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Mikrosporogeneza
u nowych heksaploidalnych form Triticale

Streszczenie

Analizowane linie byty zréznicowane pod wzgledem stabilnosci kariologicznej, co wyrazato sie
réznym procentem osobnikéw euploidalnych. Mechanizmy uniemozliwiajace petng stabilizacje byt)
réznorodne. Podstawa jednego z nich byty nieprawidtowosci w koniugacji chromosoméw podczas
mejozy w mikrosporocytach. Prowadzito to do zaburzen w rozchodzeniu sie chromosoméw do komé-
rek potomnych i powstania mikrospor, a nastepnie ziam pytku nieréwnowaznych pod wzgledem
skladu chromosomalnego. Przyczyne formowania sie nietypowych konfiguracji chromosomalnych
w | profazie upatruje sie w wiekszej lub mniejszej homeologii pomiedzy chromosomami genomu R
a chromosomami genoméw A i B. Inny mechanizm réznicujacy sktad chromosomalny i morfologie
mikrospor oraz ziam pytku zwigzany jest z defektywna budowa i funkcjonowaniem wrzeciona
podziatowego. Kolejny jest natomiast konsekwencjg nieréwnoczesnej spiralizacji chromosoméw
w czasie mejozy i zwiekszonej lepkosci chromosoméw. Brak cytokinezy po drugim, wzglednie po
pierwszym i drugim podziale mejotycznym prowadzi do powstania cenomikrospor dwu- lub cztero-
jadrowych. Niescisle haploidalne liczby chromosoméw przekazywane moga by¢é potomstwu zaréwno
za posrednictwem gamet zeriskich jak i meskich.

Wyniki te wskazuja, ze na podstawie szeroko pojetego kryterium cytologicznego mozna ze
znacznym prawdopodobienstwem wyselekcjonowaé z badanych materiatéw osobniki o wysokim
stopniu stabilizacji kariologicznej do dalszych prac hodowlanych.

Wstep

Poréwnujac wyhodowane dotad formy Triticale z wyjsciowymi gatunkami rodziciel-
skimi stwierdzono, ze cechuje je obnizona ptodnos¢. Jej koncowym efektem byto stabsze
uziamienie kioséw tych roslin oraz znaczne zréznicowanie morfologiczne i fizjologiczne
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ziarniakbw (Muntzing, 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 w mikrosporocytach
(Nakajima 1952, 1956; Minzing 1957; Kroléw 1962 i inni). Jak dotad nie spotkano
w literaturze naukowej informacji o przebiegu mejozy w megasporocytach Triticale. wia-
domo bowiem, ze przebieg ontogenezy danego osobnika, jego zywotno$¢ i ptodnos$¢ sa
w wysokim stopniu determinowane sktadem chromosomalnym formujacych go gamet. Jed-
nakze réznice pomiedzy sktadem genetycznym chromosoméw pszenicy i zyta (Riley 1960)
prowadzi¢ moga, mimo prawidtowej ich liczby w zygocie, do zaktécen zaréwno cyklu zy-
ciowego komoérek somatycznych, jak réwniez do réznych anomalii cyklu mejotycznego
(Mintzing 1939, 1957; Muntzing, Hrishi, Tarkowski 1963; Tarkowski 1974). Zdaniem tych
autoréw, gtéwna przyczyne obnizonej ptodnosci stanowig zaktdécenia mejozy polegajace na
braku koniugacji niektérych chromosoméw oraz na formowaniu sie obok zmiennej liczby
biwalentéw, konfiguracji chromosomowych wyzszego rzedu.

Jednag z przyczyn nieprawidtowosci mejozy jest wedtug Tarkowskiego (1974) staby
kontakt chromosoméw genomu R z widknami wrzeciona podziatowego, natomiast inni
autorzy Kroéléw (1962), Ruebenbauer i Gacek (1971) sadza, ze przyczyna tkwi w wadliwej
budowie i funkcjonowaniu wrzeciona podziatlowego. Lewitsky i Beneckaja (1931), Riley
(1960) reprezentuja poglad zaktadajacy, iz chromosomy genomu R w mikrosporocytach
Triticale podlegaja czesciej eliminacji anizeli chromosomy genoméw A i B. Poglad ten
jedynie w pewnym stopniu zosta} potwierdzony w toku pierwszego etapu badan nad mate-
riatami krajowymi (por. Analiza kariotypu nowych heksaploidalnychform Triticale - Roz-
mus i wsp. - W niniejszym opracowaniu). Zdaniem innych badaczy (Riley i Kempana 1963;
Riley i Chapman 1963) prawidtowa koniugacja chromosoméw homologicznych determino-
wana jest genami zlokalizowanymi w chromosomach 5B.

