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1. WSTEP

Rodzina Cactaceae jest stosunkowo liczna, gdyz sktada si¢ ze stu rodzajow
1 okoto 2000 gatunkow kaktuséw [Anderson, 2001]. Wigkszos¢ przedstawicieli
tej rodziny w srodowisku naturalnym wystepuje w obu Amerykach, jednak naj-
wieksze ich zaggszcezenie jest na pustynnym i suchym obszarze Meksyku, w po-
hudniowo-zachodniej czgsci Stanéw  Zjednoczonych oraz w potudniowo-
zachodniej czgéci obszaru andyjskiego [ Nyffeler i Eggli, 1997]. Na calym §wiecie
kaktusy wzbudzaja od lat duze zainteresowanie, jako rosliny ozdobne, ktére sa
szczegoblnie cenione i pozadane przez hodowcow i kolekcjonerow. Nowoczesna
hodowla roslin ozdobnych jest ukierunkowana na stosowanie nowych, caty czas
doskonalonych oraz zaawansowanych metod (takich jak: modyfikacje gene-
tyczne roslin) i narzedzi biotechnologicznych (takich jak: kultury in vitro, mar-
kery molekularne) [Schum 2003, Tymoszuk 2015]. W dobie dzisiejszej
mechanizacji tradycyjne metody i narzedzia hodowli roslin staty si¢ zbyt absor-
bujace, powolne oraz kosztowne w celu uzyskania nowych odmian, o niespoty-
kanych 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 potaczeniu z narze-
dziami biotechnologicznymi istnieje mozliwo$¢ spetnienia wymagan rynkowych
stawianych nie tylko przez szerokie grono konsumentow, ale rowniez przez wy-
sublimowang grupe kolekcjonerow, ktorzy zwracajg szczego6lng uwage na nowe
i konkurencyjne cechy jakosciowe w odniesieniu do odmian wczesniej 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 jonizujace (do
ktorego nalezy rdwniez promieniowanie X), promieniowanie mikrofalowe, wy-
sokiej energii fotony i elektrony, czy nanoczastki ztota lub srebra oraz metano-
sulfonian etylu (EMS) stanowia cenne narzedzie zmian genetycznych
szczegolnie u roslin ozdobnych o duzych, nieznanych genomach oraz roslin po-
liploidalnych [Holme i in., 2019, Tymoszuk i Kulus, 2020, Miler i in. 2021; Nasri
iin. 2021, Kulus i in. 2022].

W literaturze brakuje jednak badan nad wptywem promieniowania jonizuja-
cego u kaktusow, ktore stanowia wazna ekonomicznie gataz produkcji na rynku
ogrodniczym.



2. ANALIZA LITERATURY

2.1. Charakterystyka rodziny Cactaceae

Rodzina Cactaceae Juss. jest stosunkowo liczna i sktada si¢ z 98 rodzajow
i 1500-2000 gatunkow [Barthlott i Hunt 1993, Nyffeler i Eggli 1993, Srenscek
2011, Licznerski i Lema-Ruminska 2021a,b, Yadav i Singh 2021]. Kaktusy wy-
stepuja na obu kontynentach Ameryki od Kanady po Argentyn¢. Rosng one
w r6znych warunkach klimatycznych a najwigksze ich zaggszczenie jest w tzw.
Nowym Swiecie — czyli Meksyku. Rosliny te mozna spotka¢ réwniez na wyspach
Kanaryjskich, na Sri Lance, na potpustyniach i pustyniach Starego oraz Nowego
Swiata [Srenscek 2011, Licznerski i Lema-Ruminska 2021a,b, Yadav i Singh
2021]. W rejonach Meksyku, Argentyny, Peru, Boliwii, Chile oraz na Kostaryce
odnotowany jest najwyzszy odsetek gatunkdéw endemicznych, ktorych wystepo-
wanie na ograniczonym obszarze sprawia, ze sg one ekstremalnie zagrozone wy-
ginieciem [Herndndez 2008]. Na obszarze Meksyku najcenniejsze dla badaczy
kaktusy mozna spotka¢ w duzym zageszczeniu. Na terenie pustyni Chihuahuan
Desert, 59 najcenniejszych gatunkow kaktusow wystepuje na obszarze mniej-
szym niz 10 km? [Hernandez i Barcenas 1995, Hernandez 2008, Licznerski
i Lema-Ruminska 2021a,b, Yadav i Singh 2021].

Morfologie kaktuséw uksztattowaty ekstremalne warunki §rodowiskowe,
redukujac ich liscie [Srenscek 2011]. Rosliny te sg bylinami, o wolnym tempie
wzrostu (zaleznym od stopnia nawodnienia) i duzej tolerancji na susze¢. Z uwagi
na duzg wytrzymatos¢, unikatowy wyglad i barwe sg one cenione przez wielu
hodowcow i kolekcjoneréw. Poszczegodlne gatunki nalezace do rodziny Cacta-
ceae charakteryzujg si¢ rozmaitymi formami: drzewiastymi, krzewiastymi i roz-
togowymi. Lodygi tych ro$lin moga by¢ soczyste badz zdrewniale i posiadac
ksztatt kulisty, kolumnowy, cylindryczny, podluzny, czy owalnie splaszczony.
Ciernie natomiast powstaja w wyspecjalizowanych strukturach tkanki meryste-
matycznej — czyli w areolach. W areolach powstaja rowniez nowe todygi oraz
kwiaty, zawierajace reprodukcyjne okotki, w tym przeplatajace sie¢ ptatki oraz
dziatki (tworzace struktur¢ rurkowatg) i preciki. Kwiaty te sa bardzo atrakcyjne
m.in. dla owadow, cieszg si¢ tez zainteresowaniem kolekcjonerow. Poszczegolne
rodzaje i gatunki r6znig si¢ miedzy sobg kalejdoskopem barw, ksztattem oraz ilo-
scig 1 wielkoscig kwiatow [Anderson 2001]. Gatunki zakwitajagce w nocy maja
zwykle biate kwiaty o zottym badz czerwonym przebarwieniu. Natomiast kak-
tusy kwitnagce w dzien maja kwiaty o barwie purpurowe;j, zottej, biatej, pomaran-
czowej, czerwonej, a nawet zielonej [Barthlott i Hunt 1993, Anderson 2001,
Licznerski i Lema-Ruminska 2021a,b, Yadav i Singh 2021].



Do XIX wieku nie znano skutecznych metod rozmnazania kaktusow na duza
skale, co uniemozliwiato tani zakup importowanych roslin. W kolejnych deka-
dach doszto do rozwoju efektywnych metod rozmnazania kaktusowatych, co dato
mozliwos¢ do wiekszego i korzystniejszego dostepu do tych roslin w celach
sprzedazy. W ostatnich latach kaktusy staty si¢ bardziej popularne, co spowodo-
wato wigksze zainteresowanie si¢ metodami ich reprodukcji. Kaktusy rozmnaza
si¢ wegetatywnie oraz generatywnie. Mimo, ze rozmnazanie tych ro$lin z nasion
jest niezmiernie proste to trudnos$¢ sprawia pozyskanie duzej ilo$ci nasion, co jest
spowodowane wymaganiami koniecznymi do kwitnienie i produkcji nasion
[Licznerski i Lema-Ruminska 2021a,b]. Wér6d metod wegetatywnych wyr6znia
si¢ rozmnazanie z sadzonek pedowych i liSciowych oraz szczepienie na podktad-
kach. Metody te nie sg jednak do$¢ efektywne dla wszystkich gatunkéw kaktu-
sow. Sa one zbyt powolne, kosztowne, praco- i czasochtonne. Z tych powodow
naukowcy coraz bardziej skupiaja si¢ nad nowymi metodami mikrorozmnazania
kaktusow, z wykorzystaniem kultur in vitro [Lema-Ruminska i Kulus 2014;
Pérez-Molphe-Balch i in. 2015, Licznerski i Lema-Ruminska 2021a,b].

Jednym z najcenniejszych i stosunkowo rzadko spotkanych przedstawicieli
rodziny Cactaceae jest rodzaj Astrophytum Lem. Wsrdd tego rodzaju wyrdznia
si¢ sze$¢ gatunkow: A. asterias, A. capricorne, A. caput-medusae, A. coahuilense,
A. myriostigma oraz A. ornatum. Rodzaj ten ma szeroki wachlarz barw — od zie-
leni do bragzu. W okresach duzej wilgotnosci okazy Astrophytum sa barwy zielo-
nej, jednakze w czasie suszy kaktus brazowieje, zlewajac si¢ z podtozem. Kwiaty
tego rodzaju sg zotte (rowniez o pomaranczowych centrach), owalne, migsiste
dhugie (wielkosci od 1,25 do 15c¢m). Nasiona sg ciemnobragzowe, btyszczace.
Kaktusy tego rodzaju posiadajg plamki z okrywag z drobnych ktaczkow [Benson
1982, Damude i Poole 1990, Licznerski i Lema-Ruminska 2021a,b].

W naturze gatunki rodzaju Astrophytum mozna spotka¢ na niskich wznie-
sieniach, wérod cierniowych krzewdw i na murawach w cieplym i subtropikal-
nym klimacie stepowym, ktory jest charakterystyczny dla obszaru Meksyku
i Teksasu [Licznerski i Lema-Ruminska 2021a,b]. Kaktusy z tego rodzaju rosna
na mineralnej, przepuszczalnej i lekko kwasnej glebie marglowej o pH wynosza-
cym okoto 6,5 i bogatej w sktadniki pokarmowe (szczegolnie w pierwiastki takie
jak: potas oraz wapn). Minimalna temperatura dla kaktuséw z rodzaju Astrophy-
tum to okoto 3°C [Fleischer i Schutz 1978, Hinz i Abramowicz 1986]. Kaktusy
nalezace do tego rodzaju sg wrazliwe na zbyt wysoka wilgotnos¢ gleby. Nalezy
podkresli¢, iz rosliny te posiadaja do$¢ kruche korzenie, ktére mozna latwo
uszkodzi¢ mechanicznie. Astrophytum znacznie lepiej rosng w warunkach niedo-
boru wody anizeli jej nadmiaru. Istotng kwestiag rowniez jest nastonecznienie,
niezb¢dne do kwitni¢cia kaktuséw [Fleischer i Schutz 1978].



Astrophytum asterias Lem. (Ryc. 1) jest jednym z najbardziej pozadanych
gatunkoéw przez producentow oraz kolekcjonerow na catym $wiecie. Jest jedno-
cze$nie najbardziej zagrozonym wyginigciem w §rodowisku naturalnym gatun-
kiem kaktusa [Martinez-Avalos i in. 2007]. Gatunek ten zostat po raz pierwszy
zebrany w 1843 roku przez barona von Karwinsky'ego i opisywany jako Achinas
echinocactus w 1845 roku przez Jézefa Zuccariniego [Damude i Poole 1990].
Charles Lemaire w 1868 roku sklasyfikowat gatunek Astrophytum asterias w ro-
dzaju Astrophytum. Nazwa gatunkowa ro$liny jest powszechnie akceptowana
przez srodowiska naukowe do dzi§ [Licznerski i Lema-Ruminska 2021a,b].
Astrophytum asterias to niewielki szaro-zielony kaktus, w ksztatcie kopuly (zima
o ptaskim pokroju) o wymiarach 15 x 10 cm. Sktada si¢ on najczesciej z osmiu
trojkatnych sekcji, z ktérych kazda charakteryzuje si¢ centralnie roztozonym pa-
smem wetnistych areoli. Po czasie okoto 5 lat tworzy jasno-zélte kwiaty, ktorych
wnetrza sg czerwone. W naturze Astrophytum asterias zazwyczaj kwitnie w okre-
sie od marca do maja (rzadziej w miesigcach letnich), a jego owoce wystepuja
od kwietnia do czerwca [Damude i Poole 1990]. Kwiaty sa zapylane przez
owady. Dla 4. asterias najlepszym podtozem do kielkowania jest teren piaszczy-
sty, lekko zasadowy, ktory zawiera mata ilo$¢ materii organicznej. Postepujaca
degradacja naturalnych siedlisk Astrophytum asterias przez konkurencyjne
trawy, spowodowala, ze gatunek ten zostat objety catkowita ochrong [U.S. Fish
and Wildlife Service 2003]. Z tego powodu w celu ochrony gatunkoéw zagrozo-
nych, w tym rowniez Astrophytum asterias, istnieje konieczno$¢ rozwoju metod
reprodukcji [Lema-Ruminska i Kulus 2014]. Obecnie istnieje wiele odmian tego
gatunku, ktore zostaty wyhodowane w celach komercyjnych.

Narodzaj Uebelmannia sktadajg si¢ z trzy gatunki: (Uebelmannia buiningii,
Uebelmannia gummifera, Uebelmannia pectinifera), powszechnie rosnace w pa-
smie Espinhaco i Chapada Diamantina we wschodniej Brazylii. Rosliny z tego
rodzaju sa endemitami. Charakteryzujg si¢ ograniczonym zasi¢giem, lokalnym
rozproszeniem oraz matym zréznicowaniem genetycznym [Gitzendanner i Soltis
2000, Teixeira i in. 2018]. Wystepuja w stosunkowo nielicznych populacjach,
glownie w szczelinach skalnych oraz na kwarcowych obszarach pustynnych [Za-
ppi i Taylor 2008, Teixeira i in. 2018]. Ze wzgledu na rzadko$¢ wystepowania
tych roslin w srodowisku naturalnym i duze zainteresowanie nimi wyspecjalizo-
wanych kolekcjonerow jak i waski zasigg dystrybucji, gatunki nalezace do tego
rodzaju s3 uwazane za krytycznie zagrozone i znajduja si¢ na oficjalnej brazylij-
skiej Czerwonej Liscie Roslin [Martinelli i Moraes 2013, Teixeira i in. 2018].
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Ryec. 1. Astrophytum asterias w $rodowisku naturalnym [zrodto: U.S. Fish and Wildlife
Service 2003]

Uebelmannia pectinifera Buining zostata odkryta w 1982 roku przez Leo-
polda Horsta. Jest to kaktus w ksztalcie od kulistego do cylindryczno-wydtuzo-
nego o wielkosci do 1 metra, sSrednicy okoto 10-15 cm (Ryc. 2). Barwa kaktusow
Uebelmannia pectinifera Buining jest zalezna od dostepu do $wiatla (szaro-zie-
lona — w miejscach zacienionych, czerwona badz ciemnofioletowobrazowa —
w obszarach silnie nastonecznionych). Kaktusy z tego rodzaju majg
13-40 zeber, ktore sg pokryte areolami, zawierajacymi ciernie boczne, przypomi-
najace grzebien. Kwiaty lejkowate o barwie zielonkawo-zoltej pojawiajg si¢
w ilosci 4-5 sztuk od wczesnej wiosny do okresu poznego lata. Nasiona sa
ciemne, w ksztalcie gruszkowatym i wielkosci 2 mm [Schultz i Machado 2000,
Anderson 2001, Taylor i Zappi 2004, Cullen i in. 2011, Teixeira i in. 2018].
Kaktus ten wymaga cieplych oraz wilgotnych warunkow srodowiskowych oraz
stanowisk nastonecznionych [Anderson 2001, Cullen i in. 2011].

Kaktusy z rodzaju Copiapoa zostaly opisane przez Britton’ai Rose’a w 1922
roku. Rosdliny te sa kuliste Iub krotkio cylindryczne, kwiaty sg zolte. Rodzaj ten
pierwotnie liczyt sze$¢ gatunkéw, z uptywem czasu ich ilo§¢ si¢ znaczgco
zwigkszyta. W naturalnym $rodowisku wickszo§¢ gatunkow Capiapoa jest
endemiczna, a niektore z nich maja ograniczony zasieg wystepowania [Walter
i Machler 2006, Larridon i in. 2014, Larridon i in. 2015]. Nalezy zaznaczy¢, iz
nawet potowa gatunkéw nalezaca do tego rodzaju jest zagrozona wyginigciem
[Larridon i in. 2014, Larridon i in. 2015]. Gatunki z rodzaju Copiapoa
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powszechnie wystepuja w ogrodach botanicznych w Stanach Zjednoczonych,
Niemczech oraz Wielkiej Brytanii [Larridoni in. 2014, Larridon i in. 2015].

Ryec. 2. Uebelmannia pectinifera w §rodowisku naturalnym [Zrodto: Braun, 1984]

Copiapoa tenuissima Ritt. (inaczej: C. humilis var. tenuissima Ritt.)
pochodzi z wyjatkowo suchych pustynnych i kamiennych rejonoéw Chile.
Gatunek ten jest objety bardzo $cistg ochrona, przez co znajduje si¢ w zalaczniku
II konwencji CITES [Lema-Ruminska i Niedojadto 2012, Lema-Ruminska i in.
2013]. Copiapoa tenuissima Ritt. ma dhugi i bulwiasty korzen, gdyz ro$nie na
terenach ubogich w wodg¢ oraz materi¢ organiczng. Kaktus ten ma ksztatt kulisty,
nieco sptaszczony o Srenicy 2-5 cm (Ryc. 3). Naskorek tego kaktusa jest
ciemnego koloru (ciemnozielonego, oliwkowo-zielonego, prawie fioletowo-
czarnego) [Graham 1998, Anderson 2001, Cullen i in. 2011, Lema-Ruminska
i Niedojadto 2012, Lema-Ruminska i in. 2013]. Copiapoa tenuissima Ritt.
posiada 13-16 zeber, czesto o spiralnych, ma obficie wehniste areole, zakonczone
cienkimi cierniami. Kwiaty sg jasno-zotte, delikatnie pachnace, rozwijaja si¢
w okresie wiosny i lata [Anderson 2001, Cullen i in. 2011]. Wsrod kaktusow
z gatunku Copiapoa tenuissima Ritt. wystepuje forma monstruosa ktoéra ma
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szczegolne cechy takie jak: bardzo ciemna (prawie czarna) barwa epidermy,
welniste areole i1 brak cierni. Zostal doceniony przez hodowcow oraz
kolekcjaneréw na calym $§wiecie [Doring 1976, Lema-Ruminska i Niedojadto
2012, Lema-Ruminska i in. 2013].

Ryec. 3. Copiapoa tenuissima Ritt. (fot. P.Licznerski)

2.2. Hodowla ros$lin

Swiatowy rynek ro$lin ozdobnych rozwija sie nieustannie w sposob dyna-
miczny. W celu spelnienia wymagan konsumenckich konieczne jest ciggle do-
skonalenie roslin. Poszukiwane sg odmiany o innowacyjnych i konkurencyjnych
cechach jako$ciowych w porownaniu do tych powszechnie wystepujacych [Cze-
kalski 2010, Swiecicki i in. 2011, Kulpa 2012, Botelho i in. 2015]. Pojecie ,.ja-
ko$¢” moze dotyczy¢ cech morfologicznych, takich jak np.: wielko$¢ pedu,
ksztalt, jego barwa, tekstura a takze wlasciwosci, takie jak m.in.: szybko$¢ wzro-
stu, zdolno$¢ adaptowania si¢ do nowych warunkow, fatwos$¢ uprawy i namnaza-
nia, odporno$¢ na szkodniki i choroby oraz stres srodowiskowy [Swiecicki i in.
2011, Spasibionek 2002, Degefa 2019, Licznerski i Lema-Ruminska 2021a,b].
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To wiasnie hodowla, potgczona z selekcja, umozliwia spetnienie coraz to nowych
wymagan rynkowych stawianych przez szerokie rzesze konsumentow jak i indy-
widualnych kolekcjonerow. Wszystkie rosliny ozdobne majg dtuga historie
hodowli oraz selekcji, ktére nadaty im nowe cechy morfologiczne oraz niespoty-
kane dotad wtasciwosci. Hodowcy réznymi metodami zmieniajg cechy morfolo-
giczne roéliny czesto poprzez ingerencje w ich geny [Swiecicki i in. 2011, Kulpa
2012, Botelho i in. 2015, Licznerski i Lema-Ruminska 2021b].

Postep w produkcji roslinnej jest zalezy od rozwoju metod uprawy i ho-
dowli, ktdra jest oparta na wiedzy dotyczacej danej rosliny. Wiele jednostek na-
ukowych realizuje szereg projektow badawczych w celu poznania tych
zalezno$ci, poprzez badania i obserwacje na poziomie genomu ro$lin ozdobnych
(m. in. astra chinskiego — Callistephus chinensis, mieczyka ogrodowego — Gla-
diolus hybridus, lewkonii letniej — Matthiola incana, petunii ogrodowej — Petunia
hybrida, chryzantemy wielkokwiatowej — Chrysanthemum grandiflorum) [ Lema-
Ruminska 1 Zalewska 2002, Lema-Ruminska 1 in. 2004, Czekalski 2010, Swif;—
cicki iin. 2011, Lema-Ruminska i in. 2018, Seidler-L.ozykowska 2021].

2.2.1. Tradycyjne metody hodowli roslin

Podczas procesu hodowli roslin ozdobnych stosuje si¢ konwencjonalne na-
rzedzia takie jak: krzyzowanie, selekcja oraz chimeryzacja [Botelho i in. 2015].

2.2.1.1. Krzyzowanie (hybrydyzacja)

Znaczna cz¢$¢ roslin doswiadczyta hybrydyzacji i introgres;ji (przemieszania
si¢ materiatu genetycznego m. in. poprzez krzyzowanie). Krzyzowanie (inaczej
hybrydyzacja) nalezy do podstawowych zabiegdw stosowanych w hodowli pro-
wadzacych do powstania potomstwa mieszancowego (dzieki polaczeniu si¢
dwojga genetycznie réznych rodzicow) [Malepszy 2000, Mallet 2005, Goulet
1 in. 2017, Orlikowska i in. 2001]. Hybrydyzacja dotyczy ro$lin samopylnych
oraz zapylanych krzyzowo. Gtownym jej celem jest stworzenie zmiennosci, ktora
jest niezwykle cenna dla hodowcow [Orlikowska i in. 2001, Chrzanowska
i Jadwiszczak 2015]. Wiedza dotyczaca hybrydyzacji wraz z ubiegiem lat ulegta
znacznemu rozwojowi [Malepszy 2000, Mallet 2005, Goulet i in. 2017, Orlikow-
ska iin. 2001].

Badanie hybrydyzacji ma bogatg histori¢. Juz sam Linneusz (1760) jako
jeden z pierwszych uczonych w rozprawie ,, Disquisitio de sexu plantarum"”
zasugerowat, iz nowe gatunki powstaty dzigki zjawisku hybrydyzacji, odrzucajac
wystepowanie catkowitej stabilnosci [Goulet i in. 2017]. Verne Grant (1981) za-
uwazyl, ze wiele prac naukowych dotyczylo czestotliwosci wystgpowania hybry-
dyzacji badz badania konsekwencji wywolanej jej wystepowaniem. Do dnia
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dzisiejszego badania nad krzyzowalnos$cig nadal koncentruja si¢ na tych dwdch
aspektach. Uwaza si¢, iz w 1716 roku po raz pierwszy dokonano naukowej iden-
tyfikacji hybryd przez Cotton’a Mather kukurydzy (Zea mays) i dyni (Cucurbita
spp.). W podobnym okresie Thomas Fairchild jako pierwszy uzyskat celowg hy-
bryde z dzikich gatunkow gozdzika [Zirkle 1934, Goulet i in. 2017].
Zgodnie z naturg oraz pokrewienstwem migdzy krzyzowanymi ro$linami,
wyrdznia sie nastgpujace typy hybrydyzacji:
— miedzyodmianowa (wewnatrzgatunkowa) — krzyzowanie ro$lin dwoch roz-
nych odmian, nalezacych do tego samego gatunku;
-~ wewngtrzodmianowa — krzyzowanie roslin w obrebie jednej odmiany, po-
siadajacych rézne genotypy;
— miedzygatunkowa (wewnatrzgatunkowa) — krzyzowanie odbywa si¢ mig-
dzy dwoma réznymi gatunkami, ktére wystepuja w obrebie rodzaju
— miedzyrodzajowa — krzyZzowanie roslin nalezgcych do dwoch, odrebnych ro-
dzajow [Czekalski 2010, Mwangangi i in. 2019; Kumari — www.an-
cpatna.ac.in].

Krzyzowanie migdzygatunkowe oraz miedzyrodzajowe stanowia wazng
metode we wspotczesnej hodowli. Celem tych krzyzowan jest najczesciej wia-
czenie genoéw z form nieuprawnych do materiatu hodowlanego, ktore gwarantuja
lepsza zdolnos¢ przystosowawcza do warunkoéw uprawowych oraz wicksza od-
pornoscig na choroby i szkodniki. Jednakze skutkiem zastosowania tego krzyzo-
wania moze byC¢ powstanie apomiktycznych zarodkéw oraz eliminacja
catego/czesci genomu jednego badz dwojga rodzicow [Malepszy 1989, Orlikow-
ska iin. 2001].

Dzigki uzyskanej wiedzy na temat genetyki, mozliwos$ci kontrolowania bio-
logii zapylenia oraz zaptodnienia znacznie zwigkszyla si¢ skutecznos¢ krzyzowa-
nia generatywnego do$¢ odlegltych taksonow. Zdobyte doswiadczenie
umozliwito ingerencje w proces zaptodnienia i omini¢cia naturalnych barier nie-
zgodnosci poprzez: usuwanie znamienia badz skracanie stupka, nanoszenie pytku
na stupek lub do zalazni, inaktywacj¢ enzymow znamienia stupka w wysokiej
temperaturze, aplikacj¢ regulatoro6w wzrostu na zalgznie lub znamig, rozwdj wyi-
zolowanego zarodka w warunkach in vitro czy taczenie fragmentow komorek
lub protoplastow w warunkach in vitro [Zenkteler 2001, Orlikowska i in. 2001].

Hybrydyzacja jest zjawiskiem powszechnym, jednakze uzyskanie unikalne;j,
wyizolowanej linii hybrydowej w naturze jest bardzo rzadkie. Nowe linie ko-
niecznie muszg ustanowi¢ izolacje reprodukcyjng oraz nowa niszg ekologiczng
w celu przezwyciezenia m.in. konkurencji ze strony gatunkéw rodzicielskich
[Goulet i in. 2017].
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W stosunkowo wielu przypadkach mieszancowy charakter siewek moze zo-
sta¢ rozpoznany poprzez zastosowanie markerow morfologicznych. Jednakze
czasem identyfikacja mieszancow mozliwa jest mozliwa dopiero na podstawie
uzyskanych cech kwiatéw badz owocoéw. Z tego powodu wykorzystywane sg co-
raz to nowsze narzgdzia takie jak markery: cytologiczne badz molekularne, ktére
wymagaja dostepu do odpowiednio wyposazonego laboratorium i wykwalifiko-
wanego personelu. Mimo, ze sg to metody bardziej kosztowne, czaso- i praco-
chlonne to umozliwiaja wykonanie analiz we wcze$niejszych stadium
rozwojowym ro$liny [Bednarek i Chwedorzewska 2001, Orlikowska i in. 2001].

2.2.1.2. Selekcja

Selekcja jest procesem, w ktdérym osobniki o pozadanych cechach sa wybie-
rane do reprodukcji. Wielu naukowcdéw podkreslito, iz selekcja jest oparta na
zdolnos$ci do dostrzegania subtelnych réznic miedzy roslinami, ktére sag wyod-
rebniane [Bueno i in. 2006]. Odbywa si¢ ona nie tylko na poziomie ewolucyjnym
(polegajacym na doborze naturalnym), ale rowniez w trakcie pracy danego ho-
dowcy [Botelho i in. 2015]. Zmiana stylu zycia ludzkos$ci doprowadzita do prze-
ksztatcenia si¢ ,,dzikich roslin” w zalezne od ludzi odmiany udomowione,
roznigce si¢ od pierwotnych form. Sztuka selekcji umozliwita powstanie zmien-
nosci biologicznej, jej identyfikacje a takze wybdr pozadanych cech [Acquaah
2007, Licznerski i Lema Ruminska 20212021a,b].

Poczatkowo podczas hodowli roslin wykorzystywano naturalnie wystepu-
jace warianty i dzikie, pokrewne gatunki roslin uprawnych. Wybor oparty byt
wylacznie na intuicji, umiejetnosciach ludzkich oraz ocenie przydatno$ci powsta-
jacych nowych cech. Metoda selekcji jest obecnie stosowana przez rolnikow
i hodowcow, gdzie zachowuje si¢ nasiona najlepiej plonujacych i najatrakcyjniej-
szych roslin do sadzenia [Acquaah 2007].

Wraz z rozwojem rolnictwa, znajomos$¢ technik selekcji zostata udoskona-
lona. Jednakze dopiero pod koniec XVIII wieku stala si¢ ona bardziej meto-
dyczna, co skutkowalo wigkszg efektywnoscig. Najwickszy wktad w wyjasnienie
efektow selekcji miat Louis de Vilmorin w XIX wieku. Jednakze dopiero na
poczatku XX wieku dzieki pracy opublikowanej w 1865 r. Grzegorza Mendla,
dotyczacej dziedziczenia cech u grochu ogrodowego, mozna byto wyjasni¢ po-
chodzenie zmiennosci, ktora stanowita podstaweg selekcji. Jednym z najwcze-
$niejszych dokonan w hodowli ro$lin byto opracowanie przez dunskiego botanika
(w 1903 roku) — Wilhelma Johannsena teorii czystej linii podczas pracy nad
fasolg ogrodowa. Jego praca potwierdzita wczesniejsze obserwacje innych nau-
kowcow dotyczace wykorzystania techniki selekcji do uzyskania jednolitych, ra-
sowych odmian. Powstale w wyniku krzyzowania hybrydy miaty interesujace
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cechy, przewyzszajace ich warto$¢ w stosunku do roslin rodzicielskich. Obecnie
wykorzystuje si¢ zdobytg wiedze i technologi¢ w celu zwigkszenia precyzji i wy-
dajnosci selekcji [Szymkowiak 1 in.1996, Roll-Hansen 2008, Botelho i in. 2015,
van Dijk i in. 2018].

2.2.1.3. Chimeryzacja — proces tworzenia chimer

Dla kolekcjonerow istotne znaczenie majg oryginalne zmiany morfolo-
giczne, dzieki ktorym uzyskuje si¢ nowe egzemplarze — najczesciej o niespoty-
kanych ksztaltach czy zmienionych barwach. Szczegélne znaczenie
kolekcjonerskie majg tak zwane chimery [Filipiak 2008, Licznerski i Lema-Ru-
minska 2021b].

Pojecie — ,,chimera” uzyto po raz pierwszy w stosunku do ro$liny powstalej
w wyniku szczepienia dwoch gatunkéw Solanum przez niemieckiego botanika —
Hansa Winklera w 1907 r. [Prina i in. 2012]. Ros$lina rozwingeta ped, ktory miat
dwie odrebne potowki, kazda nalezaca do innego gatunku. Winker okreslit chi-
mery jako organizmy trwate, powstate z réznych genetycznie komoérek bez ich
zlania si¢ [Hejnowicz 1956, Woycicki 1958, Szymkowiak i in. 1996, Prina i in.
2012]. Komorki te roznily sig¢ strukturg chromosomow lub ich liczba, a nawet
tylko jednym nukleotydem w obrgbie genomu jadrowego i/lub organelli komor-
kowych [Prina i in. 2012]. Wraz z uptywem czasu poj¢cie zostalo bardziej zdefi-
niowane i dotyczy roslin, ktore skladaja si¢ z komoérek co najmniej dwoch
genotypow osobniczych. Chimera okre$lana czgsto jest mianem ,,mozaiki gene-
tycznej” [Tilney-Bassett 1986, Licznerski i Lema-Ruminska 2021b].

Chimery powstajg dzigki wystepowaniu niejednorodnych w sposob gene-
tyczny merystemow wierzchotkowych. Uzyskuje si¢ je w wyniku procesu szcze-
pienia, ale rowniez dzigki mutacji [Tilney-Bassett 1986]. Mutacje te moga
powstawaé w sposob spontaniczny lub celowy — dzigki dziataniu promieniowa-
niu kosmicznym, stosowaniu réznych lamp (np.rtgciowych) w szklarniach, in-
dukcji czynnikiem chemicznym badz fizycznym czy zmian epigenetycznych
[Stewart i in. 1972, Marcotrigiano 1997, Jerzy 2000, Zalewska i Lema-Ruminska
2004, Zalewska i in. 2010, Zalewska i in. 2011]. Chimeryzm moze wystgpowac
podczas kazdego etapu ontogenezy osobnika, co jest zwigzane ze strukturg ana-
tomiczng merystemow wystepujacych u roslin wyzszych [Szymkowiak in. 1996].

