej w chtodni na 24 godziny w temperaturze od
0 do +1°C. Nastepnie przenoszono materiat do utrwalacza, ktéry stanowit ptyn
Carnoy’a (etanol absolutny/ kwas octowy lodowaty - 3:1 v/v). Utrwalanie materiatu
trwato 48 godzin w temperaturze pokojowej, po tym czasie wierzchotki wzrostu
przenoszono do 70 % etanolu, w ktérym przechowywano je do czasu analizy.

Przed barwieniem macerowano tkanki 0,1 N HCI, ogrzewajac probdwki na
lazni wodnej w temp. 60 C° przez 7 minut. Nastepnie ptukano tkanki przez 45
minut w wodzie destylowanej, po tym czasie przystgpiono do barwienia
wierzchotkdéw wzrostu metodg aceto-karminowa (Broda, 1971; Gerlach, 1972).
Barwienie wykonano w probowkach ogrzewajac fragmenty korzeni w
acetokarminie na fazni 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
preparatow z kazdej odmiany.

Chromosomy obserwowano przy pomocy mikroskopu typu Jenamed — 2
przy powiekszeniu obiektywu 1000 razy. Fotografie wykonano dzigki zastosowaniu
przystawki automatycznej do mikrofotografii mf-AKS 24 x 36 Automatic — 2 i filmu
Kodak TMAX — 100.
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3.2. Badania skfadu jakosciowego i iloSciowego barwnikow.

Doswiadczenie przeprowadzono w Pracowni Biotechnologii Katedry Roslin
Ozdobnych i Warzywnych Akademii Techniczno - Rolniczej w Bydgoszczy.

Materiatem badawczym byly Swieze fragmenty kwiatéw jezyczkowatych (ok.
2 cm od wierzchotka) o charakterystycznym, dla danej odmiany i mutanta,
zabarwieniu.

Sadzonki pedowe badanych chryzantem zostaly posadzone na miejsce
state na stotach podwyzszonych - w hali wegetacyjnej na zewnatrz szklarni dnia
21. maja 1999 roku, a w 2000 roku w szklarni 10. lipca. Uprawe prowadzono w
warunkach naturalnego fotoperiodu metodg standardowg tj. na jeden ped i
szczytowy kwiatostan. Wyjatek stanowita grupa Nero, ktérej odmiany jako
drobnokwiatowe prowadzono sposobem gatgzkowym.

Kwiaty jezyczkowate pobierano poczawszy od 27. pazdziernika do 10.
listopada 1999 roku oraz od 23. pazdziernika do 17. listopada 2000 roku w
stadium petni kwitnienia roslin, ktére u odmian o kwiatostanach petnych wyznaczat
moment odchylenia sie zewnetrznych kwiatow jezyczkowatych ku dotowi |
catkowitego rozwiniecia sie czesci Srodkowej. Jako stadium petni kwitnienia u
odmian o kwiatostanach pétpelnych uznano moment zakonczenia rozkwitania
kwiatéw jezyczkowatych potgczony z jednoczesng zmiang barwy z zielonej na
z6ttg zewnetrznych okotkéw kwiatdw rurkowatych. Do analiz wybierano po piec
kwiatostandw z kazdej odmiany. Z kwiatdw jezyczkowatych pobranego
kwiatostanu sporzadzono po 4 nawazki. Dwie z nich o masie 100 mg
przeznaczono do analiz karotenoiddéw, kolejne dwie o masie 200 mg do analiz
antocyjanéw. tacznie z kazdej odmiany pobrano po 10 préb réwnolegtych o masie
100 mg i 10 prob o masie 200 mg. Materiat wazono na wadze analitycznej z
doktadnoscig do 0,1 mg.

Homogenacje tkanek przeprowadzono w mozdzierzu porcelanowym z
dodatkiem kilkudziesigciu mg piasku kwarcowego. Ekstrakcje karotenoiddw
wykonano wedtug metody Wettsteina (1957), w ktérej uzyto 100 % acetonu i
dodano kilkadziesigt mg CaCOs, natomiast dla antocyjandw zastosowano metodg

Harborne (1967), w ktérej uzyto 1% HCI w metanolu. Otrzymane ekstrakty
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sgczono przez lejek z filtrem bibutowym do kolbki miarowej o pojemnosci 10 ml.
Pozostatosci tkanek w mozdzierzu przemywano matymi porcjami rozpuszczalnika
saczac ekstrakt do tej samej kolbki, az do uzyskania pozadanej objetosci.

Ekstrakty karotenoiddw byty gwattownie schtadzane w cieklym azocie, aby
zapobiec ich polimeryzacji. Gotowe, klarowne ekstrakty przechowywano w
szczelnie zamknietych probdéwkach szklanych (ekstrakty karotenoidowe) i
polipropylenowych (ekstrakty antocyjanidynowe) przez okres ok. miesigca w
zamrazarce w temperaturze - 22°C.

Analize spektrofotometryczng ekstraktow przeprowadzono w
dwuwigzkowym spektrofotometrze UV-VIS 1601-PC  SHIMADZU. Pomiary
absorbancji dokonano w kuwetach kwarcowych o szeroko$ci 1 cm, w zakresie
dtugosci fal od 190 do 800 nm. Jako roztwory zerowe zastosowano odpowiednie
rozpuszczalniki stosowane do ekstrakcji danej grupy barwnikéw. Wyniki
analizowano przy pomocy standardowego oprogramowania spektrofotometru do
analizy widmowej.

Wyznaczono maksima absorpcji przy charakterystycznej dla danego
barwnika diugosci fali (Amax). Obliczono absorbancje $rednig przy maksimum
absorpcji i dokonano analizy statystycznej wynikéw wykorzystujgc test t-Studenta
przy poziomie istotnosci p=0,05 i liczbie stopni swobody (ns+n; - 2) = 18.

Do ilo$ciowego oznaczania antocyjandéw zastosowano metode algebraiczng

wykorzystujaca wzér:

c=A/hxk[gdm?]
gdzie:
A - absorbancija przy diugosci fali A charakterystycznej
dla danego antocyjanu
h - grubos¢ warstwy [cm]

k - wtasciwy wspotczynnik absorpciji

Z obliczen uzyskano stezenie dla sumy antocyjanow w przeliczeniu na

glikozyd-3-cyjanidyny  bedacy  giéwnym  barwnikiem  antocyjanidynowym
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wystepujgcym u chryzantem (Saito, 1967; Kawase i in., 1970; Schwinn i in., 1994).
Do obliczenia wtasciwego wspotczynnika ekstynkcji k wykorzystano molowy
wspotczynnik ekstynkeji A = 26 900 dla glikozydu-3-cyjanidyny posiadajgcego
maksimum absorpcji przy diugosci fali Ama= 530 nm (Jurd i Asen, 1966; Saito i
Harborne, 1983).

Stezenia karotenoidéw obliczono wykorzystujac wspéiczynnik z réwnania
Wettsteina (1957):

Ckar.= 4,695 X Aggo [mg dm™)]
gdzie:
Ciar.~ St€Zenie karotenoiddw

Auq - absorbancja przy diugosci fali 440 nm

3.3. Badania DNA-fingerprinting metoda RAPD.

Doswiadczenie przeprowadzono w roku 1999, w Pracowni Biotechnologii
Zaktadu Genetyki i Hodowli Ro$lin Korzeniowych Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji
Ros$lin w Bydgoszczy oraz Pracowni Biotechnologii Katedry Roslin Ozdobnych i
Warzywnych Akademii Techniczno - Rolniczej w Bydgoszczy.

Materiat ros$linny stanowity liScie i paki liSciowe pochodzgce z miodych
roslin matecznych rosngcych w szklarni, z ktorych dnia 29. czerwca 1999 roku

sporzadzono prébki po 5 g Swiezej masy dla kazdej odmiany.

3.2.1. 1zolacja catkowitego DNA z badanych roslin.

