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1. WSTEP

Rodzina Cactaceae jest stosunkowo liczna, gdyz sklada si¢ ze stu
rodzajow i1 okoto 2000 gatunkow kaktusow [Anderson, 2001]. Wigkszos¢
przedstawicieli tej rodziny w §rodowisku naturalnym wystepuje w obu
Amerykach, jednak najwieksze ich zageszczenie jest na pustynnym i suchym
obszarze Meksyku, w poludniowo-zachodniej cze$ci Standw Zjednoczonych
oraz w potudniowo-zachodniej czgéci obszaru andyjskiego [Nyfteler i Eggli,
1997]. Na calym $wiecie kaktusy wzbudzaja od lat duze zainteresowanie,
jako ro$liny ozdobne, ktore sg szczegéOlnie cenione i pozadane przez
hodowcow 1 kolekcjonerow. Nowoczesna hodowla roslin ozdobnych jest
ukierunkowana na stosowanie nowych, caly czas doskonalonych oraz
zaawansowanych metod (takich jak: modyfikacje genetyczne roslin) i
narzedzi biotechnologicznych (takich jak: kultury in vitro, markery
molekularne) [Schum 2003, Tymoszuk 2015]. W dobie dzisiejszej
mechanizacji tradycyjne metody i narzedzia hodowli ro$lin staty si¢ zbyt
absorbujace, powolne oraz kosztowne w celu uzyskania nowych odmian, o
niespotykanych dotad cechach [Santoz-Diaz i in. 2003, Jeong i in. 2004,
Lema - Ruminska i Kulus 2014; Pérez - Molphe-Balch i in. 2015, Licznerski
i Lema-Ruminska 2021a,b]. Dzigki dobraniu odpowiednich metod hodowli
w polaczeniu z narzedziami biotechnologicznymi istnieje mozliwos¢
spetnienia wymagan rynkowych stawianych nie tylko przez szerokie grono
konsumentow, ale rowniez przez wysublimowana grupe kolekcjonerow,
ktérzy zwracaja szczeg6lng uwage na nowe i konkurencyjne cechy
jakosciowe w odniesieniu do odmian wcze$niej znanych [Lema-Ruminska i
Licznerska 2004, Czekalski 2010, Kulpa 2012, Botelho i in. 2015, Licznerski
i Lema - Ruminska 2021b]. Chociaz najnowoczesniejsze metody hodowli
oparte sa obecnie o technologi¢ edycji genow (CRISPR/Cas), to nadal
czynniki mutagenne do ktorych zaliczane jest promieniowanie jonizujgce (do
ktorego nalezy rowniez promieniowanie X), promieniowanie mikrofalowe,
wysokiej energii fotony i elektrony, czy nanoczastki zlota lub srebra oraz
metanosulfonian etylu (EMS) stanowig cenne narzgdzie zmian genetycznych
szczegodlnie u roslin ozdobnych o duzych, nieznanych genomach oraz ro$lin
poliploidalnych [Holme i in., 2019, Tymoszuk i Kulus, 2020, Miler i in. 2021;
Nasriiin. 2021, Dada i in. 2022, Kulus i in. 2022].
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W literaturze brakuje jednak badan nad wpltywem promieniowania
jonizujacego u kaktusow, ktore stanowia wazng ekonomicznie galaz
produkcji na rynku ogrodniczym.

2. HIPOTEZA BADAWCZA, CEL I ZAKRES BADAN

Przyjeta hipoteza badawcza zaktada, ze promieniowanie X wptywa
na dynamike kietkowania nasion kaktusow, czestotliwos¢ zmian
morfologicznych, zmiany biochemiczne oraz zmiany na poziomie
molekularnym. Spodziewono si¢ réwniez réznic pomigdzy badanymi
gatunkami kaktusow.

Gtownym celem badan jest ocena, czy i w jakim stopniu zastosowane
promieniowanie X w réznych dawkach wpltywa na dynamike kietkowania
nasion w warunkach in vitro, czestotliwo$¢ zmian morfologicznych, zmiany
biochemiczne oraz zmiany na poziomie molekularnym u wybranych
gatunkow kaktusow: Astrophytum spp. ‘Purple’, Copiapoa tenuissima oraz
Uebelmannia pectinifera.

Cele szczegotowe:

e Analiza dynamiki kietkowania nasion w warunkach in vitro w zalezno$ci
od czynnikéw badawczych,

e QOcena barwy siewek przy pomocy katalogu barw RHSCC w zalezno$ci
od czynnikoéw badawczych,

e Analiza zawartoSci metabolitow wtdérnych — barwnikow roslinnych
(karotenoidéw 1 antocyjanéw) oraz ocena zawarto$ci chlorofilu a i
chlorofilu b w tkankach przy pomocy metody spektrofotometrycznej w
materiale  ro§linnym uzyskanym w  wyniku napromienienia
promieniowaniem X w stosunku do kontroli,

e Ocena molekularna uzyskanego materiatu roslinnego uzyskanego w
wyniku napromienienia promieniowaniem X w stosunku do kontroli przy
pomocy markera SCoT (Start Codon Targeted).
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3. MATERIALY I METODY BADAN

Materiatem badawczym byly nasiona trzech gatunkow kaktusow:
Astrophytum spp. ‘Purple’, Copiapoa tenuissima Ritt. oraz Uebelmannia
pectinifera Buining, uzyskane z hodowli wlasnej (Astrophytum spp. ‘Purple’,
Copiapoa tenuissima Ritt.) lub zakupione w firmie Kakteen Koheres z Niemiec
(Uebelmannia  pectinifera  Buining.). Nasiona zostaly napromienione
promieniowaniem X o nominalnym potencjale 6 MV przy pomocy akceleratora
Clinac 2300 CD w Zakladzie Radioterapii Centrum Onkologii im. prof.
Franciszka Lukaszczyka w Bydgoszczy. Wyznaczenie wymaganego czasu
ekspozycji zostato przeprowadzone w Zaktadzie Fizyki Medycznej, przy pomocy
system planowania Eclipse firmy Varian. Zastosowano dla kazdego gatunku
dawki promieniowania: 0 Gy (kontrola), 15 Gy, 20 Gy, 25 Gy i 50 Gy. W dangj
kombinacji podczas napromieniania znajdowato si¢ 500 nasion w woreczku
strunowym o wymiarach 13,5 x 8 cm, ktére umieszczono w celu zwigkszenia
udzialu promieniowania wtoérnego na ptytach solid water RW3 i przykryto
warstwa bolusa o znanej grubosci, ktéry uwzgledniono w obliczeniach czasu
napromieniania.

