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Mitoza w komdrkach merystemdw wierzchotkowych
korzeni zarodkowych heksaploidalnych form Triticale

Streszczenie

Badania nad mitoza w komdérkach merystematycznych wierzchotkdw wzrostu korzeni dziesieciu
linii Triticale wykazaty, ze przebieg tego procesu w 95,6% komorek byt prawidtowy. Badane formy
miaty znacznie nizszy procent komérek z zaburzeniami anizeli podawany przez innych autoréw.
Wartosci indeksu mitotycznego byt rézne dla réznych linii i wahaty sie od 4,0% do 27,8%.

Nie stwierdzono wyraznego zwigzku pomiedzy liczbg chromosoméw i sktadem chromoso-
malnym, a aktywnoscig mitotyczng komérek merystematycznych. Dynamika przebiegu procesu
mitozy w zdecydowanej wiekszosci badanych linii byla prawidtowa, nie stwierdzono tu bowiem
hamowania tego procesu na zadnym z etapéw.

Dyskutowane sa przyczyny dezorganizacji podziatéw komérkowych u Triticale. Wyniki analiz
przebiegu cyklu mitotycznego w komoérkach merystematycznych stanowi¢ mogajeszcze jeden istotny
wskaznik dla whasciwej selekcji materiatow wyjsciowych dla prac hodowlanych z Triticale.

Wstep

Wszystkie dotad wyhodowane formy Triticale cechuje w poréwnaniu z wyjsciowymi
gatunkami rodzicielskimi obnizona ptodnos¢. Jej koricowym efektem jest stabe uziamienie
ktoséw tych roslin oraz znaczne zréznicowanie morfologiczne i fizjologiczne ziarniakéw
(Miintzing, Hrishi, Tarkowski 1963; Ruebenbauer, Nalepa 1970; Tarkowski 1972, 1974).
Przyczyny obnizonej ptodnosci stusznie starano sie uchwyci¢ w toku analizy proceséw
cytologicznych zachodzacych w trakcie cyklu mejotycznego (Nakajima 1952; Miintzing
1957; Kréléw 1962; Rozmus 1972 i inni), bowiem przebieg ontogenezy danego osobnika,
jego zywotnos¢ i ptodnos$é¢ sa w wysokim stopniu zdeterminowane sktadem chromosomal-
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nym whniesionym do zygoty za posrednictwem gamet. Jednakze réznice pomiedzy skiadem
genetycznym chromosoméw pszenicy i zyta (Riley 1960) mimo prawidtowej ich liczby
w zygocie prowadzi¢ mogg do zaktoécen cyklu zyciowego komérek somatycznych. Znacz-
ne. bo siegajace 40% analizowanych komoérek zaktécenia mitozy opisane zostaty dla okto-
ploidalnych form Triticale (Rozmus 1970). Przyczyna niektérych z opisanych wczeéniej
anomalii podziatowych, a zwlaszcza eliminacji chromosoméw jest staby kontakt chromo-
somoéw genomu R z widknami wrzeciona podziatowego (Tarkowski 1972, 1974).

Analiza kariotypu badanych linii zostata szczeg6towo oméwiona w pracy Analiza
kariotypu nowych heksaploidalnych form Triticale (Rozmus i wsp. - w niniejszym opraco-
waniu). Ujawnita ona daleko idace zréznicowanie kariologiczne zaréwno w stosunku do
liczby chromosoméw, sktadu chromosomalnego oraz struktury niektérych chromosoméw.

Nie wszystkie z opisanych cech kariotypu da sie wyjasni¢ zjawiskami zachodzgcymi
w mejozie, jako tymi, ktére determinujg sktad liczbowy i strukturalny chromosoméw wno-
szonych do zygoty za posrednictwem gamet. Szczegdlnie trudne do wyjasnienia byto zréz-
nicowanie aneusomatyczne niektérych osobnikéw. Dla wyjasnienia tych zjawisk celowe
wydato sie przeprowadzenie badan nad mitozg tych osobnikéw. Wyniki te winny réwniez
przyczynié¢ sie do przynajmniej czesciowego wyjasnienia niektérych probleméw zwigza-
nych ze stabilnoscia kariologiczng Triticale.

