Moment rozszczepienia czynnikow genetycznych
u Epilobium hirsutum L.

(On the Moment of Mendelian Segregation in Epilobium
hirsutum L.).
(Tablica XIV).

Napisat
JOZEF PRZYBOROWSKI.

Przypuszczenie, ze moment rozszczepienia czynnikéw genetycz-
nych przypada jednoczesnie z podzialem redukcyjnym odpowiednich
komérek macierzystych, opierano poczatkowo jedynie na analogjach
miedzy jedng hypotetyczna, a druga obserwowana grupag zjawisk.
Nastepnie otrzymano dla kilku przypadkéw scisty dowéd tego na-
rzucajacego si¢ przypuszczenia; dotychczas jednak udalo sig to tylko
dla roslin nizszych, u ktérych rozszczepienie mozna bylo obserwowaé
bezposrednio na czterech haplontach, pochodzacych z jednej diploi-
dalnej heterozygotyczne] komorki macierzystej.

Dowdéd jest nastepujacy. Gdyby rozszczepienie czynnikéw gene-
tycznych nastepowalo u heterozygoty przed podzialami komorki
macierzyste] mikro- lub tez makrospor, w takim razie juz ko-
morki macierzyste bylyby (przy pojedynczej heterozygocii) dwojakie.
Natomiast potomstwa kazdej z nich, t. |. wszystkie cztery pocho-
dzace z niej haplonty, bylyby pod wzgledem danego czynnika jedna-
kowe. W przeciwnym razie, t.]. o ile rozszczepienie nastepuje dopiero
podczas jednego z dwu podzialéw komorki macierzystej, musimy
wéréd kazdej tetrady haplontéw otrzymaé oba genotypy. Tak wiegc
przez badanie zosobna potomstw poszczegélnych komoérek macie-
rzystych mozna, juz przy pojedynczej heterozygocji, ustali¢, czy roz-
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szczepienie genetyczne poprzedzato wspommanc podzialy, czy tez
przypadalo na ktéry$ z nich.

Przy wielorakiej heterozygocji mozna nawet stwierdzi¢ ewentual-
nie, ktéremu z dwu podzialéw towarzyszy rozszczepienie genetyczne.
Jezeli nastepowaloby ono przy pierwszym podziale (zazwyczaj reduk-
cyinym), wéwcezas w poszezegSlnych tetradach nie otrzymanoby
nigdy wiece] niz po dwa genotypy naraz, bez wzgledu na ilosé kom-
binacy] mozliwych w haplontach danej heterozygoty. W przeciwnym
razie, t. j. gdyby rozszczepienie towarzyszylo drugiemu podzialowi,
rekombinacja czynnikéw moglaby sie odby¢ rozmaicie w dwu parach
jader powstalych z drugiego podzialu. Wéwezas tez w jednej tetra-
dzie moznaby otrzymaé niekoniecznie dwa, ale ewentualnie i cztery
genotypy.

Obie mozliwosci zilustrujemy schematami dla podwojnej hetero-
zygociji.

Schemat pierwszy — rozszczepienie genetyczne przy pierwszym
podziale komérki macierzystej. Moze ono nastgpié¢ dwojako:

AaBb . . komérka macierzysta . . . AaBb
AB  ab . Ab aB
a AN N
AB AB ab ab .. tetrady ... Ab Ab aB aB

Mozliwe sg cztery genotypy, nigdy jednak wiecej niz dwa naraz.
Schemat drugi — rozszczepienie genetyczne przy drugim podziale.

AaBb AaBb
AaBb A;Bb AaBb  AaBb
AB ab AB ab Ab 2B Ab B

lub tez
Aa Bb
AaBb  AaBb

, E -
AB ab Ab aB

Schemat ten ilustruje mozliwosé otrzymania takze czterech geno-
typow w jednej tetradzie.
Przedstawiong metoda juz w roku 1909 otrzymal wyniki Stras-
burger (6); znalazt mianowicie, ze rozszczepienie czynnikéw-warun-
8*
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kujgcych pleé watrobowca Sphaerocarpos nastepuje nie wczesniej niz
przy jednym z podzialéw komérki macierzystej zarodnikéw.