W Swietle przedstawionych danych wydato sie celowe podjecie dalszych badan dla
stwierdzenia czy poza sygnalizowanymi w literaturze naukowej istniejg jeszcze inne
mechanizmy prowadzace do zréznicowania kariologicznego potomstwa Triticale oraz czy
istnieje mozliwo$¢ przeciwdziatania tym mechanizmom rdéznicujgcym. Badania powinny
prowadzi¢ do poznania mechanizméw stabilizacji kariotypu u Triticale. Umozliwitoby to
zaplanowanie na podstawie szeroko pojetych kryteriéw cytologicznych dotyczacych form
rodzicielskich i wczesnych pokolen mieszaficowych wyprowadzenia form Triticale
o wzglednie wysokiej stabilizacji kariologicznej i ptodnosci.

Materiat i metody

Badaniami objeto 10 linii Triticale. szczegétowa analiza kariotypu badanych linii zo-
stata przedstawiona w pracy Analiza kariotypu nowych heksaploidalnych form Triticale
(Rozmus i wsp. - w niniejszym opracowaniu). Material do badan stanowito 10 kioséw
w réznych stadiach rozwoju z kazdej analizowanej linii. Ktosy utrwalano w utrwalaczu
Camoy’a. Nastepnie preparowano pylniki i barwiono je orceing octowa i sporzgadzano
péttrwate preparaty rozgniotowe. Analizy cytologiczne oraz mikrofotografie wykonano przy
uzyciu mikroskopu Ampliwal Zeissa z nasadka mikrofotograficzng.
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Wyniki badan

Obserwacje kolejnych stadiéw mejozy w mikrosporocytach wykazaty, ze u wszystkich
badanych osobnikéw spotykano z rdézng czestotliwos$cig mikrosporocyty z zaburzeniami
mejozy. Dodac¢ jednak nalezy, ze u osobnikdéw wielu linii przewazajaca wiekszo$¢, bo okoto
70% mikrosporocytéw charakteryzowata sie prawidtowym przebiegiem tego procesu. Za
prawidtowe uznano tylko te mikrosporocyty, w ktérych chromosomy koniugowaty réwno-
cze$nie w posta¢ 21 biwalentéw utozonych w metafazie I, regularnie w ptaszczyznie réwni-
kowej (fig. 3). W anafazie | nastepowat prawidtowy rozdziat chromosoméw homologicz-
nych do przeciwlegtych biegunéw, za$s w podziale Il - chromosoméw siostrzanych do
komérek potomnych. Powstate po mejozie mikrospory byty jednorodne pod wzgledem mor-
fologii i nie zawieraty mikrojader. Z takich mikrospor rozwijaty sie ziarna pytkowe o nie-
wielkim zakresie zmiennosci jak chodzi o wielko$¢, wykazujac petng zywotno$¢ badang
testem acetokarminowym badz fuksyng zasadowa.

W analizowanych liniach stwierdzono rozny procent mikrosporocytéw z zaburzeniami
(tabela 1). We wczesnych etapach profazy | dato sie stwierdzi¢ nieré6wnomierny stopien
spiralizacji chromosomoéw, rozproszenie pewnej czesci chromatyny oraz zwiekszong lep-
ko$¢ chromosoméw prowadzacg do zbijania sie chromosoméw w nieregularne bryty
(fig. 1-2). W etapach pdzniejszych profazy |, a wiec w diplotenie i diakinezie obserwowano
obok zmiennej liczby biwalentéw, uniwalenty (fig. 4). Stwierdzono réwniez konfiguracje
chromosomalne ztozone z trzech, czterech i wiekszej liczby chromosoméw oraz chromo-
somy z deficjencja terminalng i fragmenty chromosoméw (fig. 5). W metafazie | obserwo-
wano w czesci komoérek zaburzenia dotyczgce konfiguracji chromosomalnych w plaszczyz-
nie réownikowej. Niektére chromosomy, zw#taszcza uniwalenty nie podlegaty kongres;ji i po-
zostawaty w cytoplazmie poza obrebem wrzeciona podziatowego - zdarzato sie réwniez, ze
uniwalenty znajdowaty sie w obrebie wrzeciona podziatowego (fig. 6-7). W stadium tym
obserwowano tez mikrosporocyty, w ktérych cze$é skoniugowanych chromosoméw utozona
byta w ptaszczyznie réwnikowej, natomiast cze$¢ pozostawata w postaci stabo zespiralizo-
wanego kiebka chromatyny, a inne silnie zespiralizowane tworzyty nieregularng bryite.
W anafazie | podziatu mejotycznego dato sie stwierdzi¢ najwiekszg liczbe anomalii. Byty
one konsekwencjg wadliwej koniugacji chromosomoéw lub jej braku, nadmiernej lepkosci
chromosoméw, wadliwego wyksztatcenia i funkcjonowania wrzeciona podziatowego. Na
etapie tym obserwowano mosty chromosomowe pomiedzy biegunami komérki, opdznione
chromosomy, eliminacje chromosoméw i fragmentéw chromosomowych, defektywnie
wyksztatcone wrzeciono podziatowe, wrzeciona tréjbiegunowe, co prowadzito do nieréw-
nomiernego rozdziatu chromosoméw oraz do eliminacji pewnych chromosoméw (fig. 8-
10). Obrazy cytologiczne diad powstatych po zaktéconych | podziatach mikrosporocytéw
wyraznie odbiegaty od obrazéw prawidtowych. W tych przypadkach wida¢ byto w komér-
kach diady, obok jednego wiekszego jadra komérkowego - mniejsze i mikrojadra, a po-
nadto obserwowano trzy mniej wiecej réwnej wielkosci jadra z nadzerkami oraz nieregular-
ne ksztatty jader (fig. 11-12).

