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Summary

The meiotic division of microsporocytes and pollen grain development in
Gagea lutea (L.) Ker.-Gaw. (Liliaceae) with fluorescence microscope (excitation light
400 nm) was observed after squashing the anthers in DAPI solution (fluorochrom
dying DNA). Up to 70% of microsporocytes and pollen grains during the microsporo-
genesis and pollen grain development take a regular course. In the remaining micro-
sporocytes and pollen grains (30%) the disturbances in course of both processes were
observed. The most often observed disturbances are “late” chromosomes and a presen-
ce of micronuclei. The divisions of microsporocytes in the anther loculi show a big
asynchrony, which, like the disturbances during the course of microsporogenesis and
pollen grain development, may be caused by the external factors. The microsporoge-
nesis takes place during autumn and winter months: the pollen grains develop in
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winter. At this time the dividing microsporocytes and developing pollen grains are
under the influence of abiotic factors as low temperature and a lack of water. These
factors disturb the formation of microtubular cytoskeleton of the dividing microspo-
rocytes and pollen grains, which causes the formation of sterile pollen grains.

Stowa kluczowe: Gagea lutea, mikrosporogeneza, rozwoj ziarna pytku, zaburzenia

WSTEP

Z1oé z6tta (Gagea lutea) (L.) Ker.-Gaw. (ryc. 1) jest dziko rosngcg rosling cebul-
kowg, ktéra kwitnie wczesng wiosng (w Polsce od marca do maja). Wystepuje na
calym obszarze Polski w lasach i na przydrozach. Osigga wysokos¢ 25 cm. Okwiat tej
rosliny jest niezr6znicowany z elementami zabarwionymi na zlotozélty kolor, a ze-
wnetrzne listki okwiatu opatrzone sa zielonym pasmem po grzbietowej stronie. Zto¢
rozmnaza si¢ za pomocg cebulek, ale wytwarza tez zdolne do kietkowania nasiona.

Ziarna pyltku s3 czgstym obiektem badari w embriologii roslin okrytonasien-
nych. Procesy prowadzace do ich powstawania mikrosporogeneza i rozwdj ziarna
pytku byty opisywane w szczegdtach przez licznych autoréw a obszerne dane doty-
czgce ziaren pytku zebrano w monografiach (Cresti i in., 1991;Ottawiano iin.,
1992;Rodkiewicz i in., 1996;Raghavan, 1997). Zainteresowanie przebiegiem
obu proceséw wynika z kluczowej roli ziaren pytku w seksualnym rozmnazaniu ro-
$lin. Ze wzgledu na to, ze wlasciwy ich przebieg jest zasadniczym warunkiem sukcesu
reprodukcyjnego roslin, zaburzenia mejozy i rozwoju ziaren pytku sg wcigz przed-
miotem intensywnych badafi. Zaburzenia sg przyczyna niskiej lub obnizonej zywot-
nosci pytku m.in. u begonii bulwiastej (K 1e i n, 1985), rododendrona (K1ein iin.,
1998), kapustowatych (Adamus, 1998)icebuli(Klein i Korzonek, 1999).
Szczegbétowych informacji dostarczyly obserwacje zaburzen podczas rozwoju ziaren
pytku u ptodnych, czgsciowo sterylnych i sterylnych Daucus carota Michalik,
1971; 1979). Na podstawie badan tej rosliny stwierdzono, ze mikrospory roslin me-
sko-sterylnych rozwijaja si¢ w sposob prawidtowy, a zaburzenia pojawiaja si¢ w ko-
lejnych fazach rozwoju ziaren pytku. Zaburzenia podczas mikrosporogenezy i rozwo-
ju ziaren pytku roslin uprawnych, ozdobnych czy dziko rosngcych mogg mie¢ bardzo
réznorodng etiologie lacznie z czynnikami genetycznymi, cytoplazmatycznymi czy
cytoplazmatyczno-genetycznymi (K 1ein i M ur a s, 2000). Cytoplazmatyczna
meska sterylno$¢ u marchwi wykazuje pewne odchylenia w podwyzszonych tempera-
turach, co prowadzi do produkcji zréznicowanej ilosci ptodnych ziaren pytku.

