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Wybrane aspekty zapylenia zyta (Secale cereale L.)

Some aspects of rye pollination (Secale cereale L.)

ABSTRACT. The purpose of studies was biology of blooming, pollen grain morphology and results
of 2DE analysis of pollen coat and pollen protoplast proteins of self incompatible and compatible
Secale cereale lines. In the examined plants the structure of anther was typical of the Poaceae
family. In the anther Ls225 and Ls193 between pollen grains the presence of a substance similar to
the leftovers of tapetum cytoplasm was observed. On the stigma of the examined rye plants, rela-
tively large amounts of pollen was situated, but one could observe a kind of diversity in the degree
of stigma pollination depending on the examined line. The greatest amount of pollen deposition
was found on the Amilo, Kier Ls193 and Ls225 stigmas. Summing up, the research concerning
pollination in selfcompatible and selfincompatible forms of S. cereale shows that the plants of both
forms produce o lot of viable pollen, the pollination of the stigma is abundant but it differs in the
placing of pollen grains on the surface of the stigmas and there are no significant difference in
ultrastructural pictures of sporoderm of pollen grains of both forms.
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Dojrzate ziarno pytku od momentu uwolnienia z pylnika funkcjonuje jako
samodzielny organizm, ktérego gléwnym zadaniem jest dostarczenie plemnikéw
do woreczka zalagzkowego. Zanim jednak do tego dojdzie, odbywaja sig procesy
rozpoznania — przyjgcia lub odrzucenia niezgodnego pytku. Mechanizmy te za-
chodza na powierzchni znamienia, w warstwie stigmatoidalnej oraz w tkankach
stupka. Jezeli pytek jest niezgodny, na powierzchni znamienia lub w tkankach
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stupka zachodza procesy, ktére zapobiegaja ewentualnemu zaptodnieniu. Nato-
miast przy zgodnym pytku wszystkie procesy poprzedzajace zaptodnienie prze-
biegaja prawidlowo. Na znamieniu stlupka dochodzi do nagromadzenia wielu
gametofitow meskich, ktére wzajemnie na siebie oddzialuja i ze soba rywalizuja.
Wspétzawodnictwo gametofitéw zalezy od naturalnych kombinacji cech, gene-
tycznej jedno$ci wewnatrz populacji oraz stopnia homozygotycznosci [Lord
2000]. Zjawisko to wptywa na przeptyw alleli do genomu przysztego sporofitu,
co odgrywa istotng rolg w ewolucyjnym rozwoju roslin wyzszych [Knox 1984].

Zjawisko samoniezgodnosci jest definiowane przez Nettancourt [1977] jako
niezdolnos$¢ ptodnych hermafrodytycznych ro$lin nasiennych do tworzenia zygot
po samozapyleniu. Szacuje sig, ze samoniezgodno$¢ wystgpuje u ponad potowy
wszystkich roslin okrytonasiennych. Whitehouse uwazat, ze rozpowszechnienie
zjawiska samoniezgodnos$ci pozwala wysnu¢ wniosek, ze pojawito si¢ ono
wczesnie w ewolucji okrytonasiennych, przed powstaniem nizszych jednostek
systematycznych. Natomiast wedlug pogladéw Batemana samoniezgodno$é
pojawila si¢ u réznych gatunkéw niezaleznie i w réznych okresach rozwoju
ewolucyjnego [Brewbaker 1959].

Samoniezgodno$¢ jest mechanizmem kontrolowanym genetycznie, funkcjo-
nujacym w zenskiej tkance sporofitu, obejmujacym reakcje rozpoznania i odrzu-
cenia pyltku o okreslonym genotypie. U wigkszos$ci roslin samoniezgodno$¢ jest
kontrolowana przez pojedynczy, wieloalleliczny locus S, uwazany przez wielu
badaczy za najbardziej polimorficzny roslinny locus. Powszechnie przyjmuje sig¢
poglad, ze ekspresja tego samego allelu S w stupku i pytku osadzonym na jego
znamieniu prowadzi do rozpoznania pytku jako niezgodnego i w konsekwencji
staje si¢ przyczyna odrzucenia [Jackson, Linskens 1990].

