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HODOWLA CHRYZANTEMY WIELKOKWIATOWEJ
NA DRODZE MUTAGENEZY INDUKOWANEJ
PROMIENIOWANIEM X | GAMMA

Alicja Tymoszuk

Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy im. J. i J. Sniadeckich w Bydgoszczy

Streszczenie. Chryzantema, obok rozy i gerbery, jest jedna z najpopularniejszych roslin
ozdobnych na $wiecie. Chlonny rynek zbytu podlegajacy prawom mody nieustannie wyka-
zuje zapotrzebowanie na nowe odmiany. Hodowcy podejmuja wiele staran, aby zaspokoi¢
wyrafinowane i czgsto zmieniajace si¢ gusta klientow. Odmiany popularne w jednym roku
sa szybko zastgpowane. Stad tez najwigkszym zainteresowaniem hodowcow ciesza si¢ me-
tody pozwalajace tatwo i w krotkim czasie uzyska¢ zmienno$¢ pojedynczych cech, jak bar-
wa czy typ kwiatostanu, decydujacych w gtdéwnej mierze o atrakcyjnos$ci nowych odmian.
W poréwnaniu do innych metod, wymagania te najlepiej spetnia indukowana mutageneza.
W pracy scharakteryzowano chryzantemg wielkokwiatowa, opisano zatozenia i przebieg
programéw hodowlanych opartych na indukowaniu mutacji promieniowaniem X i gamma
oraz przedstawiono najwazniejsze osiagnigcia polskiej hodowli.

Stowa kluczowe: Chrysanthemum xgrandiflorum /Ramat./ Kitam., hodowla mutacyjna,
promieniowanie X i gamma, polskie odmiany

WSTEP

Nowoczesna hodowla ukierunkowana jest na wykorzystywanie zaawansowanych
metod biotechnologicznych, w tym transformacji genetycznej, pozwalajacych na bez-
posrednie uzyskiwanie zatozonych celéw, wykraczanie poza pulg cech warunkowanych
genotypem czy omijanie barier krzyzowalnosci. Metody te, ze wzgledu na duza kosz-
tochtonnos$¢, potrzebg posiadania specjalistycznie wyposazonego laboratorium i zatrud-
niania wysoce wykwalifikowanego personelu, nie znajduja rutynowego zastosowania
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w hodowli roélin ozdobnych [Schum 2003]. Decyduje o tym ich mniejsze znaczenie eko-
nomiczne w porownaniu do na przyktad roslin spozywczych i stosunkowo krotki okres
popytu na rynku wynikajacy z dynamicznych zmian potrzeb i gustow klientow co do
fenotypow. Nieustannie od wielu lat podstawowe znaczenie w hodowli chryzantem maja
trzy metody: krzyzowanie generatywne, selekcja oraz indukowanie mutacji [Jerzy 2000].
Krzyzowanie i selekcj¢ utrudnia samoniezgodno$¢, wysoki poziom ploidalnosci i hete-
rozygotycznosci [Schum 2003]. Ponadto nie wszystkie odmiany wykazuja zdolno$¢ do
wytwarzania zywotnego pylku czy zawiazywania nasion [Miler 2013]. Krzyzowanie wy-
maga duzo pracy i czasu, specjalnych zabiegdw, na przyktad przycinania kwiatow jezycz-
kowatych w celu odstonigcia stupkow i1 utatwienia zapylania. Dtugo trwa rowniez upra-
wa, ocena i selekcja siewek. Niekiedy trzeba takze przeprowadza¢ dalsze krzyzowania.
Okres potrzebny do otrzymania nowej odmiany moze wynie$¢ nawet kilka — kilkanascie
lat. Stad tez w hodowli chryzantem powszechnie wykorzystuje si¢ indukowana mutage-
nezg, ktora jest metoda pozwalajaca uzyska¢ nowe odmiany nawet juz w ciagu 2-3 lat.
Ponadto, w porownaniu do krzyzowania, mozliwa jest zmiana pojedynczych cech.
U chryzantem pod wptywem promieniowania X lub gamma pojawiaja si¢ najczgsciej
mutacje barwy kwiatostanow [Jerzy 2000], co jest kluczowe z punktu widzenia hodowli.
Indukowanie mutacji jest odpowiednia metoda hodowli dla roslin o wysokim poziomie
heterozygotycznosci i rozmnazanych wegetatywnie [Schum 2003], a do takich zalicza
si¢ chryzantemy. Celem pracy jest przedstawienie problematyki zwiazanej z hodowla
chryzantemy wielkokwiatowej na drodze mutagenezy indukowanej promieniowaniem X
i gamma, a takze przyblizenie osiagnig¢ polskiej hodowli.