Po napromienieniu nasiona kaktusow zostaly poddane sterylizacji
wstepnej, polegajacej na ptukaniu materiatu pod biezacg woda przez 30 minut,
nastgpnie ptukaniu w wodzie destylowanej z dodatkiem kropli detergentu 5-10
minut oraz moczeniu w 0,2% S$rodku grzybobojczym (62,5 WG Switch,
Syngenta) z dodatkiem detergentu przez okoto 17 godzin (na wytrzasarce) i
moczeniu w 0,5% $rodku grzybobodjczym Amistar 250 S.C. (Syngenta) przez 15
minut. Po tym czasie nasiona zostaty wyptukane w wodzie destylowanej w ciggu
5-10 minut. W kolejnym etapie zostala wykonana sterylizacja wilasciwa w
warunkach sterylnych. Nasiona zostaty poddane kolejno dziataniu 70% etanolu
przez 5-10 sekund, 1,6 % roztworu podchlorynu sodu przez 30 minut i na koniec
zostaly przeptukane 3-krotnie przez 10 minut w sterylnej wodzie destylowane;.
Nastepnie materiat byl umieszczony (po 2 nasiona) na pozywce MS [Murashige
i Skoog, 1962], zestalonej agarem (8 g - dm™) i pH ustalonym na poziomie 5,8
przed autoklawowaniem, w szalkach Petriego o $rednicy 5,5 cm. Kultury in vitro
(zaklejone parafilmem) byly utrzymywane w pokoju wzrostowym, w
temperaturze 24 + 2°C, przy 16 godzinnym fotoperiodzie (Philips TLD 54/34 W),
przy $rednim natezeniu napromienienia kwantowego 47,84 umol m2s™!.
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Przez kolejne 8 tygodni byly wykonywane codzienne obserwacje
dotyczace dynamiki kietkowania nasion. Przy czym za makroskopowy objaw
kietkowania nasion uznano pojawienie si¢ korzonka zarodkowego. Po okresie 8
tygodni uzyskane z nasion siewki zostaly ocenione pod wzglgdem zabarwienia
przy pomocy katalogu barw RHSCC (1966), zmierzone, zwazone i przeznaczone
do dalszych analiz biochemicznych oraz molekularnych.

3.1. Analizy biochemiczne

Do badan biochemicznych przeznaczono losowo wybrane siewki z
kazdej kombinacji dawki promieniowania oraz barwy okre§lonej za pomoca
katalogu barw RHSCC. Badania wykonano w trzech powtorzeniach dla kazdej
kombinacji z wyjatkiem siewek bezchlorofilowych u Astrophytum spp. ‘Purple’,
oraz barwnych u Copiapoa tenuissima.

3.2. Ekstrakcja barwnikow roslinnych z uzyskanych siewek

Przygotowany materiat roslinny zwazono na wadze analitycznej z
doktadnoscig 0,1 mg, anastgpnie rozdrobniono kazda siewke z osobna w
mozdzierzu porcelanowym z dodatkiem kilkudziesieciu mg piasku kwarcowego,
ktéry ucierano wraz z siewka. Do ekstrakcji antocyjanéw dodawano 3,5 ml 1%
HCI w metanolu cz.d.a., natomiast do ekstrakcji karotenoidow i chlorofilu a oraz
chlorofilu b dodawano 3,5 ml 100% acetonu cz.d.a. W kolejnym etapie ekstrakty
przefiltrowano ilo$ciowo przez lejek z bibutg filtracyjna (Srednig, jakoSciowa) do
probowek o pojemnosci 3,5 ml. Wyznaczono maksima absorpcji przy
charakterystycznej dla danego barwnika dtugosci fali (Amax) 1 wykonano pomiar
absorbancji przy okre$lonych dtugosciach fal dla sumy: antocyjanow przy 530
nm, dla karotenoidow przy 440 nm, oraz chlorofili: 645 nm i 662 nm. Badania
przeprowadzono w trzech powtorzeniach dla kazdej kombinacji barwy i dawki
promieniowania, poza wspomnianymi wyjatkami. Ocena zawarto$ci
antocyjanéw, karotenoidéow i chlorofili zostaly wykonane przy pomocy
spektrofotometru  Shimadzu 1601PC  wg zmodyfikowanej procedury
Lichtenthaler i Buschmann [2001] oraz Wettstein [1957] i Harborne [1967] cyt.
za Lema-Ruminska i Zalewska [2004].

3.3. Analizy molekularne

Z uzyskanych dwumiesiecznych siewek zostato wyizolowane DNA, z
wykorzystaniem gotowych zestawow do izolacji DNA - Genomic Mini AX Plant
(Spin), firmy A&A Biotechnology. Z kazdej kombinacji dawki promieniowania
oraz barwy okres$lonej za pomocg katalogu barw RHSCC wykonano izolacje
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wedtug protokotu Genomic Mini AX Plant (Spin). Do ekstrakcji wykorzystano
okoto 100 mg §wiezej masy siewki, ktore umieszczono w probéwce o pojemnosci
1,5 ml i dokonano homogenizacji tkanek za pomocg urzadzenia FastPrep®-24
(firmy MP Biomedicals). Pomiar czystosci DNA przeprowadzono za pomoca
NanoPhotometru® NP 80. Wyizolowane DNA bylo przechowywane w lodéwce
w temperaturze 6°C. Analiz¢ molekularng przeprowadzono za pomoca siedmiu
starterow SCoT (Start Codon Target, Collard i Mackill, 2009). Reakcje PCR
przeprowadzono w termocyklerze Thermal Cycler (BIO-RAD, model C1000
TOUCH) w objetosci 25 ul. Na koncowa objetosé sktadato sie: 2,5 ul startera,
12,5 pl PCR MIX Plus (A&A Biotechnology, Poland), w sklad ktorego
wchodzito 0,1 U/ul polimerazy Tag DNA, 4 mM MgCl,, 0,5 mM kazdego z
dNTPs, 20 ng matrycy DNA oraz wodg jatowej. Reakcja PCR polegata na
wstepnej denaturacji w temperaturze 94°C przez 4 minut. Nastepnie przez 35
cykli: 1 minuta w temperaturze 94°C, 1 minuta w temperaturze przytaczania dla
odpowiedniego starterow 10 minut w temperaturze 72°C. Po przeprowadzonej
amplifikacji 10 pl produktu reakcji PCR zostato rozdzielone na 1,5% zelu
agarozowym, wybarwionym bromkiem etydyny w objetosci 18 pl w buforze
TBE pod napigciem 90V przez 20 minut a nastgpnie przez 90 minut
pod napigciem 110V w komorze Standard Power Pack25 (Biometria). Jako
obcigzacza wykorzystano 6X TriTrack DNA Loading Dye (Thermo Fisher
Scientific) oraz markera wielkos$ci prazka GenRuler Express DNA Ladder ready-
to-use (Thermo Fisher Scientific). Uzyskane produkty zarchiwizowano za
pomoca systemu archiwizacji zeli Gel Doc™XR+ (BIO-RAD).

3.4. Analizy statystyczne

Uzyskane wyniki analiz biochemicznych oraz parametry morfologiczne
zostaly opracowane statystycznie za pomocg analizy wariancji, przy poziomie
istotnosci p<0,05 z wykorzystaniem programu komputerowego Statistica 13.1
(StatSoft). Analizy molekularne zostaly wykonane za pomocg programu
GelAnalyzier 19.1 (www.gelanalyzer.com) by Istvan Lazar Jr., PhD and Istvan
Lazar Sr., PhD, CSc). Wszystkie /loci markera SCoT, wskazane dla kazdego
genotypu, policzone zostaly z zastosowaniem systemu binarnego, gdzie obecnos¢
prazka oznacza (1) abrak (0). Otrzymana matryca stanowita podstawg do
obliczen statystycznych. Do opracowania wynikow zostanie wykorzystana
analiza skupien (cluster analysis) metoda UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method) przy pomocy programu Statistica 13.1 (StatSoft).
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4. WYNIKI

4.1 Dynamika kielkowania nasion w warunkach in vitro poddanych
dzialaniu promieniowania X

Przez kolejne osiem tygodni od dnia sterylnego wysiewu nasion trzech
gatunkow kaktusow (A4strophytum spp. 'Purple', Copiapoa tenuissima,
Uebelmannia pectinifera), uprzednio poddanych dziataniu promieniowaniu X w
dawkach 0 Gy (kontrola), 15 Gy, 20 Gy, 25 Gy oraz 50 Gy, dokonano obserwacji
dynamiki ich kietkowania.