Przygotowane prébki zostaty wysterylizowane w 4% podchlorynie sodu,
drobno pocigte i utarte w mozdzierzu porcelanowym w cieklym azocie. Nastepnie
dodano do nich ok. 10-15 ml buforu homogenizujacego” i 310 pl 10% SDS i
podgrzano na tazni wodnej w temp. 65 °C przez 45 min., aby uzyskaé lize
komorek. Po wyjeciu z tazni dodano po 700 ul 8 M octanu potasu i préby
przeniesiono do tazni lodowej na 60 minut. Nastepnie odwirowano osad w wirbwce

z chtodzeniem przy 4000 obr./ min. Supernatant przeniesiono do nowej probowki i
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dodano 1:1 (v:v) fenolu w celu oddzielenia DNA od zwigzanych z nim biatek
histonowych. Ponownie odwirowano proby przez 10 minut przy 5000 obr./min., w
celu usunigcia roznych frakcji komorkowych i przeniesiono gérng warstwe do
nowej probowki. Nastepnie dodano mieszaniny chloroformu i alkoholu
izoamylowego 24:1(v.v) i odwirowano osad. Gorng warstwe przeniesiono pipetg
do nowej probdwki i dodano 1/10 (v:v) octanu sodu oraz trzykrotng objetos¢ 96%
etanolu i delikatnie wymieszano w celu wytrgcenia czasteczek DNA.

Tak przygotowane proby schtodzono do temperatury - 20 °C w zamrazarce
przez 24 godziny, nastepnie osad odwirowano przy 10000 obr./ min., po czym
zlano delikatnie etanol. W celu lepszego oczyszczenia DNA dodano 80% etanol i
odwirowano, za$ osad osuszono pod proznig. Suchy pelet rozpuszczono w 500 pl
buforu TE?.

W nastepnym etapie pobrano po 350 ul rozpuszczonego w buforze TE
DNA i dodano jedng objetosé podgrzanego do 65 °C buforu ekstrakcyjnego 2x E>.
Nastepnie dodano 1:1 (v:v) mieszaniny chloroformu i alkoholu izoamylowego i
wytrzgsano probowki do uzyskania emulsji. Ponownie odwirowano osad przy
12000 obr./ min. w wiréwce z chtodzeniem i przeniesiono faze gorng do nowych
probéwek. Dodano 1/10 objetosci podgrzanego do 65 °C 10 % roztworu CTAB/
0,7M NaCl i wytrzgsano przez 30 sekund. Nastepnie dodano jedng objetosc
buforu P¥ w celu wytracenia DNA. Po 24 godzinach wytracony DNA odwirowano
przy 14 000 obr./ min. i rozpuszczono w buforze TE.

Ocene ilosciowg zawartosci DNA dokonano przy pomocy spektrofotometru
UV-VIS w kuwetach kwarcowych o szerokosci 1 cm przy dtugosci fali réwnej 260
nm, korzystajgc ze wzoru: 1 A 6 DNA =50 ug DNA.

Sporzadzono matryce DNA zawierajgce po 4 ng/ul DNA, ktore

wykorzystano w reakcji tancuchowej polimerazy PCR.
) bufor homogenizujacy (na 200 ml). 7,26 g TRIS, 0,74 g EDTA, 1,13 g NaCl, 13,68 g sacharoza; pH 8,0

2) bufor TE: 10mM Tris, 1 mM EDTA; pH 8,0
3) bufor 2x E: 2% CTAB, 100 mM TRIS-HCI , 20 mM EDTA, 1,4 mM NaCl, 1% PVP 360; pH 8,0

4) bufor P: 1% CTAB, 50 mM TRIS-HC!, 10 mM EDTA; pH 8,0
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3.2.2. Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR).

W celu identyfikacji mutantdw i wykazania ich odrebno$ci na poziomie
molekularnym zostata zastosowana metoda RAPD (Williams i in., 1990)
wykorzystujgca technike PCR. Do reakgji uzyto 20 dziesiecionukleotydowych
starterow (wyjgtek — RAD-12), ktérych sekwencje podano w tabeli 2.

Tab. 2. Sekwencje nukieotydowe starterow zastosowanych w reakcjach PCR.

L.p. Starter Sekwencja nukleotydowa
1. OPB-04 5-GGA/CTG/GAG/T-3’
2 OPB-18 5-CCA/CAG/CAGIT-3’
3 OPC-15 5-GAC/GGA/TCAIG-3’
4 OPF-06 5-GGG/AAT/TCG/G-3’
5 OPG-09 5-CTG/ACG/TCA/C-3’
6 OPG-10 5-AGG/GCC/GTC/T-3'
7 OPH-13 5-GAC/GCC/ACA/C-3’
8 OPK-10 5-GTG/CAA/ICGTIG-3’
9 OPK-19 5'-CAC/AGG/CGG/A-3
10 OPM-09 5-GTC/TTG/ICGG/A-3
11 OPM-18 5-CAC/CAT/CCG/T-3
12 OPN-01 5-CGG/IGCG/ATAT-3
13 OPQ-06 5-GAG/CGC/CTT/G-3’
14 OPAS-07 5-GAC/IGAG/ICAG/G-3’
15 P-13 5-CGA/GTG/CCT/A-3
16 P-15 5-GGA/AGC/CAA/C-3
17 RAD-01 5-TCC/TAC/GCA/C-3’
18 RAD-02 5-ATG/GAT/CCG/C-3’
19 RAD-09 5-GAC/CGC/TTG/T-3’
20 RAD-12 5-GGG/CTC/ATAI-3
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Reakcijg PCR prowadzono w objeto$ci 25 ul. Mieszanina reakcyjna
zawierata: sterylng bidestylowang wode, PCR -bufor 2,5 ul/ reakcje (MBI
Fermentas), 3 mM MgCl; (MBI Fermentas), 0,2 mM dNTP, bedacy mieszaning
wszystkich czterech nukleotydow: dATP, dCTP, dGTP, dTTP (MBI Fermentas),
polimeraze Taq 0,5 u/ 25 ul (MBI Fermentas), 1 uM primera (Operon Technologies
Inc.) oraz 4 ng/ ul matrycy DNA. Do kazdej mieszaniny reakcyjnej dodano krople
oleju mineralnego zapobiegajacego parowaniu.

Reakcje prowadzono w termocyklerze Biometra UNO-Thermoblock 2,73
zaprogramowanym, zgodnie z zaleceniem Wolffa i in. (1993), nastepujaco: 94°C-
4 min.(wstepna inkubacja), 45 cykli: 94°C - 1 min. (denaturacja DNA), 36°C - 1
min. (przytaczanie primera), 72°C - 2 min. (synteza komplementarnej nici) i 72°C -
4 min. (zakonczenie syntezy DNA). Nastepnie, gdy reakcja PCR zakonczyta sie,
mieszanine schtadzano do temperatury 4°C.

Po amplifikacji, fragmenty DNA zostaty poddane elektroforezie w 1,5% zelu
agarozowym w buforze TBE".

Elektroforezg prowadzono przy napieciu pradu 135 V w komorze Agagel Maxi
Biometra 020-300. Wizualizacja prazkéw w zelu byta mozliwa dzieki zastosowaniu
bromku etydyny i systemowi komputerowemu do rejestracji prazkéw w zelu w
Swietle UV-Gel-Doc. Wielko$¢ prazkéw zostata zidentyfikowana dzieki
zastosowaniu markera molekularnego DNA Ladder-Mix (MBI Fermentas) oraz
programowi komputerowemu Quantity One. Nastepnie dane zostaly wprowadzone
w systemie binarnym (0,1) do programu NTSys. Na tej podstawie zostata

utworzona macierz danych umozliwiajgca petng identyfikacje odmian.

1) bufor TBE: 1 M TRIS, 20 mM EDTA, 1M kwas borowy, pH = 8,0
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Do oceny podobienstwa genetycznego obliczono takze wspotczynnik zgodnosci
Ney’a (Nei i Li, 1979), korzystajgc ze wzoru:
F=2 x Nao/ N, + Np
gdze:
N, - liczba wspdinych produktéw PCR dla
poréwnywanych liniiai b,

Ny - liczba produktow PCR dla linii a lub linii b.



