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A. KUZDOWICZ

Morfologiczne badania poréwnawcze ziarn pylku haploidalnego i di-
ploidalnego wykazaly u catego szeregu roslin zwiekszenie liczby ujsé la-
giewkowych (poruséw) w pytku diploidalnym. Jednym z pierwszych auto-
row, ktéry zwrocit uwage na to zjawisko juz w 1915 roku, byt Gates
(cyt. za Winklerem). Stwierdzil on mianowicie, ze zwykle rasy wie-
siotka (Oenothera) posiadaja pylek trojkatny z trzema ujSciami lagiewko-
wymi, podczas gdy rasa, ktéra wykazywala pokréj gigantyczny, miata
pytek czworokatny z czterema ujsciami lagiewkowymi.

Winkler (1916) badajac anatomiczng i histologiczng budowe di-
ploidow i sztucznie wytworzonych tetraploidéow u psiankowatych stwier-
dzil, ze pylek diploidalnego Solanum nigrum L. jest okragly i posiada
przewaznie trzy porusy, natomiast forma gigas tego gatunku ma prze-
waznie pylek o czterech ujéciach lagiewkowych. Bardzo rzadko wystepuje
u niej pytek majacy trzy lub pie¢ ujéé¢ tagiewkowych. Tak samo przed-
stawiaja si¢ te stosunki u Lycopersicum esculentum Mill. Tutaj rowniez
pylek diploidow jest mniej wiecej okragly i posiada trzy ujscia lagiew-
kowe, natomiast u tetraploidéw jest ich cztery.

Na to, ze zjawisko zwiekszania liczby ujs¢ lagiewkowych musi miec
zwigzek z zaburzeniami w podziale redukcyjnym, zwrocit uwage Oeh l-
kers (1927). W wyniku tych zaburzen nie dochodzi do redukeji chromo-
somoéw, dzieki czemu odnosne ziarno pyltku posiada ich podwdéjna liczbe.
Te spostrzezenia Gatesa, Winklera i Oehlkersa uzupelnio-
ne zostaly przez Tischlera (1954), ktory cytuje caly szereg prac wy-
kazujgcych u réznych gatunkéw zwiekszenie liczby ujs¢ lagiewkowych
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przy przejiciu ze stanu diploidalnego do tetraploidalnego. U pewnych
gatunkow zwieksza sie nie tylko liczba ujé¢ tagiewkowych, ale takze zm'e-
nia sie ksztalt pylku. Ciekawie przedstawiaja sie np. stosunki ujs¢ lagiew-
kowych u Epilobium i Crepis. Hyperhaploidalny pytek Epilobium posiada
4—5 ujsé lagiewkowych, a hypohaploidalny tylko dwa. Natomiast skarlo-
wacialy pylek wykazujacy jadra tylko z jednym chromosomem nie miat
zadnego ujscia lagiewkowego. W rodzaju Crepis u szeregu gatunkow
stwierdzono zmiany liczby ujs$¢ lagiewkowych, natomiast u innych gatun-
kéw (np. Crepis rostrata i barbigera) zmian tych nie obserwuje sig. Wy-
jaénienia tego zjawiska niestety nie mamy. U tetraploidalnej gruszy po-
spolitej Pirus communis L. pylek z ksztaltu jajowatego zmienil si¢ na
trojkatny. Réwniez lagiewki pyltkowe diploidalnego pytku wykazywaly
czesto rozgalezienia, ktérych nie obserwuje sie u pylku haploidalnego.

