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Wplyw mutagendow chemicznych na cechy
morfologiczne u petunii
(Petunia x atkinsiana D. Don)

Influence of chemical mutagens on morphological traits in petunia
(Petunia x atkinsiana D. Don)

W pracy okreslono zmiany fenotypowe i genotypowe w pokoleniu Mi i M2 petunii (Petunia
atkinsiana D. Don) odmiany Flash Red, wywotane azydkiem sodu (AS), siarczanem etylowo-
metylowym (EMS), siarczanem metylowo-metylowym (MMS) i siarczan dietylowym (DES),
w stezeniach: 0,5; 1,0; 1,5 1 2,0 mM. Do oceny zmian genotypowych na poziomie DNA wykorzystano
technikg¢ ISSR-PCR. Otrzymane w pokoleniach M1 i M2 u petunii zmiany to: nieregularne biate
przebarwienia na ptatkach korony, ciemniejsze zytkowania, zmiany koloru kwiatow z czerwonego na
rézowy, jasniejsze przebarwienia na lisciach, zmiana pokroju rosliny (ksztatt rozety). Czestotliwosé
zmian zalezala od zastosowanego mutagenu i jego stezenia w roztworze. W pokoleniu M1 najwicksza
czestotliwos¢ zmian otrzymano stosujac do indukowania mutacji EMS i MMS o stezeniu 1,5 1 2,0mM,
w pokoleniu M2 — MMS, o stezeniu 2,0 mM.

Stowa kluczowe: petunia, mutacje, mutageny chemiczne, DNA, ISSR-PCR

The objective of the presented study was to induce mutation in petunia ( Petunia atkinsiana D.
Don) Flash Red using sodium azide (AS), ethyl methane-sulfonate (EMS), methyl methane-sulfonate
(MMS) and diethyl sulphate (DES) of different concentrations 0.5; 1.0; 1.5 and 2.0 mM. Genetic
variation of petunia was investigated with the ISSR-PCR method. The morphological changes,
observed in mutants in the M1 and M2 generations, referred principally to: lack of pigments in flowers
and leaves, darkened midribs, colour of flowers, plant habit (shape of rosette). Frequency of new
phenotypes in the progeny populations depended on the mutagen used and its dose. In the M generation
the most effective were EMS and MMS with doses 1.5 and 2.0 mM, M2 — 2.0 mM MMS proved to be
most efficient.

Key words: petunia, mutation, chemical mutagens, DNA, ISSR-PCR

WSTEP

Wielkos¢ efektu mutagenicznego zalezy od wiasciwosci fizycznych i chemicznych
stosowanego mutagenu, jego stezenia w roztworze, czasu dziatania, genotypu rosliny
i uzytego do badan materiatu wyjSciowego (nasiona, cebulki, zarodki, tkanki, pytek itp.).
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Wszystkie te czynniki trzeba dla kazdego gatunku a nawet odmiany dobra¢ kazdorazowo
na drodze eksperymentu (Briggs, 1968; Privalov i in., 1991; Przybyta, 1992; Muszynski i
in., 1997; Rybinski 2001,). Niektoérzy autorzy (Szarejko i in., 1978; Przybyla, 1992;
Adamska i in., 1995; Berenschot i in., 2008) wielko$s¢ dawki stosowanego mutagenu
uzalezniaja od ilosci obserwowanych w badanej probie uszkodzen. Dawka optymalna
czynnika mutagennego powinna wigc zapewni¢ duzg frekwencje zaindukowanych mutacji,
a takze dostatecznie liczng populacj¢ pokolenia M; (Muszynski i in., 1997).

Sposrod obecnie stosowanych mutagenow chemicznych na uwage zastuguje azydek
sodu (Adamska i in., 1995; Malepszy i in., 1989; Olejniczak i in., 1981; Rybinski, 2001;
Szarejko 1 in., 1978). Mutagen ten nie powoduje powstawania niekorzystnych dla
hodowcow chimer. Duzym powodzeniem cieszg si¢ rowniez EMS i DES (Bhagwat i in.,
1998; Nelshoppen i in., 1990; Latado i in., 2004). Ich zaleta jest duza skuteczno$¢ w
uzyskaniu mutacji genowych i niska czestotliwo$¢ aberracji chromosomowych.

Celem pracy bylo okreslenie wpltywu mutagenow chemicznych na cechy morfologiczne
oraz czgstotliwo§¢ wystgpowania mutacji u petunii odmiany Flash Red wywolanych
azydkiem sodu (AS), siarczanem dietylowym (DES), siarczanem etylowo-etylowym
(EMYS) i siarczanem etylowo-metylowym (MMS).