Prace wykonano w ramach realizacji pierwszego etapu problemu rzagdowego PR 4, na
zlecenie Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin. Autorzy sktadajg podziekowania Koor-
dynatorowi realizowanego tematu za powierzenie interesujgcych badan.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowity ziarniaki dziesieciu linii heksaploidalnego Triticale prze-
kazane przez Zaktad Ros$lin Zbozowych IHAR w Krakowie (LT 350/74, LT 173/73,
LT 259/72, ) oraz Stacje Hodowli Roélin Dankéw - Hodowla w Laskach (LT 166/77,
LT 523/77, LT 444/77, LT 135/77, LT 99/77, LT 41/77, LT 402/77). Kazda z 10 préb
obejmowata okoto 50 ziarniakéw. Po wykietkowaniu korzenie pobierano w okresie
najwiekszej aktywnosci mitotycznej do utrwalacza Camoy’a. Dalsza procedura przygoto-
wania i wykonania trwatych preparatéw mikroskopowych barwionych w cytochemicznej
reakcji Feulgena oraz sporzadzenie dokumentacji fotograficznej byta identycznajak w pra-
cy Analiza kariotypu nowych heksaploidalnych form Triticale (Rozmus i wsp. - w niniej-
szym opracowaniu).

Wyniki badan

Badania nad przebiegiem mitozy przeprowadzano na obszernym, bo obejmujgcym
20 000 komoérek merystematycznych materiale. Ziarniaki wszystkich analizowanych linii
wysiewano, pobierano i utrwalano w tym samym czasie, aby uzyskaé wyniki poréwnywal-
ne, zwitaszcza w odniesieniu do wartosci indeksu mitotycznego.
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Przewazajgca wiekszo$¢ analizowanych komdrek byta w stadium interfazy. Indeks
mitotyczny w catej badanej populacji komdérek wynosit 18,4%. Jednakze wartosci indeksu
mitotycznego dla populacji komdérkowych poszczegélnych linii réznity sie pomiedzy soba.
Najwyzsze wartosci (25,0% i 27,8%) stwierdzono w merystemach roslin linii LT 350/74
oraz LT 173/73, natomiast wyjatkowo niskie wartosci (4,0% i 9,7%) charakterystyczne
byty dla osobnikéw linii LT 402/77 oraz LT 99/77. W pozostatych przypadkach wartosci te
wahaty sie w granicach od 13,3% do 22,9%. Stosunek liczby profaz do liczby metafaz,
anafaz i telofaz miat sie z wyjatkiem jednego rodu mniej wiecej jak 3:1:1:1. Natomiast
w komoérkach merystematycznych LT 173/73 miat sie onjak 1:1:1:1 (tabela 1).

Numer Ogolna Liczba Indeks fazowy Indeks
linii liczba ko-  mitoz mitoty-
morek profaza metafaza  anafaza telofaza czny
LT 166/77 2000 448 212 72 89 & 22,4%
10,6% 3,6% 4.4% 3.7%
LT 350/74 2000 500 232 " 13 8 25,0%
11,6 3.8% 5,6% 3,9%
LT 17373 2000 556 143 142 132 139 27.8%
7.1% 7.1% 6.6% 6,9%
LT 523/77 2000 330 163 51 67 49 16,5%
8,1% 2.5% 3.3% 2,4%
LT 444/77 2000 389 178 " 55 79 19,4%
8,9% 3.8% 2.7% 3,9%
LT 135/77 2000 456 217 %8 48 23 22,8%
10,8% 4,9% 2,4% 4,6%
LT 259/72 2000 458 231 e 69 a 22,9%
11,5% 3.8% 3.4% 4,0%
LT 99/77 2000 194 97 29 36 32 9,7%
4,8% 1,4% 1,8% 1,6%
LT 41/77 2000 267 M 48 21 5l 13.3%
7.0% 2.4% 1,3% 25%
LT 402/77 2000 8l 43 14 7 17 4,0%
2.1% 0,7% 0.3% 0,8%
RAZEM 20000 3679 1657 685 643 694 18,4%
8,3% 3,4% 3.2% 3.5%

