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Wystepowanie oksyflawonow i flawonow
w generatywne] komorce irysa

On the occurrence of oxyflavones (flavones?) in generative cells of the Iris
STEFAN KRUPKO

W poczatkach moich wykladéw na Uniwersytecie w Johannesburgu
(Unia Poludn.-Afrykanska) chcialem w pazdzierniku 1946 r. przygotowac
kultury lagiewek dla ¢wiczen ze studentami z cytologii roslin. Jeszcze
z moich doswiadczen przed 1939 r. na Uniwersytecie Warszawskim wie-
dzialem, ze ladne lagiewki tworzy pylek zo6ltych irysow, wysiany na
szkielkach przykrywkowych, smarowanych pozywka i umieszczanych na
szklanych pierScionkach. A wiec i tym razem skorzystalem z ogromnej )
ilosci kwiatow zoltych iryséw, odmiany zwanej przez holenderskich ho-
doweow , hiszpanska®, sprzedawanych w sklepach z kwiatami. Bliskg opty-
malnej okazala sie pozywka o skladzie: 15% sacharozy, 2% agaru, 2% ze-
latyny *, do ktorej czasem dodawalem kwasu bornego w rozciencze-
niu 0,001%.

Okazalo sie, ze i tym razem irys daje piekne i dlugie lagiewki i bar-
dzo ladne przyzyciowe obrazy generatywnej komorki w lagiewce i sper-
moéw. Ale tym razem zauwazylem pewien szczegél w generatywnej ko-
morce, ktérego, bylem pewien, nie widzialem w moich wysiewach w War-
szawie. Oto na obu spiczastych koncach komorki generatywnej w lagiewce
wida¢ bylo stloczone nagromadzenie ,.zoltych cialek®, ksztaltu nieprawi-
dlowo okragiego. Nasunelo sie od razu pytanie, czy ten z6lty barwnik
wystepuje w wakuolach, czy w plastydach lub chondriosomach? Zeby
rozstrzygnaé to pytanie, zastosowalem: a. przyzyciowe barwienie czerwie-
nig obojetna i zielenia Janusowa, b. reakcje z KJ+J i z 1% AgNO;.

Przyzyciowe wybarwienia bezposrednio w kropli powyzszych barwni-
kéw nie udaly sie, bo wszystkie lagiewki pekaly. Trzeba bylo zastosowac
dodanie obu barwnikéw do pozywki i wtedy wybarwienia udawaly sie.
* Zelatyne dodawalem dla latwiejszego utrzymania lagiewek przy przygotowaniu
preparatow trwalych.
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Barwilem wigc czerwienia obojetng w rozcienczeniu 0,001%6 dodajac barw-
nik wprost do pozywki. Najlepsze lagiewki, z komérkami generatywnymi
plynacymi w nich, zwykle otrzymywalem po 5—6 godzinach przy tem-
peraturze pokojowej (+25°C). Najlepsze wybarwienie czerwienia obojetng
otrzymalem po 8"—12". Wakuole w lagiewce zabarwily sie na rézowo, ale
nclalka zolte® w koncach komérki generatywnej zabarwily sie na kolor
czerwony. Mialem wiec dowdd, Ze naleza one nie do klasy plastydow lub
chondriosoméw, ale do wakuoli. Poza tym takie mocne ich zabarwienie
przypominalo spostrzezenie Guilliermonda i Gauthereta
(1933), w ktéorym oni stwierdzali, ze zabarwienie wakuoli czerwienia obo-
jetna na intensywny kolor czerwony ,rouge framboise®, jak oni sie wyra-
zili, jest reakcja na obecno$¢ oksvflawonow w tych wakuolach. To przy-
puszczenie popierala rowniez ta okolicznosé, ze inne wakuole w lagiewce
i w pytkach barwily sie jak zwykle tylko na rézowo. Wysiewajac pylki na
pozywce: 150 sacharozy, 2% agaru, 2%/ zelatyny, 0,001°/0 kwasu bornego,
otrzymywalem zabarwienie wakuoli duzo mocniejsze niz na pozywce po-
przedniej bez kwasu bornego, reakcja nastepowala predzej, a kolor waku-
olek w komorce generatywnej zmienial sie z z6ltego na pigkny czerwony,
rzeczywiscie przypominajacy kolor malinowy, zgodnie z okresleniem
Guilliermonda i Gauthereta.