CHRYZANTEMA WIELKOKWIATOWA

Gatunek chryzantema wielkokwiatowa (Chrysanthemum Xgrandiflorum /Ramat./ Ki-
tam, syn. Chrysanthemum xhortorum L.H. Bailey, Chrysanthemum indicum L., Chry-
santhemum morifolium Ramat., Dendranthema grandiflora Tzvelev) nalezy do rodziny
astrowatych (Asteraceae) i pochodzi z Dalekiego Wschodu. Jej uprawa i hodowla zostata
zapoczatkowana w Chinach i trwa co najmniej od 500 roku p.n.e. Do Europy zostala
sprowadzona z Japonii w XVII wieku przez Holendréw. W Polsce uprawa zaj¢to si¢ do-
piero w XIX wieku, a hodowlg rozpoczgto w latach 70. ubiegtego stulecia. Chryzantemy
sa bylinami lub podkrzewami o pojedynczych kwiatach zebranych w otoczone wielolist-
na okrywa koszyczki kwiatowe (kwiatostany) wyrastajace na todydze pojedynczo lub
w baldachogronach. Zenskie kwiaty jezyczkowate tworza zwykle ozdobna cze$¢ kwiato-
stanu i sa bardziej okazate od rurkowatych. Wypetniaja caty koszyczek lub wystgpuja na
jego obrzezu. Obuptciowe kwiaty rurkowate znajduja si¢ najczesciej w centralnej czesci
kwiatostanu, chociaz moga by¢ umiejscowione wsrdd kwiatdw jezyczkowatych na calej
jego powierzchni [Jerzy 2000]. Wigkszo$¢ uprawianych odmian chryzantem ma 54 chro-
mosomy (2n = 6x = 54) zebrane w dwoch zespotach — diploidalnym (18 chromosoméw)
i tetraploidalnym (36 chromosoméw), przy czym po krzyzowaniu dziedziczenie cech
przebiega w sposob typowy dla form tetraploidalnych. Maksymalna liczba chromosomow
u poliploidéw moze wynosi¢ 144. Istnieja rowniez formy aneuploidalne o nieparzystej
liczbie chromosomoéw, np. 71 [Dowrick 1953]. Tak wysoce skomplikowany i réznorod-
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ny sktad genetyczny jest zrodtem niewyczerpanej jak dotad zmienno$ci objawiajacej si¢
W postaci szerokiej gamy barw, typow 1 wielkosci kwiatostanow, sity wzrostu, ulistnie-
nia, wczesnosci i obfitosci kwitnienia u odmian [Jerzy 2000]. W Polsce chryzantemy
najczgsciej uprawia si¢ pod ostonami — jako doniczkowe 1 na kwiat cigty oraz w gruncie.
Sa to rosliny dnia krotkiego, ale dzigki prowadzeniu uprawy sterowanej ciesza nas swym
pigknem caly rok. Moga takze zdobi¢ ogrody i domy. Wykorzystywane sa do tworzenia
form drzewkowych, kaskadowych, zywoplotéw oraz jako rosliny okrywowe. Chryzante-
my rosnace w pojemnikach nie tylko zdobia wngtrza, ale pochtaniajg z powietrza szko-
dliwe substancje, takie jak formaldehyd, benzen, amoniak. O ich popularnosci decyduje
prosty sposob rozmnazania (przez sadzonki pgdowe pobierane z matecznikow w szklarni
lub pochodzace z kultury in vitro), a takze nadzwyczaj dtugie i obfite kwitnienie [Jerzy
i Lubomski 1991, Jerzy 2000, Zalewska 2005].

INDUKOWANA MUTAGENEZA

Hodowla mutacyjna polega na indukowaniu w materiale genetycznym mutacji,
czyli trwatych zmian podlegajacych dziedziczeniu. Jej poczatek sigga lat 20. ubiegte-
go stulecia, kiedy to H.J. Muller (laureat Nagrody Nobla w 1946 roku) udowodnit, ze
zastosowanie promieniowania X zwigksza czgsto$¢ mutacji u muszki owocowej [Mul-
ler 1927]. Hodowla ta rozwingta si¢ na duza skalg po II wojnie §wiatowej, gldwnie
w Szwecji, Zwiazku Radzieckim, Japonii, Indiach i USA [Jassem 1999]. Organizacja
prowadzaca bazg danych na temat mutagenow, rodzaju uzyskanych zmian i zarejestro-
wanych odmian jest FAO/IAEA (FAO — Food and Agriculture Organization of United
Nations, Organizacja Narodéw Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa;
IAEA — International Atomic Energy Agency, Migdzynarodowa Agencja Energii Ato-
mowej). Wedlug zgromadzonych informacji, na $wiecie, droga indukowanej mutage-
nezy, wyhodowano 3218 odmian r6znych gatunkow roslin rozmnazanych wegetatyw-
nie lub generatywnie, z czego 709 odmian to rosliny ozdobne, w tym 279 chryzantem
[www.mvgs.iaca.org]. Indukowana mutageneza ma réwniez duze znaczenie w hodow-
li storczykow, roz, pelargonii, paciorecznikow, gozdzikéw [Jain 2006]. Chryzantemy
charakteryzuja si¢ duza tatwoscia tworzenia spontanicznych i indukowanych mutacji
[Malaure i in. 1991a, Mynett i Orlikowska 1997]. Przyczyna mutacji spontanicznych
w $rodowisku naturalnym jest promieniowanie ultrafioletowe stonca oraz promieniowa-
nie kosmiczne. W rezultacie powstaja tzw. sporty (mutanty), czyli nowe odmiany r6znia-
ce si¢ od ro$liny wyjsciowej pewna cecha, np. barwa kwiatostanu, ksztattem lisci [Wolff
1996], typem kwiatostanu [Malaure i in. 1991b] czy sila wzrostu [Stewart i Dermen
1970]. Wyodrebnienie spontanicznych mutantow jest szybka i tania metoda hodow-
lang [Jerzy 2000]. Jednak czestos¢ mutacji spontanicznych jest bardzo niska, rze¢du
10°-10-° na pokolenie [Jassem 1999]. Dlatego, w celu zwigkszenia zmienno$ci, materiat
ro$linny poddaje si¢ dziataniu mutagenow fizycznych lub chemicznych. Wigkszo$¢ mu-
tacji przebiega w kierunku od allelu dominujacego do recesywnego [Jassem 1999], co
prowadzi do ich ujawnienia sig¢ juz w pierwszym pokoleniu mutacyjnym [Schum 2003]
i umozliwia uzyskanie duzej liczby odmian w stosunkowo krotkim czasie [Muszynski
1976]. Indukowanie mutacji pozwala na zmian¢ pojedynczych cech, co jest nieosiagal-
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ne w przypadku krzyzowania. W ten sposob otrzymuje si¢ odmiany rozniace sig tyl-
ko np. barwa kwiatostanu, ale nalezace do jednej grupy odmianowej o takich samych
wymaganiach uprawowych i reakcji fotoperiodycznej, co jest znacznym ulatwieniem
dla producentéw. Nalezy jednak pamigta¢, ze w przypadku hodowli mutacyjnej zmiany
nie wykraczaja nigdy poza pulg cech danego gatunku [Miler 2005]. U chryzantem pod-
danych dziataniu mutagenu zmianie ulegaja najczesciej barwa i typ kwiatostanu [Jerzy
i Lubomski 1991, Zalewska 1995, Zalewska 2010, Zalewska i in. 2010, Zalewska 1 in.
2011]. Najsilniejsza reakcjg radiomutacyjna wykazuja chryzantemy o fioletowych i r6zo-
wych kwiatostanach, a najstabsza z6tto kwitnace. Rzadziej obserwuje si¢ zmiang pokroju
ro$liny, zmiany ksztattu i wielkosci lisci oraz kwiatostanow czy liczby i ksztattu kwiatow
jezyczkowatych. Na drodze hodowli mutacyjnej otrzymano rowniez odmiany o zielono-
-biatych liSciach oraz o zmienionej reakcji fotoperiodycznej, tolerujace niskie temperatu-
ry, wysokie zasolenie czy niskie natgzenie $wiatta [Schum 2003, Jain 2006].