Gagea lutea jest rosling wczesnowiosenna, ktérej kwitnienie poprzedza mi-
krosporogeneza i rozwdj ziaren pylku jesienig i zimg. Badania mikrotubularnego
cytoszkieletu podczas obu proceséw wykazaty zaburzenia w konfiguracjach cytosz-
kieletalnych spowodowanych m.in. niskimi temperaturami (Bohdanowicz iin,,
2005). Nietypowe zmiany w rozmieszczeniu mikrotubul w czasie podzialéw komor-
kowych powoduja zakiécenia w dystrybucji materiatu jadrowego. Dlatego celem pre-
zentowanej pracy jest zbadanie jakie zaburzenia w rozmieszczeniu jgdrowego mate-
rialu genetycznego maja miejsce podczas mejozy i rozwoju ziarna pylku zloci zétte;j.



Zaburzenia w mikrosporogenezie i rozwoju ziarna pytku Gagea lutea (L.) Ker. Gaw. 73

MATERIAL 1 METODY

Rosliny Gagea lutea (L.) Ker.-Gaw. (Liliaceae) zbierano z naturalnych stanowisk
w Nowym Narcie w latach 2002 i 2003. W 2002 roku zebrano materiat w celu doktadnego
okreslenia czasu, w ktérym ma miejsce mikrosporogeneza i rozwéj ziarna pytku. Obiek-
tem badan byly paki kwiatowe znajdujace si¢ wewnatrz cebul i takie, ktdre juz wyrosty na
zewnatrz cebul. Z pagkéw kwiatowych izolowano pylniki. W jednym z pylnikéw kazdego
paka sprawdzano stadium rozwoju, a pozostate pylniki utrwalano w mieszaninie alkoholu
etylowego i kwasu octowego w proporcji 3:1. Utrwalone pylniki rozgniatano w acetokar-
minie i obserwowano w mikroskopie swietlnym. W celu obserwacji podzialu mejotyczne-
go i rozwoju ziarna pytku w mikroskopie fluorescencyjnym pylniki rozgniatano w mie-
szaninie roztworu 1 pug/ml DAPI w PBS i gliceryny. DAPI stosowano w celu zabarwienia
DNA (W ¢ d z o ny, 1996). Tak wybarwione mikrosporocyty i ziarna pylku ogladano
w mikroskopie Nikon Optiphot przy dtugosci fali 400 nm. Plodne i sterylne ziarna pytku
liczono przy uzyciu hemocytometru.

WYNIKI

Zawiazki kwiatéw Gagea lutea zaczynaja si¢ formowac na przelomie sierpnia
i wrzesnia, wewnatrz cebul. W tym czasie zawigzuja si¢ czgsci wegetatywne kwiatu
oraz organy generatywne preciki i zalazki. Rozwéj pakéw jest nierdwnoczesny
jedne z nich sg w stadium mniej, a inne w bardziej zaawansowanym. Pierwsze paki
kwiatowe z precikami, w pylnikach ktérych byly mikrosporocyty w poczatkowych
stadiach podzialu mejotycznego zaobserwowano w pazdzierniku. W kolejnych mie-
sigcach obserwowano paki z r6znymi stadiami mejozy. W wigkszosci pakéw kwiato-
wych zebranych w styczniu obserwowano ziarna pytku. W tym czasie jedynie w nielicz-
nych pgkach byly pylniki z mikrosporocytami w trakcie podzialu mejotycznego.
Obserwowano zalezno$¢ migdzy wielkoscig pakéw i dlugoscig pylnikéw a stadium
mikrosporogenezy i rozwoju ziarna pytku. Korelacj¢ migdzy diugoscig pylnika i sta-
dium rozwoju mikrospocytu lub ziarna pytku Gagea lutea pokazuje tabela 1.