Zeby skontrolowa¢, ze zolty barwik wystepuje w wakuolach, zastoso-
walem rowniez barwienie przyzyciowe zielenia Janusows, w rozcien-
czeniu 0,0001°, dodajgc ten barwik rowniez bezposrednio do pozywki.
Z poczatku ,zolte cialka“ na biegunach komorki generatywnej nie barwily
sie weale, chociaz w tym samym czasie chondriosomy w lagiewce i w pyl-
kach kielkujgcych zabarwily sie na kolor bladozielony. Jednak po pewnym
czasie zolty kolor ustepowal i przechodzil na lekko rézowy, mimo iz w tym
samym czasie chondriosomy lagiewki wcigz jeszcze utrzymywaly swoj
kolor lekko zielony. Taka reakcja wakuoli na zielen Janusowsa, zdaniem
Guilliermonda i Gauthereta (1946), tez wskazuje na obec-
no$¢ oksyflawonow, chociaz nie jest na nie reakcjg specyficzna.

Z reaktywem KJ-+J ,cialka zolte* w komorkach generatywnych ko-
loru swego nie zmienily. W tym samym preparacie reaktyw ten wybarwil
bardzo intensywnie liczng skrobie w pylkach oraz chondriosomy na ciem-
nozo6lty kolor na zlocistym tle cytoplazmy. Uzycie 1,25%0 AgNO; na swietle
dziennym moze by¢ reaktywem na chloroplasty (Ruhland 1924).
W wakuolach, w razie obecnosci zwigzkéw flawonowych, reaktyw ten
daje tez wyrazny czarny kolor. W pewnych wypadkach w obecnosci
tanin wywoluje on czarne strgcenia. Tutaj jednak nigdy komorki gene-
ratywne nie wybarwily sie na czarno. Z rzadka niektére wakuole gene-
ratywnej komorki zmienialy kolor zolty na brazowoczerwony. Uwazalem
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. wigc te reakcje za negatywna na plastydy i obecnos¢ tanin i nijaka na
flawony.

Przytoczone powyzej reakcje i barwienie przyzyciowe wykazaly mi nie-
watpliwie, ze zolte barwniki sg umieszczone w wakuolach, a nie w chon-
driosomach lub plastydach. Poza tym reakcja z czerwienia obojetna wska-
zuje na obecnosé¢ oksyflawonéw w tych wakuolach i to samo, do pewnego
stopnia, potwierdza slaborozowa reakeja z zielenig Janusowa.

Ze skapej literatury, omawiajacej wystepowanie flawonow i oksyfla-
wonéw w wakuolach, wynikala konieczno$¢ zachowania ostroznosci, Zeby
ich nie pomieszaé¢ z wystepujacymi réwniez substancjami taninowymi
i fenolowymi. W tym celu zastosowalem nastepujace reakcje na lagiew-
ki irysa:

1. 10% FeCly z uzyciem po nim weglanu sodu — z negatywnym re-
zultatem;

2. siarczan zelaza z nastepujacym po nim dzialaniem formaling (wg
podrecznika Mac Clunga, 1929) — z negatywnym wynikiem;

3. blekit metylenowy w rozcienczeniu 1 :500.000 — rezultat nijaki,
bo lagiewki pekaly albo zamieraly;

4, 1% KyCryO; 9 z negatywnym rezultatem; ;

5. 1% osm. kw. — z rezultatem negatywnym, chociaz po dluzszym
dzialaniu na $wietle zjawialy sie drobne szare i czarne ziarnistosci w z61-
tych wakuolach komorek generatywnych.

Wszystkie powyzsze reakcje na substancje taninowe i fenolowe daly
wyniki negatywne.

