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UDK 630:576.316.7 Pinus spp. Izvoml znanstveni 61anak

Zelimir Borzan

KARIOTIPOVI NEKIH BOROVA

PODSEKCIJE SYLVESTRES

KARYOTYPES OF SOME PINES

OF THE SUBSECTION SYLVESTRES

Prispjelo 1. II. 1987. Prlhvaceno 9. XII. 1987.

Primjenom Feulgen squash i Giemsa C metode opragavanja kromo-
soma iz endosperma triju stabala craog bora {Finns nigra Am.), 2 stabia
obiCnog bora (P. sylvestris L.), 1 ramete japanskog crvenog bora (P. den-
siflora Sieb. & Zucc.) i 1 stabia F, hlbrida izmedu craog i obidnog bora
(P. X nigrosylvis Vid.), istrazivana je individualna varijabilnost morfo-
logije kromosoma usporedivanjem kariotipova, sa stanoviSta inkompati-
bilnosti craog i obiCnog bora. Ustanovljena je raznolikost kariotipova iz
medu vrsta i unutar vrste u pogledu morfoloSkih karakteristika kro
mosoma, zatim mala kolicina konstitutivnog heterokromatina u kromo-
somiraa borova i mogudnost todnije identifikacije kromosoma primje
nom Giemsa C metode opragavanja, kao i heteromorfnost kromosoma
XI u pogledu polozaja centromere.

Kljucne rijeci: analiza Icariotipa, Pinus nigra Arn., P. sylvestris L.,
P. densiflora Sieb. & Zucc., P. x nigrosylvis Vid., endosperm, Feulgen
squash metxjda, Giemsa C metoda oprugavanja kromosoma, sticky kro-
mosomi, citotaksonomija borova, heteromorfnost kromosoma XI.

UVOD — INTRODUCTION

Istraiivanja prof, dr Mirka Vidakovica na problemu inkompatibil-
nosti izmedu evropskog cmog bora {Pinus nigra Am.) i obicnog bora
{Pinus sylvestris L.) (Vidakovic 1963, 1966, 1977a, 1977b; Vida-
kovic & Jurkovic-Bevilacqua 1970, 1971; Vidakovic &
Borzan 1973) vec su od samog pocetka dm^a multidisciplinarai ka-
rakter. Vec svojim prvim radom na opisu prirodnih hlbrida izmedu
evropskog cmog i obicnog bora 1958. godine, Vidakovic ukazuje na
vaznost citoloSkih metoda u rjesavanju .problema taksonomije i, pored
opisa morfoilosko-anatomskih karakteristika hibrida, citolosid obraduje
istrazivana hibridna stabia. Kasnija istrazivanja u cilju dobivanja hi
brida kontroliranom hibridizacijom, te nastojanja da se utvrde faktori
inkompatibilnosti, potvrdila su kompleksnost problema i potrebu za
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ukljucivanjem biokemijskih, embrioloSkih, imimoloskih, fizioloskih i ci-
toloskili metoda istrazivanja. Rezultati tih istrazivanja opisani su u
radovima olanova Katedre za sumarsku genetiku i dendrologiju Sumar-
skog fakulteta Sveuoilista u Zagrebu, kao i njihovih suradnika (f)ur-
bab^ic d sur. 1967, 1973, 1977; Petricevic i sur. 1977). Dio tih
istra^i'vanja financiran je od Zajedniokog jugoslavensko-ameridkog od-
bora za znanstvenu i tehnioku suradnju, te Savjeta za naucni Tad SR
Hrvatske i prikazan je u godisnjim i zavrsnim izvjestajima projekata:
»Iin£luence of irradiated pollen on the physiology of growth« (V i d a-
kovic i sur. 1968—1973), »Effect of mioro-environment on species in
compatibility in hard pines« (Vidakovic i sur. 1974—1977) i »Fac-
tors of incompatibility between European black pine and Scots pine and
possibilities of mass production of their hybrids« (Vidakovic i sur.
1980—1985).

Ucitologyiborovaprekretnicupredstavljarad Saxi Sax-a (1933)
jer je prvi pdkazao kariotipove nekih vrsta cetinjaca koristeci za izradu
preparata tkivo andosperma u razvoju. Say lor (1969) ukazuje na vaz-
nost ditogeneti6kih faktora u utvrdivanju inkompatibilnih barijera izme-
du raznih vrsta borova. Do 1973. godine, kada smo odluoili pokusati
ustanovdti razlike u karlotipovima stabala na kojima smo provodili kon-
troUranu hibridizaoiju izmedu evropskog cmog bora i obicnog bora, bili
su nam poznati radovi 1 nekih drugih autora koji su koristili endosperm
u citoloskim istrazivanjima cetinjaca (Santamour 1960, S arkar
1963, Me r gen & Burley 1964, lilies 1971). Radovi P e d e-
r 1 c k - a (1967, 1969, 1970) su se posebno isticali, jer su prukazivali istra
zivanja detaljne morfologije kromosoma u endospermu borova i naveli
su nas da na slican nacin istrazujemo kariotipove stabala crnog i obicnog
bora na kojima smo provodili hibridizaciju.

Potreba za ufcvrdivanjem detaljnih karakteristika kariotipa pojedi-
nacnih stabala, narocito stabla evropslkog cmog bora »ni 221« i obicnog
bora »sy 77«, ukazala se kada su Vidakovic & Borzan (1973)
utvrdili da upravo ovaj" roditeljski par pokazuje osobitu sklonost kriza-
nju, odnosno da je redovito, iako u malom postotku, krizanjem ovog ro-
diteljskog para mogude uzgojiti Fj hibride Pinus x nigrosylvis Vid. (Vi
dakovic 1977a). Osim ova dva stabla, za kontrolu je bilo potrebno
citoloski obraditi barem jo§ po jedno stablo evropskog cmog 1 obicnog
bora, koja u dosadasnjim pofcusajima kontrolirane hibiidizacije nisu
proizvela hibridno sjerae, niti medusobno niti s nefcim drugim stablom.
Za takva kontrolna stabla je odabrano jedno stablo evropskog crnog
bora »ni 47« i jedno stablo obicnog bora »sy 367«. Rezultati karioloskih
analiza tih stabala prikazani su u magistarskom radu (Borzan 1979)
i objavljeni u »Analima za sumarstvo« (Borzan 1981). Nastavak istra
zivanja prosiren je ukljuciv2uijem jos jednog stabla evropskog cmog
bora »ni 366«, jednog stabla japanskog crvenog bora {Pinus densiflom
Sieb. & Zucc.) »de V 116« i konacno jednog hibridnog stabla (P. x nigro
sylvis Vid.) »nisy 410«, nastalog krizanjem stabala cmog bora »ni 221«
i obicnog bora »sy 77«.
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Tehnika izrade preparata i postupak istrazivanja 'kariotipa svladani
su u obradi stabla ymi 47« (Borzan 1977a). Isti sam postupak primi-
jenio i u obradi ostalih stabla: »ni 22X«, »ni 366«, »sy 77«, '»sy 367«, »de
V 116« i »nisy 410«.

Neke rezultate citolo§kih istrazivanja koji su vec pubMcirani (B o r-
zan 1977a, 1977b, 1981; Borzan & Papes 1978) koristim i ovdje
radi cjelovitosti prikaza 1 mogucnosti komparativne analize kariotipova
svih sedam istrazivanih stabala. Osim toga, novi kvalitet u tumacenju
razlika izmedu kariotipova pojedinih stabala omogucen je obradom po-
dataka elektronidkim racunaiom. Time je posti^uto uocavanje brojnih
znacajnih razliika u detaljima kariotipova istrazivanih stabala (duljinama
kromosoma, duljinama ikrakova, omjeru krakova i centromemim in-
deksima), a za te bi rezultete bez primjene eldktroni(3cog racunala bilo
potrebno znatno duze •vrijeme racunanja i interpretacije rezultata.

Model za statistioku obradu citoloskih podataka edektronickim ra-
cunalom (program) izraden je na University of California, u Berkeleyu,
College of Natural Resources, Department of Forestry and Resource Ma
nagement. Doblveni rezultati varificirani su s rezuiltatima radenim ru-
kom (kalkulatorom), objavljeni u magistarskom radu (Borzan 1979).
Tada je taj model poslxmo za izradu novog programa u ROS »Slavonska
suma« Vinkovoi, Sluzba za informacijski sistem i automatsku obradu po-
dat^a (ISIAOP) u Osijeku, te su tim programom obradeni i usporedeni
karmtipovi svih stabala prikazanih u ovom radu.

MATERIJAL <1 METODE ISTRAZIVANJA —
MATERIALS AND METHODS

Svi preparati su radeni iz tkiva endosperma u razvoju, s tri stabla
evropskog cmog bora {Pinus nigra Arn.): »ni 47«, »ni 221« i »ni 366«,
dva stabla obicnog bora {Pinus sylvestris L.): »sy 77« i »sy 367«, jednog
stabla (ramete) japanskog crvenog bora (Pinus densiflora S. & Z.) »de V
116« i jednog hibridnog stabla Pinus x nigrosylvis Vid. (»nisy 410«).
Stabla su se nailazila u parku oko zgrada Sumarskog i Poljoprivrednog
fakulteta SveuciMsta u Zagrebu i u vrtu Katedre za sumarsiku genetiku
i dendrologiju.

U taksonomskom ppgledu, sva tri stabla evropskog cmog bora spa-
daju, prema klasifikaoiji Vidakoviica (1955, 1957) u ssp. austriaca.

Od stabala evropskog cmog bora, u vrijeme uzimanja uzoraka, stablo
»nl 47« bilo je najstarije, pribliine starosti oko 40 godina. PosjeCeno je
1979. godine. Stabla »ni 221« i »ni 366« su procijenjena na starost od oko
30 godina. Stablo obicnog bora »sy 77« procijenjeno je na oko 30 godina.
SruSeno je u oluji 1983. godine. Vegetativno je razmnozeno cijepljenjem
1978. godine. Stablo »sy 367« je u vrijeme uzimanja uzoraka procijenjeno
na oko 15 godina, a hibrid »nisy 410« je proizveden kontroliranom hi-
bridizacijom 1966. godine na stablu »m 221« krizanjem s polenom stabla
>>sy 77«, te je u vrijeme uzimanja uzoraka bilo staro 15 godina. Rameta
japanskog crvenog bora »de V 116« je uzgojena nakon cijepljenja 1960.
godine na podlogu obicnog bora.
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KONTROLIRANA HIBRIDIZACIJA CRNOG I OBICNOG BORA —
CONTROLLED HYBRIDIZATION OF EmOPEAN BLACK -AND SCOTS PINE

U radovima na ikontroliranoj hibridizaciji cmog i obionog bora, koji
se provode -na Katedri za sumarsku genetiku i dendrologiju Sumarskog
falralteta u Zagrebu, sudjelujem od 1960. godine kao suradnik -prof. dr.
Mirka Vidakovica u rjesavanju problema inkompatibilnosti izmedu ove
dvije vrste. Podatke o kontroliranoj hibridizaciji borova, prikazane u
oyom radu, sakupio sam iz godisnjih i finalnih izvjestaja projekata finan-
ciranih od Zajednickog jugoslavensko-americkog odbora za znanstvenu
i tehnioku suradnju te Savjeta za naucni rad SR Hrvatske (spomenutih u
Uvodu), iz radova Vidakovic & Borzan 1973, Vidakovic
1983, te dz evidencije o ikontroliranoj hibridizaciji borova koja se vodi na
Katedri za sumarsku genetiku i dendrologiju od 1957. godine.

SAKUPLJANJE MATERIJALA — COLLECTION OF MATERIAL

Stadij razvoja sjemenog zametka pogodnog za citoloSka istrazivanja
endospermalnog tkiva, relativno je kratak period, u trajanju od oko dva
tjedna na jednom stablu. U cdklusu razvoja sjemena borova, od oprasiva-
nja do zrelog sjemena, ovaj period pada u vrijeme druge vegetacije razvoja
ceSerica, odnosno neposredno prije oplodnje. Taj period varira od stabla
do stabla i od vrste do vrste bora. P e deri ck (1967) ga poblize ozna-
cuje -kao vrijeme od 2—3 tjedna nakon trusenja polena na stablu.. Nasa
se zapazanja podudaraju s konstatacijom Pederiok-a, pa mozemo ustvr-
diti da oi nasim klimatskim uvjetima vrijeme od 1—3 tjedna nakon tru
senja polena na nekom stablu, korelira s vremenom intenzivnih dioba u
endospermu -u razvoju. Buduci da i unutar tog perioda neki ceserici (u
istom danu) imaju sjemene zametke s dntenzivnim diobama, a neki ce
serici ne, potrebno je vrijeme za sakupljanje ceserica produziti na tri
tjedna, tj. zapoceti sa sakupljanjem i fiksiranjem materijala tje^n dana
nakon trus^ja polena na stablu. Za izradu preparata preporucljivo je
raditi uzorke od fiksiranog materijala, npr. po pet preparata od svakog
datuma sakupljanja. Nakon sto se pregledaju preparati, ako nije dobiven
dovoljan broj stanica za analizu, izraduju se preparati od preostalog ma
terijala sakupljenog onog datuma koji je dao najveci broj stanica pogod-
nih za analizu.

Zapazeno je u stabla »ni 47« da je najveci broj pogodnih preparata
za analizu dzraden od sjemenih zametaka kada su gametofiti bili srednje
velicine (oko 1 mm), neposredno prije ili tek sto su se u fiksiranim game-
tofitima poceli zamjecivati arhegoniji prostim oikom.

Za ova smo istrazivanja -poceli skupijati ceserice u svibnju 1973.
godine. Ceserici iz te prve godine, posluzili su za svladavanje radne teh-
nike i pronalazenje najpogodnije faze razvoja endosperma za karioloske
radove. Istom je obrada materijala skupljenog 1974. godine rezultirala
izvrsnim preparatima, koji su dali velik broj stanica pogodnih za analizu.
U tabeli 1. prikazujem za svaku analiziranu stanicu datume fiksiranja
gametofita, koliko analiziranih stanica potjece iz pojedinog ceserica,
brojeve preparata i kada su Mializirani.
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Od svakog stabla analizirano je 18 pogodnih stanica. Za stable »ni
47« sve analizirane stardce potjeou iz jednog ceserica, koji je fiksiran
29. svibnja 1974. godine, tj. iz ukupno 9 preparata, sto znaci da je u po-
jedinim preparatima bilo vise pogodnih stanica za analizu. Od stabla »ni
221« i dva stabla obiCnog bora nisam dobio dovoljan broj stanica iz samo
jednog ceSerica, nego je trebalo saikupljati ceserice i slijedecih godina,
kako bi od svakoga anaiiziranog stabla dobio 18 pogodnih stanica. Tako
je npr. za stablo »ni 221« 'koristeno 5 stanica iz materij^a fiksiranog
1974. godine, a 13 stanica iz materijala fiksiranog 1976. godine. Stable
»ni 366« je obradeno anaJizom stanica iz 11 ̂ preparata (sjemenih zameta-
ka) za koje ®u 8 sjemenih zametaka iz jednog cesera dali 15, 2 sjemena
zametka iz drugog CeSera 2 i 1 sjemeni zametak iz treceg cesera 1 pogodnu
stanicu. Za ovo stable svi su deSeri sakupljeni iste godine. Za stable »sy
367« materijal iz 1974. godine dao je 17 stanica, a jedna potjece od mate-
rijaila skupljenog 1977. godine, doik su za stable »sy 77« dvije stanice iz
1974. godine, a 16 stanica iz materijala fiksiranog 1977. godine.

Stable japanskog crvenog bora analizirano je stanicama iz 12 sje
menih zametka fi'ksiranih nakon vadenja iz 2 cesera, sakupljena iste,
1974. godine. Za hibridno stable »nisy 410« sve analizirane stariice poticu
iz jednog preparata, tj. jednog sjemenog zametka.

Ce§erici su safeupljani u jutro u 7 sati i neposredno nakon sakuplja-
nja u laboratoriju su odvajane plodne djuske, zarezivan je svaki nomialno
razvijen sjemeni zametak skalpelom, izdvajani su gametofiti i fiksirani
u smjesi ledene octane ikiseline i etanolafl : 3, V/V). Gametofiti suufiksa-
tivu ostavljeni 24 sata, a zatim 24 sata u 96®/o-tnom etanolu. Pohranjeni
su u 70Vo-tni etanol i cuvani u frizideru na +4® C do izrade trajnih prepa
rata. Pokazalo se da je moguce dobiti dobre preparate s jasno obojenim,
kontrastnim ikromosomima i tri godine nakon ovakog cuvanja materijala.

TEHNIKA PREPARIRANJA ENDOSPERMA

FEULGEN SQUASH METODOM — THE TECHNIQUE OF PREPARING

ENDOSPERM WITH THE FEULGEN SQUASH METHOD

Za izradu preparata primjenjena je tehnika prepariranja endosperma
Feulgen squashpostupkom po Darlington & La Cour-u (1962),
modificiran na osnovi radova Pederick-a (1967, 1970) 1 vlastitih is-
'kustava. Preparati su izradeni ovako:

1. Pohranjeni je endosperm iz 70Vo-tnog etanola prenijet u svjeze ku-
pelji u kojima su se nalaziH:

a) 70Vo-tni etanol,
b) 50Vo-tni etanol,

c) 30Vo-tini etanol,
d) destilirana voda

i u svakoj je kupelji ostavljen po 10 minuta.
2. Uslijedila je hidroliza u IM HOI zagrijanoj i drzanoj u termostatu

na 60® C. Hidroliza je trajala 15 minuta.
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3. Materijal 'je prebacen u svjeze pripremljenu otopinu za bojenje
(Feulgen), koja nije bila starija od nekoliko dana. Ta je otopina cuvana
u frizideni na +4®C, zasticena od svjetla. Za pripremanje otopine za
bojenje upotrijebili smo bazicni fuksin proizvodnje G. T. Our r, London.
Otopina za bojenje je pripremljena tako da je 1 g bazicnog fuksina pre-
liven s 200 ml kipuce destilirane -vode. Nakon mijesanja, nastala smjesa
je ohladena do 50® C, i filtrirana. Filtratu je dodano 30 ml IM HCl i 3 g
kalijskog disulfita, KjS^Os. Otopina je ostavljena 24 sata u mraku, u
dobro zacepljenoj boci. Uz dodatak 0,5 g aktivnog ugljena, te nakon ne
koliko mlnuta mudkanja i filtriranja, dobivena je bistra slabo zuckasta
tekucina, koja je upotrebljena za bojenje.

CijeJi endospermi (jer se prilikom prebacivanja iz kupke u kupku
pazilo da se ne osteti opna koja obavija endospermaino tkivo) bojani su
2 sata, za razUku od Pederick-a (1967), ikoji je materijal u otopini
za bojenje ostavljao preko noci. Krace bojenje je dalo jasnije izrazene
i konfirastnije ikromosome.

4. Gametofiti su prebaceni u 45®/o-tnu octenu kiselinu, odakle je vec
nakon 5 minuta pod binokularnom lupom na predmetnom sta'klu odva-
jana opna gametofita, a stariice (jezgre) endosperm^og -tkiva su raz-
dvajane llupikanjem staklenog stapica po predmetnici Hi odjeljivanjem
na manje sfkupine pomocu histoloskih igala. Nakon polaganja pokrovnog
stakalca i pritiskivanja palcem po pokrovnici na koju je polozen koma-
dic papira za filtriranje, preparat se lagano zagrijavao na histoloskoj
plooi za zagrijavanje ili iznad plamenlka.

5. Izrada trajnih preparata uslijedila je odvajanjem poikrovnice na
kon smrzavanja suhimledomiz plinske boce s CO2 (Conger & Fair-
child 1953), ill provodenjem preparata kroz kupelji 40®/o-tnog etanola,
80®/o-tnog etanola i dvije ikupelji apsolutnog etanola (Darlington &
La Cour 1962).

6. Preparati su uklapani u euparal.

ANALIZA PREPARATA I FOTOGRAFIRANJE STANICA —

SLIDE ANALYSIS AND PHOTOGRAPHING OF CELLS

Ukupno je izradeno 4710 preparata. U tabeli 1 su navedeni preparati
koji su posluzili za ovu analizu kariofipa. Biljeske o izradi preparata vo-
dene su za svaki pojedinaoni preparat s opasikama o izgledu materijala,
variranjima pojedinih ifcupelji ili Irajanju vremena tretiranja, te 0 polo-
zajima pogodnih stanica za analizu. Pregledavajuci preparate, izdvajane
su stanice u prometafazi i metafazi, s jasno vidljivim kromosomima koji
se po mogucnosti ne'preklapaju. Kod prometafaza se pazilo da nemaju
firagmenata, jer u stanicama s fragmentima najcesce se nije moglo odre-
diti kojem'kromosomu koji fragment pripada (B orzan 1979). Bilje-
zeni su i poloiaji izvanredno lijepih anafaza s lako prebrojivim kromati-
dama. Pokazalo se da su takve anafaze (slike 34a i 34b) prikladan mate
rijal za istrazivanja ikariotipa s obzirom na reznaltate dobivene njihovom
analizom. Najpogodnije stanice za analizu kariotipa bila su metafaze s
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kromosomimadsoji se jos nisu maksimalno spiralizirali i s jasno vidljivim
konstrikcijama kao npr. na slikama 1 i 5 (Borzan 1977,1981).

Za lociranje opazenih pogodnih stanica iJpotrebljavali smo noniuse
na Tadnom stolidu mikroskopa i »England Finder«, koji omogucuje brzo
pronalazenje stanice na nekom drugom mikroskopu.

Odabrane stanice sn snimljene na 35 mm film (Ilford, 18® DIN) na
mikroskopu »Zeiss« s planachromat objektivom kojd povecava 100 puta,
uz primjenu faznog kontrasta. Falm je razvijen u tvrdom razvijacu. Sve
snimke su povecane na isti .format, ukupnog povecanja oko 3 300 puta.
Fotografije su posluzile za analizu kariotipa.

MJERENJE I ANALIZA KROMOSOMA —
CHROMOSOME MEASUREMENT AND ANALYSIS

(

Analiza kariotipa je radena modificiranim postupcima Say lor-a
(196p, Simak-a (1962) i Ped.eric'k-a (1967). Mjerenje kromoso-
ma je obavljeno sestarom, nakon sto su na slid privremeno bili obiije-
zeni brojevdma od 1—12. Izmjerene ukupne duljine svakog kromosoma i
duljine svakog -kratkog i dugog kraka, ubiljezene su na slifcu, a potom u
odgovarajud formular. Centromera je oldljezena .poprecnom tankom
crtom pa svim kromosomima i predstavljena je debljinom traga olovke.
U duljinu kromosoma ild kraka nije bila ukljucena velicina konstrikcije.