W wigkszosci obserwowanych mikrosporocytow Gagea lutea, mejoza prze-
biega w regularny sposéb (ryc. 1-8). W kolejnych stadiach  profazie pierwszego
podzialu mejotycznego (ryc. 2), posttelofazie po pierwszym podziale mejotycznym
(ryc. 3), metafazie (ryc. 4), anafazie (ryc. 5) i telofazie (ryc. 6) drugiego podziatu
mejotycznego jak rowniez w pozostatych stadiach mikrosporogenezy nie pokaza-
nych w tej pracy nie obserwowano zaburzen. W wyniku regularnej mejozy rozwijaja
si¢ tetrady mikrospor (ryc. 7). Mikrospory w tetradach Gagea lutea sg utozone
w rézny sposob. Najczgsciej spotykano mikrospory utozone tetraedrycznie lub
w izobilateralne czworki, rzadziej uktadajg si¢ naprzemianlegle, liniowo lub w ksztal-
cie litery T. Podobnie jak w mikrosporogenezie, w wigkszosci przypadkéw, bez wi-
docznych zakiécen przebiega rozwéj ziarna pytku. Na ryc. 8 pokazano mikrosporg
w anafazie, a na ryc. 9 dwujadrowe ziarno pytku z widocznym jadrem komorki wege-
tatywnej i generatywnej. W efekcie regularnego rozwoju 70% ziaren pylku jest ptod-
na; pozostale 30% ziaren pyltku jest sterylne.
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Ryc. 1. Pokr$j Gagea lutea. 0,75 x.
Fig. 1. Habit of Gagea lutea.

Ryc.2 9. Regularna mikrosporogeneza i rozwdj ziama pytku Gagea lutea. Barwienie DAPL 1100 x.

Figs 2 9. The regular microsporogenesis and the pollen grain development in Gagea lutea
Staining with DAPL

Ryc. 2. Mikrosporocyt. Profaza pierwszego podzialu mejotycznego.
Fig. 2. Microsporocyte. Prophase of the first meiotic division.

Ryc. 3. Diada.
Fig. 3. Diad.
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Ryc. 4. Diada. Metafaza drugiego podzialu mejotycznego.

Fig. 4. Diad. Metaphase of the second meiotic division.

Ryc. 5. Diada. Anafaza drugiego podzialu mejotycznego.
Fig. 5. Diad. Anaphase of the second meiotic division.

Ryec. 6. Mikrosporocyt Gagea lutea w telofazie drugiego podzialu mejotycznego.
Fig. 6. Microsporocyte of Gagea lutea in the telophase of the second meitic division.

Ryec. 7. Tetrada mikrospor.
Fig. 7. Tetrad of microspores.

Ryc. 8. Anafaza mitotyczna w mikrosporze.
Fig. 8. Mitotic anaphase in microspore.

Ryc. 9. Dwukomoérkowe ziarno pytku. Jadra komérki generatywnej (owalne) i wegetatywnej
(kuliste).
Fig. 9. Bicellular pollen grain. The nuclei of the generative (oval) and vegetative (spherical) cells.
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Ryc. 10 20. Zaburzenia w mikrosporogenezie i rozwoju ziarna pytku Gagea lutea. Barwienie
DAPL x 1100.

Figs 10 20. Disturbances in the microsporogenesis and pollen grain development in Gagea lutea.
Staining with DAPL

Ryc. 10. Mikrosporocyt w telofazie pierwszego podzialu mejotycznego. W plaszczyZnie réwniko
wej widoczny ,,mostek” chromosomowy.

Fig. 10. Microsporocyte in the telophase of the first meiotic division. In the equatorial plate, the
chromosome “bridge” is visible.

Ryc. 11. Mikrosporocyt w posttelofazie pierwszego podzialu mejotycznego. Migdzy dwoma
telofazowymi grupami chromosoméw widoczny ,,mostek’” chromosomowy.

Fig. 11. Microsporocyte in the posttelophase of the first meiotic division. Between two groups of
chromosomes, the chromosome “bridge” is visible.

Ryc. 12. Diada. W jednej z komoérek diady anfaza Il podzialu mejotycznego; w drugiej posttelofaza.

Fig. 12. Diad. In one of the diad cells, anaphase of the second meiotic division; in the other,
posttelophase.

3%

Ryec. 13. Posttelofaza II. Pojedyncze ,,sp6Znione” chromosomy.
Fig. 13. Posttelophase II. Single, the laggard chromosomes.