MATERIAL I METODY

Do chemicznej mutagenezy petunii (Petunia * atkinsiana D. Don) odmiany Flash Red
wykorzystano azydek sodu (AS), siarczan etylowo-metylowy (EMS), siarczan metylowo-
metylowy (MMS) i siarczan dietylowy (DES) w st¢zeniach 0,5; 1,0; 1,5 i 2,0 mM
przygotowanych w roztworze buforu fosforowego o pH 4.

Indukowanie mutacji

Nasiona petunii (po 150 nasion na kazde stezenie) moczono w roztworach
poszczegdlnych mutagendw przez 1 h. Rosliny wyroste z nasion moczonych w wodzie
stanowily w do$wiadczeniu kontrole. Pol h dzialania mutagenu nasiona ptukano,
dezynfekowano przez 15 min w 10% roztworze podchlorynu sodu (NaOCI), wysiewano
do doniczek i umieszczano w pokoju wzrostowym w temperaturze + 23°C i o$wietleniu
16 h (40 umol'ms™). Dziewieciotygodniowe siewki przeniesiono do szklarni i pozosta-
wiono tam do momentu zawigzania kwiatow. Zebrane z roslin M; nasiona wysiano w celu
otrzymania pokolenia M,. Dla roslin kontrolnych i pokolenia M;, M, okreslono dtugos¢
korzeni, wysoko$¢ roslin, liczbe zawigzanych na roslinie pakow i kwiatow oraz ich barwe
1 zmiany w budowie.

Analiza zmian na poziomie DNA

Z roslin o innym, niz kontrola fenotypie, izolowano DNA (Genomic DNA Prep Plus,
A&A Biotechnology). Amplifikacje DNA prowadzono metodg ISSR—PCR (Zigtkiewicz i
in., 1994). W badaniach wykorzystano ogotem 37 starteréw ISSR. Produkty ISSR-PCR
(Mastercykler 5333 — Eppendorf) rozdzielano w 2% zelu agarozowym, przy stalym
napigciu pradu 100V, uwidaczniano w obecno$ci bromku etydyny i dokumentowano
(aparat Polaroid DS — 34). Uzyskane obrazy analizowano uzywajac programu
komputerowego ,,Diversity one 1.3” (Pharmacia LKB). Widoczne na zdjeciach produkty
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reakcji ISSR-PCR opracowano w uktadzie binarnym 0-1. Okreslono liczbe i dlugosci
produktéw specyficznych, mono- i polimorficznych roznicujagcych genotypy badanych
roslin petunii. W oparciu o wyliczony wspotczynnik dystansu genetycznego Neii Li (1979)
metoda UPGMA (unweighted pair group method) wykreslono drzewo podobienstwa
filogenetycznego (Treecon Van de Peer i in., 1994; Phyltool). Prawdopodobienstwo
prawdziwych powiazan filogenetycznych migdzy badanymi obiektami przedstawionymi
topologia drzewa przetestowano metodg bootstrap (Treecon). Uwzgledniono w nigj
probkowanie na poziomie 1000 losowan, co zdaniem Felsensteina (1985) pozwala na
potwierdzenie monofiletyzmu drzewa z prawdopodobienstwem rzedu 99%.

WYNIKI I DYSKUSJA

Stosowane w pracy mutageny mialy ujemny wplyw na zdolnos¢ kietkowania nasion
petunii (tab. 1). Najnizszg zdolno$cig kietkowania (16%) charakteryzowaly si¢ nasiona
moczone w 1,0 mM roztworze AS, najwyzsza — w 1,5 mM EMS (66%). Otrzymane
wyniki badan sg zgodne z wynikami innych autorow (Adamska i in., 1995; Rzepka-Plevnes
iin., 2004).

Tabela 1
Procent skietkowanych nasion petunii w zaleznoS$ci od rodzaju i stezenia zastosowanego w
doswiadczeniu mutagenu
Percentage of seeds germination depending on mutagen and its dose

Mutagen Stezenie (mM) Procent skietkowanych nasion (%)
Mutagen Concentration Germination (%)

Kontrola — Control - 100
0,5 23
1,0 16
AS 1,5 46
2,0 16

Srednia —mean 25,25
0,5 31
1,0 39
DES 1,5 36
2,0 18

Srednia —mean 31

0,5 26
1,0 29
EMS 1,5 66
2,0 52

Srednia —mean 43,25
0,5 47
1,0 46
MMS 1,5 61
2,0 50

Srednia —mean 51

W pokoleniu M; i M; petunii obserwowano nastepujace zmiany fenotypowe (oznaczone
na rysunku 1 strzatkami): nieregularne przebarwienia kwiatow (w pokoleniu M; — 73%
mutantow z obserwowang zmiang, M, — 66%) w postaci drobnych, biatych plamek i
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kresek na ptatkach, rozjasniong barwg kwiatow na brzegach i na catych platkach korony
wystepujace w postaci ré6zowych lub biatych przebarwien, zmiane koloru kwiatu — z
czerwonego na r6zowy. Przebarwienia chlorofilowe na lisciach. Podobne do otrzymanych
W niniejszej pracy zmiany w fenotypie roslin otrzymali u petunii Rzepka-Plevnes i wsp.
(1998, 2004), u chryzantemy — Mandal i wsp. (2000) oraz Latado i wsp. (2004) i u tilandsji
— Koh i wsp. (2001).

