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Selekcja odmian poliploidalnych we wszystkich etapach hodowli, po-
czgwszy od materialu wyjéciowego az do nasion oryginalnych, w duzej
mierze opiera sie na ‘badaniach cytologicznych. Konieczno$¢ wykonania
wielu tysiecy oznaczen liczby chromosoméw w materiale matecznym
sktonita hodoweoéw do korzystania z bardzo szybkich metod badan cytolo-
gicznych, dajgcych przy tym dostatecznie wyraZne i pewne wyniki. Meto-
da tych badan jest w zasadzie nieskomplikowana, wymaga jednak precyzji
w wykonaniu i bezblednos$ci w obserwacji mikroskopowej. Z tego wzgle-
du w hodowli roélin poliploidalnych korzysta sie niekiedy z dodatkowych
kryteribw poliploidalnosci, jak wielko§¢ ziarn pytku, dlugosé szparek od-
dechowych: lub grubo$é¢ korzonkéw zarodkowych u zyta itp.

Te dodatkowe kryteria poliploidalnoéci sg tak ditugo pomocne, dopoki
w badanym materiale mamy do odréznienia formy diploidalne i tetraploi-
dalne. Z chwilg jednak, gdy w materiale hodowlanym znajdujemy- oprocz
diploidéw i tetraploidéwwé’.'gzemplarze triploidalne, a co gorsze aneuploi-
dalne, jedynym i niezawodnym kryterium oceny stopnia poliploidalnosci
jest dokladne policzenie liczby chromosoméw w tkankach somatycznych
1 przebadanie prawidlowosci przebiegu mejozy.

Pierwsza czynnoscia, od ktérej zalezy udanie sie¢ preparatu, jest pra-
widlowe pobranie materialu do badan cytelogicznych. Rodza] pobranego
materiatu zalezeé bedzie od badanej roéliny oraz celu badan cytologicz-
nych. Cheae oznaczyé liczbe somatyczng chromosomoéw pobieramy do ba-
dania wierzcholki wzrostu korzonkéw, pedéw wzglednie bardzo mlode
listki. Dla zbadania przebiegu podziatu redukcyjnego uzywamy mtodych
pylnikéw, w ktérych podzial mejotyczny przesledzimy w komoérkach ma-
cierzystych pyltku. Pobranie materialu do badan cytologicznych w celach
hodowlanych jest nieco odmienne niz w pracowniach naukowych dla ba-
dan botanicznych.

W hodowli zalezy nam przede wszystkim, aby badany ob_1e»kt, z kté-
rego pobieramy prébe, pozostal przy zyciu w stanie mozhwm; nieuszkodzo-
nym. Rzadko wiec pobieramy do badan nad chromosomami somatyczny- -
mi wierzchotki korzonkéw zarodkowych, uzywamy najczescie] w1erz_ch01-
kéw wzrostu z korzonkéw bocznych. Pozwala to nam na zachowanie ro-
Sliny przy zyciu. U szeregu roflin, np. u traw i koniczyn, mozna pobract
prébe do badan takze z korzonkéw zarodkowych, poniewaz rosliny te bar-

~ dzo latwo regenerujg korzenie. Pobranie préby bez zniszczenia rosliny
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szczegOlnie jest wazne w stosunku do materiatu wyjsSciowego (C,), ktory
jest zazwyczaj liczebnie maty i bardzo cenny. Pobierajgc material do ba-
dan z wierzcholkow pedu staramy sie go w ten spos6éb pobra¢, azeby nie
uszkodzié oczek u$pionych, z ktorych roslina zregeneruje ped. U burakéow
cukrowych bardzo dobre preparaty otrzymuje sig¢ z siewek dwutygodnio-
wych, u ktérych zaznaczaja sie dopiero liScie srodkowe; pobrane w tym
stadium liscie sercowe wykazujg duzo podziatléow komoérkowych ltatwych
do policzenia. Osobnik, z ktoérego pobieramy probe, ro$nie nadal i moze
byé zachowany do dalszej hodowli. "
‘ Niezaleznie od tego w jaki spos6b pobieramy material do badan, ro-
$liny powinny znajdowa¢ sie w dobrych warunkach wzrostu, bo wtedy
w merystemach znajdziemy dostateczng liczbe podzialéw komoérkowych,
co pozwoli na wyszukanie odpowiednich do liczenia plytek metafazowych.