Da bi izbjegli variranje rezultata zbog nedosljednosti u radu, uveli
smo neke i^terije kojih smo se pridrzavali .tijekom cijelog rada. Npr.:
Na osnovi izmjerenih duljina 'kromosomi su obiljezeni rednim brojevima
od I do XII,^i to tako da je kromosom I najdulji, a kromosom XII naj-
kraci, U slucaju da su dva ili vise kromosoma imali je(kiaku duljinu,
duzim je proglasen kromosom s konstrikcijom, a ako su oba ili vise kro
mosoma dste duljme imali konstrikoiju, redni broj prethodnog dlana niza
dobio je kromosom kojega je kratki -krak bio dua.

U pocetnoj fazi istrazivanja, za svaku stanicu dzracunata je relativna
velicina svakog pojedinog kromosoma, na osnovi velicine prosjecnog
kromosoma te stanice (= 100). Primjer izracunavanja relativnih duljina
kromosoma i odgovarajucih krakova za svaku stanicu donosim u tabeli 2.

Brojcane vrijednosti kariotipa svakog stabla predstavljaju srednje
vrijednosti relativnih duljina kromosoma u 18 'stanica. Tako je npr. iz-
racunavanje duljine kromosoma I stabla ^ni 47« .prikazano u tabeli 3.
Na slican sti nacin izracunate i duljine kratkih krakova, duljine dugih
krakova, omjeri krakova S/L, gdje je S duljina kratkog, a L duljina dugog
kraka i centromemi indeksi (S/S + L) • 100, gdje je S duljina kratkog
feaka, a S + L ukupna duljina kromosoma. Za svaki kromosom su izra-
cimavani i odgovarajuci statisticki parametri.
^ U kasnijoj su fazi istrazivanja sve relativne duljine kao i brojoane

vrijednosti kariotipa svih stabala izracunate eldktronickim racunalom.
Primjer tmosenja podataka u elektroni6ko racunalo, za stablo »ni 47«,
donosim u tabeli 4. Izlistavanje relativnih duljina kromosoma, razlika
izmedu njih, duljina i omjera krakova te centromemih indeksa, prika-
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Tab. 2. Izraciinavanje relativnih duljina kromosoma, na osnovi izmjerenih duljina
kromosoma sa sl^e i vrijednosti srednjeg kromosoma za svaku stanicu — Calcu
lation of relative chromosome lengths based on measured chromosome lengths on

the photograph and values of the mean chromosome of each cell.

n i 47

Preparat-Slide:1096; Polozaj stanice-Cell position: V 32.1

Br. krom.s+L fS+lMOQ S S ■ 1 00 L 1-100

Chr. no•  mm 53.4167 mm 53.4167 rren 53.'(167

1 60 112.32 28 52.42 32 59.91

1 1 60 112.32 29 54.29 31 58.03

II I 60 112.32 27 50.55 33 61 .78

IV 58 108.58 27 50.55 31 58.03

V 57 106.71 28 52 . 42 29 sif.zg

VI 56 104.84 28 52.42 28 52.'l2

VI 1 55 102.96 26 48.67 29 5I1.29

VI 1 I 55 102.96 26 48.67 29 5'(.Z9

IX 52 97.35 25

CO
o

27 50.55

X 49 91 .73 24 44.93 25 '(6.30

XI 41 76.75 18 33.70 23 1(5.05

XI 1 38 71 .14 15 28.08 23 1(3.06

z 641 301 340

Z/12 53.4167

Fiksirano-Fixed:29.V.1974; • Ceseric br.-Conelet no:40

zujem u label! 5, na primjeru stabla »ni 47«. Na isti nacin prikazani nu-
mericki kariotipovi ostalih stabala nalaze se u tabelama 9, 10, 11, 12,
13 i 14.

Testiranje morfoloskih karakteristika kromosoma za svaki par is-
trazivanih stabala FIT itestom radeno je elektronicikim racimalom. Re-
zuhati obrade prikazani su primjerom u label! 28. Ukupno je izlistano
105 tabela iz kojih su ustanovljene statisticki znacajne razlike i istaknute
u tabelama 18, 19, 20, 21, 22, 23 i 24. Koristeci vjerojatnosti T statistike
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Tab. 3. Izracunavanje srednje vrijednosti relativne duljine kromosoma I stabla
cmog bora ni 47, na osnovi relativnih duljina kromosoma u 18 stanica i odgovara-
jude mjere rasipanja za kromosom I — Calculation of the mean value and other
statistical parameters for relative length of chromosome I of the European black

pine tree ni 47 on the basis of relative chromosome length in 18 cells.

KROMOSOM

CHROMOSOME ^
Ukupna duljina
Total length

Red. br. Relat. duljina krom.

stanice Relat. chrom. length

Cell no. X

MJERE RASIPANJA

STATISTICAL PARAMETERS

1  117.68

2  119.36

3  117.OA

A  112.32

5  115.80

6  115.25
= 69.A63A8OA

7  120.52

B  136.53

9  135.85
s  = 8.57610AA

10 135.65

11 126.A3

12 130.AO
s- =. 2.021A072

13 127.89

lA 119.52

15 126.88
c.v. ? =. 6.8A08778

16 127.76

17 130.23

18 1A1.A7

£x 2256.58

X  125.3656

Raspon-Range : IAI.A7 - 112,32 = 29.15

10
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Tab. 4. Izlistani izvorai podaci o duljinama kromosoma (krakova) za 18 stanica
stabia ni 47, kako su ucitani s obradenih fotografija u memoriju eiektronidkog ra-
cunala. Podaci o svakoj stanici se nalaze u dva reda. Npr. u prva dva reda su podaci
o duljinama krakova i ukupnoj duljini 12 kromosoma stamce broj 1. U druga dva
reda su odgovarajudi podaci za stanicu broj 2 itd;, do stanice broj 18. Za lak§e pra-
cenje metcdike istrazivanja debljim su brojevima otisnuti podaci za stanicu broj
4, koji se takoder nalaze prikazani u tabeli broj 2 a mogu se ocitati i sa slike broj
8b. Prvi red podataka za svaku stanicu sadrzl u prvom stupcu u prva tri broja
broj stabia (047), a slijedeca dva broja su redni broj standee (01). Zatim slijedi
broj 1 (broj 2 u redu ispod) kojim je obiljeien prvi red podataka za 6 prvih kro
mosoma (u redu ispod za slijedecih 6 kromosoma te iste stanice). Slijededa tri broja
obiljezavaju ukupnu duljinu kromosoma I (076), a u retku ispod kromosoma VII.
Taj je broj uvijek jednak sumi slijedeca dva i dva broja, koji predstavljaju duljine
kratkog i dugog kraka tog kromosoma. U drugom stupcu su vrijednosti kromo
soma II (ispod za kromosom VIII, u tredem stupcu kromosoma III (ispod za kro-
mosom IX) itd. — Listed data on chromosome (arm) lengths of 18 cells of the tree
ni 47 as obtained from the photographs and entered in the computer. Data on each
cell are in two lines. For example, the first two lines give data on arm lengths
and total lengths of 12 chromosomes of the cell no. 1. The next two lines give data
on cell no. 2, and so on up to the last two lines with data on the cell no. 18. Data
on the cell no. 4 printed in bold-face, are also presented in Tab. 2 and shown in Fig.
8b. First three numbers in the first line for each cell in first column are tree num
bers (047), the next two are cell numbers (01). The next number 1 (number 2 in
line below) indicates the first line of data, for chromosomes I—VI (second line of
data of the same cell, for cliromosomes VII—XH). Next three numbers (076) are
total chromosome lengths of chromosome I (in the line below of the chromosome
VII) equal to the sum of next two and two numbers, i. e. to the sum of short and
long arm of the same chromosome. The second column contains values of the chro
mosome II (and VIII below) the third of the chromosome III (IX below) etc.

11



Tab. 5. Numericki kariotip stabla ni 47. Relativne ukupne duljine kromosoma, raz-
like izmedu susjednih kromosoma i mjere rasipanja — Numerical karyotype of the
tree ni 47. Total relative chromosome lengths, differences between adjacent chro

mosomes and corresponding statistical parameters.

KROMOSOMA :
c.v.tiOHE NUH8ER d ^ f

*i
1 125.3673

7.33.
6.S7S8 2.0213 6.8405

3 118.0387
5.33

4.3042 1.0145 3.6464

3 113.8164
3.77

4.5375 1.0695 4.0330 '

4 109.0483
3.61

3.5665 0.8406 3.3705

5 106.4348
3.94

3.4424 0.8114 3.3343

6 103.6913
3.17

3.4067 0.1673 2.3166

7 101.7360
3.48

3.7630 0.6510 3.7151

8 ■  98.3439
4.46'

3.3313 0.7616 3.3C91

9 93.7874-'
7.30 ■

3.7479 0.8834 3.9963

10 86.4835
7.46 ..

5.4382 1.2818 6.2883

11 79.0333
13.88

3.9130 1.3937 7.4837

13 65.1389 5.8840 1.3S69 9.0330

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

>1

13

KHATKI 'KRAI^OVI

50.3049
55.3160
53.6715

51.1358
50.4355
48.7416
47.9907
45.3700
44.4462
39.6710
31.3877

34.5864

OUCt KRAKOVI

I 68.8624
62.7228

3 60.1469•
4 57.9134
S 55.9993
6 55.1499
7 53.7354
0 53.8729
9 49.3412
10 46.8115
11 *7.6356
12 40.5525

OMJERI KRAKOVA

1 0.8277
2 0.8849
3 0.8811
4 0.8850
s 0.90^8
6 0.8886
7 0.9008
8 0.8616
9 0.9026
10 0.8506
11 0.6697
13 0.610B

CENTROMERHI INOEKSI (S<
1 45.0829
2 46.8679
3 46.7303
4 46.8791
5 47.3815
6 46.9300
7 47.2077
8 46.1715
9 47.3939
10 45.8708
11 39.7344
13 37.7948

(S)

.8856

.0957

.7056

.0419

.3565

.7165

.2617

.0505

.2458

.3332

.4585

.6364

(O

,6301

.5106

,4396

,5316
,2736

,3939

,2181
,8249

5744

,5639

2930

4439

(S/L)

0.1109

0.0741

0.0067

0.0706

0.0910

0.0906

0.1094

0.0863

0.0S86

0.0784

0.1339

0.0733

S*L)*10«

3.5830

3.1310

2.5436

3.0021

2.6531

3.6367
3.3750

3.5393

1.6434

2.3179
4.9026

3.8701

SHOKT AAN

1.3873

0.7297
0.6377

0..7170

0.7911

0.6403

0.7688

0.7190
0.5393

0.7621

1.0509

0.6190

lONC ARM

1.5627

0.8275

1.0582

0.5967

0.7720

0.7764

0.9942

0.6658

0.6068

0.8398

1.2476

1.0474

ARM RATIO

0.0261

0.0175

0.0204

0.0166

0.0214

0.0314

0.0253

0.0203

0.0136

o.oies

0.O330

0.0173

CENTROHERE

0.8445

0.5023

0.5995
0.4719
0.6253

0.6315

0.7955

0.5962

0.3071

0.S463

1.1556

0.6765

10.4160
5.5965

5.1360

5.9486

6.6550

5.5733

6.7965
6.7335
S.0S29
8.1501

14.3047

10.6031

9.6200

5.5970

7.4644

4.3715

5.8547

5.9736

7.8498

5.2439

5.2175

7.6111
n .1114

10.9503

13.3979

8.2744

9.8343

7.9751

10.0534

10.1955

12.1463
10.0168

6.4871

9.3145

20.3909

13.0052

INDEX

7.9477

4.5469

S.4430

4.3707

5.5994
5.6185

7.1493
5.4781

3.4654

5.0530

13.3385

7,5939

12
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iz 105 izlistanih tabela, bilo je moguce tzv. 'kombdniranim testom^ (W i
ner 1970) usporediti kompletne kariotipove svafcog para istrazivanih
stabala.

Rezultati su priikazani u tabeli 26, a detaljno obrazlozenje testiranja
T testom i kombiniranim testom, kao i tumacenje rezultata opisujem u
diskusiji.

Na svakoj su fotografiji uortavani polozaji seikundarnih i »tercijar-
nih« ikonstri'kcija, gledanjem odgovarajuce stanice pod mi'kroskopom.
Zbog razlicite osjetljivosti Ijudskog oka i emulzije filma, na fotografija-
ma je cesto bilo moguce odrediti veoi broj »tercijamih« konstrikcija od
broja konstrikcija opazenih pod mikroskopom. Vjerojatno bi denzito-
metrijska analiza svakoga pojedinog kromosoma na filmu, mogla poslu-
zitl kao objektivna metoda za odredivanje prominentnosti svake kon-
stiikcije i za tocno utvrdivanje ukupnog broja konstrikcija (metodom
koju su ikoristili Larsen & Kimber 1973). S obziroxn da nismo
imali na raspolaganju denzitometar, u ovom sam se radu drzao kriterija
da obiljezim i izmjerim samo one konstrikcije koje su bile jasno uo6ljive
za promatranja pcm mikroskopom.

Naoin obiljezavanja konstrikcija slican je onom Pederick-ovom
(1967, 1970). Tako npr. V L 59 oznaouje konstrikciju na kromosomu V,
koja se nalazi na dugom kraku kromosoma na oko 59Vo duljine kraka
udaljena od centromere. Slicno tome, konstrikcija na kratkom kraku
npr. kromosoma X, udaljena oko 56®/o duljine kraka od centromere, obi-
Ijezila bi se kao: X S 56. Udaljenosti konstrikcija izracunavane su pojedi-
nacno za svaku ikonstrikciju i svaka je konstrikcija tada imijeta u she-
matski zamisljeni idiogram da bi se dobda distribucija frekvencija se-
kundamih i tercijamih konstrikcija svakoga pojedinog kromosoma^ (sli-
ke 27 do 33). Za ucrtavanje u idiogram odabrane su konstrikcije koje su
opazene na istom kxcdcu i na priblizno istom mjestu u barem 8 stanica,
ill su barem u 4 stanice registrirane kao promiinentne sekundarne kon
strikcije.

GIEMSA C-BANDING METODA — GIEMSA C-BANDING METHOD

Pojam »C banding« koristim prema definiciji Schweizer &
Ehrendorfer (1976), za opis tamno obojenih segmenata :kromoso-
ma izazvanih primjenom specifione Giemsa metode.

Da bismo pronasli odgovarajucu »'banding metodu«, prve ismo po-
kusaje radili s meristemom korjencica sjemenki sa stabala »ni 47« i »ni
221«. Primjenili smo nekoliko metoda (C banding i Hy banding) za
meristeme korjencica (Linde-Laursen 1975; Grei 1 huber 1974)
i za cvjetne pupove (Kiasterska & Natarajan 1976), ali nismo
dobili zadovoljavajuce rezuitate. Metode rada spomenutih autora jo§
nismo primjenili na endospermalno tkivo.

Prvi ®u ohrabrujuci r^ultati postignufi C banding tehmkom kada
smo koristili endospermalni materijal, primjenom kombiniranih i ne-
sto modificiranih tehnika dvaju autora: Schweizer (1973, 1974),
Marks & Schweizer (1974), Marks (1975). Opisani su u rado-
vima Borzan & PapeS (1978) i Borzan (1981).

13
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Pozitivni su rezultati dobiveni rprimjenom Giemsa C banding me-
tode na endospermu slijedecom tehnikom:

1. Na'kon dvadesetcetverosatnog fiksiranja u 5mjesi ledene octene
kiseline i apsolutnog etanola, 1 : 3 V/V, gametofiti su tjedan dana po-
hranjeni u 90''/o4Tii etanol na +4® C.

2, Preparati su izradeni squash tehnaikom u 45®/o-tnoj octenoj 'Jdselini
na predmetnici, pod bino'kulamom lupom. Pokrovnica je nakon polaga-
nja na preparat Jagano pritisnuta paicem. Preparat je pazljivo zagri-
javan.

3. Pokrovnioa je odvojena s preparata smrzavanjem ugljicndm di-
oksidom iz plinske boce. Preparat se zatim susio preko noci na sobnoj
temperaturi.

4. Inkubacija je u 45®/o-tnoj octenoj kiselini na 60® C trajala 20
minuta.

5. Nakon inkubacije, preparati su isplrani tekucom vodom 15 mi
nuta, a potom iuronjeni u destiliranu vodu.

6. Inkubacija s toplom otopinom barijskog hidroksida. Najbolji je
rezuitat postignut 5®/o-tnom otopinom barijskog hidrdksida (Ba (OH)^ •
• 8 HgO) na 54—56® C u trajanju od 15 minuta. Nakon toga su prepa
rati uronjeni u destiliranu vodu, a zatim prani 1 sat tekucom vodom.

7. Preparati isu drzani 1 sat u 2 X SSC na 60® C {u smjesd 0,3 M NaOl
i 0,03 M trinatrijsifcog citrata u omjeru 1 :1, a pH je s pomocu HCl na-
pravljen da ibude 7,0).

8. Posto su preparati uronjeni u destiliranu vodu, bojani su Giemsa
bojom 1 sat. Boja je priredena u koncentraciji od 2®A, a razrijedena je
u M/15 Sorensenjovom fosfatnom puferu (pH = 6,9). Pufer je prireden
iz otopina M/15 kalijskog primarnog fosfata (KH2PO4) i M/15 natrij-
skog sekundamog fosfata (Na2HP04) u omjeru 1:1.'

9. Preparati su ispirani u destiliranoj vodi, suseni na zraku i sobnoj
temperaturi preko noci i uklopijeni u euparal.

U ovom radu cu umjesto tudica wbanding«, »band« 1 »bandiranje«
koristiti nase rijedi za opis tamno obojenih segmenata kromosoma iza-
zvanih primjenom ove specifione Giemsa metode, kao npr. oprugavanje
kromosoma, pruga na ikromosomu i slicno.

OBRADA PODATAKA ELEKTRONICKIM RACUNALOM —

COMPUTER DATA PROCESSING

Obrada je radena na elektronickom raounalu PDT—150, komerci-
jalnog naziva u Jugoslaviji KOPA 1510. Sastoji se od jedne radne sta-
nice VT—100 (KOPA 1000). Procesor je LSI—11 Digital, dntema memo-
rija je 64 Kb, a ekstema je na dva meika (floppy) diska. Programi su
radeni pod ikontrolom operativnog sistema RT- (subset operativnog si-
stema RT—11). Svi su programi pisani u programskom jeziku FORTj^N
—4, a za kontrolu ulaznih podataka su se koristile ekranske maske pi-
sane u FMS—11 (paket uslu^nih programs) (koji osigurava vizuelnu
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kontrolu podataka na ekranu. Sam imos podataika obavljan je pomodu
programskog paketa KED—11 (Keypad editor) — editora ;koji koristi
izdvojenu tastaturu na radnoj stanici KOPA—1000.

Programi su podijeljeni u itri grupe. Jedna je obuhvacala unos i
formalnodogickiu kontrolu, druga je omogucavala statisti6ku obradu (iz-
racunavanje osnovnih statistickih paranaetara za kariofip svakog stabla)
i treca su grupa programa bill testovi koji obuhvacaju standardni T
test, F test 1 T i F test za slucaj kada pretpostavka o jednakosti varijanci
osnovnih skupova (populacije) nije osigurana.

Izlazne diste tiskane su na matricnom printeru LA—^36 s malom
brzinom pisanja.

PREGLED LITERATURE — LITERATURE REVIEW

CITOTAKSONOMSKA ISTRA2IVANJA BOROVA S POSEBNIM OSVRTOM

NA PODSBKCIJU SYLVESTRES — CYTOTAXONOMICAL INVESTIGATIONS

OF PINES ESPECIALLY REGARDING TiHE SUBSECTION SYLVESTRES

U citoloskim udzbenicima se ikromosomi cetinjada spominju vrlo
rijetko ili sarao kao primjer konzervativnosti a jednoobraznosti u mor-
fologiji i ponasanju tijekom dioba. Borovi u torn pogledu samo potvr-
duju pravilo, jer se 'kromosomi razlicitih vrsta borova vrlo malo razli-
kuju. Krajem proslog i pocetkom ovog stoljeca osobito je detaljan i
opsezan rad Margaret C. Ferguson (1901, 1904) pokazao citolo§ke
znacajke nekih vrsta borova (Pinus strobus, P. austriaca, P. rigida, P.
resinosa i P. montana var. uncinatd) i u detalje objasnio razvoj jajne
stanice i oplodnju u borova te mikrosporogenezu. Navodi i tocan broj
kromosoma u haploidnom stanju (n = 12) dok D i x o n (1894) navodi
za Pinus sylvestris u vrijeme formiranja arhegonija razlicite brojeve
kromosoma i to: 8, 12, 16 1 24, sto je vjerojatno r^ultat pogresne me-
todike rada i krivog tumacenja mikroSkopskih preparata. Unatoc tome
rad D i X o n - a, Icao i nekih drugih autora u to vrijeme (S t r a s b u r-
ger 1892, Lewis 1908), ukazuje na interes koji je vladao u otkriva-
nju i tumacenju procesa oplodnje kod borova. Sax & Sax su 1933.
objavili pionirski rad iz podrucja kariologije golosjemenjaca obradujuci
53 vrste svrstanih u 16 rodova. Tim su radom ukazali na prednosti u
koriscenju haploidnog endosperma u citoloSkim istra^vanjima golo
sjemenjaca. Za borove su utvrdili da imaju vrlo slicne kariotipove i da
je jedan od 12 kromosoma heterobrahijalan. Medu 14 vrsta borova is-
trazivaili isu cmi i obicnl bor all ne dznose njihove detaljnije karakteri-
stike, Mehra.& Khoshoo {1956) su opisali citoloska istrazivanja
41 vrste cetinjaca, pripadnika 14 rodova, medu kojima je Pinus nigra
jedan od 13 vrsta borova. U vecini vrsta nalaze sekundame konstrikcije
na kromosoroima s »medija'Inom ili ®ubmedijalnom« centromerom, ali
ih ne registriraju na kromosomima cmog bora. Neke vrste cetinjaca
(Cedrus deodara Loudan., Picea smithiana (Wallich) Boiss, Abies pind-
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row Spach, Thuja orientalis Liim., Cupressus funebris Don. i C. torulosa
Endlicher) su istrazivaii izradom squash preparata zenskog gametofita.

Ipaik, ikarioloska istrazivanja se najcesce provode prepariranjem. me-
ristema Ikorjencica. Aass (1957) je istrazivaia ikariotipove razlicitih
stabala obicnog bora i opisala sekundame konstrikcije na dva najdulja
kromosoma. Iznosi da su tri kromosoma manja od ostalih. Da bi cito-
loski dokazao porijeklo triju stabala, h'ibrida izmedu cmog i obicnog
bora, pronadenih u jednoj kulturi u Dans'koj, Vidakovic (1958) je
analizirao kromosoma cmog 1 obicnog bora te kromosoma ikorjencica
naiklijalih sjemenki s hibridnih stabaila. Ustanovljuje razlike u duljini
kromosoma izmedu oraog i obicnog bora, dok su kromosomi meristema
korjencica 'klijanaca Mbridnih biljaka bill intermadijarni. Navodi da je
razlika izmedu najduljeg i najkraceg somatskog .kromosoma cmog bora
manja nego u obicnog bora.

