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ABSTRACT: The paper presents conventional and C-band karyotype structure of Phleum are-
narium L. — an annual representative of the Chilochloa section, which grows on coastal sand dunes.
Two forms of this species were examined: from Castricum in Holland and from Kent in England.
The observed morphological differences between the two forms, which suggest different ploidy
levels, were not confirmed by the studies of the karyotype and DNA amount. Both forms proved to
be diploids 2n = 2x = 14. The karyotype of the examined species is characterized by symmetry and
centromeric type of heterochromatin distribution, which is non-typical of the Chilochloa section.
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‘WSTEP

Phleum arenarium L. (tymotka piaskowa) jest niewielka trawa kgpkowa, osiagajaca jedy-
nie od 2 do kilkunastu cm wysoko$ci. Podobnie jak inni przedstawiciele sekcji Chilochloa
jest gatunkiem stosunkowo stabo poznanym botanicznie i cytogenetycznie w poréwnaniu
z szerzej znanymi przedstawicielami sekcji Phleum. Tymotka piaskowa jest gatunkiem
jednorocznym, rosnagcym na nadmorskich wydmach w europejskiej czgsci obszaru §réd-
ziemnomorskiego oraz na terenie Maroka i Izraela. Wystepuje réwniez na nielicznych sta-
nowiskach nad Morzem Czarnym. Ro$nie takze na atlantyckich wybrzezach w Europie za-
chodniej oraz na wybrzezach krajéw skandynawskich, gtéwnie w zachodniej czg¢sci basenu
Morza Battyckiego. W takich krajach, jak Francja, kraje Beneluksu i w Wielkiej Brytanii
gatunek ten wystepuje rowniez w glebi ladu na stanowiskach piaszczystych i zwirowiskach.
Mimo do$¢ szerokiego rozprzestrzenienia jest on stosunkowo rzadki, a w niektérych kra-
jach, jak np. w Niemczech uwazany jest nawet za wymierajacy (CONERT 1998). W Polsce
tymotka piaskowa jest efemerofitem. Po raz pierwszy zostata odnotowana w XIX w. w oko-
licach Gdariska, a w 1998 r. stwierdzono jej wystepowanie w Swinoujéciu (ZIARNEK & FREY
2000; KornNIAK 2002).

Phleum arenarium jest gatunkiem pionierskim i darniotwérczym, preferuje gleby
luzne, zasadowe, bogate w zwiazki azotowe pozostale po koloniach ptasich. Wycofuje si¢



318 Fragm. Flor. Geobot. Polonica 12(2), 2005

natomiast ze stanowisk, na ktérych pojawiaja si¢ wigksze ilosci zwigzkéw préchniczych
(CONERT 1998).

Wyksztatcanie klapowanych wiech ktosoksztattnych, obecno$¢ trzech precikéw w kwie-
cie oraz wytwarzanie owalnych ziarniakéw lokuje pewnie ten gatunek w sekcji Chilochloa,
cho¢ nie jest on dla tej sekcji taksonem typowym (HUMPHRIES 1980). Wyjatkowo TSVELEV
(1984) zaliczyt ten gatunek do sekcji Achnodon razem z Phleum subulatum i kilkoma in-
nymi jednorocznymi gatunkami §rédziemnomorskimi. Charakterystyczne dla tego gatunku
jest wyksztatcanie nieowtosionych biatozielonych blaszek lisciowych oraz dtugich, w sto-
sunku do wysokosci roSlin, waskolancetowatych gestych wiech ktosoksztaltnych z licz-
nymi i krétkimi gatagzkami. Morfologia jednokwiatowych ktoskow jest typowa dla sekcji
Chilochloa: plewy sa jednakowej wielko$ci, owtosione na brzegach i zaopatrzone w bardzo
krétkie wyrostki osciste (CONERT 1998; HUMPHRIES 1980).

Doniesienia na temat kariologii i cytogenetyki tymotki piaskowej sa bardzo skape. Na
uwage zastuguje publikacja ERNSTA i MALLOCHA (1994), opisujaca wystgpowanie diploidal-
nej liczby chromosoméw 2n = 14 oraz B-chromosoméw.