Tabela 1 Mitoza w stozkach wzrostu korzeni nasion w heksaploidalnych liniach Triticale
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Fg. 1-6. Komorki z duzymi nieregularnymi jgdrami komorkowymi; Hg. -, 8 Jadra z ,,nad-
zerkami”’; Fig. 9-10. Most, efekt zakldconej ana- i telofazy
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Morfologia jagder interfazowych

Obserwacje morfologii jader w interfazie prowadzono na obszernym materiale, anali-
zowano bowiem 16 341 komoérek. Jako prawidtowe okreslano jadra komérkowe o ksztatcie
kulistym, zawierajgce od 1 do 3 jaderek, centralnie zlokalizowanych w obrebie komaérki.
W badanym materiale w 238 komoérkach stwierdzono, ze obraz cytologiczny jader komér-
kowych odbiegat od przyjetego wzorca. Tak wiec w 129 komérkach (0,6%) spotykano
jadra o $rednicy prawie dwukrotnie wyzszej i byé moze podwojonej liczbie chromosoméw
(fig. 1-6). Obserwowano réwniez jadra biszkoptowate (fig. 9-11). W 42 przypadkach
(0,2%) obserwowano komorki dwu- lub wielojgdrowe (fig. 13). Doda¢ nalezy, ze w przy-
padku komoérek dwujadrowych oba jadra byty mniej wiecej tej samej wielkosci. W komor-
kach tréjjadrowych i czterejgdrowych jadra byty zréznicowane co do wielkosci. W niekto-
rych komoérkach obok jednego jadra o normalnej morfologii obserwowano jedno wzglednie
kilka mikrojader (fig. 12). W badanym materiale spotkano takich komoérek 48, co stanowi
0,2% badanej populacji komérek. Ponadto w 19 przypadkach (0,1%) dato sie zaobserwo-
wac jadra komérkowe z tzw. nadzerkami (fig. 7, 8). Przedstawione wyzej typy anomalii
jader interfazowych wystgpity tu z wyjatkowo niska czestotliwoscia, frekwencja komérek
z tymi anomaliami byta r6zna w merystemach korzeni zarodkowych réznych linii (tabela 2).

Morfologia jader profazowych

Analiza 1657 jader komdérkowych w profazie podziatu mitotycznego ujawnita, ze
w 1576 komoérkach obraz jader byt prawidtowy, natomiast w pozostatych 81 komérkach
(0,4%) wystapity odchylenia od prawidtowych, charakterystycznych dla tej fazy obrazéw
cytologicznych. Jadra prawidtowe charakteryzowaly sie wzrastajacg barwliwoscia, zwiek-
szata sie ich objetos$¢, zas w wyniku postepujacej spiralizacji wyréznicowywaly sie chro-
mosomy. W poczatkowych etapach profazy przestaty by¢ widoczne jaderka, za$ w konco-
wych - blona jadrowa. Jako odbiegajace od prawidtowych obrazéw uznano obserwowane
w 16 komoérkach (0,1%) jadra o bardzo lepkiej zbitej chromatynie zlokalizowanej albo
w centralnych partiach jagdra komérkowego badz w poblizu jednego z biegunéw. Ponadto
w 65 komoérkach dwujgdrowych (stanowito to 0,3% wszystkich analizowanych komdrek)
dato sie zauwazyé wczesne stadia profazy w obydwu jadrach. Obrazy cytologiczne suge-
ruja, ze w poprzednim cyklu mitotycznym tych komdrek brak bylo cytokinezy. Opisane
nienormalnosci profazy nie zostaty zauwazone u wszystkich badanych grup roélin (tabela 2).

