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Wpływ mutagenów chemicznych na cechy 
morfologiczne u petunii  

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

(Petunia × atkinsiana D. Don) 
W pracy określono zmiany fenotypowe i genotypowe w pokoleniu M1 i M2 petunii (Petunia 

atkinsiana D. Don) odmiany Flash Red, wywołane azydkiem sodu (AS), siarczanem etylowo-
metylowym (EMS), siarczanem metylowo-metylowym (MMS) i siarczan dietylowym (DES), 
w stężeniach: 0,5; 1,0; 1,5 i 2,0 mM. Do oceny zmian genotypowych na poziomie DNA wykorzystano 
technikę ISSR-PCR. Otrzymane w pokoleniach M1 i M2 u petunii zmiany to: nieregularne białe 
przebarwienia na płatkach korony, ciemniejsze żyłkowania, zmiany koloru kwiatów z czerwonego na 
różowy, jaśniejsze przebarwienia na liściach, zmiana pokroju rośliny (kształt rozety). Częstotliwość 
zmian zależała od zastosowanego mutagenu i jego stężenia w roztworze. W pokoleniu M1 największą 
częstotliwość zmian otrzymano stosując do indukowania mutacji EMS i MMS o stężeniu 1,5 i 2,0mM, 
w pokoleniu M2 — MMS, o stężeniu 2,0 mM. 

Słowa 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 M1 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 

WSTĘP 

Wielkość efektu mutagenicznego zależy od właściwości fizycznych i chemicznych 
stosowanego mutagenu, jego stężenia w roztworze, czasu działania, genotypu rośliny 
i użytego do badań materiału wyjściowego (nasiona, cebulki, zarodki, tkanki, pyłek itp.). 
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Wszystkie te czynniki trzeba dla każdego gatunku a nawet odmiany dobrać każdorazowo 
na drodze eksperymentu (Briggs, 1968; Privalov i in., 1991; Przybyła, 1992; Muszyński i 
in., 1997; Rybiński 2001,). Niektórzy autorzy (Szarejko i in., 1978; Przybyła, 1992; 
Adamska i in., 1995; Berenschot i in., 2008) wielkość dawki stosowanego mutagenu 
uzależniają od ilości obserwowanych w badanej próbie uszkodzeń. Dawka optymalna 
czynnika mutagennego powinna więc zapewnić dużą frekwencję zaindukowanych mutacji, 
a także dostatecznie liczną populację pokolenia M1 (Muszyński i in., 1997). 

Spośród obecnie stosowanych mutagenów chemicznych na uwagę zasługuje azydek 
sodu (Adamska i in., 1995; Malepszy i in., 1989; Olejniczak i in., 1981; Rybiński, 2001; 
Szarejko i in., 1978). Mutagen ten nie powoduje powstawania niekorzystnych dla 
hodowców chimer. Dużym powodzeniem cieszą się również EMS i DES (Bhagwat i in., 
1998; Nelshoppen i in., 1990; Latado i in., 2004). Ich zaletą jest duża skuteczność w 
uzyskaniu mutacji genowych i niska częstotliwość aberracji chromosomowych. 

Celem pracy było określenie wpływu mutagenów chemicznych na cechy morfologiczne 
oraz częstotliwość występowania mutacji u petunii odmiany Flash Red wywołanych 
azydkiem sodu (AS), siarczanem dietylowym (DES), siarczanem etylowo-etylowym 
(EMS) i siarczanem etylowo-metylowym (MMS).  

MATERIAŁ 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 stężeniach 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 każde stężenie) moczono w roztworach 

poszczególnych mutagenów przez 1 h. Rośliny wyrosłe z nasion moczonych w wodzie 
stanowiły w doświadczeniu kontrolę. Po1 h działania mutagenu nasiona płukano, 
dezynfekowano przez 15 min w 10% roztworze podchlorynu sodu (NaOCl), wysiewano 
do doniczek i umieszczano w pokoju wzrostowym w temperaturze ± 23°C i oświetleniu 
16 h (40 μmol·m-2s-1). Dziewięciotygodniowe siewki przeniesiono do szklarni i pozosta-
wiono tam do momentu zawiązania kwiatów. Zebrane z roślin M1 nasiona wysiano w celu 
otrzymania pokolenia M2. Dla roślin kontrolnych i pokolenia M1, M2 określono długość 
korzeni, wysokość roślin, liczbę zawiązanych na roślinie pąków i kwiatów oraz ich barwę 
i zmiany w budowie.  

