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Streszczenie. Chryzantema wielkokwiatowa zaliczana jest do najbardziej popularnych ros-
lin ozdobnych na rynku ogrodniczym. Swiatowa produkcja tego gatunku rosnie z kazdym
rokiem. Skomplikowana biologia chryzantemy (wysoki poziom ploidalnosci, heterozygo-
tycznos$¢, poligeniczna kontrola kwitnienia, samoniezgodnos$¢ oraz ograniczona Zywotnos$¢
pytku) ogranicza jednak skutecznos¢ tradycyjnych metod hodowlanych (krzyzowanie
i selekcj¢). Dzisiaj, aby zaspokoi¢ rosnace wymogi rynku w hodowli i rozmnazaniu tego
gatunku, stosuje si¢ nowoczesne osiaggnigcia biotechnologii. W celu pozyskiwania nowych
odmian wykorzystuje si¢ hodowle mutacyjna. W jej efekcie czegsto uzyskuje si¢ jednak
chimery. Organizmy takie wymagaja opracowania szczegélnych warunkoéw rozmnazania
i przechowywania. Ostatnie dekady przyniosty jednak znaczacy postep w zakresie wy-
korzystania kultur tkankowych w reprodukcji chryzantemy. Celem niniejszej pracy jest
przedstawienie wybranych zagadnien z zakresu biologii oraz nowoczesnych metod hodow-
li 1 reprodukcji chryzantemy wielkokwiatowe;.

Stowa kluczowe: chimery, chryzantema, hodowla mutacyjna, in vitro, mikrorozmnazanie

WSTEP

W szerokim wachlarzu dostgpnych gatunkow roslin ozdobnych istniejg takie, kto-
re spotykaja si¢ ze szczegdlnym zainteresowaniem producentéw i konsumentéw. Do tej
grupy nalezy chryzantema (rodzina astrowate, Asteraceae Dum.), ktora zaliczana jest
do najpopularniejszych roslin ozdobnych na $wiecie [Zhao i in. 2009]. Kazdego roku
tylko w Japonii sprzedaje si¢ jej okoto 2 miliardy sztuk w formie cigtej lub doniczko-
wej, w Holandii 1,5 miliarda, a w Chile 900 milionow. W Polsce produkcja chryzantemy
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dochodzi do kilkudziesigciu milionow, czyli tyle, ile produkuje jej caly kontynent austra-
lijski, a takze Korea i pig¢ razy wigcej niz Nowa Zelandia [Teixeira da Silva i in. 2013].
Przecietny Polak tylko w dniu Wszystkich Swietych przeznacza na chryzantemy az 15%
catkowitej rocznej kwoty wydawanej na rosliny ozdobne [Jabtonska i Perzynska 2009].
W produkcji chryzantemy na 1 i 2 listopada przewazaja rosliny doniczkowe. Ich udziat
w catkowitej powierzchni uprawy wynosi 83%, a na 17% powierzchni sa uprawiane cigte
chryzantemy [Jabtonska i Sobczak 2011]. W okresie §wiat w listopadzie Polacy zakupuja
kilkadziesigt milionéw doniczek.

Tak ogromna $§wiatowa podaz mozliwa jest dzigki opracowaniu catorocznej, sterowa-
nej produkcji, w ktorej na tej samej powierzchni szklarni uzyska¢ mozna nawet cztery
zbiory rocznie. Technologia ta opracowana zostata przez K. Posta (USA) w latach 30.
XX wieku [Solecka 1978].

Chryzantema jest jedng z najdtuzej uprawianych roslin ozdobnych. W Chinach znana
byta juz 1000 lat p.n.e. Wierzono wowczas, ze kwiat ten skrywa klucz do niesmiertelno-
$ci 1 wykorzystywano ja gléwnie w lecznictwie. W IV wieku trafita do Korei, a nastepnie
Japonii, stajac si¢ jej symbolem narodowym [Dowrick 1953]. Z Azji do Europy (Holan-
dii) dotarta w 1688 roku. Pierwsze proby jej wprowadzenia na rynek europejski okazaty
si¢ jednak nieskuteczne przez trwajaca w Holandii w tym czasie ,,tulipomani¢”. Stalo
si¢ to mozliwe dopiero w 1789 roku, kiedy do Francji (a rok pdzniej takze do Anglii)
sprowadzono chryzanteme ‘Old Purple’ [Dowrick 1953]. Do USA chryzantema trafila
w XIX wieku [Trigiano i in. 1998]. Sto lat pozniej stala si¢ jedng z najczesciej uprawia-
nych ro§lin. Zachowanie lub udoskonalanie cech jakosciowych roslin ozdobnych, takich
jak: ksztatt liSci, kolor i ksztatt kwiatow, dlugos¢ zycia w wazonie (pozbiorcza trwatosc¢)
oraz pokroj, sg nadrzednym celem wspotczesnych hodowcoéw. Aby zrealizowac te cele,
konieczne jest wspieranie si¢ nowoczesnymi osiggni¢ciami nauki.

CHRYZANTEMA WIELKOKWIATOWA - CHARAKTERYSTYKA GATUNKU

Rodzaj Chrysanthemum obejmuje okoto 50 kosmopolitycznych gatunkéw pochodza-
cych ze wschodniej Azji (gldwnie umiarkowanego i gorskiego klimatu Chin), zr6zni-
cowanych pod wzgledem morfologicznym, spokrewnionych blisko z przedstawicielami
rodzaju Ajania Poljakov oraz Arcanthemum Tzvelev [Zhao i in. 2009].