4. Wyniki badar
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4.2. Analiza skiadu jakosciowego i ilosciowego barwnikow.

Skfad jakosciowy barwnikéw wyrazony w jednostkach absorbancji
(okreslony w latach 1999 — 2000) przedstawiono w tabelach 4, 5 i 6. Natomiast
widma absorpcyjne (z roku 1999) z charakterystycznymi maksimami absorpcji
przedstawiono na rycinach 37 — 68. O obecnosci okreslonych barwnikow
Swiadczyto maksimum absorpcji przy charakterystycznej diugosci fali Amax,
oznaczone na rycinach strzatka.

Z tabel 4, 5 i 6 wynika, ze w kwiatach jezyczkowatych badanych odmian
chryzantemy wielkokwiatowej wystepujg cztery rodzaje barwnikow: flawony,
flawonole, karotenoidy i antocyjany.

Kazda z badanych odmian chryzantem posiadata swgj staty i powtarzalny
profil wystepowania okreslonych barwnikow przy charakterystycznych
dtugosciach fali, co zostato potwierdzone w roku 2000. Zmianie ulegt jedynie
ogélny poziom wartosci absorbancji — w roku 2000 byt on generalnie nizszy niz
w roku 1999. Nawet jesli u kilku odmian wystagpit ten sam zesp6t barwnikow to
wartosci absorbancji przy tych samych diugosciach fali réznity sie statystycznie.

Rozpatrywane odmiany chryzantem tworzyly trzy grupy ze wzgledu na
swoje pochodzenie. Grupa mutantdéw Lady pochodzi od odmiany wyjsciowe;
‘Richmond’. Odmiana ta posiadata tylko flawonole przy A = 340 nm oraz
antocyjany przy A = 530 nm, nie miata za$ karotenoidéw. U szesciu (z
dziesieciu) powstatych z tej odmiany mutantow pojawily sie karotenoidy ( ‘Lady
Amber’, ‘Lady Apricot’, ‘Lady Bronze’, ‘Lady Orange’, Lady Salmon’ i ‘Lady
Yellow). U szesciu innych mutantéw odnotowano zanik antocyjanow (‘Lady
Amber’, ‘Lady Pink’, ‘Lady Rosy’, ‘Lady Salmon’, ‘Lady White' i ‘Lady Yellow'). U
pozostatych czterech, u ktérych wystapity antocyjany, znacznie obnizyta sig
wartos¢ absorbancji. Mutanty —‘Lady Apricot’, ‘Lady Bronze' i ‘Lady Orange’ nie
roznity sie pod wzgledem wartosci absorbancji dla antocyjanéw.

Grupe Nero tworzyta odmiana wyjéciowa ‘Red Nero’ oraz jej mutant ‘Mini
Nero’. U odmiany ‘Red Nero’ wystepowaty flawony przy A = 332 nm, zas u jej
mutanta pojawity sie flawonole przy 340 nm, za$ flawony zanikly. Poziom
absorbancji dia karotenoidoéw byt identyczny u tych odmian, zas zdecydowanie

zmniejszyta sie warto$¢ absorbancji dia antocyjandw u ‘Mini Nero’.
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4.3. Analiza DNA-fingerprinting metoda RAPD.

Z przebadanych 20 starteréw tylko 8 (OPB-04, OPB-18, OPF-06, OPM-
09, OPM-18, RAD-01, RAD-09 i RAD-12) dato polimorficzne prazki bedace
podstawg do wykazania odrebnos$ci odmian chryzantem.

Starter RAD-09 (ryc. 69, tab. 9) lub zestawy starteréw. OPB-04 i OPF-06
(ryc. 70, tab. 10), OPB-18, OPB-04 i OPF-06 (ryc. 71, tab. 11), OPF-06, OPB-
04 i OPB-18 (ryc. 72, tab. 12), RAD-01, OPF-06 i OPB-04 (ryc. 73, tab. 13),
RAD-12, OPF-06 i OPB-18 (ryc. 74, tab. 14) dawaly dla kazdej odmiany
wyjéciowej lub mutanta specyficzny, staly i powtarzalny (przy zachowaniu
warunkow reakcji) uktad prazkow tzw. DNA-fingerprinting.

Starter RAD-09 rozrézniat 15 badanych odmian, a dia jednej odmiany —
‘Lady Rosy’ nie dawat zadnego produktu PCR. Pozostate pojedyncze startery
rozrézniaty miedzy sobg od 3 do 10 odmian. Dopiero potgczenie wybranych
starterow w grupy dato w efekcie mozliwos¢ rozréznienia wszystkich badanych
odmian.

Przedstawione w tabeli 15 wspdiczynniki zgodnosci wg Ney’a wskazujg
na wysokie podobienstwo mutantdéw ‘Lady Salmon’ i ‘Lady White’. Najwyzsze
jednak podobienstwo wystgpito pomiedzy ‘Lady Bronze’ i ‘Lady Pink’ (0,9385).

Wysoki wspoblczynnik podobienstwa zaobserwowano tez migdzy
odmianami: ‘Lady Amber’ i ‘Lady Apricot’, ‘Lady Bronze' i ‘Lady Amber’, ‘Lady
Orange' i ‘Lady Amber’, ‘Lady Pink’ i ‘Lady Amber’, ‘Lady White' i ‘Lady Amber’,
‘Lady Orange’ i ‘Lady Bronze’, ‘Lady White’ | ‘Lady Bronze’, ‘Lady White’ i ‘Lady
Orange’.

W grupie Lady najwieksze podobienstwo do odmiany wyjéciowej byto u
mutantow ‘Lady Amber’, ‘Lady Apricot’, ‘Lady White’, Lady Orange’ i ‘Lady
Bronze’. Najnizszy wspotczynnik podobienstwa wystgpit zas u ‘Lady Salmon’ i
‘Lady Rosy'.

W grupie Nero, wystapito silne podobienstwo genetyczne (0,7021)
mutanta ‘Mini Nero’ w stosunku do odmiany wyjsciowej ‘Red Nero’.

W grupie Wonder podobienstwo molekularne mutanta ‘Red Wonder’ byto
duzo wyzsze niz ‘Bronze Wonder’ w stosunku do odmiany wyjsciowej ‘Lilac
Wonder'.
























5. Dyskusja
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W pierwszym etapie badan przesledzono kariotypy badanych odmian
wyjéciowych i ich mutantdw w celu ewentualnego potwierdzenia zaistniatych
Zmian w genomie.

Liczba chromosoméw u chryzantem jest réozna dia poszczegdlnych
gatunkow i waha sie od 2n = 18 do 2n = 72, a nawet 2n = 198. U wiekszo4ci
gatunkow uprawnych liczba ta wynosi jednak 54 chromosomy skupione w
dziewieciu zespotach (Nazeer i Khoshoo, 1983).

U badanych mutantéw i odmian wyjSciowych trzech grup chryzantem —
Lady, Nero i Wonder stwierdzono 45 lub 54 chromosomy. U wiekszosci
mutantdéw nie stwierdzono zmian w liczbie chromosoméw w wyniku dziatania
promieniowania jonizujgcego, z jednym tylko wyjatkiem. Stanowit go mutant
‘Bronze Wonder, u ktérego nastapifo zwiekszenie liczby chromosomoéw o
dziewie¢. W wyniku tej autopoliploidyzacji badany mutant posiadat 54
chromosomy. Drugi mutant z grupy Wonder — ‘Red Wonder' oraz jego odmiana
wyjsciowa — ‘Lilac Wonder’ miaty tylko 45 chromosomow. Zwiekszenie liczby
chromosomdw nie wigzato sie tu ze zwiekszeniem Srednicy kwiatostanu, czy
zmiang pokroju rosliny lecz tylko ze zmiang barwy kwiatéw jezyczkowatych, co
wynika z badan Jerzego i Zalewskiej (1997). To potwierdza hipotezge Nazeer |
Khoshoo (1983), ze liczba chromosomow nie zawsze jest Scisle skorelowana z
wielkoscig kwiatostanu, poniewaz 2n = 54 jest typowsa liczbg chromosoméw
zarowno dla odmian o matych jak i duzych kwiatostanach.