43



afeoni L yaewul| yoAupepiojdesiay yoAuemozifeue m yaelodsoiuu | YyoAuzoiushoiodsossiLl Yoes ooy M UszIngez 95015820 | ejael

%S'CE
€18
%0°Ee
o4
%0'8T
8T
%0'¢e
(44
%0°¢e
(44
%9°TT
T
%L'TT
9¢
%0°L2
yx4
%0've
8V
%0°9T
9T
%E'EY
009

amoppimeldaiN

%S9
68971
%0°'LL
LL
%0'28
8
%0°'8.
8.
%0°'8.L
8L
%¥'88
8
%€'88
16T
%0°'EL
€L
%0'9.
¢St
%0'v8
78
%9'9S
8L
amopIMeld

A1odsoIN

¢0S¢
00T
00T
00T
00T
G6
€ae
00T
00¢
00T

V8ET

wajobo

%9'8¢
06¢T
%S¢

8T

%T'6E

9€

%L'SE

10T

%G'LT

[43

%L'VE

[474

%E'LT

ve

%0'ST

514

%0°S¢

0s

%8'S¢

1214

%T'6E

888

WeIUaZINgez 7z AMogpimeld
AmodAlowoy jeizpod

%Y'TL
A XA
%S°L6
869
%6'09
99
%E'v9
€6T
%5'¢8
ST
%€'S9
6.
%.'C8
STT
%0°'S8
GG¢
%0°'S.
0ST
%C'vL
8€T
%609
Z8ET

L0SY

9T/,

6

oog

€81

Tt

6€T

0o€

00¢

98T

0/L2¢

wistobo

%L'0€
(A0
%Z'vT
Tt
%6'EC
[474
%S9
98T
%8°0¢
14
%9'v¢
69
%E'Ve
114
%L.'8T
99
%9'v¢e
Vit
%S°'L¢C
v6
%L'VE
14174

Jodsoajiw 1 ydsAuzotuaboaodsoafiw ¥aiowox Aysad

%€'69
€189
%8°G8
€eL
%T'9.L
VET
%S'ES
vic
%Z'6.
VA4
%Y'S.L
[4%4
%L'S.L
8¢T
%€E‘'T8
vve
%Vv'GL
6v¢€
%S'¢L
2144
%€'G9
9.0¥

IWeIUSZINGRZ Z  AMOIpIMEId

G286

S8

9.7

oov

009

T8¢

69T

(00}

€9

(4%

0veo

wejobo
AmodA10a818y feisipod

watobo

LLl/eov
17
LLITY
171
11166
171
¢l/6S¢
11
LL/SET
11
LLIVYY
11
L1/€2CS
11
€LIELT
17
v./0S€
17
L2/99T
11

iy

JawinN



Fig. 1-24. Mikrosporogeneza heksaploidalnych form Triticale

Fg. 1 Nierownomierny stopien spiralizacji chromosomdw; Fig. 2 Chromosomy zlepione w nie-
regulama bryte; Hg 3. Profaza 1-21 biwelentow; Fg. 4. Biwalenty oraz uniwalenty; Hg. 5
Konfiguracje ztozone z wigkszej liczby chromosomdw - asocjacje Wyzszego rzedu; Hg. 67
Uniwalenty poza plaszczyzng rownikowa; Hg 8 Trdjbiegunowe wrzeciono podziatowne
Hg. 9 Anafaza | - eliminacje chromosomow; Hg. 10. Anafaza | - mosty chromosorm/\e;
Hg. 11-12. Zrdznicowanie liczby i wielkosci jader w diadzie oraz mikrojadra