Najpopularniejszym przedstawicielem rodzaju Chrysanthemum jest chryzantema
wielkokwiatowa (Chrysanthemum xgrandiflorum /Ramat./Kitam.), bedgca mrozoodpor-
ng byling o wzniesionej lodydze (wysokosci od 0,3 do 1 m) i naprzemianlegle utozonych
liSciach [Wasem i in. 2009]. Nazwa gatunku pochodzi od greckich stow krus anthemon,
co znaczy ztoty kwiat [Barakat i in. 2010]. Chryzantema, zaliczana jest do RDK — ro$lin
dnia krotkiego [Waseem i in. 2009]. Do wytworzenia pakéw kwiatostanowych wymaga
udziatlu fitohormonow (giberelin oraz antezyny, bgdacych sktadowymi florigenu), kto-
rych odpowiednio wysoki poziom regulowany jest przez fotoperiod. Chryzantema wcho-
dzi w fazg generatywng przy dniu krétszym od krytycznej dlugosci — okoto 10 h (moze
si¢ jednak zdarzy¢, ze owa krytyczna dtugosc jest wigksza niz dla roslin dnia dtugiego).
Wielobarwne kwiatostany koszyczkowate (na ktére sktadajg si¢ centralnie utozone, star-
sze ewolucyjnie, obuptciowe kwiaty promieniste/rurkowe, otoczone zenskimi kwiatami
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grzbiecistymi/jgzyczkowatymi) umieszczone sg na talerzykowatym rozszerzeniu osi
lodygi, zwanym osadnikiem, spetniajac funkcj¢ atraktantow dla zapylaczy — owadow
i ptakow [Anderson 1988]. Chryzantemy pod wzgledem ksztaltu tworza 13 rodzajow
kwiatostanow [Jerzy 2000]. Najstarsze kwiaty zlokalizowane sg na obwodzie kwiatosta-
nu [Chen i in. 2009]. W warunkach naturalnych, w ciggu jednego okresu wegetacji (kto-
rego dlugos$¢ zalezy gléwnie od temperatury powietrza) chryzantema wielkokwiatowa
tworzy trzy rodzaje pakow kwiatostanowych: pierwszy pak koronowy (letni), drugi pak
koronowy (pdznego lata) oraz rozwijajacy si¢ najszybciej — pak szczytowy (jesienny).
Kwiatostany z nich uzyskane ro6znig si¢ rozmiarem oraz intensywnoscig barwy [Jerzy
2000, Zalewska i in. 2002]. Najtadniejsze (i typowe dla odmiany), a przy tym najbar-
dziej pozadane s3 te rozwijajace si¢ z paka szczytowego, dlatego w praktyce ogrodni-
czej stosuje si¢ okreslony fotoperiod (10 h dnia w przedtuzeniu dnia Iub przerwie nocy),
co pozwala uzyska¢ kwitnace rosliny w okresie 6-8 tygodni (wczesne), 9—11 tygodni
($rednio wczesne) czy do 15 tygodni (pozne) [Jerzy 2000]. Ze wzgledéw ekonomicz-
nych producenci wybieraja te o najkrotszym cyklu i zbierajg nawet cztery plony kwiatow
w roku z danej powierzchni. Ponadto w przypadku odmian doniczkowych w celu zy-
skania kompaktowego, wyrdwnanego pokroju rosliny traktuje si¢ retardantami wzrostu
(np. fluroprimidolem) [Pobudkiewicz 2014].

Chryzantema wielkokwiatowa, jak wykazaly badania przeprowadzone w Chinach
w potowie lat 80. ubieglego stulecia, jest hybryda powstala najprawdopodobniej wsku-
tek przekrzyzowania Chrysanthemum indicum z C. vestitum [Zhao 1 in. 2009] — biato
i zotto kwitnacych gatunkow spotykanych do dzisiaj na obszarze Chin i Japonii [Dowrick
1953]. Przedstawiciele rodzaju Chrysanthemum stanowia doskonaly materiat do badan
genetycznych, co zwiazane jest z ich wysokim poziomem ploidalnosci siggajacym od
2x do 22x, x = 9. Wigkszos¢ uprawianych odmian jest heksaploidami, zawierajacymi
47-63 chromosomy (zwykle 2n = 6x = 54). Pojawiajgca si¢ aneuploidia spowodowa-
na jest niewlasciwa segregacja chromosomoéw w trakcie podziatow mejotycznych [Chen
iin. 2009]. Chromosomy moga rozni¢ si¢ wielkos$cia (a tym samym zawartoscia DNA)
nawet u gatunkéw o takiej samej ich liczbie. Liczba chromosoméw jest pozytywnie sko-
relowana ze §rednicg kwiatostanow [Dowrick 1953].

HODOWLA MUTACYJNA

Rynek ogrodniczy nieustannie domaga si¢ nowych odmian chryzantemy. Jednakze jej
wysoki poziom alloploidalnosci, heterozygotycznosci i samoniezgodnosci sporofityczne;j,
a takze ograniczona pula genowa oraz poligeniczna kontrola wzrostu i kwitnienia roslin
zawezajg mozliwo$é stosowania tradycyjnych metod hodowli (krzyZzowanie i selekcja),
chociaz sporadycznie pojawiaja si¢ i takie doniesienia [Miler 2013]. Niektore odmiany
w ogoble nie tworza zywotnego pytku lub nie zawigzuja owocow (nietupek). Ze wzgledu
na trudno$ci w pozyskiwaniu (matych) nasion o niewielkiej zawartosci substancji zapa-
sowych, chryzantema wielkokwiatowa produkowana jest na drodze wegetatywnej (klo-
nalnej) przez sadzonki pgdowe [Zalewska i in. 2010], a w ostatnich latach takze przez
bardziej wydajne sadzonki lisciowe [Singh i Chettri 2013] (w warunkach in vitro pozy-
skiwane sg rowniez pramateczniki). Gatunek ten przejawia przy tym naturalne tendencje