Radovi Khoshoo-a (1960), Natarajan i sur. (1961), osobito
Saylor-a <1961, 1964, 1972), Nagl-a (1962, 1965, 1967), Pede-
rick-a (1967, 1970), Simak-a (1962, 1966) i Matern & Sima-
■k - a (1968, 1969) bili su mi vrlo korisni u razradi analize kariotipa. Prve
rezultate vJastitih istrazivanja pokusavao sam usporedivati s kariotipo-
vima objavljenim u tim radovima kao i u radovima Kim (1962), Yi m
(1963), Tarnavschi & Ciobanu (1965), Fahmy (1966), Shi-
dei & Moromizato (1971), Mdhailescu & Dalu (1971,(1972).
Korisna su mi bila li karioloska istrazivanja nekih azijskih vrsta bo
rova, koja je objavila M'uratova (1978a, 1978b, 1979a, 1979b).

Zajednicka je znacajka svih tih radova da se veoma tesko mogu
usporedivati rezultati dvaju radova, cak i onda kada se radi o analizi
kariotipa iste vrste. Moguce je usporediti broj ^kromosoma i eventualno
ukupno opazeni broj sekundamih konstrikcija, ali najcesce nije moguce
niti za istu vrstu komparirati relativne duijine kromosoma, njihove kra-
kove i polozaje sekundamih konstrikcija na pojedinim kromosomima
uz primjenu statistickih metoda. Premda pojedini radovi doprinose rje-
savanju problema identifikacije pojedinog kromosoma i polozaja kon-
strikdja na njima (Natarajan 1 sur., 1961; Say lor 1964; Pe-
derick, 1967; Mihailescu & Dalu 1972), objavljene rezultate
je t^ko usporedivati s rezultatima drugih autora i pritom dokazivati
signifikantnost eventualno postojecih razlika.

Osnovni razlog tome je razliCito prikazivanje rezultata viastitih is
trazivanja pojedinog autora u odnosu na nacine istrazivanja i rezultate
drugih autora. Sax & Sax (1933) su npr. priikazali kariotip s pada-
jucim nizom -kraceg fcraka kromosoma. Vidakovic (1958), je pii-
kazao-rastuci ndz od 2n kromosoma, Pederick (1967, 1970) pada-
judi haploidni niz totahie relativne duiljine kromosoma. Ostali, vec 'spo-
menuti autori pbkazuju nizanje pojedinih brojcano izra2enih karakte-
rlstika kariotipa, veoma korisnih za autora koji ih je koristio za dono-
senje zakljucaka na svom materijalu, ali su slabo ill nikako upotrebljivi
za usporedivanje s rezultatima dmgih autora, osobito onda kada se pri-
mijene statistidke metode. Stoga su prijeko potrebne sistematizacije i
standardizaoije metoda, pa ranijim radovima (Borzan & Papes
1978, Borzan 1979, 1981) i ovim radom, rezultatima i diskusijom,
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ukazujem na neke momente u istrazivanjima kariotipa borova, s oi-
Ijem da posiuze kao prilog unificir^ju metoda rada i tumacenju rezul-
tata dstrazivanja karaicteristika kariotipa.

Saylor-ova <1961, 1964, 1972, 1983) kariolosika istraiivanja boro
va ukljucuju ukupno 87 vrsta borova, te u posljecbijem radu iz 1983.
zakljucuje: »Zaista kariotipovi svih vrsta borova imaju ocigledmu slic-
nost 01 broju kromosoma, njihovoj duljini i poIo2aju centromere. Prema
tome se cini da je ovaj rod, koji postoji vec miKonima godina i koji je
bio izlozen razlicitim vidovima selekcionih pritisaka, bio prilicno kon-
zervativan u promjeni glavnih obiljezja svojih kariotipova. Poliploidija,
pa cak i dodatni fcromosom ili gubitak pojedinog kromosoma ne postoje
u ovom rodiu ni na kojoj razini osim kod slucajnih jedin'ki. Sldcno tome,
evolucija borova je protekla s prilicno ogranicenim koriscenjem kromo-
somskdh translokacija i inverzija koje ukljuouju centromeru. Premda se
u pocetku ocekivalo mnogo vise raznolikosti, svakako je vazno opisati
osnovne kariotipove vrsta i dokumentirati slionosti 1 razlike koje po-
stoje«.

Razdioba roda Pinus (prema Little-u & Critchifield-u
1969, usvojenu iod Vidakovic-a 1982), prema kojoj od Oko 100
vrsta borova u podrod Pinus, sekciju Pinus spada podsekcija Sylvestres
sa 19 (ili vise) vrsta borova, poikazuje se opravdanom i sa citotaksonom-
skog gledista (Saylor 1964, 1983). Prema Saylor-u, sve vrste bo
rova podsekcije Sylvestres imaju ikromosome XI i XII heterobrahijalne.
Sve ostale vrste borova imaju heterobrahijalan samo kromosom XII.
Ovaj generalni zakljucak S a y 1 o r - a biti ce cesce uspmedivan s rezul-
tatima istrazivanja kariotipova pojedinaonih stabala u ovom radu, s
obzirom na to da sva dstrazivana stabla spadaju u vrste svrstane u pod-
sekciju Sylvestres.

RAZVOJ 2ENSK0G GAMETOFITA BOROVA I OPLODNJA — FEMALE

GAMETOPHYTE DEVELOPMENT IN PINES AND FERTILIZATION

Za prikaz i razumjevanje nekih rezultata ovih citoloskih istraziva
nja borova potrebno je opisati biologiju razvoja sjemenih zametaka bo
rova do stadija zrelog jajeta spremnog za oplodnju, osobito tkivo endo-
sperma u razvoju u vrijeme kada se koristi za citotaksonomska istra
zivanja. S obzirom da su Mc William 1 Mergen (1958) uspjeli
fotografski dokumentirati citolosike stadije singamije cmog bora, od
trenutka kada spermalne jezgre ulaze u arhegooij pa do formiranja
prvih dviju slobodnih jezgara zigote, prikazujem i rezultate njihovih
istrazivanja, jer se tim cinom oplodnje oblikuje kariotip svake novona-
stale jedinke bora.

Zenski se cvat javlja u nalim klimatskim uvjetima na cmom 1 obic-
nom boru pocetk<Mn svibrija. Sastoji se od centralnog vretenca oko kojeg
su spiralno postraoce izrasli plodrd 'listici (makrosporofili). Na plodnim
se ilistidima nalaze po dva sjemena zametka (makrosporangija), koji se
sastoje od integumenata koji ovijaju unutraSnji dio dli nucellus. U sre-
dini nucellusa dzdvaja Se majcinska stanica megaspore obavijena slo-
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jem tapetalnih stanica. To je stanicje jos uvijek diploidno. Sada nastupa
mejotifika dioba. Od majcinske se stanice megaspore razvijaju cetiri ha-
ploidne stanice (lineama tetrada) od kojih jedna (najveca) postaje funk-
cionalna megaspora, a tri degeneriraju.

Funkcionalna megaspora zapocinje nizom dioba slobodnih jezga-
ra. Po Emig-u (1935), diobe se slobodnih jezgara javljaju u intervalu
od 6 dana nakon pojave megaspoore. Istovremeno se stanice nuceliusa
uz megaspom transformiraju u brainjivo -tkivo, te metabolicldm pro-
duktima rastvaranja omogu6iju brojne diobe slobodnih jezgara. Tako
nastaje zacetak zenskog gametofita, redovito u sredini sjemenog zamet-
ka. Gametofit se postupno povecava, proporcionaino sa svakom novom
diobom, usporedno s povecanjem supljine koja nastaje dezintegracijom
okolnih stanica nuceliusa, Emdg (1935) navodi da su krajem prvog
mjeseca yec 32 jezgre, a da se tijekom drugog mjeseca (nakon oprasiva-
nja) javljaju 64,128 i 256 slobodnih jezgara.

■  Po Emig-u (1935) krajem vegetacije, gametofit u //ejici/is i
P. scopulorum ima 512 slobodnih jezgara.

Jezgre gametofita skupljene u sredini sjemenog zametka jos nisu
odjeljene stanicnom membranom. Okruzene su, bolje receno, nalaze se
u zajednickoj cdtoplazmi, omedenom tankom opnom. Gametofit se po
vecava daljnjim diobama pocetkom dmge vegetacije, kada od nuceliusa
ostaje samo mikropilami dio kroz koji prodire (prodiru) polenova mje-
sinica. Ovaj je stadij razvoja (u kojem po Emig-u, 1935., ima oko
2000 slobodnih jezgara) zapravo period razvoja zenskog gametofita naj-
pogo^ji za citoloska istrazivanja, jer vec slijedecom diobom dolazi do
formiranja stijenki, koje zapocinje u horizontalnog niza jezgara na mi-
kropilamom kraju gametofita, a zatim prema sredistu. Na mikropilar-
nom kraju gametofita nalaze se neobicno velike interfazne jezgre. Vecim
jezgrama odgovaraju i veci kromosomi u mitotiokim fazama diobe.
Nagl (1966) je za obicni bor citofotometrijskim mjerenjem ustanovio
da pojedine jegre imaju dvostruko DNK od ko'licine ocekivane za ha-
ploidne jezgre, te da postoji pozitivna korelacija izmedu kolicine DNK
u jezgri i volumena kromosoma.

Unutar ovakvog multicelulamog zenskog gametofita (»endosperm«),
2—5 (iH vise) stmiica diferencira se u arhegonij, koji se sastoji od neko-
liko vratnih stanica i velike centralne stanice. Arhegoniji su opkoljeni
s tri strane hapioiihiim stanicama koje su pune hranjivom tvari (endo-
spermalno stanicje), a sa mikropilame strane u podnicju vratnih stanica
granici s nucellusom kroz koji prodiru polenove mjesinlce. Tijeikom ovog
razvoja gametofita, vjerojatno je prisutna interakoija (u smislu stimu-
lacije u razvoju gametofita) izmedu nadiruce poilenove mjesinice i okol
nih stanica.

U prikazu zenskih gametofita gimnosperma, Maheswari 8z
Singh (1967) citiraju autore koji su nalazili dvojne gametofite s nor-
malnim arhegonijima u jednom sjemenom zametku. Medu ostalima, ci
tiraju H ay d o n - a (1908) koji u nucellusu obicnog bora nalazi pet ga
metofita u jednom sjemenom zametku.

Centralna stanica arhegonija se jako povecava i postaje vakuolizi-
rana. Dolazi do obilne fizioloSke ̂ tivnosti i sinteze bjelancevina (W a r d-
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law, 1955). Nastaje.citoplazmatski retikulum s centripetalmm gradi-
jentom. malih do veHkih va'kuola. Povecana centralna jezgra arhegonija
se dijeli, a jedna jezgra kcer postaje jajna jezgra, dok se druga dezorga-
nizira. Oitoplazma jajne stanice, poput haustorijalnog procesa, kontak-
tira s Dikolnim slojem stanica, koje kao tapetum ovijaju arhegonij i na-
zivaju se arhegonijski ovoj.

Jezgra jajne stanice prelazi u posljednju fazu dozrijevanja, veoma
je velika i pomice se prema sredisfcu elipsoidnog arhegonija. Citoplazma
arhegonija postaje veoma gusta, vedina vakiuola.nestaje,'a moze se utvr-
diti postojanje gusto sprendjenog pricuvnog materijala, kao sto su skrob,
ulje i ibjelancevine.

To je stanje u kojem jaje Ceka oplodnju.
Prema Mo Willliamu & Mergenu-u (1958) ikonacna faza

rasta polenove mjesinice zbiva se u desetak zadnjih dana tijekom^ 12 do
13 mjeseoi nakon opraSivanja. Kada se polenova mjesinica priblizi arhe-
gonijima, gust citoplazmatsiki sadr^j je koncentriran n vrhu mjesinice
d sadrzi jezgru mjelinice, ostatke stanice chrsika i dvije istaknute sper-
malne jezgre, koje su bli^ jedna drugoj, ovijene njeznim ovojnicama.
Veca jezgra obiono prethodi manjoj. Nadiruca polenova mjesinica kroz
fikivo gametofita prolazi kroz vratne stanice i predaje sadrzaj polenove
mjesinice jajetu. Neposredno prije toga u gomjem dijelu jajne oito
plazma pojavljuje se receptivna vakuola i traje itije!kom narednog razvoja
jajeta. •

Razlika u velicini dviju spermalnih jezgara se vidi najbolje u vrije-
me njihovog prilaza jajetu. Manja ili nefunkcionahia jezgra obiono se ne
primice jezgri jajeta, vec ostaje u gomjem dijelu jajeta zajedno s jez-
grom mjesinice i ostatkorh stanice drska. Potonje ubrzo nestaju, dok ma
nja spermalna jezgra traje neSto duze vrijeme. Veca, funkcionalna sper-
malna jezgra se priblizi jezgri jajeta i nakon kontakta utone u nju, sve dok
obrisi dviju je^ara ne stvore trajnu povrsinu. U to vrijeme obicno jezgra
jajeta ima izraiene nuMeoluse, kojl ali nisu bili vidljivi ni u jednoj fazi
spermalne jezgre. Na mjestu dodira dvije su jezgre odvojene dvostmkom
mebrmi'om 1 ostaju tako neizmjenjene u ovoj ranoj fazi oplodnje. Ne-
stankom ovih membrana kromatinska se tvar svake jezgre zgusne i tvori
tipicnu konfiguraciju za profazu: nakupinu tankih, smotanih, ogrlicas-
tih niti. Ove istanjene niti se ubrzo skraouju, debljaju i poprimaju iz-
gled kromosoma. U to se vrijeme pojavljuju niti diobenog vretena i
premda pomalo nejasno, tvore dva multipolama mnogostruka vretena.
U pocetku su vretena zasebna, ali se ubrzo stvara uoibicajena slika mno-
gostnikog vretena s dvije grupe 'kromosoma. Pribliiavanjem tih dviju
grupa kromosoma, vreteno se postepeno udvaja i siri. Maternalni d pa-
teraaini fcomosomi se rasporede u ekvatorijalnu ravninu sirokog vre
tena, te se u tom stadiju ikromosomi pojedine grupe ne razlikuju. U toj
tipionoj metafaznoj gmpacijd moze se nabrojati 24 kromosoma.

U ovoj f^i dolazi do longituddnalne diobe kromosoma i zbog me-
dijalnog polozaja pricvrscenih niti diobenog vretena, poprimaju V ili U
oblik, pomicuci se prema suprotnim polovima. Nakon anafaze, dolazi
do telofaze bez stvaranja poprecne membrane, te nastaju prve dvije
slobodne jezgre zigote. Dmga dioba zigote zapocinje skoro neposredno
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po zavrsetku prve diobe, osim sto su ifcromosomi u metafazi nesto ista-
njeniji. Nastaju cetiri slobodne jezgre u donjem dijelu jajeta i pred-
stavljaju inicijalne stanice proembrija.

REZULTATI ISTRA2IVANJA I DISKUSIJA —
INVESTIGATION RESULTS AND DISCUSSION

ANALIZA KARIOTIPA — KARYOTYPE ANALYSIS

Variranja u velicini kromosoma — Chromosome length variation

Svaki kariotip pojedinaonog stabia prikazan u ovom radu je rezu'l-
tst obrade 18 izabranih stanica endosperma u razvoju (tabela 1). Jedini
kriterij za izbor 'Stanice za obradu je bio da su 'kromosomi u stanici
rasporedeni tako da se mogu lake prebrojati i izmjeriti. Iz tabele 1 je
vidljivo da svih 18 analiziranih stanica stabia »iusy 410« potice iz jed-
nog sjemenog zametika (jednog preparata), te je za ocekivati da je vari-
jabilnost u velicini istog 'kromosoma dz stanice u stanicu mala. Za 18
analiziranih stanica stabia »ni 47« takoder se moze oceikivati da ce se
isti kromosomi iz stanice u stanicu malo razlikovati, premda mozda
vise nego je to slu6aj sa kromosomima stabia »nisy 410«, jer stanice
stabia »nl 47« potiou doduse iz 9 razlicitih sjemenih zametaka (razliditih
preparata) all su svi sjemeni zameci iz istog cesera. Za druga analizirana
stabia bi se mogla odekivati veca varijabilnost duljina kromosoma, jer
su svi sjemeni zameci iz razlicitih cesera ili fiksirani u razlicito vrijeme.

S ovakovlm predpostavkama analizirao sam srednje apsolutne vri-
jednosti kromosoma svih stabala, jer usporedba prosjeka apsolutnih
duljina srednjeg kromosoma, na temelju vrijednosti izmjerenih na foto-
grafiji u mm, pokazuje stvame razlike u velicini kromosoma analizira
nih stanica, jer su sve jezgre snimljene istim objektivom i aparaturom,
a sve fotografije su radene t^o da imaju isto povecanje.

S obzirom na moguca tumacenja uzroka razlicitim duljinama kro
mosoma u stanicama endosperma u razvoju, pri'kazujem na slici 8
kromosome stanica s najkracim i najduljiim il^omosomima stabia »ni
47«, a na slici 9 stabia »nisy 410«.

U tabeli 6 za svako stablo prikazujem srednji kromosom stanice s
najduljim i najkracim kromosomima (raspon od 18 anailiziranih stanica),
te apsolutnu vrijednost srednjeg 'kromosoma iz svih 18 analiziranih sta
nica. Osim apsolutnih vrijednosti u tabeli 6 su i odgovarajuce relativne
duljine krakova srednjeg .kromosoma (relativna duljina cijelog sre^jeg
kromosoma = 100).

U prosjeku, stanice s najduljim 'kromosomima bile su iz endosperma
stabia »ni 47<t. Stanice s najkracim kromosomima su iz endosperma hi-
bridnog stabia »nisy 410«, pa je stanica s prosjecno najvecim kromoso-
numa stabia »nisy 410« (slika 9a) odgovarala po velicini kromosoma sta
nici s prosjecno najmanjim kromosomima stabia »ni 47« (slika 8b). Moze
se ireci da su u pravilu bili najdulji kromosomi stabala crnog bora, nesto
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Tab. 6. Prosjecne vrijednosti apsolutnih duljina srednjeg kromosoma na osnovi 18
istrazivanih stanica svakog stabla, odgovarajuce duljine krakova i raspond ̂  sred-
nje kromosome stanica s najduljim i najkradim kromosomima. Postotcima su
prikazane izracunate relativne duljine krakova srednjeg kromosoma — The aver
age absolute mean chromosome length based on 18 investigated cells from each
tree, corresponding arm lengths and ranges of mean chromosomes from cells
with longest and shortest chromosomes. Relative arm lengths of mean chromo

somes are given in percentage.
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^3.33
73.00
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53.58
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'•3.15

i»3.82

5i(.03

1(6.51

58.92
25.03

51.1(2
18.83

1(0.08
20.25

33.17
U.5S

33.67
16.00

33.50
114.83

26.67
17.25

37.30

28.63

31.58

22.73

23.02

25.1'»

21 .78

1(5.61

If6.20

*(5.86

146.20

kS.kS

46.82

70.08
28.33
60.08
21.67

50.75
23.08

39.83
17.00

46.58
18.17

37.29
17.58

31.92
18.92

44.47

33.33

37.29

26.37

26.80

28.94

24.73

54.38

53.80

54.14

53.66

53.80

53.51

53.18

0.839

0.859

0.847

0.864

0.859

0.869

0.881

ikraci kromosoini ramete »de V n6« japanskog crvenog bora, potom sli-
jede 'kromosomi obicnog bora, a najkraci su bill kromosomi hibridnog
stabla 5>nisy 410«.

Razlike u velicinama pojedinih stanica treba promatrati u svjetlu
istrazivanja Nagl-a (1966), 3coji prikazuje fcod oWcnog bora razlike u
velicinama jezgara endosperma u razvoju, navodeci da su jezgre (i kro
mosomi) najveci neposredno pred oplodnju. Tipove stanica s karakteri-
stionim velicinama kromosoma koji poticu iz razlicitih dijelova sjemenog
zametka obionog bora prdkazuje u radu iz 1965. godine.

Usporedujuci duljine srednjih kromosoma stanica fiksiranih kra-
jem mjeseca svibnja i pocetkom lipnja (u vrijeme kada po prllici nastupa
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oplodnja) s onim fiJcsiraiiini u prvih 20 dana svibnja, kromosomi stanica
ramjih datuma sa u pravilu teci i kompaiktiiiji, a ikasnijih datiima iz-
duzeniji i manje kontrahirani. To je ujedno i dokaz diferenoijalne aktiv-
nosti stanica endosperma u razvoju tijekom tog kratkog perioda od oko
3 tjedna, za koje vrijeme sam sakupljao i fiksirao materijal za ova istra-
zivanja.

U preparatu. broj 184, stabla »sy 77«, iz sjemenog zaraetka fiksiranog
29. V 1974. godine, bilo je nekoliko stanica s vrlo 'kratkim kromosominia
(slika 10). Ovakove sam stanica nalazio u preparatima <u vrijeme koje po
E m d g - u (1935) odgovara stadiju razvoja zenskog gametofita kada na
mikxopilamom kraju u horizont^om nizu jezgara zapocinje formiranje
membrana. Prema Nagl-u (1965), ovakove se stanica nalaze u sloju
tapetuma.

lako su vec mnogi autoii istrazivali zenski gametofit borova (F e r-
guson-ova 1901, 1904, Emig 1935, Mc William & Mergen
1958, Nagl 1962, 1965, 1966 d drugi), ostaju otvorena jos mnoga pita-
nja vezana za korelativni odnos velioine jezgara i njihove 'funkcije u ovom
tkivu u razvoju, kako prije, tako d za vrijeme i neposredno nakon op-

Ovdje je potrebno naglasiti i clnjenicu da je prakticki nemoguce ana-
lizirati standee koje se sve nalaze u potpuno istom stadiju diobe, pa je za
sv^o analizirano stablo moguce imati stanicu pogodnu za analizu u bilo
kojem trenutku diobe od momenta prometafaze do pocetka anafaze. Ta
je cinjenica ujedno^ i najveci nedostatak u koriscenju endosperraalnog
tkiva golosjemenjaca u analizi kariotipa, jer tretiranjem stanica meri-
stema korjenoica citostaticima (kolhicin) prije fiksiranja postizemo ujed-
nacenost duljina 'kromosoma u metafazi. Za tkivo u endospermu u ovom
radu citostatici nisu korisceni, a autori koji su istraavali endospermalne
jezgre, a koje oitdram u ovom radu, takoder nisu koristili citostatike.