Celem prezentowanej pracy bylo poszerzenie podstawowych wiadomosSci na temat
cytogenetyki tego gatunku poprzez przedstawienie struktury kariotypu konwencjonalnego
i prazkowego oraz podanie danych dotyczacych ilosci jadrowego DNA.

MATERIAL I METODY

Materiatl do badan pochodzit z Castricum w Holandii oraz z hrabstwa Kent z Anglii (RBG Kew: nr. kat.
0011341) Analiz cytogenetycznych dokonano na 30 egzemplarzach z obydwu badanych form tymotki
piaskowej. Pomiary dtugosci aparatéw szparkowych wykonano u 10 losowo wybranych roslin z obu sta-
nowisk w komoérkach epidermy dolnej strony liScia (facznie dla kazdej formy zmierzono po 400 aparatéw
szparkowych). Chromosomy barwiono konwencjonalnie orceing octowa oraz réznicowo, metoda prazkéw
C wedlug JouVvE i in. (1980). Budowe kariotypu konwencjonalnego i prazkowego przedstawiono na pod-
stawie pomiaréw: 20 ptytek metatazowych barwionych konwencjonalnie i 10 barwionych metoda praz-
kéw C. W Kkariotypach zbiorczych uwzgledniono jedynie stale prazki heterochromatynowe, wystgpujace
z frekwencja czgstsza niz 50%. Pominigto prazki polimorficzne z wyjatkiem wystepujacych w okolicach
obszarow NOR. Pomiaréw cytometrycznych ilosci jadrowego DNA dokonano na komoérkach mezofilu
miodych lisci z uzyciem cytometru przeptywowego (Partec) i linii Zea mays CEE-777 (5,43 pg/2C) jako
wzorca, za$ roztwory komoérek przygotowano wedtug metodyki GALBRAITHA i in. (1983). Dla okreslania
ilosci 2C DNA dla okazéw z danego stanowiska przyjeto Srednig z pomiaréw 10 roslin. Pomiary cytome-
tryczne wykonano w Pracowni Cytometrii Przeptywowej pod kierunkiem prof. Elwiry Sliwiniskiej w Aka-
demii 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

Morfologia roslin

Badane formy tymotki piaskowej wykazywaty znaczne réznice we wzroscie, widoczne od
pierwszych dni wegetacji az do osiagnigcia ostatecznych rozmiaréw, czyli po uptywie pig-
ciu miesigcy w czasie kwitnienia (Ryc. 11 2). Egzemplarze Phleum arenarium pochodzace
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Rye. 1. Trzymiesig¢czne okazy Phleum arenarium L., rosnace w takich samych kontrolowanych warunkach. a. z Anglii,
b. z Holandii

Fig. 1. Three-month-old specimens of Phleum arenarium L., growing in the same control conditions. a. from England,
b. from Holland

Ryec. 2. Okazy zielnikowe Phleum arenarium L. a. z Anglii, b. z Holandii

Fig. 2. Herbarium specimens of Phleum arenarium L. a. from England, b. from Holland
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z Anglii wyksztatcaty pedy o wysokosci okoto 16 cm i1 byty dwukrotnie wyzsze od egzem-
plarzy z Holandii. Nasuwalo to przypuszczenie o wystgpowaniu réznic w stopniu ploidal-
no$ci migdzy obydwoma badanymi formami.

Aby je sprawdzi¢ dokonano poréwnania diugosci aparatéw szparkowych u badanych
form, opierajac si¢ na prawidtowosci, bedacej wynikiem efektu nukleotypowego, polegajace;j
na tym, ze im wyzszy stopien ploidalnosci tym wigksza dtugos¢ tych struktur. Poréwna-
nie dlugosci aparatéw szparkowych u przedstawicieli tymotek z sekcji Phleum pozwalato
w przeszioSci na skuteczne rozréznianie stopnia ploidalnosci u réznych cytotypéw P. pra-
tense s. lato oraz P. commutatum (JOACHIMIAK & GRABOWSKA-JOACHIMIAK 2000; JOACHIMIAK
iin. 2002). Wyniki pomiaréw aparatow szparkowych u tymotki piaskowej byty nastepujace:
u okazow angielskich osiagaty one $rednig dlugos$¢ okoto 41 um, natomiast u holenderskich
37 um, a zaobserwowane réznice okazaty si¢ statystycznie istotne (Tab. 1).