nr 588, 2017



50 D. Kulus

do tworzenia sportow — spontanicznych mutantéw. Szacuje sig, ze az '3 komercyjnych
odmian powstala na drodze spontanicznych mutacji [Dowrick i El-Bayoumi 1966]. Nie-
ktére odmiany sg szczegélnie podatne na ciggle wystepowanie tego zjawiska, inne moga
by¢ stabilne przez cate lata. Pierwsze sporty opisano juz w 1832 roku [Dowrick 1953].
Wiele spontanicznych mutantéw roslin ozdobnych (w tym chryzantemy) powstaje na
skutek utraty lub nabycia dodatkowych chromosoméw w efekcie nieregularnych mitoz
obserwowanych przykltadowo w korzeniach [Stewart i Dermen 1970]. Do najczg¢sciej
wystepujacych zaburzen mozna zaliczy¢ nondysjunkcje oraz zlepianie si¢ koncoéw chro-
mosomow w trakcie anafazy. Moze to prowadzi¢ do zmiany ich liczby lub fragmentacji.
Skutkuje to rozwojem chimery, ktorej charakter zaleze¢ bedzie od lokalizacji zaburzen
[Dowrick i El-Bayoumi 1966]. Spontaniczne mutacje pozwolily na uzyskanie wielu
odmian rozniacych si¢ wielkoscia, barwa i pokrojem kwiatostanéw [Stewart i Dermen
1970] oraz stworzyly podwaliny dla nowoczesnych metod hodowli chryzantemy.

Zmienno$¢ mutacyjna jest jednym z glownych czynnikdw odpowiedzialnych za
ewolucje, a przy tym umozliwia badanie mechanizméw genetycznych warunkujacych
powstanie danej wlasciwosci (fenotypu) organizmu. Mutacja dotyczy zwykle jednej ko-
morki, ktora dalej rywalizuje z ,,normalnymi”, tworzac najpierw grupe komorek, sektor,
a nastepnie pak i pelng rosline [Broertjes 1966]. Wiele mutacji jest jednak eliminowanych
podczas wzrostu i rozwoju przez mechanizm dryfu genetycznego oraz selekcje diplo-
1 haplontyczna.

Hodowla mutacyjna (polegajaca na wywotywaniu mutacji bedacej niekontrolowana
zmiang w materiale genetycznym roslin pod wptywem dzialania mutagenu) jest obecnie
jedna z najczesciej wykorzystywanych metod pozyskiwania nowych genotypow. Zwykle
wykorzystuje si¢ mutageny fizyczne, na przyktad promieniowania jonizujacego X lub
gamma w dawce 10-30 Gy przez okoto 15 min lub rzadziej promieniowanie elektromag-
netyczne. Mutageny chemiczne, takie jak barwniki: oranz akrydynowy, zielen malachito-
wa czy analogi zasad (bromouracyl, tiobromouracyl) lub zwigzki interkalujace (bromek
etydyny), sa znacznie rzadziej wykorzystywane ze wzglgedu na ograniczong penetracje
tkanek. Dawniej dziataniu mutagena poddawano sadzonki pedowe, a nastgpnie lisciowe
[Broertjes 1966]. Obecnie w tym celu wykorzystuje si¢ mikrosadzonki lub ich czgsci
pochodzace z kultur in vitro. Indukowane mutanty stanowia ponad 50% wszystkich ko-
mercyjnych odmian [Zalewska i in. 2010]. Do 2008 roku zarejestrowano 267 odmian
mutantéw chryzantem, co stanowi az 43% wszystkich odmian roslin ozdobnych uzyska-
nych na tej drodze [Lee i in. 2008]. Metoda ta pozwala w ciggu roku uzyskac calg grupe
r6znobarwnych odmian, co w warunkach naturalnych trwatoby nawet 20—30 lat. W wyni-
ku dziatania mutagenu najczgsciej uzyskuje si¢ rosliny o zmienionej barwie kwiatostanu.
Ze wzgledu na wspomniany wcze$niej wysoki poziom heterozygotycznosci chryzantem,
niemal wszystkie mutacje dotycza zmiany genu dominujacego na recesywny [Broertjes
1966]. Poza zmiang fenotypu roslin, mutacja moze prowadzi¢ takze do nabycia nowych
wlasciwosci. Przyktadowo Broertjes i inni [1983] uzyskali na tej drodze odmiany chry-
zantemy odporne na chtoéd, a nawet rosnace i kwitnace szybciej w obnizonej temperatu-
rze (tzw. T-mutanty). Niestety zdarza si¢ tez, iz zmianie morfologii kwiatu towarzyszy
obnizenie potencjalu wzrostowego i regeneracyjnego [Lamseejan i in. 2000]. Nie bez
znaczenia na pojawianie si¢ i zakres mutacji pozostaje wybodr tkanek roslinnych podda-
wanych dzialaniu mutagenu. Napromienianie fragmentéw niemerystematycznych daje
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wigksze szanse na uzyskanie stabilnych, jednorodnie zmienionych mutantéw. Podczas
dzialania mutagenu na tkanki merystematyczne dochodzi najczesciej do powstawania
chimer — organizmoéw sktadajacych si¢ z réznych genetycznie komponentéw [ Tymoszuk
2015]. Wynika to z faktu, ze mutacja ogranicza si¢ zwykle do warstwy histogenowe;j (ini-
cjalnej), w ktorej wystapita [Broertjes 1966]. W Polsce szczegdlne zastugi dla rozwoju
hodowli mutacyjnej oraz uprawy chryzantemy ma prof. Marek Jerzy oraz jego wspotpra-
cownicy z Katedry Roslin Ozdobnych i Warzywnych w Bydgoszczy [Jerzy i in. 1991,
Miler 2005].