Badania przeprowadzone przez Jerzego i Zalewska (1997) dotyczace
separacji chimer grupy odmian Wonder, dowodzg, ze wiasnie odmiana ‘Bronze
Wonder' jest homohistonowa, czyli sktada sie z tkanek jednorodnych
genetycznie, drugi mutant — ‘Red Wonder’ jest natomiast chimerg peryklinalng
ze zmieniong tylko warstwag L1. Zmiana liczby chromosomdw u ‘Bronze
Wonder potwierdza zatem wystgpienie u tego mutanta mutacji obejmujacej
wszystkie warstwy — L1, L2 i L3, gdyz analiza kariologiczna byla
przeprowadzona w wierzchotkach wzrostu korzeni zbudowanych z warstwy L3.
Tak wiec, w tym przypadku zmiana barwy byta skorelowana ze zwiekszeniem
liczby chromosoméw. Badania dowodzg jednak, ze wiekszo$¢ mutantow i
sportdw u chryzantem jest chimerami peryklinalnymi ze zmieniong genetycznie
tylko warstwg L1 (Stewart i Dermen, 1970; Langton, 1980; Wolff, 1996, Shibata
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i in. 1998). Badania przeprowadzone przez Datte i Gupte (1981) oraz Datte i
Banerji (1990) sugerujg, ze najczesciej promieniowanie jonizujgce nie powoduje
zmian w liczbie chromosomdw u powstalych tg drogg mutantéw. Autorzy ci
obserwowali jednak liczne aberracje chromosomowe podczas podziatow
mitotycznych w wierzchotkach wzrostu korzeni, takie jak: fragmenty
chromosomoéw, wczesniejsze lub pbdzniejsze oddzielanie sie chromosomow,
powstawanie tzw. mostkdw anafazowych i inne. Podobne zmiany obserwowali
Datta K. i Datta S. (1998) u mutantdw chryzantem powstaltych w wyniku
dziatania kolchicyna. Jednak Ichikawa (1970) donosi, ze sztucznie indukowane
mutanty dwdch odmian chryzantem ‘Yellow Deleware’ i ‘Deleware’ posiadaty
zmieniony zespdt chromosomowy w stosunku do odmian wyjsciowych. Autorzy
ci zanotowali zaréwno ubytek jak i pojawienie sie dodatkowych chromosoméw u
badanych mutantéw — u jednego z nich zaobserwowali nawet 2n = 110
chromosoméw.

Sposréd przebadanych mutantéw grup Lady, Nero i Wonder zauwazono,
ze u mutanta ‘Mini Nero’ podczas mitozy w wierzchotkach wzrostu korzeni
chromosomy tworzyly tzw. biwalenty, czyli utozone w pary chromosomy
homologiczne. Zjawisko to jest o tyle ciekawe, ze biwalenty tworzg sie
normalnie w czasie mejozy podczas wymiany fragmentéw chromatyd
homologicznych. Trudno jest wyttumaczy¢ biologiczny sens wystgpienia tego
Zjawiska podczas mitozy. Watanabe (1977, 1983) badat zachowanie sie
chromosoméw w czasie mejozy u chryzantem. Z badan tych wynika, ze
wszystkie odmiany tworzyly biwalenty regularnie, lecz kilka odmian tworzyta
takze muiltiwalenty. Watanabe (1977) sugeruje, ze chryzantemy mogg by¢
autopoliploidami z genetycznym mechanizmem stabilizujgcym powstawanie par
chromosomow.

Gatunki heksaploidalne chryzantem sg ponadto samoniezgodne i
charakteryzujg si¢ hamowaniem wytwarzania pytku (Drewlow i in.,, 1973;
Ronald i Ascher, 1975), stad generatywne rozmnazanie takich odmian jest
czesto niemozliwe. Z tego wzgledu wigkszos¢ odmian chryzantem uprawnych
rozmnazanych jest wegetatywnie, poprzez sadzonki pedowe lub mikrosadzonki
in vitro. To umozliwia przekazanie catej informacji genetycznej zawartej w
trzech warstwach, z ktorych skfada sie¢ merystem, zawarty w eksplantatach
wyjsciowych. Shibata i in. (1998) badali poszczegdine warstwy pod wzgledem
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liczby chromosomow. Dowodzg oni, Zze wiele odmian chryzantem rdzni sie pod
wzgledem liczby chromosoméw w poszczegdinych warstwach, przy czym
najczesciej dochodzi do utraty jednego Iub pojawienia sie dodatkowego
chromosomu. Matuszynska (2001) uwaza, ze zjawisko takie jest powszechne
wsrdd roslin i moze by¢ wynikiem endoreduplikacji, endomitoz, fuzji komdrek
lub zahamowania cytokinezy. W wyniku tych proceséw powstajg organizmy
sktadajgce sie z roznych genetycznie tkanek — chimery.

W taksonomii liczba chromosomow stanowi ceche pozwalajgcg czesto
na klasyfikacje gatunkow. Badania wiasne wskazujg, ze liczba chromosomow
nie moze by¢ podstawg do wykazania odrebnosci odmianowej ani do
identyfikowania odmian. Badania kariotypow mogg natomiast stuzy¢ w
pierwszym etapie badan do ewentualnego potwierdzenia zaistniatych zmian w
genomie mutantéw. Problemem, w przypadku kariotypu chryzantemy, jest
stosunkowo duza liczba chromosomoéw utrudniajgca ich precyzyjne policzenie.
Metoda ta wydaje sie by¢ bardziej uzyteczna u gatunkow roslin posiadajgcych
mniejsze liczby chromosomow, takich jak krokus (Crocus graveolens) majgacy 6
chromosoméw, czy pelargonia (Pelargonium hortorum), ktéra ma 18
chromosoméw (Darlington i Wylie, 1955).

W celu lepszego poznania zmian jakie zaszly u mutantéw na poziomie
molekularnym, przeprowadzono analize barwnikéw wystepujgcych w kwiatach
jezyczkowatych. W  badaniach tych zostala zastosowana metoda
spektrofotometryczna opracowana po raz pierwszy przez Shibate (1958).
Identyfikacje na podstawie skiadu barwnikow wystepujacych w kwiatach
jezyczkowatych roslin ozdobnych przeprowadzili dotychczas Kawase i
Tsukamoto (1974; 1976), Datta i Gupta (1983), Asen (1984) i Solecka (1987),
umozliwiajgc tym sam odrdznienie wielu odmian roslin ozdobnych o bardzo
zblizonej do siebie barwie kwiatostanéw.

Przeprowadzone badania witasne potwierdzajg przydatno$¢ metody
spektrofotometrycznej do wykazania odrebnosci analizowanych mutantow w
stosunku do odmian wyjsciowych oraz ich peitng identyfikacje. Wszystkie
mutanty uzyskane z odmian wyjsciowych réznity sie miedzy sobg oraz w
stosunku do odmiany wyjsciowej. Kazda z badanych odmian wyjsciowych i ich
mutantow posiadaty swdj staty i powtarzalny profil wystepowania okreslonych
barwnikéw przy charakterystycznych diugosciach fal. Nawet, jesli u kilku
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odmian wystapit ten sam zestaw barwnikow, to wartosci absorbancji przy tych
samych dtugosciach fal roznity sie. W kolejnych latach badar zmianie ulegt
jedynie ogdlny poziom absorbancji, natomiast maksima absorpcji przy
okreslonych dlugosciach fal pozostaty bez zmian, co moze byé wynikiem
odmiennych warunkéw sSwietinych panujacych w czasie frwania uprawy w
poszczegdlnych latach badan. Tak wiec kazda z badanych odmian zostala
zidentyfikowana na podstawie charakterystyki widmowej przez warto$¢
absorbancji w maksimum przy odpowiedniej dtugosci fali.