Wsréd roslin opisywane sa dwa rézne mechanizmy genetycznej samonie-
zgodno$ci: gametofityczna i sporofityczna. Samoniezgodnos¢ gametofityczna
jest najbardziej rozpowszechniona wsrdd roslin okrytonasiennych i doktadnie
zbadana u przedstawicieli rodzin: Papaveraceae, Poaceae, Rosaceae, Solanace-
ae, Scrophulariaceae. U wigkszo$ci wymienionych roslin proces ten jest kontro-
lowany przez pojedynczy locus, ale moze by¢ kontrolowany przez 2 loci (nie-
ktére Poaceae), a nawet 3 lub 4 loci (niektére Ranunculaceae i Chenopodiace-
ae). Zahamowanie wzrostu tagiewki pylkowej zachodzi w wyniku interakcji
pomigdzy produktami takich samych alleli pytku i stupka, a system niezgodnosci
musi by¢ realizowany przez biatkowe produkty genu S, syntetyzowane i zlokali-
zowane w cytoplazmie lub egzynie ziarna pytku. W pylniku Brassica oleracea
zidentyfikowano np. dwa wspoétdziatajace biatka o masie czasteczkowej 7,5—
—10 kDa, wystgpujace w pytku oraz w tapetum i uczestniczace w reakcji rozpo-
znania [Boyes, Nasrallah 1995].
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W niniejszej pracy przebadano linie Secale cereale z genem samozgodno$ci
oraz samoniezgodne odmiany Amilo i Kier. Sprawdzono przebieg procesu zapy-
lenia u tych form, stopien opylenia znamion oraz morfologi¢ pyltku. Ponadto
przeanalizowano zestaw bialek obecnych w protoplastach oraz na powierzchni
egzyny ziaren pytku.

METODY

Materialem do badan byly ros$liny otrzymane z Zakladu Hodowli Roslin
DANKO (Laski): cztery linie samozgodne: Ls190, Ls193, Ls225, Ls250 oraz
dwie samoniezgodne odmiany Amilo i Kier. Linie samozgodne byty liniami
wsobnymi pochodzacymi z przekrzyzowania odmian samoniezgodnych z linig
samozgodng S 176g¢ ze Stuttgartu.

Obserwacje dotyczace zapylenia przeprowadzono w tym samym czasie dla
wszystkich linii. Na badane ro$liny natozone byly izolatory, ktérymi co jaki$§
czas potrzasano. Aby oceni¢ stopien opylenia znamion, pobrane znamiona stup-
kéw obserwowano pod mikroskopem stereoskopowym. Morfologig ziaren pytku
u poszczegdlnych form przesledzono w mikroskopie elektronowym skaningo-
wym (SEM). Material wcze$niej utrwalono w mieszaninie 2,5% glutaraldehydu i
2,5% paraformaldehydu w buforze fosforanowym o pH 6,8. Nastgpnie materiat
odwodniono w szeregu acetonowym do suchego acetonu i wysycono CO, w
temp. 40°C pod cinieniem 70 atmosfer.

Badania ultrastruktury $ciany pytku przeprowadzono w mikroskopie elektro-
nowym transmisyjnym (TEM) Tesla BS 500 po standardowym zatopieniu w
zywicy epoksydowej LR White. Metoda dwukierunkowe;j elektroforezy (2-DE)
rozdzielono biatka protoplastéw ziaren pytku dwéch samoniezgodnych odmian
Amilo i Kier oraz dwéch samozgodnych linii (Ls190 i Ls225). Prébke 10 mg
pytku homogenizowano w mozdzierzu agatowym z 400 pl buforu ekstrakcyjne-
go, a surowy ekstrakt wytrzasano z fenolem rozpuszczonym w wodzie. Biatka z
fazy fenolowej wytracano 0,1 mol octanem amonu w metanolu przez 24 godz. w
temperaturze -18°C. Po odwirowaniu osad suszono pod préznig i rozpuszczano
w 50 pl wodnego roztworu, zawierajacego mocznik amfolit i detergent. Procedu-
re ekstrakcji oraz sktad uzywanych roztworéw podano w pracy Hurkmana i Ta-
naki [1986].

Dwukierunkowa elektroforeze prowadzono wedtug procedury podanej przez
Hochstrassera i in. [1988]. W pierwszym kierunku (elektroogniskowanie biatka
w punkcie izoelektrycznym — IEF) biatka rozdzielano w zelach poliakryloami-
dowych z Servalytem pH 3-10, polimeryzowanych w kapilarach o przekroju 0,8
i dlugosci 150 mm. Spolimeryzowany zel miat dtugo$¢ 140 mm, a pozbawiona
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zelu czg$¢ kapilary stanowita komorg na naniesienie ekstraktu biatka. Po nanie-
sieniu na koncu katodowym 12 pl ekstraktu biatka rozdzielano przez 18 godz.
przy wzrastajacym napigciu od 50 do 1000 V, uzywajac zasilacza stabilizowa-
nego EPS 3500 Amersham Pharmacia Biotech.