Badania Paschera (4i5) nad haplontami mieszancéw chlamy-
domonad sklanialyby do przypuszczenia, ze rozszczepienie genetyczne
nastepowalo tam raczej przy drugim podziale, gdyz Pascher ob-
serwowal kilkakrotnie po cztery typy plywek z jednej zygoty. Mozli-
wem jest jednak, ze mial do czynienia z fluktuacjami dwu tylko
genotypow.

Kniep (3) otrzymywal z jednej owocni podstawczaka Aleuroais-
cus polygonius cztery roine pod wzgledem seksualnym typy grzybni.
Nigdy jednak nie otrzymal z bazydjospor jednej podstawki wigcej niz
dwa typy naraz. Stad wnioskuje, ze mial do czynienia z dwiema
parami gendéw i Ze rozszczepienie towarzyszylo heterotypowemu po-
dziatowi.

Allen (1) na haplontach z pojedynczych tetrad Sphaerocarpos
Donnellii stwierdzil zaréwno (jak poprzednio Strasburger) roz-
szczepienie pod wzgledem plci, jako tez rozszczepienie pod wzgledem
innych czynnikéw genetycznych. Mial on do czynienia jednoczesnie
z czynnikiem plci i kazdorazowo jeszcze z innym czynnikiem. Wyniki,
oprécz nielicznych niepewnych wyjatkéw, sklaniajg do przypuszczenia,
7e rozszczepienie nastepowalo przy pierwszym (redukcyjnym) podziale.
Wyiatki, jakkolwiek niepewne, sklaniajg autora do rezerwy w komen-
towaniu wynikéw.

F. Wettstein (7) na osobnikach pochodzacych z pojedynczych
tetrad Funaria hygrometrica mial sposobnosé przekonaé sig, ze roz-
szczepienie nastepowalo przy pierwszym, redukcyjnym podziale w ko-
morce macierzystej zarodnikow.

Jak widaé, przytoczone prace przedstawiajg dla roslin nizszych
pozytywne wyniki. Natomiast dla roslin wyiszych musiano dotych-
czas zadawalaé si¢ przypuszczeniami opartemi na analogjach, pomimo
ze juz w 1902 roku Correns (2) proponowal metode, polegajaca
na zapladnianiu recesywéw pojedyfczemi tetradami pylku mieszan-
céw. Przy zapladnianiu recesywéw komérkami plciowemi heterozygot
stosunki liczbowe w potomstwach odpowiadajg teoretycznie stosun-
kom liczbowym miedzy genotypami uzytych do zapladniania gamet.
Wobec tego, wszystko co poprzednio powiedziano o ewentualnych
stosunkach liczbowych w tetradach haplontéw, dotyczyé bedzie
obecnie stosunkéw liczbowych w zygotach, powstalych z zaplodnien
pojedynczemi tetradami heterozygot. Dla zastosowania tej metody
nalezalo znalezé odpowiedni objekt doswiadczalny, mianowicie ro-
sliny, ktérych ziarna pylku poszczegélnych tetrad zachowuijg facznoscé.
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Tetrady te musialy byé przytem dosé wielkie, aby manipulowanie
niemi pod lupg nie sprawialo zbytniej trudnosci. Wreszcie w odpo-
wiednim gatunku nalezalo wyosobnié genotypy pozwalajace na nie-
dwuznaczne stwierdzenie rozszczepienia.

Strasburger (L. ¢.), ktéry chcial metody zapladniania jedng
tetrada uzyé do rozwigzania kwestji dziedziczenia plci u Helodea
canadensis, nie otrzymal wynikéw. Kwestja zostala dla roslin wyzszych
w dalszym ciggu otwarta.

Interesujac sig zagadnieniem, znalazlem odpowiedni objekt w ga-
tunku Epilobium hirsutum L., ktérego tetrady pylku zachowujg lgcz-
no$é i sg przytem tak wielkie, ze przy pewnej wprawie mozna bylo,
patrzac golem okiem, wybieraé pojedyncze tetrady koncem cienkiej
pincentki. Oczywiscie kazdorazowo nastepowalo sprawdzenie pod
lupa. We wspomnianym gatunku udalo mi si¢ wyosobnié dwie formy
réinigce sie¢ wyraznie pod wzgledem uwlosienia.