Za dlus'traciju razldka u veliclnd kromosoma u anaiiziranim stanicama
endospermalnog tkiva u razvoju, moze posluziti slika 11," sa stanicama
koje vjerojatno potiou od iste standee majke. Premda se cini da su u
trenutku fiksiranja u istoj fazi diobe, velicine apsolutnih duljina sred-
njeg kromosoma dm se razlikuju i iznose 36,17, odnosno 43,17.

U svakom slucaju, s obzirom na razlike u duljinama kromosoma,
ovisno o stadiju razvoja zensikog gametofita, potrebno je ukazati na ne-
ophodnost kompariranja kariotipova iz jednoobraznog materijala, na
eventualne idzike u zakljucivanju i na potrebu istrazivanja mogucdh kario-
loskih razbka izmedu ovakovib jezgara tkiva u razvoju, unatoc prezen-
tiranju karioloskih rezultata relativnim odnosima.

Relativne duljine kromosoma — Relative chromosome lengths

Relativne duljine ifcrakova prosjeonog srednjeg kromosoma (srednji
kromosom = 100) govore o bazionoj slicnosti kariotipa borova, sto je
jedan od cestih zgdcljudaka citiranih autora u istrazivanjima kariotipova
borova. Iz tabele 6. vidimo da se relativne duljine krakova srednjeg kro
mosoma bitno ne razlikuju, pa sam za prikazivanje kariotipova idiogra-
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mom (slika 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18) za sest stabala zaokruzio vrijednosti
•krakova srednjeg 'kromosoma na: S = 46®/o; L = 54®/o; a za stable »nisy
410« na S = 47Vo; L = SSVo.

Na osnovi objavljenih podataka u netkim oradovima, mogao sam iz-
racunati odgovarajuce vrijednosti relativndh duljina krakova srednjeg
kromosoma, koje su iznosile u radu Tarnavschi & Ciobanu
(1965) za;

Pinus nigra Am. var. banatica S = 47.26®/o; L = 52.74%
Pinus nigra Am. var. austriaca S = 48.74%; L = 51.26%

U radu Mihailescu & Dalu (1971) za:

Pinus nigra ssp. Austriaca S = 47.74%; L = 52.26%
Pinus nigra var. Koekaelare S = 47.46%; L = 52.54%
Pinus nigra ssp. Calahrica S = 47.08%; L = 52.92%

uradu Mihailescu & Dalu (1972) za:

Pinus nigra Am. S = 46.65%; L = 53.35%
Pinus sylvestris L. S = 47.12%; L = 52.88%

uradu Pravdin (1964) za:

Pinus sylvestris L. S = 47.64Vo; L = 5235%

u radu S a y 1 o r (1964) za:

Pinus nigra Am. S = 47.45%; L = 52.55%
Pinus sylvestris L. S = 46.96%; L = 53.04%
Pinus densiflora S = 47.45%; L = 52.55%

Relativne duljine -kromosoma cmog, obicnog i japanskog crvenog
bora, koje su razliciti autori istirazivali, prikazane su u tabeli 7 i pred-
stavljaju jos jednu potvrdu bazicne slicnosti kariotipova borova.

Zaokruzene (priblizne) vrijednosti razlika u duljinama dvaju-susjed-
nih kromosoma za 7 istrazivanih stabala prikazujem u tabeli 8. Neslaga-
nja s ranije objavljenim vrijednostima (Borzan 1981) za stabla »ni
47«, »ni 221«, »sy 367« i »sy 77« su iz radoga sto su razlike izmedu su-
sjednih kromosoma racunate iz cijelih (zaokruzenih) brojeva, sto je vid-
Ijivo ako se u tu svrhu koriste vrijednosti iz tabele 7.

Iz tabele 8 vidimo da su za sva stabla razlike izmedu susjednih kro
mosoma od rednog broja II do rednog broja IX manje nego razlike u
duljinama izmedu susjednih kromosoma I i II, te IX i X, X i XI i XI i
XII. Najvece su razlike izmedu kromosoma XI i XII, manje su razlike
izmedu kromosoma X i XI i I i II, a samo iznimno se pojavljuje kao
veca, razlika izmedu -kromosoma IX i X za stablo »sy 367«.
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Tab. 7.

V R S T A ' K'R 0 M 0 S 0 M  - C H ROM 0 S 0 M E N U M B E R S •  . A U T. 0 R'
S P E C I E S 1 1 1 11 1 ; IV V VI VI 1 • VI i I IX X _XI XI 1 AUTHOR

hi (t? 125 118 113 109 106 10l| 102 98 g't 86 79 65 BORZAN S PAPES (I978)
ni 221 125 115 111 108 105 103 100 97 89 82 69 BORZAN C PAPE5 (1978)
ni 336 123 117 113 109 106 103 100 97 93 88 8b 69 U ovom radu - In this paper

p. nigra Am. ft 121 115 111 110 105 10l| 100 97 9^ 89 8't 68 PEOERICK (1967)
p. nigra Arn. ft 118 113 110 107 106 105 103 98 98 90 81 71 SAYLOR (I96I1)
p. higra Arn. var. ban'at i ca 131 115 ,"5 107 99 99 99 99 90 82 82 82 TARNAVSCHl S ClOBANU (I965)

t- nigra Arn. var. aus triaca 131 121 121 111 111 111 97 97 90 90 60 60 TARNAVSCHi 5 ClOBANU (I965)
p. nigra ssp. Aiis t r i aca 116 112 108 107 105 10l» 102 97 97 91 8i( 75 MIHAILESCU et al. (1971)
p. nigra. var. Koekaelare 121 116 112 110 106 10l< 101 97 95 88 81 69 MIHAILESCU ef al . (1971)
p. nigra.ssp. Ca labri ca 122 112 110 108 107 10l| 103 91 95 88 87 72 MIHAILESCU et al. (1971)
p. ni gra Arn. 119 113 112 110 109 lOft 106 101 95 85 78 67 MIHAILESCU et al. (I97I)
p. sylvestris L. 120 115 111 109 107 103 102 99 9it 88 80 71 MIHAILESCU et al. (1971)
p. syIveslris L. '• 120 nil 109 109 106 103 101 98 97 89 82 72 SAYLOR (196I|)
p. syivestris L. * 120 ]\k 109 107 107 106 101 101 97 90 79 70. NATARAJAN et al. (I96I)
P;.•sylvestris L. liiO 132 127 123 122 123 101 96 72 65 53 h6 PRAVDIN (I961i)

sy 367 123 116 111 109 106 lOlt 102 ■98 95 85 79 70 BORZAN (1981)
-sy 77 \2k 116 in 108 106 103 101 98 9^t 87 80 7} BORZAN (1981)

•nisy•ijio ■ 125 116 112 108 105 102 99 97 9/t 88 81" 7'2 U ovom radu - In this paper
P. densi fIpra 119 112 100 106 106 103 103 101 99 90 8ii 68 SAYLOR (I961i)

de V 116 127 120 113 109 107 103 .100 96 92 85 80 68 U ovom radu - In this paper

* Vrijednosti su publicirane u radu Ped'ericka (1967)— The values are published in Federick's paper (1967)
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IV

XI

VI!

XI

VI

X

VI

lOyUm

SI. — Fig. 1. Stanica u endospermu stabla ni 47 s lijepo rasporedenim kromosomima
(B o r z a n 1977a) — Good spreading of the chromosomes in the endosperm of

the European black pine tree ni 47 (B o r z a n 1977a).
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X

IX
VIII

X

IV

I

VI10 /Um

SI. — Fig. 2. Kromosomi u endospermu stabla evropskog crnog bora ni 221
Chromosomes in the endosperm of the European black pine tree ni 221.

XII

VV

X IX

VIIIIV

lOyUm

SI. — Fig. 3. Prometafaza u endospermu stabla ni 366 — Prometaphase in the endo
sperm of the European black pine tree ni 366.
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10 Aim

V

VII

XII '

SI. — Fig. 4. Kromosomi stabla sy 367. U centromerama nekih kromosoma (III, VIII,
X) vidljiv je pocetak razdvajanja kromatida — Chromosomes of the tree sy 367. In
the centromere of some chromosomes (HI, VIII, X) chromatide separation starts.

IX

k^VIII

IV

VII

XII

XI

10 yum

SI. — Fig. 5. Metafaza s brojnim prominentnim sekimdarnim konstrikoijaraa u
endospermu stabla obicnog bora sy 77. Na kromosomima I i II vide se po dvije
prominentne konstrikcije; na kromosomu I su na istom kraku, a na kromosmu II
jedna konstrikcija se nalazi na kratkom, a druga na dugom kraku (Borzan 1981)
— Metaphase with numerous prominent secondary constrictions in Scots pine
endosperm of the tree sy 77. Two prominent constrictions are evident on both
chromosomes I and II; on chromosome I they are on the same arm; on chromosome
II one constriction is on the short arm and the other on the longer arm (Borzan

1981).
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lO/irh VI

13

•O

SI. — Fig. 6. Kromosomi u endospermu stabia de V 116 — Chromosomes in the
endosperm of the Japanese red pine ramete de V 116.

lOyUm '

IV

X
V IX

'• )

VI

VIII

XII

Fig. 7. Kromosomi u endospermu hibridnog stabia nisy 410 — Chromosomes
in the endosperm of the hybrid tree nisy 410.
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VlllVII

XII a- .4f.i

sr- - -ii.

SI. — Fig. 8. Dvije stanice stabia ni 47 s najduljim (a) i najkracim (b) kromosomim-i
— Two cells of the tree ni 47 with longest (a) and shortest (b) chromosomes.
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SI. — Fig. 9. Dvije stanice stabla nisy 410 s najduljim (a) i najkracim (b) kromosomlma — Two cells of the tree nisy
410 with longest (a) and shortest (b) chromoso.-njj.
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SI. — Fig. 10. Stanica endosperma stabla sy 77 s ekstremno kratkim kromosomima
— Endospermal cell of the tree sy 77 with extremly short chromosomes.
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SI. — Fig. 11. Dvije stanice endosperma hibridnog stabla nisy 410 koje vjerojatno potiCu od iste stanice majke. Raz-
likuju se u apsolutnim duljinama kromosoma. — Two enc ospermal cells of the hybrid tree nisy 410 most probably

originating from the same mother cell, but differing in absolute chromosome lengths.
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Tab. 8. Razlike u duljinama dvaju susjednih kromosoma — Approximate diffe
rences in the lengths of adjacent chromosomes.

n i 47

1- 7-I 1-5-1 I-4-1V-3-V-3-VI-2-VI 1-3-VI 1 -4-lX- 7 - X-7-X1-14-XI 1

ni 221

1-10-1 1-4-1 1-3-1V-2-V-2-VI-3-VI 1-3-Vl 1 -4- IX- 4 - X-7-X 1-1 3,-X 1 I
n  3 6 6

1- 6 - 1 1-4- I l-4-iy-3-V-3-Vl-3-Vl 1-3-Vl 1 -4-iX- 5 - X-8-X1-12-X1 1

SY 367

I- 7-I 1-4-1 I-2-1V-3-V-3-VI-2-V1 1-4-Vl I -3-lX-l0- X-6-X 1- 9-X 1 1

SY 77
I- 8-1 1-5-t I-3-1V-2-V-3-V1-2-V1 1-3-V1 I -4-lX- 3 - X-7-X1- 9 -XI 1

de V 116

1 - 6 - M-7-I 1-4-1V-2-V-4-VI-3-VI 1-3-V1 1 -4- IX- 7 - X-6-X 1 -12-X i 1

n!sy 410

1-8-1 1-6-1 1-4-IV-2-V-4-VI-3-VM-3-Vl 1 -4- IX- 6 - X-6-X1 -11-X 1 r

Vece razlike medu susjednim najveoim a susjednim najmanjim kro-
mosomima mogle bi biti karaikteristika kariotipova ovih triju vrsta bo
rova, jer je ovo svojstvo vezano za tzv. rizik zamjene u redoslijedu kro
mosoma (o cemu cu diskutirati nesto kasnije) kojem riziiku upravo ovi
kromosomi najmanje podlijezu. Citirani autori oi tabeli 7 sii takoder
dobili 'slione vrijednosti -razlika susjednih kromosoma. Izuzetak su rela-
tivne dulj'inekromosoma obicnog borau radu Pravddin-a (1964) gdje
su prikazane najvece razlike izmedu 'susjednih kromosoma VI i VII te
VIII 1 IX. Bilo bi zanimljivo, stoga, istraziti dobivene razlike izmedu
susjednih kromosoma u kariotipovima svih vrsta borova, tj. na temelju
dp sada objavljenih kariotipova preracunati objavljene podatke s idio-
grama ill dz apsolutnih vrijednosti ju rdativne i ustanoviti da li se siste-
matske grupe borova razlikuju u ovoj karakteristici.

Numericki kariotip svakog od istrarivanih stabala slozio sam u ta-
bele 5, 9, 10, 11, 12, 13 i 14. U svakoj tabeli su izlistani podacl izmjera
obradeni elektronickim racunalom. Podaoi predstavljaju relativne ukupne
duljine kromosoma, relativne duijine kratkah krakova (S), relativne du-
Ijine dugih krakova (L), vrijednosti omjera krakova (S/L) i centromerne
indekse (S/S + L) ■ 100), te za 'svaku od ovih inorfo'loskih karakteristika
za svaki kromosom odgovarajuce statisticke parametre: standardne de-
vijacije (s), greSke aritmetidke sredine (si) i koeficijente varijabilnosti
(C. v.). tl gofnj^ dijelu tabele, izmedu srednjih vrijednosti dvaju su
sjednih fkromo'soraa upisane su njihove razlike.

Pored relativnih duijina kromosoma i krakova koji ce posluziti za
komparativnu analizu kariotipova, uz svaku morfolosku karakteristiku
kariotipa osobitu analiticku vrijednost nam pruza koeficijent varijabil-
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Tab. 9. Numencki kariotip stabla ni 221. Relativne ukupne duljine kromosoraa,
razlike izmedu susjednih kromosoma i mjere rasipania — Numerical karyotjTDe
of the tree iri 221. Total relative chromosome lengths, differences between adjacent

chromosomes and corresponding statistical parameters.
BROJ KftOHOSOHA

CKROHOSUIC NUnSER

1 135.3443 8.7033
9.79

115.4553 3.5769
4.40

3 111.0593 2.9371

3.36
4 107.7983 2.5757

3.40

5 105.3936 3.1737
2.13

6 103.2333 3.2567
3.39

7 99.9444 2.8734
3.57

a 97.3790 2.8878
<3.53

9 93.8335 3.3913

4.44
10 89.3849 4.8858

7.47

u 81.9157 4.3435
12.55

12 39.3385 3.1697

1

2

3

4

5

6

7

B

9

10

U

13

KRATKI KHAKOVI

S8.9S33

54.S837

52.7324

91.0318

49.4393

49.7743

47.2309
43.0533

43,4492

40.0198

34.7733

23.5357

(S)

3711

3999

0317

3073

6331

9339

4837

2912

9999

2303

6653

3301-

OUGI KRAKOVI

26

1 33.2921
2 30.8726

3 58.3238
4 53.7334
5 55.9543
6 53.4593
7 52.3834
8 51.3336
9 50.3744
10 49.3330
11 47.1431
12 42.8427

OMJERI KRAKOVA

1 0.8930
2 0.8995
3 0.9060
4 0.9011

0.8879
6 0.9333
7 0.8980
B 0.9011
9 0.8668
10 0.8170
11 0.7413
12 0.6339

CENTROKERNI INOEKSi (
1 47.1031
2 47.2913
3 47.4860
4 47.3433
5 46.9200
6 46.3191
7 47.2683
8 47.3071
9 46.3073
10 44.7113
11 42.4641
12 38.2153

c.v.t

2.0521 3.9513

0.8431 3.0981

0.6933 2.3447

0.6071 2.3694

0,5131 3.0313

0.5319 2.1830

0.3773 2.B750

0.6807 3.9355

0.7993 3.3143

1.1516 5.4331

1.0003 5.1803

1.4542 8.6942

(L)

5.7948

3.2820

2.5520

2.4429

3.1233

1.8841

1.6394

3.0010

3.0674

3.9458

3.4234

4.4347

(S/L)

0.0694

0.0376

0.0571
0.0322

0.0888

0.0463

0.0563

0.0803

0.0908

0.1175

0.0765
0.0963

S/S»L).l(

2.0564
1.9230
1.5837
1.7812

2.5374

1.2670
1.6066

2.2718

3.6903

3.6778
2.5729

3.6306

SHORT ARH

1.0067

0.5656

0.4860

0.9203

0,6203

0.3693

0.5854
0.5400

0.7060

0.9971

0.3282

0.8627

LONG ARH

7.2451

4.3962

3.9098

4.3354

5.3259

3.1480

5.2553

4.9753

6.8942

10.5705

7.6647

13.7984

1.3658 8..7413

0.7733 5..3913

0.3015 4..3754
0.5758 4.3034
0.7359 5..5801
0.4441 3..5344

0.3834 3,.lllV

0.7073 5.8439
0.7330 6..0892
0.9300 7..9931
0.8069 7,.2317

1.0429 10.3277

ARH RATIO

0.0164 7.7739

0.0159 7.5153
0.0135 3.3019
0.0147 6.9030

0.0209 10.0055
o.oilo 5.0005

0.0133 6..2739
0.0190 8.9424

0.02U 10..4769
0.0277 14.3851

0.0180 19..3183
0.0227 IS.4399

CENTROMERE INDEX

0.4847 4..3357
0.4532 4..0633
0.3730 3..3326
0.4198 3,,7633
0.5957 5..3867
0.3983 •>.6273
0.3787 3.3989
0.S3SS 4.8032
0.6341 5.6097
0.8669 8.2202
0.6064 3.0590

o.ess7 9.5003



Borzan 2.: Kariotipovi nekib borova podsekcije Sylveslres. Glas. Smn. pokuse 24:1—100. Zagreb, 19S8.

Tab. 10. :Numeri6fci kariotip stabla nd 366 — Numerical karyotype of the tree m 366.

BROJ KROnOSOMA

CHROnOSOKE NUMBER c.v.t

1 133,6730
3.56

7.1316 1.6786 9.8054

2 117.1091 5.8175 1.3713 4.9677
4.00

0 113.1056 3.4867 0.8318 3.0B37
3.99

4 109.2197 2.6735 0.6399 '3.4469
,3.09'

5 106.1374 1.4326 0.33S3 1.3404
3.70

6 .  103.4410 3.4393 0.S7S0 3.3583
3.17

7 100.3710 3.4437 0.8117 3.4344
3.90

9 97.3752 3.5843 0.8448 3.6809
3.98

9 93.3999 -3.9322 0.9245 4.1993
5.13

10 89.2671 4.3647 1.0052 4.8316
8.00

11 90.3708 6.1347 1.4460 7.6435
11.54

13 ' 69.7333 .7.3056 1.7330 10.6391

.KRATKI KRAKOVI (S) SHORT ARM

1 57.6111 4.9856 1.1751 8.6539
3 55.6229 3.7551 0.8851 6.7511
3 33.3303 2.8383 0.6666 5.3134
4 51.3789 3.3059 0.7556 6.3395
0 49.9802 2.3401 0.S299 4.5070
6 .  49.0606 2.3919 0.5638 4.8''53
7 46.4915 3.9268 0.6899 6.3953
8 44.8001 3.1712 0.7475 7.0786
9 44.1299 3.2302 0.5257 5.0537
10 39.6185 3.3318 0.7853 8.4104
11 33.9965 4.9774 1.1732 13.0847
12 23.8497 4.6912 1.1034 10.1091

OUGI KRAKOVI (L) LONC ARM

1 65.0609 4.6175 1.0894 7.0972
3 61.4854 3.7189 0.876S 6.0494
3 59.8753 2.9663 0.6992 4.9541
4 57.8409 3.7518 0.9643 6.4864
5 56.2573 2.3284 0.5488 4.1389
6 54.3804 2.6553 0.6258 4.8837
7 53.7794 3.6106 0.8510 6.7139
8 52.5751 ' 2.7913 0.6579 5.3090
9 49.2701 3.7293 0.3790 7.5691
10 48.6516 4.2289 0.9968 6.6933
11 47.2743 4.9693 1.1713 10.9116
U 43.8825 4.3931 1.0355 10.2446

OHJERI KRAKOVA (S/L) ARM RATIO

1 '  0.8999 0.9884 0.0308 9.9494
3 0.9071 0.0715 0.0168 7.9604
3 0.8917 0.0726 ' 0.0171 .9.1393
4 0.8939 0.0986 0.0232 11.0369
5 0.8892 0.0710 0.0167 7.9943
6 0.9053 ' 0.0745 0.0176 8.3301
7 0.8694 0.0921 0.0217 10.5933
6 0.8SS3 0.0845 0.0199 9.8847
9 0.9010 0.0857 0.0202 9.5075
10 0.0221 0.1133 0.0364 13.6459
11 0.7081 0.1441 0.0340 30.3443
12 0.6056 0.1057 0.0249 17.4553

CENTROHERNI IHOEKSI (S/S*L)*100 CENTROMERE INDEX
1 46.9441 2.5843 0.6091 5.5050
2 47.4920 2.0096 0.4737 4.2315
3 '.7.0630 2.0634 0.4663 4.3843
4 47.0553 2.9311 0.6909 6.3390
5 46 .9967 2.0356 0.4798 4,3313
6 47.4230 2.1193 0.4995 4.4679
7 46.2:113 2.7143 .  0.639fl 5.8532
8 45.5913 2.5169 0.5932 5.4727
9 47.2921 2.4502 0.57'/5 5.1810
10 44.'ji:}2 -.5100 " 0.9394 7.8347
11 41.0641 4.9-298 1.1620 12,0051
12 37.4660 4.0368 0.9515 10.7744
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Borzan Z.; Kariotipovi nekih borova podsekcije Sylveslres. Glas, Sum. pokuse 24:1—100, Zagreb, 1988.

Tab. 11. Numerifiki-k^otip stabla sy 367 — Numerical karyotype of the tree sy 367.

■ROJ ohosoha
IE HUH8ER d

1 - 122.6330 4.0066
7.03

3 115.4331 4.1703
4.OS

3 ■  111.5443 3.5363
2.37

4 109.1750 3.5385
2.61

s 106.5633 1.7695
2.55

6 104.0136 1.907'3
2.26

7 101.7514 3.7167
3.73 .