Najczesciej stosowanym mutagenem fizycznym sa promieniowanie jonizujace X
i gamma [Broertjes i van Harten 1988]. Promieniowanie X pochodzi z aparatu rentge-
nowskiego. Zrodtem promieni gamma jest radioaktywny izotop kobaltu “Co, tzw. bomba
kobaltowa lub izotop cezu *’Cs. Napromienianiu nie poddaje si¢ catych ro$lin. Przy we-
getatywnym rozmnazaniu in vivo stosuje si¢ sadzonki pedowe i lisciowe, a w przypadku
rozmnazania in vitro niewielkie fragmenty wegetatywne, jak: paki, liScie, ogonki liscio-
we, odcinki todyg, osi kwiatostanowej 1 kwiatu, tkank¢ kalusowa, zawiesiny komorek,
zarodki somatyczne, protoplasty [Jerzy 2000]. W kulturze in vitro na matej powierzchni,
w otoczeniu wolnym od chorob i szkodnikéw, mozna umiesci¢ wiele napromienionych
eksplantatow. Zapewnia to efektywniejsza regeneracje niz w warunkach in vivo, zwigksza
mozliwo$¢ uzyskania zmutowanych roslin oraz pozwala znacznie przyspieszy¢ wszyst-
kie etapy programu hodowlanego [Zalewska 1995, Zalewska i Jerzy 1997a]. Napromie-
nianie moze mie¢ charakter ciagly (w czasie catego okresu wegetacyjnego lub w wybra-
nych fazach wzrostu i rozwoju ro$lin) lub uderzeniowy. Za najbardziej skuteczna uwaza
si¢ jednorazowa dawke uderzeniowa [Jerzy 2000], ktora jest jednoczesnie subletalna
i wywotuje efekt letalny u okoto 50% roélin [Jassem 1999]. Jednostka dawki pochtonig-
tej jest grej (Gy). 1 Gy odpowiada 1 dzulowi (J) energii promieniowania pochlonigtej
przez ciato o masie 1 kilograma [Ahloowalia i Maluszynski 2001]. Wysoko$¢ optymalne;j
dawki zalezy od gatunku, dla chryzantem jest to 10-20 Gy dla promieniowania X i gam-
ma. Bardziej efektywne jest uzycie promieniowania gamma, ktére daje wigkszy zakres
zmiennosci [Zalewska 1995, Zalewska i Jerzy 1997b]. Wystepuje zalezno$¢ migdzy wiel-
koscia dawki a rodzajem materiatu roslinnego poddawanego napromienianiu. Sadzonki
pedowe traktuje si¢ wigkszymi dawkami niz eksplantaty in vitro [Jerzy 2000]. Podczas
uprawy i kwitnienia pierwszego wegetatywnego pokolenia mutacyjnego (vM,) prowadzi
si¢ obserwacje majace na celu wyodregbnienie tzw. wariantow (roslin o zmienionych ce-
chach morfologicznych i fenologicznych) oraz wariancji odpowiadajacych zmienionym
cechom. Pojgcia mutant i mutacja mozna wprowadzi¢ dopiero w drugim pokoleniu we-
getatywnym (vM,), gdyz trudno orzeka¢ o ich wystgpowaniu bez sprawdzenia powtarzal-
nos$ci cech [Zalewska 1995].

Mutageneza nie powoduje swoistych ani ukierunkowanych zmian w genotypie. Zmia-
ny na poziomie DNA mogg przejawia¢ si¢ w zmianie fenotypowego efektu dziatania
genu lub doprowadzi¢ do jego unieczynnienia. Molekularny mechanizm indukowanych
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mutacji jest taki sam jak mutacji spontanicznych [Jassem 1999]. Powstaja zmiany zarow-
no w sekwencji nukleotydow (mutacje punktowe — genowe), jak i zmiany w strukturze
chromosomow (aberracje chromosomowe lub chromatydowe). Energia promieniowania
jonizujacego moze zosta¢ bezposrednio zaabsorbowana przez szkielet cukrowo-fosfora-
nowy i doprowadzi¢ tym samym do pgknigcia nici DNA. Promienie jonizujace wykazuja
réwniez zdolno§¢ do penetrowania w glab tkanek i wzbudzania atomdéw napotykanych
czasteczek. Dochodzi w ten sposob do uwolnienia elektrondw i powstania pozytywnie
natadowanych wolnych rodnikéw reagujacych dalej z innymi czasteczkami, co skutku-
je rozchwianiem réwnowagi energetycznej komorek i prowadzi do uszkodzenia DNA
i chromosoméw. W wyniku reakcji z rodnikami OH® powstaje glikol tyminy, ktory jest
jednym z najcze¢stszych uszkodzen radiacyjnych zasad. Jonizacja atomow wewnatrz ko-
moérek moze prowadzi¢ do pegknigcia czasteczki DNA w jednej lub obu niciach nukle-
otydowych, tzw. teoria tarczy. Promienie X moga spowodowac usuni¢cie pirymidyn, co
skutkuje rozerwaniem czasteczki DNA w miejscu ich wystepowania. Jezeli promienie jo-
nizujace dzialaja na komorki bedace w fazie G1, to powstang aberracje chromosomowe,
w fazie G2 aberracje chromatydowe, a w stadium S aberracje mieszane chromosomowo-
-chromatydowe [Rogalska i in. 2005].