Analiza zmian na poziomie DNA 
Z roślin o innym, niż kontrola fenotypie, izolowano DNA (Genomic DNA Prep Plus, 

A&A Biotechnology). Amplifikację DNA prowadzono metodą ISSR–PCR (Ziętkiewicz i 
in., 1994). W badaniach wykorzystano ogółem 37 starterów ISSR. Produkty ISSR-PCR 
(Mastercykler 5333 — Eppendorf) rozdzielano w 2% żelu agarozowym, przy stałym 
napięciu prądu 100V, uwidaczniano w obecności bromku etydyny i dokumentowano 
(aparat Polaroid DS — 34). Uzyskane obrazy analizowano używając programu 
komputerowego „Diversity one 1.3” (Pharmacia LKB). Widoczne na zdjęciach produkty 
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reakcji ISSR-PCR opracowano w układzie binarnym 0–1. Określono liczbę i długości 
produktów specyficznych, mono- i polimorficznych różnicujących genotypy badanych 
roślin petunii. W oparciu o wyliczony współczynnik dystansu genetycznego Nei i Li (1979) 
metodą UPGMA (unweighted pair group method) wykreślono drzewo podobieństwa 
filogenetycznego (Treecon Van de Peer i in., 1994; Phyltool). Prawdopodobieństwo 
prawdziwych powiązań filogenetycznych między badanymi obiektami przedstawionymi 
topologią drzewa przetestowano metodą bootstrap (Treecon). Uwzględniono w niej 
próbkowanie na poziomie 1000 losowań, co zdaniem Felsensteina (1985) pozwala na 
potwierdzenie monofiletyzmu drzewa z prawdopodobieństwem rzędu 99%. 

WYNIKI I DYSKUSJA 

Stosowane w pracy mutageny miały ujemny wpływ na zdolność kiełkowania nasion 
petunii (tab. 1). Najniższą zdolnością kiełkowania (16%) charakteryzowały się nasiona 
moczone w 1,0 mM roztworze AS, najwyższą — w 1,5 mM EMS (66%). Otrzymane 
wyniki badań są zgodne z wynikami innych autorów (Adamska i in., 1995; Rzepka-Plevneš 
i in., 2004). 

Tabela 1 
Procent skiełkowanych nasion petunii w zależności od rodzaju i stężenia zastosowanego w 

doświadczeniu mutagenu 
Percentage of seeds germination depending on mutagen and its dose 

Mutagen 
Mutagen 

Stężenie (mM) 
Concentration 

Procent skiełkowanych nasion (%) 
Germination (%) 

Kontrola — Control - 100 

AS 

0,5 23 
1,0 16 
1,5 46 
2,0 16 

Średnia —mean 25,25 

DES 

0,5 31 
1,0 39 
1,5 36 
2,0 18 

Średnia —mean 31 

EMS 

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

Średnia —mean 43,25 

MMS 

0,5 47 
1,0 46 
1,5 61 
2,0 50 

Średnia —mean 51 
 
W pokoleniu M1 i M2 petunii obserwowano następujące zmiany fenotypowe (oznaczone 

na rysunku 1 strzałkami): nieregularne przebarwienia kwiatów (w pokoleniu M1 — 73% 
mutantów z obserwowaną zmianą, M2 — 66%) w postaci drobnych, białych plamek i 
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kresek na płatkach, rozjaśnioną barwę kwiatów na brzegach i na całych płatkach korony 
występujące w postaci różowych lub białych przebarwień, zmianę koloru kwiatu — z 
czerwonego na różowy. Przebarwienia chlorofilowe na liściach. Podobne do otrzymanych 
w niniejszej pracy zmiany w fenotypie roślin otrzymali u petunii Rzepka-Plevneš i wsp. 
(1998, 2004), u chryzantemy — Mandal i wsp. (2000) oraz Latado i wsp. (2004) i u tilandsji 
— Koh i wsp. (2001).  