W merystemach wierzchotkowych oraz katowych roslin okrytonasiennych
wyroznia si¢ trzy warstwy histogenowe, utozone kolejno po sobie: L1 (pierwsza
warstwa tuniki), L2 (druga warstwa tuniki) oraz L3 (korpus). Uktad warstw tkan-
kowych jest wynikiem ptaszczyznowych podzialdéw komorkowych, wystepuja-
cych w merystemie. Badania nad chimerami umozliwily poznanie funkcji

17



poszczegolnych warstw w trakcie rozwoju organow roslinnych. Mutacje w obre-

bie komorek inicjalnych danych warstw prowadza w konsekwencji do powstania

chimer. Poszczegdlne zmiany moga obejmowac caty organ lub jego fragment [Je-

rzy 1997, Marcotrigiano 1997]. Wyr6znia si¢ trzy rodzaje chimer:

— peryklinalne (wystepuje zmieniona warstwa okrywajaca — L1 w stosunku do
formy wyjSciowej),

— meryklinalne (zmiana jedynie w okreslonym obszarze, brak zmian w rdzeniu),

— sektorialne (dotyczy zmian tkanek, ktore sasiaduja ze soba i zajmuja cale sek-
tory, obejmuje warstwy L1, L2 oraz L3) (Ryc. 4) [Hejnowicz 1956, Van Har-
ten 1998, Tymoszuk 2016, Licznerski i Lema-Ruminska 2021b]. Rodzaj
uzyskanej chimery jest zalezny od czynnika sprawczego, a takze od umiejsco-
wienia zmutowanej komorki [Szymkowiak i in. 1996].

chimera roslina

meryklinalna \ / stabilna

chimera
peryklinalna

Ryc. 4. Typy chimer w przekroju poprzecznym i podtuznym u chryzantem: 1, 3 —ro$lina
stabilna, 2 — chimera sektorialna, 4 — chimera peryklinalna [zrodto: Tymoszuk
2016]

Chimery peryklinalne charakteryzuja si¢ odmiennym genotypem jednej lub
dwoch catych warstw histogenowych. Powstaja najczesciej w wyniku mutacji na
wczesnym etapie rozwoju merystemu, dajac poczatek odnodze, w ktorej tylko
jedna warstwa merystemu ulegla mutacji. Rozmnazanie wegetatywne otrzymane;j

18



odnogi zawierajgcej zmiang umozliwia utrzymanie chimery. Chimery perykli-
nalne dostarczajg wielu informacji dotyczacych interakcji pomiedzy warstwami
komoérek (Ryc. 5). [Tilney-Bassett 1986, Carpenter i Coen 1995, Tymoszuk
2016]. Chimery meryklinarne natomiast majg odmienng genetycznie cz¢$¢ jedne;j
badz dwdch warstw. Zmutowane komorki zwykle zajmuja tylko fragment mery-
stemu, dajac poczatek odnodze, w ktorych zmiana obejmuje cze$¢ warstwy. Sa
czesto z tego powodu rozpatrywane jako ,.czeSciowe” chimery peryklinalne.
Umozliwiaja ujawnienie zakresu interakcji pomigdzy komoérkami w tej same;j
warstwie. Chimery sektorialne maja rozny genetycznie sektor tkanek, ktory obej-
muje wszystkie warstwy histogenowe. Cig¢zko jest wizualnie odrozni¢ chimery
peryklinalne od stabilnego mutanta, a takze sektorialne od meryklinarnych [Til-
ney-Bassett 1986, Tymoszuk 2016].

Ryec. 5. Pochodzenie chimer peryklinalnych w merystemach z trzema warstwami. Ko-
morka L1 niosagca mutacj¢ (oznaczona na czarno), dzieli si¢ w celu wytworzenia
obszaru komorek pokrywajacych rozwijajaca si¢ gataz boczna, dajac w ten spo-
sob poczatek chimerze peryklinalnej; [Zzrodto: Carpenter i Coen 1995]

Zastosowanie chimer w produkcji, w ktorych czgs$¢ warstwy jest genetycz-
nie zmieniona pozwala oceni¢ skutki zmiany aktywnoS$ci poszczegodlnych genow
w r6znych warstwach bez zmian uprawowych. W roslinach badanie interakcji
pomigdzy warstwami L1 (naskorka), L2 (podnaskorkowej) oraz L3 (rdzenia)
w duzej mierze jest zalezne od chimer, w ktorych genotyp jednej lub wickszej
ilosci warstw ulegl zmianie. Zaleta chimer jest mozliwo$¢ rozmnozenia ich
w sposob wegetatywny. Jednakze sg one problematyczne w rozmnazaniu i prze-
chowywaniu oraz zbyt stabo poznane z powodu niemoznosci przeanalizowania
gendw, lezacych u podstaw ich fenotypow. Rozwigzaniem tego problem jest za-
stosowanie technik genetycznych oraz molekularnych [Carpenter i Coen 1995,
Marcotrigiano 1997].
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2.2.2. Tradycyjne a nowoczesne narzedzia i metody hodowli
roslin

W XIX wieku nie byly znane skuteczne metody rozmnazania i hodowli kak-
tuséw w wiekszej skali. Z tego powodu tylko nielicznych kolekcjonerow z rejonu
europejskiego byto sta¢ na zakup importowanych roslin. W kolejnych dekadach
doszto do znacznego rozwoju efektywnych metod hodowli i rozmnazania roslin,
w tym kaktusowatych, co sprawilo, ze rosliny te staly si¢ bardziej dostgpne i bar-
dziej ro6znorodne [Barthlott 2001, Lema-Ruminska i Kulus 2014]. Pomimo, Ze roz-
mnazanie kaktuso6w z nasion jest stosunkowo proste, to jednak trudnos¢ sprawia
uzyskanie ich w duzej ilo$ci, z uwagi na wymagania kaktusow wzgledem kwitnie-
nia 1 kietkowania [Jenkins 1993, Rubluo 1997, Lema-Ruminska i Kulus 2014].
Wsrod wegetatywnych metod rozmnazania kaktusow wyréznia si¢: sadzonki pe-
dowe i liSciowe oraz szczepienia na podktadkach. Jednakze nie sg to zawsze me-
tody efektywne dla wszystkich gatunkow. Tradycyjne metody sa zbyt powolne
1 praco- i czasochtonne, a takze kosztowne dla uzyskania egzemplarzy o nowych
cechach. Z tego powodu coraz wigksza uwagg naukowcy poswiecaja doskonaleniu
metod i narzgdzi biotechnologicznych [Santoz-Diaz 2003, Jeong i in. 2004].

Zastosowanie w hodowli nowoczesnych metod hodowli (takich jak: mody-
fikacje genetyczne ro$lin) oraz narzgdzi biotechnologicznych (takich jak: kultury
in vitro, markery molekularne), w celu oceny jako$ci materiatu roslinnego (w po-
czatkowych etapach hodowli) prowadzi do skrdécenia cyklu hodowlanego, $wia-
domego i monitorowanego transferu genow, zwigkszenia efektywnosci selekcji —
a co za tym idzie — znaczacego obnizenia kosztow uzyskania nowych odmian
[Swiecicki i in. 2011].

2.2.2.1. Transformacje genetyczne

Transformacja genetyczna roslin polega na wprowadzeniu specyficznej se-
kwencji obcego DNA do genomu komoérki w celu uzyskania osobnikoéw, zawie-
rajacych nowe cechy jako$ciowe —np. odporno$ci na choroby, szkodniki czy stres
srodowiskowy [Nowakowska 2004, Rout i in. 2006, Hnatuszko-Konka 2009].
Informacja genetyczna zawarta w DNA moze by¢ wzbogacona o kolejne sekwen-
cje gendw wprowadzone do komoérki na drodze transformacji. Wspotcze$nie wy-
rozniane s3 dwa rodzaje transformac;ji:

-~ wektorowa — polegajgca na zastosowania szczepow bakteryjnych (tzw. wek-
toré6w) do wprowadzenia obcych gatunkow do rosliny;

— bezwektorowa — oparta na bezposrednim transferze genow migedzy dawcag
a biorcg, niewykorzystujaca posrednictwa wektoréw bakteryjnych [Nowa-
kowska 2004, Hnatuszko-Konka i in. 2009].
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Transformacja wektorowa zostata opracowana w latach 80. XX wieku, kiedy
odkryto podstawowe zasady przebiegu infekcji tkanek roslinnych przez zastoso-
wanie szczepow bakteryjnych Agrobacterium tumefaciens oraz Agrobacterium
rhizogenes. Wspomniane bakterie, zyjac w glebie, w sposdb naturalny infekuja
zranione tkanki niektorych roslin dwulisciennych. Podczas infekcji, czg$¢ mate-
riatu genetycznego bakterii (zawartego w kolistym DNA — nazywanym plazmi-
dem Ti) przekazana jest do wnetrza komorki roslinnej i wlaczona do genomu
gospodarza. Przytaczony fragment DNA bakteryjnego przyczynia si¢ do zmiany
poziomu substancji wzrostowych w roslinie, co prowadzi do powstania naro$li
tumorowych w zainfekowanych organach roslinnych. Zjawisko infekcji z powo-
dzeniem wykorzystano do wprowadzenia do roslin obcych gendw, po zastosowa-
nej modyfikacji struktury plazmidu bakteryjnego [Rogers i in. 1988, Rakoczy-
Trojanowska 2002, Nowakowska 2004].

Bezwektorowa metoda transformacji komorek ros§linnych zwiazana jest
z bezposrednim transferem wyizolowanych genéw do protoplastow dzieki uzyciu
czynnikow fizycznych — elektroporacji lub chemicznych — glikolu polietyleno-
wego (PEG) czy mikrowstrzeliwanie [Rakoczy-Trojanowska 2002, Hnatuszko-
Konka 2009]. Jedna z najczesciej stosowanych metod bezwektorowej transfor-
macji komorek roslinnych jest mikrowstrzeliwanie DNA z uzyciem tzw. ,,dziata
genowego”. Metoda ta zostala po raz pierwszy zastosowana w do transformacji
komorek kukurydzy w latach 90. XX wieku [Nowakowska 2004].

Uzyskane rosliny transgeniczne poddawane sg kolejno weryfikacji pod wzgle-
dem obecnosci obcego genu w genomie transformowanej komorki. W zaleznosci od
uzytego konstruktu genomowego, proces wstepnej weryfikacji mozna przeprowa-
dzi¢ z uzyciem testow ekspresji gendw kodujacych biatka markerowe. Jednakze osta-
teczna weryfikacja uzyskanych linii transgenicznych i potomstwa wymaga
przeprowadzenia dodatkowych analiz na poziomie molekularnym (z uzyciem tech-
nik Southernblotting, Northernblotting, Westernblotting, PCR, testow enzymatycz-
nych oraz immunochemicznych), ktoére potwierdza badz wyklucza integracje
transgenu z genomem roslinnym oraz jego ekspresje w roslinie [Nadolska-Orczyk
1999, Kumar i Fladung 2001, Nowakowska 2004].

2.2.2.2. Hodowla mutacyjna

Hodowla mutacyjna polega na indukcji mutacji w materiale genetycznym,
czyli trwatych zmian, ktore podlegaja dziedziczeniu. Jej poczatek sigga lat dwu-
dziestych XX wieku, kiedy to Hans Muller (Noblista z 1946 roku) udowodnit,
znaczacy wplyw promieniowania X na zwiekszenie czesto$ci mutacji u muszki
owocowej [Muller 1927, Miler 2005]. W latach 50-tych XX wieku powstato
okreslenie ,,hodowla mutacyjna”, ktore do dzi$ jest stosowane i dotyczy wypra-
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cowanych systemow dziatania na réznych etapach programéw hodowlanych, wy-

korzystujacych indukowanie mutacji [Broertjes 1966, Broertjes i in. 1983, Bro-

ertjes 1 van Harten 1988, Jerzy 1997, Przybyla 1997, Nowakowska 2002,

Zalewska 1 Lema-Ruminska 2004, Zalewska i in. 2010, Zalewska i in. 2011].

Hodowla mutacyjna sktada si¢ pigeciu nastgpujacych po sobie etapdw:

— ETAP I: wybor materiatu (cate rosliny, nasiona, eskplantaty);

— ETAP II: wybor sposobu traktowania mutagenami — dobor odpowiedniej
dawki czynnika mutagennego (okreslenie jego stezenia, mocy promieniowa-
nia, czasu jego dziatania) i warunkdéw zewnetrznych (ci$nienie, temperatura,
wilgotnosc);

— ETAP III: wstepna i ostateczna selekcja (prowadzona jest najczesciej w dru-
gim pokoleniu, powstatym z samozapylenia roslin poddanych dziataniu czyn-
nika mutagennego lub rozmnazanych wegetatywnie);

— ETAPIV: powstawanie nowych odmian;

— ETAP V: hodowla zachowawcza [Nowakowska 2002].

2.2.2.3. Mutacje

Mutacje, czyli state i dziedziczne zmiany w sekwencji zasad wystepujacych
w DNA s3 spowodowane blgdami w replikacji DNA lub wspomnianym dziata-
niem czynnikow fizycznych badz chemicznych. Pojedyncza zmiana w sekwencji
DNA jest powielana w procesie replikacji, a nastgpnie przenoszona do komorek
potomnych podczas trwania podziatdw komodrkowych. Mutacje powodujac
zmiany w sekwencji aminokwaséw wplywajg na funkcje biatka i powstanie fe-
notypu innego niz fenotyp charakterystyczny dla danego gatunku [Nowakowska
2002, Pathirana 2011].

Wywolanie mutacji umozliwia zmian¢ poszczegdlnych cech. U roslin oz-
dobnych, dzigki jej zastosowaniu istnieje mozliwos¢ uzyskania roslin o odmien-
nej barwie, ktore jednakze maja jednakowe wymagania uprawowe — co z kolei
jest bardzo cenne dla producentéw czy potencjalnych klientow. Nalezy jednak
pamig¢tac, iz zmiany nie wykrocza nigdy poza pule cech charakterystycznych dla
danego gatunku [Miler 2005]. Stosowanie mutacji, dzieki swojemu przebiegowi
(w kierunku od allelu dominujacego do recesywnego) umozliwia ujawnienie mu-
tantéw w pierwszym pokoleniu mutacyjnym — co daje mozliwo$¢ uzyskania bar-
dzo duzej ilosci mutantéw w stosunkowo krotkim okresie czasu [Muszynski
1976, Nowakowska 2002, Schum 2003, Tymoszuk 2015].

2.2.2.4. Rodzaje mutacji

Mutacje, w zaleznosci od poziomu rodzaju zmian (w sekwencji nukleotydo-
wej, w strukturze chromosomoéw, w liczbie chromosoméw) mozna wyroznic¢
w nastgpujacych formach (Ryc. 6):
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— mutacje genowe (inaczej punktowe) — zmiany pojedynczej zasady zacho-
dzace na poziomie sekwencji nukleotydowej; istotna jest lokalizacja wystepu-
jacej mutacji w obrgbie genu;

— mutacje chromosomowe — dotyczg zmian wystepujacych w strukturze chro-
mosomow;

— mutacje genomowe — zwigzane sg ze zmiang liczby catych chromosomow
oraz genomoéw nalezacych do danego gatunku [Nowakowska 2002].

Mutacje genowe (punktowe) zwigzane sg ze zmiang zasady typu: tranzycja
(pirymidyna zastepowana jest przez pirymidyne, a puryna przez puryng) oraz
transwersja (pirymidyna jest zastepowana przez puryne i odwrotnie). Ze wzgledu
na wywotane skutki w kodowanym biatku przez gen mutacje genowe dzielg si¢
na kilka kategorii (Ryc. 7).

MUTACJE
GENOWE CHROMOSOMOWE
(PUNKTOWE) (STRUKTURALNE) GENOMOWE

Ryec. 6. Rodzaje mutacji

Mutacje missensowne (zmiany sensu kodonéw) dotycza zmiany pojedyn-
czej zasady, powodujac zmian¢ kodonu i wbudowanie innego aminokwasu do
biatka. Te mutacje wystepuje zwykle w jednej z dwoch pierwszych zasad kodonu.
Efekty mutacji missensownych sg rozne w zaleznosci od wptywu zmienionego
aminokwasu na funkcje biatka oraz jego potozenia (Ryc. 7a). Mutacje nonsen-
sowne (znajdujace si¢ na koncu tancucha polipeptydowego) zmieniaja na kodon
terminujacy kodon aminokwasowy. W wyniku tego rodzaju mutacji dochodzi
do przedwczesnej terminacji translacji i powstania krotszego biatka. Mutacje
nonsensowne maja istotny wptyw na aktywnos¢ kodowanego biatka (Ryc. 7b).
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(a) mutacje missensowne (Zmiany sensu kodondw)

Phe

§-TTC

5

Phe

-TTC

Asp Glu

Pro

GAT GAG CCC TIG TGC ACG-%

Asp
GAT

Lys

Pro

Leu Cys Thr
1 mutacja G 2 A
Leu Cys Thr

(b) mutacje nonsensowne (wystapienie kodonu terminujacego translacie)

Phe
5-TTC

Phe
5 -TTC

Asp
GAT

Asp
GAT

Glu
GAG CCC

Pro

Glu
GAG CCC

Pro

() mutacje powodujace przesuniecie ramki odczytu

Phe
5-TTC

Phe
5'-TTC

(d) mutacje ciche

Asp
GAT

Asp
GAT

Phe

5 -TTC

R -

Ryc. 7. Rodzaje mutacji genowych [zrodto:

Phe
TTC

Glu Pro
GAG CCC
Glu Thr
GAG ACC
Asp Glu
GAT GAG
Asp Glu
GAT GAG

AAG CCC TIG TGC ACG-¥

Leu Cys Thr  Arg Gly
TG TGC ACG CGC GGT-3
l mutacja C 2 A
Leu  Stop
TG TGA ACG CGC GGT-3
Leu Cys Thr Arg  Gly
TG TGC ACG CGC GGT-3
l insercja A
Leu  Val His Ala Arg
CIT GIG CAC GCG CGG T-3
Pro Leu Cys Thr
CCC TIG TGC ACG-%
l mutacjaC=> T
Pro Leu Cys Thr
CCT TIG TGC ACG-3
Nowakowska 2002]
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Kolejnym rodzajem mutacji sg mutacje powodujgce przesunigcie ramki odczytu.
Sa one wynikiem insercji dodatkowych badz delecji juz wystepujacych zasad w
sekwencji genu. Jesli liczba usunigtych lub wbudowanych nukleotydow nie jest
wielokrotnoscig trzech — dochodzi do przesunigcia ramki odczytu, co w konse-
kwencji skutkuje zmianie sekwencji aminokwasdéw kodowanego biatka. Mutacje
powodujace przesuniecie ramki odczytu wywoluje drastyczne zmiany w struktu-
rze biatka (Ryc. 7c). Mutacje ciche zwigzane sg z trzecia zasada kodonu i nie
powoduja zmiany w sekwencji aminokwasow i w biatku oraz fenotypie. Mutacje
te wykazuja tendencje do gromadzenia si¢ i tworzenia polimorfizmu genetycz-
nego, tym samym przyczyniajac si¢ do powstania zmian w sekwencji DNA po-
szczegolnych gatunkow (Ryc. 7d) [Winter i in. 2000, Nowakowska 2002].

Mutacje chromosomowe (inaczej aberracje chromosowe) zwiazane sg ze
zmianami strukturalnymi w dtuzszych sekwencjach DNA. Polegaja na przerwa-
niu ciagtosci chromosomu. Mutacje chromosomowe powoduja zwykle catkowita
utrate aktywnosci biologicznej kodowanego biatka. Tego typu mutacje zachodza
w obrebie chromosomoéw (mutacje wewnatrzchromosomowe) badz migdzy chro-
mosomami (mutacje miedzychromosomowe). Wsr6d mutacji chromosomowych
wyroznia si¢ (Ryc. 8): delecje (utrata odcinka chromosomu i informacji genetycz-
nej, ktora jest w nim zawarta), deficjencje (utrata koncowego odcinka
w chromosomie), duplikacje (podwojenie czeSci chromosomu), inwersje (odwro-
cenie odcinka chromosomu, a co za tym idzie kolejnosci genow) oraz translokacji
(przeniesienie pewnego fragmentu chromosomu w nowe miejsce, doprowadzajac
do zmiany kolejnosci genoéw). Inwersje oraz delecje to zmiany wewnatrzchromo-
somowe, a translokacje i duplikacje s3g zmianami wewnatrz- oraz mi¢dzychromo-
somowymi [Rieger i in. 1974, Nowakowska 2002].

Mutacje genomowe zwigzane sg ze zmiang liczby catych chromosomoéw. Po-
wodujg powstanie komoérek badz organizmow heteroploidalnych (poliploidow
lub aneuploidéw) w poréwnaniu z liczbg genomow wiasciwg dla odpowiedniego
gatunku. Wséroéd mutacji genomowych wyroznia si¢ poliploidy — majace trzy,
cztery badz pig¢ kompletnych zespotow chromosomowych; oraz aneuploidy —
posiadajace jeden, dwa lub wigcej petnych chromosomédw ponizej badz powyzej
podstawowej liczby dla danego gatunku [Rieger i in. 1974, Nowakowska 2002].
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Ryec. 8. Rodzaje mutacji chromosomowych: I. delecja, II. duplikacja, III. inwersja 1,
IV. translokacja interchromosomalna (zewngtrzna), V. translokacja intrachro-
mosomalna (wewngtrzna)

2.2.2.5. Regeneracja z pojedynczych zmutowanych komoérek

W kulturach roslinnych wykorzystywany jest morfogenetyczny potencjat
komorek roslinnych, zwigzany z totipotencja. Zjawisko to dotyczy nieograniczo-
nych zdolnosci komorek do dzielenia sig, a co za tym idzie odtworzenia calego
organizmu [Bartkowiak-Wieczorek 1iin. 2004]. Komorki dzielace si¢ znalez¢
mozna w tkankach tworczych — merystemach pierwotnych jak roéwniez w tkan-
kach zréznicowanych, czyli merystemach wtornych [Malepszy 2001]. Komorki
merystemow tworzg tkanki, a ich sktad genetyczny ma istotny wptyw na fenotyp
nowej rosliny. Stosujagc w trakcie hodowli mutacyjnej czynnika mutagennego,
dochodzi do dziatania na zréznicowany strukturalnie merystem. Mutacja zacho-
dzi w jego pojedynczych komorkach i obejmuja czes$¢ rosliny [Muszynski 1976,
Tymoszuk 2015]. Podczas rozwoju napromienionej rosliny, moze doj$¢ do selek-
cji diplontowej badz diplontycznej, podczas ma miejsce eliminacja zmutowanych
komoérek w glebszych warstwach tkanek przez szybko dzielgce si¢ i bardziej zy-
wotne komorki, ktoére z kolei nie s3 zmutowane [Tymoszuk 2016]. W wyniku
dziatania czynnika mutagennego, czesto dochodzi do powstania chimer z poje-
dynczej zmutowanej komorki [Broertjes 1966, Broertjes 1 in. 1983, Broertjes
i van Harten 1988]. Rodzaj uzyskanej w ten sposob chimery zalezy od czynnika
sprawczego oraz potozenia zmienionej, pojedynczej komorki [Szymkowiak i in.
1996].
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2.2.2.6. Regeneracja przez pedy przybyszowe

Metoda pedow przybyszowych polega na powstawaniu organéw przybyszo-
wych z komérek niemerystycznych, Dzigki zastosowaniu tej metody dochodzi do
powstawania ro§lin, ktore charakteryzuja si¢ mniejsza stabilno$cia genetyczna,
gdyz stosowane eksplantaty nie zawierajg merystemu. Do tej metody jako eks-
plantaty sprawdzaja si¢ fragmenty miedzywezli oraz korzeni, ptatki kwiatow
1 ich szypuiki, ogonki oraz blaszki lisciowe, tuski cebul (bez pagkéw), a takze wy-
cinki bulw 1 klgczy. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz wydajno$¢ regeneracji jest za-
lezna od potozenia eksplantatu na roslinie macierzystej [Zalewska i in. 2010,
Zalewska i Miler 2010, Jerzy i Krzyminska 2011]. W trakcie procesu organoge-
nezy przybyszowej merystemy przybyszowe powstaja zawsze z jednej komorki
eksplantatu [Jerzy i Krzyminska 2011].

W trakcie organogenezy przybyszowej ma miejsce odroznicowanie komo-
rek 1 powstanie tak zwanych centrow merystematycznych, czyli skupisk dziela-
cych sie w sposob intensywny. Wyrdznia si¢ bezposrednia regeneracje pedow
przybyszowych bez udziatu tkanki kalusowej oraz posrednia, gdzie pierwotnie
wystepuje kalus, a nastepnie z niego regenerujg organy przybyszowe [Stefaniak
2004]. Pedy przybyszowe uzyska¢ mozna w sposéb dwojaki, gdyz moga one re-
generowac endogennie (z gigbszych warstw parenchymy) oraz egzogennie (z ko-
morek epidermy). Regeneracja pedow przybyszowych moze odbywaé sig
w trakcie regeneracji korzeni przybyszowych, a takze moze wyprzedzac ryzoge-
neze¢ badz wystepowac po niej [Teixeira da Silva 2003, Jerzy i Krzyminska 2011].

Z hodowlanego punktu widzenia mozliwos$¢ regeneracji pedow przybyszo-
wych z fragmentéw poddanych czynnikowi mutagennemu (np. promieniowaniu)
jest niezwykle cenna. Uzyskane rosliny wowczas sg jednorodnymi genetycznie
mutantami, gdyz pochodza z pojedynczych, poddanych mutacji komorek eks-
plantatu [Broertjes i van Harten 1988, Jerzy 1997, Zalewska 2010, Miiiano i in.
2014, Tymoszuk 2016]. Zjawisko organogenezy przybyszowej moze by¢ wyko-
rzystane podczas separacji chimer, gdyz czegsto podczas trwania hodowli uzy-
skuje si¢ chimery meryklinarne oraz sektorialne, w ktorych tylko pewien obszar
merystemu ulega zmianie. Dzigki regeneracji roslin wlasnie z tego fragmentu ist-
nieje mozliwos$¢ uzyskania cennego genotypu, ktorego mozna by nie odseparo-
wac in vivo. Ponadto organogeneza przybyszowa moze by¢ posrednia, przez co
moze towarzyszy¢ jej obecno$¢ zmiennosci somaklonalnej. W rezultacie mozna
uzyska¢ wiele nowych i cennych odmian. Tak wiec, technika ta jest istotna
w utrwalaniu zmienno$ci ujawniajacej si¢ podczas hodowli [Zalewska i in. 2007,
Jevremovi¢ i in. 2012, Tymoszuk 2016].
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2.2.2.7. Embriogeneza somatyczna (ES)

Embriogeneza somatyczna jest procesem wieloetapowym, ktory prowadzi
do powstania zarodkéw somatycznych z komoérek wegetatywnych bez udziatu
gamet oraz w konsekwencji — zaplodnienia [Stefaniak 2004, Lema-Ruminska
1 Kulus 2012]. Zostata ona po raz pierwszy opisana po raz pierwszy przez Stars-
sburgera w 1978 roku [Kepczynski i Kepezynska 2001]. Zachodzi ona zazwyczaj
wieloetapowo, zaczynajac od powstania masy proembriogenicznej, dalej poprzez
formowanie si¢ zarodka somatycznego i jego dojrzewanie (Ryc. 4), konczac
na kietkowaniu ro$liny [Kulpa 2012]. Do zapoczatkowania tego procesu stoso-
wane sg fragmenty kwiatostanu, li§cia, hipokotyl, cienkie czg$ci pedu, nierozwi-
nigte paki kwiatowe oraz korzen [Kulpa 2012, Lema-Ruminska i in. 2013].
Zarodki somatyczne sg strukturami dwubiegunowymi, w ktorych dzieki zaistnia-
temu rozwojowi dochodzi do polaryzacji ped-korzen. Zarodki nie wykazuja po-
faczenia waskularnego z tkanka rodzicielskg [Zenkteler 1984]. Regeneruja one
z pojedynczych komorek wegetatywnych danego eksplantatu w stosunkowo
krotkim czasie [May i Trigiano 1991, Lema-Ruminska i Kulus 2012].

Dokonano wielu badan zwigzanych z powstawaniem zarodkow somatycz-
nych w kulturach in vitro [Gholami i in. 2013]. Podobnie do organogenezy przy-
byszowej, regeneracja zarodkow przebiega w sposob bezposredni — z komorek
badz tkanek eksplantatu, gdzie nie jest wytwarzany kalus oraz posredni przez faze
kalusa (proliferacja komorek) [Jasrai i in. 2003, Bach 2005, Kuo i in. 2005]. Pro-
ces odbywajacy si¢ poprzez wytwarzanie kalusa okreslany jest terminem nazy-
wanym ,,wtorng embriogeneza somatyczng”’. Wydajnos¢ mikrorozmnazania jest
scisle zalezna od wyboru drogi rozwoju zarodka somatycznego [Gholami i in.
2013, Campos i in. 2017].

Bezposrednia embriogeneza somatyczna zwigzana jest z procesem formo-
wania zarodkow somatycznych bezposrednio z komorek eksplantatow (np. lisci
czy korzeni). Zachodzi nona dzigki wlasciwo$ciom proembriogenicznych komo-
rek somatycznych, ktore posiadaja zdolno$¢ do totipotencji, a takze charaktery-
zuja si¢ duzg aktywnos$cig metaboliczng i podziatowa w wyniku izolacji komorek
z rosliny matecznej. Gtownym czynnikiem stymulujacym proces jest obecnosc
w pozywce egzogennej auksyny [Campos i in. 2017]. Natomiast embriogeneza
posrednia zwigzana jest z odréznicowaniem zywych komorek eksplantatu do
stanu merystematycznego. Nastepnie dochodzi do powstania kalusa embriogen-
nego, ktory posiada tak zwane embriogenicznie indukowane, zdeterminowane
komorki. Wytworzong tkanke kalusowa przenosi si¢ nastepnie do pozywki statej
badz ptynnej, ktéra jest pozbawiona auksyn lecz zawierajaca duze ilosci cytoki-
niny. Dzigki temu zamiast powstania pedéw przybyszowych, tworza si¢ pojedyn-
cze komorki masy prioembriogenicznej, ktére prowadza do pojawienia si¢
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somatycznych zarodkow. Proces ten odbywa si¢ jedynie w odpowiednio uregu-
lowanych warunkach, tj. braku $wiatla i wystepowania regulatorow wzrostu
[Bach 2005, Campos i in. 2017]. Podczas trwania embriogenezy posredniej za-
angazowane sg dwie fazy — indukcja oraz réznicowanie (ekspresja). Indukcja do-
tyczy zmian w ekspresji genow oraz w metabolizmie, co nastepnie skutkuje
réznicowaniem si¢ w embriony podczas fazy ekspresji [Solis-Ramos 1 in. 2012].

Proces embriogenezy somatycznej sktada si¢ z czterech nastgpujacych po
sobie faz (Ryc. 9): indukcji (podczas ktdrej odroznicowane komorki somatyczne
sa zdolne do embriogenezy), namnazania (w trakcie ktorej dochodzi do prolife-
racji agregatdow proembriogenicznej masy komorek — PEM), réznicowania
(w tym etapie zachodzi wiele proceséw chemicznych, morfologicznych oraz
fizjologicznych — procesy te sg $cisle ze soba powigzane; w wyniku zachodza-
cych procesow komorki sie specjalizuja, zmieniajac swoje wlasciwosci ukazuja
swoje wlasciwos$ci embriogenne ksztattujac si¢ w zarodki somatyczne) oraz doj-
rzewania (podczas tego etapu otrzymuje si¢ funkcjonalne zarodki, z ktoérych na-
stepnie mozna uzyskac rosliny) [Szczygiel 2005, Kepczynski i Kepczynska 2001,
Latkowska 2002, Kepczynska 2006].