W drugim kierunku biatka rozdzielano w 13% ptytach poliakryloamidowych
(0,9 x 150 x 150 mm) polimeryzowanych bez SDS. SDS obecny byt tylko w
buforze niwelujacym gradient pH w kolumienkach zelu i w buforze elektrodo-
wym. Kolumienki przed rozdziatami w drugim kierunku zanurzano na 2 min. w
buforze niwelujacym pH. Po swobodnym utozeniu kolumienek zelowych na
pionowo usytuowanych ptytach poliakryloamidowych biatka rozdzielano przy
statym natezeniu pradu (15 mA/150 mm?). Po okoto 4 godz. rozdziatu w temp.
pokojowej biatka w Zelach poliakryloamidowych wybarwiano azotanem srebra
wedtug procedury podanej przez Heukeshovena i Dernicka [1985].

Zele z wybarwionymi biatkami skanowano (SHARP JX-330) przy uzyciu
programu LabScan. Obrazy po 2-DE opracowano w programie Image Master 2-
D Elite (wersja 3,1) firmy Amersham Pharmacia Biotech.

Punkty izoelektryczne i masy czasteczkowe rozdzielonych peptydéw okre-
slano przez ich poréwnanie z rozdzielonymi markerami Amersham Pharmacia
Biotech ,,Calibration Kit” (17-0582-01) i Sigma ,,Silver stain SDS Molecular
Weight Mixture” (M—5630).

WYNIKI

Zyto jest rosling wiatropylna i produkuje olbrzymie ilosci lekkiego pytku.
Uwolnione z pylnikéw ziarna pyltku za posrednictwem wiatru zostaja przenie-
sione na znamiona stupkéw. Stupek u zyta byt pozbawiony szyjki, a rozcztono-
wane znamig taczylo si¢ bezposrednio z zalaznia. Proksymalna czg$¢ obu rozga-
fezien byta pokryta drobnymi wtoskami skierowanymi ku gérze. Czgs¢ dystalng
stanowity rozbudowane, pidrkowate, wielokomérkowe papille. Znamig S. cere-
ale byto typu suchego, rozgalezione na dwa ptaty, miato piérkowata budowe,
ktéra sprzyjata zatrzymywaniu si¢ duzej liczby ziaren pylku. Powierzchnig re-
ceptywna stanowito cate znamig (ryc. 1).

Budowa pylnikéw u badanych roélin byta typowa dla rodziny Poaceae i nie
zauwazono réznic w budowie anatomicznej badanych odmian i linii. Kazdy
pylnik sktadat si¢ z czterech mikrosporangiéw potaczonych tacznikiem. Worek
pytkowy otoczony byt $ciana zbudowang z kilku warstw komoérek: na zewnatrz
epiderma, pod nia endothecium, warstwa posrednia i tapetum. U Zyta wystgpuje
tapetum sekrecyjne, ktére zachowuje budowe¢ komoérkowa az do momentu cal-
kowitego uksztattowania pytku. W czasie dojrzewania pytku mikrospory uktada-
ly si¢ w jedna warstwe, przylegajaca do $ciany pylnika. Pojedyncze ziarna pytku
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byty zazwyczaj odwrécone porusem do tapetum i przylegaly do wewnegtrznej
ciany pylnika (ryc. 2). Miaty one ksztalt owalny (elipsoidalny) z jednym poru-
sem otoczonym kolnierzem sporodermy z widocznym operculum. Natomiast ich
powierzchnia miata strukturg nieréwna i gruzetkowata (ryc. 3).

W prowadzonych badaniach zwrécono uwage na radialne ulozenie ziaren
pytku w pylniku. We wszystkich analizowanych liniach Zyta obserwowano pery-
feryczne utozenie pytku, tzn. ze ziarna pytku tworzyty regularny cylinder, przy-
legajacy do Sciany pylnika, natomiast srodek loculus byt pusty.

W pylnikach S. cereale linii Ls225 (ryc. 4) pomigdzy ziarnami pytku stwier-
dzono obecno$¢ substancji, podobnych do resztek niezresorbowanego tapetum.
Pomigdzy poszczegélnymi ziarnami pytku linii Ls193 obserwowano podobna,
chociaz znacznie cienisza warstwg zdegradowanego tapetum. Niezresorbowane
tapetum znajdowalo si¢ przy promienistych $cianach i tworzylto sklejajaca war-
stwe. Takiej substancji nie stwierdzono w pylnikach samozgodnych linii zyta
Ls190, Ls250 ani tez w przypadku samoniezgodnych odmian Amilo i Kier. W
dojrzatych workach pytkowych znajdowaty si¢ wolne ziarna pytku, a tapetum
byto catkowicie zresorbowane (ryc. 5).