NAPROMIENIANIE TKANEK ROSLINNYCH

Waznym aspektem hodowli mutacyjnej, majacym wpltyw na pojawianie si¢ i zakres
mutacji, jest wybor tkanek roélinnych poddawanych dziataniu mutagenu. Napromienia-
nie tkanek niemerystematycznych zwigksza szanse na uzyskanie stabilnych, jednorodnie
zmienionych mutantéw. Natomiast w przypadku dziatania mutagenu na tkanki meryste-
matyczne dochodzi najczesciej do powstawania niejednorodnych genetycznie chimer. Ped
zakonczony jest merystemem wierzchotkowym (apikalnym), z ktérego bierze poczatek.
Podziat powierzchnia peryklinalng wydziela w merystemie czg$¢ zewngtrzng i wewnetrz-
na (trzon). Tunika to zespot warstw (jednej lub wigcej) w czesci zewngtrznej merystemu,
a korpus stanowi jego trzon. W tunice zachodza podziaty antyklinalne pozwalajace na
wzrost powierzchniowy, a w korpusie zarowno antyklinalne, jak i peryklinalne, wskutek
czego rozrasta si¢ on objgtosciowo. Liczba pigter inicjalnych (warstw histogenowych),
oznaczanych skrotem L (ang. /ayer) z dodatkiem numeru liczac od powierzchni, row-
na jest liczbie warstw tuniki plus jeden. U roslin okrytonasiennych wystgpuja zazwy-
czaj dwie warstwy tuniki (trzy pigtra inicjalne — L1, L2 i L3). Wyjatek stanowia trawy
o zwykle jednowarstwowej tunice. Kazda warstwa histogenowa powstaje z matej gru-
py odregbnych komorek inicjalnych [Esau 1973, Tilney-Bassett 1986, Hejnowicz 2002].
U chryzantemy wystepuja trzy warstwy histogenowe [Wolff 1996]. W powstawaniu lisci
biora udziat wszystkie trzy. Kwiaty jezyczkowate zbudowane sa z warstw L1 oraz L2,
a korzenie powstaja z warstwy L3 [Stewart i Dermen 1970]. Komorki warstwy L1 tworza
epiderme. Z warstwy L2 powstaje tkanka subepidermalna, zewngtrzna czg$¢ kory, game-
ty, a warstwa L3 tworzy rdzen [Burge i in. 2002]. Warstwa L2 warunkuje typ kwiatostanu
[Stewart i Dermen 1970, Bush i in. 1976, Malaure i in. 1991a]. Barwa kwiatostanow
zalezy od obecnosci i iloéci antocyjandw wystepujacych w warstwie L1 oraz karoteno-
idéw, flawonow i flawonoli znajdujacych si¢ w warstwach L1 i L2 [Bush i in. 1976].
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Antocyjany odpowiadaja za powstawanie barwy czerwonej, niebieskiej i fioletowej, fla-
wony i flawonole za barwg biata, kremowa i z6lta, a karotenoidy za z6tta, pomaranczowa
i czerwong [Lema-Ruminska i Zalewska 2005].

W przypadku zastosowania czynnikéw mutagennych na sadzonki pgdowe lub eks-
plantaty merystematyczne obejmujace wierzchotki wzrostu i paki boczne z katow lisci
oraz wyizolowane merystemy wierzchotkowe i katowe, zachodzi zjawisko selekcji we-
wnatrzsomatycznej (diplontowej lub diplontycznej). Polega ona na eliminacji w czasie
rozwoju napromienionej ro$liny zmutowanych komoérek rozmieszczonych w glebszych
warstwach tkanek. Komorki, w ktérych zaszta mutacja, sa ostabione lub uszkodzone
i nie sa w stanie wspotzawodniczy¢ z szybko dzielacymi si¢ niezmutowanymi komorka-
mi [Jerzy 1997]. Zjawisko to ogranicza efekt hodowlany [Jerzy 2000], gdyz zmniejsza
si¢ zakres mutacji i powstaje mniej zmutowanych roslin [Zalewska 1995]. Komoérki me-
rystemow biora udziat w tworzeniu tkanek, a ich sktad genetyczny decyduje o fenotypie
nowej roéliny. Stosujac mutagen, dziatamy na zréznicowany juz strukturalnie merystem.
Mutacje zachodza w jego pojedynczych komorkach i sa w stanie objaé tylko czg$¢ no-
wej rosliny [Muszynski 1976]. W ten sposob powstaja chimery — rosliny zbudowane
z tkanek o roznym sktadzie genetycznym [Broertjes i van Harten 1988]. Chimery nazy-
wane sa rowniez mieszancami wegetatywnymi [Jerzy 2000]. Aby otrzyma¢ jednorodny
genetycznie organizm, mozna kilkakrotnie przycia¢ wierzchotki napromienionych sa-
dzonek i pobudzi¢ rozwdj pakow bocznych ze zmutowanych obszaréw. Uzyskane pedy
boczne ukorzenia si¢ i uprawia az do kwitnienia. W ten sposob zwigksza si¢ czgstos¢
mutacji i prawdopodobienstwo, ze rosliny nie beda chimerami. Sadzonki pgdowe mozna
tez podzieli¢ na jednoweztowe fragmenty z jednym lisciem, ktore rowniez ukorzenia sig
i doprowadza do kwitnienia. Metoda ta daje lepsze rezultaty, poniewaz szybciej nast¢puje
uaktywnienie si¢ merystemow i wzrost pedow bocznych [Zalewska 1995, Jerzy 1997].
In vitro rezultat taki mozna osiagnaé przez podzial mikrosadzonek na jednowgztowe
fragmenty pedu [Yamaguchi i in. 2009]. Jak podaja Broertjes i Keen [1980], sposobem
pozwalajacym na ograniczenie lub uniknigcie powstawania chimer jest napromienianie
wierzchotkéw pedow we wezesnym stadium rozwojowym.

Chimery sektorialne maja odmienny genetycznie sektor tkanek obejmujacy wszyst-
kie warstwy histogenowe. U chimer peryklinalnych odmienny genotyp prezentuje jedna
lub dwie cate warstwy. Chimery meryklinalne maja odmienna genetycznie cz¢$¢ jednej
lub dwoch warstw. Chimery peryklinalne sa najbardziej stabilnymi formami i wiele z
nich jest cenionych przez hodowcow ze wzgledu na wyrdzniajace sig fenotypy. Najczg-
Sciej sa to rosliny o zmienionej barwie kwiatostanu [Broertjes i in. 1980, Zalewska i
Jerzy 1997a]. Stepczynska i Jerzy [1981] uzyskali chimery peryklinalne, u ktérych tylko
brzezne kwiaty jezyczkowate zrosty si¢ w rurki. W pordwnaniu ze stabilnym mutantem,
u chimer peryklinalnych inne niekorzystne mutacje towarzyszace zmianie barwy lub typu
kwiatostanu moga si¢ nie ujawni¢ [Broertjes i in. 1980]. Wizualnie nie mozna rozr6znic¢
chimery peryklinalnej od stabilnego mutanta, a chimery meryklinalnej od sektorialnej
[Tilney-Bassett 1986]. Z chimery meryklinalnej mozna wyprowadzi¢ chimereg peryklinal-
na poprzez sukcesywne pobudzanie do wzrostu pedow bocznych znajdujacych sig czg-
sciowo lub catkowicie w obszarze pgdu objgtego mutacja [Broertjes i van Harten 1988].
Chimeryzm wptywa na sposob rozmnazania chryzantem. Przy wegetatywnym rozmna-
zaniu odmian bedacych chimerami powtarzalno$¢ cech zapewnia uzycie w warunkach
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in vivo sadzonek pedowych, a w warunkach in vitro wierzchotkow pedu lub wyizolowa-
nych merystemow. Paki katowe powiclaja uktad warstw histogenowych merystemu api-
kalnego. Dlatego tez chimery zachowuja swodj fenotyp przy rozmnazaniu wegetatywnym
przez pedy boczne [Burge i in. 2002, Lema-Ruminska 2005].