Obszerniejsze morfologiczne i fizjologiczne badania poréwnawcze nad
pylkiem diploidalnych i autotetraploidalnych roslin przeprowadzil Ch.
Funke (1956). Obiektami badan tego autora byly drobnonasienne ga-
tunki z rodziny motylkowych, a takze przedstawiciele innych rodzin
(Brassica, Suvlanum). Badania te wykazaly, ze zwiekszong liczbe ujsc¢ la-
giewkowych majg tylko organizmy poliploidalne (z wyjatkiem traw). Na-
suwa sie z kolei pytanie, czy istnieje jaki$ zwigzek miedzy wielkoscig
pylku a iloscig ujé¢ lagiewkowych. Okazalo sig, ze w obrebie pewnych
gatunkéw rodzaju Brassica poliploidy wykazywaly typowy czteroporu-
sowy pylek. Wielkoscia jednak pylek ten nie réznil sie od pytku diploi-
dalnych gatunkéw. Liczba poruséw jest wiec jednym z objawéw stopnia
poliploidalnosci. Jest ona takze niezalezna od wielkosci pytku. Mozna to
bylo stwierdzi¢ i u szeregu innych obiektéw, ktoérych sztuczne poliploidy
wykazaly tylko niewielkie zwiekszenie rozmiarow pytku. U poliploidiw
istnieje wiec, zdaniem Funke go, wyrazna tendencja do zwiekszania
liczby ujsé lagiewkowych, przy czym rozmiary tego zwiekszania sg okres-
lane przez genotyp. Autor ten stwierdzil dalej, ze réwniez i warunki wzro-
stu, a wiec Srodowiska mogg wywiera¢ dos$¢ duzy wplyw na wytworzenie
poruséw, jednak zasadniczo na rozmiary tych zmian decydujacy wplyw
wywiera genotyp.

Maurizio A. (1956) poréwnujac pylek 12 gatunkéw roslin diploi-
dalnych i poliploidalnych stwierdzil, ze tam gdzie haploidalny pylek po-
siadal trzy ujscia lagiewkowe, diploidalny wykazat ich cztery, gdy u ha-
ploidalnego byto 6, diploidalny miatl 8. Rozmieszczenie dodatkowych ujsé
lagiewkowych u pewnych gatunkéw tetraploidalnych z 3 ujsciami lagicw-
kowymi jest podobne do diploidéw z 2 ujsSciami tagiewkowymi. U innych
sa one rozmieszczone na powierzchni przypadkowo, dzieki czemu pylek
taki przybiera ksztalt nieregularny.
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W naszym Zakladzie (nie opublikowane) stwierdziliSmy réwniez u te-
traploidalnego kobiku (Vicia faba L.) zmiane ksztaltu ziarn pyltku z owal-
nego na tréjkatny, przy czym zmianie ulegla réwniez liczba poruséw.

Takze 1 pomidory tetraploidalne Lycopersicum esculentum Mill.
trzech odmian handlowych oraz tetraploidy gatunku dzikiego Lycopersi-
cum pimpinellifolium Mill. wykazuja cztery porusy, podczas gdy u di-
ploidéw jest ich trzy.

Roéwniez u seradeli tetraploidalnej Ornitophus sativus L. przewaza py-
tek cztero- i wiecej porusowy, gdy tymczasem diploid ma pylek 3-poruso-
wy. Natomiast tetraploidalny rajgras angielski Lolium perenne L., po-
dobnie jak diploidalny, wykazuje tylko jedno ujscie tagiewkowe. To samo
stwierdzil réwniez Funk e dla innych traw.

Wybitng zwyzke poruséw wykazuje jednak pyltek sztucznych poliploi-
déw buraka Beta vulgaris L. Zagadnienie zwiekszania liczby poruséw u te-
go gatunku jest wlasnie tematem niniejszej publikacji.