Obserwacje stopnia opylenia znamion wszystkich badanych form przepro-
wadzono na ktosach okrytych izolatorami. Wielkos$¢ ziaren pytku zalezata od
pozycji kwiatu w ktosie. Najwigksze ziarna produkowaty kwiaty usytuowane w
srodku klosa, w okresie pelnego pylenia. Na znamionach badanych roélin zyta
byty stosunkowo duze ilosci pytku, ale mozna bylo obserwowa¢ pewna rézno-
rodno$¢ w stopniu opylenia znamion w zaleznosci od badanej linii. Najwigcej
pytku znajdowato si¢ na znamionach samoniezgodnych odmian Amilo (ryc.6) i
Kier oraz samozgodnych liniach Ls193 oraz Ls225. Natomiast u pozostatych
linii samozgodnych obserwowano $rednie opylenie znamion. Ponadto zaobser-
wowano znaczne réznice w sposobie rozmieszczenia pylku na znamionach
wéréd badanych linii. Pylek byt réwnomiernie roztozony na znamionach u wigk-
szo$ci badanych form, z wyjatkiem linii Ls193 oraz Ls225. W pierwszym przy-
padku (Ls193) najwigcej pytku osadzalo si¢ na szczytach znamion, a bardzo
mato byto w $rodkowej czgsci (ryc. 7). Natomiast w linii Ls225 najwigksze na-
gromadzenie pytku obserwowano w srodkowej czgsci ptatéw znamion.

Nastepnie przebadano kietkowanie ziaren pytku w tagiewki pytkowe in vivo,
na powierzchni znamion. U samoniezgodnych odmian Amilo i Kier, pomimo
duzego i réwnomiernego opylenia, tylko nieliczne ziarna pytku kietkowaty w
fagiewki pytkowe (ryc. 8). U linii samozgodnych na powierzchni znamienia
pojawiaty si¢ tagiewki pytkowe, ktére kierowaty si¢ w gtab tkanek stupka
(ryc. 9). Najwiecej kietkujacych ziaren pytku obserwowano w liniach Ls193
oraz L.s225.
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Aby sprawdzi¢, czy tagiewki pytkowe wrastaly w tkanke stigmatoidalna,
wykonano preparaty macerowane, barwione bigkitem aniliny i analizowano je w
mikroskopie fluorescencyjnym. Na znamionach samoniezgodnych linii tylko
nieliczne z osadzonych ziaren kietkowaty w tagiewki pytkowe, w pozostatych
pojawiaty si¢ korki kalozowe zaréwno w krétkich, rosnacych tagiewkach, jak i
w porusach ziaren przylegajacych do komérek znamienia. Czgs$¢ tagiewek pozo-
stawata na powierzchni znamienia, z duza liczba korkéw kalozowych. U samo-
zgodnych linii tagiewki pytkowe wrastaty pod znamig i kierowaty si¢ do zalazni
(ryc. 10).

Sprawdzono zdolno$¢ dojrzatych ziaren pytku pobranych z pekajacych pyl-
nikéw do kietkowania w tagiewke pyltkowa w warunkach in vitro. W roztworze
2% sacharozy ziarna pytkowe zaczynaty kietkowa¢ juz po uptywie 30 min. Pro-
cent kietkujacych ziaren pytku byt wysoki, okoto 80. Nie kietkowaly giéwnie
male, gorzej wyksztatcone ziarna. Dojrzale ziarna pytku S. cereale byly poczat-
kowo odwodnione i miaty nieregularna powierzchnig. Przekroje mikroskopowe
pojedynczych ziaren pokazuja, ze wystgpowala tam intyna o réznej grubosci,
podczas gdy grubos¢ egzyny byta raczej jednakowa na catym obwodzie. Wng-
trze dojrzatego ziarna wypelniata ggsta cytoplazma z licznymi organellami,
wsrdd ktérych dominowaty amyloplasty (ryc. 11). W trakcie kietkowania pytku
w lagiewke pytkowa plastydy przemieszczaty si¢ w cytoplazmie komdrki wege-
tatywnej w poblize porusa, powodujac charakterystyczng polaryzacje protopla-
stu. Dojrzale ziarno pytku byto tréjkomérkowe, oprécz komoérki wegetatywnej
zawierato dwie komdrki plemnikowe. Poczatkowo przyjmowaty one ksztatt
soczewkowaty, a nastgpnie oszczepowaty.