Metoda spektrofotometryczna oprécz oczywistych =zalet, takich jak
obiektywnos$¢ i dokiadno$¢ pomiarow, stwarza tez pewien problem — do analizy
potrzebne sg kwiatostany w petni kwitnienia.

Gtéwnym barwnikiem antocyjanidynowym wystepujacym u chryzantem
jest glikozyd 3-cyjanidyny, zwany takze chryzanteming, wyizolowany przez
Kawase i in. (1970). Pdzniejsze badania (Saito, 1967; Saito i in., 1988)
dowiodly, ze barwnikiem tym byt malonyloglikozyd 3-cyjanidyny. Ostatnio
przeprowadzone analizy, przy pomocy najnowoczesniejszej aparatury
wykorzystujacej spektroskopie jadrowego rezonansu magnetycznego |
spektroskopie masowg dowiodly, ze glowng antocyjanidyng wszystkich
purpurowo - rézowych chryzantem jest w formie natywnej dimalonyloglikozyd 3-
cyjanidyny (Nakayama i in., 1997).

U dziesieciu z szesnastu badanych odmian chryzantem wystapito
maksimum absorpcji $wiadczace o obecnosci tego antocyjanu w kwiatach
jezyczkowatych.

Biosynteza flawonoidow (antocyjandw, flawondw i flawonoli) jest
kontrolowana przez dwa enzymy poczatkowe — syntaze chalkonu i izomeraze
chalkonu. Substratami poczatkowymi potrzebnymi do zainicjowania syntezy sg
~ kumarylo-CoA i malonyio-CoA. W wyniku dziatania enzymow powstaje
prekursor — naringenina, ktora dzieki enzymowi — hydroksylazie 3-flawanonu
przeksztatca sie w dihydrokempferol. Na tym etapie drogi biosyntezy sie
rozchodzg i w zalezno$ci od obecnosci kluczowego enzymu — hydroksylazy — 3-
flawonoidu zalezy, czy powstanie cyjanidyna i kwercetyna czy tez
pelargonidyna i kempferol (Biolley, 1994). U chryzantem enzym hydroksylaza 3-
flawonoidu jest aktywny i z tego wzgledu powstajgcy dihydrokempferol jest
catkowicie przeksztatcany w dihydrokwercetyng i dalej w cyjanidyne. Nie ma
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zatem mozliwosci, aby powstata pelargonidyna. Jedynie przez zablokowanie
aktywnosci genu odpowiedzialnego za powstawanie enzymu hydroksylazy 3-
flawonoidu istnieje mozliwos¢ powstania pelargonidyny - nowego antocyjanu
dla chryzantem. Modyfikacja genetyczna drogi biosyntezy poprzez inhibicje
aktywnosci tej hydroksylazy, stwarza mozliwo$¢ produkcji nowych odmian o
innym zabarwieniu kwiatostanow (Schwinn i in., 1994). Cel ten mozna osiagnaé
poprzez zastosowanie inzynierii genetycznej (Mol i in., 1999; Aidai in., 2000 a
i b; Cadic i Widehem, 2001; Zaccai i in., 2001) lub hodowli mutacyjnej (Broertjes
I in. 1976; Stepczynska i in., 1980; Jerzy i in., 1993; Banerji i Datta, 1992;
Malaure i in., 1991; Zalewska, 1995).

Badane mutanty powstaly w wyniku dziatania promieniowania
jonizujgcego, a wiec drugg z wymienionych metod. Zmiana barwy u powstatych
tg droga mutantdow polegata zardwno na jakosciowych jak i iloSciowych
modyfikacjach barwnikow. Odmiana wyjsciowa ‘Richmond’, dajgca poczatek
grupie Lady posiadata wysoki poziom antocyjandw. Z powstatych w tej grupie
mutantdw, u szesciu zanikly antocyjany, u czterech pozostatych znacznie
obnizyta sie warto$C absorbancji $wiadczgca o zmniejszeniu sie ilosci tego
barwnika w kwiatostanie. W grupie Nero rowniez zaobserwowano wyrazny
spadek zawartosci antocyjandw u powstatego mutanta, zas w grupie Wonder u
mutanta ‘Bronze Wonder’ wystgpit wzrost zawartosci antocyjanéw, zas u ‘Red
Wonder spadek. Mozna przypuszczaé, ze promieniowanie jonizujace u
wiekszosci mutantéw spowodowato czesciowa lub catkowitg inaktywacje genow
uczestniczgcych w biosyntezie tych barwnikow. Natomiast wzrost zawartoSci
antocyjandw w grupie Wonder moze mie¢ zwigzek ze zwiekszeniem liczby
chromosoméw u mutanta ‘Bronze Wonder'.

Znane sg obecnie geny odpowiedzialne za powstawanie enzymoéw
biosyntezy antocyjandéw (Holton i Cornish, 1995; Oren-Shamir i in., 1999;
Rosati i in., 1999; Norimoto i in., 2000; Martens i Forkmann, 2001; Martens i in.,
2001; De Schepper i in.,, 2001; Yabuya i in., 2001). W wielu przypadkach
mutacja w pojedynczym genie powoduje akumulacje posrednich zwigzkow, co
doprowadza do zmiany barwy kwiatéw czy nasion (Onozaki i in., 1999; Selinger
i Chandler, 1999; Kobayashi i in., 2001). Mutacja moze takze dotyczy¢ biatek
posredniczacych (GS-X) w transporcie antocyjandw przez btony do wakuoli,
gdzie sg gromadzone. Wedtug Mola i in. (1998) istniejg trzy zespoty gendw
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biosyntezy antocyjanow - bg1, ktore zawierajgq wszystkie geny biatek
regulatorowych (MYB, bHLH, WD40) i odpowiedzialne za barwe purpurowa,
bg2 zawierajgce mniejszg iloSC biatek regulatorowych i odpowiadajgce za
barwe 20itg oraz geny bg3 odpowiadajace barwie czerwone;.

U fiotka afrykanskiego (Saintpaulia ionantha) wykryto az osiem genéw
kontrolujacych barwe kwiatéw. Dwa z nich (I i S) sg odpowiedzialne za inhibicje
gendw biosyntezy antocyjanéw i sg obecne jako dominujgce allele w biatych
kwiatach. Pozostate geny odpowiadajg za intensywnos¢ barwy (W, Bd, Bw, P,
R i A). Tak wiec kwiaty o genotypach iissWPR sg purpurowe, iissWppR rézowe,
zas iissWPrr czerwone (Griesbach, 1998).

Z pewnoscig nie znamy wszystkich czynnikdw kontrolujgcych geny
biosyntezy antocyjanéw. Réwniez mechanizm dziatania biatek regulatorowych
nie jest jeszcze dobrze poznany i wymaga jeszcze wielu badar. Jednak
mozliwe staly sie juz dzi$ modyfikacje barwy kwiatow dzieki zastosowaniu
osiggniec inzynierii genetycznej. Realnym staje sie stworzenie tg drogg réz o
niebieskiej barwie kwiatéw poprzez manipulacie genetyczng polegajacy na
wprowadzeniu gendw syntezy flawonoidéw albo gendéw odpowiedzialnych za
wartos¢ wakuolarnego pH (Mol i in., 1998). Uzyskano juz niebieskie kwiaty u
transgenicznej torenii (Torenia fournieri Lind.) poprzez inaktywacje genu
reduktazy 4-dihydroflawonolu, co doprowadzito do nagromadzenia sie
posrednich metabolitow w postaci flawonoli (Aida i in., 2000 a i b). Od dawna
wiadomo bowiem, ze o barwie decydujg réwniez oprdcz samych barwnikow
takze inne czynniki, takie jak pH (Jurd i Asen, 1966; Stewart i in., 1975;
Hoshino, 1986; Brouillard, 1988; Griesbach, 1992; Dangles i in., 1993),
kopigmenty flawonow, flawonoli oraz metali (Yokoi i Saito, 1973; Chen i
Hrazdina, 1981; Brouillard, 1988; Takeda i in. 1994; Griesbach, 1992; Aida i in.,
2000 a i b). Swiatto i temperatura, ktSre moga stymulowaé biosynteze
antocyjanéw réwniez wptywajg na barwe roslin (Griesbach, 1992; Kopcewicz i
in., 1992, Dangles i in., 1993; Bach i in., 1997; Swiderski, 1998). Obecnie
znane sg juz geny odpowiadajace za te czynniki. U petunii (Petunia hybrida) na
przykiad wykryto az siedem gendéw odpowiedzialnych za warto$¢
komorkowego pH (geny ph-1 — ph-7), gen kodujacy syntaze flawonolu (Fl), czy
gen regulator $wiatta LRU-1 (Mol i in., 1998). Dzieki tej wiedzy stworzono juz

zotto kwitngce petunie, u ktérych gen odpowiedzialny za synteze enzymu
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izomeraze chalkonu byt niefunkcjonalny (Van der Meer i in., 1992: Mol i in.
1999).