Na kilka godzin przed pobraniem proby rosliny powinny by¢ zroszone
i znajdowaé sie w optymalnych warunkach wzrostu jesli chodzi o tempera-
ture.

U niektérych ro$lin o bardzo diugich chromosomach, np. u bulwy,
u pszenicy, korzystne jest skrécenie chromosomoéw przez poddanie roslin
na kilka godzin przed pobraniem materiatu do analiz niskiej temperatu-
rze. Po okresie optymalnego wzrostu ro$liny stawiamy do chtodni o temp.
okolo + 4 do 6°C. Skréocenie chromosomoéw u niektérych gatunkow w sto-
sunku do pierwotnej ich dlugoéci jest wielokrotne. U burakéw cukrowych
np. chromosomy dobrze ochtodzone podobne s3 do chromosomoéw w mejo-
zie, a nawet nieco krotsze. Rysunki i fotografie tak traktowanych chro-
mosoméw podata M. Pictrowicz (rys 1). U niektérych gatunkéw chiodze-
nie nie powoduje tak wybitnego skrécenia (np. u pszenicy) jak na rys. 1.
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Rys. 1. Béia pulgaris L. — gérny rzad — chromosomy po schiodzeniu (diploid, tr”
ploid, tetraploid); dolny rzgd — to samo bez chiodzenia (wg M. Piotrowicz)
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Oznaczenia liczbv chromosoméw w hodowli roglin dokonujemy szyb-
kimi metodami. Metody te poza swoja szybkoscig majg-i te Zalete, Zze mo-
zemy sztucznie rozsungé chromosomy przez naciskanie i 13 miejsca,
w ktorym znajduje sie badana komérka. Liczenie np. chtomosoméw u tak
trudnego obiektu, jakim jest bulwa (102 chromosomy), w preparatach
przygotowanych metoda parafinows jest bardzo trudne, nie sprawia na-
tomiast wigksZego trudu policzenie chromosomoéow w preparacie rozmazo-
wym z zastosowaniem rozplaszczenia komoérki przy pomocy iglty (rys. 2).
To rozptaszczanie komoérki przy pomocy igly dokonujemy przy $rednim
powigkszeniu mikroskopowym zachowujgc ostroznosé, aby nie uszkodzié
blon komérki przez zbyt silne ugniatanie szkielka nakrywkowego. Z tego
tez wzgledu liczymy chromosomy tylko w komérkach nieuszkodzonych,
poniewaz przy uszkodzeniu cze$é chromosoméw moze wyplyngé poza
obreb komorki. ' ’ \

Rys. 2. Helianthus tuberosus L. — z lewej komoérka normalna, z prawej komdrka
' rozgnieciona

Z szybkich metod mikrotechnicznych postugujemy sie¢ metodami roz};
mazowymi, barwigc preparaty karminem, orceing lub migrozyna. Z tyc

trzech metod dwie pierwsze nie sprawiajg nawet poczatkujacym techni-

kom specjalnych trudno$ci, w metodzie nigrozynowej bardzo za$ c}fe:sto
Wystepuja straty barwnika, co przeszkadza obserwacji. Na ogot technicy
uzywaja zbyt duzo tego barwnika, co przeszkadza przy rozgma}t;camu pre—_—
Paratu. Opanowawszy jednak technike otrzymuje sie bardzo do rle{kprepa_
raty, ktérych chromosomy wybarwione sg na czarno, a plazma lekko sza

\
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ra. W naszej pracowni metoda nigrozynowa jest najczeSciej uzywana do
wszystkich typoéw preparatéw cytologicznych.

Z bardzo szybkich metod nalezy takze wymienié¢ liczenie chromoso-
moéw w preparatach rozmazowych, lecz bez barwienia preparatu, przy po-
mocy mikroskopu kontrastowo-fazowego. Materiat do badan po utrwale-
niu i rozluznieniu tkanek rozgniatany jest na szkielki przedmiotowym.