INDUKCJA
(wzrost kalusa oraz indukcja embriogenicznosci)

PROLIFERACJA

(namnazanie agregatow PEM)

ROZNICOWANIE
(inicjacja réznicowania i rozwoj zarodkéw somatycznych)

DOJRZEWANIE

(rozpoczecie tolerancji na desykacje i spoczynek zarodkow)

Ryc. 9. Schemat posredniej somatycznej embriogenezy na podstawie monografii
Kepczynskiej (2006) — embriogeneza dwuetapowa (kolor zotty) oraz jednoeta-
powa [zrodto: Kepczynska 2006]
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Rozw0j zarodka somatycznego odbywa si¢ w sposdb podobny do zarodkdéw
zygotycznych, ktérych rozwdj ma miejsce w woreczku zalgzkowym. U roslin
dwulisciennych w czasie rozwoju zarodkéw somatycznych mozna wyr6zni¢ na-
stepujace po sobie etapy: kuliste, wczesno sercowate, sercowate, pdzno serco-
wate, wczesnej torpedy, torpedy, pdznej torpedy, laski, dojrzalo$ci oraz dojrzate
(Ryc. 10) [Zenkteler 1984, Kepczynska 2006].

Ryec. 10. Stadia rozwojowe zarodka: A —kuliste; B — wczesno sercowate; C — sercowate;
D — pdzno sercowate; E — wezesnej torpedy; F — torpedy; G — poznej torpedy;
H — laski; I — dojrzalosci, K — dojrzale [wg Willmar i Helendoorn 1968;
zrodto: Zenkteler 1984]

Przydatnos¢ stosowania embriogenezy somatycznej do produkcji masowej
roslin zalezy gldéwnie od jako$ci powstatych zarodkdéw. Z uwagi na szans¢ iden-
tyfikacji, konserwacji a takze wyodrgbnienia mutacji, ktéra pojawia si¢ na malym
obszarze tkanki ro$linnej, embriogeneza somatyczna posiada istotng przewage
nad regeneracja ro$lin przez pgdy [Tymoszuk i in. 2014]. Metoda ta moze stano-
wi¢ zrodto zmiennosci w celu uzyskania nowych odmian (hodowli), a w przy-
padku egzemplarzy niebedacych chimerami, przy zachowaniu stabilnosci
nowopowstatych roslin, zapewnia otrzymanie duzej ilo$ci materialu ro§linnego
w bioreaktorach [George i in. 2008, Kulus i in. 2016]. Embriogeneza somatyczna
z powodzeniem moze by¢ rowniez wykorzystana w procesie transformacji gene-
tycznej, gdyz jezeli przebiega ona w sposob posredni — dochodzi do rozwoju ka-
lusa, ktory zawiera ogromna populacj¢ embriogenicznych komorek, ktore sg
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podatne na transformacj¢. Warto zaznaczy¢, iz kazda transformowana komorka
umozliwia powstanie niezaleznej transgenicznie linii [Kulus i in. 2016].

2.3. Fizyczne i chemiczne czynniki mutagenne

W $rodowisku naturalnym wystepuje zjawisko spontanicznych mutacji,
ktore wywotywane jest przez promieniowanie kosmiczne a takze ultrafioletowe,
pochodzace od stonca. Wystepuja one najczesciej jako mutacje punktowe. W wy-
niku zaistniatych mutacji powstaja mutanty (sporty), ktore s nowymi odmianami
r6znigcymi si¢ od rosliny wyjsciowej pewnymi cechami (barwa, ksztattem, sitg
wzrostu). Wyodrebnienie mutacji spontaniczne;j jest stosunkowo tanie i szybkie,
jednakze czestotliwo$¢ jej wystepowania jest stosunkowo niska (106-10) [van
Harten 1991, Nowakowska 2002]. Spowodowane to jest obecnoscia mechani-
zmoéw naprawczych DNA, ktore efektywnie reperuja wickszos¢ zachodzacych
zmian [Jerzy 1997]. Czesto$¢ wystepowania mutacji mozna istotnie zwickszy¢,
nawet tysigckrotnie, poprzez dzialanie na komorki badz cate organizmy ze-
wnetrznymi czynnikami fizycznymi a takze chemicznymi, powodujac liczne
uszkodzenia w strukturze DNA. Takie czynniki sg okreslane mianem ,,mutageny”
[Weglinski 1998, Nowakowska 2002].

Do najczesciej stosowanych czynnikow fizycznych wywotujacych mutacje s
promieniowanie jonizujace (X, a, B, v, a takze protony i neutrony), elektromagne-
tyczne, ultrafioletowe (UV), a takze radioaktywne izotopy pierwiastkow (np. Rad,
32p, 338, °Co) [Broertjes i van Harten 1988, Rogalska i in. 1999, Nowakowska
2002, Sobkowiak i Szweykowska — Kulinska 2007]. Skutkiem dziatania promie-
niowania jonizujacego sg aberracje chromosomowe i zmiany w sekwencji DNA
[Sobkowiak i Szweykowska — Kulinska 2007]. Promieniowanie jonizujace o duzej
energii (X, y) ma zdolno$¢ do penetracji w giab tkanek i wywotania wzbudzenia
atomow napotkanych czasteczek. Dochodzi przez to do uwolnienia elektronow
i powstania dodatnio natadowanych wolnych rodnikow, ktore reaguja z innymi cza-
steczkami, powodujac rozchwianie réwnowagi energetycznej komorek, a w kon-
sekwencji uszkodzenia DNA i chromosoméw [Rogalska i in. 2005]. Wyrdznia sie
bezposrednie i posrednie efekty dzialania promieni jonizujacych na czasteczke
DNA. Bezpos$rednie wynikajg z bezposredniego oddziatywania energii promienio-
wania ze skladnikami DNA, a posrednie zwigzane sg z reakcja z wolnymi rodni-
kami. Posrednie i bezposrednie oddziatywanie promieni jonizujacych na strukturg
DNA doprowadza do pgknie¢ w jednej badz obu niciach, powodujac aberracje
chromosomowe [Rogalska i in. 1999, Nowakowska 2002]. Promieniowanie X po-
chodzi z aparatu rentgenowskiego. Jego zrodtem jest radioaktywny izotop kobaltu
(tzw. bomba kobaltowa; °Co) badz izotop cezu (**’Cs) [Jerzy 1997, Tymoszuk
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2015]. Neutrony jako czasteczki niemajgce tadunku elektrycznego wykazuja silne
dziatanie jonizujace. Dzicki swojej szybkoSci z powodzeniem wykorzystywane
w mutacjach typu delecje [Bryszewska i Leyko 1997]. Powszechnie znana metoda
»deleteagene”, wykorzystuje strumien szybkich neutronéw do bombardowania na-
sion roslin dzikiego typu [Sobkowiak i Szweykowska — Kulinska 2007]. Promie-
niowanie niejonizujace (ultrafioletowe; UV), o dtugosci fali 260 nm, nie powoduje
indukcji procesu jonizacji. Ma mniejsza energie, przez co penetruje gtownie
wierzchnie warstwy komoérkowe. Promieniowanie ultrafioletowe wnika w glab
tkanki roslinnej i ulega rozproszeniu na atomach, powodujac w nich stan wzbudze-
nia (wybijajac elektrony z zewnetrznych orbit do pozioméw charakteryzujac sig
wyzszg energig). W wyniku zastosowania promieniowania UV powstaja cyklobu-
tanowe dimery pirymidynowe, ktore zaburzaja strukture DNA, uniemozliwiajac
prawidlowy przebieg replikacji [Bryszewska i Leyko 1997, Rogalska i in. 1999,
Maluszynska i in. 2003, Nowakowska 2002, Sobkowiak i Szweykowska — Kulin-
ska 2007]. Stosowane promieniowanie moze by¢ ciaggle (obejmujace caty okres
wegetacyjny badz okreslone etapy wzrostu i rozwoju rosliny) lub krotkotrwaty
(uderzeniowy). Dziatanie uderzeniowe poprzez zastosowanie pojedynczej dawki
jest bardziej efektywne, subtelne oraz czesto wywotuje efekt letalny [Jerzy 2000].
Dawki pochlonigte przedstawione sa w grejach (Gy), gdzie 1 Gy odpowiada 1 dzu-
lowi (J) energii promieniowania, ktore jest pochtoniete przez ciato o masie réwnej
1 kilograma [Ahloowalia i Maluszynski 2001]. Wysokos¢ optymalnej dawki
jest zalezna od gatunku ro$lin oraz rodzaju materialu roslinnego.
Eksplantaty in vitro traktowane sg nizszymi dawkami anizeli sadzonki pedowe
[Jerzy 2000]. Napromieniowaniu nie poddaje si¢ catych roslin. Stosowanie promie-
niowania na tkank¢ niemerystematyczng zwigksza szans¢ uzyskania stabilnego,
jednorodnie zmienionego mutanta [Jerzy 1997]. W zalezno$ci od fazy rozwojowej
danej komorki zastosowanie promieniowania wywoluje poszczegoélne mutacje:
faza G1 — aberracje chromosomowe, faza G2 — aberracje chromatynowe, stadium
S —aberracje mieszane (chromosomowo-chromatynowe) [Rogalska i in. 2005]. In-
nymi czynnikami, ktore sg zaliczane do mutagenow fizycznych zalicza si¢ ultra-
dzwigki o réznej czestotliwosci (od 500 do 2000 kHz), prowadzace do podziatu
DNA na fragmentu oraz ciepto, indukujace mutacje punktowe [Winter i in. 2000,
Nowakowska 2002].

Mutacje chemiczne wykorzystujg czynniki alkilujace, ktére majg zdolnosé
do modyfikowania puryn i pirymidyn. Zmiany te zwigzane s3 z przenoszeniem
grup alkilowych na pierscienie zasad azotowych. Dziatania mutagenne powoduja
zmiany we wla§ciwosciach parowania zasad. Czynniki alkilujagce wywotuja tran-
zycje, transwersje oraz delecje [Nowakowska 2002, Sobkowiak i Szweykowska
— Kulinska 2007]. Wsréd mutagendow chemicznych wyréznia si¢ m. in.: metano-
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sulfonian etylu (EMS), siarczan dietylowy (DES), diepoksybutan (DEB), etyloi-
mina (EI), N-nitrozo-N-etylomocznik (NEU), N-nitrozo-N-metylomoczan
(NMUT), N-nitrozo-N-metylomocznik (NMU), oraz azydek sodu (AS) [Rogal-
skaiin. 1999, Nowakowska 2002]. Metylenosulfonian etylu (EMS) — jest jednym
ze zwigzkow chemicznych, ktore standardowo stosowane sg do mutagenezy ro-
slin. EMS powoduje najczesciej tranzycje [Maluszynska i in. 2003, Sobkowiak
i Szweykowska — Kulinska 2007]. N-metylo-N-nitrozomocznik (MHN) wprowa-
dza natomiast modyfikacje zachodzace w zasadach azotowych. Inny zwigzek al-
kilujacy — diepoksybutan (DEB) powoduje powstawanie delecji oraz mutacje
punktowe [Sobkowiak i Szweykowska — Kulinska 2007]. Niektére zwigzki che-
miczne takie jak etyloimina (EI) czy N-nitrozo-N-etylomocznik (NEU) charak-
teryzuja si¢ wystepowaniem cech radiomimetycznych. Substancje te powoduja
uszkodzenia w DNA podobne do dzialania promieniowania jonizujacego. Innym
zwigzkami wykorzystywanymi w mutagenezie roslin sa: hydrochlorek 9-amino-
akrydyny (9AA) (umozliwia interkalowanie pomiedzy zasady azotowe znajdu-
jace sie w strukturze DNA), analogi zasad azotowych (strukturalnie podobne do
zasad znajdujacych si¢ w DNA) — np. analog tyminy — 5-bromouracyl (5BU),
zwigzki interkalujace (ptaskie czasteczki, ktore zaburzaja replikacjg DNA i prze-
suwajace ramke odczytu) — np. bromek etydyny, kwas azotawy (powodujacy
deaminacj¢ adeniny do hipoksantyny czy cytozyny do uracylu) oraz azydek sodu
NaN; [Winter i in. 2000, Nowakowska 2002, Sobkowiak i Szweykowska — Ku-
linska 2007].

2.3.1. Barwniki roslinne a barwa roslin

Sekret zwigzany z pigmentacjg roslin jest jednym z najstarszych obiecktow
zainteresowan botanikdw i hodowcow roslin. Pierwsze wzmianki dotyczace ka-
rotenoidéw pojawily si¢ na samym poczatku XIX wieku. Natomiast pojgcie
,»chlorofil” zostat uzyty po raz pierwszy w 1818 roku [Davies 2004, Mtodzinska
2009]. Barwniki (pigmenty) roslinne s substancjami, ktore wystepuja naturalnie
w barwnych ciatkach — czyli chromatoforach [Wrona i Gtowacki 2005].

Barwniki roslinne mozna podzieli¢ na dwie grupy: ptynne (zgromadzone
w skorce) i state (znajdujace si¢ w glebszych warstwach tkankowych) [Bobula
2001, Wrona i Glowacki 2005]. Wystepuja one do$¢ rzadko w postaci wolnej —
raczej zwigzane sg z biatkami i cukrami. Barwniki roslinne znajduja si¢ w roz-
nych miejscach organéw roslinnych. Barwniki rozpuszczajace si¢ w wodzie (typu
antocyjany czy betalainy) wystepuja w soku komérkowym w wakuolach, a te
rozpuszczajace si¢ w thuszczach znajduja si¢ w plastydach (chlorofil w chloro-
plastach, karotenoidy w chromoplastach) [Davies 2004, Mtodzinska 2009,
Botonkowska i in. 2011]. Na barwe zwigzku wptywa jego struktura chemiczna
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(Ryc. 11). Bioragc pod uwage funkcjg barwnikow roslinnych, ich wystgpowanie

oraz budow¢ mozna je podzieli¢ na pig¢ grup:

— barwniki bedace pochodnymi pirolu: barwniki porfirynowe (chlorofile,
fikobiliny, pochodne benzopirolu);

— barwniki bedgce pochodnymi pirymidyny (ryboflawina);

— barwniki chinoidowe (pochodne benzochinonu, naftachinonu i antrachinonu);

- karotenoidy: karoteny i ksantofile;

- flawonoidy: antocyjany, flawonole i flawony [Blaim 1967, Wrona i Gtowacki
2005, Botonkowska i in. 2011, Calogero i in. 2014].

KAROTENOIDY

SRS e

ACHIOTE

o o

ANTOCYJANY

SYCILISKA CZERWONA POMARANCZA, WINOGRONA, GRANAT OPUNCIA SYCYLIISKA

Ryec. 11. Barwniki ekstrahowane z chlorofiléw, antocyjandw, betalain i karotenoidow
obejmuja cala widzialng cze$¢ widma elektromagnetycznego [zrédlo: Calo-
gero iin. 2014]

Barwniki roslinne majg wiele funkcji istotnych dla zycia roslin. Chlorofile
oraz karotenoidy biorg istotny udzial w procesie fotosyntezy. Natomiast inne
barwniki uczestniczg w procesach oksydoredukcyjnych, nadaja barwe kwiatom,
owocom i lisciom. Spelniajg takze funkcje ekologiczng, stanowigc powabni¢ dla
owadow. Z uwagi na swoje wlasciwoscli, takie jak barwa czy aktywno$¢ biologiczna
— zwigzki barwne znajduja szerokie zastosowanie w lecznictwie, przemysle
kosmetycznym, farmaceutycznym oraz spozywczym [Wrona i Glowacki 2005,
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Koztowski 2002a, 2002b, 2002¢c, 2002d, 2002e, Botonkowska i in. 2011,
Sudhakar i in. 2016].

2.3.2. Karotenoidy

Karotenoidy od wielu lat byty interesujagcym obiektem badan naukowcow.
Prowadzone liczne eksperymenty dotyczyty nie tylko ich identyfikacji, ale takze
ich wptywu na organizmy [Gryszczynska i in. 2011]. Karotenoidy stanowig duza
grupg pigmentdéw terpenoidowych (liczacych ponad 600-700 zwigzkow), ktore
wystepujag w bakteriach fotosyntetycznych, algach, grzybach, komérkach roslin
wyzszych oraz zwierzecych [Rodriguez-Cincepcion 1 in. 2018, Kolasinac i in.
2021]. Pochfaniaja one §wiatto na dlugos$ciach fal niedostepnych dla chlorofilu
(460-550), inicjujac pierwotne procesy fotochemiczne zachodzace podczas foto-
syntezy [KolaSinac i in. 2021]. Pigmenty te mozna podzieli¢ na dwie grupy: po-
maranczowo-czerwone karoteny oraz zotto-pomaranczowe ksantofile. Barwa ta
jest wynikiem wystepowania co najmniej siedmiu uktadéw chromoforowych
[Mtodzinska 2009, Ktizova 2013, Bogacz-Radomska i Harasym 2016].

Karotenoidy sg tetraterpenami, ktore zawieraja w swojej strukturze okoto 40
atomow wegla. Charakteryzuja si¢ one budowa alifatyczna lub alicykliczng. Maja
zazwyczaj osiem jednostek izoprenowych w taki sposob, ze dwie grupy mety-
lowe, ktére znajduja si¢ w pozycji najblizszej czgséci centralnej sa w pozycji 1
oraz 6, podczas gdy pozostate sa w pozycji 1 oraz 5. Szereg potaczonych ze soba
wigzan podwdjnych powoduja powstanie systemu chromoforowego. Karoteno-
idy powszechnie, ze wzgledu na zygzakowata budowe tancuchéw, zalicza sie do
podgrupy barwnikow polienowych. Wsrdd karotenoidow wyrodznia si¢ gtownie
dwie grupy: karoteny oraz ksantofile [Blaim 1967, Wrona i Gtowacki 2005,
Kiizova 2013, Bogacz-Radomska i Harasym 2016].

Karoteny sa weglowodorami nienasyconymi o barwie z6tto-czerwone;j. Po-
wszechnie wyrdznia si¢ trzy odmiany izomeryczne karotenu, ktére r6znig si¢ roz-
mieszczeniem wigzan podwojnych w strukturze: a- karoten, P-karoten oraz
v-karoten. Karoteny wystepuja powszechnie w korzeniach roslinnych (np. u mar-
chwi w chromoplastach), w warzywach (np. u pomidora i papryki). Sa nieroz-
puszczalne w wodzie. Natomiast z powodzeniem rozpuszczaja si¢ w olejach,
rozpuszczalnikach thuszczoéw oraz samych ttuszczach. W $wiecie ro$lin spotkaé
mozna najczesciej f-karoten, kapsaicyna oraz likopen (Ryc. 12) [Wrona i Glo-
wacki 2005, Mtodzinska 2009, Kolasinac i in. 2021]. Ksantofile sa utlenionymi
pochodnymi karotenow, zawierajagcymi w czasteczce grupy hydroksylowe. Wy-
stepujg migedzy innymi w kwiatach slonecznika, jaskra oraz w owocach. Razem
z karotenami i chlorofilem stanowig sktadnik chloroplastow. Do najczgsciej spo-
tykanych ksantofili zalicza si¢ luteing oraz zeaksantyng (Ryc. 12) [Blaim 1967,
Wrona i Gtowacki 2005, KolaSinac i in. 2021].
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Ryec. 12. Przyktady karotenoidow, ich budowa i wystgpowanie [zrédto: KolaSinac i in.
2021]

Karotenoidy u ro$lin wyzszych biorg udzial w procesie fotosyntezy oraz
ochronie przed nadmiernym promieniowaniem. Wystepujac powszechnie
w chromoplastach nadaja zotto-czerwono-pomaranczowa barwe kwiatom (roza,
nagietek), warzywom (pomidor, czerwona papryka, marchew). Maja ponadto zdol-
no$¢ do wehlaniania istotnych sktadnikéw odzywczych dolistnych — takich jak fos-
for czy azot. Stosowane jako barwniki zywnos$ci maja oznaczenie E-160, a ich
roczng produkcije szacuje si¢ na 100 milionéw ton rocznie [Wissgott et Bortlik
1996, Botonkowska 2011]. W organizmie cztlowieka karotenoidy bedac przeciwu-
tleniaczami sg istotng czescig obrony przed wolnymi rodnikami. Ponadto maja
ochronny wplyw na oczy i przeciwdziatajg takim chorobom jak za¢ma czy zwy-
rodnienie plamki zo6ttej. Karotenoidy rowniez maja korzystny wplyw w prewencji
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nowotworow ze wzgledu na swoje antyoksydacyjne wlasciwosci [Mtodzinska
2009, Botonkowska 2011].

2.3.3. FLAWONOIDY

Flawonoidy to substancje chemiczne z grupy polifenoli, ktorych szkielet
podstawowy zawiera 15 atomow wegla utozonych w dwa pierscienie fenylowe,
potaczone mostem trojweglowym (Ryc. 13) [Arct i Pytkowska 2008, Mtodzinska
2009, Botonkowska 2011, Ktizova 2013]. Flawonoidy ro6znig si¢ migdzy sobg
liczba i miejscem przylaczenia grup hydroksylowych (OH). Wodory w tych gru-
pach moga by¢ podstawione jednym badz wieloma podstawnikami cukrowymi
badz alkilowymi [Horbowicz 2000]. Sg one rozpuszczalne w wodzie i absorbuja
$wiatlo w zakresie 280-315 nm. Najczeéciej wystepuja one jako zotte barwniki
gtéwnie kwiatdéw i lisci w soku komorkowym. Sposrdd roslin zidentyfikowano
ponad 5000-7000 flawonoidéw [Horbowicz 2000, Arct i Pytkowska 2008, Mto-
dzinska 2009, Botonkowska 2011, Ktizova 2013].

Ryec. 13. Budowa podstawowego szkieletu flawonoidowego, sktadajacego si¢ z 15 ato-
méw wegla 1 dwoch pierscieni aromatycznych [zrodto: Mtodziniska 2009]

Ta szerokg grupg zwigzkoéw dzieli si¢ (z uwagi na stopien utlenienia uktadu
heterocyklicznego oraz liczby i umiejscowienia grup hydroksylowych znajduja-
cych si¢ przy pierscieniach) na wiele klas, m.in.: aurony (o intensywnie zottym
zabarwieniu), antocyjanidyny, chalkony (barwniki jasnozotte), flawony (o barwie
jasnozoltej 1 kremowej), flawonole (wyrdzniajace si¢ barwg intensywnie zo6ttg),
flawanony (bezbarwne) (Ryc. 14). W obrebie tych grup widzi si¢ rowniez szeroka
roznorodno$¢. Nalezy podkreslic, iz flawony oraz flawonole sg istotnymi barw-
nikami roslinnymi [Crozier i in. 2009, Botonkowska 2011, K#izova 2013].

37



KLASY FLAWONOIDOW

chalkony

antocyjany flawanony flawany

SUBKLASY FLAWONOIDOW

-
* cyjanidyna : bu *® herperytyna .*‘P'E‘!"'“E' Eenistynz
- .
malwidyna arbutyna naringina EI'lIQEIE-'t'ﬂ'IE rn o genisteinz
» delfinidyna * floryzyna * naringeninz ® bajkaleina mirycetyna | | elicyteing
* peonidyna * chalkonarin- # griodyktyol * ropoidoling rutyna
genina * hesperydy- kemferal
na
ZRODEA FLAWONOIDOW
»  gwoce *  rosliny
owoce owoce *  pwoce
*  Warzywa . . straczho-
*  warzywa rozliny rozliny ® WErIywWa
* orzechy L . . . we
. ®  rosling lecznicze lecznicze *  rozliny o rodling
 suszone lecznicze iinne iinme’ lecznicze lecznicze
e iinneg iinne .
*  roliny iinne
lecznicze
iinne

Ryec. 14. Klasy, subklasy i naturalne Zzrodta pochodzenia flawonoidéw [zrodto: Panche
iin. 2016]
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Flawonoidy petnig r6znorodng funkcje: odpowiadajg za kolor kwiatow i owocow,
tworza barier¢ przed promieniowaniem UV oraz temperaturg, wykazuja dziatanie
przeciwutleniajgce, przeciwbakteryjne i przeciwwirusowe. Ponadto wspomagaja
mechanizmy tolerancji na wysokie stezenia metali ci¢zkich czy stymulujg pro-
cesy mikoryzy, s3 naturalnymi repelentami [Horbowicz 2000, Krasowska i Lu-
kaszewicz 2003, Jasinski i in. 2009, Mlodzinska 2009]. Maja rowniez istotne
znaczenie w biosyntezie auksyn, ktore sg waznymi regulatorami stymulujacymi
wzrost 1 rozwoj roslin. Czesto sg takze odpowiedzialne za kolor, smak i jedrno$é¢
tkanek roslinnych [Moore 1989, Horbowicz 2000]. Flawonoidy zwiekszaja droz-
no$¢, uszczelniaja i wzmacniajg naczynia krwionosne (zapobiegajac wystepowa-
niu zylakéw, krwawien, miazdzycy), hamuja rozprzestrzenianie si¢ wirusa
opryszczki [Arct i Pytkowska 2008, Mtodzinska 2009, Ktizova 2013].

Nazwa ta zostata pierwszy raz uzyta w 1835 r. do okreslenia niebieskich
barwnikéw chabrow przez Marquarta. Znanych jest obecnie kilkaset naturalnych
barwnikéw antocyjanowych [Mosiewicz 2002, Pigtkowska i in. 2011, K¥izova
2013, Szaniawska i in. 2015]. W komorkach wystepuja w wakuolach w postaci
granulek o r6znej wielkosci. Nadaja one miedzy innymi ptatkom kwiatow, li-
$ciom, owocom itodygom jaskrawoczerwong, czerwong (przy pH kwasnym),
niebieska a nawet fioletowa (przy pH zasadowym) barwe (Ryc. 15) [Mtodzinska
2009, Botonkowska 2011, Pigtkowska i in. 2011, K¥izova 2013]. Antocyjany po-
zyskiwane sg z winogron czerwonych, aronii i czarnej porzeczki, czernicy, czar-
nej jagody czy kapusty czerwonej [Pigtkowska 2011, Szaniawska i in. 2015].

RODZAJ

ANTOCYJANOW BARWA

pelargonidyna pomaranczowa, czerwona

cyjanidyna fioletowa, czerwona
delfinidyna niebieska
malwidyna odcienie fioletu
peonidyna rozowe
petunidyna odcienie fioletu

Ryec. 15. Najbardziej popularne antocyjany i ich barwy [zrédto: Mtodzinska 2009]

Podstawowa jednostka strukturalng antocyjanéw jest antocyjanidyna, ktora
sktada si¢ z pier§cienia aromatycznego (A) potaczonego z heterocyklicznym
pierscieniem (C), zawierajacy tlen. PierScien weglowy potgczony jest wigzaniami
-C-C- z trzecim piersScieniem aromatycznym (B) (Ryc. 16) [Konczak i Zhang
2004, Botonkowska 2011]. Czg$¢ cukrowa przylaczona jest w pozycjach C-3
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(najczesciej), C-5 lub C-7 (najrzadziej) i sktada si¢ od jednego do trzech czaste-
czek cukréw prostych [Kohlmiinzer 2007, Botonkowska 2011, Szaniawska i in.
2015]. Antocyjany zaliczane sg do zwiazkow nietrwalych, ktore w srodowisku
wodnym ulegaja odwracalnym przemianom wywolujagcym zmiane barwy [Sza-
niawska i in. 2015].

R1

OH

Ré 0]
~2 R2
c
~
RS R3
R4

Ryec. 16. Jon flawyliowy — podstawowa struktura antocyjanin [zrédto: Mtodzinska 2009]

Antocyjany majg duze znaczenie w nadawaniu barwy ros§linom i organom
roslinnym, w ktorych wystepuja. Wykazujg dzialanie przeciwutleniajace oraz
antybakteryjne. W zywnos$ci stosowane sg jako barwnik E-163, wskaznik do
oceny jakosci zywnosci kolorowej. Ponadto maja dzialanie farmakologiczne
1 z tego powodu z powodzeniem wykorzystuje si¢ je w celach terapeutycznych
(w leczeniu obrzgkdw, standow zapalnych, chordéb oczu, watroby, nowotworow,
cukrzycy) [Kong i in. 2003, Chattopadhyay i in. 2008, Jasinski i in. 2009, Boton-
kowska 2011].

Flawony nalezg do jednej z klas flawonoidow, ktory przyciagnal zaintereso-
wanie badaczy na calym $wiecie. Zottej barwy zwiazki majg strukture szkiele-
towa. Sktadaja si¢ one z trojpierscieniowej struktury chemicznej C6-C3-C6 oraz
trzech grup funkcyjnych: karbonylowej, hydroksylowej i sprzgzonych wiazan po-
dwdjnych. Flawony rozpuszczalne sa w etanolu oraz w wodzie. Do gtéwnych
flawondow zalicza si¢ luteoling — wystepujaca w brokutach, selerze, marchwi, pie-
truszce czy kwiatach chryzantemy, apigening i tricetyng — ktore z powodzeniem
mozna odnalez¢ w cebuli, kietkach pszenicy, herbacie czy pomaranczach [Bansal
i1in. 2017]. Flawony wykazujg wtasciwosci lecznicze: przeciwcukrzycowe, prze-
ciwzapalne, przeciwutleniajace oraz przeciwkancerogenne [Bansal i in. 2017].
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Flawonole sg flawonoidami o zoitym zabarwieniu, zawierajacymi grupg ke-
tonow3a. Stanowig budulec proantocyjanow. Flawonole wystepuja w sposdb ob-
fity w réznych owocach i warzywach takich jak: cebula, jarmuz, pomidory,
jabtka, winogrona. Do flawondw zalicza si¢: kempferol, kwercetyne, mirycetyne
i fisetyng (Ryc. 17). Stosowanie flawonoli w codziennej diecie jest zwigzane
z wieloma korzySciami zdrowotnymi, w tym dzialaniem antyoksydacyjnym
oraz przeciwkrwotocznym [Horbowicz 2000, Panche i in. 2016]. Kolejng i zara-
zem wazng zaleta flawonoli jest ich istotna rola w podtrzymywaniu elastyczno-
$ci, integralno$ci i odpornosci na uszkodzenia $cian naczyn krwionosnych
[Formica i Regelson 1995, Horbowicz 2000].

OH

OH O (3)

OH O (3)

Rye. 17. Wzory chemiczne flawonoli: 2 — kwercytyna, 3 — kempferol, 4 — mrycetyna,
5 — izoramnetyna [zrédto: Horbowicz 2000]

2.3.4. Betalainy

Pojecie ,,betalaina” wywodzi si¢ z tacinskiej nazwy buraka zwyczajnego —
Beta vulgaris., z ktérego wyodrebniono po raz pierwszy zwigzki betalainowe.
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Natomiast nazw¢ tg wprowadzil po raz pierwszy Mabry oraz Dreiding w 1968
roku [Strack i in. 2003]. Do tej pory opisano ponad 50 betalain. Betalainy sg na-
turalnymi barwnikami rozpuszczalnymi w wodzie, wystepujacymi u roslin, bak-
terii oraz grzybow. Charakteryzujg si¢ wigkszg stabilnoscia w $rodowiskach
kwasnych w poréwnaniu z antocyjanami [Strack i in. 2003, Kiizova 2013, Con-
treras-Llano 2019].

Betalainy w swojej strukturze zawieraja heterocykliczny indol. Z uwagi na
budowe chemiczng wyrdznia si¢ zotto-pomaranczowe betaksantyny oraz czer-
wono-fioletowe betacyjaniny [Kiizova 2013]. Betacyjaniny to barwniki azotowe,
ktére zbudowane sg z kwasu betalamowego u cyklo-DOPA. Uktad chromofo-
rowy stanowi zolty kwas betalamowy. Fioletowa barwa betacyjanin powstata
w wyniku znacznego wydluzenia uktadu sprzezonych wigzan podwojnych,
dzigki polaczeniu kwasu betalamowego z czasteczka glikozydu [Klewicka 2012].