Fg. 13-14. Mosty chromosomowe w anatelofazie Il; Fg. 15-16. Opdznione chromosomy w I
anatelofazie; Fg. 17-18. Tetrada mikrospor z mikrojadrami; Fg. 19-20. Triada

z zaburzeniami; Hg. 21. Poliada; Fig. 22-23. Mikrospory z mikrojgdrami;
Fig. 24. Dwujadrowe ziarno pytku



W podziale Il réwniez stwierdzono obecno$¢ pewnych anomalii. Nalezato do nich
formowanie sie trzech zamiast dwéch wrzecion podziatowych, w przypadku kiedy jedna
z komoérek diady byta dwujadrowa, a druga jednojadrowa. Obserwowano mosty chromoso-
mowe w anatelofazie Il, op6znianie sie chromosomdéw i ich fragmentéw oraz grudek silnie
zespiralizowanej chromatyny (fig. 13-16).

Zaktocenia te prowadzity do powstania nieréwnowaznych pod wzgledem sktadu chro-
mosomalnego oraz zréznicowanych morfologicznie jader. Na og6t w wyniku mejozy wjed-
nym mikrosporocycie powstawata tetrada mikrospor (fig. 17-18). Zdarzaty sie jednak przy-
padki powstawania triad, co miato miejsce woéwczas, kiedy w jednej z komoérek diady
nastgpit 1l podziat, natomiast w drugiej zostal on zahamowany oraz poliad, jako konse-
kwencja wadliwej budowy i funkcji wrzeciona podziatowego (fig. 19-21). W opisanych
przypadkach mikrospory byty bardzo zréznicowane pod wzgledem wielkosci, ksztattu, uto-
zenia wzgledem siebie, morfologii jader komérkowych oraz ilosci chromatyny wystepujacej
pozajadrem komérkowym w postaci mikrojgder albo drobnych grudek (fig. 22-23). Spora-
dycznie obserwowano réwniez brak cytokinezy po pierwszym i drugim podziale mejotycz-
nym, co prowadzito do powstania cenomikrospory czterojgdrowej oraz brak cytokinezy po
podziale 11, czego efektem byto formowanie sie cenomikrospor dwujgdrowych. Z tak zréz-
nicowanych mikrospor rozwijaty sie r6znorodne co do morfologii, sktadu chromosomalne-
go i zywotnosci ziarna pytku. Na szczegbélng uwage zastugujg zrosniete ziarna pytkowe,
a ponadto ziarna dwujadrowe i czterojagdrowe (fig. 24). Dane dotyczgce procentowego
udziatu mikrosporocytéw, mikrospor oraz.ziaren pytkowych z anomaliami w badanej
populacji tych komoérek u kazdego z 10 analizowanych rodéw zebrane sg w tabeli 1

Analiza skltadu chromosomalnego osobnikéw euploidalnych 2n=42 sugeruje, ze liczba
ta byta raczej suma diploidalnych liczb chromosoméw gatunkéw wyjsciowych. Nie stwier-
dzono tu zjawiska substytucji chromosomainej opisywanego przez Rogalska (1977) u in-
nych form Triticale, a prowadzacego do zastapienia niektérych chromosoméw genomu R
chromosomami genomu A lub B. Wydaje sie natomiast, ze niektére chromosomy genomoéw
A, B i R u badanych form Triticale byty zmienione w stosunku do odpowiednich chromo-
soméw u form rodzicielskich. Swiadcza o tym obserwacje morfologii chromosoméw w ko-
moérkach somatycznych, a ponadto konfiguracje chromosomalne obserwowane w czasie 1
podziatlu mejotycznego w mikrosporocytach. Jeden z mechanizméw prowadzacych do
zmian strukturalnych chromosomow jest konsekwencja tego, ze wiekszo$¢ chromosomoéw
zyta wykazuje homeologie z siedmioma homeologicznymi grupami kompleksu pszenicy
(0’'Mara 1946; Sears 1968; Zeller i Fischbech 1973) co stwarza mozliwo$¢ przynajmniej
czesciowej koniugacji pomiedzy chromosomami genomu R, a chromosomami genoméw A
i B. Taka czesciowa koniugacja prowadzi¢ moze do translokacji pomiedzy chromosomami
R oraz A i B. Mozliwo$¢ takich translokacji zostata udowodniona przez Merker (1979)
w toku badan nad substytucja chromosoméw pszennych chromosomami zytnimi. Doprowa-
dzenie form z translokacjami czy innymi aberracjami strukturalnymi chromosoméw do sta-
nu homozygotycznego dawato wieksza gwarancje uzyskania osobnikéw Triticale o regular-
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nej mejozie. W toku niniejszych badan stwierdzono, ze w materiale ograniczonym jak chodzi
o pochodzenie do grupy pojedynkéw F6 (wyprowadzonych z jednego pojedynka), a wiec
o stosunkowo waskim stopniu homozygotycznosci zauwazono wyrazng tendencje do stabiliza-
cji kariotypu i regularnego przebiegu mejozy. Poglad ten jednak wymaga dalszej weryfikacji.