Rozmnazanie chryzantem przez sadzonki lisciowe in vivo i eksplantaty lisciowe
in vitro nie jest powszechnie stosowane w praktyce produkcyjnej. Znalazto jednak wazne
zastosowanie w hodowli radiacyjnej [Jerzy i Lubomski 1991] odkad to Broertjes i inni
[1976] wykazali, ze ped przybyszowy moze powstawaé ze zmutowanej komorki ogonka
lisSciowego. Tym samym rozwijajaca si¢ z pojedynczej komorki roslina zbudowana jest
z tkanek jednorodnych genetycznie i nie jest chimera. W ten sposob unika si¢ rowniez
negatywnych skutkow selekcji wewnatrzsomatycznej. Szansa, ze komorka inicjalna be-
dzie rownoczesnie komorka zmutowana, nie jest duza, ale przy niewielkich rozmiarach
sadzonek lisciowych mozna tatwo zwigkszy¢ liczebnos¢ proby poddawanej dziataniu
mutagenu [Muszynski 1976]. Broertjes i inni [1976] zaobserwowali, Zze w powstawaniu
merystemu przybyszowego bierze udzial najczgsciej pojedyncza komorka kalusa (wy-
tworzonego u podstawy ogonka sadzonki lisciowej) lub epidermy (na eksplantacie liscio-
wym in vitro). Jak podaje Zalewska [2001], centra merystematyczne, z ktdrych powstaja
pedy przybyszowe, moga rowniez pochodzi¢ z subepidermy lub parenchymy. Broertjes
i Keen [1980] opracowali matematyczny model stochastyczny opisujacy tworzenie me-
rystemu przybyszowego. Wykazali, Zze powstaje on z jednej lub kilku wegetatywnych
komorek siostrzanych bioracych si¢ z podziatow komorki inicjalnej. Zatem ped przyby-
szowy pochodzi finalnie zawsze tylko z jednej komorki. Komorka inicjujaca tworzenie
pedu przybyszowego pochodzi zwykle z zewngtrznej warstwy L1 odpowiedzialnej za
barwe kwiatostanu. Dlatego u chryzantem mutacje dotycza najczesciej barwy kwiatosta-
nu. Mutacje, ktore zaszty w warstwach L2 i L3, maja mniejsze szanse na ujawnienie si¢
ze wzgledu na silnej zaznaczajacy si¢ w glebiej potozonych tkankach mechanizm selekcji
wewnatrzsomatycznej [van Harten 1998].

W hodowli mutacyjnej technika regeneracji przez pedy przybyszowe znajduje jedy-
nie zastosowanie dla odmian begdacych formami jednorodnymi genetycznie. Sadzonki
lisciowe in vivo 1 eksplantaty liSciowe in vitro nie sa odpowiednie zwlaszcza dla rozmna-
zania roslin, ktére sa chimerami peryklinalnymi. Nowy ped przybyszowy moze powstaé
z pojedynczej komorki zmutowanej warstwy L1 lub niezmutowanych warstw L2 lub L3
i w zwiazku z tym niemozliwe jest odtworzenie charakteru chimery peryklinalnej, ktéra
zawiera przynajmniej dwie niejednorodne genetycznie warstwy tkanek [Zalewska 1995].
Regeneracja pedow przybyszowych w tym przypadku prowadzi do uzyskania mutantow
jednorodnych (z warstwy L1) lub form niezmienionych w ogéle (z warstwy L2 lub L3),
prezentujacych fenotyp odmiany wyjsciowej [Stepczynska i Jerzy 1981, Jerzy i Zalewska
1997, Zalewska i in. 2007].

U chryzantem regeneracja pedow przybyszowych na sadzonkach lisciowych in vivo
jest cecha wlasciwa tylko niektorym odmianom [Zalewska 1985] w przeciwienstwie do
warunkow in vitro [Jerzy i Lubomski 1991]. Liscie in vitro sa bardzo dogodnym obiek-
tem w hodowli radiacyjnej, a ich napromienianie powinno by¢ przeprowadzone jeszcze
przed wytworzeniem merystemu przybyszowego, czyli przed wylozeniem na pozywke,
jednak nie pdzniej niz w trzecim dniu po inokulacji. Ponadto eksplantatami, na ktérych
rowniez zachodzi regeneracja pedow przybyszowych u chryzantem, sa na przyktad: frag-
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menty szypul kwiatostanowych i migdzywezli, kwiaty jezyczkowate i rurkowate, epider-
ma kwiatow, fragmenty korzeni przybyszowych, kalus, zawiesina komorek, protoplasty
[Jerzy 1997]. Jak podaja Broertjes i van Harten [1988], cz¢$¢ roslin uzyskanych z pedow
przybyszowych moze by¢ takze chimerami. Badacze ttumacza to mozliwos$cia wystapie-
nia mutacji spontanicznych lub genetyczna niestabilno$cia podczas tworzenia meryste-
mu przybyszowego. Rowniez przy regeneracji pedu przybyszowego za posrednictwem
tkanki kalusowej w formowaniu merystemu moze bra¢ udzial wigcej niz jedna komorka
[Broertjes i in. 1976]. Wykorzystuje si¢ takze metody separacji komponentow chimer
poprzez organogenezg przybyszowa. In vivo u chimer peryklinalnych mozna stymulowac
tworzenie pgdow przybyszowych, przycinajac wierzchotki pgdow sadzonek i sukcesyw-
nie usuwajac pojawiajace si¢ pedy boczne [Stewart i Dermen 1970]. In vitro genotypy
sktadowe chimery peryklinalnej mozna rozdzieli¢, prowadzac organogenezg przybyszo-
wa na eksplantatach lisciowych, migdzywezlach [Miler i Zalewska 2014], kwiatach je-
zyczkowatych [Chakrabarty i in. 1999].