Tabela 1 (Table 1). Poréwnanie dtugosci aparatéw szparkowych u dwéch form Phleum arenarium L. z Holandii (A)
iz Anglii (B) [Comparison of stomata length in two forms of Phleum arenarium L. from Holland (A) and England (B)]

Wynik testu Studenta
(Student’s test result)
(P =0,05)

A B
dhugos¢ (length) i (and) SD (um) dtugos¢ (length) i (and) SD (um)

36,88 + 3,24 41,10 £ 3,09 ok

réznica statystycznie istotna (statistically significant)

Ryec. 3. Morfologia ktoskéw u Phleum arenarium L. a, b. z Holandii, ¢, d. z Anglii (skala w mm)

Fig. 3. Morphology of spikelets in Phleum arenarium L. a, b. from Holland, ¢, d. from England (scale in mm)
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Analiza morfologii ktoskéw u obydwu form byta istotng czescia oznaczania roslin. Po-
twierdzita przynaleznos¢ obydwu badanych form do Phleum arenarium L., przy czym nie
znaleziono zadnych réznic w budowie ktoskéw pomigdzy nimi (Ryc. 3).

Somatyczne liczby chromosomoéw. Struktura kariotypu konwencjonalnego

Obydwie badane formy tymotki piaskowej okazaty si¢ diploidami — 2n = 14 (Ryc. 4a). Tym
samym nie potwierdzily si¢ przypuszczenia dotyczace wystgpowanie poliploidalnej liczby
chromosoméw u populacji angielskiej, wynikajace zwtaszcza z obserwacji réznic w dtugo-
Sciach aparatéw szparkowych pomiedzy populacjq angielska a holenderska. Doda¢ nalezy,
ze u roSlin angielskich zaobserwowano jednak tetraploidalne ptytki metafazowe (2n = 28),
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Ryc. 4. Ptytki metafazowe Phleum arenarium L. barwione konwencjonalnie orceing octowa i metoda prazkéw C.
a, ¢. z Holandii, b, d. z Anglii (skala 5 pm)

Fig. 4. Metaphase plates of Phleum arenarium L. stained with acetic orceine and C-banded. a, c. from Holland, b, d.
from England (scale 5 pm)

ktore stanowily okoto 3% w puli analizowanych metafaz (Ryc. 4b). Podkreslenia wymaga
rowniez fakt braku B-chromosoméw u obydwu badanych form Phleum arenarium, pomimo
ze ro$liny holenderskie pochodzity doktadnie z tego samego obszaru, na ktérym wczesniej
chromosomy dodatkowe byty notowane u tego gatunku (ERNST & MALLOCH 1994).

Nie zaobserwowano wigkszych réznic w wielkosSci i morfologii chromosoméw meta-
fazowych u obydwu form, dlatego sporzadzono dla nich jeden kariotyp zbiorczy. W jego
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Rye. 5. Kariogram konwencjonalny jednej z analizowanych plytek metafazowych okazu Phleum arenarium L. z Holandii

Fig. 5. Conventional karyotype of one of the analysed metaphase plates of Phleum arenarium L. specimen from Holland

Tabela 2 (Table 2). Phleum arenarium L. z Europy Zachodniej (from Western Europe) — kariotyp konwencjonalny
(conventional karyotype)

1* 2 3 4 5 6 7
T 17,06 £ 0,38 18,65+ 0,59 15,08 £0,34 13,49+0,29 13,10+0,37 1191+0,26 10,71 £0,28
L 9,52 £ 0,33 992+032 794+022 7,14+0,14 754+024 6,75+020  595+0,20
S 7,54 + 0,29 8,73 £ 0,31 7,14 +0,16  6,35=+0,17 5,56 + 0,21 5,16 0,18 4,76 = 0,16
C 1,26 + 0,36 1,14 + 0,09 1,11 £ 0,10 1,13 + 0,09 1,36 £ 0,25 1,31 £0,27 1,25 + 0,24