Forma typowa Epilobium hirsutum posiada, poza krétkiemi wlo-
skami gruczolowemi, bogate owlosienie dluiszemi znacznie wloskami
mechanicznemi. Forma druga posiada tych mechanicznych wloskéw
znacznie mniej, tak e w poréwnaniu z typowa wydaje si¢ naga
i wyréznia sie nawet zdaleka zywsza zielenia. Réznica wystepuje naj-
wybitniej i w sposéb niedopuszczajacy pomylki na owocach, ktore
u formy mniej owlosione] posiadajg tylko wyjatkowo najwyzej pare
dlugich wloskéw na calym owocu (najczesciej za$ nie posiadaja ich
na owocu wcale). Forma normalna posiada na owocach bogate owlo-
sienie takze i dlugiemi wloskami.

Mieszance sa naogdél zblizone do formy typowej (owlosionej)
i sa nieco mniej owlosione od niej. Jednak réznica nie jest tak
wyrazng, aby wobec fluktuacji, a moze i dzialania modyfikujgcych
czynnikéw genetycznych, z cala pewnosciag mozna bylo heterozygoty
od typu przewazajgcego czystego odréznié. Natomiast typu mniej
owlosionego nie mozna pomyli¢ z mieszancem.

Zalaczona tablica przedstawia oba typy, oraz mieszanca, przy-
czem zwracamy uwage, ze jakkolwiek w wybranych do fotografiji
i rysunkéw osobnikach réznica miedzy typem owlosionym homo-
zygotycznym i mieszancem jest wyrazna, to jednak nie zawsze byla
ona tak wybitna.

Mieszance otrzymalem po raz pierwszy z krzyzéwek wykonanych
w roku 1921. Stosunki liczbowe w rozszczepieniach i krzyzéwkach
zwrotnych wykazujg, ze mamy rzeczywiscie do czynienia z pojedyncza
heterozygocja. Mianowicie otrzymalem nastepujace stosunki liczbowe
rozszczepien F, 1 Fj:
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Tabela I.
L p ! <k poyvych" ynagich" i
yhairy®*) | (.glabrous")
923 | 24 6
3/23 22 5
5/23 23 7
4 | 17 7
2/24 45 16
4/24 21 7
7/24 19 7
425 15 |
5/25 19 6
6/25 9 2
7/25 11
12/25 10
14/25 19
Rozewi .| osg 1| m
feoretycznie | | 24825 | 82.75
(expected) l 3 1

Pozatem w F; otrzymalem nierozszczepiajgce potomstwa zaréwno
Stypowe* jak i ,nagie“.

Krzyzowki recesywéw z heterozygotami daly w potomstwach
nastepujgce stosunki:

Tabela 1L
L E +typowych* i wnagich®
= P (L hairy®) il(..glabrous"}
823 | 14 | 12
1323 10 ; 15
824 15 ; 19
9/24 12 ' 12
1124 11 | 9
12,24 16 14
13/24 12 7
R |
wzem | 90 | 88
teoretycznie | | 89 L8
(expected) l 1 | 1
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Powyisze dane liczbowe wyraznie wskazujg na najprostsze roz-
szczepienie genetyczne.

Zapladnianie pojedyncza tetrada nie doprowadzilo mnie w roku
1922 do otrzymania kietkujacych nasion.

W roku 1923 otrzymalem na pareset zapylen: 4 nasiona 1 raz,
3 nasiona 1 raz, 2 nasiona 2 razy. Niestety jednak wszystkie roslinki
przepadly.

W roku 1924 otrzymalem znowu: 4 nasiona 1 raz, 3 nasiona
1 raz, 2 nasiona 2 razy. Z tych czterech grup nasion udalc mi sig
doprowadzi¢ do stanu rozwinigtego roslinki w dwu grupach, przy-
czem w kazdej po dwa osobniki. Szczesliwym zbiegiem okolicznosci
w kazdej parze zachowalo si¢ po jednej roslince typu przewazajgcego
i po jednej recesywnej.

Tak wiec, otrzymawszy z zaplodnienia recesywa
pojedynczemi tetradami pylku mieszanca, za kazdym
razem zarowno recesywng jak i panujgcag forme, mam
prawo wnioskowaé, ze czynnik warunkujacy u Epilo-
bium hirsufum opisang réinice owlosienia ulega roz-
szczepieniu podczas jednego z podzialéw macierzy-
stej komérki pylku.