Identyfikacje i odrgbno$¢ nowych odmian w porownaniu do roslin matecznych po-
twierdza si¢ przez analiz¢ sktadu jakosciowego i ilosciowego barwnikow w kwiatach
jezyczkowatych [Lema-Ruminska i Zalewska 2005], a takze wykorzystujac markery
molekularne generowane w technice RAPD-PCR [Lema-Ruminska i in. 2004, Miler
i Zalewska 2014].

HODOWLA MUTACYJNA CHRYZANTEMY WIELKOKWIATOWEJ W POLSCE

Pierwsze polskie odmiany ‘Helena’ i ‘Wtadystaw’ zarejestrowano w 1976 roku. Byly
one mutantami spontanicznymi wyodrgbnionymi w Katedrze Roslin Ozdobnych Akade-
mii Rolniczej w Poznaniu [Jerzy 2000]. Od wielu lat wiodaca, polska jednostka nauko-
wa zajmujaca si¢ hodowla mutacyjna chryzantemy, najpierw pod kierownictwem prof.
Marka Jerzego, a nastgpnie $p. prof. Malgorzaty Zalewskiej, jest Katedra Roslin Ozdob-
nych i Warzywnych Wydziatu Rolnictwa i Biotechnologii Uniwersytetu Technologiczno-
Przyrodniczego w Bydgoszczy (wczesniej Katedra Ogrodnictwa Akademii Techniczno-
Rolniczej w Bydgoszczy) [Zalewska 2010, Zalewska i in. 2010]. W latach 1977-1978
w jednostce tej przeprowadzono doswiadczenie z odmiana ‘Bravo’ o fioletowych kwiato-
stanach, dziatajac na sadzonki liSciowe promieniowaniem X w dawce 15 Gy. Otrzymano
zmiany barwy kwiatostanu na fiotkowa, r6zowa, brazowa i czerwona oraz zmiany typu
kwiatostanu z pétkulistego na rurkowaty, piwoniowaty, pomponowy i pojedynczy [Step-
czynska i in. 1980, Stepczynska i Jerzy 1981]. Trzy uzyskane mutanty zarejestrowano
w 1983 roku jako nowe odmiany ‘Promyk’, ‘Paloma’ i ‘Poranek’. W kolejnych latach,
przy wspotpracy z przedsigbiorstwem Vitroflora, dziataniu promieni X i gamma w daw-
ce 15 Gy poddano eksplantaty lisciowe in vitro fioletowordzowej odmiany ‘Richmond’.
Mutacjom barwy w dwodch przypadkach towarzyszyta takze zmiana typu kwiatostanu
polegajaca na zrosnigciu kwiatow jezyczkowatych. Sze$¢ sposrod dwunastu mutantow
zostalo wpisanych do rejestru odmian, tworzac grupg odmianowa Lady, w sktad ktorej
wchodza: ‘Lady Amber’, ‘Lady Bronze’, ‘Lady Pink’, ‘Lady Rosy’, ‘Lady Salamon’,
‘Lady Yellow’, odpowiednio o zlocistobrazowej, czerwonobrazowej, rézowej, kremo-
wordézowej, tososiowej i zoltej barwie kwiatostanu [Jerzy i in. 1991, Jerzy i in. 1993].
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Eed Nero

In vrfre

Rys. 1.  Odmiany chryzantem wyhodowane w Katedrze Roslin Ozdobnych i Warzywnych Uni-
wersytetu Technologiczno-Przyrodniczego w Bydgoszczy

Fig. 1.  Chrysanthemum cultivars bred in the Department of Ornamental Plants and Vegetable
Crops in UTP University of Science and Technology in Bydgoszcz
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U fioletowej odmiany ‘Lilac Wonder’, po zadziataniu promieniowaniem gamma w dawce
15 Gy na eksplantaty lisciowe in vitro, otrzymano i zarejestrowano dwie kolejne odmia-
ny: ‘Red Wonder’ o kwiatostanie czerwonym oraz ‘Bronze Wonder’ o barwie brazowej
[Jerzy i Zalewska 1996]. W doswiadczeniu z odmiana ‘Red Nero’ o ciemnoczerwonym
kwiatostanie zastosowano eksplantaty liSciowe in vitro oraz sadzonki lisciowe in vivo
i poddano je dzialaniu promieniowania jonizujacego X i gamma w dawkach 5-25 Gy.
Owocem tej pracy bylo zarejestrowanie niskiej, przydatnej do uprawy doniczkowej
odmiany ‘Mini Nero’. Genotyp ten uzyskano w wyniku dziatania promieniowania X
w dawce 25 Gy na sadzonki lisciowe in vivo [Zalewska 1995]. W ostatnich latach dziata-
niu promieniowania gamma w dawce 15 Gy poddano mikrosadzonki biatej odmiany ‘Al-
bugo’ i ciemnordzowej ‘Satinbleu’. U ciemnofioletowej odmiany ‘Alchimist’ napromie-
niano eksplantaty lisciowe in vitro z kalusem zregenerowanym wczesniej na ogonkach.
W rezultacie wytypowano pi¢¢ interesujacych genotypow: ‘Albugo Sunny’, ‘Alchimist
Tubular’, ‘Alchimist Golden Beet’, ‘Satinbleu Minty’, ‘Satinbleu Honey’ odpowiednio
0 z0ttym, srebrzystofioletowym, buraczkowoztotym, jasnorézowym i lososiowym kwia-
tostanie [Zalewska i in. 2011] —rysunek 1. Szacuje si¢, ze mutanty stanowig obecnie oko-
o potowy wszystkich zagranicznych odmian uprawianych w Polsce [Miler 2005]. Indu-
kowana mutageneza niewatpliwie jest bardzo efektywna metoda hodowli chryzantemy.
Rezultaty prowadzonych programéw hodowlanych zachgcaja do stosowania tej metody
réwniez w przysztosci, zarbwno w Polsce, jak i na $wiecie.

LITERATURA

Ahloowalia B.S., Maluszynski M., 2001. Induced mutations — A new paradigm in plant breeding.
Euphytica 118, 167-173.

Broertjes C., Keen A., 1980. Adventitious shoots: do they develop from one cell? Euphytica 29,
73-87.