Liczbe chromosomoéw oznaczamy w komoérkach tkanek merystema-
tycznych. W preparacie rozmazowym tkanki te mozna bardzo latwo roz-
rozni¢ pod malym powiekszeniem, ze wzgledu na silniejsze wybarwienie
sie-plazmy w poréwnaniu z komoérkami innych tkanek. Liczba chromoso-
moéw w tkankach zréznicowanych moze znacznie odbiegaé od liczby chro-
mosomoéw charakterystycznej dla danego gatunku. Okreslenie liczby chro-
mosoméw powinno odbywaé sie na podstawie policzenia liczby-chromoso-
moéw kilku dobrze wyksztalconych piytek metafazowych.

Najczestszym bledem popelnianym przy wyszukiwaniu podzialéw jest
poslugiwanie sie zbyt duzym powiekszeniem mikroskopu Pierwszg czyn-
noScig powinno byé wyszukiwanie w preparacie najlepszej partii, w kto-
rej widzimy duzo podzialéw komérkowych. Dopiero wtedy zwiekszamy
powiekszenie mikroskopu do okres$lonej wielkosci.

Ostateczne okre$lenie liczby chromosoméw u oscbnikéw, co do kté-
rych mamy watpliwosci, czy sa aneup101dam1 czy tez formami euplmdabny-
mi, powinno odbywaé sic w okresie mejozy. Przebadanie komoérek macie-
rzystych pylku peozwala nam na bezsporne okre§lenie stopnia poliploidal-
noéci. Okreélenia liczby chromosomé6w dokonujemy na komoérkach w sta-
dium anafazy 1 lub metafazy II. Pol'czenie chromosoméw w metafazie |
i autopoliploiddéw jest bardzo trume, a niekiedy wrecz niemozliwe ze
wzgledu na tworzenie poliwalentow (rys. 3).

K

Rys. 3 Beta vulgaris L, K. m. p. — poliwalenty triploidu (2 n = 27)
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Policzenie w anafazie I liczby chromosoméw na obu biegunach komér-
ki da nam liczbe somatyczng chromosoméw dla danego osobnika. Stwier-
dzenie nieré6wnego rozdzialu chromosoméw na bieguny bedzie $wiadczyé,
ze badany egzemplarz jest aneuploidem, triploidem, wzglednie osobni-
kiem euploidalnym wykazujacym zaburzenia w podziale redukcyjnym:.

W mejozie latwiej dokonaé obliczen liczby chromosoméw, bo w jed-
nym rozmazie mamy czgsto setki komoérek macierzystych pviku w tym
samym stadium podziatu. Policzenie liczby chromosoméw w obu piytkach
metafazy II mozliwe jest tylko wtedy, gdy wrzeciona ulozone sg rownole-
gle (rys. 4). Przy ulozeniu wrzeciona prostopadlym (rys. 4) jedna plytka

" bedzie w rzucie bocznym, druga bedzie widziana z gory.

Rys. 4. Beta vulgaris L. K m. p. Metafaza II. a — ulozenie wrzecion rownolegle;
b — ulozenie wrzecion prostopadie

Wybarwienie chromosoméw w okresie mejozy iest na ogé?g IatwlleJ.sze.
Wypreparowany pylnik rozgniatamy w kropli barwnika, ktory zawiera
W sobie kwas octowy. Uzywamy najczeSciej karminu, orceiny lub nigro-.
zyny. U roslin o bardzo duzych pylnikach korzystne jest uprzednie utrwa-
lenie w mieszance Carnoy‘a. Nigrozyna jako barwnik do wybarwlania
chromosoméw w mjozie jest przez wielu badaczy ni_ed.octenlana. Un}leJQt‘
hie zastosowany ten barwnik jest jednym z n"ajl-epl'eJ wybngmJaCY?h
barwnikéw. Roztwér standardowy uzywany do badan nad 'n’ntoza_wnalezy
rozcienczyé 4- do 8-krotnie 50% kwasem octowym. To rozclenczenle nale-
zy wyprobowaé w zaleznoéci od badanego obiektu. Bgrw:xqc ’mgrozyna
mozna prze$ledzié najwcze$niejsze stadia podziatu komorki, ktore zazwy-
¢zaj przy barwieniu orceing, a zwlaszeza karminem, Zle si¢ wybarwiaja.
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Poza badaniami cytologicznymi, majacymi na celu okreslenfe liczby
chromosoméw u badanego obiektu, w hodowli prowadzi sig selekcje cy-
tologiczng na okreslony sposéb koniugacji chromosoméw w mejozie. Auto-
poliploidy bowiem wykazuja zjawisko samorzutnej regulacji liczby chro-
mosomoéw do liczby wyjsciowej znane pod nazwa ,,Breakdown‘‘ lub ,,He-
rabregulierung* oraz zjawisko slabej ptodnosci u tetraploidéw.