Barwniki betalainowe majg wiele uzytecznych wtasciwosci biologicznych:
takich jak przeciwutleniajace, chemoprewencyjne, przeciwzapalne, przeciw-
miazdzycowe i przeciwnowotworowe. W dodatku betalainy poprawiaja zdolno-
$ci poznawcze, redukuja stres oksydacyjny [Allegra i in. 2007].

2.3.5. Chlorofile

Dominujgca zielona barwa na naszej planecie jest zastuga wystepowania
zielonego barwnika fotosyntetycznego — chlorofilu. Chlorofile stanowig czesé
sktadowg biatka roslinnego, ktory tworzy chloroplasty [Wrona i Gtowacki 2005].
Sredniej wielkosci 1i$¢ rosliny ma przecigtnie okoto 70 milionéw komérek z pie-
cioma miliardami chloroplastow, z ktorych kazdy zawiera okoto 600 milionow
czasteczek chlorofilu [Simpson i Knétzel, 1996, Grimm 2001]. Chlorofile znaj-
duja sie we wspomnianych liSciach ros§linnych oraz zielonych czgéciach ro$lin,
ktore wystawione sg na dziatanie §wiatta stonecznego [Mtodzifska 2009, Boton-
kowska i in. 2011].

Chlorofile majg umiejg¢tnos¢ absorbcji promieniowania §wietlnego w zakre-
sie widzialnym, dzigki wigzaniom podwojnym i pojedynczym. Ich gtowne pasma
pochlaniania promieniowania stonecznego wystepuja w czesci niebieskiej oraz
czerwonej widma (od 400 do 800 nm) [Botonkowska i in. 2011]. Wyréznianych
jest wiele odmian chlorofili, ktore oznaczane sg nastgpujacymi po sobie kolej-
nymi literami alfabetu (Ryc. 18). U roslin wyzszych wyréznia si¢ dwa rodzaje
chlorofilu: chlorofil a (zielono-niebieski) oraz chlorofil b (zielono-z6tty). Ilo§¢
chlorofilu jest zalezna od gatunku ro$liny, warunkéw $wietlnych i dostgpnos$ci
mineratow (gtownie magnezu). Nalezy zaznaczy¢, iz chlorofilu a jest 2-4 razy
wigcej niz chlorofilu b. Jednakze ro§liny rosnace maja przewage chlorofilu b
[Strzatka 2005, Dzugan 2006, Mtodzinska 2009, Botonkowska 2011].
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Ryec. 18. Rdézne typy i struktury chlorofiléw [zrédto: Pareek i in. 2017]

Czasteczka chlorofilu jest pochodng porfiryny, ktérej gtoéwny szkielet sta-
nowi uklad czterech pierscieni pirolowych, zawierajacych w centrum atom ma-
gnezu, ktéry pelni istotng role w absorpcji energii $wietlnej. Natomiast
pierscienie pirolowe, dzicki swojej strukturze (wigzaniom pojedynczym i po-
dwdjnym) utatwiaja absorpcje fotonéw. Natomiast tancuch fitolowy sklada sig¢
z 20 atomow wegla. Charakteryzuje si¢ on wasciwosciami hydrofobowymi. Rolg
tego tancucha jest zakotwiczenie i zapewnienie odpowiedniej orientacji chloro-
filu w blonie tylakoidow [Mtodzinska 2009, Botonkowska i in. 2011].

Najczesciej spotykanymi formami chlorofili sg chlorofile a i b. Jednakze wy-
odrebnione zostaty roéwniez miedzy innymi u niektorych roslin naczyniowych
oraz bakterii dodatkowe formy chlorofili: ¢, d oraz f [Wrona i Gtowacki 2005,
Pareek i in. 2017]. Chlorofil a (o) mozna znalez¢ praktycznie we wszystkich
organizmach fotosyntetycznych: glonach, sinicach i roslinach. Ten rodzaj chlo-
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rofilu pochtania glownie czerwone $wiatto (Ryc. 19) [Jordan i in. 2001, Naka-
mura i in, 2003, Pareek i in. 2017]. Chlorofil b (B), posiadajacy naturalnie zo6tta
barwe znajduje si¢ w zielonych algach oraz ro$linach wyzszych. Chlorofil
b wspomaga chlorofil a w zachodzacym procesie fotosyntezy. Ma zdolno$¢ do
pochtaniania catego spektrum $wiatta niebieskiego (Ryc. 19) [Wrona i Gtowacki
2005, Pareek i in. 2017]. Chlorofil b r6zni si¢ w sposob istotny od chlorofilem
a jednym z podstawnikow znajdujacych si¢ przy drugim pier§cieniu pirolowym.
Chlorofil b posiada grupe aldehydowa, natomiast a metylowa [ Wrona i Glowacki
2005, Koztowska i Potylicka 2007, Botonkowska i in. 2011].

Chlorofil a

b Chlorofil b
1

Karotenoidy

lloéé pochtonietego swiatta

400 500 600 700
fioletowy niebieski zielony 26ity pomarariczowy czerwony

Dlugosé fali Swiatta (nm) i kolor

Ryc. 19. Absorpcja §wiatta pigmentéw roslinnych: chlorofilu a i b oraz karotenoidow;
zrodto: [Mtodzinska 2009]

Chlorofil uzyskuje si¢ z roslin i stosuje do barwienia produktéw spozywczych
(E-140, E-141) i kosmetycznych. Najczeéciej mozna go uzyskac z lisci lucerny
oraz pokrzywy. Ma on rowniez wlasciwosci lecznicze, zwigksza przemiang ma-
terii oraz stanowi cenne zrodto magnezu. Czesto stanowi jako dodatek do dezo-
dorantu, gdyz pochlania nieprzyjemne zapachy [Koztowski 2002a, Botonkowska
i in. 2007]. Ponadto barwnik ten, ze wzglgdu na korzysci zdrowotne odgrywa
bardzo istotng rol¢ w leczeniu choroéb takich jak choroby uktadu krazenia czy rak.
Ponadto ma dziatanie przeciwbolowe i przeciwzapalne. [Liu i in. 2007, Sange-
etha 1 Baskaran 2010, Pareek 2017].
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2.4. Mozliwosci zmiany barwy u ros$lin — szlaki metaboliczne
flawonoidow oraz karotenoidow

Barwa roslin postrzegana ludzkim okiem jest wynikiem rownoczesnej obec-
nosci kilku barwnikow w réznych proporcjach oraz z zachodzacych przemian na
poziomie biochemicznym. Realizowane one sg w komorkach w sposéb sekwen-
cyjny, przy udziale wielu enzymow kodowanych przez duza liczbe gendéw. Sama
produkcja barwnikéw roslinnych jest wieloetapowa, podczas ktérej bierze udziat
kilka enzyméw [Davies i Schwinn 1997, Orlikowska 2005].

Powstawanie flawonoidow jest bardzo ztozone (Ryc. 20). Powstajg one

z prekursorow metabolizmu podstawowego, w procesie przemian tworzacych
dwa szlaki metaboliczne:

— szlak kwasu malonowego — gdzie z wywodzacego si¢ z glikolizy acetyloko-
enzymu A powstaje malonylokoenzym A, ktory jest zrodlem pierScienia aro-
matycznego A;

— szlak kwasu szikimowego — gdzie powstaly w szlaku pentozo-fosforanowym
erytozo-4-fosforan oraz wytworzony w wyniku glikolizy fosfoenolopirogro-
nian przeksztatcone sg w kwas szikimowy, a w dalszych przemianach w ami-
nokwasy aromatyczne, tyrozyne badz fenyloalaning. W kolejnych procesach
dochodzi do deaminacji i w konsekwencji powstaje kwas cynamonowy [ Win-
kel-Shirley 2001, Jasinski i in. 2009]. Kolejnym etapem biosyntezy zwigzkow
flawonoidowych jest przemiana kwasu cynamonowego do kwasu parakuma-
rowego. Kwas ten przeksztatca si¢ nastgpnie w parakumaroilokoenzym A.
Najwazniejszym etapem biosyntezy zwigzkow flawonoidowych to cyklizacja
parakumaroiloekoenzymu A do chalkonu, ktory jest nietrwaty. Zachodzi ona
przy wspotudziale trzech czasteczek malonylokoenzymu A oraz syntazy chal-
konowej. Nastepnie w kolejnych etapach biosyntezy z chalkonu tworzy si¢
uktad flawanu i1 powstaja dalsze modyfikacje [Jasinski i in. 2009].

Antocyjaniny sg zaliczane do flawonoidéw. Enzymy, ktdre uczestnicza w proce-

sie powstawania antocyjanin sg kodowane przez geny jadrowe i przekazywane

przez forme¢ mateczng jak rowniez ojcowska. Ich powstawanie odbywa si¢ w ra-
mach szlaku metabolicznego fenylopropanoidow. Na poczatku dochodzi do kon-
densacji jednej jednostki estru hydroksycynamonowego-CoA (najczesciej
kumaroilo-S-CoA) z trzema jednostkami malonylo-CoA, ktory jest katalizowany
przez syntaze¢ chalkonowg (CHS) (Ryc. 21) [Horbowicz 2000, Ben-Meir 1 in.

2002, Orlikowska 2005, Botonkowska i in. 2011]. W wyniku zachodzacych re-

akcji powstaje zolty chalkon, czyli 15-weglowa struktura sktada si¢ z dwoch

6-weglowych pierscieni. Chalkony maja zdolno$¢ do przeksztalcenia si¢

w aurony o zabarwieniu ciemno-zottym. Najczesciej chalkony ulegajg jednak

45



przeksztatceniu we flawanony (takie jak: eriodyktiol czy naringenina) w zacho-
dzacym procesie izomeryzacji. Podczas trwajacego procesu katalizatorem jest
izomeraza chalkonu (CHI) [Ben-Meir i in. 2002, Orlikowska 2005, Botonkowska
i in. 2011]. Flawanony moga ulega¢ metabolizmowi w kierunku flawonow
(takich jak: luteolina czy apigenina) za pomoca syntazy flawonowej (FNS), do
dihydroflawonoli (takich jak: dihydrokwercytyna czy dihydrokempferol) z udzia-
tem 3-hydroksylazy flawononu lub do flawonoli (takich jak: kwercytyna czy
kempferol) dzieki wystepowaniu syntazy flawonoli (FLS). Natomiast redukcja
dihydroflawonoli z udzialem DFR (4-reduktazy dihydroflawonoli) doprowadza
do wytworzenia bezposrednich prekursoréw antocyjanidyn — czyli leukoantocy-
janidyn (o bezbarwnym zabarwieniu) [Ben-Meir i in. 2002, Orlikowska 2005].

L-fenyloalanina

l | Liaza fenyloalaninowo-amonowa |

Kwas trans-cynamonowy

l | Hydroksylaza kwasu cynamonowego |

Kwas p-kumarowy

l | Ligaza kumarylo-CoA |
p-kumarylo-CoA
Syntaza chalkonowa
Reduktaza I \ | Syntaza chalkonowa |
chalkonowa
Izolikwirytygenina Chalkon naringeniny
[zomeraza - ‘ Izomeraza chalkonowa
chalkonowa l ‘ Syntaza izoflawonowa ‘ l (typlill)
(ypD ,
Likwirytygenina Naringenina Dihydroflawonol
Daidzeina Genisteina .
¢ Antocyjany
l Taniny
Pterokarpany

Rye. 20. Diagram posrednich zwiazkow uzyskanych w wyniku biosyntezy. Kursywa
okresla szlak biosyntezy izoflawonoidow, zas§ w obramowaniu znajduja si¢
enzymy [zrdédto: Jasinski i in. 2009]
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4-kumaroilo-CoA | + ‘ 3 x malonylo-CoA H 3 x malonylo-CoA | + ‘ kafenolo-Cod ‘

CHS ' CHS‘

naringenina chalkonu

CHALKONY

‘ pentahydroksychalkon |
CHI CHI l
F3'5'H F3I'H
FLAWONONY | pentahydroksyflawon | gl -—) | eriodiktiol ‘
s s FNS l
F3H F3H F3H

DIHYDRO-
FLAWONOLE

F3'5'H F3'5’H
-‘ dihydrokempferol ‘-‘ dihydrokwercetyna ‘

FLS l FLS l LS l

DFR DFR

| dihydromyricetyna

DFE

LEUKO-

ANTOCYJA- leukodelfinidyna ‘ leukopelargonidyna
NIDYNY
ANS l, ANS l ANS l

ANTOCYJA- ‘ delfinidyna ‘ ‘ pelargonidyna |
NIDYNY

GT l, GT '_ GT ',
ANTOCYJA-

NIINY 3-glukazyd 3-glukazyd 3 glukazyd
delfinidyny pelargonidyny cyjanidyny

‘ leukocyjanidyna ‘

Ryc. 21. Schemat powstawania barwnikow antocyjanowych (skrétami oznaczono en-
zymy: CHS — syntaza chalkonu, CHI — izomeraza chalkonu, F3’H — 3’-hy-
droksylaza flawanonu, FNS — syntaza flawonu, F3’5’H- hydroksylaza 3’5’
flawonoidu, FLS — syntaza flawonolu, DFR — 4-reduktaza dihydroflawonolu,

ANS - syntaza antocyjanu, GT — transferaza glukozylowa [zrodio: Ben-Meir
iin. 2002]

Udziat syntazy antocyjanidyny (ANS) powoduje powstanie niestabilnych
barwnych czgsteczek antocyjanidyn (takich jak: cyjanidyna, delfinidyna czy pe-
largonidyna). Do ich stabilizacji dochodzi dzieki przylaczeniu reszt cukrowych
przy udziale enzymu — transferazy 3-O-glikozylowej antocyjanidyn (GT). Skut-
kiem tego jest wytworzenie rozpuszczalnych w wodzie antocyjanin, ktore z kolei
sa gromadzone w wodniczkach. Podstawowa struktura antocyjanin moze by¢
zmodyfikowana poprzez przylgczenie do pierScienia B reszt metylowych oraz
hydroksylowych, co z kolei prowadzi do zmiany barwy. Tworzone kompleksy
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antocyjanin z flawonolami i flawonami prowadza do zmiany koloru [Ben-Meir i
in. 2002, Orlikowska 2005].

Naukowcy juz od lat 60. XX wieku prowadzili liczne badania w celu zrozu-
mienia zachodzacych biochemicznych procesow, ktére doprowadzity do powsta-
nia czasteczek karotenoidow [Simkin 1 in. 2008, Gryszczynska i in. 2011]. Geny
odpowiedzialne za powstawanie karotenoidow znajdujg si¢ w chromoplasach.
Powstaja one w szlaku izoprenoidowym. Prekursorem karotenoidow jest difos-
foran izopentenylu (IPP), ktory izomaryzowany jest do difosforanu dimety
loallilu (DMAPP), ktory za$ zostaje substratem dla pirofosforanu geranylogera-
nylowego — czyli GGPP; Cy0PP (Ryc. 22). Wlasciwy szlak karotenoidowy rozpo-
czyna si¢ od wytworzenia fitoenu Cs (40 weglowego produktu) z dwodch
czgsteczek pirofosforanu geranylogeranylowego. Proces jest katalizowany przez
syntaze fitoenu (PSY). Bezbarwny fitoen nastepnie przeksztalca si¢ w zwigzki
barwne, dzigki dzialaniu enzymdw takich jak: desaturazy fitoenu (PD) czy desa-
turazy karotenu (CD). Dochodzi do wytworzenia likopenu — zwigzku o barwie
r6zowo-czerwonej. Nastepne etapy (zwiazane z zamykaniem fancucha pierscie-
niami weglowymi) sg zalezne od enzymow cyklaz likopenu, ktore katalizuja po-
wstawanie zotto-pomaranczowego B-karotenu, a takze (-karotenu o barwie zottej.
Zachodzace kolejne modyfikacje — czyli hydroksylacje i oksydacje doprowadzaja
do powstania ksantofili (takich jak: luteiny, wiolaksantyny) [Cunningham i Gantt
2002, Orlikowska 2005, Botonkowska i in. 2011, Gryszynska i in. 2011].

GGPP (Cy)

PNY
DS, ZDS LCYh

fitoen » likopen » B-karoten
(Cs0) LCYe CHYh
CHYb, CHYe l l

luteina € g-karoten zeaksantyna

FAN S ‘ T\Ill'.

wiolaksantyna
NSY
neoksantyna

Rye. 22. Schemat powstawania karotenoidow; skroty oznaczaja enzymy: PSY — syntaza
fitoenu, PSD — desturaza fitoenu, ZDS — desturaza {-karotenu, LCYb — cyklaza
likopenu B, LCYc¢ — cuklaza likopenu €, CHYb — hydroksylaza pierscienia f,
CHYc — hydrolaza pierscienia €, ZEP — epoksydaza zeaksantyny, VDE — de-
epoksydaza wiolaksantyny, NSY — syntaza neoksantyny [zrodto: Cunningham
i Gantt 2002]
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2.4.1. Wykrywanie zmian (mutacji) na poziomie genetycznym

Kazdy osobnik w naturalnych populacjach jest organizmem niepowtarzal-
nym oraz wyjatkowym. Wiele wérodd ukrytych badz widocznych r6éznic ma pod-
toze w roznicowaniu sekwencji genow, ktore z kolei wchodzg w sktad genomu
[Weglinski 2015]. Do ukazania polimorfizmu, czyli roznic, wystepujacych po-
miedzy poszczegdlnymi organizmami, liniami, odmianami badz gatunkami sto-
suje si¢ odpowiednio dobrany system markerowy (inaczej znacznikowy)
[Nowakowska 2004, Sztuba-Solinska 2005]. System znacznikowy jest cecha fe-
notypowg lub dowolna réznica genetyczna, stosowana w celu ujawnienia réznicy
(polimorfizmu) [Sztuba-Solinska 2005].

Pierwsze zastosowanie markeréw genetycznych na roslinach miato miejsce
w 1923 roku, gdy Karl Sax szukat zalezno$ci miedzy barwa fasoli a jej wielkoscia
[cyt. za Andersen i Lubberstedt 2003]. Od tego czasu markery genetyczne znacz-
nie si¢ rozwinely, poczawszy od markerow bazujacych na morfologii rosliny —
czyli markerow morfologicznych, a skonczywszy na markerach molekularnych
[Knopkiewicz i in. 2012, Surma i in. 2012]. Do markerdéw genetycznych zalicza
si¢ trzy glowne grupy:

— markery morfologiczne (stosowane przy cechach tatwo identyfikowanych
1 manipulowanych; okreslaja np. ksztalt blaszki lisciowe;j, typ i dtugos¢ szy-
putki, kartowatos¢ roslin, omszenie, zawarto$ci barwnikow, ksztalt owocu,
barwa kwiatu, strgkéw, nasion oraz migzszu owocu);

— markery biochemiczne (allozymy oraz izoenzymy);

— markery molekularne:

e bazujace na hybrydyzacji,
e bazujace na reakcji PCR [Guo-Liang 2013, Pachota 2016, Nadeem i in.
2017].

2.4.2. Wykrywanie zmian (mutacji) roslin na poziomie
biochemicznym

Od najdawniejszych czasow takie cechy morfologiczne jak barwa ro$lin
byly z powodzeniem wykorzystywane do badania zmienno$ci, a takze hodowli
ro$lin. Markery morfologiczne, mimo, iz sg tanie oraz fatwe, gdyz ich dziatanie
opiera si¢ na obserwacji i analizie wizualnej, majg wiele ograniczen. Wady tego
systemu markerowego zwigzane sg m.in. z zaleznoscig od warunkow Srodowi-
skowych, ograniczong liczbg markerow, pdznego ujawniania si¢ cech umozliwia-
jacych dokonanie oceny czy dominujaco-recesywny sposob dziedziczenia cech
[Andersen i Lubberstedt 2003, Weising i in, 2005, Surma i in. 2012, Knopkiewicz
iin. 2012, Nadeem i in. 2017].
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Specjalistyczne techniki biochemiczne byly juz powszechnie znane w latach
pie¢dziesigtych XX wieku. Stuzyly one do oszacowania zmiennosci i oceny
struktury genetycznej populacji w sposob szybki oraz doktadny [Markert i Moller
1959, Sammour 2014]. Wéréd markeréw biochemicznych wyrdznia si¢ dwie
klasy bialek:

— izoenzymy (enzymy: o réznej strukturze, powinowactwie do substratu, szyb-
kosci reakcji, kodowane przez inne regiony DNA, przeprowadzajace taka
samg reakcje) [Knopkiewicz i in. 2012, Guo-Liang 2013].

— alloenzymy (enzymy: wysoce odtwarzalne, bedace réznymi biatkami, spet-
niajgce ta samg funkcje, sg kodowane przez rozne geny, tatwe w stosowaniu
1 bardzo tanie) [Nadeem i in. 2017, Kumar i in. 2018].

W analizach wykorzystujagcych markery biochemiczne stosuje si¢ ekstrakt
biatkowy. Bialka znajdujgce si¢ w nim sg oddzielane zgodnie z ich wielkoscia
oraz tadunkiem za pomocg elektroforezy na zelu. Nast¢pnie zel jest wybarwiany
poprzez dodanie substratu oraz barwnika dla konkretnego enzymu. W zaleznosci
od konfiguracji molekularnej enzymu oraz od liczby loci stanu heterozygotycz-
nego badz homozygotycznego u danego osobnika uzyskuje si¢ od jednego do
kilku pasm. Uzyskane pozycje tych pasm sg polimorficzne i posiadajg duzg ilos¢
danych [Guo-Liang 2013, Al-Samarai i Al-Kazaz 2015, Kumar i in. 2018].

Ten system markerowy zawiera wiele zalet takich jak: prostota (gdyz analiza
allozymu nie wymaga ekstrakcji DNA oraz posiadania informacji o sekwencji)
oraz szybkos¢ analizy. Jednakze jest tez wiele wad do ktorych zalicza si¢: duze
koszty pojedynczej analizy, niska obfito$¢ i wielopostaciowos¢ allozymow, ogra-
niczenie liczbowe markeréw biochemicznych oraz zaleznos$¢ od czynnikdéw $ro-
dowiskowych i fazy rozwojowej rosliny [Mondini i in. 2009, Pachota i in. 2016].

2.4.3. Wykrywanie zmian (mutacji) na poziomie molekularnym

Markery molekularne ujawniajg rdznice na poziomie DNA. Nalezg one do
najbardziej wiarygodnych systemow markerowych, ktore zrewolucjonizowato
nauki biologiczne oraz dziedziny zwigzane z kryminalistykg [Kumar i in. 2009b,
Kesawat i Das 2009, Al.-Samarai i Al-Kazaz 2015]. Markery te wykorzystywane
sa do oceny a takze selekcji materialu roslinnego. Markerami molekularnymi
okresla si¢ fragmenty DNA, wskazujace mutacje. Uzywane sg one do wykrycia
zmian pomigdzy allelami genu dla okreslonej sekwencji DNA badz réznych ge-
notypow. Fragmenty te zwigzane sg ze $cisle okres§lonym miejscem w genomie.
Natomiast wykrywane sg poprzez uzycie odpowiedniego systemu markerowego
[Al-Samarai i Al-Kazaz 2015]. Markery molekularne, w przeciwienstwie do in-
nych systemow markerowych majg wigcej zalet. Sg wysoce dziedziczne, tatwe
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do oznaczenia oraz nie ulegaja wptywom srodowiska [Dzialuk i Burczyk 2001].

Idealny marker molekularny powinien cechowac sig:

e wysokim polimorfizmem;

e dziedziczeniem kodominacyjnym (wspotdominujacym);

e mozliwosciag zastosowania w dowolnej czesci genomu (eksony, introny i re-
giony regulacji);

e czestym i rOwnomiernym wystgpowaniem w genomie;

e brakiem reaktywnosci na warunki srodowiskowe;

e latwoscig wykorzystania, duzg dostepnoscig i niskg kosztownoscig uzycia;

e wysoka powtarzalnoscia uzyskanych wynikow, ktére mozna z tatwoscig udo-
stepni¢ innym laboratoriom [Kesawat i Das 2009, Kundan i in. 2014, Nadeem
iin. 2017].

Jednakze zaden marker molekularny nie posiada wszystkich wyzej wymienio-
nych cech pozadanych. Mozna natomiast wykorzysta¢ taki system znacznikowy,
ktory posiada chociaz kilka wyzej wspomnianych cech [Sharma i in. 2008, Ke-
sawat 1 Das 2009].

Wyrdznia si¢ wiele rodzajow markerow, ktore bazujg na reakcji przytgczania
(hybrydyzacji) DNA, reakcji PCR z wykorzystaniem charakterystycznych starte-
row, reakcji PCR, a nastgpnie trawieniu restrykcyjnym, polimorfizmie pojedyn-
czych nukleotydow czy tez reakcji PCR z uzyciem arbitralnego startera [Sztuba-
Solinska 2005].

2.4.3.1. Technika RFLP (ang. Restriction fragment length polymor-
phism)

Polimorfizm Dhugosci Fragmentow Restrykcyjnych (Technika RFLP; ang.
Restriction Fragment Length Polymorphism) jest jedna z pierwszych technik sto-
sowanych w analizach genetycznych. Po raz pierwszy wykorzystano jg w 1980
roku do badan dotyczacych DNA genomu ro$linnego [Luczak 2004, Rasmussen
2012]. Metoda ta zwigzana jest z powielaniem konserwatywnych regionow se-
kwencji DNA oraz w dalszym etapie trawieniem endonukeazami restrykcyjnymi
DNA (Ryc. 23). W metodzie tej dochodzi do przeniesienia fragmentéw DNA na
filtr w celu dokonania hybrydyzacji [Spooner i in. 2005, Jones i in. 2009, Przy-
bylska i in. 2016].
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Ryec. 23. Schemat przedstawiajacy zasad¢ dziatania techniki RLFP [zrédlo: Gaene
iin. 2015]

Enzymy restrykcyjne wycinajg $cisle okreslone elementy nukleotydowe
w sekwencji kwasu deoksyrybonukleinowego. Nastepnie fragmenty ulegaja roz-
dzieleniu poprzez elektroforezg na zelu agarozowym i sg identyfikowane przez
radioaktywnie lub fluorescencyjnie znakowany fragment DNA. Do sond stosuje
si¢ najczeséciej cDNA badz DNA w zakresie wielkosci 300-500 pz. Do polimor-
fizmu DNA dochodzi poprzez utrate lub mutacje pojedynczej pary zasad badz
delecje lub insercje w obrebie sasiadujacych ze soba dwoch miejsc restrykeyj-
nych [Spooner i in. 2005, Gaene i in. 2015].

Technika RFLP jest kosztowna, skomplikowana oraz niezmiernie praco-
chlonna. Ponadto wymaga duzych iloSci oczyszczonego DNA oraz nie ma moz-
liwosci zautomatyzowania procesu [Ovesna i1 in. 2002, Spooner i in. 2005,
Sztuba-Solinska 2005]. Jednakze posiada rowniez kilka zalet, takich jak: umoz-
liwienie stwierdzenia homozygotyczno$ci badz heterozygotycznosci danego
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osobnika na podstawie uzyskanego profilu genetycznego czy czestotliwosé wy-
krywania zmienno$ci [Sztuba-Solinska 2005].

2.4.3.2. Technika RAPD (ang. Random amplified polymorphic DNA)

Technika Losowo Amplifikowanego Polimorficznego DNA (RAPD; ang.
Random Amplified Polymorphic DNA) znana jest juz od poczatku lat 90-tych
przez dokonania Williams’a i jego wspotpracownikow (1990) (cyt. za Luczak
2004, Bhagyawant 2016). Technika ta wykorzystuje reakcje PCR z uzyciem ar-
bitralnego startera, ktory charakteryzuje si¢ przypadkowa sekwencja genomowsg
1 dlugoscia w zakresie od 9 do 11 pz. Oliginukleotydy wykorzystywane sa do
powielenia od 1 do 10 miejsc w genomie jednoczesnie. W technice tej starter hy-
brydyzuje do matrycy DNA (Ryc. 24). Nastepnie dochodzi do powielenia
fragmentéw w zakresie wielkosci od 0,2 do 5 kb jednocze$nie w wielu miejscach
w genomie [Spooner 2005, Arif i in. 2010]. Produkty amplifikacji rozdzielane sa
na zelu agarozowym, a ich detekcja zachodzi z uzyciem bromku etydyny badz
srebra [Luczak 2004, Arifi in. 2010, Bhagyawant 2016]. W wyniku przeprowa-
dzonej reakcji PCR i elektroforezy na zelu agarozowym stwierdza si¢ nastgpnie
obecnos¢ badz brak charakterystycznych pas o danej wielkosci [Spooner 2005,
Arif i in. 2010]. Polimorfizm systemu markerowego RAPD jest konsekwencja
mutacji miejsc przytaczania starterow jak i zachodzacych procesoéw delecji/inser-
cji fragmentdow w obszarze powiclanym w trakcie zachodzacej reakcji PCR
[Spooner 2005].

Do wad tego systemu markerowego mozna zaliczy¢ niskg odtwarzalno$¢
oraz konieczno$¢ uzywania oczyszczonego materialu genetycznego o duzej ma-
sie czasteczkowej. Nalezy rowniez dbac o to, by nie wystepowata kontaminacja
probek DNA, gdyz krotkie, losowe startery sa zdolne do amplifikacji DNA
w roznych organizmach [Spooner 2005]. Metoda ta jest niezmiernie wrazliwa na
zmiany warunkow reakcji oraz uniemozliwia rozréznienie osobnikow homozy-
gotycznych od heterozygotycznych. Do niewatpliwych zalet techniki RAPD
mozna zaliczy¢ prostote, szybkos¢ i wydajnos¢ metody oraz tatwos¢ w testowa-
niu [Luczak 2004, Spooner 2005, Bhagyawant 2016]. Ponadto wymagane sg sto-
sunkowo mate ilo§ci materialu (okoto 5-10 ng/reakcje), ktéry moze pochodzié
z surowego ekstraktu, a wykorzystywane startery sa nie wymagajg danych se-
kwencyjnych i sg dostepne komercyjnie [Spooner 2005].

Dzigki swoim witasciwoscig markery RAPD zostaly wykorzystane w wielu
dziedzinach zycia: od tozsamos$ci genetycznej, poprzez badania z udziatem
blisko spokrewnionych ze soba gendéw, po mapowanie genow [Spooner 2005,
Avise 2009].
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Ryec. 24. Schemat przedstawiajacy zasade dzialania techniki RAPD [zrodlo: Arif
iin. 2010]

Markery RAPD z pewnoscia znalazty zastosowanie w badaniach zmiennosci so-
maklonalnej u chryzantemy wielkowiatowej (Chrysanthemum x grandiflorum)
[Lema-Ruminska i in. 2004, Minano 1 in, 2009, Miler i Zalewska 2014], gerbery
(Gerbera jamesonii Bolus) [Bhatia i in. 2011], do identyfikacji i okreslenia zr6z-
nicowania genetycznego roslin z rodzaju Annona [Ahmad i in. 2010], oliwek
jordanskich (Olea europaea L.) [Brake i in. 2014], odmian pszenzyta [Milczarski
i in. 2001], jeczmienia [Kuczynska i in. 2001], wisni ptasiej (Prunus avium L.)
[Lisek i in. 2006], brzoskwini (Prunus persica L.) [Han J. i in. 2014], moreli
(Prunus armeniaca) [Mariniello 1 in. 2002] nerkowca indyjskiego (Anacardium
occidentale L.) [ Archak i in. 2003], morwy (Morus spp.) [ Vijayan 2004], gruszki
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(Pyrus pyrifolia) [Lee i in. 2004], czy pomigdzy ro$linami matecznymi rézy chin-
skiej (Rosa chinensis), a radiomutantami, ktore zostaty poddane promieniowaniu
gamma [Chakrabarty i Datta 2010], a nawet do analiz filogenetych kaktusow
z rodzaju Astrophytum [Das 2008].