4.1.1 Astrophytum spp. ‘Purple’

Przez pierwsze trzy dni prowadzenia do$wiadczenia w warunkach in
vitro nie stwierdzono makroskopowego objawu kielkowania nasion u kaktusa
Astrophytum spp. "Purple’, ktore byty poddane dziataniu promieniowania X oraz
nasion kontrolnych. Poczatek kietkowania odnotowano czwartego dnia, gdy
stwierdzono pojawienie si¢ korzonka zarodkowego u jednej siewki z nasiona
poddanego uprzednio promieniowaniu w dawce 20 Gy. Nastepnego dnia
stwierdzono kietkowanie dwoch nasion napromienionych tg dawka oraz dwoch,
ktore uprzednio potraktowano dawka 15 Gy. Poczatek kietkowania nasion
nienapromienionych oraz nasion napromienionych wyzszymi dawkami (25 i 50
Gy) byt opozniony o 3-4 dni w stosunku do dawek 15 — 20 Gy. Kolejne dni (od
dnia szostego do dziewigtnastego) byly réwniez najbardziej efektywne pod
wzgledem uzyskanej liczby kietkujacych nasion poddanych dziataniu
promieniowania X w dawce 15 i 20 Gy. Liczba kietkujacych nasion dla tych
dwoch dawek (15 1 20 Gy) byla wyzsza niz nasion nienapromienionych (kontroli
— 0 Gy) oraz nasion napromienionych dawkami 25 i 50 Gy. Dopiero 19-tego dnia
obserwacji stwierdzono, ze liczba kietkujacych nasion nie poddanych dziataniu
promieniowania zréwnala si¢ z liczbg kietkujacych nasion poddanych dziataniu
dawek promieniowania 20 Gy, a w kolejnych dniach (od 22 dnia obserwacji)
liczba kietkujacych nasion kontrolnych zaczela przewyzsza¢ wszystkie pozostale
kombinacje. Tendencja ta utrzymata si¢ do zakonczenia obserwacji. Od 14 do 18
dnia trwania kultury oraz od 36 do konca trwania obserwacji stwierdzono
najmniej kietkujagcych nasion poddanych promieniowaniu w dawce 50 Gy.
Réznica w ilosci kietkujagcych nasion dla nasion poddanych dziataniu
promieniowania X w dawce 50 Gy w stosunku do kontroli wynosita 22,13 %.
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4.1.2 Copiapoa tenuissima

Przez siedem kolejnych dni prowadzenia kultury in vitro nie
zaobserwowano pojawienia si¢ kietkujacych nasion Copiapoa tenuissima
nienapromienionych (kontrola) jak i napromienionych dawkami 15 Gy, 20 Gy,
25Gy czy 50 Gy. Osmego dnia odnotowano poczatek kietkowania nasion
poddanych promieniowaniu X w dawkach 20 Gy oraz 50 Gy (odpowiednio po
2) oraz 15 Gy (1). Pierwsze kietkujace nasiona kontrolne (5) i poddanych
promieniowaniu 25 Gy (2) stwierdzono w dziewigtym dniu trwania
doswiadczenia. W kontroli (0 Gy) w dniach o dziewiatego do szesnastego dnia
trwania kultury invitro zaobserwowano powstanie najwickszej liczby
kietkujacych nasion. Tendencja ta zmienita si¢ od 17 dnia do konca trwania
doswiadczenia, gdzie najefektywniej kietkowaly nasiona uprzednio
potraktowanych dawka promieniowania wynoszaca 25 Gy. Najmniej
kietkujacych nasion stwierdzono natomiast od dziewigtego do 13 oraz od 16
do 17 dnia trwania kultury, ktére wczesniej poddano dziataniu promieniowania
X w dawce 15 Gy, a w 14 1 15 dniu oraz od 18 do zakonczenia obserwacji dla
kietkujacych nasion napromieniowanych dawka 20 Gy. Nalezy zaznaczy¢, iz juz
od dziewiatego dnia doswiadczenia do samego konca doswiadczenia,
zaobserwowano wytworzenie si¢ mniejszej liczby kietkujacych nasion
napromieniowanych dawka 15 Gy oraz 20 Gy w stosunku do kontroli (0 Gy) oraz
wyzszych dawek promieniowania (25 i 50 Gy). Natomiast w przypadku nasion
napromieniowanych dawka 50 Gy, odnotowano, iz od 19 dnia trwania kultury
uzyskano wigksza liczbe kietkujacych nasion w stosunku do kontroli. Najwigce;j
kietkujacych nasion uzyskano dla nasion napromienionych dawka 25 Gy (o 15,87
% wigcej kietkujacych nasion w stosunku do kontroli).

4.1.3 Uebelmannia pectinifera

U gatunku Uebelmannia pectinifera przez pierwsze dwa dni nie
zaobserwowano kietkowania nasion. Poczatek kietkowania stwierdzono
trzeciego dnia (wiloSci dwoch nasion) tylko dlanasion uprzednio
potraktowanych promieniowaniem X w dawce 50 Gy. Czwartego dnia trwania
obserwacji  odnotowano  poczatek  kielkowania nasion  niepoddanych
promieniowaniu (kontrola; 0 Gy) oraz tych, ktére poddano dziataniu dawki
15 Gy, 20 Gy oraz 25 Gy. Najwigksza liczbe kietkujacych nasion odnotowano dla
nasion kontrolnych (10), natomiast najmniej dla nasion potraktowanych
promieniowaniem X w dawce 15 Gy (1). Mimo, ze od czwartego do szostego

Strona8



dnia trwania kultury in vitro odnotowano najwigkszg ilos¢ kietkujacych nasion
uzyskanych dla proby kontrolnej, wraz z uptywem czasu tendencja ta ulegla
zmianie. Juz siédmego dnia (dla zastosowanej dawki na nasiona 50 Gy),
dziewiatego (dla nasion poddanych dawka 15 Gy oraz 25 Gy) oraz 11 dnia (dla
materialu napromieniowanego dawka 20 Gy) prowadzenia dos$wiadczenia
uzyskano wigkszg liczbe kietkujacych nasion niz w kontroli (0 Gy). Dopiero od
25 dnia trwania kultury do 57 dnia zaobserwowano, ze mniejszg liczbe
kietkujacych nasion otrzymano dzigki napromieniowaniu nasion dawka 25 Gy (o
8,48% w stosunku do kontroli). Nalezy zaznaczy¢, iz juz od 13 dnia do konca
trwania do$wiadczenia najwickszg liczbe kietkujacych nasion uzyskano dla
nasion, ktére napromieniono promieniowaniem X w dawce 20 Gy (o 17,28% w
stosunku do kontroli). Mniej efektywnym w stosunku do kontroli bylo
zastosowanie dawki 20 Gy, ale bardziej korzystnym okazalo si¢ uzycie dawek
kolejno 15 Gy oraz 50 Gy.