Dtugos¢ chromosoméw kalkulowana w procentach w stosunku do dtugosci haploidalnego zespotu chromosomoéw + 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)

%
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Fig. 6. Phleum arenarium L. a. kariotyp konwencjonalny, b. prazkowy. * oznacza chromosomy SAT; > oznacza poli-
morficzny prazek interkalarny przy organizatorze jaderka, reszta to prazki state (o frekwencji co najmniej 50%)

Fig. 6. Phleum arenarium L. a. conventional karyotype, b. C-band karyotype. * 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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sktad wchodza jedynie stabo zréznicowane morfologicznie chromosomy metacentryczne.
Dlatego kariotyp tego gatunku jest prawie idealnie symetryczny (Ryc. 5 i 6; Tab. 2) Zgod-
nie z pogladami STEBBINSA (1971) kariotyp o takiej strukturze nalezy uzna¢ za pierwotny
w stosunku do kariotypow asymetrycznych, zawierajacych chromosomy o zréznicowane;j
morfologii.

Struktura kariotypu prazkowego

U wszystkich analizowanych okazéw Phleum arenarium stwierdzono ten sam centrome-
rowy typ dystrybucji heterochromatyny. Nie zaobserwowano istotnych réznic w udziale
poszczegdblnych frakcji heterochromatyny w budowie kariotypu obydwu badanych form
(Ryc. 4c, d). Dlatego, podobnie jak w przypadku kariotypu konwencjonalnego, sporza-
dzony zostat dla nich jeden prazkowy kariotyp zbiorczy (Tab. 3; Ryc. 6b). Zwraca uwage
stosunkowo wysoka zawarto§¢ heterochromatyny w kariotypie (8,28 %) i jego podobien-
stwo do kariotypu P. commutatum [2x] — alpejskiego przedstawiciela tymotek z sekcji
Phleum (KuLa 2005a). U dwéch typowych przedstawicieli sekcji Chilochloa: P. phleoides
i P. hirsutum wyst¢puje odmienny, telomerowy typ dystrybucji heterochromatyny i zwykle
niska (okoto 4%) zawarto$¢ heterochromatyny w kariotypie (KuLA 2005a, b). Niektore
doniesienia wskazuja, ze P. arenarium moze by¢ jedynym przedstawicielem sekcji z cen-
tromerowym uktadem prazkow heterochromatynowych (JOACHIMIAK 2005).

Tabela 3 (Table 3). Phleum arenarium L. z Europy Zachodniej (from Western Europe) — kariotyp prazkowy (C-band
karyotype)

1 2 3 4 5 6 7

T 21,13 +0,39 17,65+0,53 1523037 13,76+0,20 1338+0,33 11,08 +0,22 7,77 £ 0,27
L 12,43 +£0,39 9,56 £ 0,25 858 +026 849x030 7,68+0,19 730+0,18 440+0,15
TB 0,82 + 0,06 0,53 + 0,05
1B 0,54 + 0,05

S 8,70+032 809+029 6,650,113 527+0,17 570+028 3,78+0,12 337=+0,15
TB 0,33 + 0,05

C 1,43 + 0,12 1,18 + 0,06 1,29 + 0,08 1,61 + 0,31 1,35 + 0,29 1,93 + 0,16 1,31 + 0,11

CB 0,87 +0,07 0,85 =+0,11 0,60 +020 094+004 0,73+0,07 0,79 +0,11 0,60 + 0,16

Dtugos¢ chromosomoéw kalkulowana w procentach w stosunku do dtugosci haploidalnego zespotu chromosoméw + SD;
T — dlugosé catkowita, L — dtuzsze ramig, S — krotsze 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)