Zastosowalem oprocz tego utrwalanie w plynie Regaud IV. Lagiewki
utrwalaly sie bardzo dobrze i na preparatach trwalych bez barwienia i bez-
posrednio po utrwaleniu na preparatach w wodzie zamknietych. Ksztalt
komérki generatywnej byl bardzo wyrazny, a drobne wakuole na obu spi-
czastych koncach komorki wystepowaly jako zupelnie niezabarwione oczka
w cytoplazmatycznej siateczce. Tym samym ten utrwalacz byl reaktywem
na substancje taninowe i fenolowe, bo w ich obecnosci wakuole zabarwi-
lyby sie na brazowo lub ciemnobrazowo. Lagiewki po powyzszym utrwa-
laczu barwily sie dobrze zelazows hematoksyling. I znowu teren wakuolek
w komorce generatywnej byl nie zabarwiony, chociaz w jej cytoplazmie
i w lagiewce chondriosomy barwily sie na czarno.

7 powyzszych reakeji, jak rowniez z zastosowania utrwalacza Re-
gaud IV, wynika jeszcze raz, ze zoly barwnik miesci si¢ w wakuolach i ze
nie zawieraja one substancji taninowych i fenolowych.

Probowalem réwniez zastosowaé znane z literatury reakcje rozpusz-
czania na flawony i oksyflawony (Klein 1923), ale zawsze z wynikiem
nijakim, bo lagiewki od razu pekaly w zastosowanych typowych rozpusz-
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czalnikach. Nastepnie stosowalem szereg reakcji na oksyflawony i flawony
znanych z literatury. Ogromna wigkszo$¢ z nich nie udawala sie po prostu
dlatego, ze lagiewki w plynach pekaly. Ponizej wymienie niektére
z moich prob:

Dzialanie 10 NH,OH — lagiewki od razu pekajg. Dziatanie 19/ NH,OH
na lagiewki poprzednio utrwalone powoduje zzolkniecie calej tagiewki.
Jest to rezultat nijaki, bo wakuole w komorce generatywnej juz za zycia
mialy kolor zélty.

Po zastosowaniu innych slabych alkalii (Guilliermond et Gau-
theret 1933), np. 1% NaOH, lagiewki rowniez pekaly. Opary stezo-
nego NH,OH niszezyly lagiewki zupelnie. Jedna z reakcji proponowanych
przez Kleina, a mianowicie dzialanie stezonego HCI przy temp. 40°C,
wzmacnia z6lty kolor lagiewek, ale nie daje przewidzianych stracen. Uwa-
zam to za wynik nijaki.

Z szeregu reakcji proponowanych przez Hurel-Py (1933) stoso-
walem: a. wode destylowang z acetonem; b. wode destylowana z gliceryna;
c. wode destylowang czysta. Przy bardzo krétkim dzialaniu przewidywane
sferokrysztaly nie tworzyly sie, a przy trzymaniu przez czas przepisowy —
lagiewki pekaly. Uwazam wiec ten wynik za nijaki.

