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Struktura kariotypu Phleum hirsutum (Poaceae)
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ABSTRACT: The paper presents classical and C-banded karyotype structure of Phleum hirsutum
Honck. Two forms of this species from the Western Tatra Mts. and in the vicinity of Kastoria in
Greece were examined. Both are diploids 2n=2x=14 with symmetrical karyotypes with telomeric
type of heterochromatin distribution. The author also observed significant differences between
them concerning the amount of nuclear DNA and heterochromatin content in the karyotype.
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‘WSTEP

Phleum hirsutum Honck. [=P. michelii All.] (tymotka Michela) obok Phleum phleoides
(tymotki Boehmera) jest typowym przedstawicielem sekcji Chilochloa. Tworzy wieloletnie,
dos¢ okazate kepy z pedami o wysokosci od 20 do 90 cm. Czasami wytwarza krétkie pod-
ziemne roztogi. Wyksztalca stosunkowo dtugie i szerokie, ostro zakoriczone liscie, na brzegu
i nerwach szorstkie, czasami pokryte woskowym nalotem. Na pedach generatywnych wyra-
staja charakterystyczne bladozielone wiechy ktosoksztaltne, cho¢ moga przybiera¢ réwniez
kolor purpurowy. Wyksztatca plewy zaopatrzone w krétkie osci, za$ brzegi plew sa migkko
owlosione. Plewki: gérna i dolna sa jednakowej wielkoSci, omszone, o dtugos$ci mniejsze;j
od plew (od 2/3 do 3/4 dtugosci plew). Tymotka Michela jest typowo alpejskim gatunkiem:
zasiedla tagki, polany le$ne i kamieniste zbocza, zwykle powyzej 1000 m, na glebach wa-
piennych. Wystgpuje najczesciej w gérach w centralnej i potudniowej Europie: w Alpach,
Pétnocnych Apeninach, Karpatach, na Batkanach, ale takze na Kaukazie (HUMPHRIES 1980;
CoONERT 1998). W Polsce spotykamy stanowiska tego gatunku w Tatrach Zachodnich, od
regla dolnego do pigtra alpejskiego, gdzie jest sktadnikiem zespolu Festucetum carpaticae
(FALKOWSKI 1982). Jest to gatunek juz stosunkowo rzadki i ust¢pujacy (FISCHER & WIPF
2002). Moze jednak dominowac na zajmowanych stanowiskach. W populacjach krajowych
wystepuje diploidalna liczba chromosoméw 2n = 14 (SKALINSKA i in. 1957; SKALINSKA
& PoGAN 1973), natomiast na terenie Bulgarii notuje si¢ liczbe¢ heksaploidalng 2n = 42
(KozuHAROV & PETROVA 1991).
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Celem prezentowanej pracy jest przedstawienie budowy kariotypu konwencjonalnego
i prazkowego tego gatunku. Dane dotyczace struktury kariotypu tymotki Michela nie byty
do tej pory znane.

MATERIAL I METODY

Okazy Phleum hirsutum pochodzity z dwéch stanowisk: 1. z Tatr Zachodnich — Tomanowe Rzedy, ponizej
Ciemniaka na wysokoS$ci okoto 1900 m n.p.m., 2. z okolic Kastorii w Grecji, wyhodowane z ziarniak6w
uzyskanych z Banku Nasion KEW z Wielkiej Brytanii (RGB KEW nr 36418). Rosliny oznaczono wedtug
HumPHRIESA (1980). Za przynaleznoscia obydwu badanych form do P. hirsutum przemawialy wszystkie
bez wyjatku obserwowane cechy morfologiczne, w tym kluczowa w rodzaju Phleum budowa kloskéw

(Fig. ).
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Rye. 1. Morfologia ktoskéw u Phleum hirsutum Honck. a. z Tatr, b. z Grecji (skala w mm)

Fig. 1. The morphology of spikelets in Phleum hirsutum Honck. a. from Tatra Mts, b. from Greece (scale in mm)

Chromosomy barwiono konwencjonalnie orceing octowa oraz réznicowo, metoda prazkéw C wedlug
JouvE i in. (1980). Budowg kariotypu klasycznego i prazkowego u danej formy przedstawiano na pod-
stawie pomiaréw: 20 ptytek metafazowych barwionych konwencjonalnie i 10 barwionych metoda praz-
kéw C. W kariotypach zbiorczych uwzgledniono jedynie stale prazki heterochromatynowe to znaczy takie,
ktére wystepowaly z frekwencja czestsza niz 50%. Pominigto natomiast prazki polimorficzne z wyjatkiem
wystepujacych w okolicach obszaréw NOR. Pomiaréw cytometrycznych ilosci jadrowego DNA doko-
nano na komérkach mezofilu mtodych liSci z uzyciem cytometru przeptywowego (Partec) i linii Zea mays
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CEE-777 (5,43 pg/2C) jako wzorca, za$ roztwory komérek przygotowano wedlug metodyki Galbraith’a
iinnych (1983). Dla okreslania ilo$ci 2C DNA dla okazéw z danego stanowiska przyjeto §rednig z pomiaréw
10 roslin. Pomiary cytometryczne wykonano w Pracowni Cytometrii Przeptywowej pod kierunkiem prof.
Elwiry Sliwiriskiej w Akademii Techniczno-Rolniczej w Bydgoszczy. Do analizy ilosci jadrowego DNA (2C)
wykorzystano dane prezentowane na dwéch konferencjach (SLIWINSKA i in. 2003; KULA i in. 2004).