CHIMERYZM CHRYZANTEM - STRUKTURA | POCHODZENIE CHIMER

Chimery s3 organizmami sktadajacymi si¢ z dwoch lub wigcej genotypow, stad na-
zywane sg tez mozaikami genetycznymi. Etymologia stowa nawigzuje do mitologii gre-
ckiej [Szymkowiak i Sussex 1996]. Organizmy takie wystepuja zar6wno u zwierzat, jak
i roslin. Chimeralne ros$liny biorg swdj poczatek z niejednorodnych genetycznie mery-
stemow wierzchotkowych. Moga zatem powstawa¢ w wyniku szczepienia (takie pocho-
dzenie mialy pierwsze opisywane mozaiki), spontanicznie przez dzialanie promieniowa-
nia ziemskiego/kosmicznego lub w efekcie stosowania w szklarniach lamp rtgciowych
(skutkujacymi endoreduplikacjami, endomitozami, fuzjami komérek lub zahamowania
cytokinezy, ktore moga prowadzi¢ do utraty badz nabycia dodatkowego chromosomu,
zmiany jego wielkosci lub fragmentacji), a takze po indukcji czynnikiem chemicznym
lub fizycznym, a nawet na skutek zmian epigenetycznych [Stewart i in. 1972, Marcotri-
giano 1997]. Chimeryzm moze objawi¢ si¢ zatem na kazdym etapie ontogenezy osobnika
[Szymkowiak 1 Sussex 1996]. Zwigzane jest to ze strukturg anatomiczng merystemow
ro$lin wyzszych.

Aktywnos$¢ merystemu apikalnego pedu determinuje rozwdj roslin. Zaktada si¢ on juz
w trakcie embriogenezy i to z niego rozwijaja si¢ nast¢pnie pozostate organy. W mery-
stemach wierzchotkowych i katowych roslin okrytonasiennych wystepuja trzy warstwy
tkankowe (histogenowe/apikalne), utozone kolejno po sobie: pierwsza warstwa tuniki —
L1, druga warstwa tuniki — L2, oraz korpus — L3 [Marcotrigiano 1997]. Uktad warstw hi-
stogenowych wynika z okre$lonych ptaszczyzn podziatdéw komodrkowych zachodzacych
w merystemie. Badania nad chimerami pozwolity na okres$lenie funkcji poszczegdlnych
warstw w trakcie rozwoju organow roslin. Komorki tuniki przechodza podziaty antykli-
nalne, dzigki czemu sg wyraznie oddzielone i nie przenikajg si¢ wzajemnie. Warstwa L1
tworzy epiderme (z chloroplastami wystepujacymi jedynie w aparatach szparkowych), za$
L2 — mezoderm¢ (mezofil/warstwe subepidermalng). W warstwie L3 natomiast komorki
dziela si¢ zarowno antyklinalnie, jak i peryklinalnie, dajac poczatek tkankom centralnym
i przewodzacym roslin [Marcotrigiano 1997]. W rozw¢j todyg, liSci i pakdéw zaangazo-
wane s3 wszystkie trzy warstwy histogenowe. Kwiatostany chryzantem pochodza jedynie
z dwoch zewnetrznych warstw: L1 i L2, przy czym warstwa L1 odpowiada za fioletowa
barwe kwiatow (lub jej pochodne — synteza flawonoidow i karotenoidéw), a L2 za poma-
ranczowa barwe (wylacznie synteza karotenoidow), a takze ich wigor, ksztalt i rozmiar.
Gamety powstajg natomiast (w 95%) z warstwy L2 [Stewart i Dermen 1970, Wolff 1 in.
1995]. Korzenie przybyszowe regeneruja natomiast wytacznie z warstwy L3 [Marcotri-
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giano 1997]. Mutacje w obrgbie komorek inicjalnych poszczegolnych warstw prowadza
do powstania chimer. Rozmiar zmienionego obszaru moze by¢ bardzo zrdéznicowany,
objawiajac si¢ w postaci smugi na ,,ptatku” lub obejmujac caty kwiatostan [Mandal i in.
2000]. Jezeli mutacja obejmuje wszystkie warstwy danego sektora merystemu, tworzy
si¢ chimera sektorialna, jezeli fragment jednej warstwy — meryklinalna [Marcotrigiano
1997]. W trakcie hodowli mutacyjnej, w wyniku napromienienia merystemu, czesto do-
chodzi tez do powstania chimer peryklinalnych ze zmienionym (w stosunku do formy
wyjsciowej) genotypem jednej z warstw, ktdra rozwija si¢ z pojedynczej, zmutowane;j
komérki [Marcotrigiano 1997]. Rodzaj powstajacej chimery zalezy od czynnika spraw-
czego oraz potozenia zmienionej komorki [Szymkowiak i Sussex 1996]. W roslinie po-
siadajacej trzy warstwy apikalne dwa genotypy moga wystepowa¢ w 8 (2*) aranzacjach.
W przypadku mutantéw barwy kwiatow bedacych chimerami peryklinalnymi tylko geno-
typ warstwy L1 rdzni si¢ genetycznie od warstw glebiej potozonych, w ktorych mutacja
nie pojawia si¢. Niejednorodno$¢ ta nie moze by¢ wigc stwierdzona wizualnie [Stewart
i Dermen 1970]. Stan chimery peryklinalnej danego pe¢du jest natomiast przekazywany
pedom bocznym, dzigki czemu istnienie owej chimery jest nicograniczone. Stabilno$c
takiego organizmu zalezy od zachowania dotychczasowego wzoru podziatow komor-
kowych [Szymkowiak i Sussex 1996]. W przypadku chryzantemy chimeryzm rzutuje
zwykle na fenotyp kwiatostanow. Rzadziej spotyka si¢ chimery, u ktérych jeden kompo-
nent nie tworzy chloroplastow w liSciach. Moga one wystepowaé w dwoch postaciach.
Formy o lisciach biatobrzegich to chimery peryklinalne z chlorotyczna druga warstwa
tuniki. Formy z bialymi sektorami sg na ogét chimerami peryklinalnymi z chlorotyczna
powierzchniowa warstwa tuniki [Hejnowicz 2002].