Fakt samoregulacji liczby chromosoméw u niektérych sztucznie uzy-
skanych poliploidéw zmusza do stalej kontroli cytologicznej materialéw
polipioidalnych, nawet przy najscislejszej izolacji majgcej na celu zabez-
pieczenie przed skrzyzowaniem z materialem diploidalnym. _

Literatura tego przedmiotu jest bardzo obszerna i nie ma potrzeby
szczegblowo jej omawiaé. Ogélnie nalezy stwierdzi¢, ze w wielu wypad-
kach stwierdzono zalezno$¢ miedzy plodno$cig a prawidlowoscia podzialu
mejotycznego. Jesli przebieg podzialu mejotycznego jest prawidlowy we
wszystkich fazach, nalezy spodziewaé sie wysokiej plodnosci. Je$li nato-
miast obserwuje sie zaburzenia w pewnych fazach podziatu mejotycznego,
‘nalezy spodziewa¢ sie stabej plodnosci. Regula ta w obu wypadkach ma
jednak sporo wyjatkow. I tak: niekiedy przy nieprawidlowym podziale re-
dukcyjnym obserwuje si¢ doskonala ptodno$é, a w drugim wypadku przy
prawidtowym podziale redukcyjnym obserwuje sie slaba plodnosé.

Stwierdzenie multiwalentéw w metafazie I jest najczestsza przyczy-
ng obnizenia ptodnosci i sktonno$ci do samoregulacji chromosoméw. W ta-
kim wypadku bardzo czesto powstaje wrzeciono wielobiegunowe z wszyst-
kimi konsekwencjami cytologicznymi tego zjawiska. ‘

Z drugiej strony stwierdzono u niektérych gatunkéw poliploidalnych
wysokg plodno$¢é mimo stalego tworzenia multiwalentéw. Hordeum bul-
bosum, Dactylis glomerata czy Phleum pratense sa dowodem, Ze tworze-
nie poliwalentéw w metafazie I nie wpiywa na prawidlowo$é dalszych
stadiow podzialu mejotycznego. Pomimo duzego procentu multiwalentéow
u Dactylis i Phleum, s one bardzo ptodne. Wyciagga sie z tego wniosek, ze
u tych gatunkéw plodno$é jest zwigzana z czynnikami genetycznymi re-
gulujacymi prawidlowos$¢ dalszych podziatéw mejotycznych.

Nalezy jednak zwréci¢ uwage ma niezgodno$é wynikéw podawanych
przez réznych autoréw, co nalezy przypisaé roéznicom genetycznym ma-
teriatu wyjsciowego i skomplikowaniu tego zagadnienia. Klasycznym
przykiadem pod tym wzgledem jest rodzaj Lycopersicum, w obrebie kto-
rego jedne gatunki z reguly wykazuja jako tetraploidy obnizong ptodnosé
(np. L. esculentum) inne natomiast jako tetraploidy wykazuja doskonalg
ptodnoéé¢ (np. L. pimpinellifolium). I tak u naszych tetraploidalnych od-
mian {Lycopersicum esculentum) otrzymanych w Bydgoszczy wystepuje
wybitne obnizenie plodno$ci, a u odmiany tetraploidalnej L. pimpinelli-
folium wystepuje nawet zwickszenie plodnosci przy gigantycznosci
wszystkich cech. Sledzgc dokladnie mejoze u tych gatunkéw stwierdzili-
Smy, ze u tetraploidalnych odmian L. esculentum przewaza typ koniuga-
¢ji chromosoméw w postaci multiwalentéw i nieprawidlowo$ei rozdzialu
chromosoméw w anafazie I, a u tetraploidalnej odmiany L. pimpinellifol-
lium stwierdzono przewazajacy typ koniugacji w postaci biwalentéw i réw-
ny rozdzial w anafazie 1. Nasuwa sie wiec wniosek, ze w obrebie tego ro-
dzaju spos6b koniugacji chromosoméw decydujacg wplywa na plodnosé
1 prawidlowos$¢ rozdzialu chromosomoéw:. |
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Potwierdzeniem tej tezy jest otrzymany przez nas tetraploidalny raj-
gras Lolium perenne, ktory jest bardzo plodny i w mejozie wykazuje bar-
dzo wysoki odsetek koniugacji chromosoméw w postaci biwalentéow. Juz
z tego krotkiego przegladu widaé¢, ze u niektérych gatunkéw prawidtowosé
przebiegu poa;ialu redukcyjnego i zwigzana z tym plodnosé spowodowana
jest koniugacjg chromosoméw w biwalenty.