Ultrastrukturalna budowa sporodermy dojrzatego ziarna pytku pokazywata,
ze u S. cereale sporoderma sktadata si¢ z cienkiej, osmofilnej egzyny i znacznie
grubszej intyny. Egzyna byta urzezbiona w sposéb charakterystyczny dla Po-
aceae. W egzynie pytku zyta widoczne byly radialnie ulozone kanaty. Grubos¢
egzyny u badanych linii zyta byta zmienna, i tak np. u samozgodnej linii Ls193
wynosita 272-296 nm, a u samoniezgodnej Amilo od 227 do 363 nm.

Poréwnywano polimorfizm biatkowy samoniezgodnej linii Amilo oraz czte-
rech samozgodnych linii wsobnych zyta. Metoda elektroforezy dwukierunkowe;j
rozdzielono biatka i peptydy protoplastéw pytku oraz oddzielnie biatka $cian.
Rozdziat biatek zachodzit w zakresie pH 5,0-9,0; a wigkszos¢ miata masy cza-
steczkowe od 66—10 kDa. W protoplastach pytku linii Amilo wystgpuje znacznie
mniej peptydéw wielkoczasteczkowych (powyzej 66 kDa) niz w linii Ls190 i
Ls193. W Amilo bardzo malo jest takze peptydéw o niskiej masie (ponizej
16 kDa) w poréwnaniu z liniami Ls190 i Ls193 (ryc. 12). Por6wnanie sktadu
biatek powierzchniowych wykrywanych w $cianie pytku badanych linii wykaza-
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Rycina 1. Znamig S. cereale w poczatkowym okresie kwitnienia. SEM x 1000
Figure 1. Stigma of S. cereale taken in the initial period of blossoming. SEM x 1000
Rycina 2. Czgé¢ $ciany pylnika z ziarnami pytku odwréconymi do tapetum. SEM x 1200
Figure 2. Part of anther’s wall with pollen grains turned with the pori towards tapetum. SEM x 1200

Rycina 3. Typowe dojrzate ziarna pytku z jednym porusem i widocznym operculum. SEM x 6000

Figure 3. Typical, mature pollen grains with one porus and visible operculum .SEM x 6000
Rycina 4. Pylek linii Ls 225 z pozostato$ciami tapetum. SEM x 4000
Figure 4. Pollen grains of the Ls 225 line with remains between them. SEM x 4000
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Rycina 5. Pytek odmiany Amilo. SEM x 4000
Figure 5. Pollen grains of the Amilo cultivar. SEM x 4000

Rycina 6. Obfite opylenie znamienia odmiany Amilo. SEM x 800
Figure 6. Abundant pollination of the Amilo cultivar stigma. SEM x 800
Rycina 7. Pylek zdeponowany na szczytach znamienia w linii Ls 193. SEM x 1000
Figure 7. Pollen deposited on the tops of the stigmata of the Ls 193 line. SEM x 1000
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Rycina 8. Kietkujace ziarno pytku na znamieniu samoniezgodnej odmiany Amilo. SEM x 7000
Figure 8. Germination of the pollen grain on the selfincompatible stigma Amilo cultivar. SEM x 7000
Rycina 9. Kietkujace ziarno pytku na znamieniu samozgodnej linii Ls 225. SEM x 6000
Figure 9. Germination of the pollen grain of the selfcompatible line Ls 225. SEM x 6000

Rycina 10. Na znamieniu somozgodnej odmiany Ls 193 tagiewka pytkowa kieruje si¢
w gtab tkanek stupka. Mikroskop fluorescencyjny x 300
Figure 10. On the selfcompatible stigma Ls 193 line pollen tube heads towards the onside
of the pistil's tissue. Fluorescence microscopy x 300
Rycina 11. Ultrastrukturalny obraz dojrzatego ziarna pytku zyta z widocznymi amyloplastami.
TEM x 6000. i-intyna, e-egzyna
Figure 11. Ultrastructural picture of the mature rye pollen grain with visible amyloplasts.
TEM x 6000. i-intine, e-exine
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Rycina 12. Biatka ptaszcza pytkowego u SI Secale cereale cv. Amilo (a) i cv.Kier (b)
Zaznaczono 9 charakterystycznych peptydéw, bedacych réwnoczesnie peptydami wspolnymi
dla obu tych odmian. Peptydy charakterystyczne to te, ktérych nie wykryto w protoplastach
czterech odmian Zyta i we frakcjach ptaszcza pytkowego dla dwéch SC linii
Figure 12. Peptides of pollen coat of selfincompatible S.cereale cv.Amilo (a) and cv. Kier (b).
Nine white spots indicate peptides which a characteristic of both varieties.