 

  
a) kontrola — control b) 2,0 mM EMS 

  
c) 2,0 mM MMS d) 2,0 mM MMS 

Rys. 1. Rośliny petunii a) kontrolne, b) pokolenia M1 i c, d) pokolenia M2 z widocznymi zmianami 
Fig. 1. Petunia flowers with phenotype variations a) control, b) M1 generation and c, d) M2 generation  

 
Częstotliwość wszystkich obserwowanych zmian fenotypowych w pokoleniu M1 i M2 

petunii była najwyższa po zastosowaniu do indukowania mutacji EMS (M1 — 22,2%, M2 
— 31,5%) i MMS (M1 — 47,4%, M2 — 61,1%), najniższa — AS (M1 — 5,2%, M2 — 

11,1%) i DES (M1 — 5,5%, M2 — 15,8%) i była zbliżona do wyników badań otrzymanych 
przez innych autorów (Mandal i in., 2000; Latado i in., 2004; Koh i in., 2001).  

Otrzymane wyniki wykazały, że stosowane w doświadczeniu mutageny wpływały 
stymulująco na takie cechy jak: wysokość, liczba kwiatów i długość korzeni (rys. 2, 3). 
Rośliny wyższe od kontroli obserwowano po zastosowaniu do indukowania mutacji w 
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pokoleniu M1 — 1,5 i 2,0 mM EMS (180 i 190% kontroli), w M2 — 0,5 mM AS, DES 
i EMS (120–130% kontroli).  

 
x = 16,63 cm = 100% x = 3,09= 100% 

 
x = 2,87 = 100% x = 26,17 cm = 100% 

Rys. 2. Wysokość roślin, liczba zawiązanych pąków kwiatowych, liczba kwiatów i długość systemu 
korzeniowego petunii pokolenia M1 w zależności od zastosowanego mutagenu wyrażona % kontroli (x)  
Fig. 2. Plant height, number of flower buds, number of flowers and root system length of petunia in the 

M1 depending on the mutagen, expressed as percentage of the control (x)  
 
Liczbę zawiązanych pąków kwiatowych na poziomie kontroli charakteryzowały się 

tylko rośliny pokolenia M1 z kombinacji 2,0 mM AS i DES (107 i 116% kontroli), M2 – 
0,5 mM AS i DES (110% kontroli). Najwięcej kwiatów w stosunku do kontroli 
obserwowano u petunii M1 po zastosowaniu 2,0 mM roztworu AS (320% kontroli), M2 – 
1,5 mM AS i 1,0 mM MMS (105 i 111% kontroli). Najdłuższym systemem korzeniowym 
charakteryzowały się petunie pokolenia M1, u których zastosowano 1,0 mM EMS (170% 
kontroli) i 2,0 mM MMS (130% kontroli). 

Do oceny podobieństwa genetycznego między otrzymanymi mutantami wybrano 30 
roślin petunii pokolenia M1 i 13 — pokolenia M2. Spośród 37 zastosowanych w doświad-
czeniu starterów ISSR widoczne na żelach produkty amplifikacji generowało 8 z nich w 
przypadku pokolenia M1 (nr startera 801, 809, 810, 812, 829, 836, 818, 840) i 18 - 
pokolenia M2 (nr startera 808, 804, 822, 819, 847, 807, 821, 841, 840, 839, 816, 809, 820, 
818, 812, 801, 802, 805). Ogółem dla badanych genotypów petunii M1 otrzymano 913 
produktów ISSR, dla M2 — 854. Długość otrzymanych fragmentów ISSR mieściła się w 
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granicach od 204 do 3866 pz (dla M1) i 203 do 2000 pz (dla M2). W wyniku przepro-
wadzonych reakcji ISSR-PCR amplifikowano wiele polimorficznych loci, różnicujących 
genotyp mutanta od genotypu rośliny kontrolnej. Częstotliwość występowania produktów 
polimorficznych w pokoleniu M1 wynosiła 96,7% (883), M2 — 68,3% (583). Produktów 
specyficznych genotypowo, których nie stwierdzono u roślin kontrolnych było w M1 — 
0,44% (4), w M2 — 1,4% (12). Ogółem w prowadzonych reakcjach ISSR-PCR jeden starter 
amplifikował średnio 4 (M1) i 7 (M2) loci. Podobne wyniki badań, prowadzonych za 
pomocą opisywanej metody, otrzymali Nagaoka i Ogihara (1997), Kochieva i wsp. (2002) 
oraz Rzepka-Plevneš i wsp. (2006). 