Ryec. 14. Mikrosporocyt po drugim podziale mejotycznym z dodatkowymi jadrami r6znej wielkosci
Fig. 14. Microsporocyte after the second meiotic division with additional nuclei, which are diffe
rent in size.

Ryc. 15. Mikrospora z jadrem i mikrojadrem.
Fig. 15. Microspore with nucleus and a micronucleus.
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Ryc. 16 17.Mikrospory z jednym jadrem i licznymi mikrojadrami widocznymi w réznych ptasz
czyznach.

Figs 16 17. Microspores with one nucleus and numerous micronuclei which are visible in diffe
rent planes.

Ryc. 18. Ziarno pytku w anafazie mitotycznej z mikrojadrami.
Fig. 18. Pollen grain in mitotic anaphase with micronuclei.

Ryec. 19. Ziarno pytku po podziale mitotycznym na komérke generatywna i wegetatywna z mikro
jadrami.
Fig. 19. Pollen grain after the mitotic division into generative and vegetative cells with micronuclei.
Ryec. 20. Ziarno pytku po podziale mitotycznym na komorke generatywng i wegetatywng z jadrami
tej samej wielkosci.
Fig. 20. Pollen grain after the mitotic division into generative and vegetative cells with nuclei,
which are the same size.



Ewa Szczuka, Jerzy Bohdanowicz, Joanna éwierczyﬁska,

78 Jolanta Sobieska, Jacek Pietrusiewicz

Tabela 1

Korelacja migdzy dlugoscia pylnika a stadium mikrosporogenezy

lub rozwoju ziarna pytku u Gagea lutea.
Table 1
Correlation between the length of the anther and the stage
of microsporogenesis or pollen grain development in Gagea lutea.
(I pierwszy podzial mejotyczny, I podzial mejotyczny)
(I first meiotic division, I second meiotic division)
Dhugosé¢ pylnika Stadia mikrosporogenezy lub rozwoju ziarna pytku

W mm

(od najczesciej obserwowanych)

Length of anther |  Stages of microsporogenesis or pollen grain development

in mm (from the most often observed)
tkanka sporogenna, profazy I
<1,5 sporogenic tissue, prophases I

profazy I, metafazy I, anafazy I, telofazy I, profazy II,

1,5-2,0 metafazy II, anafazy II, telofazy II, tetrady mikrospor, tetrady

z mikrosporami w profazie i metafazie

prophases I, metaphases I, anaphases I, telophases 1,
prophases II, metaphases II, anaphases II, telophases 11,
tetrads of microspores, tetrads with microspores in prophase
and metaphase

profazy I, metafazy I, anafazy I, telofazy I, profazy II,
metafazy II, anafazy II, tetrady z mikrosporami w profazie

2,0-2,5 i metafazie, triady, pojedyncze mikrospory, zwakuolizowane

mikrospory, ziarna pytku

prophases I, metaphases I, anaphases I, telophases I,
prophases II, metaphases II, anaphases 11, tetrads with
microspores in prophase and metaphase, triads, single
microspores, vacuolated microspores, pollen grains

profazy I, metafazy I, anafazy I, telofazy I, diady, profazy II,
metafazy I, anafazy II, tetrady z mikrosporami w profazie

2,5-3,0 i metafazie, triady, tetrady mikrospor, pojedyncze

mikrospory, zwakuolizowane mikrospory

prophases I, metaphases I, anaphases I, telophases I, diads,
prophases II, metaphases II, anaphases II, tetrads with
microspores in prophase and metaphase, triads, tetrads of
microspores, single microspores, vacuolated microspores,

diady, tetrady

3,0-3,5 diads, tetrads

>35

mikrospory
microspores
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Niektére z obserwowanych zaburzeri pokazujg fotografie 10 20. Najczesciej
obserwowanymi zaburzeniami w trakcie pierwszego podzialu mejotycznego byty
mostki chromosomowe miedzy telofazowymi (ryc. 10) i posttelofazowymi (ryc. 11)
jadrami. Czesto obserwowano brak synchronizacji podzialéw jader w oddzielonych
$ciang komoérkach diady (ryc. 12). Podczas drugiego podzialu mejotycznego spoty-
kano ,,sp6Znione” chromosomy (ryc. 13), a po podziale mejotycznym zamiast typo-
wych tetrad pentady lub komérki niejednakowej wielkosci. Ich liczba byta zmien-
na, czesto wieksza od pieciu (ryc. 14).