Dzieki statej tendencji poliploidéw do zwiekszania liczby poruséw
w pylku zaistniala mozliwoéé opracowania metody analiz materialow po-
liploidalnych przy pomocy ustalania liczby poruséw w pyltku. W zwigzku
ze stalg rozbudowa prac nad sztucznymi poliploidami zastgpienie na pew-
nych etapach hodowli analiz cytologicznych (liczenie chrecmosomiw) inny-
mi uproszczonymi, a jednocze$nie pewnymi metodami moze daé¢ duza
oszczednos$é czasu i ludzi. Takie proste metody pozwalajg réwniez na prze-
analizowanie wigkszej iloSci materialow. Mamy juz dzi§ szercg takich
metod pomocniczych, ktére zastepuja do pewnego stopnia liczenie chro-
mosemdw. Do nich nalezg pomiary wielkosci komorek szparkowych i ziarn
pyiku oraz u tych gatunkéw roslin, kitére posiadaja jadra spoczynkowe
z chremocentremi (np. burak), liczenie chromocentréw jaderkowych (tra-
bantowych). Obecnie do tych pomocniczych metod dochodzi nowa metoda,
a mianowicie liczenie ujé¢ tagiewkowych pytku. Funke opracowal spo-
séb liczenia poruséw dla pewnych gatunkéw z rodziny motylkowych
i krzyzowych; w naszym Zakladzie metoda taak zostala opracowana dla
burakow.

MATERIAL 1 METODA

Obiektami badan byly rdézne rody tetraploidéw i triploidéw buraka
cukrowego, ktére wytworzone zostaly w naszym Zakladzie. Normalne di-
ploidalne buraki cukrowe pochodzily z nasion handlowych. Zbadany zostal
pylek réznych typéw hodowli buraka cukrowego. Dla lepszego uwidocz-
nienia ujs¢ tagiewkowych pyltku Funke (1956) zastosowal mieszanine
stezonego kwasu siarkowego i 2—3%0 blekitu metylenowego w kwasie octo-
wym w stosunku 1:2—3. Do kropli tej mieszanki na szkieltku przedmio-
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towym sypie sie dojrzaly pylek, przykrywa sie szkielkiem nakrywkowym
i preparat jest gotowy do obserwacji.

Stezony kwas siarkowy rozpuszcza kutikule poruséw, a napeczniala
pod wplywem kwasu octowego plazma ziarna pylkowego ,wystrzela“ po-
przez porusy w postaci wypustek plazmatycznych. Kombinacje kwasu
siarkowego i blekitu metylenowego 1:2 czy 1:3 trzeba wyprobowa¢ do
poszczegdlnych gatunkéw roslin, gdyz zbyt silne stezenia mogg spowodo-
waé¢ pekanie pylku albo wytrysk catej zawartosci plazmatycznej przez
jeden porus. Mieszanine te stosuje si¢ naturalnie tylko do ro$lin, ktére
nie posiadajg wyraznie zaznaczonych porusow.

Kombinacja kwasu siarkowego z blekitem metylenowym nie dawata
dodatnich wynikéw u gatunkow z rodziny krzyzowych. Dlatego tez F un-
k e poleca bada¢ niedojrzaly jeszcze pylek tych gatunkéw w acetokarmi-
nie. Porusy s wtedy widoczne w postaci wyraznie zaznaczonych zagle-
bien w egzynie.

Tam, gdzie porusy sa wyraznie widoczne, mozna wiec prowadzi¢ licze-
nie w kropli acetokarminu, orceiny czy nigrozyny. Taki pylek z wyraznie
zaznaczonymi porusami posiada réwniez burak. Pylek ten jest kulisty
i na jego rzezbionej powierzchni znajduja sie liczne porusy (Arst-
schwager E, Starret R. C. 1933).
Widoczne sa rowniez dobrze Sciany ziarna
pyiku, wewnetrzna intyna i zewnetrzna
egzyna. Poniewaz w pylku buraka liczba
porusow jest duza, dlatego nie mozna tu-
taj stosowaé kwasu siarkowego z blekitem
metylenowym, gdyz poszczegdlne wypust-
ki plazmatyczne zlewajy sie ze soba, a poza
tym nie ze wszystkich porusow wylewa
sie zawartos¢ plazmatyczna (ryc. 1). Uwi-
docznianie poruséw za pomocg tej metody
nie jesti z tego wzgledu konieczne, gdyz
porusy w pytku buraka sg dobrze widocz-

Ryc. 1. Ziarno pylku ne nawet bez barwienia. Lepiej jest
z wypustkami plazma- jednak prowadzi¢ obserwacje pylku w
tycznymi

jakim§ barwniku, gdyz wtedy porusy sa
wyrazniej widoczne i latwiej je liczyé. Do harwien stosowa¢ mozna
acetokarmin 1%, orceine 0,5% i 4% nigrozyne w 45% kwasie octo-
wym. Bardzo dobrze wybarwia pylek nigrozyna w rozcienczeniu 1 : 10,
a nawet 1:20 (normalna 4% nigrozyne w 45% kwasie octowym rozcien-
czamy 45°0 kwasem oct. w podanym wyzej stosunku).