Metafazy

Stadium metafazy analizowano w 675 komoérkach (tabela 1). Obrazy cytologiczne
tego stadium ogladane zaréwno z profilu jak i od strony bieguna komérki, w 489 przypad-
kach byty prawidtowe, natomiast w 186 komérkach (0,9%) stwierdzono wyrazne odchyle-
nia od figur charakterystycznych dla tego stadium. Za obrazy typowe widziane z profilu
uznano takie, w ktérych chromosomy zlokalizowane byly w ptaszczyznie réwnikowej,
wyksztatcone byto dwubiegunowe wrzeciono kariokinetyczne. W obrazach widzianych od
bieguna za normalne uznano te, w ktérych chromosomy tworzyly ptytke w ptaszczyznie
rownikowej, w kazdym z chromosoméw widac¢ byto dwie chromatydy, a podziat chromo-
somu rozpoczynat sie réwnoczeénie od obu jego koricéw. Jako ostatni dzielit sie centromer.
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Hg. 11 Most, efekt zakioconej ana- i telofazy; Fg 12 Komdrka z mikrojgdrami; Fg. 13
Komdrka dwujadrowa; Hg. 14. Nieprawidtowa kongresja chromosoméw; Fg. 15
Lepkie chromosomy metafazowe; FHg. 16-18. Wielobiegunowe nieregularne anafazy
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Metafazy uznane za nieprawidtowe mozna podzieli¢ na trzy grupy. W pierwszej reprezen-
towanej przez 77 komoérek (0,4%) chromosomy rozrzucone bylty na catym obszarze
komorki, czyli brak bylo w tych przypadkach prawidtowej kongresji chromosomoéw
(fig. 14). W drugiej reprezentowanej przez 53 komoérki (0,3%) chromosomy zlokalizowane
byty co prawda w ptaszczyznie rownikowej, lecz tworzyty tam do$¢ zwartg mase. Obrazy
takie opisywane sgjako tzw. metafazy lepkie (fig. 15). Wreszcie w obrebie 56 komoérek
grupy trzeciej (0,3%) wida¢ byto nietypowy podziat niektérych chromosoméw. Wyrazem
tego byt po pierwsze nieréwnoczesny podziat wszystkich chromosoméw w obrebie danej
metafazy, a po wtére w przypadku licznych chromosoméw ich podziat nie rozpoczynat sie
od koricow lecz od centromerdéw i postepowat w kierunku koricéw obu ramion. Dane doty-
czace spotykanych w metafazie liczb chromosoméw podano w pracy Analiza kariotypu
nowych heksaploidalnychform Triticale (Rozmus i wsp. - w niniejszym opracowaniu).

Anafazy itelofazy

Figury anafazowe obserwowano w 643 komoérkach natomiast telofazowe w 684
komoérkach merystematycznych. W wiekszosci badanych przypadkéw podzielone w meta-
fazie chromosomy przemieszczatly sie do przeciwlegtych biegunéw komérki i réwnocze-
$nie podlegaty procesom despiralizacji. Na biegunach wokét grup zdespiralizowanych
chromosomoéw zaktadata sie btonajadrowa i nastepowato formowanie sie jader potomnych.
Po opuszczeniu przez chromosomy ptaszczyzny réwnikowej rozpoczynat sie proces cyto-
kinezy. W stosowanych w toku niniejszej pracy technikach cytologicznych widocznym
tego przejawem byto zakiadanie sie fragmoplastu. Spotykano réwniez wielobiegunowe
anafazy, zjawisko to udato sie stwierdzi¢ w 50 komdrkach co stanowi 0,2% wszystkich
badanych komérek (fig. 16-19). Obok opisanych wyzej obrazéw spotykano komorki
z jednym lub kilkoma mostami chromosomowymi pomiedzy biegunami komérki (tabela 2,
fig. 20-23). Mosty te albo ulegaty rozerwaniu pod koniec anafazy, a tworzace je chromo-
somy byly wilgczone do jader potomnych, lub tez w czasie rozrywania powstawaty acen-
tryczne fragmenty, ktore nie byty wilaczane do zadnego z jader potomnych. Jezeli rozrywa-
nie mostéw nastapito w telofazie to na ogét chromosomy budujace je nie miaty mozliwosci
wilgczenia sie do jader potomnych i tworzyty w cytoplazmie tzw. mikrojadra. W przypad-
kach kiedy w obrebie danej komérki wystepowato wiele mostéw chromosomowych zda-
rzato sie, ze nie zostaty one rozrywane lecz caty materiat chromosomowy zaréwno ten zlo-
kalizowany na biegunach jak i tworzacy mosty obudowany zostat wspélna btongjadrowa.
Jadra takie miaty ksztatt biszkoptowaty i oczywiscie podwojong liczbe chromosomoéw.
Czestotliwo$¢ opisywanych anomalii ana- i telofazy byta rézna u réznych grup roslin.
Szczeg6towe dane zawiera tabela 2 (fig. 24-25).