Broertjes C., Koene P., van Harten J.W.H., 1980. A mutant of a mutant of a mutant of a...: Irra-
diation of progressive radiaton-induced mutants in a mutation-breeding programme with
Chrysanthemum morifolium Ram. Euphytica 29, 525-530.

Broertjes C., Roest S., Bokelmann G.S., 1976. Mutation breeding of Chrysanthemum morifolium
Ram. using in vivo and in vitro adventitious bud techniques. Euphytica 25, 11-19.

Broertjes C., van Harten A., 1988. Applied Mutation Breeding for Vegetatively Propagated Crops.
Elsevier, Amsterdam, 29-59.

Burge G.K., Morgan E.R., Seelye J., 2002. Opportunities for synthetic plant chimeral breeding:
Past and future. Plant Cell Tiss. Org. Cult. 70, 13-21.

Bush S.R., Earle E.D., Langhans R.W., 1976. Plantlets from petal segments, petal epidermis, and
shoot tips of the periclinal chimera Chrysanthemum morifolium ‘Indianapolis’. Am.
J. Bot. 63(6), 729-737.

Chakrabarty D., Mandal A.K.A., Datta S.K., 1999. Management of chimera through direct shoot
regeneration from florets of chrysanthemum (Chrysanthemum morifolium Ramat.).
J. Hortic. Sci. Biotech. 74(3), 293-296.

Dorwick G.J., 1953. The chromosomes of chrysanthemum. II. Garden varieties. Heredity 7, 59-72.

Esau K., 1973. Anatomia roslin. PWRIL, Warszawa, 131-174.

Zeszyty Problemowe Postgpow Nauk Rolniczych



Hodowla chryzantemy wielkokwiatowej na drodze mutagenezy... 111

Hejnowicz Z., 2002. Anatomia i histogeneza roslin naczyniowych. Organy wegetatywne. Wydaw-
nictwo Naukowe PWN, Warszawa, 4849, 573.

Jain S.M., 2006. Mutation-assisted breeding for improving ornamental plants. Proceedings of The
XXII Internaltional Eucarpia Symposium, Selection Ornamentals, Breeding For Beauty.
Acta Hortic. 714, 85-98.

Jassem M., 1999. Hodowla roslin. Wydawnictwa Uczelniane Akademii Techniczno-Rolniczej
w Bydgoszczy, 63-70.

Jerzy M., 1997. Rola eksplantatu w indukowaniu mutacji in vitro 1 tworzeniu ro$lin transgenicznych
chryzantemy wielkokwiatowej (Dendranthema grandiflora Tzvelev). Hodowla Roslin
i Nasiennictwo 2, 27-32.

Jerzy M., 2000. Chryzantemy. Odmiany i uprawa. PWRIL, Warszawa, 2-27.

Jerzy M., Lubomski M., 1991. Tworzenie si¢ pgdow przybyszowych na izolowanych in vitro li-
Sciach chryzantem poddanych dziataniu promieniowania jonizujacego. Hodowla Roslin
i Nasiennictwo 2, 26-29.

Jerzy M., Zalewska M., 1996. Polish cultivars of Dendranthema grandiflora Tzvelev and Ger-
bera jamesonii Bolus bred in vitro by induced mutations. Mutation Breeding Newslet-
ter 42, 19.

Jerzy M., Zalewska M., 1997. Flower colour recurrence in chrysanthemum and gerbera mutants
propagated in vitro from meristems and leaf explants. Acta Hortic. 447, 611-614.

Jerzy M., Zalewska M., Piszczek P., 1991. Mutageneza u chryzantemy wielkokwiatowej (Dendran-
thema grandiflora Tzvelev) indukowana in vitro promieniowaniem X i gamma. Hodowla
Roslin i Nasiennictwo 3, 24-29.

Jerzy M., Zalewska M., Piszczek P., 1993. Somatic mutagenesis in chrysanthemum induced in vitro
by irradiation of leaf explants forming adventitious shoots. International Symposium on
Cultivar Improvement of Horticultural Crops. Beijing, China, 1-10.

Lema-Ruminska J., 2005. Czy chryzantemy sa chimerami? OWK 9, 46-47.

Lema-Ruminska J., Zalewska M., 2005. Changes in flower colour among Lady Group of Chrysan-
themum xgrandiflorum /Ramat./ Kitam. as a result of mutation breeding. Folia Hortic.
17(1), 61-72.

Lema-Ruminska J., Zalewska M., Sadoch Z., 2004. Radiomutants of chrysanthemum (Dendran-
thema grandiflora Tzvelev) of the Lady group: RAPD analysis of the genetic diversity.
Plant Breeding 123, 290-293.

Malaure R.S., Barclay G., Power J.B., Davey M.R., 1991a. The Production of Novel Plants from
Florets of Chrysanthemum morifolium Using Tissue Culture 1. Shoot Regeneration from
Ray Florets and Somaclonal Variation Exhibited by the Regenerated Plants. J. Plant
Physiol. 139, 8-13.

Malaure R.S., Barclay G., Power J.B., Davey M.R., 1991b. The Production of Novel Plants from
Florets of Chrysanthemum morifolium Using Tissue Culture 2. Securing Natural Muta-
tions (Sports). J. Plant Physiol. 139, 14-18.

Miler N., 2005. Dlaczego warto stosowa¢ indukowana mutagenez¢ w hodowli chryzantem? Bio-
technologia 2(69), 196-205.

Miler N., 2013. A moze by tak wrocic¢ do krzyzowania chryzantem? Materialy z sympozjum nt. ,,Co
nowego w chryzantemach”, Poznan, 28-31.

Miler N., Zalewska M., 2014. Somaclonal variation of chrysanthemum propagated in vitro from
different explants types. Acta Sci. Pol. Hortorum Cultus 13(2), 69-82.

Muller H. J., 1927. Artificial transmutation of the gene. Science 46, 84-87.

Muszynski S., 1976. Hodowla mutacyjna roslin ozdobnych. Hodowla Roslin 2, 37.

Mynett K., Orlikowska T., 1997. Stan aktualny i problem przysztosci dla polskiej hodowli roslin
ozdobnych. Materiaty I Krajowej Konferencji ,,Hodowla Roslin”, Poznan, 27-32.

nr 582, 2015



112 A. Tymoszuk

Rogalska S., Matuszyniska J., Olszewska M.J., 2005. Podstawy cytogenetyki roslin. Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa, 143—150.