Strukturg genetyczna roslin mozna zweryfikowaé, porownujac barwe kwiatow rosli-
ny macierzystej z kwiatami roslin uzyskanych z jej korzeni (albowiem zbudowane s3 one
tylko z jednej warstwy — L3) lub przeprowadzajac separacj¢ komponentéw chimer z wy-
korzystaniem pedoéw/zarodkdéw przybyszowych, ktdére moga regenerowac z pojedyncze;j
komérki, a wige z jednej warstwy, chociaz znane sg przypadki, kiedy merystemoidy two-
rzyly si¢ z wigkszej liczby warstw, nie gwarantujac stabilnosci [Stewart i Dermen 1970,
Zalewska i in. 2007].

W badaniach szczegolnie cenne sa chimery, ktorych jeden komponent jest diploidal-
ny, a drugi poliploidalny (cytochimery). Taka roznica znajduje wyraz w wielkos$ci ko-
morek i jest tatwa do zidentyfikowania zardbwno w merystemie wierzchotkowym, jak
i w dojrzatych organach. Chimery majg duze znaczenie w produkcji ogrodniczej, bedac
cennym zrédtem nowych fenotypéw, mozliwych do odzyskania na drodze organogene-
zy przybyszowej, bez zmian wymagan uprawowych czy innych waznych pod wzgle-
dem ogrodniczym cech. W tym celu wykorzystane zostaty juz na poczatku XIX wieku
[Stewart i in. 1972]. Ponadto majg zastosowanie w badaniu interakcji migdzy komorka-
mi w trakcie rozwoju ro$liny [Szymkowiak i Sussex 1996]. Sa jednak problematyczne
W rozmnazaniu i przechowywaniu. Rearanzacja warstw (na przyktad wskutek uszkodze-
nia tkanek warstwy L1 w trakcie niewlasciwego przechowywania i zastapienia ich tkan-
kami L2) skutkuje bowiem kolejng zmiang barwy i/lub pokroju kwiatow lub rzadziej lisci
[Marcotrigiano 1997].

Aby zachowa¢ stabilno$¢, chimery namnaza si¢ technikami wykorzystujacymi eks-
plantaty merystematyczne, na przykltad metoda jednowgzlowych fragmentéw pedu.
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Nowe pedy rosng wowczas bezposrednio z pagkéw bocznych zlokalizowanych w katach
lisci, co pozwala na wierne powtorzenie cech chimery peryklinalnej [Zalewska i in.
2012]. Mikrorozmnazanie droga pakow przybyszowych oraz embriogenezy somatycz-
nej nie gwarantuje stabilnosci, jesli regeneracja ma charakter posredni (przez kalus) lub
jezeli struktury te maja wielokomoérkowe i wielowarstwowe pochodzenie. Chryzantemy
sa jednak ciekawym przyktadem ros$lin, ktoére nawet jesli regeneruja z kalusa (ktoérego
polimorfizm zostat potwierdzony badaniami genetycznymi), zdolne sg do formowania
pedow jednorodnych genetycznie, co wskazuje na pewien rodzaj selekcji zachodzacej
w trakcie organogenezy [Mifiano i in. 2014].

DETERMINACJA BARWY KWIATOSTANOW CHRYZANTEM

Za barwe kwiatdow odpowiadajg trzy gldéwne grupy barwnikdéw: betalainy (po-
pularne u kaktusow), karotenoidy i antocyjany. Betalainy i antocyjany bardzo rzad-
ko wystepuja rownoczesnie. Antocyjany i karotenoidy moga za$ pojawiaé si¢ razem
[Grotewold 2006]. U wigkszosci chryzantem barwniki zlokalizowane sg w kwiatach
jezyczkowatych. Wyjatek stanowi anemonowy typu kwiatostanu, w przypadku ktorego
obecne sg one zardowno w kwiatach jezyczkowatych, jak i rurkowych. W konsekwencji
odmiany takie cieszg si¢ najwigkszym zainteresowaniem [Chen i in. 2009]. Barwniki
zlokalizowane sg gtéwnie w komorkach gornej i dolnej epidermy kwiatéw [Dowrick
i El Bayoumi 1966]. Przy czym antocyjany wystepuja w wakuolach warstwy L1, a z61-
te chromoplasty rozproszone sag w cytoplazmie zar6wno warstwy L1, jak 1 L2 [Stewart
i Dermen 1970].

Wsrod chryzantem wyroznia si¢ cztery podstawowe grupy kolorystyczne kwiatow:
biate zawierajace flawonole (apigening, akacetyng, kwercytyne oraz luteoling); zotte
z karotenoidami (luteina, ksantofilem, taraksantyna i flawoksantyna); réozowe/fiole-
towe posiadajace antocyjany (cyjanidyne i jej pochodne: malwidyne oraz ensatyng)
i flawonole oraz brgzowe (pomaranczowe do czerwonych) zawierajace zaréwno flawo-
noidy, jak i karotenoidy [Anderson i in. 1988]. Obecno$¢ barwnikow w kwiatach i ich
rozw0j warunkowane sg genetycznie. Jeden gen odpowiada za syntez¢ pojedynczego
barwnika [De Jong i Custers 1986]. Przyktadowo za syntez¢ antocyjanéw odpowiadaja
geny: CHS, CHI, F3H, F3’H, F3’5’H, DFR oraz LDOX [Lee i in. 2008]. Produkt genu
CmCCD4a, CCD (ang. carotenoid cleavage dioxygenase) odpowiada natomiast za de-
gradacj¢ karotenoidow, a tym samym biaty kolor kwiatéw. Ponadto poza genami struk-
turalnymi w determinacji barwy kwiatéw biora udziat geny regulatorowe oraz trans-
pozony (na przyklad MELs — ang. mobile element-like sequences, DRs — ang. direct
repeats) [Lee 1 in. 2008]. Zaburzenia podzialow komoérkowych (nondysjunkcja chro-
matyd) lub pojawienie si¢ mutacji w obrgbie okreslonych odcinkéw DNA moze jednak
doprowadzi¢ do zmiany ekspresji gendéw i syntezy barwnikdw/enzymow, a w konse-
kwencji zmiany barwy kwiatow [Anderson i in. 1988]. Nalezy przy tym podkresli¢, ze
niektére z tych genow wystepuja w wickszej liczbie kopii, co takze przektada si¢ na
ostateczny efekt mutacji [Lee i in. 2008]. Ponadto uzalezniony jest on takze od chwi-
li, w ktorej mutacja nastgpi. Zahamowanie syntezy antocyjandéw we wczesnym etapie
produkcji skutkuje uzyskaniem biatych kwiatow. Jesli jednak do inhibicji dochodzi
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w pozniejszym etapie, efekt moze by¢ rozny w zalezno$ci od tego, jaki barwnik i ile
barwnika zostato wcze$niej zakumulowane. Warunki $rodowiskowe moga takze po-
wodowac¢ zmiany zabarwienia organ6w. Przyktadowo chtéd stymuluje akumulacje an-
tocyjanow w lisciach i1 kwiatach [Lee i in. 2008]. Podobny efekt wywotuje $wiatto.
Duze znaczenie ma takze pH soku komorkowego, zwlaszcza w przypadku chlorofilu
w lisciach [Zalewska i in. 2002].