WYNIKI I DYSKUSJA

Somatyczne liczby chromosomoéw i struktura kariotypu klasycznego

Okazy Phleum hirsutum z obydwu stanowisk okazaty si¢ diploidami z liczba chromosomoéw
2n = 14. U roSlin pochodzacych z Grecji zanotowano takze wystgpowanie B chromosoméw,
o dtugosci catkowitej okoto 2 um (Ryc. 2a, c).
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Ryec. 2. Plytki metafazowe Phleum hirsutum Honck. barwione konwencjonalnie orceing octowa i metoda prazkow

C. a, b. z Tatr, ¢, d. z Grecji. B chromosom zaznaczono strzatka (skala 5 um)

Fig. 2. Metaphase plates of Phleum hirsutum Honck. stained wit acetic orceine and with C-banding method. a. from
Tatra Mts, b. from Greece. B chromosome marked with an arrow (scale 5 pm)
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Dla roslin z obydwu stanowisk sporzadzono klasyczne kariotypy zbiorcze, ktére okazaty
si¢ zblizone pod wzgledem struktury. Tymotka z Tatr posiada kariotyp prawie idealnie
symetryczny, zawierajacy jedynie chromosomy metacentryczne (formuta kariotypu: 14 m).
U tymotki z Macedonii zaobserwowano kariotyp nieco bardziej asymetryczny, ze wzgledu
na wystgpowanie obok 5 par chromosoméw metacentrycznych 2 par submetacentrycznych
(formuta kariotypu: 10 m + 4 sm) (Tab. 1, 2).

Tabela 1 (Table 1). Phleum hirsutum Honck. z Tatr (from Tatra Mts) — kariotyp klasyczny (classical karyotype)

1* 2 3 4 5 6 7
T 16,22 + 0,90 |16,47 0,75 |15,07 £ 0,62 |14,34 £ 0,55 |13,64 £ 0,47 |12,78 £0,50 |11,48 0,53
L 8,88+0,52 | 9,07+042 | 8,04+032 | 8,76+037 | 743+0,32 | 7,01 £+0,26 | 6,39 + 0,37
S 734+042 | 740042 | 7,03+0.33 | 558+0,27 | 6,21 +0,21 | 5,77 +0,31 | 5,09 £ 0,26
C 1,21 +0,14 | 1,23+0,22 | 1,14+0,09 | 1,57+0,29 | 1,20+0,16 | 1,21 £0,25 | 1,26 £ 0,29

Dtugos¢ chromosoméw kalkulowana w procentach w stosunku do dtugosci haploidalnego zespotu chromosoméw=+ SD;
T — dtugos¢ catkowita, L — dtuzsze ramig, S — krétsze ramig, C — stosunek ramion (L/S) (The length of chromosomes
calculated in % of the length of the haploid chromosome set £ SD; T — total length, L — longer arm, S — shorter arm,
C — arm ratio (L/S)

* — numer chromosomu (chromosome number)

Tabela 2 (Table 2). Phleum hirsutum Honck. z Grecji (from Greece) — kariotyp klasyczny (classical karyotype)

1 2 3 4 5 6 7
T 15,36 £ 0,55 | 18,09 + 0,74 | 16,04 £ 0,77 | 14,67 +0,62 | 13,31 £ 0,60 | 12,63 +0,36 | 9,90 + 0,60
L 8,19+033 | 990+043 | 853+0,50 | 8,19+030 | 853+024 | 649 +0,19 | 648 +0,43
S 7,17+026 | 8,19+034 | 751+029 | 648+0,36 | 478+0,39 | 6,14+0,19 | 342+0,24
C 1,14+0,11 | 1,21 +0,12 | 1,L14+0,12 | 1,26 +0,15 | 1,79 +0,41 | 1,06 + 0,07 | 1,90 + 0,48

Dtugos¢ chromosoméw kalkulowana w procentach w stosunku do dtugosci haploidalnego zespotu chromosoméw=+ SD;
T — dtugos¢ catkowita, L — dtuzsze ramig, S — krétsze ramig, C — stosunek ramion (L/S) (The length of chromosomes
calculated in % of the length of the haploid chromosome set + SD; T — total length, L — longer arm, S — shorter arm,
C — arm ratio (L/S)

Struktura kariotypu prazkowego

Analizowane okazy posiadaja ten sam telomeryczny typ dystrybucji heterochromatyny.
Réznice w ilosci heterochromatyny pomigdzy nimi widoczne sa juz przy pobieznej anali-
zie barwionych réznicowo ptytek metafazowych (Ryc. 2b, d). Réznice te znajduja swoje
potwierdzenie w dokladnych zestawieniach ukazujacych struktur¢ kariotypu prazkowego
(Tab. 3, 4; Ryc. 3, 4).