Druga wazng grupg barwnikow wystepujgacych u roslin sg karotenoidy. U
chryzantem wystepujg one w kwiatach jezyczkowatych w postaci 5,8-
epoksydOw i zwane sg rowniez chryzanthemaksantyng lub 5,8 — epoksyluteing
(Blaim, 1967). Karotenoidy sg syntetyzowane ze specyficznego prekursora -
kwasu mewalonowego, z ktérego poprzez liczne przemiany pirofosforanow
powstaje zwigzek o czterdziestu atomach wegla — fitoen. Ze zwigzku tego
powstaje podstawowy czerwony barwnik — likopen, ktéry ulega cyklizacji, w
wyniku czego powstajg specyficzne pierscienie. Najczesciej u roslin wystepuje
kilka roznych karotenoidéw (o, B, A) tworzac swoistg mieszanine (Goodwin,
1980).

Z przeprowadzonych badan wynika, ze u szeSciu mutantdw w grupie
Lady i dwdch w grupie Wonder pojawity sie¢ karotenoidy, ktdrych nie posiadaty
odmiany wyjsciowe — ‘Richmond’ i ‘Lilac Wonder’. W grupie Nero zmiana barwy
nie dotyczyta karotenoidoéw, gdyz u odmiany wyjSciowe] i jej mutanta
zanotowano ten sam poziom absorbancji $wiadczacy o zawartosci barwnika.
Coraz wiecej badan jest prowadzonych w celu poznania gendw
odpowiedzialnych za biosynteze tych waznych barwnikéw roslinnych (Giuliano i
in., 1993; Arcari i in., 1994; Bouvier i in., 1994; Nielsen i Bloor, 1997; Bouvier i
in., 1998; Fraser i in., 2001). Wyizolowano juz wiele enzymow
odpowiedzialnych za kolejne etapy biosyntezy karotenoidow, takie jak: syntaze
fitoenu (Psy), reduktaze fitoenu (Pds), syntaze kapsantyno-kapsorubiny, f -
glukorynidaze, syntaze pirofosforanu geranylogeranylu (Ggps) (Giuliano i in.,
1993; Bouvier i in., 1998). Sklonowano tez liczne geny odpowiedzialne za
biosynteze tych waznych barwnikéw, przy czym najczesciej manipulacje
genetyczne dotyczg genu syntazy fitoenu, ktéry katalizuje kluczowy etap ich
powstawania (Hirschberg, 2001).

Badania dziedziczenia barwy u chryzantem byly prowadzone przez
Langtona (1980; 1989), Teynora i in. (1989 a i b) oraz przez Hattori (1991,
1992). Langton (1989) sugeruje, ze biato i rézowo kwitngce odmiany
chryzantem, ktére miaty lub nie antocyjany posiadajg dominujacy gen | —
inhibitor biosyntezy karotenoidéw. W ten prosty spos6b tlumaczy autor

genetyczng kontrole ekspresji barwnikéw karotenoidowych w epidermie
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kwiatdw jezyczkowatych u chryzantem. Blokada aktywnosci genu |, daje
mozliwo$¢ powstania karotenoidow u zofto, pomarariczowo czy brazowo
zabarwionych odmian. Hattorii (1991) dodaje, ze oprécz kontrolujgcego
biosynteze karotenoidow genu inhibitora musi istnie¢ drugi dominujacy gen
odpowiedzialny za ich biosynteze. Z tego wynika, ze wystarczy zablokowac gen
inhibitor, aby uzyska¢ odmiany majgce zdolnos¢ do biosyntezy karotenoiddw.
Nie mozna zatem wykluczyé, ze zmiana barwy u powstaltych mutantéw
chryzantem byta skutkiem mutacji genu inhibitora, ktéra sprawita, ze u szesciu z
dziesieciu powstatych mutantdbw w grupie Lady pojawily sie karotenoidy
nieobecne u odmiany wyjsciowej ‘Richmond’. Podobne skutki spowodowato
promieniowanie jonizujgce w grupie Wonder. U dwdch powstatych z odmiany
‘Lilac Wonder mutantéw rowniez pojawity sie karotenoidy. Wysoce
prawdopodobne jest wigc, ze odmiany wyjsciowe ‘Richmond’ i ‘Lilac Wonder’
posiadaty geny biosyntezy karotenoidéw zablokowane przez gen inhibitor.
Mozna przypuszczaé tez, ze u odmian, u ktérych nastgpito zmniejszenie
zawarto$ci antocyjanéw w kwiatach jezyczkowatych, nastgpita mutacja w genie
odpowiedzialnym za tworzenie ktéregos z enzymow biosyntezy antocyjandw.

U wszystkich badanych odmian wystagpily rézne flawony lub flawonole.
Wedlug Stich i in. (1997) w kwiatostanach zlocienia zboZzowego
(Chrysanthemum segetum L.) wystepujg glikozydy kwercetyny, kempferolu i
gossypetyny, za$ Hu i in. (1994) donosi o glikozydach akacetyny, apigeniny,
luteoliny i kwercetyny w kwiatach jezyczkowatych chryzantemy
wielkokwiatowe]. Sugeruje to, ze w wyniku mutacji u badanych mutantow
nastgpity zmiany w genach biosyntezy flawonoidéw polegajgce na inaktywacji
ktéregos z enzymow na szlaku ich biosyntezy.

Nalezatoby sie zastanowi¢ réwniez nad tym, czy mutacje powstate w
genach odpowiedzialnych za tworzenie barwnikow byly korzystne? Z punktu
widzenia cztowieka i kwiaciarstwa na pewno tak, gdyz powstaty tg drogg m. in.
odmiany o innych, czesto atrakcyjniejszych barwach kwiatostandw. Takie nowe
odmiany poszerzajg oferte dostepng w handlu i wspaniale komponujg si¢ W
postaci réznobarwnych bukietow i kompozycji kwiatowych, co w polaczeniu z
trwato$cig chryzantem daje réznorodne mozliwosci ich zastosowan. Z drugiej
jednak strony niektore radiomutanty sg biologicznie stabsze od odmian

wyjsciowych z ktérych powstaty.
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Powstawanie nowych barw kwiatostandéw na drodze mutacji wydaje sie
by¢ zwigzane z destrukcjg materiatu genetycznego. Mozna przypuszczag, ze
odmiany wyjSciowe posiadajg zablokowane geny biosyntezy poszczegdinych
barwnikow. Geny blokujgce tzw. inhibitory, jesli wystepujg w formie dominujgce;
skutecznie blokujg szlaki biosyntezy barwnikow. Zniszczenie tych gendw
poprzez zastosowanie np. promieniowania jonizujgcego, odstania mozliwosc
powstawania danego barwnika u mutanta.