4.2. Ocena barwy siewek i stezenia barwnikow roslinnych poddanych

dzialaniu promieniowania X

Po uptywie os$miu tygodni od napromienienia nasion kaktusow
Astrophytum spp. ‘Purple’, Copiapoa tenuissima oraz Uebelmannia pectinifera
dawkami 0 Gy (kontrola), 15 Gy, 20 Gy, 25 Gy oraz 50 Gy i zalozenia kultury in
vitro, dokonano oceny barwy uzyskanych siewek (wedtug katalogu RHSCC), a
takze okre$lono stgzenie barwnikow roslinnych (antocyjanow, karotenoidow,
chlorofili a oraz chlorofili b) w nich zawartych.

4.2.1 Astrophytum spp. ‘Purple’

W wyniku prowadzenia kultury in vitro nasion Astrophytum spp. ‘Purple’
uzyskano 1869 siewek, z czego 1425 powstato z nasion poddanych dziataniu
promieniowania jonizujagcego X o odmiennej dawce. Najwigcej siewek
bezchlorofilowych  uzyskano z nasion uprzednio potraktowanych
promieniowaniu w dawce 50 Gy (5,12 %), natomiast najmniej dla siewek
kontrolnych, niepoddanych dziataniu czynnika mutagennego (1,33 %). Wsrod
siewek pozbawionych chlorofilu stwierdzono najwigcej tych o pomaranczowej
barwie (27), natomiast najmniej bylo siewek charakteryzujacych si¢ barwa
czerwong (6) oraz kremowo — zolta (9). W przypadku siewek chlorofilowych
najwigcej stwierdzono egzemplarzy o barwie brunatnej (1748 siewek), natomiast
najmniej majgcych zielone zabarwienie (79).
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W przypadku Astrophytum spp. ‘Purple’ wszystkie badane siewki
kremowo - biate, bez wzgledu na zastosowana dawke promieniowania nie
zawieraly antocyjanow, karotenoidow, chlorofilu a i chlorofilu b (Tabela 1). W
przypadku siewek bezchlorofilowych o barwie pomaranczowej dokonano oceny
stezenia barwnikow ro$linnych z uwagi na ich wystepowanie w badanych
siewkach.

Tabela 1. Barwa siewki (wg katalogu RHSCC) oraz stgzenie sumy antocyjandw,
karotenoidow i chlorofli a oraz b w przeliczeniu na 1 g §wiezej masy siewki w zaleznoS$ci
od dawki promieniowania X u Astrophytum spp. ‘Purple’.

Dawka B‘arws;l Stezenie barwnikéw [mg-dm3]
promieniowania siewk . .
X [Gy] (wg antocyjany karotenoidy chlorofil a chlorofil b
RHSCC)
23,64 c* 4091d 41,53 ¢ SR
0 158 B - - - -
144 A, C 38,82 f 45,58 d 26,12 ¢
17,42 ¢ 33,50 b
15 158 B - - - -
144 A, C 13,561 41,70 e 51,01 chki 30,10 ¢
15,45 f 45,09 cf 43,06 f 21,41 f
20 158 B - - - -
144 A, C 24,37b 47,85b 66,50 be 27,12d
22,88 e 2985 35,76 h 13,51 h
25 158 B - - - -
144 A, C 23,20 d 33,33 cf 44,57 e
14,18 h 17,97 g 24,74 bhk
50
11,49 h
[barwa uzyskanych siewek: ] - brunatna, - zielona, - pomaranczowa,

- kremowo - biata;

B - stczenie najwyzsze; [l - stezenie najnizsze

*dane w kolumnach oznaczone tymi samymi literami alfabetu nie r6znig si¢ istotnie przy poziomie
istotnosci 0=0,05

4.2.2 Copiapoa tenuissima

W wyniku prowadzenia kultury in vitro nasion dla Copiapoa tenuissima
uzyskano 777 siewek, z czego 636 powstato w wyniku dzialania promieniowania
jonizujagcego X o odmiennej dawce na nasiona. W wyniku napromieniowania
nasion dawkami od 15 do 50 Gy uzyskano w sumie 17 siewek barwnych (9,60
%), charakteryzujgcych si¢ pomaranczowo — brunatnym oraz z6tto — kremowym
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zabarwieniem. Najwigcej siewek barwnych stwierdzono u siewek powstatych
znasion poddanych promieniowaniu w dawce 50 Gy (4,90%), natomiast
najmniej dla siewek kontrolnych (1,85%).

U Copiapoa tenuissima najwyzsze stgzenie antocyjanéw oraz chlorofilu
b stwierdzono dla siewek powstalych z nasion wuprzednio poddanym
promieniowaniu X w dawce 15 Gy, natomiast karotenoidéw oraz chlorofilu a dla
siewek kontrolnych (dawka 0 Gy). Najmniejsze stgzenie antocyjandow
stwierdzono w wyniku zastosowania promieniowania w dawce 50 Gy, natomiast
karotenoidow oraz chlorofilu a i b dla probek kontrolnych (dawka wynoszaca 0
Gy). Dla gatunku Copiapoa tenuissima stwierdzono najwyzsze stezenie
antocyjanow (46,76 mg-dm™) dla siewki o barwie zielonej, powstalej z nasiona
poddanego promieniowaniu X w dawce 15 Gy, natomiast najnizsze (0,44 mg-dm
%), dla siewki brunatnej, ktora powstala dzieki zastosowaniu promieni
rentgenowskich w dawce 50 Gy (Tabela 2). Pozostate siewki barwy zielonej,
otrzymane z nasion potraktowanych promieniowaniem X (w dawce 20 Gy, 25 Gy
oraz 50 Gy) réwniez mialy wyzsze stgzenie antocyjandw w stosunku do proby
kontrolnej (2,83 mg-dm™). Probki wyekstrahowane z siewek barwy brunatnej
(uzyskanych z nasion potraktowanych dziataniu czynnika mutagennego w dawce
15 Gy, 20 Gy, 25 Gy oraz 50 Gy), posiadaly nizsze stgzenie antocyjanow w
stosunku do probek uzyskanych z siewek kontrolnych (Gy = 0), o tym samym
zabarwieniu. Siewki poddane czynnikowi mutagennemu barwy zo6tto - kremowej
posiadaty mniejsze stgzenie antocyjanow w stosunku do siewki kontrolnej barwy
brunatnej, jednakze wigksze od siewki barwy zielonej. Najwieksze i najmniejsze
stezenie karotenoidow odnotowano dla siewek kontrolnych, kolejno dla barwy
zielonej (52,40 mg-dm), barwy brunatnej (5,28 mg-dm™).

W przypadku siewek o zabarwieniu zielonym, wraz ze wzrostem
zastosowanej dawki promieniowania stezenie karotenoidéow malato (od 39,38
mg-dm> — zastosowana dawka na nasiono: 15 Gy do 32,84 mg-dm™ — uzyta
dawka 25 Gy i 33,21 mg-dm™— podana dawka 50 Gy). Ekstrakty z siewek barwy
brunatnej oraz zo6tto - kremowej, niezaleznie od uprzednio zastosowanej dawke
promieniowania, zawieraty wigksze stezenie karotenoidow w stosunku do probek
kontrolnych, ktore nie byly narazone na dziatanie czynnika.