Zaburzenia obserwowano tez podczas rozwoju mikrospory i ziarna pytku. Przed
podzialem mitotycznym jadra mikrospory obserwowano najczesciej jedno duze jgdro
i zmienng liczbg mikrojader (ryc. 15, 16, 17). Niekiedy mikrojadra towarzysza podzia-
towi mitotycznemu. Na fotografii 18 widoczne jest ziarno pyltku z chromosomami
w trakcie anafazy i mikrojadrami w cytoplazmie. Mikrojadra obserwowano w ziar-
nach pytku z wyraznym jadrem wegetatywnym i generatywnym (ryc. 19), a niekiedy
oba jadra byly jednakowej wielkosci (ryc. 20).

DYSKUSJA

Rozwdj kwiatostanéw Gagea lutea trwa kilka miesigcy. Meskie organy gene-
ratywne wewnatrz kwiatéw tej rosliny dojrzewaja w kilku etapach. Ich rozwdj rozpo-
czyna si¢ péZnym latem wewnatrz cebul. Taki sposéb rozwoju jest bardzo czgsto
spotykany u przedstawicieli rodziny Liliaceae i rzgdu Liliales, do ktérych badany
gatunek nalezy. Podobnie stopniowo przebiega rozwdj zeriskiego gametofitu u przed-
stawicieli tego rzedu np. Galanthus nivalis (C hu d z ik 1 in., 2002). Stopniowy
rozwoj kwiatéw Gagea lutea i réznorodnos¢ stadidw rozwojowych jest zwigzana
z typem kwiatostanu tego gatunku przypominajacym baldach. W takim kwiatostanie
paki sa w ré6znych stadiach rozwojowych, a w pylnikach r6znych kwiatéw rézne etapy
mikrosporogenezy i rozwoju ziarna pytku. Paki z pylnikami, w ktérych znajdowano
stadia mikrosporogenezy rozwijaly si¢ w kolejnych miesigcach jesiennych. R6zne
stadia mikrosporogenezy w pylnikach znajdowano od pazdziernika do grudnia.
W styczniu w pylnikach znajdowano ziarna pytku w r6znych stadiach rozwoju. Po-
dzialy mejotyczne i mitotyczne wewnatrz pylnikéw wykazuja duzg asynchronizacjg.
Najprawdopodobniej jest ona spowodowana warunkami zewnetrznymi. Gagea lutea
kwitnie w Polsce od marca do maja. Mikrosporogeneza przebiega w miesigcach je-
siennych i zimowych; ziarna pylku rozwijajg si¢ zimg. W tym czasie dzielace si¢
mikrosporocyty i rozwijajace si¢ ziarna pytku znajdujg si¢ pod wpltywem czynnikéw
abiotycznych (takich jak niska temperatura i brak wody) dzialajacych w czasie trwa-
nia mikrosporogenezy badanego gatunku. Wymienione czynniki powodujg zaburze-
nia w formowaniu mikrotubularnego szkieletu cytoplazmatycznego w mikrosporocy-
tach 1 rozwijajacych si¢ ziarnach pytku (Bohdanowicz i in., 2005).

Mikrospory roslin okrytozalagzkowych najczgsciej ulozone sg tetraedrycznie
lub w izobilateralne czwérki, rzadziej ukladajg si¢ naprzemianlegle, liniowo lub
w ksztalcie litery T. Na og6t uklad jest wlasciwy gatunkowi, ale zdarzaja si¢ gatunki
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z r6znymi tetradami (Rodkiewicz iin., 1996). Z obserwacji przeprowadzonych
w tej pracy wynika, ze Gagea lutea jest jednym z takich gatunkéw, u ktérych jedno-
czesnie wystepujg rézne ukltady mikrospor w tetradach.