Wykonanie preparatu odbywa sie w ten sposob, ze do kropli barwnika
na szkietku przedmiotowym wysypujemy pylek albo kladziemy gléwke
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precikowa i po przykryciu szkieltkiem nakrywkowym lekko rozgniatamy.
Do badan tych mozemy bra¢ pytek z pylacych juz kwiatéw, jednak aby
zapobiec w szkotkach wysadkow niepozgdanym zapyleniom — badania te
trzeba wykonaé¢ przed kwitnieniem. Dlatego tez material pylnikowy bie-
rzemy z najstarszych, jednak jeszcze nie rozwinietych kwiatéw. Przy
liczeniu porusow trzeba trzymac sie jakiej$ zasady. Poniewaz pylek jest
ksztaltu kulistego, przy obserwacji mikroskopowej widzimy w jednej
plaszczyznie optycznej tylko czesé tej powierzchni w postaci kota. Obraz
tej plaszezyzny otoczony jest dwiema blonami egzyna i intyng. Liczymy
tylko te porusy, ktére znajduja sie na tej powierzchni (rye. 2, 3, 6). Te
porusy w obrebie blony wewnetrznej zajmuja zawsze okreslong powierzch-
nie i najlatwiej je w ten sposéb liczyé. Do celow poréwnawczych niepo-
trzebne jest zreszta zliczanie caltkowitej liczby porusow. Przy innej za-
sadzie liczenia porusow, liczby podane w tabeli 2 moga odbiega¢ od poda-
nych w tabeli 1.

Jak przedstawiajg sie liczby ujs¢ lagiewkowych w pylku burakow
cukrowych przy roznym stopniu poliploidalnosci. Przeprowadzone przez
nas badania wykazaty dla diploidalnych odmian handlowych buraka roz-
nych typow hodowli $rednio 7,2 poruséw (ryc. 2) z wahaniami od 6,4—8,2
w obrebie intyny.

Ryc. 2. Pylek diploidow

Nie spotyka sie na ogol liczby wyzszej od 10. U réznych rodow i linii
tetraploidalnych liczba poruséow wynosi Srednio 15,4 z wahaniami od
13,8—17,5. W pewnych rodach zdarzajg sie i pojedyncze ziarna pytku, kté-
re maja nawet ponad 20 porusow (ryc. 3). Natomiast u triploidow ma-
my $rednio 11,5 poruséow z wahaniami 9,6—16,8. Czy na tej podstawie
mozemy dokladnie okresli¢ rosline jako di- tri- czy tetraploidalna? Otéz
istniejg wyrazne roznice miedzy diploidami i tetraploidami. U diploidéw
liczba poruséw nigdy nie przewyzsza 10, a najczedciej powtarzaja sie
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liczby 6, 7, 8. Natomiast u tetraploidéw cyfra ta jest zawsze wyzsza od
dziesieciu. Najczesciej spotyka sie cyfry 14, 15, 16. Te dwa typy buraka,
a wiec diploida i tetrap'oida, mozna stosunkowo latwo odrdzni¢ za po-

Rye. 3. Pylzk tetraoloiddw

mocg tej metody. Przytoczone powyzej dla tetraploidéw cyfry charakte-
rystyczne sa nie tylko dla wczesnych generacji po kolchicynowaniu, ale
i spotykamy je w starszych generacjach (Cg—10). Tylko w materiale po
kolchicynowaniu spotyka si¢ najczedciej pytek réinoksztaltny (ryc. 4).