Reakcja R. Combesa z 1—0,5%0ctanem olowiu (Guilliermond
et Gautheret 1946), zastosowana na zywe lagiewki, wywolywala
natychmiastowe pekniecia lagiewek. Zastosowana na lagiewki utrwalone
poprzednio 10% formaling nie wywolywala powstania przewidzianych zol-
tych krysztaléw, a przy dluzszym trzymaniu nastepowalo czasami wy-
czernienie chromatyny jadra. Uwazam ten rezultat za nijaki. Natomiast
reakcja opisana przez Marini-Bettolo i Ballio (1946) dala wy-
raznie pozytywny rezultat. Polega ona na uzyciu SbCl; rozpuszczonego
w bezwodnym CCl;, w stosunku 5—10 mg SbCl; na 5 cm® CCl,. Reaktyw
ten uzyty na zywe lagiewki powodowal natychmiastowe ich zniszczenie.
Dlatego musialem uzywaé lagiewek utrwalonych albo w 10% formalinie,
albo w alkoholu absolutnym. Ale nawet w tych warunkach lagiewki nie
wytrzymywaly dluzszego dzialania tego odczynnika. Wybarwily sie na-
tomiast bardzo wyraZnie wakuole w tych generatywnych komérkach, ktére
nie zdazyly wyjs¢ z pytku do lagiewek. W tych warunkach wybarwily sie
one na kolor czerwony, ale zblizony do pomaranczowego lub brazowego.
Otoz, zdaniem powyzszych autoréw, z SbCl; reaguja: chalkony — dajac
kolor czerwony, flawony i flawonole — dajac kolor pomaranczowy lub
z6lty. W komorce generatywnej irysa otrzymaliSmy kolor czerwony, ale
raczej posredni, blizszy do pomaranczowego. Zachodzi wigc przypuszcze-
nie — na podstawie tej reakcji — ze barwniki obecne w wakuolach gene-
ratywnej komorki sg albo flawonami, albo zawierajag obok oksyflawonéw
rowniez flawony.
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Uzycie tego odezynnika na zywe pylki i lagiewki, jak juz nadmienilem,
nie dawalo Zadnego rezultatu, bo lagiewki niszczyly sie. Spostrzeglem
jednoczesnie, ze zo0lta substancja, pokrywajaca zewnetrzne blony pylkowe,
barwi si¢ od razu tym reaktywem na wyrazny kolor zielony. To bardzo
wyrazne zabarwienie, przypominajace kolor roztworéw zieleni swietlnej,
juz po 2" dzialania tego odczynnika stopniowo zanika.

Ostatni raz wrocilem do moich obserwacji nad zoltymi wakuolami
w generatywnej komorce ,hiszpanskiego® zoltego irysa w 1951 roku.
Wtiedy takze widzialem pare razy w lagiewkach spermy, tj. meskie ko-
morki plciowe, réwniez z zoltymi wakuolami na spiczastych koncach. Dwa
razy udalo mi sie obserwowac takie spermyv z mocno na czerwono wybar-
wionymi wakuolami, po dzialaniu czerwieni obojetnej. W tym sezonie
wysialem rowniez pylek Homeria pura N. E. Br., ro$liny z rodziny Iri-
daceae, o zoltych kwiatach, rosngcej dziko nad brzegami rzeki Vaal.

Tu rowniez komorka generatywna w lagiewkach miala wyraznie zolte
wakuole. Czes¢ wyze] opisanych reakcji i przyzyciowych zabarwien po-
wtorzylem tez na komorkach generatywnvch Homeria z takim samym
wynikiem.

Streszczajac moje wyniki przyszedlem do przekonania, ze: 1) nie mia-
lem wyraznie negatywnych reakcji na obecnos¢ oksyflawonow: 2) mialem
trzy wyraznie pozytywne wyniki, a mianowicie: a) otrzymanie koloru
czerwono-malinowego z czerwienig obojetna, b) otrzymanie rézowego za-
barwienia po zieleni Janusowe]j, kiedy jednoczesnie chondriosomy jeszcze
byly zielone, c) zabarwienie czerwone po SbCl; (reakcje Marini-Bettolo
i Ballio).

Wobec tego. ze w literaturze weigz nie ma specyficznej i pewnej reakeji
mikroskopowej na oksyflawony i flawony, uwazam, iz przypuszczenie
moje, ze barwnik w wakuolach komérek generatywnych irysa ,hiszpan-
skiego® nalezy do oksyflawonéw, a moze nawet do flawonéw, jest bardzo
prawdopodobne.