2.4.3.3. Technika ISSR (ang. Inter simple sequence repeats)

Pierwsze wzmianki o wykorzystaniu techniki zwigzanej z polimorfizmem
sekwencji miedzymikrosatelitarnych (ISSR; ang. Inter Simple Sequence Re-
peats) pojawity sie w latach 90-tych [Zietkiewicz 1 in. 1994, Pasqualone 2014,
Amom i Nongdam 2017]. Technika ta opiera si¢ na amplifikacji fragmentow
DNA, ktére wystepuja miedzy dwoma, takimi samymi lecz zwréconymi w prze-
ciwnym kierunku regionami powtorzen miktosatelitarnych [Reddy iin. 2002,
Kumar i in. 2014]. Markery ISSR sa gtéwnie markerami dominujacymi, chociaz
wykazano, ze w niektorych przypadkach maja wtasciwosci markeréw wspdtdo-
minujacych, ktére umozliwiaja odrdznienie heterozygoty od homozygoty [Ku-
mar iin. 2014].

Mikrosatelity od dwu-, trzy-, cztero-, a nawet piecionukleotydowej sekwen-
cji wykorzystywane sg jako startery do amplifikacji w gtownej mierze prostych
powtdrzen sekwencji o roznych rozmiarach. Wspomniane startery posiadajg po-
wtarzajace si¢ sekwencje, komplementarne w stosunku do regioné6w mikrosate-
litarnhych, ktore wystepuja w genomie. Do reakcji wykorzystuje si¢ startery,
ktore majg dtugos¢ okoto 16-25 pz [Kumar i in. 2014]. Fakt ten umozliwia sto-
sowanie wysokiej temperatury przylaczania, a w dalszej konsekwencji uzyskania
wyzszej ostrosci. Jednakze temperatura ta zalezy réwniez od obecnosci par zasad
cytozyny (C), a takze guaniny (G) [Sztuba-Solinska 2005, Amom i Nongdam
2017]. Miejsca, w ktorych przylaczane sg startery sa rozmieszczone w sposob
roOwnomierny w genomie. Jezeli miejsca te znajda si¢ w odpowiedniej odleglosci
od siebie (okoto 2000 pz) to obszar pomigdzy tymi dwoma starterami bedzie po-
wielany w wyniku reakcji PCR. Jezeli odleglos¢ ta bedzie wigksza lub wystapi
rozbiezno$¢ w miejscach wigzania startera, to region pomigdzy starterami nie be-
dzie powielany [Kurane i in. 2009, Paczos-Grzeda 2009].

W wyniku zachodzacej hybrydyzacji dochodzi do przytaczenia si¢ starteréow
do zakotwiczonych na koncu 3° badz 5’ od dwdch do czterech nukleotydow (Ryc.
25). Z uwagi na duze powtdrzenia sekwencji, starter faczy si¢ z kilkoma regio-
nami, dajac mozliwos$¢ badania stosunkowo duzej liczby loci [Pasqualone 2014].
W wyniku przeprowadzonej amplifikacji DNA uzyskuje si¢ okoto 10-60 produk-
tow w zakresie wielkosci 200-3000 pz. Nastepnie, po zakonczonej reakcji PCR,
produkty rozdziela si¢ na zelu agarozowym badz poliakrylamidowym (ang.
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Polyacrylamide Gel Electrophoresis, PAGE), wykorzystujac do barwienia bro-
mek etydyny. Do wizualizacji powstajacych produktow reakcji PCR stosuje si¢
swiatlo UV lub barwienie AgNOs. [Sztuba-Solinska 2005, Amom i Nongdam
2017, Dhutmal 2018]. Nastgpnie dokonuje si¢ oceny wystgpowania (1) badz
braku (0) produktéw amplifikacji. Otrzymana matryca z powodzeniem stanowi
podstaweg w obliczeniach statystycznych, co daje mozliwo$¢ zaprezentowania
zmienno$ci migdzy badanymi osobnikami, wykorzystujac dane parametry gene-
tyczne [Celinski i Zbrankova 2010].

Technika ISSR jest niezmiernie szybka, prosta i tania, a przede wszystkim
uniwersalna. Nie wymaga ona specjalistycznej i kosztownej aparatury, a analizy
dokonuje si¢ nawet wykorzystujac zdegradowany material DNA [Celifiski
1 Zbrankova 2010, Okon i in. 2013, Michatowska i Lema-Ruminska 2018]. Sto-
sowany system markerowy charakteryzuje si¢ wysoka stabilnoscig oraz informa-
tywnosciag. Stosowanie markerow ISSR daje wyzsza powtarzalno$¢ anizeli
wykorzystanie znacznikow RAPD z powodu wigkszej dtugo$ci wykorzystywa-
nych starterow. Ponadto wczesniejsza wiedza o sekwencji matrycowego DNA nie
jest konieczna [Vijayan 2005, Amom i Nongdam 2017]. Nalezy rowniez zazna-
czy¢, iz markety ISSR wykazujg wigkszy polimorfizm w stosunku do markerow
biochemicznych [ Vijayan 2005]. Z tego powodu markery ISSR znalazty zastoso-
wanie do badania zroznicowania genetycznego u wielu roslin: cytusow (Citrus
spp.) [Fang i Roose 1997], trojlistkowej pomaranczy (Poncirus trifoliata) [Fang
iin. 1997], winogron (Vitis spp.) [Wu i in. 2009], katarantusa r6zowego (Catha-
ranthus roseusi) [Shaw 2009] bambusa [Mukherjee i in. 2010]. jatowca (Junipe-
rus), s$wierku (Picea), jodty [Celifiski i Zbrankova 2010] czy roslin uprawnych:
dzikiego ryzu (Oryza granulata) [Qian i in. 2001], pelargonii pachnacej (Pelar-
gonium graveolens) [Qing-yuan i1 in. 2018], chryzantemy wielkokwiatowe]
(Chrysanthemum > grandiflorum) [Michatlowska i Lema-Ruminska 2018] czy
opuncji figowej (Opuntia ficus-indica) [Ganopoulosa i in. 2015].

Dzigki wspomnianym wyzej zaletom, technika ta zostata okreslona mianem
wybitnego narzedzia stosowanego do genetycznej charakterystyki wielu organi-
zmOw 1 stosowana jest w:

— badaniach zwigzanych z roznorodnos$cia genetycza;

— analizie filogenetycznej — tzw. ,,DNA-fingerprinting”;

— mapowaniu genomu;

— oznaczaniu genow i selekcji;

— identyfikacji szczepow oraz klonéw [Okon i in. 2013, Kumar i in. 2014].

— szerokie zastosowanie w selekcji wspomaganej markerami, ekologii oraz
ewolucji, filogenezie — tzw. ,,DNA-fingerprinting” czy ocenie zréznicowania
genetycznego
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Rye. 25. Schemat przedstawiajacy zasade dziatania techniki ISSR [zrodto: Pasqualone
2014]

2.4.3.4. Technika SCoT (ang. start codon targeted)

Jedna z najbardziej nowatorskich technik jest system markerowy SCoT (po-
limorfizm w obrgbie kodonu start), opracowany przez zespot Collard’a i Mac-
kill’a (2009) [Vivodik i in. 2016, Amom i Nongdam 2017]. System ten opiera si¢
o stosunkowo krotkie oraz konserwatywne regiony, ktore otaczaja kodon startu
translacji — ATG (adenina-tymina-guanina) w genomie ros$linnym. Markery SCoT
sg markerami dominujgcymi, ktore ze wzgledu na swoje cechy maja szereg zain-
teresowa¢ [Amom i Nongdam 2017, Xutian 2017].
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Markery SCoT jest podobne do systemu ISSR oraz RAPD, gdyz pojedynczy
starter przylacza si¢ do dwoch, o przeciwnie skierowanych koncow (Ryc. 26)
[Zeng i in. 2015, Zeng i in. 2016]. Technika SCoT wykorzystuje 18-nukleoty-
dowe startery o temperaturze przyltaczania wynoszacej okoto 50°C. Dhugo$¢ star-
terow oraz temperatura hybrydyzacji sg czynnikami, ktére zasadniczo wptywaja
na powtarzalno$¢ markerdéw [Vivodik i in. 2016]. Markery sa wizualizowane sto-
sujac standardowa elektroforeze zelowa i barwienie. Poprzez to zastosowanie,
technika ta jest odpowiednia dla wigkszosci laboratoridow badawczych, ktore po-
siadajg standardowe wyposazenie [Zhang i in. 2015].

ATG
—
Starter SCoT
Starter SCoT —_—
— C ]
GTA

OBECNOSC PRAZKA

Ryec. 26. Zasada dziatania markera SCoT [zrodto: Collard i Mackill 2009]

Z uwagi na swoje zalety, markery SCoT majg wyzszo$¢ nad innymi wcze-
$niej wspomnianymi systemami markerowymi. Wykazuja si¢ wyzszym polimor-
fizmem 1 lepsza zdolnos$cig detekcji [Satya i in. 2015, Zeng i in. 2016]. Markery
te s3 niezmiernie proste, niezawodne i niedrogie. Ponadto stosowane startery nie
sg skomplikowane do zaprojektowania, a ich uzycie umozliwia uzyskanie szero-
kiej informacji genetycznej [Zeng i in. 2015, Zeng 2016]. Markery SCoT sg sto-
sunkowo blisko zwigzane z genem docelowym, zapewniajac otrzymanie
wiekszej ilosci informacji, ktore sa skorelowane z cechami biologicznymi [Zeng
iin. 2015]. Podobnie jak markery ISSR, ten system markerowy nie wymaga do-
starczenia informacji odno$nie sekwencji [Shangguo 2018].

Markery SCoT, dzigki swoim wlasciwosciom z wielkim powodzeniem znaj-
duja zastosowanie do budowy map genetycznych tzw. ,,DNA-fingerprinting”
w analizach genetycznych ro$lin, mapowaniu Joci cech iloSciowych (QTL),
a takze w badaniach filogenetycznych roslin [Xiong i in. 2011]. Ten system marke-
rowy zostal wykorzystany w badaniach zrdéznicowania genetycznego mango
(Mangifera indica L.) [Gajera i in. 2014], pomidora (Lycopersicum esculentum
Mill.) [Shahlaei i in. 2014], orzecha arachidowego (Arachis hypogaea L.) [Xiong
i in. 2011], pistacji pistacji (Pistacia vera L.) [Baghizadeh i Deghan 2018],
szczmiela biatego (Boehmeria nivea L. Gaudich.) [Satya i in. 2015], komosy ryzo-
wej (Chenopodium quinoa Willd) [Lema-Ruminska 1 in. 2017], kukurydzy (Zea
mays L.) [Sadek i in. 2018] czy gerbery (Gerbera jamesonii) [Saidi 1 in. 2020].
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3. HIPOTEZA BADAWCZA, CEL I ZAKRES BADAN

Przyjeta hipoteza badawcza zaklada, Zze promieniowanie X wplywa na
dynamike kietkowania nasion kaktusow, czestotliwos¢ zmian morfologicznych,
zmiany biochemiczne oraz zmiany na poziomie molekularnym. Spodziewano si¢
rowniez roznic pomigdzy badanymi gatunkami kaktusow.

Gtownym celem badan jest ocena, czy i w jakim stopniu zastosowane pro-
mieniowanie X w réznych dawkach wptywa na dynamike kietkowania nasion
w warunkach in vitro, czestotliwo$¢ zmian morfologicznych, zmiany bioche-
miczne oraz zmiany na poziomie molekularnym u wybranych gatunkow kaktu-
sow: Astrophytum spp. ‘Purple’, Copiapoa tenuissima oraz Uebelmannia
pectinifera.

Cele szczegotowe:

e Analiza dynamiki kietkowania nasion w warunkach in vitro w zaleznosci od
czynnikow badawczych,

e Ocena barwy siewek przy pomocy katalogu barw RHSCC w zaleznos$ci od
czynnikow badawczych,

e Analiza zawarto$ci metabolitow wtdrnych — barwnikow roslinnych (karote-
noidow i antocyjandw) oraz ocena zawartosci chlorofilu a i chlorofilu b
w tkankach przy pomocy metody spektrofotometrycznej w materiale roslin-
nym 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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4. MATERIALY I METODY BADAN

Materiatem badawczym byly nasiona trzech gatunkéw kaktusow: Astrophy-
tum spp. ‘Purple’, Copiapoa tenuissima Ritt. oraz Uebelmannia pectinifera Bui-
ning, uzyskane z hodowli wilasnej (Astrophytum spp. ‘Purple’, Copiapoa
tenuissima Ritt.) lub zakupione w firmie Kakteen Koheres z Niemiec (Uebelman-
nia pectinifera Buining.). Nasiona zostaly napromienione promieniowaniem X
o nominalnym potencjale 6 MV przy pomocy akceleratora Clinac 2300 CD
w Zaktadzie Radioterapii Centrum Onkologii im. prof. Franciszka Fukaszczyka
w Bydgoszczy. Wyznaczenie wymaganego czasu ekspozycji zostato przeprowa-
dzone 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 danej kombinacji podczas na-
promieniania znajdowalo si¢ 500 nasion w woreczku strunowym o wymiarach
13,5 x 8 cm, ktore umieszczono w celu zwigkszenia udziatu promieniowania
wtornego na ptytach solid water RW3 i przykryto warstwa bolusa o znanej gru-
bosci, ktory uwzgledniono w obliczeniach czasu napromieniania.

Po napromienieniu nasiona kaktusow zostaty poddane sterylizacji wstgpnej,
polegajacej na ptukaniu materiatu pod biezaca woda przez 30 minut, nastgpnie
phukaniu w wodzie destylowanej z dodatkiem kropli detergentu 5-10 minut oraz
moczeniu w 0,2% srodku grzybobojczym (62,5 WG Switch, Syngenta) z dodat-
kiem detergentu przez okoto 17 godzin (na wytrzasarce) i moczeniu w 0,5%
srodku grzybobojczym Amistar 250 S.C. (Syngenta) przez 15 minut. Po tym cza-
sie nasiona zostaly wyplukane w wodzie destylowanej w ciggu 5-10 minut.
W kolejnym etapie zostala wykonana sterylizacja wtasciwa w warunkach steryl-
nych. Nasiona zostaty poddane kolejno dziataniu 70% etanolu przez 5-10 sekund,
1,6 % roztworu podchlorynu sodu przez 30 minut i na koniec zostaty przeptukane
3-krotnie przez 10 minut w sterylnej wodzie destylowanej. Nast¢gpnie materiat
byt umieszczony (po 2 nasiona) na pozywce MS [Murashige i Skoog, 1962],
zestalonej agarem (8 g - dm™) i pH ustalonym na poziomie 5,8 przed autoklawo-
waniem, w szalkach Petriego o $rednicy 5,5 cm. Kultury in vitro (zaklejone pa-
rafilmem) byly utrzymywane w pokoju wzrostowym, w temperaturze 24 + 2°C,
przy 16 godzinnym fotoperiodzie (Philips TLD 54/34 W), przy $rednim nateze-
niu napromienienia kwantowego 47,84 umol m?s™!.

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 uzy-
skane z nasion siewki zostaty ocenione pod wzgledem zabarwienia przy pomocy
katalogu barw RHSCC (1966), zmierzone, zwazone i przeznaczone do dalszych
analiz biochemicznych oraz molekularnych.
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4.1. Analizy biochemiczne

Do badan biochemicznych przeznaczono losowo wybrane siewki z kazdej
kombinacji dawki promieniowania oraz barwy okreslonej za pomoca katalogu
barw RHSCC. Badania wykonano w trzech powtorzeniach dla kazdej kombinacji
z wyjatkiem siewek bezchlorofilowych u Astrophytum spp. ‘Purple” oraz barw-
nych u Copiapoa tenuissima.

Ze wzgledu na bardzo malg liczebno$¢ uzyskanych siewek bezchlorofilo-
wych u Astrophytum spp. ‘Purple’ przeznaczono je glownie do analiz genetycz-
nych, natomiast do badan barwnikow oprocz siewek zawierajacych chlorofil
(siewki zielone i brunatne) przeznaczono wylacznie siewki kremowo-biate (dla
dawek 0, 15, 20, 25 Gy) lub pomaranczowe (dla dawki 50 Gy). Podobnie

u Copiapoa tenuissima ze wzgledu na bardzo matg liczebnos¢ siewek barwnych
przeznaczono je gléwnie do analiz genetycznych, natomiast do badan barwnikoéw
oprocz siewek zawierajacych chlorofil (siewki zielone i brunatne) przeznaczono
wylacznie siewki zotto-kremowe (dla dawek 15, 20, 25 Gy) lub pomaranczowo-
brunatne (dla dawki 50 Gy).

4.2. Ekstrakcja barwnikow roslinnych z uzyskanych siewek

Przygotowany material ros$linny zwazono na wadze analitycznej z doktad-
noscig 0,1 mg, a nastgpnie rozdrobniono kazda siewke z osobna w mozdzierzu
porcelanowym z dodatkiem kilkudziesieciu mg piasku kwarcowego, ktory ucie-
rano wraz z siewka. Do ekstrakcji antocyjanéw dodawano 3,5 ml 1% HCI
w metanolu cz.d.a., natomiast do ekstrakcji karotenoidow i chlorofilu a oraz chlo-
rofilu b dodawano 3,5 ml 100% acetonu cz.d.a. W kolejnym etapie ekstrakty
przefiltrowano iloSciowo przez lejek z bibulg filtracyjna (Srednig, jakoSciowa) do
probowek o pojemnosci 3,5 ml. Wyznaczono maksima absorpcji przy charakte-
rystycznej dla danego barwnika dtugosci fali (Amax) 1 wykonano pomiar absorban-
cji przy okreslonych dlugosciach fal dla sumy: antocyjanéw przy 530 nm, dla
karotenoidow przy 440 nm, oraz chlorofili: 645 nm i 662 nm. Badania przepro-
wadzono w trzech powtorzeniach dla kazdej kombinacji barwy i dawki promie-
niowania, poza wspomnianymi wyjatkami. Ocena zawarto$ci antocyjanow,
karotenoidow i chlorofili zostaty wykonane przy pomocy spektrofotometru Shi-
madzu 1601PC wg zmodyfikowanej procedury Lichtenthaler i Buschmann
[2001] oraz Wettstein [1957] i Harborne [1967] cyt. za Lema-Ruminska i Zalew-
ska [2004].
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Do ilosciowego oznaczenia stgzenia sumy antocyjandOw zastosowano me-
tode algebraiczng wykorzystujac wzor:

As3g

Ca=qxl

g-dm™]

gdzie:
k = 61,7 (wspotczynnik ekstynkcji dla glikozydu 3-cyjanidyny)
h =1 cm (grubo$¢ warstwy)

Stezenie karotenoidow obliczono wg wzoru:
Cx = 4,695 - Ay [mg- dm™3]
Chlorofil a obliczono wg wzoru:
C,=11,24-Agey — 2,04 - Agys [ ng - ml]
Chlorofil b obliczono zgodnie z wzorem:

Cb = 20,13 * A645 - 4,19 * A662 [ug N ml]

4.3. Analizy molekularne

Z uzyskanych dwumiesiecznych siewek zostalo wyizolowane DNA, z wy-
korzystaniem 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 izolacj¢ we-
dtug protokotu Genomic Mini AX Plant (Spin). Do ekstrakcji wykorzystano
okoto 100 mg $wiezej masy siewki, ktdre umieszczono w probowce o pojemnosci
1,5 ml i dokonano homogenizacji tkanek za pomoca urzadzenia FastPrep®-24
(firmy MP Biomedicals). W dalszej kolejnosci dodano 900 pl zawiesiny lizujacej
LS oraz 20 pl roztworu Proteinazy K. Cato$¢ wymieszano i inkubowano w tem-
peraturze 50°C przez 10 minut na termowytrzasarce TS-100C firmy Biosan, przy
parametrach ciggltego mieszania 1400 RPM. W celu catkowitego usunigcia RNA
dodano 2 pl RNA-zy (10 mg/ml) firmy A&A Biotechnology. Po inkubacji probki
worteksowano przez 2 minuty przy parametrach 1000-1400 rpm. Nastgpnie
probki zwirowano przy predkosci 14 000 x g przez 5 minut, przy wykorzystaniu
wirowki MPW-260R. Po zwirowaniu pobrano 600 pl supernatantu i naniesiono
go na kolumne Mini AX Spin o objetosci 2 ml. Kolumny zwirowano przez 30-60
sekund przy predkosci 8 000 x g. Usunigto zuzyta 2 ml probéwke i umieszczono
kolumne Mini AX Spin w nowej 2 ml probowce. Przeptukano pierwszym
buforem ptuczacym W1 w objetosci 600 pl. Catos¢ zwirowano przy predkosci
8000 x g przez 30-60 sekund. Ponownie usuni¢to zuzytag 2 ml probowke
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1 umieszczono kolumng Mini SX Spin w nowej 2 ml probowce. Przeptukano dru-
gim buforem pluczacym W2 w objetosci 500 ul. Catos¢ zwirowano przy predko-
$ci 8 000 x g przez 30-60 sekund. Pominig¢to dodanie buforu zoboj¢tniajacego N,
poniewaz wyizolowane DNA nie bylo zamrazane. Po zwirowaniu ostroznie usu-
nigto zuzyta 2 ml probowke i umieszczono kolumne Mini AX Spin w probowce
do elucji. Naniesiono 150 pl buforu elucyjnego E i inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 5 minut. Po uptywie tego czasu wirowano przez 30-60 sekund
przy predkosci 8 000 x g. Usunieto kolumng i zamknigto probowke, ktora zawie-
rata oczyszczone DNA. Pomiar czystosci DNA przeprowadzono za pomoca
NanoPhotometru® NP 80. Wyizolowane DNA bylo przechowywane
w lodoéwce w temperaturze 6°C. Analiz¢ molekularng przeprowadzono za po-
moca siedmiu starterow SCoT (Start Codon Target, Collard i Mackill, 2009), kto-
rych charakterystyka zostala przedstawiona w Tabeli 1. Reakcje PCR
przeprowadzono w termocyklerze Thermal Cycler (BIO-RAD, model C1000
TOUCH) w objetosci 25 pl. Na koncowa objetos¢ sktadato sie: 2,5 pl startera,
12,5 ul PCR MIX Plus (A&A Biotechnology, Poland), w sktad ktérego wcho-
dzito 0,1 U/ul polimerazy 7Taqg DNA, 4 mM MgCl,, 0,5 mM kazdego z dNTPs,
20 ng matrycy DNA oraz wodg¢ jalowej. Reakcja PCR polegata na wstepnej de-
naturacji w temperaturze 94°C przez 4 minut. Nastepnie przez 35 cykli: 1 minuta
w temperaturze 94°C, 1 minuta w temperaturze przylaczania dla odpowiedniego
starterow 10 minut w temperaturze 72°C. Po przeprowadzonej amplifikacji 10 pl
produktu reakcji PCR zostato rozdzielone na 1,5% zelu agarozowym, wybarwio-
nym bromkiem etydyny w objetosci 18 ul w buforze TBE pod napigciem 90V
przez 20 minut a nastepnie przez 90 minut pod napigciem 110V w komorze Stan-
dard Power Pack25 (Biometria). Jako obcigzacza wykorzystano 6X TriTrack
DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific) oraz markera wielkosci prazka
GenRuler Express DNA Ladder ready-to-use (Thermo Fisher Scientific). Uzy-
skane produkty zarchiwizowano za pomocg systemu archiwizacji zeli Gel
Doc™XR+ (BIO-RAD). Oznakowanie prob w zelu przedstawia tabela 2.

Tab. 1. Sekwencje starterow SCoT uzytych w reakcji PCR

Starter Sekwencja 5°-3°
S3 CAACAATGGCTACCACCG
S4 CAACAATGGCTACCACCT
S8 CAACAATGGCTACCACGT
S12 ACGACATGGCGACCAACG
S13 ACGACATGGCGACCATCG
S25 ACCATGGCTACCACCGGG
S33 CCATGGCTACCACCGCAG
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Tab. 2. Oznakowanie prob w zelu i/lub na dendrogramach

Nr Dawka
proby | promieniowania Gatunek Barwa siewki
na zelu X [Gy]
1 0 brunatna
2 0 zielona
3 0 kremowo-biata
4 15 brunatna
5 15 zielona
6 15 kremowo-biata
7 15 pomaranczowa
8 15 czerwona
9 20 brunatna
10 20 zielona
11 20 Astrophytum spp. ‘Purple’ kremowo-biata
12 20 pomaranczowa
13 25 brunatna
14 25 zielona
15 25 kremowo-biata
16 25 pomaranczowa
17 50 brunatna
18 50 zielona
19 50 kremowo-biata
20 50 pomaranczowa
21 50 czerwona
22/1 0 brunatna
2372 0 zielona
24/3 15 brunatna
25/4 15 zielona
26/5 15 z6lto-kremowa
27/6 20 brunatna
28/7 20 zielona
29/8 20 Copiapoa tenuissima z6Mto-kremowa
30/9 25 brunatna
31/10 25 zielona
32/11 25 pomaranczowo-brunatna
33/12 25 z6Mto-kremowa
34/13 50 brunatna
35/14 50 zielona
36/15 50 pomaranczowo-brunatna
37/16 50 z6Mto-kremowa

64



cd. tab. 2

38/1 0
39/2 0
40/3 0
41/4 15
42/5 15
43/6 15
44/7 20
45/8 20
46/9 20
4710 25
48/11 25
49/12 25
50/13 50
51/14 50
52/15 50
53/16 Anomalia 1
54/17 Anomalia 2

Uebelmannia pectinifera

brunatno-brunatna

brunatno-zielona

zielono-zielona

brunatno-brunatna

brunatno-zielona

zielono-zielona

brunatno-brunatna

brunatno-zielona

zielono-zielona

brunatno-brunatna

brunatno-zielona

zielono-zielona

brunatno-brunatna

brunatno-zielona

zielono-zielona

brunatna

(sam hypokotyl bez pedu)

zielono-brunatna

(sam hypokotyl bez pedu)

4.4. Analizy statystyczne

Uzyskane wyniki analiz biochemicznych oraz parametry morfologiczne zo-
staly opracowane statystycznie za pomocg analizy wariancji, przy poziomie istot-
nosci p<0,05 z wykorzystaniem programu komputerowego Statistica 13.1
(StatSoft). Analizy molekularne zostaty wykonane za pomocg programu GelA-
nalyzier 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 obecno$¢ prazka
oznacza (1) a brak (0). Otrzymana matryca stanowita podstawe do obliczen sta-
tystycznych. Do opracowania wynikow zostanie wykorzystana analiza skupien
(cluster analysis) metoda UPGMA (Unweighted Pair-Group Method) przy po-

mocy programu Statistica 13.1 (StatSoft).
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5. WYNIKI

5.1. Dynamika kielkowania nasion w warunkach in vitro
poddanych dzialaniu promieniowania X

Przez kolejne osiem tygodni od dnia sterylnego wysiewu nasion trzech ga-
tunkow kaktusow (Astrophytum spp. 'Purple', Copiapoa tenuissima, Uebelman-
nia 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.

5.1.1. Astrophytum spp. ‘Purple’

Przez pierwsze trzy dni prowadzenia doSwiadczenia w warunkach in vitro
nie stwierdzono makroskopowego objawu kieltkowania nasion u kaktusa
Astrophytum spp. 'Purple', ktore byty poddane dziataniu promieniowania X oraz
nasion kontrolnych (Ryc. 27). Poczatek kietkowania odnotowano czwartego dnia,
gdy stwierdzono pojawienie si¢ korzonka zarodkowego u jednej siewki
z nasiona poddanego uprzednio promieniowaniu w dawce 20 Gy. Nastgpnego
dnia stwierdzono kietkowanie dwdch nasion napromienionych tg dawka
oraz dwoch, ktére uprzednio potraktowano dawka 15 Gy. Poczatek kietkowania
nasion nienapromienionych oraz nasion napromienionych wyzszymi dawkami
(25 1 50 Gy) byt opdzniony o 3-4 dni w stosunku do dawek 15 — 20 Gy. Kolejne
dni (od dnia szdéstego do dziewigtnastego) byly réwniez najbardziej efektywne
pod wzgledem uzyskanej liczby kietkujacych nasion poddanych dziataniu pro-
mieniowania X w dawce 15 1 20 Gy. Liczba kietkujacych nasion dla tych dwoch
dawek (15 i 20 Gy) byta wyzsza niz nasion nienapromienionych (kontroli — 0 Gy)
oraz nasion napromienionych dawkami 25 i 50 Gy. Dopiero 19-tego dnia obser-
wacji stwierdzono, ze liczba kietkujacych nasion nie poddanych dziataniu pro-
mieniowania zrownata si¢ z liczba kietkujacych nasion poddanych dziataniu
dawek promieniowania 20 Gy, a w kolejnych dniach (od 22 dnia obserwacji)
liczba kietkujacych nasion kontrolnych zaczela przewyzszac¢ wszystkie pozostate
kombinacje. Tendencja ta utrzymata si¢ do zakonczenia obserwacji. Od 14 do 18
dnia trwania kultury oraz od 36 do konca trwania obserwacji stwierdzono naj-
mniej kietkujgcych nasion poddanych promieniowaniu w dawce 50 Gy. Roznica
w ilo$ci kietkujacych nasion dla nasion poddanych dziataniu promieniowania X
w dawce 50 Gy w stosunku do kontroli wynosita 22,13%.
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Ryc. 27. Dynamika kietkowania nasion kaktusa Astrophytum spp. "Purple' (kontrolnych
i poddanych promieniowaniu X) w trakcie trwania kultury in vitro

5.1.2. 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, 25 Gy czy 50 Gy (Ryc.
28). Osmego dnia odnotowano poczatek kietkowania nasion poddanych promie-
niowaniu 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 dziewiatym dniu trwania do§wiadczenia. W kontroli (0 Gy)
w dniach o dziewigtego do szesnastego dnia trwania kultury in vitro zaobserwo-
wano powstanie najwigkszej liczby kietkujacych nasion. Tendencja ta zmienita
si¢ od 17 dnia do konca trwania do§wiadczenia, gdzie najefektywniej kietkowaty
nasiona uprzednio potraktowanych dawka promieniowania wynoszaca 25 Gy.
Najmniej kietkujgcych nasion stwierdzono natomiast od dziewigtego do 13 oraz
od 16 do 17 dnia trwania kultury, ktore wezesniej poddano dziataniu promienio-
wania X w dawce 15 Gy, aw 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 do$§wiadczenia, zaob-
serwowano wytworzenie si¢ mniejszej liczby kietkujacych nasion napromienio-
wanych dawka 15 Gy oraz 20 Gy w stosunku do kontroli (0 Gy) oraz wyzszych
dawek promieniowania (25 i 50 Gy). Natomiast w przypadku nasion napromie-
niowanych dawka 50 Gy, odnotowano, iz od 19 dnia trwania kultury uzyskano
wigksza liczbe kietkujacych nasion w stosunku do kontroli. Najwigcej kietkuja-
cych nasion uzyskano dla nasion napromienionych dawka 25 Gy (o 15,87 % wig-
cej kietkujgcych nasion w stosunku do kontroli).
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Ryc. 28. Dynamika kietkowania nasion kaktusa Copiapoa tenuissima (kontrolnych
i poddanych promieniowaniu X) w trakcie trwania kultury in vitro

5.1.3. Uebelmannia pectinifera

U gatunku Uebelmannia pectinifera przez pierwsze dwa dni nie zaobserwo-
wano kietkowania nasion (Ryc. 29). Poczatek kietkowania stwierdzono trzeciego
dnia (w ilo$ci dwoch nasion) tylko dla nasion uprzednio potraktowanych promie-
niowaniem X w dawce 50 Gy. Czwartego dnia trwania obserwacji odnotowano
poczatek kietkowania 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 szdstego dnia trwania kultury in vitro odnotowano
najwicksza ilos¢ kietkujacych nasion uzyskanych dla proby kontrolnej, wraz
z uplywem czasu tendencja ta ulegta zmianie. Juz siddmego dnia (dla zastosowa-
nej dawki na nasiona 50 Gy), dziewiatego (dla nasion poddanych dawka 15 Gy
oraz 25 Gy) oraz 11 dnia (dla materialu napromieniowanego dawka 20 Gy) pro-
wadzenia doswiadczenia uzyskano wigkszg liczbe kietkujacych nasion niz
w kontroli (0 Gy). Dopiero od 25 dnia trwania kultury do 57 dnia zaobserwo-
wano, ze mniejszg liczbe kietkujacych nasion otrzymano dzieki napromieniowa-
niu nasion dawka 25 Gy (o 8,48% w stosunku do kontroli). Nalezy zaznaczy¢, iz
juz od 13 dnia do konca trwania do§wiadczenia najwigksza 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
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kontroli bylo zastosowanie dawki 20 Gy, ale bardziej korzystnym okazato si¢
uzycie dawek kolejno 15 Gy oraz 50 Gy.
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Ryec. 29. Dynamika kietkowania nasion kaktusa Uebelmannia pectinifera (kontrolnych
i poddanych promieniowaniu X) w trakcie trwania kultury in vitro

5.2. Ocena barwy siewek i stezenia barwnikow roslinnych
poddanych dzialaniu promieniowania X

Po uptywie o$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 (wedlug katalogu RHSCC), a takze okre§lono
stezenie barwnikow roslinnych (antocyjandow, karotenoidow, chlorofili
a oraz chlorofili b) w nich zawartych.