Najwieksze (87,32 mg-dm™) i najmniejsze (7,32 mg-dm?™) stezenie
chlorofilu a stwierdzono réowniez dla probek wyekstrahowanych z siewek
kontrolnych. Dzialanie promieniowania X wplynelo znacznie na obnizenie
stezenia chlorofilu a u siewek barwy zielonej, otrzymanych z nasion
potraktowanych dziataniu promieni rentgenowskich, jednakze w przypadku
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siewek barwy brunatnej, ktorych nasiona byly réwniez poddane dzialaniu
promieniowaniu X odnotowano znaczny wzrost stezenia chlorofilu a.
W przypadku chlorofilu b najwigksze stezenie (36,97 mg-dm™) stwierdzono w
ekstraktach uzyskanych dla siewki barwy zielonej, uzyskanej z nasiona
poddanego promieniowaniu o dawce 15 Gy, natomiast najnizsze dla proby
kontrolnej barwy brunatnej (3,30 mg-dm?). Siewki barwy brunatnej,
pomaranczowo-brunatnej oraz zo6lto - kremowej, ktorych nasiona uprzednio byly
potraktowane promieniowaniem X posiadaly wyzsze stezenie antocyjandw w
stosunku do siewek kontrolnych tej samej barwy, jednakze nizsze anizeli siewek
kontrolnych barwy zielone;j.

Tabela 2. Barwa siewki (wg katalogu RHSCC) oraz st¢zenie antocyjanow, karotenoidow
i chlorofli a oraz b w przeliczeniu na 1 g §wiezej masy siewki w zaleznosci od dawki
promieniowania X u Copiapoa tenuissima.

]?avt'ka ' Barwa siewki Stezenie barwnikéw [mg-dm3|
. rom;(e;]é(;v]vama (wg RHSCC) antocyjany | Kkarotenoidy chlorofil a chlorofil b
26,22 c*
0 144 A, C 2,831 29,73 d
17,75 h 23,10 e 31,23 f 16,32 g
15 144 A, C 39,38 b 36,74 d
158 B, C 24,18 d 21,20 £ 17,47 j 24,00 e
14,36 j 13,221 20,38 h 26,84 a
20 144 A, C 6,06 k 3787 c 43,81 b 35,04 b
158 B, C 11,29 1 22,78 e 19,851 2384 ¢
21,72 f 19,06 g 2995 ¢g 1323 h
25 144 A, C 22,46 ¢ 32,84d 36,36 ¢ 30,09 d
158 B, C 7,61 i 18,00 £ 16,60 k 20,83 f
29,20 b 13,64 h 15,991 7,61 ]
50 1927 g 3321d 40,03 ¢ 33,63 ¢
163 A 8,45] 8,371 10,53 i
[barwa uzyskanych siewek: ] - brunatna, | - zielona, - pomaranczowo-

brunatna,
najnizsze]

- z0lto-kremowa;

B - stczenie najwyzsze; [l - stezenie

*dane w kolumnach oznaczone tymi samymi literami alfabetu nie r6znig si¢ istotnie przy poziomie

istotnosci 0=0,05
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4.2.3 Uebelmannia pectinifera

W wyniku prowadzenia kultury in vitro nasion Uebelmannia pectinifera
najwiecej powstalych siewek charakteryzowato si¢ barwa brunatno — zielong
(69,80%), natomiast najmniej siewek miato barwe brunatno — brunatna (10,20%).

W przypadku kontroli, ktoérej nasiona nie zostaly poddane dziataniu
czynnika mutagennego w postaci promieniowania X, sposrod 50 siewek
najwigcej bylo barwy zielono — zielonej (74%), natomiast najmniej brunatno —
brunatnej (8%). W przypadku siewek powstaltych z nasion uprzednio
potraktowanych promieniowaniem sytuacja wygladata odmiennie, gdyz w
przypadku zastosowania dwoch najnizszych dawek promieniowania nie
uzyskano wcale siewek barwy brunatno — brunatnej (20 Gy) badz stosunkowo
mate ilosci (dla 15 Gy — 10% siewek miato barwe brunatno — brunatng). Z kolei
w wyniku zastosowania na nasiona dawek 25 Gy i 50 Gy spowodowato
uzyskanie najmniejszej liczby siewek (kolejno 4% oraz 2,22%) barwy zielono —
zielonej w stosunku do pozostatych barw. W wyniku zastosowania
promieniowania na nasiona w dawkach od 15 do 50 Gy stwierdzono najwicksza
liczbe powstatych siewek koloru brunatno — zielonego (od 68,89% do 96% w
stosunku do catkowitej liczby siewek).

Podczas dokonywania charakterystyki morfologicznej siewek
Uebelmannia pectinifera powstatych z nasion poddanych promieniowaniu w
zréznicowanej dawce (od 0 Gy do 50 Gy), oprocz parametrow dotyczacych ich
barwy, dokonano oceny $wiezej masy, dlugosci, szerokosci siewki i dtugosci jej
najdtuzszego korzenia.

Siewki kontrolne, powstale z nasion niepoddanych dziataniu czynnika
mutagennego w postaci promieniowania X posiadaly najwyzsze oceniane
parametry (tj. Swieza masg, Srednig warto$¢ dtugosci siewek, szeroko$¢ epikotylu
oraz najwyzsza wartos¢ dlugosci najdtuzszego korzenia), wyjatek stanowita
dhugos¢ najdluzszego korzenia siewek uzyskanych przy dawce 50 Gy, ktora nie
roznita si¢ istotnie od siewek z kombinacji kontrolnej. Najnizsze natomiast
mierzone parametry odnotowano dla siewek uzyskanych z nasion uprzednio
potraktowanych dawka 15 Gy (§wieza masa, Srednia warto$¢ dtugosci hipokotylu
oraz epikotylu, szeroko$¢ epikotylu, najwyzsza S$rednia warto$¢ dlugosci
najdtuzszego korzenia), jednak przy dawce 50 Gy dtugos¢ siewki nie roznila si¢
istotnie od siewek z kombinacji kontrolnej a szeroko$¢ epikotylu byta najnizsza.
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Najwicksze stezenie wszystkich analizowanych barwnikoéw roslinnych
stwierdzono w ekstraktach siewek, powstatych z nasion poddanych
promieniowaniu w dawce 15 Gy. Natomiast najmniejsze stezenie antocyjanow
stwierdzono dla ekstraktu pochodzacego z siewki powstalej z nasiona poddanego
promieniowaniu 25 Gy, a karotenoidéow oraz chlorofilu a ib dlasiewek
kontrolnych.

W przypadku Uebelmannia pectinifera najwigksze stezenie antocyjanow
(93,19 mg-dm) stwierdzono dla siewki barwy brunatno — brunatnej, ktorg
uzyskano w wyniku prowadzenia kultury in vitro nasion uprzednio poddanych
promieniowaniu X w dawce 15 Gy, natomiast najmniej (5,00 mg-dm) dla siewki
charakteryzujacej si¢ barwa brunatno — zielona, ktéra powstala w wyniku
dziatania promieni X w dawce 25 Gy (Tabela 3). Dziatanie promieniowania
rentgenowskiego w kazdej zastosowanej dawce wplyngto korzystnie
na zwigkszenie zawartosci antocyjanow w powstatych siewkach barwy brunatno
— brunatnej (od 34,84 mg-dm™ do 93,19 mg-dm™) oraz zielono — zielonej (od
13,48 mg'dm® do 32,30 mg-dm?) w stosunku do siewek kontrolnych,
charakteryzujacych si¢ ta samg barwg (brunatno — brunatna: 9,61 mg-dm™,
zielono — zielona: 13,06 mg-dm™). Siewki o zabarwieniu brunatno — zielonym,
powstate z nasion napromieniowanych dawkami 15 Gy oraz 50 Gy miaty wigksze
stezenie antocyjanow (kolejno: 18,14 mg-dm™ oraz 18,94 mg-dm™) w stosunku
do kontroli o tej samej barwie. Jednakze inne siewki brunatno — zielone, poddane
czynnikowi mutagennemu w dawce 20 Gy (7,30 mg-dm™) oraz 25 Gy posiadaty
nizsze stgzenie tego barwnika.