Ryc. 4. Pylek roslin poddanych dziataniu kolchicyny

Na jedng sprawe trzeba tu jeszcze zwrdcic uwage. Tetraploidy w po-
réwnaniu z diploidami posiadajg réwniez wyraznie zwigkszone rozmiary
pytku. U diploidéw $rednia wynosi 20,7w, a u tetraploidéw 27,3. Jak wie-
my z wlasnej praktyki, a takze z szeregu prac innych autoréw (m. in.
Feltz 1953, Savicka 1952, Piotrowicz 1955), réznice w roz-
miarach ziarn pytku burakéw di- i tetrapleidalnych mozna wykorzysta¢ do
identyfikacji tetraploidéw w materiale, ktéry poddano dziataniu kolchi-
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cyny oraz w nast¢pnych generacjach po zabiegu. O ile teraz, podczas selek-
cji morfologicznej pytku, polaczymy mierzenie z liczeniem poruséw, wie-
dy wyniki beda juz w stu procentach pewne. Zasadniczo przy przeprowa-

Tabela 1
Liczba porusow i rozmiary ziarn pylku u burakéow di-, fri- i tetraploidalnych
. 'Liczba poruséw! _ _ |
Stopien W _obrcb1e Wahania .!:.1 ednica | Wahania
poliploidalny intyny ziarn pytku
srednio
o [
Diploid ' 7.2 64 — 22 20,7 u | 17,9 — 233 p
Triploid 11.5 96 — 16,8 | 23,0 u 21,9 — 24,6 p
Tetraploid 15,4 12,8 17,5 27,3 p | 247 — 284 p

dzaniu selekcji pylkowej cd razu rzuca si¢ w cczy zwiekszona ilos¢ poru-
séw, tak ze niekonieczne jest nawet wykonywanie pomiaréw Srednicy
pytku.

W materiale, ktéry poddany byl kolchicynowaniu (Co), a czesto takze
w pierwszym pokoleniu po kolchicynowaniu, spotykamy wéréd tetraploi-
déw roéliny, ktére wykazujg duzy i maly pylek. Jednak tak w duzych,
jak i w mniejszych ziarnach pylku liczba poruséw bedzie zawsze wyzsza
niz u diploidéw. Jest to fakt bardzo wazny. Przemawia on za przydat-
noscig tej metody w ustalaniu stopnia poliploidalnosci tak w materiale
poddanym dzialaniu kolchicyny, jak i w nastepnych generacjach. Odroz-
nienie tetraploida od diploida za pomoca tej metody nie przedstawia wige
zadnej trudnosei.

Jak z kolei przedstawia sie sprawa identyfikacji triploidow? O ile
spojrzymy na tabelke 1, to réznice w liczbie poruséw miedzy di- i triploi-
dami sa niewielkie, a wiec i odroznienie tych dwoéch typow, jakby sieg
moglo wydawaé bedzie trudniejsze. W rzeczywistosci jednak rozpoznanie
triploida nie przedstawia réwniez trudnosci, gdyz liczba poruséw u tych
form w poréwnaniu z diploidami ulega duzym wahaniom. U triploidow
zawsze bedziemy spotyka¢ pylek taki, jaki spotykamy u diploidow (7 po-
rusow), i taki, jak wykazujg tetraploidy (10 i wiecej — porusowy, ryc. 5).
To jest zresztg zrozumiate. Dzieki nieréwnomiernemu rozdzialowi chro-
moscmdéw podczas podzialu redukeyjnego powstaje taki wlasnie rozny
pyiek u tych typéw. Poza tym, jak to stwierdzila réwniez Piotrowicz
(1955), pyltek triploidéw jest czesto zdegenerowany. Oprécz ziarn wybar-
wionych o zywej zawartosci plazmatycznej spotyka si¢ liczne ziarma znie-
ksztalcone, bezbarwne.