5.2.1. Astrophytum spp. ‘Purple’

W wyniku prowadzenia kultury in vitro nasion Astrophytum spp. ‘Purple’
uzyskano 1869 siewek, z czego 1425 uzyskano z nasion poddanych dziataniu
promieniowania jonizujgcego X o odmiennej dawce (Ryc. 30, Tab. 3). Najwigcej
siewek bezchlorofilowych uzyskano z nasion uprzednio potraktowanych promie-
niowaniu w dawce 50 Gy (5,12%), natomiast najmniej dla siewek kontrolnych,
niepoddanych dzialaniu czynnika mutagennego (1,33%).
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Ryc. 30. Barwy siewek uzyskane w wyniku dziatania promieniowania X w dawce
25 Gy na nasiona Astrophytum spp. ‘Purple’: a — barwa brunatna — Greyed —
Orange (176B,176C), b — barwa zielona — Yellow — Green (144A, 144C),
¢ — barwa czerwona — Red Group — 50C, d — barwa pomaranczowa — Orange
Group 28C, e — barwa kremowo — z6tta Yellow Group — 158B; (bar = 1 cm)
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Tab. 3. Liczbowy i procentowy udziat siewek o r6znych barwach wg katalogu RHSCC
u Astrophytum spp. 'Purple’ po zastosowaniu promieniowania X

Liczba siewek
siewki siewki
Dawka bezchlorofilowe chlorofilowe Udzial
promieniowania [barwa wg [barwa wg Razem [%]
[Gy] RHSCC(] RHSCC]
144A siewki | siewki | siewek
28C | 1588 144C WU[I68 bezchl. | ogélem | bezchl.
0 (kontrola) 3 2 4 5 444 1,13
15 3 2 16 6 416 1,44
20 5 2 27 8 398 2,01
25 7 2 28 12 396 3,03
50 9 1 4 11 215 5,12
Ogolem 27 9 79 42 1869 2,23
[barwa uzyskanych siewek: . —brunatna, | —zielona,  — pomaranczowa,

— kremowo-biata; [J] - czerwona]

Wsrod siewek pozbawionych chlorofilu stwierdzono najwigcej tych o po-
maranczowej barwie (27), natomiast najmniej bylto siewek charakteryzujacych
sie barwg czerwong (6) oraz kremowo-z6tta (9). W przypadku siewek chlorofilo-
wych najwiecej stwierdzono egzemplarzy o barwie brunatnej (1748 siewek), na-
tomiast najmniej majacych zielone zabarwienie (79).

W przypadku kontroli stwierdzono powstanie 444 siewek, z czego pie¢ byto
bezchlorofilowych, charakteryzujacych si¢ barwa pomaranczowsa (3) oraz kre-
mowo-z6tta (2). Natomiast nie uzyskano siewek o barwie czerwonej dla proby
kontrolnej. W przypadku siewek chlorofilowych uzyskano 435 siewek o barwie
brunatnej oraz cztery siewki barwy zielonej. W wyniku poddania nasion promie-
niowaniu X w dawce 15 Gy stwierdzono powstanie 416 siewek, z czego szes§¢
bylo bezchlorofilowych (jedna czerwona, dwie kremowo-zo6lte oraz 5 pomaran-
czowych), natomiast 410 stanowity siewki chlorofilowe (394 brunatne, 16 zielo-
nych). Dziatanie promieniowania w dawce 20 Gy na nasiona spowodowato
uzyskanie w sumie 398 siewek, z czego tylko osiem byto bezchlorofilowych
(jedna czerwona, dwie kremowo-zoélte i pig¢ pomaranczowych), natomiast 390
byto chlorofilowych (z czego 363 brunatne, a 27 zielonych). W wyniku dziatania
dawki 25 Gy na nasiona otrzymano tacznie 396 siewek, z czego 12 bylto bezchlo-
rofilowych (trzy czerwone, siedem pomaranczowych, jedna kremowo-zotta), na-
tomiast 384 bylo chlorofilowych (356 brunatnych, 28 zielonych). Zastosowanie
najwickszej dawki (50 Gy) spowodowato uzyskanie w sumie 215 siewek,
z czego 11 bylo bezchlorofilowych (jedna barwy czerwonej, jedna barwy
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kremowo-z6ttej, dziewiec o zabarwieniu pomaranczowym), natomiast liczbg 204
stanowity siewki chlorofilowe (z czego 200 charakteryzowato si¢ barwg bru-
natng, a cztery — zielong).

Ze wzgledu na bardzo matg liczebnos¢ siewek bezchlorofilowych (Tab. 3)
przeznaczono je gtownie do analiz genetycznych, natomiast do badan barwnikow
oprocz siewek zawierajacych chlorofil (siewki zielone i brunatne) przeznaczono
wylacznie siewki kremowo-biate (dla dawek 0, 15, 20, 25 Gy) lub pomaranczowe
(dla dawki 50 Gy).

Tab. 4. Barwa siewki (wg katalogu RHSCC) oraz st¢zenie sumy antocyjanéw, karote-
noidow i chlorofli a oraz b w przeliczeniu na 1 g $wiezej masy siewki w zalez-
nosci od dawki promieniowania X u Astrophytum spp. ‘Purple’

Stezenie barwnikéw [mg-dm
Dawka B.arwz.l : = :
promieniowania siewki . . chlorofil | chlorofil
X [Gy] (wg antocyjany | karotenoidy a
RHSCC)
23,64 c* 4091d | 41,53 ¢ [ESRIaN
0 158 B - - - -
38,82 f 4558 d
TNl 17.42c
15 158 B - - - -
144 A, C 13,56 i 41,70 ¢ SLOL T 5610c
chki
1545 f 45,09cf | 43,06f | 2141f
20 158 B - - - -
144A,C | 2437b 4785b | 66,50bc | 27,12d
22,88 ¢ 29.85¢ | 3576h | 1351h
25 158 B - - - -
144A,C | 2320 d 3333cf | 4457¢ | 1983 g
14,18 h 17,97 ¢ 2;‘1’114 8,28 i
>
28 C 14,68 g

[barwa uzyskanych siewek: . —brunatna, | —zielona,  — pomaranczowa,
— kremowo-biata; . — stezenie najwyzsze; . — stgzenie najnizsze)
* dane w kolumnach oznaczone tymi samymi literami alfabetu nie r6znig si¢ istotnie przy
poziomie istotnosci o = 0,05
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W przypadku Astrophytum spp. ‘Purple’ wszystkie badane siewki kremowo-
biate, bez wzgledu na zastosowana dawke promieniowania nie zawieraly antocy-
janow, karotenoidéw, chlorofilu a i chlorofilu b (Tab. 4). W przypadku siewek
bezchlorofilowych o barwie pomaranczowej dokonano oceny stezenia barwni-
kéw roslinnych z uwagi na ich wystepowanie w badanych siewkach.

Najwyzsze stgzenie antocyjandow oraz chlorofilu b stwierdzono dla siewek
kontrolnych (dawka wynoszgca 0 Gy), natomiast karotenoidow i chlorofilu a dla
siewek, uzyskanych w wyniku wczesniejszego napromienienia nasion dawka
15 Gy. Najmniejsze stgzenie antocyjanow, karotenoidow oraz chlorofilu a uzy-
skano z siewek, ktore uprzednio potraktowano promieniowaniem wynoszacym
50 Gy. Natomiast najmniejsze stezenie chlorofilu b uzyskano dla siewki uzyska-
nej z nasion poddanych promieniowaniu wynoszacemu 25 Gy. W kazdej
z siewek, niezaleznie od ich barwy czy uprzednio zastosowanej dawki promie-
niowania na nasiona, stwierdzono nizsze stg¢zenie antocyjanow w stosunku
do proby kontrolnej. Najwicksze stezenie barwnikéw tego rodzaju stwierdzono
w przypadku siewki barwy zielonej, ktorg uzyskano z nasiona niepoddanego pro-
mieniowaniu X (30,47 mg-dm™), natomiast najmniejsze (12,40 mg-dm™) dla tej
o barwie zielonej, ktorej nasiono bylo uprzednio potraktowane promieniowaniem
rentgenowskim, w dawce wynoszacej 50 Gy. Porownywalny poziom stezenia an-
tocyjanow w stosunku do kontroli (siewka brunatna: 23,64 mg-dm?; zielona:
30,47 mg-dm™) stwierdzono dla materialu uzyskanego z nasion potraktowanych
promieniowaniu rentgenowskiemu wynoszacemu 25 Gy (dla siewki brunatne;j:
22,88 mg-dm™; a dla siewki zielonej: 23,20 mg-dm).

Najwigce] karotenoidéw stwierdzono w przypadku siewki, otrzymanej z na-
siona poddanego promieniowaniu w dawce 15 Gy, charakteryzujacej si¢ barwa bru-
natng (57,41 mg-dm™), a najmniej dla siewki, uzyskanej z nasiona potraktowanego
dawka promieniowania 50 Gy, majacej pomaranczowa barwe (11,49 mg-dm™).
W stosunku do proby kontrolnej o barwie brunatnej (40,91 mg-dm?), siewki o tym
samym zabarwieniu, uzyskane z nasion poddanych dziataniu czynnika mutagennego
w dawce 15 Gy oraz 20 Gy, miaty wyzsze stezenie antocyjandéw (odpowiednio: 57,41
mg-dm? oraz45,09 mg:dm?). W odniesieniu do kontroli barwy  zielonej
(38,82 mg-dm™), siewki tej samej barwy, rowniez otrzymane z nasion poddanych
dziataniu promieniowania X w dawce 15 Gy i1 20 Gy, mialy wyzsze stezenie karote-
noidow (kolejno: 41,70 mg-dm™ oraz 47,85 mg-dm).

Najwiecej chlorofilu a stwierdzono dla probek wyekstrahowanych z siewki
brunatnej, ktoérej nasiono poddano promieniowaniu X w dawce 15 Gy
(75,21 mg-dm™), natomiast najmniej dla siewki pomarafnczowej, uzyskanej z na-
siona poddanego czynnikowi mutagennemu w dawce 50 Gy (7,88 mg-dm™).
Stwierdzono wyzsze st¢zenie chlorofilu a w stosunku do siewki kontrolnej barwy
brunatnej (41,53 mg-dm™) dla probek, otrzymanych z nasion narazonych dawka
promieniowania wynoszacej 15 Gy (75,21 mg-dm™) oraz 20 Gy (43,06 mg-dm™).
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Natomiast w odniesieniu do proby kontrolnej, charakteryzujacej si¢ barwg zie-
long, uzyskane ekstrakty z siewek o tym samym zabarwieniu (gdzie nasiona byty
potraktowane promieniowaniem w dawce 15 Gy i 20 Gy) mialy wyzsze stgzenie
chlorofilu a (odpowiednio: 51,01 mg-dm™ oraz 66,50 mg-dm). Chlorofilu b
stwierdzono w najwiekszym stezeniu (wynoszgcym 35,81 mg-dm) w ekstrakcie
uzyskanym z siewki kontrolnej barwy brunatnej, natomiast najmniej dla wyeks-
trahowanej probki z siewki otrzymanej z nasiona poddanego napromieniowaniu
dawka 25 Gy (13,51mg-dm>).

Ekstrakt uzyskany z siewki zielonej, pochodzacy z nasiona poddanego pro-
mieniowaniu rentgenowskiemu (dawka 15 Gy) zawieral wigksze st¢zenie anto-
cyjandéw (30,10 mg-dm) w stosunku do kontroli o tej samej barwie (26,12
mg-dm™). Stwierdzono nieco nizszy poziom stezenia chlorofilu b u siewki bru-
natnej, uzyskanej z nasiona narazonego na promieniowanie w dawce 15 Gy
(33,50 mg-dm?®) w stosunku do siewki kontrolnej o tej samej barwie
(35,18 mg-dm™), nienarazonej na dziatanie czynnika mutagennego.

5.2.2. Copiapoa tenuissima

W wyniku prowadzenia kultury in vitro nasion dla Copiapoa tenuissima uzy-
skano 777 siewek, z czego 636 uzyskano w wyniku dziatania promieniowania
jonizujacego X o odmiennej dawce na nasiona (Ryc. 31, Tab. 5). W wyniku na-
promieniowania nasion dawkami od 15 do 50 Gy uzyskano w sumie 17 siewek
barwnych (9,60 %), charakteryzujacych si¢ pomaranczowo-brunatnym oraz
zotto-kremowym zabarwieniem. Najwiecej siewek barwnych stwierdzono u sie-
wek uzyskanych z nasion poddanych promieniowaniu w dawce 50 Gy (4,90%),
natomiast najmniej dla siewek kontrolnych (1,85%).

W przypadku kontroli uzyskano tacznie 141 siewek, z czego 29 stanowito
siewki barwy zielonej, a 112 barwy brunatnej, natomiast nie stwierdzono obecnosci
siewek barwnych. W wyniku zastosowania promieniowania X w dawce
15 Gy na nasiona otrzymano w sumie 142 siewki, z czego tylko trzy stanowity
barwne siewki zotto-kremowe. Nie stwierdzono wytworzenia si¢ siewek pomaran-
czowo-brunatnych. Jednakze otrzymano 17 siewek zielonych oraz 122 brunatne.
Dzigki poddaniu dziataniu czynnika mutagennego w postaci promieniowania X
w dawce 20 Gy uzyskano w sumie 135 siewki, wsrod ktorych trzy mialy barwe
z6tto-kremowa, 22 zielong a 110 brunatng. Zastosowanie dawki 25 Gy na nasiona
spowodowalo powstanie trzech siewek zotto-kremowych, jednej pomaranczowo
brunatnej, 51 zielonych oraz 161 brunatnych. Natomiast uzycie najwickszej dawki,
wynoszacej 50 Gy spowodowato wyodrgbnienie si¢ az szesciu siewek barwy po-
maranczowo-brunatnej oraz jednej zotto-kremowej. Stwierdzono réwniez powsta-
nie 51 siewek zielonych i 85 siewek barwy brunatne;.
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Ryc. 31. Barwy siewek uzyskane w wyniku dziatania promieniowania X na nasiona
Copiapoa tenuissima: a — siewka brunatna 0 Gy, b — siewka zielona 0 Gy,
¢ — siewka brunatna 15 Gy, d — siewka zo6tto-kremowa 15 Gy, e — siewka zie-
lona 20 Gy, f — pomaranczowo-brunatna 50 Gy; (bar = 1 cm)
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Tab. 5. Liczbowy i procentowy udziat siewek o r6znych barwach wg katalogu RHSCC
u Copiapoa tenuissima po zastosowaniu promieniowania X

Liczba siewek
Dawka siewki barwne siewki typowe .
. Udzial
promie- [barwa [barwa Razem (%]
niowania wg RHSCC] wg RHSCC]
G| 1ssm.c R Xl barwne | ogolem | SN
barwne
0
(kontrola) 0 0 141 0,00
15 3 3 142 2,11
20 3 3 135 2l
25 3 4 216 1,85
50 1 7 143 4,90
Ogolem 10 17 777 9,60
[barwa uzyskanych siewek: . — brunatna, — zielona, . — pomaranczowo-brunatna,

— z6tto-kremowa]

Podczas dokonywania charakterystyki morfologicznej siewek uzyskanych
z nasion poddanych promieniowaniu w zréznicowanej dawce (od 0 Gy do 50 Gy),
oprocz parametrow dotyczacych ich barwy, dokonano oceny $wiezej masy, dtu-
gosci, szerokos$ci siewki 1 dtugosci jej najdtuzszego korzenia (Tab. 6).

Siewki uzyskane z nasion napromieniowanych dawka 25 Gy posiadaly naj-
wyzszg Srednig warto$¢ parametrow takich jak Swieza masa, dtugos¢ catej siewki
(epikotylu i hipokotylu), szerokos¢ epikotylu. Nalezy zaznaczy¢, iz nie r6znity
si¢ pod wzgledem szerokosci epikotylu i dtugo$ci najdtuzszego korzenia dla sie-
wek kontrolnych (0 Gy). Sredni parametr najdhizszego korzenia odnotowano dla
siewki uzyskanej z nasion uprzednio potraktowanych promieniowaniem X
w dawce 50 Gy. Natomiast najnizsze S$rednie parametrow $wiezej masy,
dtugosci hipokotylu oraz epikotylu, szerokosci epikotylu oraz dtlugosci najdtuz-
szego korzenia odnotowano dla siewek potraktowanych promieniowaniem
w dawce 20 Gy, jednak dtugos¢ siewki i szeroko$¢ epikotylu nie réznita si¢ przy
dawce 50 Gy.

Ze wzgledu na bardzo matg liczebno$¢ siewek barwnych (Tab. 7) przezna-
czono je gtdownie do analiz genetycznych, natomiast do badan barwnikéw oprocz
siewek zawierajacych chlorofil (siewki zielone i brunatne) przeznaczono wylacz-
nie siewki zotto-kremowe (dla dawek 15, 20, 25 Gy) lub brunatno-pomaran-
czowe (dla dawki 50 Gy).
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Tab. 6. Charakterystyka morfologiczna siewek Copiapoa tenuissima uzyskanych
z nasion poddanych dziataniu promieniowania X na podstawie danych staty-

stycznych
Siewka
Dawk - , §¢
m::evl:io::vl:l:l()ia Swieza Dlugos¢ Szerokosé n;?:;:l gz(;;z o
masa (epikotyl+hypokotyl) | epikotylu J . g
[Gyl [mg] (mm] (mm] korzenia
8 [mm]
0 (kontrola) 4,34b
15 2,84ab 7,38b

[. — wartosci najwyzsze; . — wartosci najnizsze]

U Copiapoa tenuissima najwyzsze stezenie antocyjanéw oraz chlorofilu b
stwierdzono dla siewek uzyskanych z nasion uprzednio poddanym promieniowa-
niu X w dawce 15 Gy, natomiast karotenoidéw oraz chlorofilu a dla siewek kon-
trolnych (dawka 0 Gy). Najmniejsze stezenie antocyjanow 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 stgzenie antocy-
janow (46,76 mg-dm) dla siewki o barwie zielonej, uzyskanej z nasiona podda-
nego promieniowaniu X w dawce 15 Gy, natomiast najnizsze (0,44 mg-dm™), dla
siewki brunatnej, ktorg uzyskano dzigki zastosowaniu promieni rentgenowskich
w dawce 50 Gy. Pozostate siewki barwy zielonej, otrzymane z nasion potrakto-
wanych promieniowaniem X (w dawce 20 Gy, 25 Gy oraz 50 Gy) rowniez miaty
wyzsze stezenie antocyjanéw w stosunku do proby kontrolnej (2,83 mg-dm™).
Probki wyekstrahowane z siewek barwy brunatnej (uzyskanych z nasion potrak-
towanych dzialaniu czynnika mutagennego w dawce 15 Gy, 20 Gy, 25 Gy oraz
50 Gy), posiadaty nizsze stezenie antocyjanéw w stosunku do probek uzyskanych
z siewek kontrolnych (Gy = 0), o tym samym zabarwieniu. Siewki poddane czyn-
nikowi mutagennemu barwy zo6tto-kremowej posiadaly mniejsze stezenie anto-
cyjanow w stosunku do siewki kontrolnej barwy brunatnej, jednakze wigksze od
siewki barwy zielonej. Najwigksze i najmniejsze stezenie karotenoidow odnoto-
wano 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 zastoso-
wanej dawki promieniowania stezenie karotenoidow malato (od 39,38 mg-dm™
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— 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 promienio-
wania, zawieraly wigksze st¢zenie karotenoidéw w stosunku do probek kontrol-
nych, ktére nie byly narazone na dziatanie czynnika.

Tab. 7. 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.

Dawka . . Stezenie barwnikéw [mg-dm]
B ki
promieniowa- arwa siew ) )
nia X [Gy] (wg RHSCC) | antocyjany |karotenoidy| chlorofil a | chlorofil b

176 B, C
176 B, C 23,10 e 31,23 f
39,38 b 36,74 d

24,18 d 21,20 f 17,47 j 24,00 e

14,36 13,221 20,38 h 26,84 a
20 144 A, C 6,06 k 37,87 ¢ 4381b 35,04 b
158 B, C 11,291 22,78 e 19,851 23,84 ¢
19,06 g 2995 g 13,23 h
25 144 A, C 22,46 ¢ 32,84 d 36,36 ¢ 30,09 d
18,00 f 16,60 k 20,83 f
13,64 h 15,99 1 7,61 j
33,21d 40,03 ¢ 33,63 ¢
8,45 ] 8,371 10,53 1
[barwa uzyskanych siewek: . — brunatna, — zielona, . — pomaranczowo-brunatna,

— z6tto-kremowa; [JJ] - stezenie najwyzsze; ] - stezenie najnizsze]

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

Najwicksze (87,32 mg-dm™) i najmniejsze (7,32 mg-dm™) stezenie chloro-
filu a stwierdzono réwniez dla probek wyekstrahowanych z siewek kontrolnych.
Dziatanie promieniowania X wptyneto znacznie na obnizenie stezenia chlorofilu
a u siewek barwy zielonej, otrzymanych z nasion potraktowanych dziataniu pro-
mieni rentgenowskich, jednakze w przypadku siewek barwy brunatnej, ktorych
nasiona byty rdwniez poddane dziataniu promieniowaniu X odnotowano znaczny
wzrost stgzenia chlorofilu a. W przypadku chlorofilu b najwigksze stgzenie
(36,97 mg-dm™) stwierdzono w ekstraktach uzyskanych dla siewki barwy zielo-
nej, uzyskanej z nasiona poddanego promieniowaniu o dawce 15 Gy, natomiast
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najnizsze dla proby kontrolnej barwy brunatnej (3,30 mg-dm™). Siewki barwy
brunatnej, pomaranczowo-brunatnej oraz zolto-kremowej, ktéorych nasiona
uprzednio byly potraktowane promieniowaniem X posiadaly wyzsze stezenie an-
tocyjanow w stosunku do siewek kontrolnych tej samej barwy, jednakze nizsze
anizeli siewek kontrolnych barwy zielone;j.

5.2.3. Uebelmannia pectinifera

W wyniku prowadzenia kultury in vitro nasion Uebelmannia pectinifera naj-
wigcej uzyskanych siewek charakteryzowato si¢ barwa brunatno-zielong
(69,80%), natomiast najmniej siewek miato barwe brunatno-brunatng (10,20%)
(Tab. 8, Ryc. 32).

Tab. 8. Liczbowy i procentowy udziat siewek o réznych barwach wg katalogu RHSCC
u Uebelmannia pectinifera po zastosowaniu promieniowania X

Liczba siewek — udzial procentowy

Dawka barwa [wg RHSCC]
promieniowania
[Gyl 164 A,B-164A,B

0 (kontrola) 27 (8,00%)

15 37 (10,00%

20 0 (0,00%)

25 19 (6,00%

50 131 (38,33%)

Ogoélem 214 (11,86%)

[barwa uzyskanych siewek: . — brunatno-brunatna, . — brunatno-zielona,
[ —zielono-zielona]
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Ryec. 32. Barwy siewek uzyskane w wyniku dziatania promieniowania X na nasiona
Uebelmannia pectinifera: a — siewka brunatno-brunatna 0 Gy, b — siewka bru-
natno-zielona 0 Gy, ¢ — siewka zielono-zielona 0 Gy, d — siewka brunatno-
brunatna 15 Gy, e — siewka brunatno-zielona 15 Gy, f— siewka zielono-zielona
20 Gy, g — siewka brunatno-brunatna 20 Gy, h — siewka brunatno-zielona
20 Gy, i — siewka zielono-zielona 25 Gy, j — siewka brunatno-brunatna 25 Gy,
k — siewka brunatno-zielona 50 Gy, 1 — siewka zielono-zielona 50 Gy,
(bar=1 cm)
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W przypadku kontroli, ktorej nasiona nie zostaly poddane dziataniu czyn-
nika mutagennego w postaci promieniowania X, sposrdéd 50 siewek najwigcej
bylo barwy zielono-zielonej (74%), natomiast najmniej brunatno-brunatnej (8%).
W przypadku siewek otrzymanych z nasion uprzednio potraktowanych promie-
niowaniem sytuacja wygladata odmiennie, gdyz w przypadku zastosowania
dwodch najnizszych dawek promieniowania nie uzyskano wcale siewek barwy
brunatno-brunatnej (20 Gy) badz stosunkowo mate ilosci (dla 15 Gy — 10% sie-
wek miato barwe brunatno-brunatng). Z kolei w wyniku zastosowania na nasiona
dawek 25 Gy i 50 Gy spowodowato uzyskanie najmniejszej liczby siewek (ko-
lejno 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 najwigksza liczbe otrzymanych siewek koloru brunatno-zielonego
(od 68,89% do 96% w stosunku do catkowitej liczby siewek).

Podczas dokonywania charakterystyki morfologicznej siewek Uebelmannia
pectinifera uzyskanych z nasion poddanych promieniowaniu w zréznicowanej
dawce (od 0 Gy do 50 Gy), oprocz parametréw dotyczacych ich barwy, dokonano
oceny $wiezej masy, dlugosci, szerokosci siewki i dtugosci jej najdtuzszego ko-
rzenia (Tab. 9).

Tab. 9. Charakterystyka morfologiczna siewek Uebelmannia pectinifera uzyskanych
z nasion poddanych dzialaniu promieniowania X na podstawie danych staty-

stycznych
Siewka
]?avaa . Swieza Dlugo$é Szerokos¢ !)lug.osc
promieniowania e || Tt et ) | aroain naj dluzsz.ego
[Gy] i [mm] (mm] Kkorzenia
[mm]
0 (kontrola)
15
20 43,7b 6,54b 2,96b 11,26¢
25 44,5bc 6,30b 2,74bc 16,34b
50 24,8¢c
Ogélem 206,1 31,54 14,7 74,5

[ . — wartosci najwyzsze; . — wartosci najnizsze]

Siewki kontrolne, uzyskane z nasion niepoddanych dziataniu czynnika mu-
tagennego w postaci promieniowania X posiadaty najwyzsze oceniane parametry
(tj. $wieza mase, $rednig warto$¢ dtugosci siewek, szeroko$¢ epikotylu oraz naj-
wyzsza warto$¢ dtugo$ci najdtuzszego korzenia), wyjatek stanowita dtugo$¢ naj-
dtuzszego korzenia siewek uzyskanych przy dawce 50 Gy, ktora nie roéznita sie
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istotnie od siewek z kombinacji kontrolnej. Najnizsze natomiast mierzone para-
metry odnotowano dla siewek uzyskanych z nasion uprzednio potraktowanych
dawka 15 Gy ($wieza masa, Srednia wartos¢ dtugosci hipokotylu oraz epikotylu,
szerokos$¢ epikotylu, najwyzsza Srednia warto$¢ dtugosci najdtuzszego korzenia),
jednak przy dawce 50 Gy dlugo$¢ siewki nie rdznita si¢ istotnie od siewek z kom-
binacji kontrolnej a szeroko$¢ epikotylu byta najnizsza.

Najwieksze stezenie wszystkich analizowanych barwnikdéw roslinnych
stwierdzono w ekstraktach siewek, uzyskanych z nasion poddanych promienio-
waniu w dawce 15 Gy. Natomiast najmniejsze stg¢zenie antocyjanow stwierdzono
dla ekstraktu pochodzacego z siewki uzyskanej z nasiona poddanego promienio-
waniu 25 Gy, a karotenoidéw oraz chlorofilu a i b dla siewek kontrolnych.

W przypadku Uebelmannia pectinifera najwigksze stgzenie antocyjanow
(93,19 mg-dm™) stwierdzono dla siewki barwy brunatno-brunatnej, ktérg uzyskano
w wyniku prowadzenia kultury in vitro nasion uprzednio poddanych promieniowa-
niu X w dawce 15 Gy, natomiast najmniej (5,00 mg-dm) dla siewki charakteryzu-
jacej si¢ barwa brunatno-zielona, ktora uzyskano w wyniku dziatania promieni X
w dawce 25 Gy (Tab. 10). Dzialanie promieniowania rentgenowskiego w kazdej
zastosowanej dawce wplyngto korzystnie na zwigkszenie zawarto$ci antocyjanow
w uzyskanych 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 barwa (bru-
natno-brunatna: 9,61 mg-dm=, zielono-zielona: 13,06 mg-dm). Siewki o zabar-
wieniu brunatno-zielonym, uzyskane z nasion napromieniowanych dawkami
15 Gy oraz 50 Gy miaty wicksze 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 posiadaly nizsze stezenie tego barwnika.

W przypadku karotenoidow i chlorofilu a, najwyzsze st¢zenia barwnikow
odnotowano dla siewki o barwie zielono-zielonej, uzyskanej w wyniku napro-
mieniowania 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-zie-
lonej, uzyskane w wyniku napromieniowania nasion, posiadaly wyzsze st¢zenie
karotenoidoéw (od 4,16 mg-dm™ do 53,53 mg-dm™) w stosunku dla siewek kon-
trolnych (3,77 mg-dm™), charakteryzujacych si¢ ta samg barwa. Wszystkie
siewki barwy brunatno-zielonej, uzyskane w wyniku prowadzenia kultury
in vitro nasion uprzednio napromieniowanych wykazywaty nizsze st¢zenie
karotenoidow w stosunku do kontroli posiadajacej te same zabarwienie
(16,01 mg-dm™). W przypadku chlorofilu a siewki barwy zielono-zielonej, pod-
dane uprzednio dzialaniu promieniowania w dawkach 20 Gy, 25 Gy oraz 50 Gy
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posiadaly nize jego stezenie (od 6,25 mg-dm™ do 26,77 mg-dm) w stosunku
do kontroli (27,41 mg-dm™). Natomiast wszystkie siewki barwy brunatno-zielo-
nej charakteryzowaly si¢ wyzszym stezeniem chlorofilu a (od 11,03 mg-dm™ do
21,74 mg-dm™) w stosunku do siewki kontrolnej (5,59 mg-dm™). Ostatniego oce-
nianego barwnika ros§linnego — chlorofilu b, stwierdzono najwigcej w siewce
barwy zielono-zielonej (35,47 mg-dm™), kt6ra uzyskano z nasiona napromienio-
wanego 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-dm3 do 28,96 mg-dm?) oraz brunatno-zielonej (od 3,52 mg-dm
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-dm3). W przypadku
barwy zielono-zielonej, tylko siewka, ktorej nasiono uprzednio zostalo poddane
promieniowaniu X w dawce 20 Gy posiadata nizsze stezenie chlorofilu b
(2,07 mg-dm™) w stosunku do ro$liny kontrolnej o tej samej barwie (7,76 mg-dm™).