Schum A., 2003. Mutation Breeding in Ornamentals: An efficient breeding method? Acta Hortic.
612, 47-60.

Stepczynska K., Jerzy M., 1981. Mutagenesis in Chrysanthemum cv. Bravo propagated from the
X-ray influenced leaf cuttings. Part II. MV2 generation. Prace Instytutu Sadownictwa
i Kwiaciarstwa, s. B, t. 6, 55-60.

Stepczynska K., Jerzy M., Widacka M., 1980. Mutagenesis in Chrysanthemum cv. Bravo propa-
gated from the X-ray influenced leaf cuttings. Part I. MV1 generation. Prace Instytutu
Sadownictwa i Kwiaciarstwa, s. B, t. 5, 17-30.

Stewart R.N., Dermen H., 1970. Somatic genetic analysis of the apical layers of chimeral sports
in chrysanthemum by experimental production of adventitious shoots. Am. J. Bot. 57(9),
1061-1071.

Tilney-Bassett R.A.E., 1986. Plant Chimeras. Edward Arnold, London, 19-62.

Van Harten A.M., 1998. Mutation breeding. Theory and practical applications. Cambrige Univer-
sity Press, 257-269.

Wolff K., 1996. RAPD analysis of sporting and chimerism in chrysanthemum. Euphytica 89,
159-164.

WWW.mvgs.iaea.org

Yamaguchi H., Shimizu A., Hase Y., Degi K., Tanaka A., Morishita T., 2009. Mutation induction
with ion beam irradiation of lateral buds of chrysanthemum and analysis of chimeric
structure of induced mutants. Euphytica 165, 97-103.

Zalewska M., 1985. Rozmnazanie ztocieni z sadzonek lisciowych. Materialty Sympozjum ,,Roz-
mnazanie ztocieni”, Poznan, 1-8.

Zalewska M., 1995. Somatyczna mutageneza u chryzantemy wielkokwiatowej (Dendranthema gran-
diflora Tzvelev) indukowana in vivo oraz in vitro promieniowaniem gamma. Wydawnictwo
Uczelniane Akademii Techniczno-Rolniczej w Bydgoszczy, Rozprawy 63, 1-83.

Zalewska M., 2001. In vitro formation of adventitious meristem and its significance for mutation
breeding of Dendranthema grandiflora Tzvelev. Acta Hortic. 560, 225-227.

Zalewska M., 2005. Chryzantemy w ogrodzie i ich bliscy krewni. Wydawnictwo ,,Dziatkowiec”
Sp. z 0.0., Warszawa, 4-15, 30-35.

Zalewska M. 2010. In vitro adventitious bud techniques as a tool in creation of new chrysanthemum
cultivars. W: Floriculture. Role of tissue culture and molecular techniques Datta S.K.,
Chakrabarty D. (red.). Pointer Publishers, Jaipur, 189-215.

Zalewska M., Jerzy M., 1997a. Flower colour recurrence in Chrysanthemum and Gerbera mutants
propagated in vitro from meristems and leaf explants. Acta Hortic. 447, 611-614.

Zalewska M., Jerzy M., 1997b. Mutation spectrum in Dendranthema grandiflora Tzvelev after
in vivo and in vitro regeneration of plants from irradiated leaves. Acta Hortic. 447,
615-618.

Zalewska M., Lema-Ruminska J., Miler N., 2007. In vitro propagation using adventitious buds
technique as a source of new variability in chrysanthemum. Sci. Hortic. 113, 70-73.

Zalewska M., Miler N., Tymoszuk A., Drzewiecka B., Winiecki J., 2010. Results of muta-
tion breeding activity on Chrysanthemum *grandiflorum (Ramat.) Kitam. in Poland.
EJPAU 13(4), 27.

Zalewska M., Tymoszuk A., Miler N., 2011. New chrysanthemum cultivars as a result of in vitro
mutagenesis with the application of different explant types. Acta Sci. Pol. Hortorum Cul-
tus 10(2), 109-123.

Zeszyty Problemowe Postgpow Nauk Rolniczych



Hodowla chryzantemy wielkokwiatowej na drodze mutagenezy...

BREEDING OF CHRYSANTHEMUM BY X AND GAMMA RAYS INDUCED
MUTAGENESIS

Summary. Chrysanthemum is one of the most popular ornamental plants in the world. On
the market, ruled by the laws of fashion, there is the large demand for new cultivars. The
breeders make a lot of effort to satisfy the sophisticated and frequently changing customer
tastes. Popular cultivars in one year are quickly replaced by new creations. In this situation,
the breeders need methods allowing for easy and fast change of individual traits such as
color or type of the inflorescence, deciding mostly about the attractiveness of new cultivars
of ornamental plants. A high level of ploidy and heterozygocity as well as the phenomenon
of self-incompatibility in chrysanthemum make it difficult to use the traditional breeding
methods as crossing, selection and techniques of genetic transformation. Induced mutagen-
esis is one of the most important breeding method in chrysanthemum allowing to obtain in
relatively short time new cultivars with changed colour or shape and size of inflorescence.
The X and gamma rays at the dose of 10-20 Gy are the most often used physical mutagens.
Gamma radiation is more effective than X radiation. Whole plants or their fragments like
e.g. leaves, internodes, ligulate florets in vivo and/or in vitro can be irradiated. In many
mutation breeding programs non-meristematic plant tissues and the technique of adventi-
tious shoots regeneration are used. Adventitious meristem can regenerate from individual
mutated cell and in this way new cultivar (genetically stable mutant with new, desired trait)
can be obtained. When meristematic tissue is irradiated the formation of genetic unstable
chimeras is very possible. Next the chimera components separation methods must be ap-
plied to obtain stable mutant. The aim of this review article was to characterize scientific
assumptions and conduction of breeding programs based on the induction of mutations by
X and gamma radiation in chrysanthemum. The most important achievements of Polish
breeding in the years 1976-2011 were presented. On the basis of the results described in
scientific articles it can be concluded that mutation induction is very useful and important
breeding method in chrysanthemum, especially successful when it is combined with in
vitro regeneration of adventitious shoots. Besides it is relatively inexpensive, fast and easy
method of obtaining new cultivars.

Key words: Chrysanthemum *grandiflorum /Ramat./ Kitam., mutation breeding, X and
gamma radiation, Polish cultivars

113

nr 582, 2015