Mam nadziejg, ze w dalszym ciggu otrzymam bogatszy materjat
dowodowy, oraz ie wyosobniwszy wigce]j genetypow w gatunku
wzietym za przedmiot doswiadczen, bede mogl dazyé do dalszego
rozwigzania kwestji, starajac si¢ zbada¢, przy ktérym z dwu podzia-
16w nastepuje rozszczepienie czynnikow.

7 Zakladu Hodowli Roslin Uniwersytetu Jagiellonskiego w Kra-
kowie.
Objaénienia do tablicy XIV.

Owlosienie owoedw. Zdjecia fotograficzne wykonane przy powigkszeniu 5-krot-
nem, przekroje rysowane przy powigkszeniu 50 krotnem, 4 — typ ,normalny“,
B — mieszaniec, C — typ ,nagi".

Explanation of the plate XIV.

Hairiness of the fruits. Photographs: X35, sections: <50. A — ,hairy type",
B — heterozygote, C — ,glabrous” type.

Summary.

Associating the segregation of mendelian factors with the re-
duction division has been till the last years based only on analogies
between that groups of facts: both supposed and observed.
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In several more recent researches however this hypothesis has
been proved as right, but we must observe that the few cases of
successful researches dealt only with the lower classes of plants.
All these were cases in which segregation has been directly observed
on tetrads of haplonts issued from single heterozygous mother-cells.

The method of reasoning has been as follows:

If the mendelian segregation occured before the divisions of
the spore mother cells, they would be (in case of simply hetero-
zygocy) of both genotypes; and four haplonts of each tetrad, issuing
from a single mother-cell ought be always found uniform as to the
presence or absence of the respective factor.

In the opposite and a priori more probable case, the segregation
occuring in one of the mother-cell divisions, both genotypes should
be found among the haplonts of each tetrad. In consequence by only
analysing the offsprings of single separated mother-cells it was pos-
sible to state whether the segregation has been antecedent or coin-
cident with the divisions spoken of. To obtain such a result cases
of simple heterozygocy have been sufficient.

By investigating cases of multiple heterozygocy it was moreover
possible to ascertain whether mendelian segregation was associated
with the first or with the second mother-cell division.

So, if the segregation happened in the first (heterotypic) division
we could never obtain in one single tetrad more than two different
genotypes, notwithstanding the number of combinations possible in
haplonts of the heterozygote in question.

In the case, the segregation occuring in the second division, the
recombination of factors resulting of it must not be identic in both
couples of nuclei. In consequence in the four offsprings of a mother-
cell there may be found, as well four, as two genotypes.

We give here schemes illustrating both possibilities on double
heterozygocy.

1. The first scheme. The segregation occurs in the first mother-
cell division. It may take place in two following ways:

A_aBb_ ..... mother-cell ... .. AaBb
AB  ab Ab 2B
r i\\_ \
AB AB ab ab . . . tetrads . .. Ab Ab aB aB

Four genotypes are possible, but in one tetrad never more
than two.
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2. The second scheme. The segregation in the second division:

AaBb AaBb
AaBb  AaBb AaBb AaBb
/ \ H N
AB ab AB ab Ab aB Ab aB
or
Aa Bb
AaBb  AaBb

AB  abAb aB

The scheme above shows, that we may obtain four genotypes
in one tetrad too.

By the method exposed following investigations have been suc-
cesfully carried out.

Strasburger (6) found, that segregation of the sex-factors
in the liverwort Sphaerocarpos occurs at one of both mother-cell
divisions.

Pascher (4) in his investigations on hybrids of Chlamydo-
monads observed as well four as two types of zoospores issuing
from one heterozygote, which would be the proof of the segrega-
tion in the second division. (It may be however possible that he
dealt with fluctuations of only two genotypes).

Kniep (3) obtained in the basidiomyces Aleurodiscus polygonius
four as to their sexual behaviour different types of mycelia. He never
found more than two types issuing from basidiospores born by one
basidium. Kniep concludes, that his investigations relied on a case
of dihybridism and the segregation was simultaneous with the hetero-
typic division.

Allen (1) observed in tetrads of the liverwort Sphaerocarpos
Donnellii like Strasburger segregation of sex and moreover segre-
gation of two pairs of other factors. He investigated cases of dihy-
bridism; the results besides some exceptions lead to the first di-
vision. These exceptions did not allow the author to generalize his
results.