Tab. 10. 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

Dawka Stezenie barwnikow [mg-dm™]
promie- Barwa siewki
niowania (wg RHSCC) antocyjany | karotenoidy | chlorofil a

X [Gy]
164A — 164A 9,61 k*

143A,B- 143 A,B
164A— 143 A,B

chlorofil b

164A — 164A
15 [143AB-143AB
164A— 143AB | 1814h | 869h | 1428h [ 4,13]
5591c | 2027d | 3247d | 1180f
20 [143AB-143AB| 1349i 4,16k 6,25k 2,07k
164A— 143AB | 7301 6,83 ] 11,03 3,52

164A — 164A
143A,B- 143 A,B

34,84 d 2453 ¢ 40,73 ¢ 1251 ¢
17,58 f 26,77 f 1,12 ¢
164A— 143 A,B 726 i 11,22 i 3,83
164A — 164A 61,29 b 51,77a | 7922ab | 28,96b
50 143AB-143AB| 3230¢ 19,80 e 23,64 ¢ 18,62 d
164A— 143 A,B 18,94 ¢ 13,11 g 21,74 ¢ 6,59

[barwa uzyskanych siewek: . — brunatno-brunatna, | | — zielono-zielona,
— brunatno-zielona; [l - stezenie najwyzsze, ] — stezenie najnizsze]

25

* dane w kolumnach oznaczone tymi samymi literami alfabetu nie r6znig si¢ istotnie przy
poziomie istotnosci 0=0,05
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W przypadku zastosowania promieniowania X w dawkach 25 Gy na nasiona
Uebelmannia pectinifera uzyskano anomalie w budowie siewek. Uzyskane
siewki wytworzyty sam hipokotyl bez pedu (Ryc. 33).

Tl 20, P

Ryec. 33. Anomalie uzyskane w wyniku dzialania promieniowania X na nasiona Uebel-
mannia pectinifera: a — sam hypokotyl bez pedu (dawka 25 Gy); b — sam
hypokotyl bez pedu (dawka 25 Gy); (bar = 1 cm)

5.3. Analiza molekularna siewek kaktusow uzyskanych
w warunkach in vitro z nasion poddanych dzialaniu
promieniowania X

Wyniki badan molekularnych uzyskanych przy pomocy markera SCoT
przedstawiono w tabelach 11-13 oraz rycinach 34-43.

Liczba uzyskanych produktow dla Astrophytum spp. ‘Purple’ wyniosta ogotem
1544, na jeden starter Srednio wyniosta 220,57 (Tab. 11). Najwiecej produktow
u Astrophytum spp. ‘Purple’ uzyskano dla startera S25, a najmniej dla S8. Zakres
wielko$ci prazkow wahat si¢ od 353 do 4878 par zasad. Uzyskano maksymalnie
31 loci dla startera S25. Stwierdzono bardzo wysoki polimorfizm (od 59,09% dla
startera S12 do 100,0% dla S3 i S8) w wyniku dziatania promieniowania X.

Dla Copiapoa tenuissima liczba produktéw wyniosta tacznie dla wszystkich
starterow 926. Na jeden starter Srednio przypadto 132,28 produktu (Tab. 12).
Starter S13 generowat najwigcej produktow, najmniej starter S8. Zakres wielko-
$ci prazkow wahat si¢ od 319 do 3733 par zasad. Najwigksza liczbe loci (29) wy-
generowatl starter S25. Polimorfizm wahat si¢ od 53,33% dla startera S13 do
100% dla startera S8.

Dla Uebelmannia pectinifera uzyskano dla wszystkich starteroéw 1255 pro-
duktow, srednio 179,29 na jeden starter (Tab. 13). Najwigcej produktow genero-
wat starter S12, najmniej S4. Zakres wielko$ci prazkéw wyniost od 329 do 4312
par zasad. Najwigkszg liczbe loci wygenerowal starter S33, najmniej S4. Najniz-
szy polimorfizm wygenerowat starter S13 (65%), najwyzszy polimorfizm
(100%) daty startery S3 i S8.
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Ryc. 34. Profile prazkow uzyskane przy pomocy startera S3: Gora: M — marker wielkosci,
proby kolejno od 1 do 21 Astrophytum spp. ‘Purple’, M — marker wielkosci;
Dol M — marker wielkosci, proby 22-37 Copiapoa tenuissima, M — marker
wielkosci, proby 38-54 Uebelmannia pectinifera, M — marker wielkosci (ozna-
czenie genotypdéw — Tab. 2)
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Ryec. 35. Profile prazkoéw uzyskane przy pomocy startera S4: Gora: M — marker wielkosci,
proby kolejno od 1 do 21 Astrophytum spp. ‘Purple’, M — marker wielko$ci; Dot:
M — marker wielkosci, proby 22-37 Copiapoa tenuissima, M — marker wielkosci,
proby 38-54 Uebelmannia pectinifera, M — marker wielko$ci (oznaczenie
genotypow — Tab. 2)
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Ryc. 36. Profile prazkéw uzyskane przy pomocy startera S8: 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
wielkosci, proby 38-54 Uebelmannia pectinifera, M — marker wielkosci (ozna-
czenie genotypoéw — Tab. 2)
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Ryec. 37. Profile prazkéw uzyskane przy pomocy startera S12: Gora: M — marker wielkosci,

proby kolejno od 1 do 21 Astrophytum spp. ‘Purple’, M — marker wielkosci;
Dol M — marker wielkosci, proby 22-37 Copiapoa tenuissima, M — marker
wielkosci, proby 38-54 Uebelmannia pectinifera, M- marker wielkosci (ozna-
czenie genotypoéw — Tab. 2)
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Ryec. 38. Profile prazkéw uzyskane przy pomocy startera S13: Gora: M — marker wielkosci,

proby kolejno od 1 do 21 Astrophytum spp. ‘Purple’, M — marker wielkosci;
Dol M — marker wielkosci, proby 22-37 Copiapoa tenuissima, M — marker
wielkosci, proby 38-54 Uebelmannia pectinifera, M — marker wielkosci (ozna-
czenie genotypoéw — Tab. 2)
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Ryec. 39. Profile prazkéw uzyskane przy pomocy startera S25: Gora: M — marker wielkosci,
proby kolejno od 1 do 21 Astrophytum spp. ‘Purple’, M — marker wielkosci;
Dol M — marker wielkosci, proby 22-37 Copiapoa tenuissima, M — marker
wielkosci, proby 38-54 Uebelmannia pectinifera, M — marker wielkosci (ozna-
czenie genotypoéw — Tab. 2)
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Ryec. 40. Profile prazkéw uzyskane przy pomocy startera S33: Gora: M — marker wielkosci,
proby kolejno od 1 do 21 Astrophytum spp. ‘Purple’, M — marker wielkosci;
Dol M — marker wielkosci, proby 22-37 Copiapoa tenuissima, M — marker
wielkosci, proby 38-54 Uebelmannia pectinifera, M — marker wielkosci (ozna-
czenie genotypow — Tab. 2)

Wyniki analizy skupien UPGMA badanych genotypow u Astrophytum spp.
‘Purple’ przedstawiono na Rycinie 41. Stwierdzono, ze najwigkszy dystans gene-
tyczny wystapit pomigdzy genotypem 11 (siewka kremowo-biata, ktorg uzyskano
w wyniku dziatania dawki 20 Gy promieniowania X), ktory utworzyl odrebny
klaster od pozostatych. W obrebie dwdch subklastréw odrgbne skupienie utwo-
rzyt genotyp nr 2 stanowigcy siewke o barwie zielonej nie poddanej dziataniu
promieniowania X (kontroli). Najmniejszy dystans genetyczny stwierdzono na-
tomiast pomigdzy genotypem nr 7 (pomaranczowa) i 8 (czerwona) poddane dzia-
faniu promieniowania w dawce 15 Gy oraz nr 5 (siewka zielona) i 6 (siewka
kremowo-biata) poddane dziataniu promieniowania w dawce 15 Gy, a takze po-
migdzy genotypem nr 20 (pomaranczowa) i 21 (czerwona), ktore byly poddane
dziataniu promieniowania w dawce 50 Gy.
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Ryec. 41. Dendrogram uzyskany metoda UPGMA dla genotypow Astrophytum spp.
‘Purple’ poddanych dziataniu ré6znych dawek promieniowania X (oznaczenie
genotypow — Tab. 2)

Analiza skupien u Copiapoa tenuissima wykazata 2 oddzielne klastry
(Ryc. 42). W jednym skupione byly genotypy 3 (siewka brunatna podana dziata-
niu 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 gene-
tyczny stwierdzono pomig¢dzy genotypami 11 i 12 poddanymi dziataniu promie-
niowania 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 pomi¢dzy genotypem 14 (siewka brunatno-zielona, uzyskana
w wyniku ekspozycji na dawke 50 Gy) a pozostatymi genotypami, przy czym
genotyp nr 13 i1 4 utworzyt klaster, ktory rozgateziat si¢ na kolejne subklastry,
przy czym w jednym subklastrze genotyp 13 (siewka brunatno-brunatna, 50 Gy)
tworzyt odrebne odgatezienie od genotypu 4 (siewka brunatno-brunatna, 15 Gy)
1 pozostatych genotypoéw (Ryc. 43).
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Ryec. 42. Dendrogram uzyskany metoda UPGMA dla genotypoéw Copiapoa tenuissima
poddanych dziataniu réznych dawek promieniowania X (oznaczenie genoty-
pow — Tab. 2)
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Ryec. 43. Dendrogram uzyskany metoda UPGMA dla genotypow Uebelmannia pectini-
fera poddanych dzialaniu réznych dawek promieniowania X (oznaczenie
genotypow — Tab. 2)
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6. DYSKUSJA

Indukowanie mutacji w genach przy pomocy promieniowania jonizujacego
jest znang metodg zwigkszenia zréznicowania genetycznego w hodowli roslin
uprawnych. Promieniowanie jonizujace X z powodzeniem znalazto zastosowanie
w wywotlaniu zmian fenotypowych takze u wielu gatunkéw roslin ozdobnych,
takich jak: achimenes, alstremeria, azalia, begonia, bugenwilla, chryzantema,
dalia, gozdzik, hibiskus, lilia, kalia, r6za, tulipan [Datta 1989, Jerzy i Lubomski
1991, Zalewska 1995, Jerzy 2000, Ahloowalia i Maluszynski 2001, Zalewska
2010, Zalewska i in. 2010, Zalewska i in. 2011, Tymoszuk 2015, Sedaghathoor
i in. 2017, Reznik iin. 2021, Jankowicz-Cie$lak i in. 2022, Kulus i in. 2022].
Jednak w literaturze brakuje badan nad wptywem promieniowania jonizujgcego
u kaktusow.

Mutacje moga pojawiac si¢ w sposob spontaniczny, jednak z bardzo niska
czgstotliwoscia lub by¢ sztucznie indukowane poprzez zastosowanie zabiegow
fizycznych lub chemicznych [Boujghagh i in. 2015]. Promieniowanie jonizujace
jest jednym z najczesciej stosowanych czynnikéw fizycznych, wywotujacym
mutacje. Jest to promieniowanie, ktore dzigki swojej duzej energii ma zdolnos¢
penetracji w glab tkanek [Rogalska i in. 2005]. Waznym poczatkowym aspektem
w badaniach wplywu promieniowania na powstanie mutacji jest odpowiednie do-
branie tkanki roslinnej, ktéra ma by¢ poddana dziataniu czynnika mutagennego.
Nalezy zaznaczy¢, iz napromienienie tkanek niemerystematycznych powoduje
zwigkszenie szansy na uzyskanie jednorodnych i stabilnych genetycznie zmie-
nionych mutantéw, gdyz mutanty te pochodza z pojedynczych oraz niedotknie-
tych mutacja komorek, a nowa barwa moze obejmowaé caty organ roslinny,
np. kwiatostan [Broertjes i van Harten 1988, Jerzy 1997, Tymoszuk 2016]. Jed-
nakze w przypadku tkanek merystematycznych dochodzi przewaznie do powsta-
wania niejednorodnych genetycznie chimer, co ma miejsce czgsto w przypadku
chryzantem [Tymoszuk 2015].

Wpltyw promieniowania na nasiona byt badany przez wiele zespotéw
badawczych. Powszechnie uwaza si¢, ze duza dawka promieniowania X czy
gamma jest szkodliwa dla ro$lin i opdznia, hamujac ich wzrost [Mensah i in.
2005, Animasaun i in. 2014, Deshmukh i in., 2018, Dada i in., 2022]. Z tego
powodu konieczne jest prowadzenie wcze$niejszych badan w celu okreslenia
optymalnych dawek promieniowania. W przypadku kaktuséw dawki te nie sa
znane [Boujghagh i in. 2015].

Jedyne badania dotyczace wplywu promieniowania na nasiona kaktusa na
dziatanie promieniowania zostaly przedstawione przez Boujghagh i in. (2015).
Nasiona opuncji (Opuntia ficus-indica) pochodzace zdwoch rejonow Ait
Baamrane (potudnie Maroka) i SkhourRhamna (Marakesz) poddano dzialaniu
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promieniowania gamma w dawkach 50 Gy, 100 Gy, 150 Gy oraz 200 Gy. Kiet-
kujace nasiona zliczano co dwa tygodnie, prowadzac doswiadczenie przez okres
czterech miesigcy. Kontrola wykazywatla wyzsza zdolno$¢ do kietkowania (97%;
0,75 nasion dziennie) anizeli uprzednio napromieniowane nasiona. Jednakze na-
promieniowane nasiona wykazywaty zmniejszajaca si¢ zdolnos¢ do kietkowania
wraz ze zwigkszeniem dawki promieniowania. Nizsza zdolnos¢ do kietkowania
odnotowano dla dawki promieniowania dla nasion z rejonu Ait Baamrane: 37%
dla dawki 200 Gy, 39% dla dawki 150 Gy, 49% dla dawki 100 Gy, a dla rejonu
SkhourRhamna: 37 1 42% dla dawki 200 Gy, 39 oraz 39% dla dawki 150 Gy, 52%
dla dawki 100 Gy. Napromieniowanie nasion nie tylko zmniejszylo zdolno$¢
do kietkowania, ale rowniez wydtuzyto jego okres. Moze by¢ to spowodowane
uszkodzeniami nasion, ktore z natury mialy zdolno$¢ do wczesnego kietkowania
oraz stosunkowo cienka okrywe nasienng. Ponadto napromieniowane nasiona
majg mniejsza zawarto$¢ wody w stosunku do tych, ktore nie sa poddane dziata-
niu czynnika mutagennego [Rojas-AreHchiga i VaHzquez-Yanes 2000]. Pod ko-
niec do$wiadczenia procent nasion niekietkujacych zwigkszal sie wraz ze
wzrostem zastosowanej dawki promieniowania. Na podstawie uzyskanych wyni-
koéw okreslono, iz dawka optymalng promieniowania dla nasion opuncji powinna
miescic¢ si¢ w zakresie od 50 Gy do 125 Gy, co pozwala na uzyskanie kolejno: 70
% (dla nasion z rejonu Ait Baamrane) oraz 50% (dla nasion z rejonu SkhourRha-
mna) zdolno$ci do kietkowania. Badania wptywu promieniowania na nasiona
kaktusow Astrophytum spp. ‘Purple’, Copiapoa tenuissima oraz Uebelmannia
pectinifea nie byly dotad prowadzone. Badania wlasne z uzyciem promieniowa-
nia X zostato uzyte w celu napromieniowania nasion wyzej wymienionych trzech
gatunkow kaktusow. W badaniach wtasnych, w zaleznosci od zastosowanej
dawki promieniowania obserwowano zwigkszenie badz zmniejszenie liczby uzy-
skanych siewek oraz przyspieszenie lub spowolnienie kietkowania nasion. Po-
dobnie jak w przypadku badan Boujghagh i in. (2015), u Astrophytum spp.
‘Purple’ poddanie nasion promieniowaniu X skutkowato uzyskanie mniejszego
odsetku wykietkowanych nasion w stosunku do kontroli (0 Gy). Najwyzsza
dawka, wynoszaca 50 Gy spowodowala otrzymanie najmniejszego odsetku kiet-
kujacych nasion. Jednakze w przeciwienstwie do badan nad opuncjg, mimo nie-
korzystnego wplywu promieniowania X na liczbe uzyskanych siewek,
zastosowanie niskich dawek promieniowania wplyneto w sposdb korzystny na
czas skrocenie czasu kietkowania. Dawki 15 Gy oraz 20 Gy przyspieszyty po-
wstanie siewek o 3-4 dni w stosunku do kontroli (0 Gy). Analogicznie do do-
s$wiadczenia Boujghagh i1 in. (2015), wraz ze wzrostem uzytej dawki
promieniowania (25 Gy-50 Gy) kietkowanie zostalo op6znione o 1-2 dni w sto-
sunku do kontroli. W przeciwienstwie do Astrophytum spp. ‘Purple’, a tym sa-
mym badan Boujghagh i in. (2015) w przypadku Copiapoa tenuissima
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zastosowanie najnizszych dawek promieniowania (15 Gy 120 Gy) na nasiona
skutkowato powstaniem mniejszej liczby wykietkowanych nasion. Natomiast na-
promieniowanie nasion dawkami 25 Gy oraz 50 Gy doprowadzity do otrzymania
zwickszonej liczby wykietkowanych nasion w stosunku do kontroli niepoddane;j
promieniowaniu X. W przeciwienstwie do badan nad opuncja, zastosowane pro-
mieniowanie w dawkach 20 Gy oraz 50 Gy spowodowato otrzymanie siewek
o 1 dzief szybciej w stosunku do kontroli (0 Gy). Podobnie wygladala sytuacja
w przypadku Uebelmannia pectinifera, gdzie liczba wykietkowanych nasion po-
wstatych w wyniku ich uprzedniego napromieniowania promieniowaniem X
w dawce 15 Gy, 20 Gy oraz 50 Gy byta wyzsza anizeli w przypadku kontroli.
Warto doda¢, iz dawka 50 Gy przyspieszala poczatek kietkowania nasion
o 1 dzien w stosunku do nasion kontrolnych. Badania wtasne wskazuja, iz kazdy
z badanych gatunkow kaktuséw posiadal najbardziej optymalng dawke promie-
niowania X, ktéra stymulowata uzyskanie wigkszej liczby siewek czy krotszego
czasu kietkowania nasion.

Kumar wraz z zespotem (Kumar i in., 2007) wskazat, Ze promieniowanie ma
zasadniczy wptyw na hamowanie kietkowania nasion, ktére zostaly narazone na
wyzsze dawki promieniowania. Jednakze naukowcy wskazuja rowniez, iz odpo-
wiednio dobrana mata dawka moze by¢ korzystna dla roslin [Bless 1937, Kumar
2007, Al.-Enezi i Al.-Khayri 2012 a,b, Dada i in. 2022]. Badania wtasne rowniez
wykazaty istotny wplyw promieniowania X na kietkowanie nasion u badanych
gatunkow Astrophytum spp. ‘Purple’ , Copiapoa tenuissima oraz Uebelmannia
pectinifera. Zastosowana dawka promieniowania miala zasadniczy wplyw
na zwickszenie badz zmniejszenie liczby uzyskanych siewek oraz przyspieszenie
lub spowolnienie kietkowania nasion. W przypadku Astrophytum spp. ‘Purple’
poddanie nasion promieniowaniu X skutkowato uzyskanie mniejszego odsetku
wykietkowanych nasion w stosunku do kontroli (0 Gy). Najwyzsza dawka, wy-
noszaca 50 Gy spowodowata otrzymanie najmniejszego odsetku kietkujacych na-
sion. Mimo niekorzystnego wptywu promieniowania nasion na liczbe
uzyskanych siewek, niskie dawki promieniowania X wptynety korzystnie na czas
skrocenie czasu kietkowania. Najmniejsze zastosowane dawki (15 Gy oraz
20 Gy) przyspieszyto powstanie siewek o 3-4 dni w stosunku do kontroli, ktora
nie byla poddana promieniowaniu. Wraz ze wzrostem uzytej dawki promienio-
wania (25-50 Gy) kietkowanie zostato op6znione o 1-2 dni w stosunku do kon-
troli. W przeciwienstwie do Astrophytum spp. ‘Purple’, w przypadku Copiapoa
tenuissima uzycie najnizszych dawek promieniowania 15 Gy oraz 20 Gy na
nasiona spowodowato uzyskanie mniejszej liczby wykietkowanych nasion. Na-
tomiast napromieniowanie nasion wigkszymi dawkami (25 Gy oraz 50 Gy) skut-
kowaty otrzymanie wigkszej liczby wykietkowanych nasion w stosunku
do kontroli (0 Gy). Zastosowane promieniowanie w dawkach 20 Gy oraz 50 Gy
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spowodowato otrzymanie siewek o 1 dzien szybciej w stosunku do kontroli.
W przypadku Uebelmannia pectinifera liczba wykielkowanych nasion powsta-
tych w wyniku ich uprzedniego napromieniowania promieniowaniem X w dawce
15 Gy, 20 Gy oraz 50 Gy byta wyzsza anizeli w przypadku kontroli, niepoddane;j
dziataniu czynnika mutagennego. Ponadto dawka 50 Gy przyspieszata poczatek
kietkowania nasion o 1 dzien w stosunku do kontroli. Badania wlasne wskazuja,
iz kazdy z badanych gatunkéw kaktuséw posiadal najbardziej optymalng dawke,
ktora stymulowata uzyskanie wiekszej liczby siewek czy krotszy czas kietkowa-
nia nasion.

Dada wraz z zespotem (Dada i in., 2022) przeprowadzili szereg do§wiadczen
majacych na celu stwierdzenie wptywu promieniowania X oraz gamma w daw-
kach 50 Gy, 100 Gy, 150 Gy, 200 Gy oraz 400 Gy na kietkowanie trzech odmian
nasion Coffea arabica (‘Kent’, ‘Mundo Novo’ oraz ‘Geisha’). Kontrolg stanowity
nasiona niepoddane dzialaniu czynnika mutagennego (0 Gy). Zebrano dane do-
tyczace szybkosci kietkowania oraz dtugosci korzeni i hipokotylu. W wyniku
przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, ze dawki od 50 Gy do 100 Gy sty-
mulowaty wigor siewek. Nasiona kontrolne kawy, niepoddane uprzednio dziata-
niu promieniowania, kietkowaty po okoto 7 dniach od momentu zatozenia
doswiadczenia. Zastosowania dawek promieniowania 50 Gy, 100 Gy, 150 Gy,
200 Gy oraz 400 Gy, skutkowaty kietkowaniem nasion po upltywie kolejno: 7, 9,
11, 14, 15 dni od dnia jego rozpoczgcia. W przeciwienstwie do zespotu Dady i in.
(2022), badania wlasne wyraznie wskazaly, iz promieniowanie X moze wptywaé
w sposob korzystny na skrocenie czasu kietkowania. U Astrophytum spp. ‘Purple’
przyspieszenie (o 3-4 dni) poczatku kielkowania nasion napromieniowanych
w stosunku do kontroli niepoddanej promieniowaniu uzyskano w wyniku zasto-
sowania dawki 15 Gy oraz 20 Gy. Natomiast u Copiapoa tenuissima poddanie
nasion dawkag 20 Gy a takze 50 Gy skutkowato przyspieszeniem poczatku kiet-
kowania o 1 dzien. Podobnie wygladata sytuacja u Uebelmannia pectinifera,
gdzie zastosowanie dawki 50 Gy zaskutkowato przyspieszeniem poczatku kiet-
kowania o 1 dzien w stosunku do kontroli (0 Gy). Badania wlasne rowniez po-
twierdzily, iz promieniowanie jonizujace moze spowalnia¢ kietkowanie nasion.
W przypadku Astrophytum spp. ‘Purple’ dawka 25 Gy oraz 50 Gy spowodowata
p6zniejsze kietkowanie o 1-2 dni w stosunku do kontroli. Badania wtasne prowa-
dzone nad gatunkiem Astrophytum spp. ‘Purple’ potwierdzity zalezno$¢ wydtu-
zenia czasu kietkowania wraz ze wzrostem zastosowanej dawki promieniowania
X. Uzyskane wyniki przez Dada i wspotpracownikow (2022) wyraznie wskazaly,
iz wraz ze wzrostem zastosowanych dawek promieniowania odnotowano spadki
kietkowania. Dawki 50 Gy — 100 Gy stymulowaly, podczas gdy 150 Gy nieko-
rzystnie wptywaly na kietkowanie oraz wigor siewek. Wyzsze dawki natomiast,
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wynoszace 150 Gy, w sposob niekorzystny wpltywalo na wyzej wspomniane pa-
rametry. Warto zaznaczy¢, iz promieniowanie w dawkach 200 Gy — 400 Gy skut-
kowato brakiem wystepowania kietkowania. W badaniach wtasnych zadna
z zastosowanych dawek promieniowania nie skutkowata brakiem jego wystepo-
wania. W przeciwienstwie do nasion kawy — zastosowane wyzsze dawki promie-
niowania (za wyjatkiem Astrophytum spp. ‘Purple’) wptywaly korzystnie na
uzyskanie wigkszej liczby siewek: dla Copiapoa tenuissima — dawki 25 Gy oraz
50 Gy, a dla Uebelmannia pectinifera dawki 15 Gy, 20 Gy oraz 50 Gy. Warto
zaznaczy¢, iz u Copiapoa tenuissima napromieniowania najnizszymi dawkami
promieniowania (15 Gy oraz 20 Gy) skutkowalo uzyskanie mniejszej liczby wy-
kietkowanych nasion. Uzyskane wyniki badan wtasnych nie potwierdzaja zalez-
nos$ci wzrostu zastosowanej dawki na wydluzenie czasu kietkowania czy
uzyskanie mniejszej liczby wykielkowanych nasion. Jednakze warto podkreslic,
iz w niniejszych badaniach nie zostaly zastosowane tak wysokie dawki promie-
niowania. Badania przeprowadzone przez Boujghagh i in. 2015 nad kietkowa-
niem napromienionych promieniowaniem gamma nasion Opuntia ficus-indica
w warunkach in vivo, sugeruja ze dla kaktusow optymalna dawka powinna wy-
nosi¢ od 50 do 125 Gy co daje odpowiednio 70 i 50% kitkujacych nasion. Warto
zanaczyc¢, ze tak wysoka dawka promieniowania jonizujacego jest dla wigkszo$ci
gatunkow roslin dawka letalna, np. u chyryzantemy wielkokwiatowej juz dawka
25 Gy jest dawka subletalng (Jerzy i Zalewska, 1997).

Al.-Enezi i Al.-Khayri (2012a,b) dokonali szeregu doswiadczen w celu we-
ryfikacji wptywu niskich dawek promieniowania X (od 0,05 Gy do 15 Gy)
na kietkowanie i wzrost siewek palmy daktylowej (Phoenix dactylifera L., cv.
Khalas). Stwierdzono, iz kietkowanie zasadniczo wptyng¢to na uzyskanie mniej-
szej liczby siewek w stosunku do kontroli. Znaczacy spadek procentu kietkowa-
nia nasion zaobserwowano juz podczas zastosowaniu dawki wynoszacej 0,25 Gy
(82,85%), jednakze najnizsze wartos$ci procentu wykietkowanych nasion uzy-
skano dla nasion, uprzednio potraktowanych dawka 15 Gy (61,42%). Co prawda
badania wlasne opieraty si¢ na wykorzystaniu wigkszych dawek promieniowania,
jednakze dawka 15 Gy rowniez zostata uzyta do napromieniowania nasion bada-
nych kaktusow. W badaniach wiasnych u Copiapoa tenuissima uzyskano mniej-
sza liczbe kietkujacych nasion, ktore zostaty uprzednio napromieniowane dawka
Gy w stosunku do kontroli. U Uebelmannia pectinifera natomiast promieniowa-
nie X w dawce 15 Gy spowodowato otrzymanie wigkszej liczby wykietkowanych
nasion. Badania wlasne wskazuja, iz kazdy gatunek kaktusa: Astrophytum spp.
‘Purple’, Copiapoa tenuissima oraz Uebelmannia pectinifera ma swoja opty-
malng (zar6wno niskg jak i wysoka) dawke promieniowania rentgenowskiego,
ktore wptywa na zwigkszenie badz zmniejszenie liczby uzyskanych wykietkowa-
nych nasion.
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Od wielu lat wiodacg w Polsce jednostka naukowa zajmujgca si¢ badaniami
zwigzanymi z hodowla mutacyjng chryzantem jest obecnie Pracownia Roslin Oz-
dobnych i Warzywnych Politechniki Bydgoskiej (dawniej Akademia Techniczno
— Rolnicza w Bydgoszczy, Uniwersytet Technologiczno — Przyrodniczy w Byd-
goszezy) [Zalewska 2010, Zalewska i in. 2010, Tymoszuk 2015]. Pracownicy na-
ukowi uczelni w latach 1977-1978 w tejze jednostce przeprowadzali szereg
doswiadczen zwigzanych z dzialaniem promieniowania X w dawce 15 Gy na od-
miane chryzantem ‘Bravo’, charakteryzujacych si¢ fioletowym zabarwieniem
potkolistych kwiatostanow. Dzigki badaniom uzyskano kwiatostany o odmien-
nych barwach (r6zowej, brazowej, czerwonej oraz fiotkowej) oraz ksztaltach
(rurkowatym, piwoniowatym, pojedynczym oraz pomponowym) [Stepczynska
iin. 1980, Stepczynska i Jerzy 1981, Tymoszuk 2015]. W 1983 roku trzy mutanty
zarejestrowano jako nowe odmiany ‘Promyk’, ‘Poranek’ oraz ‘Paloma’. W kole;j-
nych latach badan dzieki wykorzystaniu promieniowania X oraz gamma w dawce
15 Gy z eksplantatow lisciowych in vitro fioletowo-rozowej odmiany
‘Richmond’ otrzymano ‘Lady Amber’ (barwa zlocisto — brgzowa), ‘Lady
Bronze’(barwa czerwono — brazowa), ‘Lady Pink’ (barwa r6zowa), ‘Lady Rosy’
(barwa kremowo — r6zowa), ‘Lady Salamon’ (barwa tososiowa), ‘Lady Yellow’
(barwa zotta) [Jerzy i in. 1991, Jerzy i in. 1993, Tymoszuk 2015]. Lata pracy nad
wplywem promieniowania gamma w dawce 15 Gy na fioletowa odmiang ‘Lilac
Wonder’ spowodowaty uzyskanie nowych dwoch odmian ‘Red Wonder’ (barwa
czerwona) oraz ‘Bronze Wonder’ (barwa ciemnoczerwona), natomiast dzigki ba-
daniom z wykorzystaniem promieniowania X w dawce 25 Gy otrzymano od-
mian¢ ‘Mini Nero’ [Zalewska 1995, Jerzy i Zalewska 1996, Tymoszuk 2015].
Dorobek naukowy Politechniki Bydgoskiej, dotyczacy indukowanej mutagenezy
w przypadku chryzantem spowodowal uzyskanie w ostatnich dekadach wiele no-
wych odmian ‘Albugo Sunny’ (barwa zo6tta), ‘ Alchimist Tubular’ (barwa srebrzy-
sto-fioletowa), ‘Alchimist Golden Beet’ (barwa buraczkowo-zlota), ‘Satinbleu
Minty’ (barwa jasnor6zowa), ‘Satinbleu Honey’ (barwa tososiowa) [Zalewska
iin. 2011, Tymoszuk 2015, Miler i in. 2021]. W badaniach wtasnych zastosowa-
nie promieniowania X w dawkach w dawce 25 Gy oraz 50 Gy wywotato powsta-
nie nowej, powszechnie niewystepujacej barwy pomaranczowo — brunatne;j,
ktora dotad nie byla stwierdzona u tego gatunku. Natomiast zastosowanie pro-
mieniowania X u Astrophytum spp. ‘Purple’ skutkowato powstaniem nowej —
czerwonej barwy siewek.