W przypadku karotenoidow i chlorofilu a, najwyzsze st¢zenia barwnikoéw
odnotowano dla siewki o barwie zielono — zielonej, uzyskanej w wyniku
napromieniowania nasiona dawka wynoszacg 15 Gy (kolejno 53,53 mg-dm™
oraz 85,82 mg-dm?), a najmniej dla siewki kontrolnej barwy brunatno —
brunatnej (kolejno: 3,09 mg-dm™ oraz 3,80 mg-dm™). Wszystkie siewki barwy
zielono — zielonej, powstale w wyniku napromieniowania nasion, posiadaty
wyzsze stezenie karotenoidow (od 4,16 mg-dm™ do 53,53 mg-dm™) w stosunku
dla siewek kontrolnych (3,77 mg-dm™), charakteryzujacych si¢ ta samg barwa.
Wszystkie siewki barwy brunatno — zielonej, powstate w wyniku prowadzenia
kultury in vitro nasion uprzednio napromieniowanych wykazywaly nizsze
stezenie karotenoidow w stosunku do kontroli posiadajacej t¢ same zabarwienie
(16,01 mg-dm=). W przypadku chlorofilu a siewki barwy zielono — zielonej,
poddane uprzednio dziataniu promieniowania w dawkach 20 Gy, 25 Gy oraz 50
Gy posiadaty nize jego stezenie (od 6,25 mg-dm™ do 26,77 mg-dm™) w stosunku
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do kontroli (27,41 mg-dm™). Natomiast wszystkie siewki barwy brunatno —
zielonej charakteryzowaly si¢ wyzszym stezeniem chlorofilu a (od 11,03 mg-dm-
3do 21,74 mg-dm™) w stosunku do siewki kontrolnej (5,59 mg-dm™). Ostatniego
ocenianego barwnika roslinnego — chlorofilu b, stwierdzono najwigcej w siewce
barwy zielono — zielonej (35,47 mg-dm™), ktéra powstala znasiona
napromieniowanego dawka 15 Gy, natomiast najmniej w probie kontrolnej barwy
brunatno — zielonej (1,93 mg-dm™). Kazda z siewek barwy brunatno — brunatnej
(od 11,80 mg-dm= do 28,96 mg-dm™) oraz brunatno — zielonej (od 3,52 mg-dm"
3 do 6,59 mg-dm™) posiadata wyzsze stezenie chlorofilu b w stosunku do kontroli
o tej samej barwie (kolejno: 2,12 mg-dm™ oraz 7,76 mg-dm~). W przypadku
barwy zielono — zielonej, tylko siewka, ktorej nasiono uprzednio zostato poddane
promieniowaniu X w dawce 20 Gy posiadata nizsze st¢zenie chlorofilu b (2,07
mg-dm™) w stosunku do rosliny kontrolnej o tej samej barwie (7,76 mg-dm).

Tabela 3. Barwa siewki (wg katalogu RHSCC) oraz st¢zenie antocyjanow, karotenoidow
i chlorofli a oraz b w przeliczeniu na 1 g §wiezej masy siewki w zaleznosci od dawki
promieniowania X u Uebelmannia pectinifera.

a . O . 3
Dawka - Stezenie barwnikow [mg-dm™]
promieniowania Barwa siewki
X [Gyl (wg RHSCC) antocyjany | Kkarotenoidy | chlorofila | chlorofilb
0 143 A,B-143 AB
164A - 143 A.B
L 143 A,B- 143 AB
164A - 143 A,B 18,14 h 8,69 h 14,28 h 4,13
5591 c 20,27 d 3247d 11,80 f
20 143AB- 143AB | 13491 216k 625k 2,07k
164A - 143 A,B 7,301 6,83 j 11,03 j 3,52j
34,84 d 24,53 ¢ 40,73 ¢ 12,51 e
25 143 A,B- 143 AB 17,58 f 26,77 £ 11,12 g
164A - 143 A,B 7,26 1 11,22 i 3,83j
61,29 b 51,77 a 79,22 ab 28,96 b
50 143 A.B- 143 A.B 3230¢ 19,80 ¢ 23,64 ¢ 18,62 d
164A - 143 A,B 1894 g 13,11 g 21,74 g 6,59 1

[barwa uzyskanych siewek: ] - brunatno — brunatna,
- brunatno — zielona;
[ - stezenie najwyzsze; |- stezenie najnizsze]
*dane w kolumnach oznaczone tymi samymi literami alfabetu nie r6znig si¢ istotnie przy poziomie

istotnosci 0=0,05

- zielono — zielona
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4.3. Analiza molekularna siewek kaktusow uzyskanych w warunkach in vitro
z nasion poddanych dzialaniu promieniowania X.

Liczba uzyskanych produktow dila Astrophytum spp. ‘Purple’ wyniosta
ogoélem 1544, na jeden starter Srednio wyniosta 220,57. Najwiecej produktow u
Astrophytum spp. ‘Purple’ uzyskano dla startera S25, a najmniej dla S8. Zakres
wielko$ci prazkéw wahat sie¢ od 353 do 4878 par zasad (Ryc. 1). Uzyskano
maksymalnie 31 /oci dla startera S25. Stwierdzono bardzo wysoki polimorfizm
(od 59,09% dla startera S12 do 100% dla S3 i S8) w wyniku dziatania
promieniowania X.

Dla Copiapoa tenuissima liczba produktow wyniosta tacznie dla
wszystkich starterow 926. Na jeden starter Srednio przypadto 132,28 produktu.
Starter S13 generowal najwigcej produktow, najmniej starter S8. Zakres
wielkos$ci prazkow wahat si¢ od 319 do 3733 par zasad. Najwigksza liczbe loci
(29) wygenerowat starter S25. Polimorfizm wahat si¢ od 53,33% dla startera S13
do 100% dla startera S8.

Dla Uebelmannia pectinifera uzyskano dla wszystkich starterow 1255
produktéw, Srednio 179,29 na jeden starter. Najwiecej produktow generowat
starter S12, najmniej S4. Zakres wielkos$ci prazkow wyniost od 329 do 4312 par
zasad. Najwickszg liczbe loci wygenerowat starter S33, najmniej S4. Najnizszy
polimorfizm wygenerowat starter S13 (65%), najwyzszy polimorfizm (100%)
daty startery S3 i S8.
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Wyniki analizy skupien UPGMA badanych genotypow u Astrophytum spp.
‘Purple’ pokazaey, ze najwigkszy dystans genetyczny wystapil pomiedzy
genotypem 11 (siewka kremowo-biata, ktéra powstala w wyniku dziatania dawki
20 Gy promieniowania X), ktory utworzyt odrebny klaster od pozostatych. W
obrebie dwoch subklastrow odrebne skupienie utworzyt genotyp nr 2 stanowiacy
siewke o barwie zielonej nie poddanej dzialaniu promieniowania X (kontroli).
Najmniejszy dystans genetyczny stwierdzono natomiast pomi¢dzy genotypem nr
7 (pomaranczowa) i 8 (czerwona) poddane dziataniu promieniowania w dawce
15 Gy oraz nr 5 (siewka zielona) i 6 (siewka kremowo-biata) poddane dziataniu
promieniowania w dawce 15 Gy, a takze pomigdzy genotypem nr 20
(pomaranczowa) i 21 (czerwona), ktore byty poddane dziataniu promieniowania
w dawce 50 Gy.