U innych gatunkow tetraploidalnych o plodnosci decydujg czynniki
genetyczne, ktore mimo nieprawidtowosci podziatu redukcyjnego w pierw-
szych jego fazach gwarantuja prawidlowosé¢ przebiegu dalszych faz. Wy-
stgpowanie multiwalentow nie zawsze jest wiec wskaznikiem bezptod-
nosci.

Poniewaz zagadnienie to mie zostalo jeszcze definitywnie w literatu-
rze rozwigzane, w Zakladzie Cytologii i Genetyki prowadzone sg badania
majgce na celu wyjasnienie, czy w drodze selekcji mozna otrzymaé bura-
ki tetraploidalne dajgce w metafazie I wylgcznie biwalenty. Sadzimy, ze
z chwilg otrzymania takich rodéw nie powinno sie obserwowaé zjawiska
samoregulacji oraz obnizenia plodnosci. Zacheta do tych doswiadczen by-
ly otrzymane wyniki u L. perenne i u tetraploidalnego zyta, u ktoérych ob-
serwuje sie tylko biwalenty. Obserwacje nad tworzeniem biwalentéow
u burakéw cukrowych przeprowadzono na nastepujacych generacjach: C,,
Ce, C4, Cs $ledzac sposbb tworzenia biwalentéw i dodatkowo prawidtowosé
tworzenia tetrad, oraz plodno$é pytku.

Wyniki tych doswiadczen zestawiono w zatgczonej tabeli.

Z tabeli widzimy, ze nastepne
generacje w porOwnaniu z generacjg
Co wykazuja znacznie prawidlowszy Generacja Co| C, | C.| C
przebieg podzialu redukcyjnego i
zmnhiejszenie odsetka anormalnych
tetrad. Wydaje sie jednak, ze bedzie
bardzo trudne uzyskanie egzempla- % anormaloych
rzy dajacych wylacznie biwalenty, — tetrad 37,11 26,4 21,5 3.1
gdyz jeszcze w 6 generacji widzimy % plodnego pylku | 73.479,5/81,2/90,8
stosunkowo duzy % multiwalentéw. o ) . -

Z przedstawionych tutaj prac i wynikow dosvyl'adczen . wynika, ze
w hodowli poliploidalnych odmian nalezy prowadzi¢ selekcje cytologicz-
na w okreslonym kierunku. W tym celu wybierajac pojedynki nalezy
W szkotkach umiescié znacznie wiekszg liczbe roélin, aby moc na podsta-
wie wynikéw badan cytologicznych eliminowa¢ typy o anormalnym prze-
biegu podziatu redukcyjnego. Nalezy eliminowaé przede wszystkim 0sob-
niki o duzym odsetku anormalnych tetrad oraz osobniki tworzace nlePall
- Tzyste koniugacje chromosoméow (uni—triwalent.y).. W po?om§tW1e tak1¢
€gzemplarzy zawsze znajdziemy osobniki o zmniejszonej liczbie Ch'I,‘C)mOSO"
méw, ktére wykazuja ze zrozumiatego wzgledu obnizona piodnosc.

% biwalentéw 11,5(15,7| 30,8/ 49,6

4
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