¢) 2,0 mM MMS d) 2,0 mM MMS

Rys. 1. Rosliny petunii a) kontrolne, b) pokolenia M; i ¢, d) pokolenia M> z widocznymi zmianami
Fig. 1. Petunia flowers with phenotype variations a) control, b) M generation and c, d) M2 generation

Czgstotliwos¢ wszystkich obserwowanych zmian fenotypowych w pokoleniu M; i M»
petunii byta najwyzsza po zastosowaniu do indukowania mutacji EMS (M; — 22,2%, M,
— 31,5%) i MMS (M| — 47,4%, M, — 61,1%), najnizsza — AS (M; — 5,2%, M, —
11,1%) i DES (M| — 5,5%, M>— 15,8%) 1 byta zblizona do wynikéw badan otrzymanych
przez innych autoréw (Mandal i in., 2000; Latado i in., 2004; Koh i in., 2001).

Otrzymane wyniki wykazaty, ze stosowane w doswiadczeniu mutageny wplywaty
stymulujaco na takie cechy jak: wysokos¢, liczba kwiatéw 1 dtugos¢ korzeni (rys. 2, 3).
Rosliny wyzsze od kontroli obserwowano po zastosowaniu do indukowania mutacji w
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pokoleniu M; — 1,51 2,0 mM EMS (180 i 190% kontroli), w M, — 0,5 mM AS, DES
i EMS (120-130% kontroli).

wysokos$¢ roslin liczba zawiagzanych pakéw

plant height number of flower buds
200 - 140
180
160
140
120
100 4
80
60
40
20 |

+ |@0,5 mM

| @1 mMm
m1,5mM

|ozmm |

%kontroli
% kontroli

AS DES EMS MMS

mutagen mutagen
x=16,63 cm = 100% x = 3,09=100%
liczba kwiatow dt. systemu korzeniowego
number of flowers root system length
180
160
= = 140
g ©0,5mM £ 120
§ @1,0mM £ 100
= m1,5mM = 80
02,0mM 60
40
20
0
mutagen mutagen
x=2,87=100% x=26,17 cm = 100%

Rys. 2. Wysoko$¢ roslin, liczba zawiazanych pakéow kwiatowych, liczba kwiatow i dlugos$¢ systemu
korzeniowego petunii pokolenia M1 w zaleznoSci od zastosowanego mutagenu wyrazona % kontroli (x)
Fig. 2. Plant height, number of flower buds, number of flowers and root system length of petunia in the

Mi depending on the mutagen, expressed as percentage of the control (x)

Liczbe zawigzanych pakow kwiatowych na poziomie kontroli charakteryzowaty sie¢
tylko rosliny pokolenia M, z kombinacji 2,0 mM AS i DES (107 i 116% kontroli), M, —
0,5 mM AS i DES (110% kontroli). Najwigcej kwiatow w stosunku do kontroli
obserwowano u petunii M; po zastosowaniu 2,0 mM roztworu AS (320% kontroli), M, —
1,5 mM AS 11,0 mM MMS (105 i 111% kontroli). Najdtuzszym systemem korzeniowym
charakteryzowaly si¢ petunie pokolenia M, u ktorych zastosowano 1,0 mM EMS (170%
kontroli) 1 2,0 mM MMS (130% kontroli).

Do oceny podobienstwa genetycznego migdzy otrzymanymi mutantami wybrano 30
ro$lin petunii pokolenia M; i 13 — pokolenia M,. Sposrdd 37 zastosowanych w doswiad-
czeniu starterow ISSR widoczne na zelach produkty amplifikacji generowato 8 z nich w
przypadku pokolenia M; (nr startera 801, 809, 810, 812, 829, 836, 818, 840) i 18 -
pokolenia M, (nr startera 808, 804, 822, 819, 847, 807, 821, 841, 840, 839, 816, 809, 820,
818, 812, 801, 802, 805). Ogoétem dla badanych genotypow petunii M; otrzymano 913
produktéw ISSR, dla M, — 854. Dlugos$¢ otrzymanych fragmentéw ISSR miescita si¢ w
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granicach od 204 do 3866 pz (dla M) i 203 do 2000 pz (dla M,). W wyniku przepro-
wadzonych reakcji ISSR-PCR amplifikowano wiele polimorficznych loci, réznicujacych
genotyp mutanta od genotypu rosliny kontrolnej. Czestotliwo$¢ wystepowania produktow
polimorficznych w pokoleniu M; wynosita 96,7% (883), M> — 68,3% (583). Produktow
specyficznych genotypowo, ktorych nie stwierdzono u roslin kontrolnych byto w M; —
0,44% (4), w M>— 1,4% (12). Ogoétem w prowadzonych reakcjach ISSR-PCR jeden starter
amplifikowat $rednio 4 (M) i 7 (M2) loci. Podobne wyniki badan, prowadzonych za
pomoca opisywanej metody, otrzymali Nagaoka i Ogihara (1997), Kochieva i wsp. (2002)
oraz Rzepka-Plevnes i wsp. (2006).