0 90.0293 4.4069
3.59

9 95.4490 3.9390
10.19

10 63.2558 4.1533
5.69

11 79.5439 4.4409
9.18

12 70.3014 5.1295
RRATKI KRAKOVI (5)

1 56.0004 3.2091
3 54.4050 3.0102
3 53.1191 2.7083
4 51.4367 3.5273
3 50.2933 2.6650
6 49.0960 3.5400
7 47.3533 2.7256
B 45.4076 3.0949
9 45.2610 2.6125

10 39.4506 3.1948
11 33.1627 3.5732
13 29.7012 3.0947

OUCI KRAKOVI (L)
1 M.S746 3.5916
2 61.2202 2.6265
3 56.4252 3.2399
4 57.5363 3.5715
5 56.2700 2.4610
6 54.9176 3.4952
7 54.4960 3.2005
6 53,5417 4.3612
9 50.1830 2.5021

10 45.0050 3.2334
11 46.4910 3.4153
12 40.(004 3.7600

OHJERI KRAKOVA (S/U
1 0.9021 0.0710
3 0.6904 0.0640
3 0.9124 0.0746
4 0.9001 0.0718
5 0.8966 0.0767
6 0.9002 0.1065
7 0.6712 0.0636
e 0.8727 0.1036
9 0.9039 0.0692

10 0,8655 0.0918
11 0.7109 0.0964
12 0.7354 0.0960

1.133S

0.9S30

0.6333

0.3960

0.431S

0.4684

0.6403

1.039a

0.9304

0.9769

1.0533

1.3066

SHORT AKN

LONC

ARM

c.v.%

3.9206

3.6068

3.1702

2.3160

1.6793

1.9106

2.6700

4.497S

4.1371

4.6719

5.6166

7.2067

centroherhi iNoer.si (s/s*l)-loo cent«ohere

28

1 47.3554 2.0042
2 47.0447 1.8047
3 47.6303 2.1S00
4 47.2986 2.0329
5 47.1907 ' 2.2644
6 •  47.1995 3.2501
7 46.4510 2.5573
6 46.4417 3.0705
9 47.4079 I .9566

10 46.3662 2.7663
U 41.6464 3.3606
13 42.2108 3.1966

0.7753 5.6630
0.7095 5.9339
0.6384 5.0996
0.5957 4.8940
0.6283 5.3991
0,6344 7.3103
0.6424 S.7681
0.7395 6.8038
0.6629 6.3139
0.7530 8.0983
0.6420 10.7720
0.7294 10.4193

ARH.
0.8466 S.SC28
0.66(7 4.6202
0.7637 S.S4S4
0.(0(1 4.4693
0.5848 4.4093
0.6236 6.3644
0.7S44 5.8727
1.0279 8.3004
0.5397 4.98(0
0.7(21 7.0591
0.0050 7.3605
0.8909 9.2919
RATIO

0.0167 7.8674
0.0151 7.1644
0.0176 6.1738
0.0169 7.97En
0.0185 8.7722
0.02S( 13.0479
0.0197 9.5927
0.0244 11.8738
0.0163 7.6565
0.0216 10.(044
0.0327 13.4082
0.0326 13.0550

itrohere IHOEX

0.4724 4.2333
0.4254 3.8361
0.S063 4.5139
0.'4792 4.3981
0.5337 4.7984
0.76(1 (.88(0
0.6028 5.5055
0.7237 (.(115
0.4613 4.1276
0.6S20 5.9791
0.7921 8.0693
0.7535 7.5735



Borzan 2.: Kariotipovi nekih borova podsekcije Sylveslres. Glas. 5um. pokuse 24:1—100, Zagreb, 1988.

Tab. 12. Numeridki ikariotip stabla sy 77 — Numerical karyotype of the tree sy. 77.
IROJ kaohosoka

chaonosohc number

I

3

3

4

3

6

7

e

9

10

u

13

3

4

3

6

7

8

9

10

11

12

3

,  4

3

6

7

8

9

10

11

12

1
2

3

4

3

6

7

9

9

10

11

13

133.9739

7.69

116.0796

3.43

110.6449

2.57

106.0737

2.15

103.9334
2.63

103.2979
3.32

101.0663

2.66

99.4110

3.92

94.4899
7.30

96.9059

6.94

90.0600

9.99

71.0783

KRATKI KRAXOVI

59.3464

33.1347

32.1101

31.4109

49.5821
46.9907

47.1699
46.3743

<  44.2933

40.7309

34.1637

39.0366

DUG I KRAKOVI

63.6273

60.9349

39.3349

36.6619

36.3402

34.3073

33.9763

52.0367

50.1936

46.1670

43.9044

43.0419

OHJEAI KRAKOVA

0..89S2
0.9097

0.9920

0.9100

0.9635

0.9048

0.9603

0.8939

0.9878

0.8866

0.7464

0.6581

8.3164

4.4278

2.9133

2.6048

3.7637

3.4348

3.4137

3.3890

4.1208

3.9163

4.4163

6.0041

(S)

4.8334

3.1699

2.9462

2.3617

3.4339
2.0923

2.3431

3.0313

3.9983

3.4353

2.7094

3.2589

(O
6.0913

3.6242

2.1413

2.3687

2.9886

3.6131

3.5977

3.4991

3.3485

3.8716

2.9770

4.1301

(S/L)

0.0973

0.07O3

0.0683

0.0734

0.0784

0.0704

0.0788

0.0809

0.1104

0.0980

0.0677

0.0832

1.9602

1.0436

0.6871

0.6140

0.6313

0.3713

0.8046

0.7988

0.9713

0.9331

1.0410

1.4133

SNORT ARM

1.1393

0.7471

-  0.6944

0.6038

0.5784
0.4908

0.5520

0.7145

0.9400

0.8143

0.6386

0.7681

LONG ARM

1.4334

0.8543

0.5O47

0.6054

0.7044

0.6159

0.8480

0.3890

0.7892

0.6768

0.7017

0.9735

ARM RATIO

0.0229

0.0185

0.0161

0.0173

0.0185

0.0166

0.0186

0.0191

0.0260

0.0231

0.0160

0.0196

C.V.t

6.7083

3.9143

2.6349

3.4103

2.6083

2.3476

3.3777

3.4437

4.3611

4.5063

5.5159

8.4473

9.3840

3.7471

3.6339

4.9839

4.9492

4.2514

4.9631

6.5363
9.0042

8.4820

7.9306

11.6337

9.3663

5.9487

3.6581

4.5333

5.3046

4.8117

6.6777

4.8036

6.6709

6.3199
6.4833

9.5954

10.8633

8.6413

7.6318

8.0634

8.8716

7.7761

8.9565

9.0480

12.4319

11.0330

9.0748
13.7035

CENTROHERHI INOEKSI (S/S«L)•100 CENTROMERE INDEX

1 47.0963 2.8976 0.6830 6.1534
2 47.5333 2.2230 0.5337 4.6756
3 47.0791 1.9541 0.4606 4.1507
4 47.5690 2.0633 0.4863 4.3374
5 46.8201 2.2369 0.5272 4.7776
6 47.4317 1.9538 0.4603 4.1171
7 46.7226 2.3647 0.5574 3.0613
8 47.1047 2.3174 4 0.5462 4.9196
9 46.8403 3.4057 0.8027 7.2710
10 46.8492 2.9586 0.6974 6.3133
11 42.6569 2.2102 0.5210 3.1814
12 39.4371 3.0155 0.7108 7.6463
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Dorzan 2.; Kariotipovi nekili borova podsekcije Sylvestres. Glas. sum. pokuse 24:1 100, Zagreb. 1988.

Tab. 13. Numeridki kariotip stabla de V 116 — Numerical karyotype of the tree
de V 116

1 136.6535
6.36

3 130.4959
7.31

3 113.1867
4.37

4 108.9148
1,96

5 106.9523
4.16

6 103.7963
3.13

7 99.6717
3.26

6 96.4130
4.33

9 93.0939
6.74

10 85.3535
3.73

11 79.6374
13.00

13 67.6334

1
3

3

4

•5

i

7

■

9

10

11

13

1

2

3

4

6

7

•

9

10

11

13

3

4

5

6

7

9

9 •

10

11

13

CEHTAOHERNI

KKATKI XKAKCVI

39.1934
97.3693
93.4333
91.9379

30.7093
48.1169
47.3142
49.1133
43.1980

38.6120

39,4998
38.7000

OUCI KRAXOVI

67.0001
63.2367
99.7034
97.3670
50.1629
34.6793

92.4973

91.3993
48.9343

46.7419
44.1776
36.9334

OHJEfll XRAKOVA

0.6804

0.9082

0.8970

0.9003

0.9097

0.6833

0.9016

0.8618
0.6650

0,6315
0.608S

0.7374

INDEKSI

1

3

3

4

5

0

7

8
9

10

11
12

46.7337

47.9493

47.3093

47.3043

47.4814
46.6109
47,3563''
46.7948

46.8709
45.3533

44.5373
42,3171

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0
0

(s/s

2

1
2

3

1

1

1

1 .

2.

2,

3,

8.8333

7.1763

3.6355

3.3046

3.8194

3.6364

4.2509

4.3090

4.3474

4.1635

4,9355

6.3703

(S)

3.939S
3.4353
3.6636
3.7868
1.6076
3.5346
3.9409

3.7161
3.6926

3.0033
3.0955
4.0552

(L) .
.5138

.6886

.4367

.5641

.6028

.7717

.6598

.0151

,0686

.6012

.6498

1563

(S/L)
.0815

.0577

.0811

.0713

.0574

.0657

.0660

.0672

.0733

.0963

.1033

.0841

»L)•I 00

.3289

.5084

.2761

.0133

.6014

.0707

.6537

.9316

,1420

,9733

,1505

7579

*5

3.0797

'  1.6919

0.BS69

0.7553

0.6636

0.6571

1.0019

U0156

1.0011

0.9861

1.0667

1.5015

SHOAT AAM

0.9263
0.6097

0.6750

0.6560

0.'4361
0.5950

0.6933

0.6403

0.6346

0.7076

0.7296
0.9558

■IONS AAn

1.5351
1.1051
0.8082
0.6091
0.6135
0.6533
0.6269
0.7107
0.7233
0.8488
0.8603
0.7439

arm ratio
0.0192
0.0136
0.0191
0.0168
0.0135
0.0155
0.0156
0.0158
0.0173
0.0227
0.0244
0.0196

CENTROhERE
0.5489
0.3744
0.5365
0.4745
0.3775
0.4409
0.4367
0.4553
0.5049
0.7008
0.7436
0,6501

C,V.t

6.9555

5.9556

3.3130

3.9433

3.6334

3.5375

4.3649

4.4693

4.6131

4.9014

5.6636

9.41Q7

6.6385
5.9984
5,3606
5.4083
3.5604
5.2467
6.3289
6.0306
6.2389
7.7756
8.7397

14.1396

9.6258
7.4155
5.7372
4.5030
4.6328
5.0690
5.0704
5.8775
6.2713
7.7044
8.2616
8.1068

9.2581
6.3494
9.0393
7.9154
6.3334
7.4508
7.3201
7.6171
8.3834

11.5815
12.7770
11.4008

INDEX

4.9845
3.3405
4.0314
4.3561
3.3727
3.9963
3.9123
4.1277
4.5700
6.5704
7.0738
6.5173



Borzan 2.: Kariotipovi nckih borova podsekcije Sylvestres. Glas. Sum. pokuse 24:1—100, Zagreb, 1988.

NiimeriSfci 'kariotip stabla nisy 410 — Numerical karyotypE
nisy 410.

BROJ KKOKOSOHA X 1 f _ C.V.t
CM!iOnOSOlE HUHEER d •*

1 13S.3S7(i 7.9706 1.8787 6.3634
B.94

3 110.3189 5.1581 1.3158 4.4344
4.38

3 111.9406 3.6339 0.8543 3.3373
3.54

4 108.4039 3.0494 0.7187 3.8130

3.94
S 105.4667 3.9413 0.6697 3.6940

3.21

6 103.3609

3.33
2.5134 0.5934 3.4S7C

7 99.0319 1.9966 0.4706 3.0161
2.33

B 96.7133 3.0631 0.7330 3.1673
3.31

9 93.5043 3.1809 0.7516 3.4104
5.67

10 87.0333

6.36
4.9788 1.1735 8.6685

11 81.4711
9 - A7

5.3873 1.3698 6.6134

13 71.7997 6.0141 1.4I7S 8.3763

KRATKI XRAKOVI (S) SHORT ARM

I 59.8713 4.2414 0.9997 7.0043
2 55.3004 2.2567 0.5319 4.0800
3 53.5129 2.S9S6 0.6118 4.9427
4 51.5995 2.9379 0..693S 5.6936

50.9304 1.5632 0.3634 3.0692
6 49.1946 1.8676 0.4403 3.7964
7 46.6747 3.2095 0.7565 6.3763
e 45.2660 2.9007 0.6837 6.4080
9 43.9166 2.1576 0.5085 4.9139
10 40.7885 4.1428 0.9764 10.1560
1 1 38.0515 2.9333 0.6914 7.7087
12 38.4405 4.6357 1.0936 16.3995

OUGI KRAKOVI (L) LONG ARH

1 65.3864 4.7279 1.1144 7.2308
3 61.0104 4.5704 1.0772 7.4903
-J 59.4276 4.2048 0.9911 7.0755
4 56.8033 2.7036 0.6373 4.7596
I 54.5363 1.9652 0.4632 3.6034
0 53.0663 2.3933 0.5641 4.5100
7 53.3573 3.2906 0.7756 6.3849
e 51.4463 3.2835 0.7739 6.3834
9 49.5877 2.4409 0.5753 4.9323
10 47.0447 1.7507 0.4136 3.7313
11 43.4196 3.3840 0.9155 8.9452
12 43.3593 4.3781 1.0319 10.0973

OHJERI KRAK0V4 (S/L) ARH RATIO

1 0.9174 0.0360 0.0132 6.0991
3 0.9105 0.0702 0.0165 7.7004
3 0.8889 0.0805 0.0204 9.7341
4 0.9112 0.0776 0.0183 0.5201
0 0.9347 0.0373 0.0088 3.9873
0 0.9392 0.0605 0.0143 6.5080
7 0.8973 0.1036 0.0244 11.5425
B 0.8653 0.0999 0.0235 11.2812
9 0.8877 0.0619 0.0146 6.9781
10 0.6672 0.0866 0.0204 9.9892
11 0.8615 0.0867 0.0204 9.8323
13 0.6631 0.1342 0.0316 30.2351

CEHTROtlERNI IKDEXSI ($/S*L)-IOO'  CENTROMERE IHOEX

1 47.8032- 1.5785 0.3721 3.3022

2 47.5895 1 .9940 0.4700 4.1900
3 46.9488 2.5721 0.6063 5.4706

4 47.5927 2.3155 0.5223 4.6552

5 48.2958 1.0057 0.2371 2.0025

0 48.1160 1.6963 0.3998 3.5255
7 47.1321 3.1032 0.7314 6.5840
8 46.8129 3.8333 0.6678 6.0524
9 46.9707 1.7960 0.4233 3.8237
l« 46.3364 3.6687 0.6290 5.7607

11 46.7389 2.5538 0.6019 S.4640
12 39.5059 4.8335 1.1393 13.3348
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nosti (C. v.). Za svih sedam stabala iz tabela 5, 9, 10, 11, 12, 13 i 14, mo
zeino vldjeti da su 'koeficijenti varijabilnosti najveci za relativne uikupne
duljine ka-omosoma XII. Za kromosom I je manji, all u pravilu veci od
C. V. virijednosti kromosoma II. Kromosomi X i XI takoder imaju u
pravilu vece koeficijente varijabilnosti od ikromosoma III do ukljucivo
kromosoma IX. Roeficijent varijabilnosti je mjera rasipanja koja pri-
kazuje^ varir^je neke mjerene duzine (u ovom slucaju kromosoma).
Stoga iz dobivenih rezultata zakljudujem da kromosomi II do IX imaju

koeficijente varijabilnosti, tj. malo variranje duljine u odnosu na
varijabilnost duljine koju pokazuju kromosomi I, X, XI i XII. Zanima
nas uzroik toj pojavi koja ocito moze biti prirodna, dakle da se stvarno
radi o maloj yarijabilnosti duljina kromosoma II do IX ili moze biti
rezultat metodike istrazivanja. Recimo odmah da je ovo drugo tumacenje
vjerojatnije iz slijedecih razloga:

^ Uobicajeni nacin istrarivanja kariotipa je da se kromosomi svrstaju
u niz od I do XII, na osnovi duljine koju imaju na fotografiji. Ovakova
metoda ne uzima potpuno u obzir stadij diobe stanice koja se analizira.
Pojedine stanice mogu biti npr. u stadiju prometafaze (sto za endosper-
malno tkivo preporuca Pederick 1967), najcesce se analizira stadij
metafaze, a mogu se anaJizirati i stanice u anafazi (Borzan 1977a).
Smatra se, da se izracunavanjem relativnih duljina kromosoma izbjegava
varijabilnost u duljini pojedinog 'kromosoma uvjetovana razlicitim sta-
dijima diobe analiziranih stanica dli razlicitim razvojnim stadijima tkiva,
te da^ je stoga na taj nacin moguce usporedivati razlicite stanice. Medu-
tim, jedna od najvecih poteSkoca u analizi kariotipa borova je zamjena
u redoslijedu i^omosoma i zamjena krakova, do koje dolazi uslijed va-
riranja u duljini svakog pojedinog ikromosoma (Matern & Simak
1968, 1969). Stoga je identifikacija pojedinih ikromosoma koji su pod-
jednake duljine znatno otezana (u ovom radu to su kromosomi II do IX),
narocito^ako su im na fotografiji izmjerene po^uno iste duljine, jedna-
ko dugaSki krakovi i ako nemaju 'sekimdamili konstrikcija. Razlozi zbog
cega se u svim istrazivanim stanicama jednog stabla (ili vrste) ne po-
javJjuju npr. uvijek ista dva kromosoma jednake duljine, jednakih kra
kova i sa dli bez sekundamih konstrikcija mogu biti:

1. Razliciti itipovi jezgara (kromosoma), ovisno o dijelu tkiva zen-
skog gametofita iz ikojega potice analizirana stanica.

2. Diferencijalna aktivnost pojedinog kromosoma.
3. Razliciti stadiji diobe analiziranih stanica.
4. Pojava »sljepljivanja« kromosoma (sticky pojava, strana 74),

koju sam otkrio u endospermalnom tkivu borova (Borzan
1977a).

5. Vjerojatno i neki drugi razlozi kao npr. razlike u fiksiranju ma-
terijala i u tehnici izrade preparata, los raspored kromosoma i
drugo.

Analiza anafaznih stanica je pokazala (Borzan 1977a) da se i
sestrinSke kromatide mogu znatno razlikovati po duljini. Svi ovi razlozi
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dovode neizbjezno do zamjene u redcslijedu bromosoma koji su slicni
po duljini, a bod metacentrickih 'fcromosoma do zamjene ikrakova. Zato,
ako se samo na osnovi dzmjerene vrijednosti nekog bromosoma u svaboj
stanici, uvijeb npr. treca -vrijednost u padajudem nizu od 12 izmjerenih
duljina 'kromosoma smatra duljinom bromosoma III, varijabilnost tog
kromosoma bit ce vrio mda. Varijabilnost ce biti to manja sto se su-
sjedni bromosomi manje xazlikuju po svojoj duljini. Stoga se moze za-
kljuciti da su i koeficijenti varijabilnosti bromosoma I, X, XI i XII u
kariotipovima dstrazivanih stabala (tabele 5, 9, 10, 11, 12, 13, 14 i 16) naj-
veci, jer je za te bromosome najmanji rizik od zamjene u redoslijedu,
buduci se od susjednih bromosoma znatno razlibuju po svojim apsolut-
nim i relativnim duljinMna.
0 vjerojatnosti rizika zamjene u redoslijedu 'kromosoma, detaljno

su istraiivali Matern & Simak (1968, 1969) u Larix decidua Mill,
i Chetty i sur. (1970) u Pinus roxburghii Sarg. Zabljucak je njihovih
istranvanja da se rizib zamjene u redoslijedu ne moze zanemariti ako je
prosje6na razlika manja od IP/o prosjecne duljine dva kromosoma arisa,
odnosno da se lizik zamjene u redoslijedu ne moze zanCTnariti u Pinus
roxburghii abo su prosje6ne razlibe duljina dvaju kromosoma manje od
34''/d prosjecne duljine dvaju bromosoma.

Rezultati njihovih istrazivanja, osobito s Pinus roxburghii upucuju
na neizbjeXan oprez u donosenju zakljucaka prilibom bomparativne ana-
lize bariotipa, osobito s 'kromosomima koji podlijezu visobom rizibu
zamjene u redoslijedu ili s brakovima metacentriCkih bromosoma koji
podlijezu visoikom rizibu zamjene krakova. Mozda su rezultati dobivaii
u radu Chetty i sur. (1970) malo prestrogi, jer po njihovom kriteriju
svi bromosomi istrazivanih stabala u ovom radu bi poiilijeg^i liziku za
mjene u redoslijedu, jer npr. najveca razliba izmedu dva susjedna kro
mosoma iznosi 13,88 (tabela 5) izmedu kromosoma XI 1 XII. Kako je
prosjecna duljina tih dvaju bromosoma 72,08, to u ovom sluCaju prosjec-
na razlika duljine tih dvaju kromosoma iznosi 19,26% njihove prosjecne
duljine. Prema tome abo za istrazivane borove u ovcan radu vrijedi isti
rizik zamjene u redoslijedu bao i za Pinus roxburghii, tada 1 bromosomi
XI i XII stabla »ni 47« (a ostali pogotovo) podlljeiu-visobom rizibu
zamjene u redoslijedu. Po boeficijentima varijabilnosti ovih bromosoma
u svih 7 stabala vidimo, medutim, da je rizik zamjene u redoslijedu ovih
'kromosoma medusobno ili s neldm drugim kromosomom ipak znatno
manji nego za bromosome II do IX. Stoga de i zaklju&ii bomparativne
analize bromosoma za 7 istraiivanih stabala biti vjerodostojniji nego
za druge bromosome, tj. imati <5e vedu teiinu.

Uobicajeno je da se kariotipovi graficki prikazuju idiogramom.
Stoga na sukama 12, 13, 14, 15, 16, 17 i 18 prikazujem pojedinacne idio-
grame stabala »ni 47«, »ni 221<c, »ni 366«, »sy 367«, »sy 77«, »de V 116«
i »nisy 410«. Iz ved diskutirahih razloga, posebno radi relativno visokog
rizika zamjene u redoslijedu bromosoma i zamjene krakova, te poslje-
dica boje te zamjene imaju na tocnu registraciju i prikazivanje morfo-
loSkih barakteristika bromosoma (dimenzije krakova i polb^ji konstrik-
cija), idiograme mozemo smatrati samo vjerojatnim pilkazom bariotipa.
Simak (1966) naziva takav idiogram »apparent idiogram<c.
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I  11 m IV V VI VI] vni ix x xi xii

SI. — Fig. 12. Idiogram stabla evropskog cmog bora ni 47, raden na osnovi ana-
lize 18 jezgara endospermalnc^ tkiva u razvoju. NaSin prikazivanja idiograma je
kombimran po^ Simaku (1962) a Federicku (1967^ Duljine kroraosoma su
prikazane relativno u odnosu na srednji kromosom (S + L = 100), a konstrikcije
su ucrtane na osnovi njihove udaljenosti od centromere prema ukupnoj duljini
kraka na kojem" se nalaze. Udaljenost konstrikcije od centromere izrazena je u
•/# — The i^c«ram of the European black pine tree ni 47, based on the analysis
of 18 nuclei or endospermal tissue in development. The presentation of the idio
gram is a combination of Simak's (1962) and; Pederick's (1967) approach.
The chromosome lengths ̂ e given relatively in terms of the mean chromosome
(S -f L = 100), and &e constnctions are drawn in on the basis of their distance
from the centromere in tenns of the total length of the arm on which they are

, located. The distance of constrictions from the centromere is given in ®/o.