Peptides which were not detected in protoplasts of four rye lines and in fractions of pollen coat
for two selfcompatible lines are referred to as characteristic peptides
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Rycina 13. Biatka ptaszcza pytkowego u SC Secale cereale Ls 192 (c) i Ls 225 (d).
Zaznaczono 20 charakterystycznych peptydéw, bedacych réwnoczesnie peptydami wspolnymi
dla obu tych linii. Peptydy charakterystyczne to te, ktérych nie wykryto w protoplastach czterech od-
mian/linii Zyta i we frakcjach ptaszcza pylkowego dla dwéch SI odmian
Figure 13. Peptides of S. cereale pollen coat of Ls193 and Ls 225 lines. Twenty characteristic peptides
were marked (white spots). They were common peptides for those lines and they were not present
in pollen coat fraction of two self incompatible lines
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o, ze w linii Amilo jest znacznie mniej biatek o niewielkiej masie (ponizej 16
kDa) niz w Ls190 i Ls193. U obu tych linii sktad bialek o niskiej masie jest pra-
wie identyczny. Linia samozgodna Ls225 jest do$¢ podobna pod wzgledem ze-
stawu biatek do samoniezgodnej linii Amilo, ma takze niewiele bialek niskocza-
steczkowych (ryc. 13).

Bardzo waznym etapem generatywnego rozmnazania roslin nasiennych jest
proces zapylenia, czyli zdeponowania pytku na znamieniu. Do rodziny Poaceae
naleza typowe gatunki wiatropylne. Anemofilia byla najwcze$niejszym ewolu-
cyjnie mechanizmem przenoszenia pytku, ale czgsto jest wtérnym przystosowa-
niem do warunkéw §rodowiska, np. w rejonach, gdzie brakuje owadéw zapyla-
jacych, ros§liny moga przeksztatci¢ si¢ z entomofilnych w anemofilne.

Pylek rosliny wiatropylnej jest niesiony przez wiatr w réznych kierunkach i
nie zawsze trafia na wlasciwe znamig. Aby zwigkszy¢ szanse, rosliny wytworzy-
ly wiele przystosowan umozliwiajacych efektywne zapylenie. Naleza do nich
migdzy innymi ogromna liczba produkowanego pytku przypadajaca na jeden
zalazek oraz rozbudowana powierzchnia znamion. U badanych linii Secale cere-
ale, zard6wno samozgodnych jak i samoniezgodnych, opylenie znamion bylo
obfite. Sprzyjata temu budowa znamion, z silnym rozcztonowaniem i licznymi,
wielokomoérkowymi papillami, dajacymi duza powierzchni¢ chwytna. Na zna-
mionach osadzaly si¢ setki ziaren pytku, ktére tam pozostawaty nawet przez dwa
tygodnie. Wsrdd linii samozgodnych najwigksze opylenie obserwowano u linii
Ls193, Ls225 oraz Ls250. Wsréd analizowanych form obserwowano rézny sto-
pien opylenia, co nie pozostaje w zalezno$ci z cecha samo- lub obcopylnosci.
Natomiast rozmieszczenie pyltku na powierzchni receptywnej bylo zrézni-
cowane.

U linii Ls193 obfite opylenie wystgpowato tylko na szczytach znamion,
srodkowa i dolna czg$¢ byta pozbawiona pytku, a u linii Ls225 najwigcej pytku
osadzato si¢ w $Srodkowej czeSci znamienia. Pylek wszystkich samozgodnych
linii masowo kietkowatl na znamieniu w tagiewki pytkowe. U samoniezgodnych
odmian Amilo i Kier wystapito $rednie opylenie, ale tylko nieliczne ziarna pyt-
kowe tworzyty tagiewki pytkowe. W dojrzatych precikach linii samoniezgodne;j
Amilo obserwowano wolne ziarna pytku, za$§ tapetum bylo catkowicie zresor-
bowane. U dwdéch sposrdd czterech badanych samozgodnych linii w workach
pytkowych miedzy ziarnami pytku lezato niewykorzystane tapetum. Obecno$¢
resztek tapetum nie utrudniata jednak wysypywania si¢ pytku z workéw pytko-
wych, gdyz w kazdej linii wsobnej obserwowato si¢ duze opylenie znamion.

Osadzenie pytku na znamieniu jest pierwszym etapem rozpoznania migdzy
meskim gametofitem a sporofitowym znamieniem. W przypadku znamienia typu
suchego ogromna rol¢ w tym procesie odgrywa tzw. plaszcz pytkowy. Badania
prowadzone na Arabidopsis udowodnity, ze przyleganie pytku do komoérek
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znamienia byto mozliwe dzigki lipofitycznym molekutom obecnym w egzynie, a
nie w ptaszczu pytkowym. Lipidy odgrywaly tez zasadnicza role w poczatko-
wym etapie wzrostu lagiewki pylkowej na znamieniu. Potwierdzaja to badania
na mutantach z defektem kanatéw lipidowych, ktérych ziarna nie byty zdolne do
kietkowania. Po dodaniu tréjglicerydéw nastgpowata hydratacja ziaren pytko-
wych na znamieniu i mozliwe byto kietkowanie takiego pytku w tagiewke pyt-
kowa [Lord 2000].