Dziedziczenie barwy u chryzantem dodatkowo komplikuje fakt, ze za
barwe odpowiadajg dwie warstwy komorek L1 i L2, z ktérych zbudowane sg
kwiaty jezyczkowate. Karotenoidy wystepujace w chromoplastach mogg byc¢
obecne w dwdch warstwach, zas wystepowanie antocyjanéw ograniczone jest
tylko do wakuol epidermy (Langton, 1980; Hattori, 1992). Nie mozna wykluczy¢,
ze w wiekszoséci chryzantemy sg chimerami peryklinalnymi (Hattori, 1991;
Malaure i in., 1991; Hattori, 1992; Shibata i in., 1998), co dodatkowo utrudnia
zrozumienie mechanizméw przekazywania informacji genetycznej dotyczgcej
barwy kwiatostandw.

W celu lepszego poznania zmian jakie zaszly w materiale genetycznym
wykonano jeszcze dokladniejsze analizy z zastosowaniem metody RAPD,
wykorzystujgcej reakcjg PCR.

Badania molekularne DNA przy pomocy markerow RAPD zostaty
zapoczatkowane przez Williamsa i in. (1990). Od tego czasu metodg tg
wykorzystano do badan nad identyfikacjg wielu odmian réznych gatunkéw roslin
uprawnych: jabtoni (Koller i in., 1993; Kuras i in., 1997), burakéw cukrowych i
bananéw (Newbury i Ford-Lloyd, 1993), czerwonej porzeczki (Graham i in,,
1994), czarnej porzeczki (Lanham i in., 1995; Szafran i in., 1997b), pszenicy
(Tyrka i Stefanowska, 1997), tubinu (Wolko i Kruszka, 1997) oraz winogron
(Wang i in., 1999).

Markery RAPD wykorzystano takze do identyfikaciji roslin ozdobnych —
chryzantem (Wolff i in., 1995), réz (Matsumoto i Fukui, 1996) oraz alstremerii
(Dubouzet i in., 1997; 1998). W badaniach dotyczacych chryzantem, autorzy
przetestowali dwadziescia szes¢ starterow na trzynastu odmianach nalezacych
do rodziny ,A” i pietnascie starteréw na siedmiu odmianach z rodziny ,B". Przy
pomocy markerow RAPD rozréznili oni odmiany chryzantem nie nalezace do

jednej grupy odmianowej przy uzyciu dwoch — trzech starterow. Trudnosci
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jednak pojawity sig, gdy badacze chcieli rozrézni¢ odmiany wywodzace sie od
jednej odmiany wyjsciowe;.

Badania wlasne przeprowadzone na trzech odmianach wyjsciowych i ich
trzynastu mutantach z grup Lady, Nero i Wonder uzyskanych w wyniku
dziatania promieniowania jonizujgcego potwierdzajg mozliwos¢ ich rozréznienia
na poziomie molekularnym. Z dwudziestu przetestowanych starteréw osiem
dato polimorficzne prazki, Swiadczgce o roznicach w badanych genotypach.
Jeden ze starterow RAD-09 pozwolit na pelng identyfikacje pietnastu odmian, a
tylko dla jednej nie zregenerowat zadnego produktu. Pozostate startery,
pogrupowano w zestawy skiadajgce sie z dwoch - trzech primerdw, ktére
umozliwity petng identyfikacje wszystkich badanych genotypéw odmian
wyjsciowych i ich mutantéw. Wedlug Wolffa i Peters — Van Rijn (1993), rodzaj
Dendranthema wyrdznia sie wsrdéd gatunkéw roslin wysokim poziomem
genetycznej réznorodnosci. Jednak ci sami autorzy dowodzg, ze znalezli tylko
jeden polimorfizm dia grupy odmian, pochodzacej od jednej odmiany
wyjsciowej. Nalezy przy tym podkresli¢, ze badane przez autoréw odmiany byty
spontanicznymi mutantami, uzyskanymi wegetatywnie z jednej odmiany
wyjsciowej. Jest wysoce prawdopodobne, ze u odmian uzyskanych w wyniku
dziatania czynnikdw mutagennych jakimi sg promienie X i gamma w genomie
zachodzg duzo wieksze zmiany, ktére tatwiej jest znalez¢ przy uzyciu markerow
RAPD, niz u mutantéw powstajgcych samorzutnie. Potwierdzenie tej hipotezy
mozemy znalezé w pracy Wolffa (1996), ktéry badat zjawisko spontanicznej
mutagenezy u chryzantem przy pomocy markerdw RAPD. Okazato sie, Zze
sposrod dziewieciu odmian uzyskanych z jednej odmiany wyjsSciowej, dwie
powstaty w wyniku zastosowania napromienienia jonizujgcego, pozostate zas
spontanicznie. Wtasnie te dwa - sztucznie indukowane mutanty posiadaty
polimorficzne prazki, ktore réznity je od pozostatych. Fakt ten sugeruje, iz w ich
genomie zaszly wieksze zmiany niz u mutantdw spontanicznych (sportow).
Zmiany te mogty dotyczyé mutacji punktowych w genach, jak 1 wiekszych
abberacji chromosomowych polegajgcych np. na utracie czesci lub catego
chromosomu (Wolff, 1996; Shibata i in., 1998).

Metoda RAPD jest jedng z wielu metod biologii molekuiarne)
wykorzystywang do identyfikacji odmian tzw. DNA — fingerprinting (,odcisk

palca” czgsteczki DNA), jest jednak najpowszechniej stosowana. Zwigzane jest
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to z jej wieloma zaletami, takimi jak fatwo$¢ i szybkosS¢ wykonania analizy,
potrzebg uzycia niewielkich prébek DNA oraz uzyciem odczynnikdw nie
radioaktywnych (Waugh i Powell, 1992; Wolff i in., 1995). Jest to matoda
wygodna, gdyz nie potrzebna jest znajomo$¢ sekwencji DNA. Uzyte do
zapoczatkowania reakcji PCR startery majg sekwencje przypadkowe (random),
co biorac pod uwage wielko$¢ genomu chryzantem — 3 x 10° par zasad, jest
sprawg_niebagatelng (Wolff i in., 1995). Oprécz licznych zalet, metoda ta ma
pewne wady — otdz, aby wyniki byty w petni powtarzalne, konieczne jest wierne
zachowanie warunkéw reakcji PCR, a wiec $cista standaryzacja metody.
Ponadto do znalezienia polimorfizméw rozrézniajgcych wszystkie odmiany
trzeba przetestowac na ogot wiele starterow (Jones i in., 1997).

Wyniki wtasnych do$wiadczen potwierdzajg przydatnos¢ tej metody do
identyfikacji odmian. Przetestowanie dwudziestu starterébw okazato sie byc
wystarczajgcym do wykazania odrebnosci wszystkich badanych chryzantem.
Fakt, ze do analiz wystarcza tylko niewielkie proby pochodzace z lisci
dodatkowo przemawia za szerokim wykorzystaniem tej metody w ogrodnictwie
do identyfikowania odmian juz na etapie sadzonki lub siewki. Badania takie
moglyby ponadto stuzy¢é do rozstrzygania kwestii spornych dotyczacych
odmian, a takze znacznie skroci¢ prace hodowlane na etapie selekcji roslin.