Podany wyzej sposob identyfikacji materialéw poliploidalnych bura-
kéw cukrowych oparty na liczeniu ujsé tagiewkowych pozwala wiec na
latwg i szybka identyfikacje di-, tri- i tetraploidéw. Dotad nie mieliSmy
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tak szybkiej i prostej, a jednoczesnie tak pewnej metody analizy mate-
rialéw poliploidalnych u buraka. Dzieki tej metodzie mozemy na kazdym
etapie hodowli otrzymaé¢ w szkélkach czyste i pewne tetraploidy. Nie

Ryc. 5. Pylek triploidow

rozwigzana zostala jeszcze sprawa liczby poruséw u tych rodlin, ktore sa-
morzutnie powracaja w liczbie chromosoméw do liczby wyjsciowej (Brack-
down-Herabregulierung). Zdaje sie jednak, ze zjawisko to moze mie¢
tylko miejsce w przypadkach, kiedy dany material nie byl dokladnie zba-
dany pod wzgledem czystosci, wzglednie przy omytkach technicznych.

Ryc. 6. Pylek gatunku Beta trigyna (heksaploid)

Nowa metoda selekeji materialow poliploidalnvch burakéw pozwala wilas-
nie na wyeliminowanie takich pomyiek.

Na zakonczenie trzeba jeszcze doda¢, ze rowniez u burakéw pastew-
nych- wraz ze zwiekszeniem sie stopnia poliploidalnosci wzrasta liczba
poruséw. To samo zaobserwowaliSmy u mieszancéow buraka cukrowego
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z pastewnym, u ktérych po zdwojeniu liczby chromosomoéw zwiekszyla
sie od razu liczba porusow.

Cickawie przedstawiajg sie réwniez liczby porusow u pewnych gatun-
kow dzikich buraka. ZbadaliSmy naturalnie tylko te, ktére znajduja sie
w naszej kolekeji a wiec: B. patula 2x ma 7T—8 poruséw, B. patellaris
4x — ma pyltek 12—14 porusowy, jednak spotyka sie réwniez u niej py-
tek o mniejszej liczbie poruséw (9—10). Szkoda, ze nie mozna bylo po-
réwna¢ tego pyltku z pylkiem form B. patellaris 2x. Tej formy nie mamy
jednak w naszej kolekcji. Heksaploidalny gatunek B. trigyna wykazuje
12—16 poruséw w pylku, a wiec tyle co sztuczne tetraploidy.

STRESZCZENIE

Fodana zostala nowa metoda odrézniania form di-, tri- i tetraploidal-
nych u buraka. Metoda ta oparta jest na liczeniu ujsé lagiewkowych (poru-
s6w) w ziarnach oviku. Diploidy wykazuja 6—8 poruséw na okreslones
powierzchni pylku, a liczba ich na ogél nie przekracza 10. Natomiast tetra-
ploidy maja zawsze powyzej 10 poruséw — najczeSciej 14—16, a niekiedy
jest ich nawet powyzej 20. Natomiast triploidy réznia sie od jednych
i drugich tym, ze maja pylek bardzo zroznicowany, a wiec £ takg liczba
voruséw jak diploidy, oraz wigkszy tak jak tetraploidy. Te roznice w ilosci
poruséw objawiajg sie réowniez u poliploidow buraka pastewnego. Wyka-
zujg je rowniez gatunki dzikie buraka, ktére roéznia sie stopniem poli-
ploidalnosci.

Zaktad Cytologii i Genetyki IHAR
w Bydgoszczy

(Wplyneto dn. 6.12.1957 r.)

SUMMARY

A new method to determinate the differences in diploid, triploid and
tetraploid sugar beets has been established. In this method the pores of
pollen grains are to be counted. On a determined surface of the pollen
in diploids there are 6—8 pores, and the number of them does not ge-
nerally exceed ten pores.

The number of pores in tetraploids however, is always higher than
ten, generally 14—16 and sometimes more than 20 pores.

{n triploids however, the pollen is considerably different. It shows
a number of pores similar to diploids and tetraploids.

Such differences occur in polyploids of fodder beets and also in the
natural polyploids of the wild species of beets.
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