Najczgsciej spotykang zmiang u chryzantemy jest nabycie zottych chromoplastow.
Zmiana ta moze pojawi¢ si¢ na kazdym etapie rozwoju rosliny wskutek zaburzenia mi-
toz i zwigzana jest z utrata chromosomu niosgcego dominujacy gen supresorowy zottego
barwnika [Stewart i Dermen 1970]. Bezpos$rednia zmiana koloru kwiatow z rézowego na
z6lty jest jednak bardzo rzadka, gdyz wymaga zar6wno supresji syntezy antocyjaniny na
drodze mutacji, jak i uaktywnienia genow odpowiedzialnych za z6tta barwe na drodze
utraty chromosomu [Stewart i Dermen 1970]. Zmiana fenotypu staje si¢ zrodtem powaz-
nych strat finansowych przedsigbiorstw branzowych, dlatego tez jest niedopuszczalna
w komercyjnej produkcji ogrodniczej. Poszukuje si¢ wigc wydajnych metod przechowy-
wania i ochrony zasobéw genowych chryzantemy.

ROLA KULTURY IN VITRO W NAMNAZANIU | POPULARYZACJI
CHRYZANTEMY

Aby zaspokoi¢ rosngce wymogi rynku, konieczne jest wprowadzenie innowacyjnych
rozwigzan pozyskiwania nowych odmian popularnych gatunkéw roslin ozdobnych [Zhao
iin. 2009]. Z tych wzglgdow obecnie w produkcji ogrodniczej coraz wigkszg rolg odgry-
waja nowoczesne metody bazujace na kulturach tkankowych.

Mingto 115 lat od czasu publikacji pierwszych koncepcji roslinnych kultur in vitro
autorstwa Gottlieba Haberlandta. W tym czasie nastapit ogromny postep w biotechno-
logii roslin [Read i Preece 2007]. Od 40 lat (w Polsce od 30) produkcja gatunkéw roslin
ozdobnych jest systematycznie przenoszona do laboratoridw i kultur w szkle. Kultury
tkankowe bazujace na zjawisku totipotencji — unikatowej zdolnosci roslin do odtwarzania
catego organizmu z pojedynczej komorki lub grupy komorek, bez fuzji gamet — stanowia
podstawowe narzg¢dzie w pracy biotechnologow. W technologii tej niewielkie fragmenty
ro$lin, zwane eksplantatami, ,,uprawiane sg” na syntetycznych pozywkach w sterylnych,
Scisle kontrolowanych warunkach fizycznych. Najbardziej znaczacym zastosowaniem
kultur tkankowych jest mikrorozmnazanie (metoda wegetatywnego rozmnazania ro$lin
w warunkach in vitro). Technologi¢ t¢ opracowano w USA oraz Europie Zachodniej
[Wroblewska i Rudzki 2012].

Swiatowa roczna produkcja roslin z wykorzystaniem kultur in vitro tylko w ciggu
ostatnich 10 lat wrosta z 800 milionéw do 2 miliardow, z czego 80% to gatunki ozdobne
[Rout i in. 2006, Wroblewska i Rudzki 2012]. W przypadku chryzantem kultury in vitro
wykorzystywane sa tez m.in. do uwalniania roslin od wiruséow [Previati i in. 2008], pro-
dukcji sztucznych nasion [Pinker i Abdel-Rahman 2005], haploidéow zaréwno na drodze
andro-, jak i gynogenezy [Watanabe 1977, Gao i in. 2011], indukowania zmiennosci [Mi-
ler i Zalewska 2014], pozyskiwania metabolitow wtérnych [Teixeira da Silva i in. 2013],
separacji chimer i ratowania hybryd [Tymoszuk i Zalewska 2014], w poszukiwaniu
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genetycznego pokrewienstwa wérdd uzyskiwanych mutantéw i elitarnych odmian [Muk-
herjee i in. 2013] oraz w badaniach podstawowych z wykorzystaniem transformacji ge-
netycznej [Lee i in. 2013], a takze krioprezerwacji [Kulus 2015].