Po osadzeniu ziarna pytku na znamieniu nastgpowata jego hydratacja. Proces
ten moze by¢ ulatwiony przez kanaly wodne w membranach plazmatycznych
komérek znamienia. Prace lkeda [1997] potwierdzaja, ze reakcja odrzucenia
samoniezgodnego pylku polega na braku mozliwosci hydratacji pytku padajace-
go na suche znamig¢ u roslin z rodziny Brassicaceae. Odpowiedzia na rozpozna-
nie pytku jako niezgodnego jest zahamowanie wzrostu tagiewki pytkowej. Za-
trzymanie wzrostu fagiewki moze odbywac si¢: na znamieniu np. Secale cereale,
Papaver rhoeas, Brassica chinensis, w szyjce stupka np. Petunia violacea, Abu-
tilon hybridum lub w zalazku np. Gasteria verrucosa, Reseda odorata.

Rozpoznanie i odrzucenie niezgodnego ziarna pytku u zyta odbywa si¢ juz na
powierzchni znamienia. Niezgodne gametofity meskie najczgéciej nie kietkuja
wcale lub tez krétkie tagiewki pytkowe nie wrastaja w tkanki pod znamieniem.
Cytologicznym obrazem zahamowania niezgodnych ziaren pytku jest tzw. od-
powiedz kalozowa. U Sinapis alba w aperturze pytku lub na wierzchotku kietku-
jacej tagiewki pytkowej oraz w $cianie papilli, do ktdrej przylega ziarno pytku,
jest syntetyzowana kaloza [Sniezko, Winiarczyk 1996].

Kietkowanie pytku jest uzaleznione od typu pyltku — ziarna tréjjadrowe kiet-
kuja szybciej niz dwujadrowe. W ziarnach pytku sa zgromadzone potrzebne
zapasy RNA i bialek, niezbednych do kietkowania ziarna pytku i poczatkowego
wzrostu tagiewki pytkowej. Natomiast w pytku dwujadrowym nie ma takich
zapasOw, wobec tego musza by¢ one syntetyzowane podczas kietkowania ta-
giewki pytkowej [Krzywicka, Kowalczyk 1998]. Zdolno$¢ kietkowania pytku
zalezy ponadto od czasu zakwitania i pozycji kwiatu, z ktérego pochodzi pytek.
U roélin takich jak Zea mays czy Oryza sativa najwigcej zywotnego pytku roz-
wija si¢ w kwiatach, ktére otwieraja si¢ najwcze$niej, podczas gdy kolejne kwia-
ty z tego kwiatostanu wytwarzaja coraz mniej zywotnego pytku. Na ogét dojrza-
ly pytek tylko przez krétki czas zachowuje zdolno$¢ do kietkowania. Zaleznie
od gatunku pytek traci zywotnos¢ w okresie od kilku godzin do kilku dni np. u
Zea mays, Triticale, Secale cereale pytek zachowuje zdolno$¢ kietkowania przez
5-7 dni [Palfiiin. 1988].