Powszechnie wiadomo, ze w dojrzalej mikrosporze zachodzi podzial mito-
tyczny poprzedzony migracjq jadra do peryferycznej czgsci komoérki. Migracja ta
zwigzana jest z dwoma zjawiskami. Pierwszym z nich jest wakuolizacja mikrospory:
najczesciej bezposrednio przed podzialem wakuola mikrospory znacznie si¢ powigk-
sza, co powoduje przesunigcie jagdra na pozycje biegunowg. Drugie wigze si¢ ze spe-
cyfikg szkieletu cytoplazmatycznego komérki, a scisle z oddzialywaniem mikrotu-
bul, ktére tworzg system mikrotubularny bieguna generatywnego (Terasaka
i Nitsu, 1990; 1995; Brown i L e m m o n, 1992). System ten determinuje
asymetryczny podzial jadra mikrospory, co przejawia si¢ najpierw przemieszcze-
niem jadra do bieguna generatywnego mikrospory. W czasie rozwoju ziarna pytku
(styczeii marzec) mikrotubule narazone sg na rozpad pod wptywem niskich tem-
peratur (ponizej 4°C). Powoduje to depolimeryzacj¢ systemu mikrotubularnego
bieguna generatywnego, co jest przyczyng powstawania nieprawidlowo rozwinie-
tych ziaren pytku. Destrukcyjne dziatanie niskich temperatur dotyczy mikrotubul
w dzielagcych si¢ komdrkach. Te mikrosporocyty i mikrospory, ktére dzielg si¢
w temperaturze powyzej 4°C maja szanse na wytworzenie prawidlowo rozwinie-
tych, ptodnych ziaren pytku.

Whioski

1. 70% badanego pytku Gagea lutea jest pytkiem zywotnym.

2. Zaburzenia w rozmieszczeniu jadrowego materialu genetycznego obserwo-
wano podczas mikrosporogenezy i rozwoju ziarna pytku Gagea lutea.

3. Najczgsciej obserwowane zaburzenia to ,,sp6Znione” chromosomy podczas
drugiego podzialu mejotycznego i obecnos¢ mikrojagder w mikrosporach i ziarnach
pyiku.

4. Gagea lutea jest jednym z takich gatunkéw, u ktérych jednoczesnie wyste-
puja rézne uktady mikrospor w tetradach: tetraedryczny, izobilateralny, naprzemian-
legly, liniowy i w ksztalcie litery T.
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Streszczenie

Podziat mejotyczny mikrosporocytéw i rozwdj ziarna pytku Gagea lutea (L.)
Ker.-Gaw. (Liliaceae) obserwowano w mikroskopie fluorescencyjnym (Swiatto wzbu-
dzajace 400 nm), po rozgnieceniu pylnikéw w roztworze DAPI (fluorochrom barwig-
cy DNA). W 70% mikrosporocytéw i ziaren pytku mikrosporogeneza i rozwoj ziarna
pytku przebiega w regularny sposéb. W pozostatych mikrosporocytach i ziarnach
pylku (30%) obserwowano zaburzenia w obu procesach. Najczesciej obserwowanymi
zaburzeniami s3 ,,sp6Znione” chromosomy i obecnos¢ mikrojader. Podzialy mikro-
sporocytow w komorach pylnikéw wykazuja duzg asynchronizacje, ktéra podobnie
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jak zaburzenia w przebiegu mikrosporogenezy i rozwoju ziarna pytku, moze byc¢
spowodowana warunkami zewngtrznymi. Mikrosporogeneza ma miejsce podczas je-
siennych i zimowych miesigcy: ziarna pytku rozwijajg si¢ zimga. W tym czasie dziela-
ce si¢ mikrosporocyty i rozwijajace si¢ ziarna pytku znajdujg si¢ pod wptywem czyn-
nikéw abiotycznych takich jak niska temperatura i brak wody. Czynniki te zaklécajg
formowanie szkieletu mikrotubularnego dzielacych si¢ mikrosporocytéw i ziaren pytku,
co jest przyczyna powstawania sterylnych ziaren pytku.
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