46

54 S3 =S4

I  II III IV v VI- VII VIII IX X XI XII

SI.-—- Fig. 13. Idio^am stabla cmog bora ni 221. The idiogram of the European
black pine tree ni 221.
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'  II 111 IV . V VI vij VIM rx' X XI XII

SI. — Fig. 14. Idiogram stabla cmog bora ni 366 — The idiogram of the European
black pine tree ni 366.

<o
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54

iix
I  n in iv V VI V!i vin ix x xi xn

SI. — Fig. 15. Idiogram stabla obicnog bora sy 367 — The idloj^ih of the Scots
pine tree sy'367.
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I  II HI IV V VI VII vm IX X XI XII

SI. — Fig. 16. Idiogram stabia obi6nog bora ̂ 77 — The idiogram of the Scots
pine tree sy 77.
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Ml IV V VI VII VIII IX X XI XII

81. — Fig. 17. Idiogram ramete japanskog crvenog bora de V 116 — The idiogram
of the'Japanese red pine ramete de V 116.
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III IV VI VII VIII IX XI XII

SI. — Fig- 18. Idiogram hibrida Pinus x nigrosylvis Vid. (nisy 410), nastalog
krizanjem stabala ni 221 x sy 77 — The idiogram of the Fi hybrid nisy 410, offspring

of the cross ni 221 x sy 77.

Vec na prvi pogled iz idiograma se vidi da su dva posljednja kromo
soma najmanja. Taj podatak objavljuje vecina autora kao karakteristiku
kariotipa cmog i obionogbora, premda neki (Kormutak 1975) isticu
tri posljednja kromosoma kao najmanje. Procjena da 11 su tri ili dva
kromosoma najmanji, ocito je rezultat nepostojanja kriterija kojih bi
se istrazivaci dogovomo pridrzavali, odnosno nepostoj^je standardiza-
cije u analizi kariotipa i u prezentiranju rezultata. Mjerenja duljina kro
mosoma pokazala su u ovom radu da se fcromosom X po duljini redovito
znatnije razlikuje od kromosoma IX, odnosno da je razlika medu njima
veca nego u grupi kromosoma II do IX. Vjerojatno cinjenica da se kro-
mosomi XI i XII u preparatu ill na fotografiji lako identificiraju kao
najmanji (sto nije tako cest slucaj s 'kromosomom X), preteze u odluoi
da se samo kromosoml XI i XII nazivaju »najmanjk.

Polozaj centromere — Centromere position

Polozaj centromere sam definirao prema Saylor-u (1961, 1964)
omjerom krakova — kratki krak (S) : dugi krak (L). Centromera je u
metacentrickoj regiji ako je vrijednost omjera krakova izmedu 0,75 i
1,00, a submetacentricka je ako je taj omjer Izmedu 0,50 i 0,75. Prema
klasifikaciji Levan-a i sur. (1964), svi bi kromosoml prezentirani u
karlotipovlma ovlh stabala imali medijalno smjestenu centromeru. Radi
lako uocljive razlike u duljini krakova 'kromosoma XI 1 XII, smatram
da je pogodnije se slu21ti Idasifikacijom Saylor-a (1961, 1964).

Dva se posljednja kromosoma u cmog, oblcnog 1 jap^skog crvenog
bora isticu time sto centromeru imaju u submetacentricnoj regiji, za
xazliku od prvih deset kromosoma koji centromeru imaju u metacen-
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tridnoj regiji (S a y 1 o r 1964, 1983), te se u torn pogledu ponasaju kao
i preostalih 16 istrazivanih vrsta podsekcije Sylvestres. Drugi autora, me-
dutim,navoderpli6itoovukarakteristikuikariotipa. Sax & Sax (1933)
su za crni i obicni bor naveli da je samo jedan od 12 kromosonia hetero
brahijalan. Nat a raj an i siir. (1961) su za svih 12 ikromosoma obic-
nog bora naveli da je centromera medijalno smjestena. Kormutak
(1975) je'kiromosome XI i XII cmog bora takoder svrstao medu one sa
submedijalnom centromerom, a (kod obicnog bora jos i kromosom X.
Martinovie (1978) osam kromosoma XI i XII crnog i obicnog bora,
navodi da u omog bora kxoniosom IV ima ekstremno suibmedijaino lo-
oiranu centromeiu, premda to sa slike u radu nije evidentno. Tar-
navschi & Ciobanu (1965) za Pinus nigra var. banatica navode
IV, V, IX, X i XI kromosom kao beterobrahijalan, a IV, XI i XII su
takovi u Pinus nigra var. austriaca, a da ne navode kriterije za hetero-
brahljalnost. Prema idiogramu u radu Pederick-a (1970) kromo
som! XI d XII cmog bora su takoder submetacentrioni.

Cini se da bi se uz Saylor-ov (1961) kriterij definiranja polo-
iaja centromere za cmi i obiSni bor moglo tvrditi da imaju submeta-
centricne iloromosonie XI i XII. Takav sam rezultat dobio za stabla
»ni 47«, »ni 221«, »ni 366«, »sy 367« i »sy 77«, dok je kod ramete japan-
skog crvenog bora »de V 116« samo ikromosom XII bio submetacentri-
c^ a kromosom XI samo djelomicno (sto cu prodiskutirati neSto kas-
nije). Za bibridno stablo »nisy 410« rezultatd dstrazivanja pokazuju da
je samo kromosom XII submetacentrican, sto je neocekivani rezultat
s obzirom da je hibiddno stablo »uisy 410« dobiveno krizanjem stabla
cmog bora »ni 221« i obicnog bora »sy 77«. Za tumacenje ovog rezidtata
morati demo imati na umu da svib 18 anailiziimiili stanica potice iz jed-
nog 'sjemenog zametka (jednog -pr^arata).

Kako tuma6iti tako razlicite rezultate osnovnc morfoloske karak-
teristike svakog kromosoma — polozaja centromere? Odgovor je u ne-
definiranim ili razlicito definiranim 'fcriterijima polozaja centromere (ovi-
sno o^ pojedmim autorima), zatim u koriscenju razlicitog materijala za
istrazivanje (meristem korjencica ili endosperm), u nedovodjno velikim
uzorcima, u poteSkodama prilikom odredivanja polozaja centromere u
preparatima bez primjene predtretiranja citostaticima i drugo.

Metacentrionost kromosoma XI ramete japanskog crvenog bora »de
V 116« mo2e se tumaditi time sto je kariotip tog stabla odraz genotipa
tog stabla (klona). Za predpostaviti je radi moguce heterozigotnosti
endosperma razliditih sjemenih zametaka jednog stabla bora (narocito
hibndnog), da rezultati mogu bdti razliciti, ovisno o tome da li se analiza
karlotipa radi iz jednog ili vise sjemenih zametaka. U analizi kariotipa
neke vrste vecina autora se koristi meristemom korjencica, gdje je
svaki preparat odraz genotipa te sjeraenke, a ako se koristi endosperm,
tada su istrazivadi cesere (sjemene zametke) ubirali i fiksirali s neko-
iiko Btabala, da bi bolje reprezentiirali vrstu. Cilj ovog rada bio je usta-
noviti kanotipove pojedinadnih stabala na kojima se provodi 'kontroli-
rana hibridizacija, te i s tog stanovista treba pokusati protumacdti dobi-
vene rezultate.
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Heteromorfnost kromosoma XI — Heteromorphy of the
chromosome XI

Spomenuo sam pote§koce u odredivanju polozaja centromere u
preparatima endospermalnog tkiva. Do tdh je poteskoca dolazilo kada
nije bilo moguce vidjeti na ikromosomu mjesto pricvrscivanja niti dio-
benog vretena (mikrotubnli).

U tom je slucaju odredeno vjerojatno mjesto polozaja centromere
na temelju savijenosti kromosoma u oblike U ili V, ill na temelju uta-
njenja na mjestima za (koje se predpostavilo da pripadaju centromeri.
Ucestalost o-vakovili diskutabiilnih utvrdivanja polozaja centromere bila
je ipak rijetka i u pravilu izbjegavao sam korlstiti za analizu stanice
u kojima nije bilo moguce sa sigurnoscu odrediti polozaj centromere
na svim kromosomima. Medutim, moguce je, da je u pojedinim sluca-
jevima centromera 'krivo odredena. Razlog tome je ponekad bila i sticky
pojava, koja je uzrokovala da je kromosom u nekom svom kraku bio
izduzeniji ili kontrahiraniji, te je uslijed toga moglo dooi do-izracuna-
vanja ekstremno razdicitih omjera 'krakova (sto definira polozaj cen
tromere odredenog kromosoma), ikoji su znatno odstupali od prosjecno
dobivenih vrijednosti omjera krakova.

Za ocekivati je bilo da su se takove poteskoce odrazavale u sluca-
jevima kada su od 18 stanica pojedini kromosomi rednog broja I do X
imali omjere krakova koji su odgovarali submetacentricnima" ili u slu-
caju kad kromosomi XI i XII nisu bill submetacentricni.

Da bih istrazio frekvencdju takovib izvora gresaka u zakljucivanju,
izracunao sam ita odstupanja i prikazujem ih u tabeli 15, kao broj i
postotak submetacentricnih kromosoma I do XII u uzorcima (stablima)
od 18 analiziranih stanica i sveukupno. Da bih provjenio predpostavku
da se karakteristike pojedinacnog kariotipa (jednog stabla) »gube«,
»utapaju« u masi reziiltata (npr. u skupnom kariotipu vrste, populacije
ili neke druge sistematske jedinace) prikazujem i numeiibki skupni ka-
riotip za svih 7 istranvanih stabala (tabela 16), gdje vidimo da je kro
mosom XI 'submetacentrican, premda se njegova vrijednost nalazi upra-
vo na granici za to svojstvo (omjer krakova iznosi 0,7535, a centromerni
indeks 42,6917). Osim toga i iz tabele 15 vidimo da je od 126 istrazenih
sttuiica sedam stabtda borova koji spadaju u sekciju Sylvestres, u 66
stanica (52,38®/o) kromosom XI bio submetacentnican.

Za rametu japanskog crvenog bora »de V 116« nuraericfci kariotip
(tabela 13) nam govori da je kromosom XI metacentrican (omjer kra
kova = 0,8085, a centromerni indeks = 44,5372), pa je t^ovo stanje
ucrtano i na idiogram (slika 17). Medutim iz tabele 15 je vidljivo da je
cak u 9 stanica (50®/o) kromosom XI bio submetaceritrican, sto je pre-
velik broj da bi se mogao tumaciti greskom u radu ili krivom procje-
nom polozaja centromere. Zakljucio sam da je numeri6ka metacentric-
nost kromosoma XI dobivena samo radi toga jer je izracunata vrijed
nost iz 9 stanica s metacentrionim kromosomom XI u statistickom
smislu »prilcrila« submetacentidcnost kromosoma XI u preostalih 9 sta
nica. Ako predpostavimo da sam (slucajno, po principu pismo/glava)
za uzorak mogao imati u svih 18 stanica samo submetacentricni kromo-
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Tab. 15. Broj i postotak submetacentriCkih krombsoma u tizorcima od 18 stanica i sveukt^no iz 126 stanica ~ Number
■ and percent of submetacentric chromosomes in 18-cell-samples and out of a total of 126 cells.

Redni

broj
krOiT;.

ni H7- ni 221 ' ni 366" ' sy 367' tsy 77 de V 116 nisy 410 Ukupno-Total

Chroraosoffi<

Serial

Number

n % ̂ n' % n - / a % n n .% n' n  %

I 3 16.67 1 5-56 5.56 0 0.00 ■ 2 11.11 1 5.56 ^0 0.00 8 6.35

li 5-56 0 0.00 0 C.OO 0 0.00 5.56 0 0.00 1 5.56 3 2.38

III 3 16.67 0 0.00 5.56 1 5.56 0. 0.00 0 0.00- 2 11.11 7 5.56

IV 0 0.00 0 0.00 3 16.67 0 0.00 0 . 0.00 1 5.56 1 5.56 5 3.97

V 2 11.11 1 5-56 '  - 5:56. 1 5.56 1- 5.56 0 0.00 0 0.00 6 4.76

VI. 3 16.67 0 c.oo r 5.56 2 11.11 0. 0.00 0 0.00 0 0.00 6 4.76

VII 1 5.55 0 0.00 2 11.11 2 11.11 5.56 0 0.00 2 11.11 8 6.35

VIII 2 11.11 1 5.56 2 11.11 3 16-. 67 5.56 1 5.56 2 11.11' .  12 9.52

IX 0 0.00 3. 16.67 5.56 1 5.56 ..2 11.11 1 5.56 1 5.56 9 7.14

X 1 n.n 5 27.78 6" 33.33 1 5.56 '2. 11.11 4 22.22 1 5.56 20 15.87

XI 12 66.67 10 55-56 11 61.11 12 66.67 10 55.56 9 50.00 2- 11.11 66 52.38

XII 17 17 94.44 l'6 ■ 88.89 12 66.67 - 16' 88.89 10 55.56 15 83.33 103 - 31.75-

"0
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Tab., 16. Sumaml numericki kariotip za 7 istrazivanih stabala — Summarized
numerical karyotype of 7 investigated trees.

BKOJ KKOMOSOHA

CHROHOSOnL VUHBCK

1 136.5767 7.8143
7.56

3 117.0176 5.2167
6.97

3 113.0628 3.6000
3.38

4 108.6617 3.8676
3.56

S 106.1263 3.5426
3.85

6 103.3750 3.5696
3.78

7 100.6967 3.3111
3.99

8 97.5089 3.5796
■ 3.72

9 93.7916 3.U3U7

6.73
10 B7.0&90 6.6839

6.79
11 80.3786 5.0379

11.12
1-2 69.1618 6,9665

KRATKI KRAKOVI (S)

1 58.3655 6.5664
2 55.3767 3.1081
3 52.8205 2.6556
6 51.3891 2.7121

SO.1099 2.4514
6 68.9950 3.6425
7 67.1536 -2.8257
S 65.6968 2.8816
9 66.0935 2.8020
10 39.8624 3.5267
11 36.2819 6.0191
13 27.4067 4.0574

0U5I KRAKOVI (L)

r 66.2091 5.5745.
2 (>1,6287 3.8080
3 59.2143 2.3742
6 57.2726 2.7452
5 55.9.343 2.7146
6 54.2900 2.79GS
7 53.3610 3.2779
£ 52.0141 3.1445
9 49.6979 2.9674
10 47.2266 3.5209
11 65.9937 4.2055
12 41.7561 4.3322

OHJCRI KRAKOVA (S/L)

1 0.8866 0.0859
2 0.9013 0.0663
3 0.B957 0.0767
6 0.9002 0.0764
5  ' 0.9006 0.0739
6 0.9061 0.0766
7 0.8886 0.0851
B 0.8798 0.0863
9 0.8907 0.0794
10 0.8686 0.0987

1! 0.7825 0.1316
12 0.6616 0.1055

CENTROKERHl UiOEKSI (S/S*l.)-10l

1 66.8725 2.5753
2 47.3368 1.9339
3 47.1641 2.1528
4 47.2910 2.1359
5 47.2930 2.1145
6 67.4485 2.2030
7 46.9313' 2.5423
8 46.6606 2.4991
9 47 .01 19 2.3372
10 45.7458 3.0334
11 42.6917 6.0702
12 39.5640 3.9266

'x

0.69G1

0.3307

0.3S73

0.3265

0.32S9

0.3061

0.31QO

0.J430

0.6173

0.3670

SHORT ARM

0.6066
0.2769

0.2366

0.2616

0.2186

0.2176

0.2S17
0.2567

0.2696
0.3162

0.3580
0.3615

0.6966

0.3392

0.3006

0.2666

O.2610

0.2693

0.3920

0.2801

0.2666

0.3166

0.3767

0.3SS0

ARK RATIO

0.0077

0.0061

O.O067

0,0066

0.0066

0.0068

0.0076

0.0077
0.0071

o.ooeQ

o.oioa

0.0097

c.v.*-

6.2737

6.4996

3.3131

3.6573

3.3959

3.4661

3.1953

3.(706

6.0729

9.3795

6.37SS

9.2013

7.8206

5.6126

S.026S

5.2777

6.6863

6.98S3

9.9936

6.3330

6.3S66

8.6516

11.7226
14.9068

8.6196

6.1779

5.6996

4 .7932

4.8533

5.1557

6.1452

6.0455

5.9703

7.4764

9.1436

10.3510

9.6953

7 .5806

6.3412

8.3676

Q.2050

0.4283

9.S7S3

9.8063
8.9093

11.6322

16.1617

16.3951

CEIITROnERE IHDEl

J394

.1722

. 1910

.1903

.1884

. 1,963
.2206

0.2226

0.2082

0.2702

0.3626

0.3498

5.4943

4.0832

4.5646

4.5165

4.4705

4.6628

5.6202

5.3559

6.9715

6.6310

9.5333

9.9341
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som XI (ili obratno), dolazim do zaikljucka da se u ovom 'slucaju moze
govoriti samo o vjerojatno (ne i sigumo) metacentricnom ibromosomu
XI ramete »de V 116<<, te da su potrebna daljnja istrazivanja za odgovor
na pitanje:

Da li je mogude da se u pojedinim sjemenim zamecima nalazi jedan
odredeni kromosom kao submetacentricni, a u drugim sjemenim zame
cima istog stabla kao metacentricni?

Potvrdu za opravdanost ovog pitmija nasao sam uporedujuci izra-
cunate omjere krakova kromosoma XI iz svake pojedine stanice sa
rednim brojem preparata ^ripadnim sjemenim zametkom) i dobio sli-
jedeci odgovor u tabeli 17:

S obzirom da je po jedan sjemeni zametalk posluzio za izradu poje-
dinaonog preparata, -sve stanice koriscene za izradu kariotipa bi u jednom
preparatu morale imati ili submetacentricne ili samo metacentricne
kromosome XI. Iz tabele 17 vidimo da je odgovor na postavljeno pitanje
potvrdan, osim u slucaju stanica 8 i 9, koje su iz preparata broj 635.
U stanici 9 ikromosom XI ima upravo granicnu vrijednost kojom je
definiran pojam submetacentricnosti i vec debljina traga olovke, kojom
je na fotografiji obiljezena centromera, je dovoljna da predstavlja izvor
greske u klasifikaciji tog kromosoma. Vjerojatno je da se i u ovom
slucaju radi o metacentricnom kromosomu. Mislim stoga, da se moze
tvrditi da se razliciti kromosomi XI nalaze u pojedinim sjemenim za
mecima ramete japanskog crvenog bora »de V 116«, kao rezultat mejo-
tioke diobe i slobodnog razvrstavanja kromosoma na polove. Sjemeni
ce zametak u endospermu imati onaj kromosom XI, koji ce se nalaziti
u ifunkcionalnoj megaspori (nakon provedene mejoticke diobe) iz koje
ce se mitotickim diobama razviti haploidni endosperm.

Na slici 6 je stanica sa submetacentricnim, a na slici 19 sa meta-
centriinim kromosomom XI, stabla »de V 116«.

Nakon ovakovog zakljuoka za kromosom XI ramete »de V 116«,
pokusao sam pazljivom anal'izom omjera krakova kromosoma XI u
preostalih 6 stabala, uz ponovnu kritioku procjenu polozaja caitromere
kromosoma XI na fotografiji svake stanice, zakljuciti kako ovaj kro
mosom izgileda u pojedinim preparatima drugih stabala.

Prije svega iz tabele 15 viidimo da se u svim kariotipovima osim
hibrida »inisy 410«, nalazi tek nesto vise od 50®/o submetacentricnih kro
mosoma XI, a da se sveukupno u 126 an^iziranih stanica nalazilo
52,38®/o submetacentridnih kromosoma XI. Vec ovaj podatak baziran
na velikom uzorku, ukazuje na mogucnost da se u 50®/o sjemenih zame-
taka nalazi submetacentricni ili metacentricni (kromosom XI.

Podatak da je u hibrida »nisy 410« samo u dvije stanice od 18
stanica jednog sjemenog zametka, kromosom XI submetacentrican,
otvara pitanje da li bi u nekom drugom sjemenom zametku tog stabla
kromosom XI mogao biti submetacentrican u cjelosti.

Pazljivom analizom pojedinacnih preparata (sjemenih zametaka)
ostalih stabala nisam uvijek dobio tako lijep rezultat kao u tabeli 17.
Za tocniju analizu bilo bi potrebno imati veoi broj preparata s viSe
stanica pojedinog stabla, jer npr. iz tabele 1 vidimo da je analiza bila
moguca za kariotip »ni 47« samo iz pr^arata broj 1089, 1090, 1096,
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SI. — Fig. 19. Stanica iz endosperma ramete japanskog civenog bora de V 116 s metacentricnim kromosomom XI
The endospermal cell of the Japanese red pine ramete with metacentric chromosome'XI.
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Tab. 17. Definiranic polozaja centromere kromosoma XI u rameti japanskog crve-
nog bora de V 116, ovisno o sjemenom zametku u kojem se nalazila pojedina ana-
lizirana stanica {laomosom Al), a na temelju 18 analiziranih stamca — Deter
mination of centromere position of chromosome XI in the Japanese red pine
ramete de V 116, depending on the ovule from which the analysed cell (chromo

some XI) originated. A total of 18 cells were analyzed.