U wszystkich badanych ro$lin zyta dojrzate ziarno pytku posiadato dwie ko-
morki: generatywna i wegetatywna, w ktérej dochodzito do nagromadzenia du-
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zej ilosci materiatéw zapasowych. W wyniku mitozy z komdrki generatywnej
powstaja dwie komoérki plemnikowe. Dojrzale odwodnione ziarno pytku zyta ma
nieregularng powierzchni¢. Budowa morfologiczna sporodermy jest taka sama u
wszystkich badanych linii Zyta, a urzezbienie egzyny jest charakterystyczne dla
innych przedstawicieli tej rodziny, co potwierdza dotychczasowe stwierdzenia,
Ze jest to najbardziej trwata cecha taksonomiczna [Vithanage, Knox 1979]. Ul-
trastrukturalna budowa sporodermy dojrzatego ziarna pytku pokazuje, ze u zyta
intyna jest znacznie grubsza niz egzyna. Intyna jest zbudowana z celulozowych
fibrylli osadzonych w matrix zawierajacej hemicelulozy i biatka. W sporodermie
sa widoczne radialne kanaly, przecinajace $ciang ziarna pytku. Dzigki obecnosci
tych kanaléw $ciana jest przepuszczalna nie tylko w rejonie poruséw, ale na
catej powierzchni. Kanaty w sporodermie umozliwiaja utrzymanie chemicznego
kontaktu cytoplazmy pytku z egzyna. Tq droga moga réwniez przenika¢ biatka,
enzymy i glikoproteiny odpowiedzialne za wstepne rozpoznanie pytku [Chri-
stensen, Horner 1974]. Po zapyleniu na receptywnej czgsci znamienia z intyny
pytku uwalniaja si¢ r6zne substancje, np. biatka pochodzenia gametofitycznego,
ktére reaguja z biatkami z receptywnych regionéw znamienia. Badania prowa-
dzone w mikroskopie elektronowym transmisyjnym przez Vithanage'a i Knoxa
[1979] pokazuja, ze biatka pyltku nie wnikaja do komérek papilli. Ten decyduja-
cy moment dla wyrazenia reakcji zgodnos$ci lub odrzucenia zachodzi na po-
wierzchni znamienia w ciagu kilku pierwszych minut. Penetracja komérek zna-
mienia zachodzi dopiero po potaczeniu pytku ze $ciana znamienia jako efekt
zgodnego zapylenia. Ziarno pytku jest ,przyjmowane” gtéwnie w tym rejonie,
gdzie nastgpuje jego hydratacja przez $ciang, w rejonie tym kutikula jest niecia-
gta. Wykazano réwniez, ze jest mozliwe przesunigcie znakowanych biatek w
rejon szczytéw papilli, poniewaz kutikula jest nieefektywna bariera. Ten fakt
nasuwa przypuszczenie, ze po wstgpnym uwodnieniu pytku i uwolnieniu biatek
ze §ciany moga one przejs¢ z powrotem do komorek znamienia i osadzic si¢ w
plazmolemmie.

Bardzo wazna cecha taksonomiczng jest charakter ptaszcza pytkowego oraz
sposob jego formowania na powierzchni ziarna pytku. Niezaleznie od tego, czy
jest to tzw. ptaszcz tryfinowy, czy okrywa typu pollen-kit, jego rola jest bardzo
wazna w momencie przylegania do znamienia i pierwszych reakcji rozpoznania.
Uzycie wyizolowanej otoczki egzynowej w doswiadczeniach in vitro potwier-
dza, ze ta warstwa odpowiada za aktywacje¢ powierzchni znamienia i wlasciwo-
$ci adhezyjne u wielu gatunkéw roslin [Dickinson i in. 2000].

Na charakterystyczne utozenie pytku w pylniku u traw zwraca uwageg wielu
autorow: Christensen i Horner [1974], Cebrat i Zadecka [1978], Scoles i Evans
[1979]. Wszyscy zgodnie potwierdzaja, ze u S. cereale wszystkie porusy ziaren
pytku sa zwrécone do tapetum. W pézniejszej pracy z r. 1996 Kirpes i in. mody-
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fikuja nieco dotychczasowe poglady i twierdza, ze niektére ziarna pytku nie sa
doktadnie utozone porusem do tapetum. Te opisy sg zgodne z naszymi obserwa-
cjami w mikroskopie elektronowym skaningowym, ktére byty prowadzone na S.
cereale. Ulozenie pylku we wszystkich badanych liniach zyta byto ,,peryferycz-
ne”, ale nie wszystkie ziarna pytku miaty porusy przylegajace do tapetum. Jest
to jedna z cech charakterystycznych dla wszystkich gatunkéw nalezacych do
rodziny Poaceae. Wyjatek stanowia tu tylko dwa gatunki: Anomochloa maranti-
dea i Pharus lappulaceus.

W podsumowaniu badan nad zapyleniem u samozgodnych i samoniezgod-
nych form S. cereale mozna stwierdzi¢, ze: rosliny obydwu form wytwarzaja
duze ilosci zywotnego pylku, opylenie znamion jest obfite, ale rézni si¢ roz-
mieszczeniem ziaren pytku na znamionach. Pomimo znacznie wigkszego opyle-
nia znamion ro$lin samoniezgodnych tylko nieliczne ziarna tworza tagiewki
pytkowe. Ponadto ciekawym zjawiskiem u niektérych roslin samozgodnych jest
obecnos¢ resztek niewykorzystanego tapetum. U badanych form nie zauwazono
istotnych réznic w ultrastrukturalnej budowie sporodermy ziaren pytku. Zestawy
biatek samoniezgodnych odmian Amilo i Kier sa prawie identyczne, a w samo-
niezgodnej linii Ls225 jest niewiele biatek niskoczasteczkowych.
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