liczba zawigzanych pakéw

soko$¢ roslin
o number of flower buds

plant height

% kontroli
% kontroli

AS DES EMS MMS

mutagen mutagen

x=21,13 cm = 100% x =3,45=100%
liczba kwiatéw dt. systemu korzeniowego
number of flowers root system length

% kontroli
% kontroli

mutagen mutagen

x=3,30=100% X =26,17 cm = 100%

Rys. 3. Wysokos¢ roslin, liczba zawiazanych pakow kwiatowych, liczba kwiatow i dlugos$¢ systemu
korzeniowego petunii pokolenia M: w zaleznosci od zastosowanego mutagenu wyrazona % kontroli (x)
Fig. 3. Plant height, number of flower buds, number of flowers, root system length of petunia in the Mz

generation depending on the mutagen, expressed as percentage of the control (x)

Wyniki przeprowadzonych analiz potwierdzity duzy zakres zmiennosci w obrebie
badanych sekwencji, ktory przejawil si¢ amplifikowaniem Joci polimorficznych. Na
podstawie obliczonych wspoétczynnikow podobienstwa genetycznego i analizy skupien
UPGMA wykreslono drzewo podobienstwa filogenetycznego, na ktérym rosliny kontrolne
dla obu badanych pokolen mutantéw stanowily odrebng grupe (rys. 4, 5). Rosliny
pokolenia M; byty podobne do kontrolnych od 32,9 do 94,3%, pokolenia M, — od 38,7 do
80,3%.
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Rys. 4. Drzewo podobienstwa filogenetycznego utworzone dla mutantéw pokolenia M; petunii i badania
kontrolnego. Liczby wskazuja 1000 krotne ,,probkowanie” metoda bootstrap, wyrazone w procentach
Fig. 4. UPGMA dendrogram representing genetic relationships among mutants and control in the M;

generation of petunia. The numbers at the forks indicate 1000 bootstrap replications expressed
in per-cents
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Rys. 5. Drzewo podobienstwa filogenetycznego utworzone dla mutantéw pokolenia M: petunii i badania
kontrolnego. Liczby wskazuja 1000 krotne ,,probkowanie” metoda bootstrap, wyrazone w procentach
Fig. 5. UPGMA dendrogram representing genetic relationships among mutants and control in the M2

generation of petunia. The numbers at the forks indicate 1000 bootstrap replications expressed
in per-cents
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Procent podobienstwa filogenetycznego byt podstawa do podzielenia badanych roslin
na 9 M) i 5 (M) grup filogenetycznych oznaczonych na rysunku 4 i 5 literami A-I.
Otrzymane wyniki badan znajduja potwierdzenie w wynikach innych autorow (Rzepka-
Plevnes i in., 2004, 2006, 2007; Smolik i in., 2006).

Niektore ze zmian fenotypowych (nieregularne przebarwienia kwiatow, rozjasniona
barwa na brzegach i na catych ptatkach korony) w pokoleniu M; powtorzyly sie
w pokoleniu Mz, co $§wiadczy o utrwaleniu nowych cech.

WNIOSKI

1. Sposrod zastosowanych w doswiadczeniu mutagendw chemicznych (AS, DES, EMS,
MMS) najwyzsza czgstotliwo$¢ zmian fenotypowych w pokoleniu M otrzymano przy
uzyciu do indukowania mutacji 1,5 mM roztworu EMS i 2,0mM MMS (odpowiednio:
31,5-47,4%), w pokoleniu M, — MMS (61,1%) o stezeniach 0,51 2,0 mM.

2. Wszystkie biorace udzial w doswiadczeniu mutageny, niezaleznie od zastosowanej
dawki (0,5; 1,0; 1,51 2,0 mM) wptywaty stymulujaco na rozwoj pedoéw, korzeni i liczbg
zawigzanych kwiatow oraz ujemnie na liczbg zawigzanych pgkoéw kwiatowych.

3. Analiza polimorfizmu DNA, przeprowadzona technika ISSR-PCR, wskazata na istotne
roéznice w obrebie sekwencji mikrosatelitarnych miedzy mutantami petunii a ro§linami
kontrolnymi.
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