Jezeli chodzi o osobnikéw aneuploidalnych w badanym materiale, to w przewazajacej
wiekszosci przypadkéw byty to hypoaneuploidy wykazujgce deficyt réznej liczby chromo-
soméw, przynaleznych do réznych genomdéw. Badania niniejsze tylko w pewnym stopniu
potwierdzity poglad innych badaczy (Lewitsky, Beneckaja 1931; Riley 1960) zakladajacy,
iz chromosomy genomu R w komoérkach Triticale podlegaja czesciej eliminacji anizeli
chromosomy genomu A i B. W badanych materiatach stosunkowo czesto byt eliminowany
chromosom 5B. Stwierdzenie tego faktu ma o tyle istotne znaczenie, ze w chromosomach
tej pary zlokalizowane sg geny determinujgce regularng koniugacje chromosoméw homolo-
gicznych (Riley i Kempana 1963; Riley i Chapman 1963). Z hodowlanego punktu widzenia,
linie wykazujace tendencje do eliminacji tych chromosoméw sg mato przydatne jako mate-
riaty wyjsciowe do hodowli odmiany Triticale.

Woystgpienie wséréd badanych aneuploidéw osobnikéw nullisomicznych w stosunku do
niektorych chromosomoéw stanowi dowdéd, ze u Triticale nietypowe liczby chromosoméw
przekazywane moga by¢ potomstwu zaréwno za posrednictwem gamet meskich jak i zen-
skich. Analogiczny mechanizm przekazywania potomstwu nieprawidtowych liczb chromo-
somOw u pszenicy sugerujg Morrison (1953), Sears (1965), Riley (1958) i inni. Natomiast
z badan Tsuchiya (1960) oraz Ramage (1955) nad liniami trisomicznymi jeczmienia wyni-
ka, ze trisomia u tego gatunku przekazywana jest potomstwu wytgcznie za posrednictwem
gamet zenskich. Podobnie u zyta nieprawidtowe liczby chromosoméw przekazywane sag
najczesciej za posrednictwem gamet zenskich (Rozmus 1965).

Z badann Ohlendorfa (1952), Bella i Sachsa (1953), Gaula (1954) i innych wynika, ze
procent komérek wykazujacych zaktocenia mitozy u heksaploidalnych Triticale jest w wy-
sokim stopniu zgodny z procentem mikrosporocytéw wykazujacych anomalie mejozy.
Badania niniejsze nie potwierdzaja tego pogladu i wynika z nich (tabela 1), ze procent ano-
malii mejozy byt w badanych materiatach parokrotnie wyzszy. Wydaje sie to oczywiste
z tego wzgledu, ze wiele anomalii mejozy wynikajacych z odchylen w liczbie chromoso-
mow i ich strukturze nie ujawnia sie w trakcie podziatow.

Wiele sposréd omawianych w niniejszej pracy zakldceh mejozy w mikrosporocytach
oraz zréznicowanie mikrospor i ziam pytku opisywali réwniez u Triticale Mintzing (1957),
Miintzing, Hrishi, Tarkowski (1963), Kréléw (1962), Tarkowski (1972, 1974) i inni. Nato-
miast niektére sposréd podawanych przez nas nie byly dotad prezentowane w literaturze
naukowej dotyczacej Triticale. Wiekszosé stwierdzonych odchyleri prowadzi do powstania
mikrospor, a nastepnie ziam pyiku o nietypowych liczbach chromosoméw, stwarzajac tym
samym mozliwo$¢ przekazania potomstwu za posrednictwem gamet meskich niescisle
haploidalnych liczb chromosoméw.

Autorzy niniejszego opracowania sktadaja serdeczne podziekowania Koordynatorowi
programu PR - 4, $p. prof. dr. hab. Stanistawowi Starzyckiemu za powierzenie tak intere-
sujgcego tematu badan.
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