 
x = 21,13 cm = 100% x = 3,45 = 100% 

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

Rys. 3. Wysokość roślin, liczba zawiązanych pąków kwiatowych, liczba kwiatów i długość systemu 
korzeniowego petunii pokolenia M2 w zależności od zastosowanego mutagenu wyrażona % kontroli (x)  
Fig. 3. Plant height, number of flower buds, number of flowers, root system length of petunia in the M2 

generation depending on the mutagen, expressed as percentage of the control (x)  
 
Wyniki przeprowadzonych analiz potwierdziły duży zakres zmienności w obrębie 

badanych sekwencji, który przejawił się amplifikowaniem loci polimorficznych. Na 
podstawie obliczonych współczynników podobieństwa genetycznego i analizy skupień 
UPGMA wykreślono drzewo podobieństwa filogenetycznego, na którym rośliny kontrolne 
dla obu badanych pokoleń mutantów stanowiły odrębną grupę (rys. 4, 5). Rośliny 
pokolenia M1 były podobne do kontrolnych od 32,9 do 94,3%, pokolenia M2 — od 38,7 do 
80,3%.  
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Rys. 4. Drzewo podobieństwa filogenetycznego utworzone dla mutantów pokolenia M1 petunii i badania 
kontrolnego. Liczby wskazują 1000 krotne „próbkowanie” metodą bootstrap, wyrażone w procentach 
Fig. 4. UPGMA dendrogram representing genetic relationships among mutants and control in the M1 

generation of petunia. The numbers at the forks indicate 1000 bootstrap replications expressed  
in per-cents 
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Rys. 5. Drzewo podobieństwa filogenetycznego utworzone dla mutantów pokolenia M2 petunii i badania 
kontrolnego. Liczby wskazują 1000 krotne „próbkowanie” metodą bootstrap, wyrażone 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 podobieństwa filogenetycznego był podstawą do podzielenia badanych roślin 
na 9 (M1) i 5 (M2) grup filogenetycznych oznaczonych na rysunku 4 i 5 literami A-I. 
Otrzymane wyniki badań znajdują potwierdzenie w wynikach innych autorów (Rzepka-
Plevneš i in., 2004, 2006, 2007; Smolik i in., 2006). 

Niektóre ze zmian fenotypowych (nieregularne przebarwienia kwiatów, rozjaśniona 
barwa na brzegach i na całych płatkach korony) w pokoleniu M1 powtórzyły się 
w pokoleniu M2, co świadczy o utrwaleniu nowych cech.  

WNIOSKI 

1. Spośród zastosowanych w doświadczeniu mutagenów chemicznych (AS, DES, EMS, 
MMS) najwyższą częstotliwość zmian fenotypowych w pokoleniu M1 otrzymano przy 
użyciu do indukowania mutacji 1,5 mM roztworu EMS i 2,0mM MMS (odpowiednio: 
31,5–47,4%), w pokoleniu M2 — MMS (61,1%) o stężeniach 0,5 i 2,0 mM. 

2. Wszystkie biorące udział w doświadczeniu mutageny, niezależnie od zastosowanej 
dawki (0,5; 1,0; 1,5 i 2,0 mM) wpływały stymulująco na rozwój pędów, korzeni i liczbę 
zawiązanych kwiatów oraz ujemnie na liczbę zawiązanych pąków kwiatowych. 

3. Analiza polimorfizmu DNA, przeprowadzona techniką ISSR-PCR, wskazała na istotne 
różnice w obrębie sekwencji mikrosatelitarnych między mutantami petunii a roślinami 
kontrolnymi.  
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