F, Wettstein (7) was able to state on offsprings of single
mother-cells of Funaria hygrometrica, that the segregation took place
in the first (heterotypic) division.

As to the higher plants no results are yet stated, although
Correns (2) proposed already in 1902 a method of fertilising
recessives with single pollen tetrads of heterozygotes.
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The mendelian ratios in offsprings issued of mating recessives
with heterozygotes are the same as the assumed ratios in gametes
of heterozygotes used for such back-crossing. So, all theoretical
explanations spoken of before as to genotypes found in single
tetrads may be applied to the types of zygotes obtained by ferti-
lising a recessive with a single pollen tetrad of a heterozygote.

To be able to use this method it was necessary to find a proper
object to pursue experiments. It must be a species having pollen
grains which remain till their maturity in tetrads. The size of these
should permit an easy manipulation under a magnifying glass. Among
such a species different genotypes should be selected giving the
opportunity after their crossing to a quite certain statement of
segregation.

Strasburger (. c) wanted to apply the method of polli-
nating with a single tetrad to solve the problem of sex- inheri-
tance in Helodea canadensis, but without success.

The problem of the moment of segregation, till yet for higher
plants unresolved, being of great interest, looking for a proper object
I found in Epilobium hirsutum two hereditary different forms of hirsut-
ness. The species has pollen grains in tetrads sufficiently big to give
the possibility of taking a separate tetrad with a pointed end of thin
forceps. After some practice it was quite easy to do it without
any magnifying glass, using it however everytime for veryfying.

Epilobium hirsutum has two types of hair: short glandulous and
longer mechanical. The typical form is not only covered with glan-
dulous, but also with densely distributed long one. The second form,
being less covered with the longer type of hair, seems in compa-
rison to be glabrous and its colour gives an impression of deeper
green. The difference between both types is most striking as to the
hoariness of the fruit, and examining them it was impossible to
make any mistake as to their type. The less hoary type has only
exceptionally several long hair on the whole fruit, for the most
part having only short glandulous ones. The typical ,hairy“ form
has its whole fruits densely covered with long hair too.

The heterozygotes showing only a little less hoariness than
the typical form differ scarcely from it. The fluctuations and pos-
sibly the action of secondary modyfying factors do not permit
to distinguish for sure the heterozygotes from the pure prevalent
form. The ,glabrous“ can never be mixed up with the hetero-
zygote.

The table XIV represents both pure types and their hybrid
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form. But it must be said that although individuals chosen for the
photographs and drawings show us a doubtless difference in the
density of hair between the pure prevalent and the heterozygous
form, the difference was not always discernable one.

| obtained my first hybrids from crosses made in 1921. The
ratios in segregating families and back-crosses show clearly that
we dealt with simply monohybridism. Thus | obtained following
ratios in F, and segregating F; families (see table I in the Polish
text). Moreover | obtained in F; unsegregating ,haired“ and ,gla-
brous® families. Back crossings of heterozygotes with recessives gave
in their offsprings following ratios (table Il of the Polish text). The
ratios above prove the mendelian segregation to be the simpliest one.

Though fertilising recessives with single pollen tetrads of hetero-
zygotes in 1922 1 did not obtain any germinating seeds.

The result of several hundred pollinations in 1923 was fol-
lowing: 4 seeds once, 3 seeds once, 2 seeds twice. Unhappily all
plants brought up died in an early stage of growth.

In 1924 | obtained again: 4 seeds once, 3 seeds once, 2 seeds
twice.

[ succeeded only in two of these four groups of seeds to ob-
tain developped plants: two individuals in each group. Luckily in
each both types (,hairy“ and ,glabrous®) have been represented.

Thus having received by pollinating a reces-
sive with asingle pollen tetrad of a heterozygote,
in each case both, prevalent and recessive type, [ am
authorised to conclude, that the spoken of factor in
Epilobium hirsutum does segregate in one of both divi-
sions of the pollen mother-cell

I hope that further investigation will give me opportunity to
state the theory on a still richer material. Moreover | expect, after
having selected more genotypes in Epilobium hirsutum L. to state
whether the first or the second division is the segregating one.

From the Plant Breeding Department of the Jagellonian Univer-
sity in Cracow.
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