Phleum hirsutum z Polski jest ubogie w heterochromatyn¢ (okoto 6,5% zawartoSci
w kariotypie) i przypomina pod tym wzgledem P. phleoides, natomiast tymotka z Grecji
jest Srednio bogata w t¢ frakcje (okoto 9,5%), co zbliza ja raczej do przedstawicieli grupy
P. pratense z sekcji Phleum (Kura 2003). U roslin z Polski daje si¢ takze zauwazyé wigksza
ilo$¢ heterochromatyny centromerowe;j.
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Tabela 3 (Table 3). Phleum hirsutum Honck. z Tatr (from Tatra Mts) — kariotyp prazkowy, (C-band karyotype)

1 2 3 4 5 6 7
T 17,35+ 0,52 |18,11 +0,53 |15,61 +0,37 |14,42+ 0,20 |13,13+0,33 |11,51 £0,22 | 9,87 £ 0,27
L 9,56 +0,26 | 9,65+025 | 836+0,26 | 8,65+0,30 | 7,08+0,19 | 6,25+0,18 | 539 +0,15
TB 0,60 = 0,12 0,65+0,29 | 0,35+0,06 | 0,46 + 0,30 0,32 + 0,16
S 7,79+031 | 724+029 | 725+0,13 | 5,77 +0,17 | 6,05+0,28 | 526+ 0,12 | 4,48 +0,15
TB 0,57 +0,09 | 0,56 +0,16 | 0,29 +0,10 | 0,60 +0,08 | 0,55+0,09 | 0,37 +0,23
1B 0,57 = 0,06
C 1,23+0,11 | 1,14+0,06 | 1,15+0,08 | 1,50+0,31 | 1,17+0,29 | 1,19+0,16 | 1,20 +0,11
CB 0,56 = 0,19

Dtugos¢ chromosoméw kalkulowana w procentach w stosunku do diugosci haploidalnego zespotu chromosoméw + SD;
T — dtugos¢ catkowita, L — dluzsze ramig, S — krétsze ramig, C — stosunek ramion (L/S). TB — prazek telomerowy,
CB - prazek centromerowy, IB — prazek interkalarny (The length of chromosomes calculated in % of the length of the
haploid chromosome set = SD; T — total length, L — longer arm, S — shorter arm, C — arm ratio (L/S), TB — telomeric
band, CB — centromeric band, IB — intercalary band)
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Ryc. 3. Phleum hirsutum Honck. — kariotyp klasyczny i prazkowy. a, b. tymotka z Tatr, ¢, d. tymotka z Grecji. * ozna-
cza SAT chromosomy; > oznacza polimorficzny prazek interkalarny przy organizatorze jaderka, reszta to prazki state
(o frekwencji co najmniej 50%)

Fig. 3. Phleum hirsutum Honck. — classical and C-banding karyotypes. a, b. from Tatra Mts, ¢, d. from Greece. * marks
SAT chromosomes; > marks the polymorphic intercalary band by the nucleolar organizer, others are bands observed
with higher frequency (at least 50%)
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Tabela 4 (Table 4). Phleum hirsutum Honck. z Grecji (from Greece) — kariotyp prazkowy (C-band karyotype)

1 2 3 4 5 6 7

T 18,26 + 0,74 16,50 +0,99 15,66 + 0,66 [13,77 +0,39 [13,06 + 0,54 [11,94 + 0,34 |10,81 = 0,39
L 10,27 £ 0,38 | 8,76 0,58 | 9,74 0,65 | 731 0,27 | 813+0,39 | 6,62+026 | 591 +0,27
TB 0,99 + 0,44 0,36 +0,75 | 0,74 0,43 | 0,47 +£0,33

S 799039 | 7,74+0,43 | 592+022 | 646+0,15 | 493+025 | 532+0,11 | 490+0,19
TB 1,14 +0,12 | 0,98 +0,25 | 0,64 +0,20 | 0,69 + 0,45 0,73 +0,32 | 0,93 +0,24
1B 0,42 + 0,06