Redni broj
stanice
Cell

number

Broj
preparata

Slide

number

Omjer
kra'kova

Arm ratio

Polozaj centromere
Position of
centromere

1 1838 0.8947 Metacentrican
Metacentric

2 1844 0.7143 Submetacentridan
Submetacentric -

3 0.7391
If

4 " -  0.6667
tt

5 1845 0.7241 SubmetacentriSan
Submetacentric

6 1847 0.6667 Submetacentridan
Submetacentric

7 628 0.8800. Metacentrican
Metacentric

8. 635 - 0.8400 Metacentrican
Metacentric

9 " 0.7500 "

10 645 0.7400 Submetacentrican
Submetacentric

11 648 0.6957 Submetacentrican
Submetacentric

12 " 0.7391
If

13 651 0.9167 Metacentrican
Metacentric

14 657 0.8750 MetacentricaJi
Metacentric

■  15 0.9000 If

16
tP 0.9310 11

17 660 1.0000 Metacentrican
Metacentric

18 675 0.8800 Metacentrican
Metacentric
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1097 i 1108. U obje staiiice preparata 1089 kromosom XI je bio subme-
tacentrican, u 1090 su bill ra^citi, u 1096 'su istd, u 1097 tri su bila
submetacentricna a jedan metacentriSan, dok su u 1108 tri submeta-
centricna a^ dva metacentricna. Pregledavanjem fotografija ovih sta-
nica, bilo je moguce uociti da su neslaganja u predpostavci (da u
jednom preparatu mora biti same submetacentrican Hi metacentrican
kromosom XI) bila u slucajevima kada je centromera bila prekrivena
drugim kromosomom, pa bi pomjeranje traga olovke, kojom je obilje-
zen polozaj centromere, za jedan milimetar u lijevo ili u desno mijenjao
i »'status« kromosoma XI, najcesce taiko da bi se predpostavka mogla
uvaziti. Prisutne su bile i druge pojave koje su uticale na rezultat, kao
npr. sticky pojava, istegnut il^ak kromosoma i sllcno. Sigumo je i da
kromosom XI podUje2e izvjesnom riziku zamjene u redoslljedu, pa je
i to jedan od elemenata kojim se mogu tumaoiti odstupanja u oceki-
vanoj piojavi tipa ^kromosoma XI u nekom sjemenom zamefiku. Kod
drugih 'stabala je bila sHcna situacija, s tom razlikom sto se kod stabia
»sy 367« same u jednoj stanici (kao "kod »de V 116«) od 9 mogucih status
kromosoma XI nije slagao s predpostavijenim.

Za'kljudujudi ddskusiju o dobivenim Tezultatima polo2aja centrome
re na kromosomu XI, zelio bib istaknuti da bi 1 kod drugih borova
podsekcije Sylvestres trebalo obratiti paznju na mogucnost da su u
pojedinim sjemenim zamecima kromosomi XI (ill u sjemenkama ho-
mologni par kromosoma XI) razliciti, odnosno heteromorfni po. vrijed-
nosti omjera krakova ispod ili iznad granicne vrijednosti koja izno-
si 0,75.

Za predpostaviti je takoder i da postoje homozigotna stabia s obzi-
rom na to svojstvo (stabia sa samo submetacentricnim ili samo meta-
centrionim kromosomom XI).

Pod pojmom heteromorfni kromosomi Rieger i sur. (1976) na-
vode dva tipa heteromorfnih bivalenata: jedan je tip neiedn^og para
kromosoma koji zbog delecije ili razli£itih tipova transloikaciie iraaju
neiednake duljme a drugl ie asimetriCan par ifcromosoma koii su pod-
iednake duljine ali se razlikuju u polozaju centromere. U nasem bi slu-
caju bivalente stabala s heteromorfnim kromosomima mogli nazvati asi-
metriCnima.

Razliciti vidovi heteromorfnosti biljnih kromosoma opisani su u
lUeraturi. Tako npr. Marchant & Brighton (1971) ooisuju u
cetiri divlie populacije Ranunculus ficaria povecani satelit jednos od
cetiri^ SAT-kromosoma, isticuci neobi6no i nepravilno ponasanie (frag-
montiranje 1 tvorba mostova) ovog tijela za vriieme mitotifikih ana-
faza. Smatraju da je nepotpuna ili zakasnjela replikacija heteromorfnih
segmenata uzrok ovim anomalijama. U radu iz 1980. go^ne Brighton
opisuje kariotip jednog uzorka Crocus cotschyanus subsp. kotschyanus
s izrazito heteromorfnim satelitom, vrlo sitnim u jednom kromosomu,
a vrlo velikim satelitom u njegovom homologu. Brighton i sur.
(1982) su izvjestili o mogucoj pericentrionoj inverziji u paru velikih
metacentricnih ikromosoma Crocus speciosus sub^. speciosus, kao i o
drugim oblicima heteromorfiie razlicitih podvrsta safrana. Papes &
Bosiiljevac (1984) su otkrile heteromorfiju kromosoma visegodis-
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njeg jecma (Hordeum bulbosum) u paru kromosoma s razlicitiin obli-
kom centromernih pruga d na kratkom kraku jednog para kromosoma
sa satelitom, kao i na drugim kromosomima kod kojih bi jedan iz para
imao prugu na jednom od krakova, a drugi nije. Ova razlika u kokoiiui
konstitutiwiog heterokromatina izmedu homologn^iii kromosoma, otkri-
vena je zahvaljujuci pidmjeni diferencdjalnog bojenja kromosoma spe-
cificnom Giemsa tehnikom.

S t e b i n s (1971) pretpostavlja da danasnje gimnosperme, koje ima-
}u vrlo asimetricne kariotipove, nisu u evolucionom pogledu primitivne
vec arhaione i specijalizirane, a da su njihovi manje specijalizirani, sada
izumrli preci, dmali relatiwio simetricne kariotipove.

Medutim, borovi su se ocuvali do danasnjih dana sa svojim simetric-
nim kariotipovima (s metacentrionim i submetacentricnim kromosomi
ma) 'ili zbog njihove sposobnosti da se lako priiagodavaju svim mogucim
promjenama zivotnih uvjeta koji su ih snalazili tijekom milenija, ili
stoga sto su se odrzavali u podrucjima koja nisu bila zabvacena eikstrem-
nim promjenama zivotnih uvjeta koja bi zahtjevala drasticne promjene
kariotipa. Ne samo da nisu -izumrli, vec predstavljaju grupu drveca koje
vec milionima godina nastava zemlju, danas pokrivajuci siroka sumska
prostranstva sjeveme polutke. Prema tome, jedan od prirodno moguah
nacina prilagodbe -na razlicite uvjete -okoline bio bi i da simetricni kario
tipovi nose u sebi potencijail za prilagodavanje na uvjete koji prema
danasnjem klimatu i tapovima tla vladaju od granica sumske vegetacije
na sjeveru do suptropskih podrucja, od vlaznih do -pustinjskih predjela,
od nizinskih podrucja do granice sumske vegetacije visokih plamna, te
da bazicno slidni -kariotipovi razlicitih vrsta borova zahtjevaju samo mi-
nome promjene (koje tada karakteriziraju vrstu, populaciju, ekotip) ko-
jima se neka sistematska grupa prilagodava okolini.

S obzirom da je ova di-sikusija o simetriji kariotipova borova s eyo-
lucionog stanovista moguca samo Mpotetioki, dozvol-imo si pretpostavku
da postojanje para ikromosoma XI kod kojega sam ustanovio hetero-
morfiju, barem sto se -polozaja centromere tice, ima odredeni znacaj, te
si mozemo postaviti pitanje i o karakteru njegove heterogenosti. Njegovo
ucesce kod dstra^ivanih stabala moze podsjetiti na tip para kromosoma
koji kontrolka determinaoiju spola, i cini se kao da predstavlja potenci-
jal za divergencij-u u evolucionom smislu s monoeoicnih. na diecime obli-
ke. Cinjenica je da je stablo »de V 116« uvijek radalo obilnije sa zenskim
cvatovima, a da pored njega raste klon »de V 115« kojega nazivamo
»funkcioualno mu§kim«, jer rdjetko donosi zenske cvatove a obilato rada
muskdma. Stoga bi jedan od naredn-ih zadataka bdo istranti kariotip
ramete »de V 115« Idasicnom Feulgen metodom, a obje ramete Giemsa
C metodom oprugavanja ili nekom fluorescentnoni tehnikom u cilju
utvrdivanja eventualne razlike u ucesou konstitutivnog heterokromatina,
posebno na -kromosomu XI.

2elio bih ovdje jos istaknu-ti kompieksnost citoloskdh dstrazivanja bo
rova, jer je to osnovni razlog kojega treba naglasiti za razumijevanje
ovakovih rezultata (neslaganje u rezultatima istra2ivanja, pretpostavke
koje je potrebno dokazivati daljnjim istra2ivanjima) buduca je skoro ne-
moguce sveobuhvatno i u pojedinostima obraditi kariologiju borova.
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Za ilustraciju je dovoljno navesti da radovi Say lor-a predstavljaju
kontinuirana dstraiivanja od kojih je prvi rad publiciran 1961., a po-
sljej^ji 1983. godine. U ovom radu se prikazuju r^ultati istraiivanja
koja traju vac purah 12 godina.

Na temelju iznesenog, o polozaju centromere na kromosomima moglo
bi se zakljuciti slijedece:

Polozaj centromere na kromosomima borova, morfolo§ka je karak-
teristika kaniotipa Vjerojatno varijabilna, ovisna prvenstveno o genotipu,
potom o svim ostalim faktorima koji mogu uticati na xezultat istraziva-
iija _— heterozigotnosti pojedinog genotipa (narbcito aiko se za istraii-
vanja koristi endospermalno tikivo), tehnici dstraavanja '(primjeni pred-
tretir^ja ill ne), vremenu safcupljanja iizoraka (kod endospermalnog tki-
ya ovisno o fazi razvoja ienskog gametofita), greSkama u mjerenju (usli-
jed manje ill yede kontrahiranosti pojedinog fcraka kromosoma, sticky
pojave, faze diobe stanilce, prekrivenosti drugim ikromosomom d drugo).

PoUkariogrami — Polykaryograms

Ruskiautori (illjdenko 1975, Muratova 1978a, 1978b, 1979a,
1979b), koriste u svojiin radovima graficki .piikaz centromernog indeksa
svakog kr<Mnosoma, tako da na os apsoise nanose vrijednosti centromer
nog indeksa, a na ordinatu odgovarajucu duljinu kromosoma. Nazivaju
ga polikariogram. Ovakav graficki prikaz wlo je prikladan jer su svi
kromosomi sa svojim centromemim indefcsima iz svih dstrazivanih sta-
nica predstavljend tookama, koje grupirane zomo daju karakteristifcu
svakog kariotipa. Na slikama 20, 21, 22, 23, 24, 25 i 26 priikazujem poli-
kariograme istraiivanih stabala na nacln slidan onome n radovima M u-
r a yo V e (1978b, 1979a, 1979b), s tom razlikom da s^n kruiicem u poli-
kariogramu obilje^iio polozaj srednj eg kromosoma.

Iz ovih polikariograma mo2e se zakljuciti slijedece:
1. Kod sva <tiri stabia cmog bora kromosomi XI i XII predstavljeni

su populacijom -tocaka razvudenih u lijevu stranu .prema ishodi'ltu (smjer
submetacentricnosti za sve tooke manje od 42,8571), u odnosu na vecu
kompaktndju grupu todaka ikoje predstavljaju ostale metacentricne kro-
mosome I do X (smjer metacentridnosti za sve todke apsoise vece od
42,8571). Polikariogrami za tri stabia cmog bora su piikazani na slikama
20, 21 1 22.

^ 2. Za dva stabia obidnog bora {slike 23 i 24), zanimljivo je da je na
polikario^amu stabia »sy 367<< srednja vrijednost kromosoma XI smje-
straa u lijevo ai odnosu na kromosom XII, Sto znadi da je submetacen-
tridnost kromoscana XI jade izrazena nego kromosoma XII (§to je jedinl
takav slucaj medu ovih 7 stabzda). Ova se karakteristika ne vidi
lijepo na Idiogramu (slika 15), jer polikariogram slikovitije istiice ovu
osobinu. Za stablo »sy 77« moze se reci da su kromosomi XI i XII
predstavljeni tockama koje su u koordinatnom sistemu polikariograma
sUdno dispergirane kao i u stabia »nd 221«.

3. Polikariogram ramete japanskog crvenog bora »de V 116« (slika
25) se razlikuje od ostalih, jer su todke »zgusnutije« nego za ostala stabia,
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Borzctn 2.: Kariotipovi.nekih borova podsekcije Sylvestres. Glas. sum. pokiisc 24:1—100, Zagreb, 1988.

te mozemo reci da su xazlike izmedu pojedinih ikromosoma ovog stabla
manje izrazene nego lu ostalih stabala. Samo kromosoin XII je submeta-
centirican, te su to5ke koje predstavljaju ovaj kromosom dkupljene
gusce oko 'kruzica (srednje vrijednosti ikromosoma XII). U toj regiji se
nalazd i 9 tocaika koje predsta^jaju 9 submetacentricnih kromosoma XI
iz 9 stanica, o cemu je diskutirano na stranicama 39 i 42.

4. Za Mbridno stable »iiisy 410« polikariograra (slika 26) pokazuje
malu vaTijabilnost duljine kromosoma XII" (sve su tooke spljosteno po-
lozene i -razvudene duz osi apscise, a polozaj srednje -virijednasti te ddstri-
bucija toSaka za taj 'kromosom je sikoro identicna onoj kod stabla »sy
77«, koje stable je otac hibridnom stablu. Ostali kromosomi, ukljucujuci
i kromosom XI su metacentrioni.

.. Testiranje nekih morfoloskih karakteristika kromosoma razlicitih
stabala pomocu T testa — T test of some morphological

characteristics of chromosomes of investigated trees

Komparatlvna anaiiza kariotipa radena je elektroni^im racunalom
testiranjem morfoloskih karakteristika kromosoma (ukupne relativne
duljine 'kromosoma, relativne duljine bratkog i dugog kraka, omjeri
krakova i centromerni indeksi) za par istrazivanih stabala F i T testom.

Poznato je ̂ Iz teorije uzoraka da je testiranje" pomocu T varijable
mogui^ uz predpostavfcu da su odgovarajuce F vrijednosti nesignifikantne.
Isto^ tako je poznato da za sludaj kada su F vrijednosti signifikantne,
•testiranje se provodi pomo(5u varijable koja je "priblizno distribuirana
po T rMdiobi, a koja koristi tzv. procjenu separirane varijance (SEPA-
^TE VARIANCE ESTIMATE u tabeli 28). Iz toga razloga su u svim
izldstanim tabelama raounate paralelno vrijednosti F varijable, T vari
jable na osnovu procjene zajednicke varijance (slucaj kada F nije sig-
nifikantmi: POOLED VARIANCE ESTIMATED) i T varijable na osnovu
procjene separirane varijance (slucaj kada je F signifikantan: SEPA
RATE VARIANCE ESTIMATED). Tako je omogucena analiza T testom,
bez obzira na rezultate F testa.

Rezultati abrade elektronidkim racunalom prikazani su primjerom,
jednom od 105 izlistanah tabela (tabela 28). Svaka tabela sadrai u na-
slb"vu podatak o broju pm-a stabala kojih se kariotip u tabeli obraduje,
te morfolosku karakteristiku koja se testira (TOT LNG oznacava ukup-
ne duljine kromosoma, SHORT LN su duljine kratkih krakova, LONG
LNG su duljine duzih krakova, RS/RL su omjeri krakova, a CENTR IN
oznakom su obiljezene tabele u kojima se tesliraju vrijednosti centro-
memih indeksa). U tabelama su navedeni redni brojevi kromosoma, ve-
licine pojedinaonih uzoraka (NUMBER OF CASES), njihove aritraetic-
ke'sredine. (MEAN), standardne devijacije (STANDARD DEVIATION)
te .standardne gresike (STANDARD ERROR). Za svaki kromosom su
statisticki parametri grupirani u parove onako kako ih se koristilo za
izracunavanje T odnosno F varijabli. Za svaku vrijednost F i T varijable
navedena je i pripadna vjerojatnost (2-TAIL PROB.), a za vrijednost
T -.varijable navedeni su jos i stupnjevi slobode (DEGREES OF FREE
DOM). Svi su testovi dvostrani.
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Borzan t.: Kariotipovi nekih borova podsekcije Sylveslres. Glas. Sum. pokuse 24:1—100, Zagreb, 1988.

•U svim testovima smatrao sam da je vrijednosfvarijablertestiranja
signifi'kantna- a'ko je pripadna vjerojathbst inanja dli jediiak'a 0,05. Kod
toga raziypujem tii siucaja: ako je' ta vjerojatnosf 0,05 bznacio sam ju s
jednom zvjezdicom (*), ako je 0,01 s dvije zvjezdice (**) i ako je 0,001
ili manja, s tri zvjezdice (***). Ove cu ozmake Jcoristiti u tabelania koje
sumarno prikazuju remltate dzli'Stanih 105 tabela (tabele 18, 19, 20, 21,
22, 23 i 24) i ikoje ce poslu2iti za diskusiju. Na taj ce naoin biti istaknute
signifikantne monfolo§ke razlike izmedu kromosoma dvaju ispitivanih
kariotipova.

105 izHstanih tabela (primjer je tabela 28) posluzilo je za donose-
nje za'kljucaka ^prikazanih sumamo <a tabelama 18—24) na slijedecl
naoin:

Ako je F vrijednost nesignifikantna, tada se zakljucak o morfolos-
koj Tazlici donosi pomodu T vrijednosti dobivene procjenom zajednicke
varijance (POOLED VARIANCE ESTIMATE). Smatrat ce se da morfo-
loske razlike nema ako T vrijednost nije signifikantna, a ako je T vri
jednost siignifikantna i morfoloske razlike su znacajne (signifikantne).
U slucaju da je F vrijednost signifikantna, zakljucak o morfoloskoj
razlici donosi se na isti nacin pomocu T vrijednosti dobivene procjenom
separirane varijance (SEPARATE VARIANCE, ESTIMATE)..

U tabeli 20 su istaknute"razlike kromosoma' izmedu stabala »ni
366« i ostalih stabala, te vidimo npr. da se stable »ni 47« i »ni 221«
ne razlikuju od stabla »ni 366«. Iz toga bi bio pogresan zakljucak da
se radi toga kariotipovi stabala >>1^ 47« i »ni •221« takoder ne razlikuju,
jer vidimo iz tabele 18 da se'kariotip ta dva stabla 'radikuje .u 4 (5)
morfoloske karakteiistike: ukupnoj duljini kromosoma XII, kratkom
kraku kromosoma XI, dugom kraku ikromosoma X i omjeru krakova
kromosoma I (centromemom indeksu kromosoma I i IX). To je iz razloga
jer se morfoloske karakteristdke kariotipa stabla »ni 366« nalaze po svo-
jim numericklm vrijednostima izmedu odgovarajucih numerickih vri
jednosti kariotipova »m 221« i »ni 47«. Dakle, vece su razlike izmedu
»-m 47« i »m 221«, nego izmedu »ni 47« i »ni 366« dli izmedu »ni 221«
i »ni 366«. Ovakovo ziljucivanje se podudara sa ponasanjem ovih sta
bala prilikom ikontrolirane hibridizacije u odnosu na stablo »sy 77«,
jer je stablo »ni 47« u periodu od 1958. do 1969. godine opraseno u 304
vreclce sa 7 razlicitih stabala obicnog bora, 1976. godine u 24 vrecice
s polenom stabla »sy 367« i 1977. go&ie u 49 vrecica s polenom stabla
»sy 77« 1 nikada nije dalo hibridnu biljku, dok se kod kombinacije kri-
zanja »ni 221« X »sy 77« iz 265 vrecica od 1966. do 1978. godine dobilo
ukupno 28 hibridnili biljaka. Krizanjem »ni 366« X »sy 77« iz 127 opra-
senih vrecica nije proizvedena niti jedna hibridna biljka, ali se kriza
njem »ni 366« X »sy 367« u periodu od 1972. do 1980. godine iz 150
vrecica dobilo 3 hibridne biljke (Borzan 1986b).

Ako pogledamo tabelu-22 u fcojoj su 'astakhute'-razpie. izmedu kario
tipa stabla »sy 77« i ostalih stabala, vidimo da se karlotip »sy 77«
najmanje razlikuje od stabla »ni 221«, nesto vise od kariotipa stabla
»ni 366«, a najvi§e od kariotipa stabla »ni 47«.
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Tab. 18. ZnaCajne razlike u morfologiji kromosoma izmedu stabla m 47 i ostalih
istrazivanih stabala — Significant differences in morphological characteristics of

chromosomes between the tree ni 47 and other investigated trees.

USFORECmM

STABLi

COMPARED

TREES

UrUPHA DUUINA

KROHOSOHA

TOTAL RELATIVE

.CHROMOSOME LENGTH

S + L

KFATKI

KRAK

SHORT

ARM

.S

DUGl

XRAK

LONG

ARM

L

OHJER

KRAKOVA

ARK

RATIO

S/L

CENTROHERNI

INOEKS

CENTROMERE

INDEX

100 S: (S«L)

KROHOSCMI KOJl S£ RAZLIKUJU -  DISSIMILAR CHROMOSOMES

nl 47

nl 321
XII* XI*» X* I* 1*; XI*

nl 47^
- - - - _

nl 47

.ey 77 XI1«» Xl*> XTI*** - XI* XI*

nl 47

«y 367 XII«* XII*** 1* 1*; XII*** I*; XII***

rtl 47-

V 116 - XI**; XII*** • XI* XI**; XII*** XI***; XII***

nl 47

nlKy 410 VII**jXII** XI***; XII** VT*; XI** I**; XI*** I**; XI***

* Statistidki aiaCajna razlika utvrdena s pouzdanoScu od 95«/»; ** 99 «/o i *** 99.9 «/•
— Significant (Mfferences at the 95®/o; ** 990/0 and *** 99.9 «/# level.

Tab. W. Znadajne razlike u morfolo^iji kromosoma izmedu stabla ni 221 i ostalih
istrazivanih stabala — Significant differOTces in morphological characteristics of

chromosomes between the tree ni 221 and other investigated trees.

'  USPOREDITAHA
. STABLA
COMPARED

TREES

UKUPNA -DULJINA

KROHOSOHA

TOTAL REUTIVE

CHROMOSOME LENGTH

KRATKI

KRAK

SHORT

ARM

DOOI

KRAK

LONG

ARM

CKJER

KRAKOVA

ARM

RATIO

CENTROKERNI

INDEKS

CENTROMERE

INDEX

S + L S L S/L 100 S: (S4^L)

KROHOSOMI KOJI SE RAZLIKUJU ' - DISSIMILAR CHROMOSOMES

nl 221

• ni 47
XII* XI** X* I* 1*; XI*

nl 22!

ni 366
- - - -

-

nl 221

sy 367 X** XII** VII*;X** ,XII*** XXI***

ni 221

sy 77 - - X**
-

-

nl 221

de V 116
1I*}X* II**>VI* X*jXI*jXII** VI*)X1*{XII*** VI*;Xl*jXll***

nl 221

nlsy 410 - V*|XI*** X*jXI** V*jXI*** V*;X1***

* Statisti£ki znadajna razldka utvrdena s pouzdanoSdu od 95 0/0; ** 99 0/0 i *** 99.9 o/b
— Significant differences at the 95o/i; ** 99 o^ and *** 99.9 o/« level.
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Borzan 2.: Kariotipovi nekih borova podsekcij3 Sylvestrcs. Glas. Jura, pokuse 24:1—100, Zagreb, 1988.