Warunki kultury in vitro chryzantemy sa dobrze poznane [Waseem i in. 2013]. Pierw-
sze prace z tego zakresu pochodzg z drugiej potowy ubiegtego wieku [Hill 1968]. W 1952
roku Morel i Martin wykorzystali kulture merystemow do uzyskania wolnych od wiru-
sow roslin. W 1974 roku Earle i Langhans uzyskali mikrosadzonki chryzantemy, wyko-
rzystujac 0,5 mm dhtugos$ci paki wierzchotkowe. Pozwala to przypuszczad, ze eksplantaty
takie moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane w krioprezerwacji. Kolejne prace do-
tyczyly wpltywu réznych regulatoré6w wzrostu na zdolnos$¢ regeneracyjng stozkow wzro-
stu. Pierik [1987] wykazal, ze w przypadku chryzantemy najwazniejsza jest w pozywce
obecnos¢ cytokinin. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, iz w przypadku niestabilnych od-
mian bedacych chimerami obecno$¢ niektorych cytokinin moze zaburzaé ich strukture
histogenowa. Z tego powodu wskazane jest stosowanie kinetyny (KIN) lub tidiazuronu
(TDZ) zamiast popularnej benzyloadeniny (BA).

Kolejne dekady przyniosty ogromny postgp w dziedzinie mikrorozmnazania chry-
zantemy. W 1996 roku Grewal i inni opracowali wydajng metode szybkiego namnazania
wolnych od chorob chryzantem. Obecnie coraz czgsciej sa one produkowane z wyko-
rzystaniem technologii kultur tkankowych, dzigki czemu uzyskane w ten sposob rosliny
cechujg si¢ lepsza jakoscig oraz szybszym rozwojem [Ilahi i in. 2007]. Wielu autorow
dowiodlo duzej efektywnos$ci namnazania chryzantem (r6znych gatunkéw i odmian)
w kulturach in vitro, uzyskujac regeneracje¢ roslin z fragmentow pedow (weztow 1 mig-
dzywezli), pakow bocznych i wierzchotkowych, merysteméw apikalnych, korzeni, lisci,
platkow, zalazni czy nawet protoplastoéw na pozywkach o réznorodnym skladzie [Wa-
seem 1 in. 2011, 2013, Teixeira da Silva 2014]. Mikrorozmnazanie odgrywa wazng rolg
w produkcji chryzantemy wielkokwiatowej. Wiele komercyjnych laboratoriéw wprowa-
dzito ten gatunek do swojego asortymentu.

Dotychczas do mikrorozmnazania chryzantemy wielkokwiatowej wykorzystano
technike jednoweztowych fragmentéw pedow [Miler i Zalewska 2014] oraz pakow
przybyszowych [Kaul 1990], a takze bezposrednig i posrednig embriogeneze soma-
tyczng [Ilahi i in. 2007], w zalezno$ci od dost¢pnego materiatu roslinnego oraz pozada-
nego celu. W przypadku stabilnych odmian chryzantemy najczgéciej wykorzystywana
metoda ich mikrorozmnazania jest jednak metoda pgdow przybyszowych. Dotychcza-
sowe badania wykazaty, ze eksplantaty pedowe chryzantemy cechujg si¢ wigkszym
potencjatem regeneracyjnym niz lisciowe, chociaz to na tych drugich cze¢$ciej uzyskuje
si¢ bardziej pozadang regeneracje bezposrednia [Kaul i in. 1990]. W przypadku odmian
z grupy Lady bardzo dobre rezultaty uzyskuje si¢, stosujac zmodyfikowana pozywke
MS [Murashige i Skoog 1962] uzupetniong 2,66 uM BA 1 11,42 uM TAA [Zalewska
i in. 2007]. Organogeneza przybyszowa ma ogromne znaczenie dla hodowli mutacyjnej
oraz transgenicznej, gdyz pedy przybyszowe czgsto regenerujg z pojedynczej komorki.
Nie ma wigc wowczas ryzyka tworzenia si¢ chimer [Zalewska 2010]. Ponadto zjawisko
to moze by¢ wykorzystane w separacji chimer. Czgsto zdarza si¢ bowiem, ze w efekcie
hodowli mutacyjnej tworzg si¢ chimery meryklinalne lub sektorialne, w ktorych tylko
pewien obszar merystemu ulega mutacji. Dzigki regeneracji roslin z tego niewielkiego
fragmentu mozliwe jest uratowanie cennego genotypu, ktérego nie mozna odseparowac
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w warunkach in vivo. Organogeneza moze przebiegaé przez kalus, wigc moze towarzy-
szy¢ jej wystapienie zmiennos$ci somaklonalnej. Wynika to z faktu, ze kalus jest niesta-
bilng genetycznie tkanka, co powoduja pojawiajace si¢ czgsto aberracji chromosomow:
ich zlepiania, pgkania, delacji, translokacji itp. W rezultacie mozliwe jest uzyskanie
wielu nowych odmian [Zalewska i in. 2007].

Obecnie uwaza si¢, ze najbardziej wydajna technika mikrorozmnazania roslin jest
embriogeneza somatyczna, zwlaszcza z wykorzystaniem bioreaktoréw. Jak dowodza Ke-
reSa i inni [2012], eksplantatem najbardziej podatnym na indukcj¢ embriogenezy u chry-
zantemy sg kolejno liscie, ptatki kwiatow, najmniej za$ fragmenty pedow (migdzywezla).
Najwiekszy wspotczynnik konwersji zarodkéw w rosliny uzyskano jednakze z zarodkow
zregenerowanych z platkow (52%). Aby uaktywni¢ kompetencje komorek, eksplantaty
nalezy wylozy¢ na pozywke uzupelniong wysokim stgzeniem auksyn i nizszym cytokinin
[Lema-Ruminska i in. 2015]. Jak donoszg Tanaka i inni [2000], najlepiej sprawdza si¢
wysokie stezenie IAA (5,7 uM) z dodatkiem kinetyny (0,5 uM). Z kolei Keresa i inni
[2012] najwigcej zarodkdéw somatycznych uzyskali na drodze bezposredniej, stosujac
pozywke MS z 5,4 uM kwasu naftylooctowego (NAA) oraz 0,4 uM BA. Efektywnos¢
konwersji zarodkéw somatycznych chryzantem jest jednak ograniczona, co limituje wy-
korzystanie tej techniki mikrorozmnazania.