Analiza iloéci jadrowego DNA

U badanego gatunku stwierdzono wystgpowanie niewielkiej ilosci jadrowego DNA — okoto
2,9 pg. Réznice w iloSciach DNA pomiedzy obydwiema populacjami tymotki piaskowe;j
okazaty si¢ statystycznie nieistotne (Tab. 4). Podobne ilo§ci DNA zaobserwowano u dwéch
innych jednorocznych gatunkéw §rédziemnomorskich z sekcji Chilochloa — u Phleum
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Tabela 4 (Table 4). Poréwnanie iloSci jadrowego DNA u dwéch form Phleum arenarium L. z Holandii (A) i z Anglii
(B) [Comparison of nuclear DNA amount in two forms of Phleum arenarium L. from Holland (A) and England (B)]

A B Wynik testu Studenta
DNA (2C) i (and) SD (pg)  DNA (2C) i (and) SD (pg) B sy
2,857 £ 0,126 2912 £ 0,019 —

— réznica statystycznie nieistotna (statistically not significant)

montanum (2,9 pg) i P. graecum (3,2 pg). Natomiast zdecydowanie wigksze ilosci DNA
zanotowano u dwdéch wieloletnich przedstawicieli omawianej sekcji: u P. phleoides (3,6 pg)
oraz P. hirsutum (3,8 pg) (SLIWINSKA i in. 2003; KULA i in. 2004). Zwiazek pomigdzy nie-
wielka iloscia jadrowego DNA, a krétkim cyklem wegetacji i wystgpowaniem gatunku na
obszarze o tagodnych zimach stwierdzono takze u innych gatunkéw traw (BENNETT 1998).

WNIOSKI

Wyrazne réznice morfologiczne w wysokosci roslin i dlugosci aparatéw szparkowych
stwierdzone pomig¢dzy dwiema analizowanymi populacjami Phleum arenarium z Europy
zachodniej wskazuja na ich zréznicowanie genetyczne.

Nie znalazto ono potwierdzenia w analizach cytogenetycznych. Obie populacje sa
diploidalne, o identycznej strukturze kariotypu i zblizonych iloSciach jadrowego DNA.
Wystepowanie w kariotypie tymotki piaskowej jedynie chromosomdéw metacentrycznych
o zblizonych wielkosciach, co powoduje symetryczno$¢ kariotypu, wskazuje na pierwot-
no$¢ tego gatunku.

Natomiast zaobserwowana centromeryczna dystrybucja heterochromatyny (nie stwier-
dzona dotad u innych przedstawicieli sekcji Chilochloa) w powiazaniu z jednorocznoscia,
specjalizacja siedliskowa i niewielka iloScig jadrowego DNA $wiadczy o jego ewolucyj-
nym zaawansowaniu. Nasuwa to wniosek, ze Phleum arenarium jest, taksonem starym,
ale mtodszym ewolucyjnie od typowych przedstawicieli sekcji Chilochloa: P. phleoides
i P. hirsutum.

Podziekowania. Pragniemy podzigkowaé pani prof. Elwirze Sliwifiskiej za wykonanie pomiaréw
ilosci jadrowego DNA oraz panu prof. W. H. O. Ernstowi z Holandii i Bankowi Nasion KEW z Wielkiej
Brytanii za dostarczenie ziarniakéw tymotki piaskowe;j.
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SUMMARY

Phleum arenarium is the only species in the Phleum genus which is adapted to life in sandy coastal areas.
It possesses free panicles, typical of the Chilochloa section, but with short, densely situated branches,
which makes it similar to representatives of the Phleum section. The species is not a type taxon for the
Chilochloa section, however in systematic divisions it is most often placed in this section. In the examined
specimens from two localities in Western Europe diploid chromosome number 2n = 14 was established.
Almost identical symmetrical karyotype and diploid chromosome number indicate primeval character of
this species. On the other hand, centromeric type of heterochromatin distribution, which has not been re-
corded in other representatives of the Chilochloa section, with relatively big content of this fraction in the
karyotype structure, as well as narrow habitat specialization, are rather progressive characteristics. Thus,
most probably, P. arenarium is an old taxon, yet evolutionally younger than the typical representatives of
the Chilochloa section: P. phleoides and P. hirsutum.

Przyjeto do druku: 16.06.2005 r.
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