Istotne znaczenie w zastosowaniu promieniowania X, oprocz doboru odpo-
wiedniego materiatu ro§linnego do napromieniowania ma rowniez wyselekcjo-
nowanie odpowiedniej dawki promieniowania. Suyitno i in. (2017) uzyskali pigé
grup mutantdw powstalych w wyniku potraktowania nasion storczyka (Spatho-
glottis plicata) promieniowaniem X w dawkach 0 rad, 6 rad, 12 rad,18 rad oraz
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24 rad (1 rad = 0,01 Gy). Mutacje obejmowaly zmiany w ksztalcie lisci (grube,
nieotwarte liscie) korzeni (duza liczba korzeni bocznych), peddéw (watle, na-
brzmiate pedy), pigmentu (z6lte zabarwienie lisci, biate plamki na lisciach)
oraz przyspieszenia kwitnienia. Wyniki badan wskazaly, iz uzycie dawki od 12
rad do 18 rad jest w stanie stymulowa¢ zmienno$¢ morfologiczng, zwlaszcza
zmiany zwigzane z korzeniem, lisciem oraz p¢dem. Badania wtasne nad kaktu-
sami wykazaty znaczacy wplyw promieniowania X na zwigkszenie liczby siewek
bezchlorofilowych u Astrophytum spp. ‘Purple’ oraz barwnych u Copiapoa te-
nuissima. W przypadku Astrophytum spp. ‘Purple’ wraz ze zwigkszeniem dawki
promieniowania rentgenowskiego wzrastat procentowy udziat siewek bezchloro-
filowych barwy pomaranczowej, kremowo — bialej i czerwonej (od 1,44% —
dawka: 15 Gy do 5,12% — dawka 50 Gy). W przypadku Copiapoa tenuissima
zwigkszenie promieniowania X wplynelo znaczaco na przyrost procentowego
udziatlu siewek barwnych o zabarwieniu pomaranczowo — brunatnym oraz z6tto
— kremowym (od 2,11% —dla 15 Gy do 4,90% — dla 50 Gy). Nalezy zaznaczy¢,
iz w przypadku nasion kontrolnych Copiapoa tenuissima, niepoddanych promie-
niowaniu nie stwierdzono obecnosci zadnej siewki barwnej. W badaniach wia-
snych promieniowanie X wplyneto rowniez na parametry takie jak: $wieza masa,
dtugos¢ epikotylu oraz hypokotylu, szerokos$¢ epikotylu i dtugos$¢ najdtuzszego
korzenia. W przypadku Copiapoa tenuissima siewki uzyskane z nasion napro-
mieniowanych dawka 25 Gy charakteryzowaly si¢ najwyzsza §rednig wartoscia
nastgpujacych parametrow: $wieza masa (41,7 mg), dlugos¢ epikotylu i hipoko-
tylu (4,42 mm), szerokosc¢ epikotylu (3,04 mm), a najdtuzszy korzen (10,16 mm)
uzyskano z siewki otrzymanej w wyniku uprzedniego potraktowania nasion
dawka 50 Gy. Natomiast najnizsze $rednie wartosci parametrow takich jak:
swieza masa (16,0 mg), dtugosci hipokotylu oraz epikotylu (3,52 mm), szeroko$¢
epikotylu (2,20 mm) oraz dtugos¢ najdluzszego korzenia (6,14 mm) uzyskano
z nasion napromieniowanych dawka 20 Gy. Badania wtasne nad kaktusem Co-
piapoa tenuissima wyraznie wskazujg, iz promieniowanie X moze powodowac
uzyskanie wyzszych warto$ci parametrow morfologicznych w poréwnaniu do
kontroli niepoddanej promieniowaniu. Jednakze w przypadku Uebelmannia pec-
tinifera promieniowanie X zaskutkowato otrzymanie nizszych wartosci badanych
parametréw w stosunku do kontroli (0 Gy). Najnizsze warto$ci parametrow
($wieza masa — 19,7 mg, $rednia warto$¢ dtugosci hipokotylu oraz epikotylu —
5,38 mm, szerokos$¢ epikotylu — 2,64 mm, najwyzsza $rednia warto$¢ dlugosci
najdluzszego korzenia — 8,76 mm) uzyskano dla siewek uzyskanych w wyniku
promieniowania w dawce 15 Gy na nasiona. Nalezy podkresli¢, iz zastosowanie
wyzszych warto$ci promieniowania doprowadzito do uzyskania wyzszych war-
tosci mierzonych parametrow morfologicznych.
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Reznik i in. (2021) uzyskali mutanty z nasion kalii etiopskiej (Zantedeschia
aethiopica) uprzednio potraktowanych promieniowaniem X w odmiennych daw-
kach. W wyniku szeregu badan stwierdzono, iz dawka 50 Gy (czas ekspozycji:
10 minut) okazala si¢ najbardziej dopasowana do wskaznika przezywalnosci ro-
$lin. Jednakze dawka 100 Gy (czas ekspozycji: 20 minut) wykazywata najwiek-
szg zmienno$¢ fenotypowa. Na skutek doswiadczen uzyskano rosliny
o odmiennym ksztalcie i zabarwieniu lisci czy liczbie lodyg. W okresie kwitnie-
nia stwierdzono kolejne r6znice, obejmujace: czas kwitnienia, liczbe uzyskanych
kwiatow, wielko$¢, ksztatt i zabarwienie a takze zapach kwiatoéw. W przypadku
badan wlasnych kaktusow Astrophytum spp. ‘Purple’ procentowy udziat siewek
bezchlorofilowych wzrastal wraz z wielkoscig zastosowanej dawki promienio-
wania i byl najwyzszy dla dawki 50 Gy. U Copiapoa tenuissima natomiast wraz
ze wzrostem uzytej dawki promieniowania wzrastat procentowy udziat siewek
barwny i byl najwyzszy dla dawki 50 Gy. Zastosowanie dawki 25 Gy oraz 50 Gy
spowodowalo powstanie nowej barwy siewek, ktdra byta zmiang fenotypowa do-
tad niestwierdzong u gatunku tego kaktusa. Wzrost zastosowanej dawki promie-
niowania X u Uebelmannia pectinifera wywotato spadek liczby siewek zielono
— zielonych, a wzrost brazowo — brazowych. Badania wtasne potwierdzaja zalez-
no$¢ wptywu wzrostu wielkosci zastosowanej dawki promieniowania X na
zwigkszenie zmian fenotypowych.

Badania Miler i zespotu (Miler i in., 2021) réwniez udowodnity, iz istotne
znacznie ma dobor odpowiedniej dawki promieniowania. Miler wraz z zespotem
(Miler i in., 2021) badata efekt napromieniowania réznymi dawkami (5 Gy,
10 Gy oraz 15 Gy) na zalgznie znajdujace si¢ w kwiatach jezyczkowatych chry-
zantem wielkokwiatowych odmian ‘Profesor Jerzy’ oraz ‘Karolina’. Dokonano
oceny parametrow wzrostu i kwitnienia, gdzie uzyskano najbardziej satysfakcjo-
nujace wyniki dla dawki 10 Gy. Wptyw tej dawki okazat si¢ najskuteczniejszy
w celu indukowania stabilnych mutacji koloru oraz ksztattu kwiatostanu bez wy-
stapienia niepozadanych skutkéw ubocznych, takich jak: opdznienie czy wydhu-
zenie czasu uprawy. Nowe fenotypy kwiatostandw w przypadku odmiany
‘Profesor Jerzy’ byly ciemnozoétte orazrézowawe, natomiast w przypadku
odmiany ‘Karolina’ mutant posiadal pomaranczowo-czerwony kwiatostan.
Zwigkszenie dawki promieniowania powodowalo zmniejszenie zdolno$ci do re-
generacji eksplantatow. Badania wlasne nad kaktusami Astrophytum spp. ‘Purple’
wskazaty, iz procentowy udzial siewek bezchlorofilowych byl najwyzszy dla
dawki 50 Gy. U Copiapoa tenuissima natomiast procentowy udzial siewek barw-
nych byl najwyzszy dla dawki 50 Gy. Zastosowanie dawki 25 Gy oraz 50 Gy
spowodowalo powstanie nowej barwy siewek, nietypowej u gatunku tego kak-
tusa. Wzrost zastosowanej dawki promieniowania X u Uebelmannia pectinifera
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wywolalo spadek liczby siewek zielono — zielonych, a wzrost brgzowo — brgzo-
wych. Badania wlasne potwierdzajg zalezno$¢ mi¢dzy wzrostem zastosowanej
dawki a zwigkszeniem zmian fenotypowych.

Pewne ograniczenia dotyczace kietkowania nasion poddanych promienio-
waniu X zaobserwowano w przypadku jeczmienia, petunii, sosny zwyczajnej,
pszenicy [Joshi i Ledoux 1970, Gilissen 1978, Floris i Anguillesi 2003, Rudolph
2003, Zelles 2003, Al.-Enezi i Al.-Khayri 2012a,b]. W wyniku zastosowania pro-
mieniowania X po uplywie siedmiu dni przyrost parametréw morfologicznych —
tj. dhugosci korzeni wahat sie od 3,7% (dawka 0,05 Gy) do 8,05% (dawka 15 Gy)
w stosunku do kontroli niepoddanej dzialaniu promieniowania. W czasie dwoch
tygodni najwigkszy przyrost korzeni uzyskano dla dawki 15 Gy (10,94%), nato-
miast po czterech tygodniach (15,19%). Ponadto zaobserwowano znaczny wzrost
dtugosci lisci palmy daktylowej przy zastosowaniu dawek od 0,05 Gy do 0,25 Gy
[Enezi i in. 2012]. Badania wtasne nad kaktusami Copiapoa tenuissima i Uebel-
mannia pectinifera potwierdzity istotny wptyw promieniowania X na parametry
morfologiczne takie jak $wieza masa, dtugos¢ epikotylu oraz hipokotylu, szero-
kos¢ epikotylu oraz dlugos¢ najdtuzszego korzenia. U Copiapoa tenuissima uzy-
skano parametry najwyzsze po zastosowaniu dawki na nasiona wynoszace 25 Gy.
Najnizsze parametry natomiast otrzymano przy zastosowaniu dawek 20 Gy oraz
50 Gy. U Uebelmannia pectinifera natomiast parametry morfologiczne byty najniz-
sze w siewkach kontrolnych uzyskanych z nasion niepoddanych promieniowaniu X,
a najnizsze przy zastosowaniu promieniowania X na nasiona w dawce 15 Gy.

U roslin ozdobnych takich jak chryzantemy barwa ich kwiatostanow jest za-
lezna od obecnosci i ilosci antocyjanow znajdujacych si¢ w warstwie L1, karote-
noidow, flawondw i flawonoli, ktore z kolei wystepuja w warstwach L1 oraz L2
[Bush i in. 1976, Tymoszuk 2015]. Antocyjany sa odpowiedzialne za powstawa-
nie barwy niebieskiej, czerwonej oraz fioletowej. Natomiast flawonole i flawony
warunkuja barwe biala, kremowa i1 zo6tta. Karotenoidy maja wplyw na barwe
z6lta, czerwong oraz pomaranczowa [Lema — Ruminska i Zalewska 2005]. Chlo-
rofil odgrywa skuteczna role w przemianie energii $wietlnej w energi¢ che-
miczng. Jego zawarto$¢ stanowi wskaznik sprawnosci metabolizmu roslin i stanu
zdrowotnego. Karotenoidy z kolei odgrywaja gldwna role w fotoprotekcji oraz
obronie komorki roslinnej przed stresem oksydacyjnym [Bartley i Scolnik, 1995;
Demmig-Addams i in., 1996; Lefsrud i in., 2005; Kopsell i in., 2007]. Nowe
barwy kwiatostanow powstaja w wyniku modyfikacji szlakow biosyntezy barw-
nikéw roslinnych [Mekapoogu i in. 2020]. Chociaz wystepowanie antocyjanow
u roslin wyzszych jest szeroko rozpowszechnione, to w przypadku kaktusow, jak
rowniez wigkszos$ci roslin z rodzaju Caryophyllales, zostaly one zastapione przez
betalainy. Biosynteza antocyjané6w moze by¢ u nich blokowana na p6znym eta-
pie, podczas przejscia z dihydroflawonoli do antocyjanéw. Badania prowadzone
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przez Sakuta i in. 2021 nad wyizolowaniem oraz scharakteryzowaniem funkcjo-
nalnej 4-reduktazy dihydrofawonolu (DFR) i syntazy antocyjanidyny (ANS)
wykazaty brak antocyjandéw z powodu supresji tych enzymow. Jednak u transge-
nicznej odmiany Astrophytum myriostigma potwierdzono mozliwos¢ biosytnezy
antocyjanéw w miejsce betalain w ptatkach kwiatow [Sakuta i in. 2021].
Al.-Enezi i Al.-Khayri (2012a,b) w swoich badaniach nad palmg daktylowa
wykazali, iz promieniowanie rentgenowskie w sposob znaczacy wptyneto na ste-
zenie barwnikow roslinnych (takich jak: chlorofil a, chlorofil b oraz karotenoidy).
W porownaniu z kontrolg (0 Gy), niepoddang dziataniu promieniowania X,
siewki poddane promieniowaniu w dawkach 5 rad, 10 rad, 25 rad, 50 rad, 100
rad, 250 rad, 500 rad, 750 rad, 1250 rad oraz 1500 rad (co odpowiada kolejno:
0,05 Gy, 0,1 Gy, 0,5 Gy, 1 Gy, 2,5 Gy, 5 Gy, 7,5 Gy, 12,5 Gy i1 15 Gy) wykazywaty
obnizone stezenie badanych barwnikow roslinnych. Zauwazono odwrotng zalez-
no$¢ miedzy zastosowana dawka promieniowania a zawarto$cia barwnikow
fotosyntetycznych. Wraz ze wzrostem dawki promieniowania X zawarto$¢ chlo-
rofilu a, chlorofilu b oraz karotenoidow malata. Spadek zawartoséci chlorofilu
a zaobserwowano przy zastosowaniu 5 rad (0,05 Gy) i wynosita 11,43 pg/g,
a osiaggnela najwyzszy poziom przy uzyciu 1500 rad, wynoszac 7,49 ng/g.
W przypadku chlorofilu b od zastosowanej dawki wynoszacej 10 rad odnotowy-
wano coraz nizsze st¢zenia tego barwnika (4,31 pg/g). Najnizsze stezenie chlo-
rofilu b (2,55 ug/g) odnotowano w przypadku wczesniejszego zastosowania
promieniowania X w dawce 1500 rad (15 Gy). Spadek stezenia karotenoidow byt
podobny do pozostatych barwnikow roslinnych. Znaczaca redukcja karotenoi-
dow rozpoczela si¢ przy zastosowaniu 5 rad (0,05 Gy) — 2,66 pg/g, a najnizszy
poziom osiggneta w wyniku zastosowania dawki 1500 rad (15 Gy) — 2,94 pg/g.
Zawarto$¢ barwnikoéw roslinnych w konsekwencji znaczaco wptyneta na zabar-
wienie roslin. Badania wlasne wskazaty, iz w przypadku gatunkow kaktusow za-
lezno$¢ miedzy uzyta dawka promieniowania a zawarto$cig barwnikow jest
r6zna. W przypadku Astrophytum spp. ‘Purple’ wraz ze wzrostem zastosowane;j
dawki promieniowania X stwierdzono spadek st¢zenia barwnikow roslinnych.
Wyjatek natomiast stanowita dawka 15 Gy, ktéra spowodowata otrzymanie
zwigkszonego stezenia zawartosci karotenoidow oraz chlorofilu a w siewkach
barwy brunatnej. Dawka 50 Gy spowodowata otrzymanie najnizszego stezenia
antocyjanow, chlorofilu b, a takze karotenoidow w siewkach o zabarwieniu zie-
lonym oraz chlorofilu a w siewkach barwy pomaranczowej. U Copiapoa tenuis-
sima natomiast promieniowanie X na nasiona wplyneto w sposob zrdéznicowany
na otrzymane stezenie barwnikow roslinnych i zalezny byt rowniez od ich zabar-
wienia. Wraz ze zwigkszeniem dawki promieniowania rentgenowskiego w siew-
kach barwy brunatnej odnotowano wzrost stg¢zenia karotenoidow, chlorofilu
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a oraz chlorofilu b w stosunku do siewek kontrolnych niepoddanych promienio-
waniu. W siewkach zielonych natomiast doszto do wzrostu stezenia antocyjanow
oraz chlorofilu b, a spadek chlorofilu a oraz karotenoidow. U Uebelmannia pecti-
nifera stwierdzono korzystny wptyw promieniowania X na stezenie wszystkich ba-
danych barwnikdéw we wszystkich badanych barwach siewek w stosunku
do kontroli (0 Gy). W szczeg6lnosci dotyczylo to dawki dawce 15 Gy. Dawka
25 Gy stanowita wyjatek u siewek brunatno — zielonych, gdzie uzyskano mniejsze
stezenie antocyjanow w stosunku do kontroli, niepoddanej promieniowaniu X.

Dhawi oraz Al-Khayri (2008) wykazali natomiast, ze niskie dawki promie-
niowania miaty korzystny wptyw na barwniki fotosyntetyczne palmy daktylowe;j
(Phoenix dactylifera), podczas gdy wysokie dawki miaty wptyw negatywny.
Zaobserwowali réwniez, ze chlorofil a oraz karotenoidy sg bardziej wrazliwe na
pola magnetyczne niz chlorofil b. Pick Kiong Ling z zespotem (2008) uzyskali
nizsza zawarto$¢ chlorofilu z sadzonek napromienianych promieniowaniem y
w poréwnaniu z niepoddanymi promieniowaniu sadzonkami pomaranczy stod-
kiej (Citrus sinensis). Zawarto$¢ chlorofilu jednakze byta praktycznie niewraz-
liwa na niskie dawki promieniowania y. Natomiast Abu i in. (2005) uzyskali
wzrost poziomu chlorofilu a, chlorofilu b oraz catkowitego chlorofilu w poddane;j
dziataniu promieniowania y wspiggi zwyczajnej (Vigna unguiculata) [Abu 1 in.
2005, Dhawi i Al-Khayri 2008, Pick Kiong Ling i in. 2008]. W badaniach wta-
snych dla Astrophytum spp. ‘Purple’ wraz ze wzrostem zastosowanej dawki pro-
mieniowania X (za wyjatkiem dawki 15 Gy) stwierdzono spadek stezenia
barwnikéw roslinnych. U Copiapoa tenuissima jednakze promieniowanie X na
nasiona wplyneto w sposodb zréznicowany na otrzymane stezenie barwnikow
i byto zalezne rowniez od ich zabarwienia. U Uebelmannia pectinifera stwier-
dzono korzystny wplyw promieniowania X na stezenie wszystkich badanych
barwnikéw we wszystkich badanych barwach siewek w stosunku do kontroli nie-
poddanej promieniowaniu.

Identyfikacje i okreslenie odrgbnosci od roslin matecznych uzyskanych no-
wych odmian potwierdza si¢ czesto nie tylko w oparciu o cechy morfologiczne,
stosujac analizg sktadu jako$ciowego oraz iloSciowego barwnikow roslinnych
[Lema — Ruminska i Zalewska 2005], a takze wykorzystujac najbardziej nieza-
wodne i obiektywne narzg¢dzia biotechnologiczne jakimi sa markery molekularne
[Lema — Ruminska i in. 2004, Miler i Zalewska 2014]. Markery genetyczne wy-
korzystywane sa takze do okreslenia dystansu genetycznego w hodowli mutacyj-
nej. Badania wlasne potwierdzity bardzo wysokie zréznicownie genetyczne przy
pomocy markerow SCoT w napromienionych promieniowaniem X siewkach
trzech gatunkach kaktusow: Astrophytum spp. ‘Purple’, Copiapoa tenuissima,
Uebelmannia pectinifera. W innych badaniach promieniowanie X okazato si¢
najbardziej efektywnym mutagenem w stosunku do nanoczastek ztota i mikrofal
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u serduszki okazatej (L. spectabilis) ‘Valentine’ [Kulus i in. 2022]. Szczegdlnie
dawka promieniowania 20 Gy okazala si¢ najbardziej skuteczna w wywotywaniu
mutacji u serduszki okazatej, jednak liczba ro$lin ze zmianami genetycznymi
byta stosunkowo niewielka, gdyz zaledwie 3,3% miato zmiany zawarto$ci DNA
po napromienieniu promieniowaniem X, a polimorfizm (w zalezno$ci od startera
SCoT) wyniost od 0 do 6,25%, za$ liczba loci polimorficznych wynosita $rednio
2,4. W badaniach wilasnych szczegdlnie duzy dystans genetyczny stwierdzono
u siewek kaktuséw napromienionych dawka 50 Gy. U badanych kaktusow stwier-
dzono znacznie wyzszy poziom polimorfizmu w siewkach, ktory w zaleznos$ci od
zastosowanego strtera SCoT wyniost od 53,33% do 100% u Copiapoa tenuis-
sima, od 59,09% do 100% u Astrophytum spp. ‘Purple’ i od 65,00% do 100,00%
dla Uebelmannia pectinifera. Warto zauwazy¢, ze podobny dystans genetyczny
generowal marker SCoT dla odrebnych gatunkéw nalezacych do rodzaju
Astrophytum 1 Frailea (Lema-Ruminska i in. 2022). Podobnie wysoki poziom
polimorfizmu (PPB%) wynoszacy od 75 do 100% wykazal Nasri i in. (2021)
u mutantdw chryzantemy uzyskanych w wyniku dziatania mutagenu chemicz-
nego EMS (ethyl methanesulfonate) przy pomocy markera IRAP (Inter Retro-
transposon Amplified Polymorphism), w badaniach tych marker ISSR wykazat
nieco mniejszy polimorfizm. Takze w badaniach Michatowskiej i Lemy-Ruminskiej
(2018) marker ISSR dat nizszy polimorfizm dla linii chryzantem uzyskanych
w wyniku embriogenezy somatycznej, ktora takze moze stanowi¢ dodatkowe zro-
dto zmiennosci genetycznej u roslin.
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7. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

1. Promieniowanie X wplynelo na dynamike kietkowanie nasion u badanych
gatunkéw kaktuséw:

u Astrophytum spp. ‘Purple’ promieniowanie X w dawce 15 1 20 Gy przy-
spieszylo poczatek kietkowania nasion o 3-4 dni, w stosunku do nasion
nienapromienionych (kontrolnych), nasiona napromienione wyzszymi daw-
kami (25-50 Gy) kietkowaly o 1-2 dni p6zniej niz nasiona kontrolne. Naj-
wiecej kielkujacych nasion uzyskano dla nasion niepoddanych dziataniu
promieniowania X (kontrolnych — 0 Gy), natomiast dawka promieniowania
50 Gy najbardziej wptyneta na obnizenie liczby kietkujacych nasion w sto-
sunku do kontroli (o 22,13 %) oraz pozostatych dawek promieniowania;

u Copiapoa tenuissima dawka promieniowania 20 i 50 Gy przyspieszyla
poczatek kietkowania nasion o 1 dzien w stosunku do kontroli (0 Gy). Za-
obserwowano wytworzenie si¢ mniejszej liczby kietkujacych nasion na-
promienionych dawka 15 Gy oraz 20 Gy w stosunku do kontroli (0 Gy),
natomiast wyzsze dawki promieniowania (25 i 50 Gy) daly wigksza liczbg
kietkujacych nasion niz nasiona nienapromienione (kontrola 0 Gy). Naj-
wigcej kietkujacych (wzrost o 15,87%) nasion uzyskano dla nasion napro-
mienionych dawka 25 Gy w stosunku do nasion nienapromienionych
(kontroli);

u Uebelmannia pectinifera dawka 50 Gy przyspieszyta poczatek kietko-
wania nasion o 1 dzien w stosunku do kontroli i pozostatych dawek pro-
mieniowania. Najwiekszg liczbe¢ kietkujacych nasion uzyskano dla nasion,
ktére napromieniono promieniowaniem X w dawce 20 Gy (o 17,28% wie-
cej niz w kontroli). Dawki promieniowania 15 i 50 Gy takze zwickszyty
liczbe kietkujgcych nasion, natomiast dawka 25 Gy obnizyta o 8,48%
w stosunku do kontroli liczb¢ kietkujgcych nasion.

. Zastosowane na nasiona promieniowanie X wplynelo na udzial procentowy

siewek bezchlorofilowych u Astrophytum spp. ‘Purple’ lub barwnych u Co-
piapoa tenuissima oraz zréznicowane zabarwienie siewek u Uebelmannia
pectinifera. Stwierdzono ponadto istotny wplyw promieniowania na parame-
try morfologiczne siewek u Copiapoa tenuissima i Uebelmannia pectinifera.

u Astrophytum spp. ‘Purple’ udziat procentowy siewek bezchlorofilowych
rost wraz z wielkoscia dawki promieniowania i byt najwiekszy dla dawki
50 Gy. Zastosowanie promieniowania X spowodowalo powstanie nowej
barwy siewek (czerwonej), ktéra dotad nie byta stwierdzona u Astrophytum

spp. ‘Purple’;
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— u Copiapoa tenuissima udziat procentowy siewek barwnych rost wraz
z wielko$cig dawki promieniowania i byt najwyzszy dla dawki 50 Gy. Uzy-
cie dawki promieniowania 25 Gy oraz 50 Gy spowodowato uzyskanie no-
wej barwy siewek (pomaranczowo — brunatnej), ktéra dotad nie byla
stwierdzona u Copiapoa tenuissima; parametry morfologiczne siwek byty
najwyzsze przy dawce 25 Gy, a najnizsze przy 201 50 Gy.

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

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

— U Astrophytum spp. ‘Purple’ wraz ze wzrostem zastosowanej dawki pro-
mieniowania X stwierdzono spadek stezenia barwnikow roslinnych, takze
w obrgbie danej barwy. Wyjatkiem byto promieniowanie w dawce 15 Gy,
ktore wptyneto na zwigkszenie zawartosci karotenoidow oraz chlorofilu
a w siewkach barwy brunatnej. Zastosowanie promieniowania w dawce
50 Gy spowodowalo uzyskanie najnizszego stgzenia antocyjandw,
chlorofilu b oraz karotenoidéw w siewkach barwy zielonej i chlorofilu
a w siewkach barwy pomaranczowej. W siewkach kremowo-biatych nie
stwierdzono obecno$ci antocyjandw i karotenoiddw.

— u Copiapoa tenuissima wptyw promieniowania X byt zréznicowany i za-
lezat od barwy siewek. Wraz ze wzrostem dawki promieniowania w siew-
kach brunatnych nastgpit wzrost stezenia karotenoidow, chlorofilu
a i chlorofilu b w stosunku do kontroli, natomiast w siewkach zielonych
nastapit wzrost stezenia antocyjanoéw i chlorofilu b, a spadek karotenoidow
i chlorofilu a.

— u Uebelmannia pectinifera stwierdzono bardzo pozytywny wplyw promie-
niowania X w dawce 15 Gy na stgzenie wszystkich badanych barwnikow,
we wszystkich barwach siewek w stosunku do kontroli. Pozostate dawki
promieniowania takze wptynety pozytywnie na zwigkszenie zawarto$ci
barwnikéw roslinnych, z wyjatkiem dawki 25 Gy u siewek brunatno-zie-
lonych, ktora istotnie wptyneta na obnizenie w nich stezenia antocyjanow
w stosunku do kontroli.
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4. Stwierdzono istotny wplyw promieniowania X na zr6zZnicowanie gene-
tyczne siewek badanych gatunkéw kaktuséow przy pomocy markera
SCoT.

— stwierdzono bardzo wysoki poziom polimofizmu w siewkach poddanych
dziataniu promieniowania X: Astrophytum spp. ‘Purple’, Copiapoa tenuis-
sima, Uebelmannia pectinifera;,

— analiza UPGMA wykazata bardzo duzy dystans genetyczny u badanych
genotypow poddanych dziataniu promieniowania X u wszystkich gatun-
kéw kaktusow.

5. Promieniowanie jonizujace moze by¢ wykorzystane w hodowli radiomu-
tacyjnej do uzyskiwania nowych odmian kaktuséw.
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STRESZCZENIE

Wplyw promieniowania jonizujacego na barwe siewek
oraz zmiany biochemiczne i molekularne u wybranych
gatunkéw kaktusow

Mgr inz. Piotr Licznerski
Stowa kluczowe: barwniki, Cactaceae, in vitro, hodowla, markery molekularne

Kaktusy nalezg do szczegoélnie cenionych roslin ozdobnych ze wzgledu na
bogactwo barw i ksztattow oraz tatwos¢ uprawy. Co roku, na catym $wiecie, sze-
rokie gremium kolekcjoneréw oczekuje nowych atrakcyjnych odmian. Nowocze-
sna hodowla ro$lin ozdobnych jest ukierunkowana na stosowanie nowych, caty
czas doskonalonych oraz zaawansowanych metod i narzedzi biotechnologicz-
nych. Celem badan byta ocena, czy i w jakim stopniu zastosowane promieniowa-
nie X w roznych dawkach wplywa na dynamike¢ kietkowania nasion
w warunkach in vitro, zmiany morfologiczne, zmiany biochemiczne i zmiany
na poziomie molekularnym u wybranych gatunkow kaktuséw. Materialem
badawczym byty nasiona kaktuséw uzyskane z hodowli whasnej (Astrophytum
spp. ‘Purple’ oraz Copiapoa tenuissima Ritt.), a takze zakupione w firmie Kak-
teen Koheres z Niemiec (Uebelmannia pectinifera Buining). Materiat ten zostat
napromieniony promieniowaniem X przy pomocy akceleratora Clinac 2300 CD
W Zaktadzie Radioterapii Centrum Onkologii im. prof. Franciszka tukaszczyka
w Bydgoszczy (dawki: 0 Gy, 15 Gy, 20 Gy, 25 Gy i 50 Gy). Po napromienieniu
promieniowaniem jonizujacym nasiona kaktuséw zostaly poddane sterylizacji
wstepnej 1 wlasciwej. Nastepnie materiat byl umieszczony na pozywce MS
(1962). Przez okres 8 tygodni zostata oceniana dynamika kietkowania nasion. Po
uplywie tego czasu dokonano oceny uzyskanych siewek pod katem barwy przy
pomocy katalogu barw the Royal Horticultural Society Colour Chart (RHSCC),
a takze wykonano pomiary parametrow morfologicznych oraz przeprowadzono
analizy biochemiczne i molekularne. Stwierdzono, ze promieniowanie X wpty-
nelo na dynamike kietkowania nasion u badanych gatunkow kaktusow, powodu-
jac przyspieszenie badz opdznienie poczatku kietkowania. Zastosowane na
nasiona promieniowanie X znaczaco wplynelo na zabarwienie siewek, parametry
morfologiczne oraz zréznicowane st¢zenie barwnikow roslinnych w powstatych
siewkach. Analizy molekularne z wykorzystaniem markera SCoT potwierdzity
istotny wplyw promieniowania X na zréznicowanie genetyczne uzyskanych sie-
wek u badanych gatunkéw kaktuséw.
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ABSTRACT

Influence of ionizing radiation on the colour of seedlings
and biochemical and molecular changes in selected cacti species

M.Sc. Eng. Piotr Licznerski
Key words: breeding, Cactaceae, in vitro, molecular markers, pigments

Cacti are among the most valued ornamental plants due to the richness of
colours and shapes, as well as the ease of cultivation. Every year, around the
world, a wide range of collectors expect new attractive cultivars. Modern breed-
ing of ornamental plants focuses on the use of new and constantly improved and
advanced methods and biotechnological tools. The aim of the study was to esti-
mate whether, and to what extent, the X-radiation applied in different doses
affects the dynamics of seed germination in vitro, morphological and biochemical
changes and changes at the molecular level in selected cacti species. The research
material consisted of cacti seeds from own breeding (Astrophytum spp. ‘Purple’
and Copiapoa tenuissima Ritt.), as well as purchased from a German company
Kakteen Koheres (Uebelmannia pectinifera Buining). The material was irradi-
ated with X-rays using the Clinac 2300 CD accelerator at the Radiotherapy
Department, Prof. Franciszek Lukaszczyk Memorial Oncology Center in Byd-
goszcz (doses: 0 Gy, 15 Gy, 20 Gy, 25 Gy and 50 Gy). After the exposure to the
ionizing radiation, cacti seeds were subjected to initial and proper sterilization.
The material was then placed on the MS medium (1962). The dynamics of seed
germination was evaluated for the period of 8 weeks. After the time, the obtained
seedlings were assessed in terms of colour using the the Royal Horticultural
Society Colour Chart catalogue and morphological parameters were measured,
as well as biochemical and molecular analyzes were performed. As a result of the
research, it was found that X-radiation affected the dynamics of seed germination
in the examined cacti species, causing the acceleration or delay in the beginning
of germination. X-radiation applied to the seeds essencially affected the colour of
the seedlings, and significantly — the morphological parameters and concentra-
tions of plant pigments in the resulting seedlings. The molecular analyzes using
the SCoT marker confirmed the significant effect of X-radiation on the genetic
diversity of the seedlings obtained in the cacti species examined.
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