Badania przeprowadzone przez Kaul i innych [1990] oraz Barakata i innych [2010]
dowiodty, iz wydajno$¢ kultur in vitro chryzantem jest silnie uzalezniona od odmiany.
Istotnym problemem pozostaje takze kwestia sposobu przechowywania ogromnej licz-
by tworzonych genotypow, ktore z czasem przestajg by¢ obiecktem bezposredniego za-
interesowania. Pinker i Abdel-Rahman [2005] opracowali metode produkcji sztucznych
nasion chryzantemy, ktéra wykorzystuje proces zamykania pakéw wierzchotkowych
w alginianowej otoczce w celu ich krétkotrwalego przechowywania podczas transportu,
ktére nastepnie mozna tatwo odtworzy¢ in vitro lub ex vitro. Metoda ta pozwala jednak na
maksymalnie kilkumiesi¢czne zabezpieczenie materiatu roslinnego. Takze zastosowanie
spowolnionego wzrostu w warunkach kultur in vitro wiaze si¢ z ryzykiem wystapienia
zmiennosci somaklonalnej. Jevremovi¢ i inni [2006] po 10 latach prowadzenia kultury
chryzantemy ‘White Spider’ uzyskali 10% roslin o zmienionym kolorze oraz morfologii
kwiatostanow. Sutter i Langhans [1981] zaobserwowali liczne zmiany fenotypu chry-
zantem przechowywanych przez 9 lat in vitro. Cechowaly si¢ one mniejszymi, niere-
gularnymi kwiatostanami, a takze opdznionym kwitnieniem. Z tych powodow kwestia
opracowania skutecznych metod dlugotrwatego przechowywania zasoboéw genowych
chryzantem pozostaje otwarta, niewatpliwie jednak kultury tkankowe beda stanowity in-
tegralny element systemow ochrony zasobow genowych.

PODSUMOWANIE

Chryzantema dzigki duzej trwatosci i roznorodnosci kwiatostanow jest uprawiana
i hodowana na calym $wiecie zar6wno na kwiat cigty, jak i doniczkowy. W efekcie
niestabnacej popularnosci kazdego roku powstaja setki nowych odmian, gtéwnie na
drodze hodowli mutacyjnej (z wykorzystaniem promieniowanie X lub gamma), kto-
re namnazane s3 m.in. z wykorzystaniem kultur in vitro. Chryzantemy sa pod tym
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wzgledem jednak szczegoélnie ,,trudnym” materiatem. Wiele z nich to bowiem chime-
ry o niejednorodnej strukturze genetycznej. Organizmy takie sa szczegodlnie narazone
na wystapienie zmiennos$ci, jesli rozmnazane lub przechowywane sa w niewlasciwy
sposob. Z tych wzgledow w przypadku roslin chimeralnych najczesciej w reprodukcji
in vitro wykorzystuje si¢ technike jednoweztowych fragmentéow pedu. Inne metody
mikrorozmnazania moga doprowadzi¢ do separacji komponentéw chimery, jesli rege-
neracja zachodzi posrednio — przez kalus. Metody te jednak mogg by¢ bardzo cenne
w hodowli na etapie regeneracji.
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SELECTED ASPECTS OF BIOLOGY, BREEDING AND REPRODUCTION
OF CHRYSANTHEMUM

Summary. Due to a great variety of flower shapes and colours, chrysanthemum is one of
the most popular ornamental plants. It is expected that in the future chrysanthemum may
become the number one product on the market. However, a complicated biology of the
species; high ploidy and heterozygosis, polygenic control of flowering, self-incompat-
ibility and limited pollen viability, reduces the efficiency of traditional breeding methods
(selection and crossing), popular in the 19" century when they allowed for the production
of dozens of cultivars. Today, in order to meet the growing demands of the market, mod-
ern biotechnology tools are applied. Mutation breeding (with the use of physical agents:
5-30 Gy X or gamma irradiation mainly) are commonly used since the 1960s. The tech-
nique facilitates a fast and low-cost production of new cultivars; with changed flower
colour, leaf shape or the entire plant architecture being altered. The most efficient culti-
vars used as a source of explants for mutation breeding are those of purple flowers, while
the least — the yellow-blooming ones. As a results of induced or spontaneous mutations,
however, genetically unstable chimeras are often regenerated, if the mutation is present
only in the part of the meristem. Such organisms require particular consideration while
developing protocols for their storage and propagation, since they are vulnerable for
the separation of chimerical components. The recent decades have brought a significant
progress in the application of tissue culture in chrysanthemum reproduction and breed-
ing. In vitro cultivation of chrysanthemum was first developed in the 20" century and
used for eliminating viruses and other pathogens. For this purpose meristem cultures have
been still applied. The most popular application of tissue cultures, however, is micro-
propagation. As for chrysanthemum, various explant types were used for multiplication;
roots, leaves, nodes, internodes and flowers. In general, stem explants are more efficient
than leaves in terms of the multiplication rate, while flowers are more susceptible to the
occurrence of somaclonal variation. Explants with meristems, usually single-node frag-
ments, are used for vegetative multiplications of periclinal chimeras since only then can
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their stability be maintained. Other techniques; adventitious organogenesis and somatic
embryogenesis, are more efficient, as based on the concept of plant totipotency, however,
they are more threatened with somaclonal variation occurrence and have a limited use
with commercial propagation of chimeras. Still they are very useful in both mutation and
transgenic breeding at the stage of regeneration. To stimulate regeneration cytokinins,
usually benzyladenine, and various auxins, in lower concentrations, are applied. The aim
of this paper is to present selected aspects of biology and modern methods of breeding
and reproduction in chrysanthemum.

Key words: chimeras, chrysanthemum, mutation breeding, in vitro culture, micropropa-
gation
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