M 12345 67 89101112131415161718192021 M

5000
3000
2000
L - Wy

1000
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100

M 22232425 2627 2829 3031 3233 34353637 M 38354041 4243 44454647 48349 50 515253 54 M

- .-ﬁ-"--—#------__--- -

—cT -

Rycina 1. Profile prazkow uzyskane przy pomocy startera S3: Gora: M — marker
wielkosci, proby kolejno od 1 do 21 Astrophytum spp. ‘Purple’, M marker wielkosci;
Dot: M - marker wielkosci, proby 22-37 Copiapoa tenuissima, M - marker wielko$ci,
proby 38-54 Uebelmannia pectinifera, M- marker wielkoS$ci.
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Analiza skupien u Copiapoa tenuissima wykazata 2 oddzielne klastry. W
jednym skupione byly genotypy 3 (siewka brunatna podana dzialaniu
promieniowania 15 Gy, 91 10 (odpowiednio siewka brunatna i zielona, dawka 25
Gy ) oraz genotyp nr 13 (siewka brunatna poddana dawce 50 Gy), natomiast w
drugim wszystkie pozostale genotypy. Najmniejszy dystans genetyczny
stwierdzono pomig¢dzy genotypami 11 i 12 poddanymi dziataniu promieniowania
X w dawce 25 Gy oraz pomigdzy genotypami 6 i 7 poddanymi dawce
promieniowania X 20 Gy.

Analiza UPGMA dla Uebelmannia pectinifera wykazata bardzo duzy
dystans genetyczny pomigdzy genotypem 14 (siewka brunatno-zielona, uzyskana
w wyniku ekspozycji na dawke 50 Gy) a pozostalymi genotypami, przy czym
genotyp nr 13 i 4 utworzyl klaster, ktory rozgateziat si¢ na kolejne subklastry,
przy czym w jednym subklastrze genotyp 13 (siewka brunatno-brunatna, 50 Gy)
tworzyt odrebne odgalezienie od genotypu 4 (siewka brunatno-brunatna, 15 Gy)
i pozostalych genotypow.

5. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

1. Promieniowanie X wplyne¢lo na dynamike kietkowanie nasion u badanych
gatunkow kaktusow:

- u Astrophytum spp. ‘Purple’ promieniowanie X w dawce 15 i 20 Gy
przyspieszyto poczatek kietkowania nasion o 3-4 dni, w stosunku do
nasion nienapromienionych (kontrolnych), nasiona napromienione
wyzszymi dawkami (25-50 Gy) kietkowaty o 1-2 dni p6zniej niz nasiona
kontrolne. Najwiecej kietkujacych nasion uzyskano dla nasion
niepoddanych dziataniu promieniowania X (kontrolnych - 0 Gy),
natomiast dawka promieniowania 50 Gy najbardziej wptyngta na
obnizenie liczby kietkujacych nasion w stosunku do kontroli (0 22,13 %)
oraz pozostalych dawek promieniowania;
- u Copiapoa tenuissima dawka promieniowania 20 i 50 Gy
przyspieszyta poczatek kietkowania nasion o 1 dzien w stosunku do
kontroli (0 Gy). Zaobserwowano wytworzenie si¢ mniejszej liczby
kietkujacych nasion napromienionych dawka 15 Gy oraz20 Gy w
stosunku do kontroli (0 Gy), natomiast wyzsze dawki promieniowania
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(25 1 50 Gy) daly wicksza liczbe kietkujacych nasion niz nasiona
nienapromienione (kontrola 0 Gy). Najwiecej kietkujacych (wzrost o
15,87%) nasion uzyskano dla nasion napromienionych dawka 25 Gy w
stosunku do nasion nienapromienionych (kontroli);

- u Uebelmannia pectinifera dawka 50 Gy przyspieszyta poczatek
kietkowania nasion o 1 dzien w stosunku do kontroli i pozostatych dawek
promieniowania. Najwigksza liczbe kietkujacych nasion uzyskano dla
nasion, ktére napromieniono promieniowaniem X w dawce 20 Gy (o
17,28% wiecej niz w kontroli). Dawki promieniowania 15 i 50 Gy takze
zwigkszyty liczbe kietkujacych nasion, natomiast dawka 25 Gy obnizyta
0 8,48% w stosunku do kontroli liczbe kietkujacych nasion.

2. Zastosowane na nasiona promieniowanie X wplynelo na udzial
procentowy siewek bezchlorofilowych u Astrophytum spp. ‘Purple’ lub
barwnych u Copiapoa tenuissima oraz zréznicowane zabarwienie siewek u
Uebelmannia  pectinifera.  Stwierdzono ponadto istotny wplyw
promieniowania na parametry morfologiczne siewek u Copiapoa tenuissima
i Uebelmannia pectinifera.

- u Astrophytum spp. ‘Purple’ wudzial procentowy siewek
bezchlorofilowych rést wraz z wielkoscig dawki promieniowania i byt
najwickszy dla dawki 50 Gy. Zastosowanie promieniowania X
spowodowalo powstanie nowej barwy siewek (czerwonej), ktora dotad
nie byla stwierdzona u Astrophytum spp. ‘Purple’;

- u Copiapoa tenuissima udzial procentowy siewek barwnych rost wraz
z wielkosécig dawki promieniowania i byl najwyzszy dla dawki 50 Gy.
Uzycie dawki promieniowania 25 Gy oraz 50 Gy spowodowalo
uzyskanie nowej barwy siewek (pomaranczowo — brunatnej), ktora dotad
nie byta stwierdzona u Copiapoa tenuissima; parametry morfologiczne
siwek byly najwyzsze przy dawce 25 Gy, a najnizsze przy 20 i 50 Gy.

- u Uebelmannia pectinifera wraz ze wzrostem zastosowanej dawki
promieniowania X stwierdzono spadek liczby siewek barwy zielono —
zielonej, natomiast wzrost liczby siewek barwy brunatno — zielonej;
parametry morfologiczne siewek byly najwyzsze w kombinacji
kontrolnej (0 Gy), a najnizsze przy 15 Gy.

3. Stwierdzono istotny wplyw promieniowania X na barwe siewek oraz
zroznicowane stezenie barwnikow roslinnych w siewkach.

Strona 19



- u Astrophytum spp. ‘Purple’ wraz ze wzrostem zastosowanej dawki
promieniowania X stwierdzono spadek stezenia barwnikow roslinnych,
takze w obrebie danej barwy. Wyjatkiem bylo promieniowanie w dawce
15 Gy, ktore wptyneto na zwigkszenie zawartosci karotenoidow oraz
chlorofilu a w siewkach barwy brunatnej. Zastosowanie
promieniowania w dawce 50 Gy spowodowato uzyskanie najnizszego
stezenia antocyjanoéw, chlorofilu b oraz karotenoidow w siewkach
barwy zielonej i chlorofilu a w siewkach barwy pomaranczowej. W
siewkach kremowo-bialych nie stwierdzono obecnosci antocyjanow i
karotenoidow.