Dyskusja
W badanym materiale wysoki procent (95,6%) analizowanych komdérek merystema-

tycznych wszystkich osobnikéw cechowat sie prawidtowa morfologigjader interfazowych
oraz typowymi obrazami poszczegélnych stadiéw mitozy gwarantujgcymi statos¢ liczby
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FHg. 19. Wielobiegunowe nieregularne anafazy; FHg 20-23. Mosty chromosomowe; Fg. 24.
Eliminacja chromosoméw, Fig. 25. Eliminacja fragmentdw acentrycznych

chromosoméw komérek potomnych. Wyniki te potwierdzajg poglad wielu autoréw
(Miintzing 1955, 1958; Jenkins 1957; Kiss 1965, 1966; Kroléw 1966; Pisariew i Zytkina
1967; Tarkowski 1974), iz optymalna liczba chromosoméw dla Triticale gwarantujaca
w wiekszym stopniu mozliwos$¢ ich stabilizacji kariologicznej jest liczba 2n=42. Dodaé
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nalezy, ze badane formy wykazywaty znacznie nizszy procent komoérek z zaburzeniami
anizeli podawali wyzej cytowani badacze Triticale. wanat sie on bowiem w granicach od
0,4% do 7,3%, podczas gdy w cytowanej literaturze podaje sie od 4,5% do 11,5% komoérek
z zaburzeniami mitozy u form heksaploidalnych. U form oktoploidalnych procent komérek
merystematycznych wykazujacych zaburzenia mitozy byt wielokrotnie wyzszy, wynosit
bowiem 41,52% (Rozmus 1970).

Z badann Ohlendorfa (1952), Bella i Sachsa (1953), Gaula (1954) oraz Priadcencu,
Clementa i Catelly-Moisescula (1967) wynika, ze procent komdérek wykazujacych zak#o-
cenia mitozy u heksaploidalnych Tl’itica|ejest w wysokim stopniu zgodny z procentem
komoérek archesporialnych tych form wykazujacych anomalie mejozy. Badania nasze nie
potwierdzity tego pogladu i wynika z nich, ze badane przez nas formy cechowat wyraznie
nizszy procent zaktécen mitozy w stosunku do obserwowanych anomalii w komérkach arche-
sporu meskiego podczas mikrosporogenezy, por. Mikrosporogeneza u novvych heksaploidal-
nych form Triticale (Rozmus i wsp. w niniejszym opracowaniu). Fakt ten wydaje sie do$¢
oczywisty, jako ze wiele anomalii mejozy wynikajacych zaréwno z odchylen dotyczacych
liczby chromosomdw jak i ich struktury nie ujawnia sie w trakcie podziatéw mitotycznych.

Badane linie Triticale charakteryzowaty sie r6znymi wartosciami indeksu mitotyczne-
go. Zaktadajac, ze jednym z parametréw pozwalajacych okresli¢ zywotnos$é jest aktywnosé
mitotyczna, to mozna by zaryzykowaé twierdzenie, ze badany materiat jest zré6znicowany
pod wzgledem zywotnosci. Nie stwierdzono wyraznego zwigzku pomiedzy liczbg chromo-
somoéw i sktadem chromosomalnym, a aktywno$cia mitotyczng komdérek merystematycz-
nych okres$long wartoscia indeksu mitotycznego. Dynamika przebiegu procesu mitozy
w zdecydowanej wiekszosci przypadkéw (9 linii) byta prawidtowa, nie stwierdzono tu
hamowania tego procesu na zadnym z etapéw, stad przyczyn obnizenia wartosci indeksu
mitotycznego u niektérych grup roslin nalezy szukaé¢ poza cyklem mitotycznym.