Oprocz metody RAPD Wolff i in. (1995) sprawdzili takze inne techniki z
zakresu biologii molekularnej, takie jak — polimorfizm diugosci fragmentow
restrykcyjnych (RFLP) oraz krotkie, proste sekwencje mikrosatelitarne (inter-
SSR) rozproszone w catym genomie. Wyniki powyzszych badan wskazuja, ze
identyfikacja odmian chryzantem moze by¢ wykonana kazdg z powyzszych
technik, gdyz uzyskane wyniki sg poréownywalne. Zastosowanie sekwencji
mikrosatelitarnych ~ daje  najwyzszg liczbe prazkdw i najnizsze
prawdopodobienstwo znalezienia identycznego prazka. Wada tej techniki jest
konieczno$¢ znajomosci sekwencji w genomie w celu zaprojektowania
komplementarnych starteréow. W analizach za pomoca techniki RFLP konieczne
jest natomiast uzycie radioaktywnych sond oraz kosztownych membran na
ktore przenosi sie DNA. Tych problemdw nie stwarza metoda RAPD, ktorej
uzycie dwoch — trzech starteréw daje takie same mozliwosci rozroznienia
odmian, co jeden starter sekwencji mikrosatelitarnych. Dla szeroko pojgtego

rolnictwa i ogrodnictwa ta metoda stwarza zupeinie nowe mozliwosci
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rozrozniania odmian roslin juz w stadium sadzonki lub siewki. Jest to
szczegdlnie przydatne, gdyz rosliny w tym stadium sg do siebie morfologicznie i
anatomicznie bardzo podobne. Technika RAPD powinna takze znacznie skrécié
prace hodowlane na etapie selekcji, gdyz nie potrzebny jest tu czas, czesto
wielomiesigczny, dla oceny i klasyfikacji roslin. Moze ona dostarczy¢ takze
cennych informacji dla ochrony praw hodowcy — przy rozstrzyganiu kwestii
spornych dotyczacych odmian.

komplikacje. Liscie sktadajg sie ze wszystkich trzech warstw — L1, L2 i L3.
Zmiany barwy w grupie odmian wywodzgcych sie od jednej odmiany wyjsciowej
mogg by¢ efektem zmiany tylko w jednej lub dwoch najbardziej zewnetrznych
warstwach, tak wiec mogg zostaé niezauwazone jesli DNA bedzie pochodzi¢ z
lisci (Wolff, 1996). Badania wtasne wyraznie zaprzeczajg jednak tym pogladom.
Analizowane mutanty, nalezgce do grup Lady, Nero i Wonder powstaly wtasnie
dzieki napromienieniu eksplantatoéw niemerystematycznych i regeneraciji roslin
metodg peddéw przybyszowych. Stewart i Dermen (1970) oraz Broertjes i in.
(1976) uwazaja, ze rozwijajgce sie pedy przybyszowe powstajg na ogét tylko z
jednej komorki eksplantatu, ktora intensywnie zaczyna sie dzieli¢ i tworzy nowe
centrum merystematyczne dajgce poczatek nowemu pedowi. Jest wiec
prawdopodobne, ze powstate tg drogg mutanty nie sg chimerami a
organizmami homohistonowymi, skfadajgcymi sie¢ z jednego rodzaju tkanek.
Udowodnienie tej hipotezy wymaga jednak dalszych badan nad separacjg
ewentualnych chimer z zastosowaniem techniki in vitro.

W przyszto$ci, przy uzyciu markeréw molekularnych, by¢ moze zostanie
skonstruowana mapa genetyczna chryzantem z lokalizacjg wazniejszych
gendw, jak choéby barwa kwiatow czy odpornosS¢ na choroby. Obecnie taka
mapa powstaje dla réz (Rajapakse i Byrne, 2001), co umozliwi przysztym
hodowcom na bardziej precyzyjne manipulacje genomem tych waznych z

punktu widzenia Swiatowej produkciji ogrodniczej kwiatéw.
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I. Analiza kariotypdw wykazata, ze okre$lenie liczby chromosomoéw jest
niewystarczajgce do identyfikacji odmian chryzantemy wielkokwiatowej
(Dendranthema grandiflora Tzvelev) i wykazania ich odrebno$ci na poziomie
komédrkowym.

1. Tylko u jednego z badanych mutantéw w grupie Wonder nastgpito
zwiekszenie zespotu chromosomowego o 9, natomiast u pozostatych nie
zaobserwowano zmian w liczbie chromosoméw w stosunku do odmian
wyjsciowych.

ll. Rezuitaty badan spektrofotometrycznych ekstraktow barwnikow z kwiatow
jezyczkowatych wskazaly, iz mogg one stuzyé do obiektywnego okreslenia
barwy kwiatostandw oraz identyfikacji odmian i wykazania ich odrebnosci.

1. Kazda z odmian wyjsciowych i uzyskanych mutantéw miata swoj staty,
charakterystyczny i powtarzainy profil wystepowania okre$lonych
barwnikdw.

2. Na podstawie zmian w jakosci i ilo$ci barwnikow stwierdzono, iz u
mutantdéw nastagpity wyrazne zmiany w stosunku do odmian wyjsciowych.

a) W grupie Lady u szesciu mutantow pojawity sie karotenoidy. U szesciu
zanikly antocyjany, a u czterech zmniejszyta sie ich ilos¢. U szeSciu
innych mutantéw oraz u odmiany wyjsciowej wystapity flawonole, a u
czterech mutantéw zamiast flawonoli pojawity sie flawony.

b) W grupie Nero nie wystagpity zmiany w zawartosci karotenoidow. U
mutanta zmniejszyta sie zawarto$¢ antocyjanéw, a miejsce flawonow
zajety flawonole.

c) W grupie Wonder u obu mutantéw pojawity sie karotenoidy. U jednego
Z nich zmniejszyta sie zawarto$¢ antocyjanéw, za$ u drugiego
zwigkszyta. U wszystkich odmian z tej grupy wystapity flawonole.

. Analiza genomu metodg RAPD-PCR potwierdzita mozliwo$¢ wykorzystania
jej do identyfikacji odmian i wykazania ich tozsamosci juz we wczesnych
etapach rozwoju wegetatywnego.

1. Jeden starter [ub zestawy dwoch — trzech starteréw dawaty dla kazdej
odmiany wyj$ciowej i jej mutanta specyficzny, staty i powtarzalny uktad
prazkow DNA-fingerprinting.

2. Analiza DNA wykazata, ze u mutantéw nastgpity zmiany w genach w

stosunku do odmian wyj$ciowych.
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8. Streszczenie
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Badano trzy odmiany wyjsciowe (macierzyste) chryzantemy
wielkokwiatowej (Dendranthema grandiflora Tzvelev) oraz ich trzynascie
mutantéw (odmian pochodnych) nalezacych do grup: Lady, Nero i Wonder.

Celem niniejszej pracy bylo poznanie zmian jakie zaszly na skutek
dziatania promieniowania jonizujacego u mutantéw z grup Lady, Nero i Wonder
w stosunku do odmian wyj$ciowych. Badano czy i jakie zmiany zaszty w liczbie
chromosomow na poziomie komorkowym. Analizowano roéwniez wtérne
metabolity — barwniki roslinne wystepujgce w kwiatach jezyczkowatych oraz
DNA przy pomocy nowoczesnej metody z zakresu biologii molekularne;.
Powyzsze analizy odmian wyjsSciowych oraz ich mutantéw miaty ponadto na
celu przesiedzenie kierunku zmian mutacyjnych. Zadaniem badan byto takze
wykazanie odrebnosci analizowanych mutantdw i ich odmian wyj$ciowych oraz
ich obiektywna identyfikacja.

Analiza kariotypéw badanych roslin wykazata, ze u wszystkich mutantéw,
poza jednym nie wystgpity zmiany w liczbie chromosomdw.

Wyniki badan spektrofotometrycznych ekstraktow barwnikdw z kwiatéw
jezyczkowatych chryzantem dowiodly, ze kazda z odmian wyjsciowych i
uzyskanych mutantdw miata swoj staty, charakterystyczny i powtarzalny profil
wystepowania okreslonych barwnikéw. Na podstawie zmian w jakosci i ilosci
barwnikow stwierdzono, iz u mutantéw nastapity wyrazne zmiany w stosunku do
odmian wyjsciowych.

Na podstawie przeprowadzonych badan dotyczgcych analizy genomu
réznych odmian chryzantem metodg RAPD-PCR stwierdzono, ze pojedynczy
starter lub zestawy dwoch — trzech starterow dawaty dla kazdej odmiany
wyjSciowej i jej mutanta specyficzny, staly i powtarzalny ukiad prazkow
DNA-fingerprinting, ktéry umozliwit potwierdzenie ich tozsamosci. Startery te
odrozniaty miedzy soba badane genotypy chryzantem, co potwierdza
mozliwo$¢ wykorzystania ich do identyfikacji badanych odmian i wykazania ich

odrebnosci.