-u Copiapoa tenuissima wptyw promieniowania X byt zré6znicowany i
zalezal od barwy siewek. Wraz ze wzrostem dawki promieniowania w
siewkach brunatnych nastapit wzrost stezenia karotenoidow, chlorofilu
a i chlorofilu b w stosunku do kontroli, natomiast w siewkach zielonych
nastapil wzrost stezenia antocyjandow i chlorofilu b, a spadek
karotenoidow i chlorofilu a.

- u Uebelmannia pectinifera stwierdzono bardzo pozytywny wplyw
promieniowania X w dawce 15 Gy na stgzenie wszystkich badanych
barwnikow, we wszystkich barwach siewek w stosunku do kontroli.
Pozostate dawki promieniowania takze wplynely pozytywnie na
zwigkszenie zawarto$ci barwnikow roslinnych, z wyjatkiem dawki 25
Gy u siewek brunatno-zielonych, ktora istotnie wptyneta na obnizenie
w nich stezenia antocyjanéw w stosunku do kontroli.

4. Stwierdzono istotny wplyw promieniowania X na zréznicowanie
genetyczne siewek badanych gatunkéw kaktuséw przy pomocy markera
SCoT.
- stwierdzono bardzo wysoki poziom polimofizmu w siewkach
poddanych dziataniu promieniowania X: Astrophytum spp. ‘Purple’,
Copiapoa tenuissima, Uebelmannia pectinifera;
- analiza UPGMA wykazata bardzo duzy dystans genetyczny u badanych
genotypow poddanych dzialaniu promieniowania X u wszystkich
gatunkow kaktusow.
5. Promieniowanie jonizujagce moze by¢ wykorzystane w hodowli
radiomutacyjnej do uzyskiwania nowych odmian kaktuséw.

StronaZO



10.

11.

12.

13.

14.

15.

6. LITERATURA

Anderson E. F., 2001. The Cactus Family. Timber Press, Portland, OR, USA.

Botelho F. B. iin., 2015. Ornamental Plant Breeding. Ornamental Horticulture: 9-16.
Collard B.C.Y., Mackill D.J, 2009. Start Codon Targeted (SCoT) polymorphism simple,
novel DNA marker technique for generating gene-targeted markers in plants Plant Mol.
Biol. Rep., 27: 86-93. https://doi.org/10.1007/s11105-008-0060-5.

Czekalski M., 2010. Ogdlna uprawa roslin ozdobnych. Wydawnictwo Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu; 3: 191-192.

Dada K. E., Animasaun D. A., Mustapha O. T., Bado S., Foster B. P., 2022.
Radiosensitivity and biological effects of gamma and X-rays on germination and seedling
vigour of three Coffea arabica varieties. ournal of Plant Growth Regulation; 42: 1582-

1591.

Holme I.B., Gregersen P.L., Brinch-Pedersen H., 2019. Induced Genetic Variation in Crop
Plants by Random or Targeted Mutagenesis: Convergence and Differences. Front Plant

Sci. 10, 1468, doi:10.3389/fpls.2019.01468.

Jeong I. M., Cho H. C., Lee J. M., 2004. Production and breeding of cacti for grafting in
Korea. Chronica Horticulturae; 44: 7-10.

Kulpa D., 2012. Somatyczna embriogeneza w kulturach chryzantemy wielokwiatowe;j
(Chrysanthemum % grandiflorum) (Ramat.) Kitam.). Wydawnictwo Uczelniane
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie, Szczecin: ss: 7-
76.

Kulus D., Tymoszuk A., Jedrzejczyk 1., Winiecki J., 2022. Gold nanoparticles and
electromagnetic irradiation in tissue culture systems of bleeding heart: biochemical,
physiological, and (cyto) genetic effects. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 149:715-
734 https://doi.org/10.1007/s11240-022-02236-1.

Lema-Ruminska J., Kulus D., 2014. Micropropagation of cacti — a review. Haselfonia
19: 46-63. DOI:10.2985/026.019.0107
Lema-Ruminska J., Licznerska 1., 2004. Wplyw regulator6w wzrostu na regeneracje
kaktusa Copiapoa tenuissima Ritt f. monstruosa z eksplantatow merystematycznych.
Folia Univ. Agric. Stetin., Agricultura 236 (94): 109-114.

Lema-Ruminska J., Zalewska M., 2004. Studies on flower pigments of chrysanthemum
mutants: Nero and Wonder groups. Acta Scientiarum Polonorum, Hortorum Cultus;
3(1): 125-135.

Licznerski P., Lema-Ruminska J., 2021a. Kierunki i metody hodowli kaktuséow z rodzaju
Astrophytum. Badania i Rozwoj Mtodych Naukowcow w Polsce. Nauki przyrodnicze -
fauna i flora. Czgsc 11; 85-93.

Licznerski P., Lema-Ruminska J., 2021b. Charakterystyka rodzaju Astrophytum. Badania
i Rozwo6j Mtodych NaukowcoOw w Polsce. Nauki przyrodnicze - fauna i flora. Cze$¢ 11,
85-93.

Miler N., Jedrzejczyk 1., Jakubowski S., Winiecki J., 2021. Ovaries of Chrysanthemum
Irradiated with High-Energy Photons and High-Energy Electrons Can Regenerate Plants
with Novel Traits. Agronomy 11: 1111. https://doi.org/10.3390/agronomy11061111.

Strona2 1



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Murashige, T., Skoog, F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cultures. Physiol. Plant. 15: 473-497. https://doi.org/10.1111/j.1399-
3054.1962.tb08052.x

Nasri F., Zakizadeh H., Vafaece Y., Mozafari A.A., 2021. In vitro mutagenesis of
Chrysanthemum morifolium cultivars using ethylmethanesulphonate (EMS) and mutation
assessment by ISSR and IRAP markers. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 149: 657-
673. https://doi.org/10.1007/s11240-021-02163-7.

Nyfteler R., Eggli U. 1997. Comparative Stem Anatomy and Systematics of Eriosyce
sensu lato (Cactaceae). Ann. Bot.; 80: 767-786.

Santos-Diaz M.S., Mendez-Ontiveros R., Arredonpo-Gomez A. 2003. In vitro
organogenesis of Pelecyphora aselliformis Erhenberg (Cactaceae). In Vitro Cellular and
Developmental Biology — Plants; 39: 480-484. DOI: 10.1016/j.foodchem.2009.09.047
Schum A., 2003. Mutation breeding in ornamentals: an efficient breeding method? Acta
Hort. 612: 47-60.

Tymoszuk A., 2015. Hodowla chryzantemy wielkokwiatowej na drodze mutagenezy
indukowanej promieniowaniem X i gamma. Zeszyty Problemowe Postgpow Nauk
Rolniczych; 582: 101-113.

Tymoszuk A., Kulus D., 2020. Silver nanoparticles induce genetic,
biochemical, and phenotype variation in chrysanthemum. Plant
Cell Tissue Organ Cult 143:331-344.  https://doi. org/ 10. 1007/
$11240-020-01920-4.

NETOGRAFIA:
GelAnalyzer 19.1 (www.gelanalyzer.com) by Istvan Lazar Jr., PhD and Istvan Lazar Sr.,
PhD, CSc

Strona22