W badanym materiale rézne grupy roslin niezaleznie od ich skiadu kariologicznego
cechowaly sie réznymi wartosciami indeksu mitotycznego. Ta cecha stanowi¢ moze jeden
z istotnych wskaznikéw zywotnosci heksaploidalnych Triticale, aczkolwiek nie byta
uwzgledniana w dotychczasowych badaniach.

Podawane do tej pory w literaturze genetycznej informacje o wystepujacych zaktéce-
niach mitozy w komérkach Triticale dotyczyty gtéwnie stadiéw anafazy i telofazy. Jako
najczesciej wystepujgce anomalie wymienia sie obecno$¢ chromosoméw opéznionych,
mostéw chromosomowych i chromatydowych, obecno$¢ fragmentéw chromosomowych
oraz wrzecion tréjbiegunowych (Gaul 1954; Bell i Sachs 1953; Ohlendorf 1952; Tarkowski
1974). Szczeg6towa analiza cytologiczna obejmujaca zaréwno jadra interfazalne jak
i wszystkie stadia mitozy wykonane w toku niniejszej pracy potwierdzita wystepowanie
wspomnianych wyzej anomalii mitozy w badanym materiale. Jednoczes$nie ujawnita obec-
nosé innych sporadycznie wystepujacych odchyleni nie sygnalizowanych dotad u Triticale.
Do interesujacych nalezg fuzje jader komérkowych, prowadzace do powstania komoérek
o podwojonej liczbie chromosomoéw oraz obecno$¢ komérek dwu- lub wielojagdrowych.
Swiadczg bowiem one o zahamowaniu cytokinezy w tych komérkach. Brak kongresji
chromosomoéw w ptaszczyznie réwnikowej dowodzi z kolei defektéw wrzeciona karioki-
netycznego lub jego braku, co tez prowadzi do powstania jader restytucyjnych o podwojo-
nej liczbie chromosomoéw. Szczegbétowy wykaz zaburzen zawiera tabela 2. Prowadzg one
do powstania komérek potomnych zréznicowanych pod wzgledem liczby, sktadu i struktu-
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ry chromosomoéw, a w dalszej konsekwencji moga przyczynié sie do wydania aneuploidal-
nego potomstwa (Bell i Sachs 1953; Ohlendorf 1952; Rozmus 1970).

Obserwowane zaburzenia wyjasniajg tez mechanizm prowadzacy do aneusomatyczne-
go zr6znicowania niektérych osobnikéw. Nie udato sie natomiast w przypadku obserwo-
wanych komérek dwu- i wielojadrowych ustali¢ skiadu chromosomalnego tych jader.
Zagadnienie to bedzie stanowito przedmiot naszych badan, przy stosowaniu innych tech-
nik, gdyz uzyskane wyniki pozwola ustosunkowac¢ sie do pogladu niektérych autoréw, np.
Szkutina (1969), dopuszczajacych mozliwo$¢ oddzielenia sie w trakcie podziatu komérko-
wego chromosoméw genomu R i tworzenia oddzielnych jader komdérkowych.

Wedtug Riley'a (1966), dezorganizacja podziatébw komérkowych Triticale jest konse-
kwencja zréznicowania genowego chromosoméw A B R, przy czym sugeruje sie, ze geny
genomoéw A i B dziatajg hamujaco na funkcjonowanie niektérych genéw zlokalizowanych
w chromosomach genomu R, a odpowiedzialnych w jakims$ stopniu za procesy podziatow e.
Badania nad Triticale (Tarkowski 1974; Kr6léw 1966; Ruebenbauer i Gacek 1971 i mm)
wigza dezorganizacje podziatéw komoérkowych z zaktéceniami struktury i funkcji wrzecio-
na podziatowego. Zaréwno struktura jak i funkcje wrzeciona kariokinetycznego sa réwniez
determinowane genowo. Badania nasze w duzym stopniu to potwierdzaja.
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