C 1,29+0,12 | 1,L13+0,10 | 1,64 +0,59 | 1,13+0,12 | 1,65+0,36 | 1,24 +0,15 | 1,20+ 0,21

Dtugos¢ chromosoméw kalkulowana w procentach w stosunku do dtugosci haploidalnego zespotu chromosoméw=+ SD;
T — dtugos¢ catkowita, L — dtuzsze ramig, S — krétsze ramig, C — stosunek ramion (L/S). TB — prazek telomerowy,
CB — prazek centromerowy, IB — prazek interkalarny (The length of chromosomes calculated in % of the length of the
haploid chromosome set = SD; T — total length, L — longer arm, S — shorter arm, C — arm ratio (L/S), TB — telomeric
band, CB — centromeric band, IB — intercalary band)
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Ryc. 4. Zawarto$¢ poszczegdlnych rodzajéow heterochromatyny w kariotypach dwoch form Phleum hirsutum Honck.
Uwzgledniono heterochromatynowe prazki state i polimorficzne

Fig. 4. Content of particular kinds of heterochromatin in karyotypes of two forms Phleum hirsutum Honck. Polymorphic
heterochromatin bands and bands with higher frequency were considered
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Analiza iloéci jadrowego DNA

Okazy z obydwu stanowisk r6znig si¢ wyraznie zawartoscig jadrowego DNA (Tab. 5). U ro-
§lin z Polski zanotowano okoto 0,6 pg mniej DNA niz u tych z Macedonii. Zastosowany
test statystyczny wskazuje na istotno§¢ zaobserwowanej réznicy.

Tabela 5 (Table 5). Poréwnanie ilosci jadrowego DNA u Phleum hirsutum Honck. z Tatr [A] i Grecji [B] (Comparison
of nuclear DNA amount in Phleum hirsutum Honck. from the Tatra Mts [A] and Greece [B])

Wynik testu Studenta
A B (Student’s test result)
DNA (2C) i (and) SD (pg) DNA (2C) i (and) SD (pg) (P = 0.05)
3.252 +£0.020 3.850 £ 0.090 ok

** rdznica statystycznie istotna (statistically significant)

WNIOSKI

Struktura kariotypu Phleum hirsutum: symetrycznos$¢, telomeryczny typ dystrybucji hetero-
chromatyny, jej niewielka zawarto$¢ w kariotypie oraz stosunkowo duza wielko$¢ genomu,
wskazuja na pierwotne cechy tego gatunku, zblizone do P. phleoides gatunku wzorcowego
dla sekcji Chilochloa (JoACHIMIAK 2005).

Najwigksze podobiefistwa z P. phleoides w budowie kariotypu wykazuje P. hirsutum
z Tatr. Natomiast wyrazne réznice cytogenetyczne stwierdzone pomig¢dzy dwiema bada-
nymi populacjami tymotki Michela wskazuja na zachodzace w obrgbie gatunku procesy
réznicowania, czemu sprzyja zapewne geograficzne oddalenie i rozproszenie populacji.

Wydaje si¢, ze uchwycono tylko fragment cytologicznej zmienno$ci wewnatrzgatun-
kowej, skoro u Phleum hirsutum mozliwe jest takze wystepowanie mutacji genomowych,
ktére doprowadzity do powstania form heksaploidalnych (KozuHAROV & PETROVA 1991).

Podziekowania. Pragne podzigkowaé Pani prof. Elwirze Sliwiriskiej za wykonanie pomiaréw ilosci
jadrowego DNA oraz Bankowi Nasion KEW z Wielkiej Brytanii za przystanie ziarniakéw tymotki Michela
pochodzacych z Grecji.
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SUMMARY

Phleum hirsutum Honck. is a typical representative of the Chilochloa section. In the majority of system-
atic classifications it is mentioned on the second place, after the model species for the Chilochloa section:
P. phleoides. P. hirsutum is a perennial montane species, which grows in Central and Southern Europe
above 1000 m a.s.l., on limestone soil. So far, there have been no reports about the cytogenetics of this
species, apart from some scarce karyological data.

This paper presents classical and C-banded karyotype structure of two diploid forms of this species
from the Western Tatra Mts and Macedonia in Greece. In both of them telomeric type of heterochromatin
distribution was observed, which was also recorded in P. phleoides and is presumably typical of the whole
Chilochloa section. Moreover, significant differences in the heterochromatin content and amount of nuclear
DNA between the two studied forms were noticed. In the Greek specimens of Phleum hirsutum much
bigger contribution of heterochromatin in the karyotype structure was recorded (9.5%), as compared with
the Polish specimens (6.5%). Similarly, in the Greek specimens the amount of nuclear DNA (3.85 pg)
was bigger than in the Polish specimens (3.25 pg), and the differences proved to be statistically important.
Presumably, the differences recorded in the structure and size of the genome in the examined populations
were induced by the fact that they are geographically distant and also by isolation of their positions caused
by progressive anthropogenic changes.

Przyjeto do druku: 18.02.2005 r.