W literaturze, o ile mi wiadomo, jest ogloszona tylko jedna obserwacja
Kostriukowej (1939) o wystepowaniu, ale tylko zielonego barwnika,
a nie zolego, w komorce generatywnej u Lilium Martagon. Wobec tego
postanowilem to moje spostrzezenie oglosi¢, by zacheci¢ dalszych badaczy
do zastosowania do tych obiektow wiecej nowoczesnych metod badan,
a zapewne szczegOlnie réozniczkowe]j mikrospektrofotografii w swietle fiol-
kowym i pozafiolkowym. Juz Shibata, Nagai i Kishida (1916)
stwierdzali. ze oksyflawony i flawony mocno pochlaniajg fioletowe i poza-
fiolkowe promienie i ze stuzag roslinom w krajach o bardzo silnym nasto-
necznieniu jako ochronne $wietlne filtry.

Pozostaje jeszcze do omdéwienia sprawa niewystepowania zoltego barw-
nika w moich hodowlach lagiewek zéltego irysa w Warszawie, w latach
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przed 1939 r. Naturalnie przede wszystkim moze tu zachodzi¢ nieidentycz-
no$¢ gatunku. To, ze pewne irysy Ogrodu Botanicznego Uniwersytetu
w Warszawie mialy zolte kwiaty i ze hodowcy nazwali je odmiang , Hisz-
panska®, nie daje gwarancji, ze one byly tg samg odmiang, co hodowane
w Johannesburgu, w Transwaalu, zolte irysy ,,Hiszpanskiej* odmiany, spro-
wadzane z Holandii. Moze tu zachodzi¢ tylko prawdopodobienstwo tego
samego gatunku, oparte raczej na tym, ze i Ogrod Botaniczny Warszawski
tez mial wiekszo$¢ iryséw z Holandii w tym czasie. O pochodzeniu ,,hisz-
panskich® iryséw w Johannesburgu wiem od hodowcow, wedlug ktorych
sa to mieszance w roznych kombinacjach z Iris Xyphium. Jak wiadomo,
istnieje oprécz tego gatunku cala sekcja ,, Xyphia“, irysoéw cebulkowatych
(a nie klgczastych jak nasze), o rozmieszczeniu w zachodniej czesci Sréd-
ziemnomorza (Engler u. Prantl 1930). Podobno, czes¢ tych ,,Xy-
phia“ krzyzowano z irysami pld.-afrykanskimi, a mieszance nazwano
,Irysami Hiszpanskimi®. Zupelnie jednak jest mozliwe, Ze w hodowanych
w Warszawie ,hiszpanskich* irysach, w warunkach lagodnego naslonecz-
nienia, oksyflawony i flawony w komérce generatywnej nie tworza sie,
a powstaja w tym samym gatunku hodowanym w warunkach naslonecz-
nienia Poludn.-Afryki jako ekran ochrony.

(Wplynelo dn. 18.6.1958 r.)

Department of Botany
University of Witwatersrand
Johannesburg, U. S. Africa

oraz
Zaklad Botaniki Ogélnej U. A. M.
w Poznaniu

SUMMARY

During his lecturership in 1946—1951 at Witwatersrand University,
Johannesburg, Union of S.-Africa, the author found yellow pigment in
vacuoles in pollen grain tubes of the yellow ‘“spanish” Iris at both ends
of generative cells.

Many reactions, recommended in papers by Guilliermond et
Gautheret (1933a,b, 1946), Hurel-Py (1933), Klein (1923),
Marini-Bettolo and Ballio (1946) for detection of oxyflavones
and flavones were tried. None of them gave negative results. Many of
the above reactions caused destruction of p. gr. tubes. All of them were
inconclusive.

Only three reactions gave positive results. They were: 1) red. colour,
so called “rouge framboise” of vacuoles in vivo with neutral-red., 2) pink
colour of vacuoles with Janus green, 3) red, turning to orange-red, after
treatment with SbCl; (after M arini).
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Taking into consideration the lack of specific microscopic reactions
in the literature for oxyflavones and flavones, the above mentioned results
gave some reasonable grounds to take the yellow pigment in the vacuoles
of generative cells for oxyflavones perhaps together with some flavones.

Many tests for the detection of tannins and phenolic substances were
tried in the same vacuoles with negative results. The same yellow pigment
in generative cells was found in 1951 in Homeria pura, some species of
Iridaceae, indigenous for the Transvaal.
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