Tab. 20. Znacajne razlike u morfologiji kromosoma izmedu stabia ni 366 i ostalih
istrazivanih stabala — Significant differences in morphological characteristics"

of chromosomes between the tree ni 366 and other investigated trees.

USPOREDIVAKA

STABLA

CCHPAREO

TREES

UKUPNA DUUINA

KROMOSOMA

TOTAL RELATIVE

CHROMOSOME LENGTH

S -f L

KRATKI

KRAK

SHORT

ABM

S

DUGI

KRAK

LONG

ARM

L

OMJER

KRAKOVA

ARM

RATIO

S/L

CBNIROHERKI

INDEKS

CENTROMERE

INDEX

100 S: (.S4L)

KfiCMOSOMI KOJI SE RAZLXKUJU --  DISSIMILAR CHROMOSOMES

ni 366

nl 47

nl 366

ni 321

nl 366

36l

nl 366

ey 77

nl 366

de V 116

nl 366

nlsy 410

X*

III*

X*

Xll** X*

XI*jXII**

V'jXI*

XII***

XI'^ SXII***

V jXI*'"'

XII"**

XI-^sXII**'-

VAjXI***

* StatistiCki znacajna razlika utvrdena s pouzdanoScu od 950/0; ** 99o/r> i *** 99.9 Vo
— Significant differences at the 95 0/0; ** 99 Vo and *** 99.9 Vo level.

Tab. 21. Znacajne razlike u morfologiji kromosoma izmedu stabia sy 367 i ostalih
istrazivanih stabala — Significant differences in morphological characteristics of

chromosomes between the tree sy 367 and other investigated trees.

USrOREDIVANA

STABLA

COHPAFED

TSEES

sy 77

sy 367

ni 47

sy 367

nl 221

sy 36T

ni 366

sy 367

dc V 116

ny .367

ley 410

UKUPNA DUUIHi-

KROM30KA

TOTAL RELATIVE

CHROMOSOME LENGTH

S + L

KRATKI

XRAK

SHORT

ARK

DUGI

KRAK

LONG

ARK

OMJER

KRAKOVA

ARM

RATIO

S/L

CEHTROKERKI

INDEKS

CENTROHERE

INDEX

100 S:

XROHOSOHI KOJI S£ RAZLIKUJU - DISSIMILAR CHROMOSOMES

XII** XII*** I*

X** XII** VII*jX*'

X* XII** X*

II*jIX* II*JIX*)XI* VII*

V1»,V11** XI-'** V*{X1*

XII*

I*jXII**i

XII***

XII***

XI*

XI***

XII*

I*SX1I***

XII***

XII***

XI*

XI**''

* Statisticki znacajna razlika utvrdena s pouzdanoscu od 95 V«; ** 99®/o i *** 99.9 Vo
— Significant differences at the 95®/o; ** 99®/o and *** 99.9 ®/o level.
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BorzMt 2.: Kariotipovi nekih borova podsekcijc Sylvesfres. Glas. Sum. pokuse 24:1—100, Zagreb. 1988.

Tab. 22. Znacajne razlike u-morfplpgiji kromosoma izmedu':stabla. ;sy .77 i ostaliK
istrazivanih stabala —; Significant differences in morphological characteristics of

chromosomes between thie tree sy 77-and other investigated trees..

OXUPNA DULJIHA KRATKI DUCI OHJER CENTROKERNI
KROMOSOMA XRAK KBAK .KRAKOVA INDEKS

USPOBEMVAJIA TOIAI, RELATIVE SHORT LONG ARM CEHTROKERE

STABLA CHROMOSOME LENGTH ARK ARM RATIO INDEX •

COHPABEO S + L S 1. S/L 100 S; C.*;*!.)

, KSOHOSOHI KOJI SE HAZLIKLtJU - DISSIKILAfi CilHOMOSOHSS

ay 77

cy 367

*Y 77

ni 47

sy 77

nl 721

5V 77

nl 36C

sy 77

de V 116

sy 77

XII*"

XII'''

XI*

XII*

XI*

nisy 410

in* i

II*;IH*

VII* XI***

X**

X*

X11 * *

V*jXI*

XI*jXlI** XI*}XII**

V*jXI*** V*|XI***

* Statistidki znacajna razlika utvrdena s pouzdandlcu od 95 ®/o;' ** 99 Vo i *** 9?.9®/o
— Significant differences at the 950/0;'** 99 0/0 and *** 99.9 0/0 level.

Tab. 23. Znacajne razlike u morfolo^ji kromosoma izraedu stabla'de V 116.i ostalih
istrafivanih stabala — Significant differences in morphological characteristics of

chromosomes between the tree de V 116 and other investigated trees.

OSPOSEOIVANA

STABLA

COMPARED

TREES

UKUFHA DUUIINA '

KROMOSOMA

TOTAL RELATIVE

CHROMOSOME LENGTH

S + L

KRATKI

KRAK

• SHORT

ARM

S

DUGI

KRAK

LOliC

ARH

L

OHJER

KRAKOVA
ARM

RATIO

S/L

CENTROMERNI

INtPKS •

CENTROMERE

INr.EX

100 Ss(S+L)

KROHOSOHI K03I SB RA2L1KUJU - DisSIHIL.AR CHROMOSOMES

do V 116

nisy 4fo - II*;XI* V*;XII*'''* vi*;XI* VI*jXI*jXII*

dc V 116

ni 47 - Xl**sXII*** XI* XI**;XII*** X1***;X1I***

do V lie

ni 221
Il*sx* II**iVI* x*,>:i*};tii** yi*;XI*jXII*'''* VI*;XI*}XII***

dc V 116

Hi 366
X*

- XI*;XI,l** XI*;XII*'''* XI*;XXI***

do V 11S

"sy T^T' 1I*}IX* II*{IX*!XI« VII* XI* XI*

do V 116

sy 77 1I*{III* - XII** Xl*i XII** XI*1XII**

* Statisticki znacajna razlika utvrdena s pbuzdanoscu od 95 "/o; ** 99 0/0' i *** 99.9 Vt
— Significant differences at the 950/0; ** 99 arid *** 99.9 0/0 level.
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Tab. 24. Znacajne razlike u morfologiji kromosoma izmedu stabla nisy 410 i ostalih
istrazivanih stabala — Significant differences in morphological characteristics of

chromosomes between the tree nisy 410 and other investigated trees.

05P0BE0IVANA

STABU

I'KUPHA DUWINA

KRCtWSOHA

TOTAL RELATIVE

CHROMOSOME LLSCTH

KRATKI

KRAK

SHORT

ARH

'  DOCI
KRAK

LONG

■ ARH

OHJER

KRAKOV;

ARH

RATIO

CENTROMEBHI

IHDEKS

CENTROMERE

INDEX

TREES S + L S L .S/I, 100 R;

KROMOSOMI KOJI SE RAZLIKUJU - DISSIMILAR CHROMOSOMES

nlsv 410

nl 47
VII"'''; XII** XlftAAjXIlrt* VI*; XI** I**; XI*** I**; XI***

nlsv 410

ni 221 . -

yft fXI*** X*; XI** V*; XI*** V*; XI***

nlsv 410

nl 366
- V*sXI* V*> XI*** V*; XI***

nlsv 410

sy 367 VI*> VII** V*;XI* XI*** XI***

nlsv 410

sy 77
VII* XiAftft ' V*;XI* V*;XI*** V*; XI***

nlsv 410

do V 116 - II*; XI* V*;XH*** VI*;XI* VI*;XJ*;XtI*

* Statisticki znacajna razlika utvrdena s pouzdanoscu od 95«/»; ** 99 Vo i *** 99.9 Vo
— Significant differences at the 95 Vo; ** 99 Vo and 99.9 level.

Da Ji se na osnovi tako lajepog podudaranja i slicnosti odnosno
razlika pojedinih kariotipova moze i smije zaklju5ivati o mogucnosti ill
nemoguonosti kdzanja tih stabala?

Mislim da u ovom slucaju to dpak ne smijemo, i to iz slijedecih
razloga:

1. Premalen je uzorak oibradenih kariotipova stabala koja se mogu
krizati medusobno i tvoriti hibride i onih stabala crnog bora koja s
obicnim borom ne tvore hibride. Kada bi istom ovom metodom na
vi§e stabala cmog bora dobili razlike u kariotipovima u odnosu na
stablo »sy 77« na istim kromosomima kao u slucaju stabala »ni 47« ili
»ni 221«, tek bi to bila potvrda mogucnosti 'koriscenja citologije u rje-
savanju problema inkompatlbilnosti, ako bi se ta stabla i u prirodi
prilikom kontrolirane hibridizacije ponasala na nacin kao sto se pona-
saju stabla »ni 47« i »na 221«, tj. da je stablo »ni 47« potpuno, a stablo
»ni 221« djelomicno inkompatibilno u odnosu na stablo »sy 77«. S druge
strane povecanje uzorka znacUo bi produzetak ovih istrazivanja, a vec
je spomenuto da je obrada za ovih 7 stabala (izrada perparata, mikro-
skopiranje, fotografiranje, mjerenje ikromosoma, analiza izmjera) tra-
jala pundh 12 godina. To .je i odgovor na pdtanje zasto se u ovom radu
nije obradio veci broj stabala.

2. Stablo »sy367« odabrano je za citoloska istrarivanja 1974. godine
kao kontrolno stablo za usporedbu s karlotipom stabla »sy 77« u vri-
jeme kada nakon prvih pokusaja krizanja sa 'Stablom »sy 367« nismo
dobili hibridne biljke. Medutim 1978. godine krizanjem »ni 366« X »sy
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367« dobili smo 3 biljlke, ikoje su 1981. verificirane kao hibridne. Ako
sada pogledamo kako se medusobno odnose kariotipovi stabala »ni 47«,
»iii 366« d »ni 221« prema stablu »sy 367«, viddmo usporedujuci tabele
21 i 22, da se, doduSe, kariotip stabla »sy 367« u vecem brdju karakte-
ristika razlrfcuje od kariotipova stabala »ni 47«, »ni 366« i »iii 221«
nego kariotip stabla »sy 77«, ali da sa stanovdsta inkompatibilnosti nije
uocena korelacija u ponasanju tih stabala prilikom ikrizanja i morfo-
logije njibovih 'kromosoma, jer stabla koja nisu dala hibride (»ni 366«
X »sy 77«) se manje razlikuju po kariotipu od stabala koja su proizvela
hibridne biljke (»iii 366« X »sy 367«).

Jedini z^ljucak do kojega vodi ovakova analiza jest da su faktori
inkompatibihiosti izmedu borova karakterizirairi molekulamom razinom,
te da nisu izrazeni (vidljivi) u morfologiji kromosoma, tj. da se ne mogu
spoznati istrazivainjem razlika samo u morfologiji kromosoma.

Svaki kromosom je nosilac toliko brojnih osobina genotipa (gena
koji pojedinacno ili u interakcijd kontroliraju neko svojstvo genotipa),
te bi bila zaista sretna okolnost kad bi sposobnost krizanja sa neMm
stabiom druge vrste bora bila u korelaciji s nekom morfoloskom ka-
rakteristikom cijelog jednog ili vise kromosoma.

Potvrdu ovakovom zakljucivanju, barem kada je u pitanju sklo-
nost fcrizanju izmedu tvrdlh borova, nalazimo u radovima M c W i 11 i-
am-a (1959), Knox-a i sur. (1972), Kriebel-a (1973), Vidako-
vic-a (1977b), Petrdcevic -a i sur. (1977) i drugih, koji Ukazuju
na to da su faktori inkompatibilnosti vezani za prisustvo, odnosno od-
sustvo spedficnih enzima u razlicitim fazama razvoja zenskog gameto-
fita, vjerojatno od momenta oprasivanja pa do razvoja embrija.

Usporedujud karioloSke razlike izmedu roditeljskih stabala ̂ ni 221«
i »sy 77« te hibrida »nisy 410«, vec sam istaknuo (Borzan 1984), da
su razlike u morfologiji kromosoma izmedu roditeljskih stabala manje
izrazene, nego razlike istih morfoloskih 'karakteristika svakog od rodi
teljskih stabla usporedenog sa potomstvom — stabiom »nisy 410«. To
vidimo iz tabela 19 i 24, jer npr. u tabedd 19 se kariotipovi stabala »ni
221« i »sy 77« signifikantno razlikuju samo u dugom kraku 'kromosoma
X, a u tabeli 24, »nisy 410« se od majcinskog stabla »ni 221« razlikuje u
kratkom krdcu kromosoma V i XI, dugom kraku 'kromosoma X i XI,
te u omjeru krakova kromosoma V i XI (kao i centromernim indeksi-
ma), dok se od roditelja >vsy 77« (polinatora) kariotip hibrida razlikuje
u ukupnoj duljini kromosoma VII, kratkom kraku kromosoma XI,
dugom kraku kromosoma V i XI i omjeru krakova kromosoma V i XI.
Ako svoju paznju usmjerimo na razlike u fcromosomima koji najmanje
podhjezu pogresnoj identifikaciji radi rdzika zamjene u redoslij^u, tj.
na kromosom XI {eventualno X), te se stoga mogu smatrati pouzdani-
jim zabljucikom, dobivamo jos jednu potvrdu logiaiosti ovog rezultata
radi metacentrionosti 'kromosoma XI u hibrida, kojega je kariotip bio
izraden samo na temelju jednog sjemenog zametka. Ujedno je to i upo-
zorenje da se komparadja kariolo§fcih analiza mora provoditi na nacin
da se kariotipovi baziraju na reprezentativnom uzorku od dovoljnog
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broja stanica za potrebnu statistiSku obradu, ali i iz vise sjemenih za-
metaka s pojedinaonog stabla radi moguce heteromorfnosti kromoso-
ma XI.

Iz ikombinrranog testa (tabela 26), u kojem su usporedivani jednim
testom svi kromosonri dvaju stabala vidimo, medutim, da nema razli-
ke izmedu kariotipova stabla »ni 221« i »sy 77«, kao niti izmedu svakog
od ovih stabala i njihovog potomka j^nisy 410«.

Ako se heteromorfnost ovog kromosoma potvrdi u kasnijitn istra-
zivanjima na sirem planu, to nece lumanjiti vrijednost radova npr. Mi-
hailescu & Dalu (1971) koji su utvrdili signiHkantne razlike u
duljiui 'kromosoma IX a XII dzmedu razlicitih provenijencija cmog bora,
ill S a y 1 o r - a (1964) koji navodi da nije bilo znacajne razlike unutar
kariotipa pojedine vrste od 19 istrazivanih vrsta borova grupe Lariciones,
sto mu je dio opravdanje da radi ̂ upne kariotipove za pojedine vrste,
te donosi i skupni idiogram za borove grupe Lariciones. S d m a k (1962)
u 8 razlicitih provenijencija aiisa Larix aecidua Mill, nije utvrdio raz
like u ikaniotipu, te je koristio podatke dobivene analizom svih 8 prove
nijencija za izradu jednog zajednickog kariotipa, naglasavajuci u svom
radu taj podatak i imajuci na umu heterozigotnost takvog materijala.
Rezultati istra^vanja ovah autora i brojni drugi koje sam do sada vec
citirao, imaju svoje opravdanje u nacinu istrazivanja, primjenjenoj teh-
nici, pristupu i sHcno, te su vrijedan prilog znanosti. Informacija o cito-
taksonomskim obiljezjima neke (sdstematske skupine moze posluziti u
buducnosti za detaljnija molekulama istrazivanja na mvou nuklekiskih
kiselina ili primjenu nekih do sada nepoznatih metoda rada na pod-
rucju biotelmologije.

S obzirom da su ili omjeri 'krakova dli centromemi indeksi u poje-
dinim citoloskim radowma cesto korisceni kao karakteristika kariotipa
koja definira polozaj centromere na kromosomima, u svojim sam istra-
zivanjima izradunavao obje ove viijednosti, zato da mogu komparirati
rezultate vlastitih istra^vanja s rezultatima" istrazivanja autora koji u
svom radu kori'Sti odnosnu karakteristiku. U prva mah bi se moglo
zakljuciti da je dovoljno odiuoiti se za jednu od ove dvije karakteristike
kariotipa da bi se mogli izvesti zaklju^ o centromeri na osnovu dobi-
venih rezultata, odnosno, da prilikom usporedivanja rezultata dvaju
kariotipova dobivenih racunskom obradom omjera krakova ili centro-
memih indeksa, moramo dobiti identi&ie slicnosti ili razlike, na istini
kromosomima. Iz pojedmih tabela (18 i 23), gdje su istaknute statisticki
znacajne 'razlike pojedinih morfoloskih karakteristika kariotipova dvaju
stabala, vidimo da se omjeri krakova i centromemi indeksi uglavnom
podudaraju, aH d da se mogu razlikovati, tj. da se ne radi o morfolos-
koj karakteristici koja uvijek u neSkom slucaju na isti nacdn definira
polozaj centromere nekog loomosoma.

U vedini slucajeva doslo se do dstih zaldjucalka koriscenjem omjera
krakova i (ill) centromemdh dndeksa, ali npr. u tabeli 18 se razlikuju
rezultati ispitivanja S/L i (S/S + L) • 100 vrijednosti izmedu stabala »ni
47« d »ni 221« te »ni 47« i »de V 116« za ikromosom XI, te u tabeli 23,
kod usporedbe stabala »de V 116« i »nisy 410« za kromosom XII. Prem-
da je todno da i omjer 'krakova 1 centromemi indeksi definiraju istu
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morfolosku karakteristiku (polozaj centromere pojedinog kroniosoma),
ipaik rezultati testiranja omjerom ikraikova i centromemim mdeksom se
mogu raz!l^ovati jer u svojim vrijednostima (po definidji) sadrze druge
mjere koje, koji .puta, dovode do razlicitih rezultata 'testdranja polo-
zaja centromere defimranog omjerom 'kratkog i dugog kraka od polo-
zaja centromere definiranog omjerom 'kratkog kra'ka u odnosu na cijelu
duzinu kromosoma. Te se razlike mogii tuma6iti utjecajem greske mje-
renja ikoja se u vecoj mjeri odrazava u vrijednosti centromemog indek-

jer je u dzmjerenoj vrijednosti cijele duzine kromosoma ponekad
sadrzana greska koja svojom (makar neznatnom) velicinom prelazi prag
signifikantnosti, tj. vrijednost odredenu dogovorom. Iz toga bi mogli
zakljuditi da je u ikariolo§kira istrazivanjima i u ovom slucaju nuzna
standardiizadja i dogovor o izboni samo jedne od ovih dviju mjera za
definir^je polozaja centromere. Omjer krakova bi na osnovi ovakovog
zakljucivanja bila pogodnija mjera i dovoljna za defanlrmije polo^ja
centromere, ukoliko bi se dogovomo uvijek ta racimsika morfolosJca
karakteristika pr^entirala oi karioloskim radovima. Smatram je pogod-
nijom za kaidologiju borova jer je manje opterecena sistematskom gre-
skom mjerenja.

Kombinircuii test — Combining test

Nakon proyedenog T testa za svaki pojedinacni kromosom svakog
paira dstrazivanih stabala i detaljne analize nocenih razlika, testirani su
kompletni kariotipovi svakog para stabala tzv. kombiniranim testom,
kojim je testirana hipoteza o nepostojanju razlike izmedu parova kario-
tipova^ na osnoviu medusobno nezavisnih T statistika koje su testirale
istu hdpotezu. Test je proveden samo za 'ufeupne duljine kromosoma i
predstavlja »gnibi« uvid u razlike izmedu kariotipova. Sluzi za dono-
senje generalne odluke o razlikama izmedu kariotipova dvaju stabala
na osnovu prethodno obavljene analize razlike pojedinacnih kromosoma
dvaju stabda T-testom, a zasnovan je na slijedecem (W i n e r 1970):

Imamo, za testiranje iste hipoteze seriju eksperimenata provedenih
na razliCdtim mjestdma ili u razlicito vrijeme. (U ovom slucaju to pred
stavlja hipotezu da se dva stabla u kariotipu medusobno ne razlikuju,
a hipoteza se ispituje testiranjem razlika svakog od 12 kromosoma
dvaju stabala, te je npr. kromosom I ek^eriment broj 1, kromosom II
eksperiment broj 2 itd. Ukupno imamo dakle 12 razlicitih eksperdme-
nata kojima testiramo istu hipotezu — da H se dva stabla razlibuju po
svojim kaidotipovima). Pretpostavimo da su uzorci u svakom od ovih
esperdmenata nezavisni (u svakom ekspeilmentu odgovarajudi kromo-
sora potice iz dmge stanice tj. uzorka). Ako su Pj, Pg, .. Pk (u nasem
primjem to su »2-TAIL PROB.« vrijednosti obiljezene i izracunate elek-
tronickim racunalom u npr. tab. 28) vjerojatnosti rezultata eksperi-
menta uz dstinitost hipoteze Ho, za donosenje generalne odluike moze
se u torn slucaju koristdti slijedeca statistika:

k

X" = 2 2! Ui, gdje je ui = —In Pi (1)
Q"1
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Pod pretpostavikom da su dobivene vjerdjatnosti slucajni uzorak
iz populadje vjerojatnosti s prosjekom 0,5 (tj. da su simetriono distri-
buirani oko te vinjeduosti), ̂  statistika u (1) je varijabla priblizno di-
stribuirana po hi-kvadrat distribuciji sa stupnjem slobode 2 k.

Primjer testiranja kombinirandin testom razlike izmedu dva kario-
tdpa (ukupnih duljina kromosoma dvaju stabala) je u tabeli 25. Tabela
sadrzi rezultate dvanaest nezavisnih testova i to: broj ikromosoma, ti
vrijednosti T statistike za svaki od njih i njihove prtipadne vjerojatno-
sti Pi. Za svaiki Pi izracunata je vrijednost Ui = — In Pi. Dvostmka suma
Ui vrijednosti je 2 • 19,607742 = 39,215484 i predstavlja y} vrijednost.
Broj stupnjeva slobode za hi-kvadrat distribucdju je 2ik = 2 • 12 = 24.
Uz taj broj stupnjeva slobode tablicna y} vrijednost uz vjerojatnost
P > 0,95 iznosi 36,415, a za P > 0,99 iznosi 42,980. Ka!ko je dobivena
vrijednost = 39,22 izmedu tih dviju, mozemo tvrditi da je nul-hipo-
teza, koja tvrdi da nema bitne razlike u kariotipovima dvaju istraziva-
nih stabala,^ odbacena. Ovaj zakljucak u analizi ukupnih duljina kro
mosoma ovih dvaju stabala donosimo s pouzdanoscu vecom od 95"/o,
a manjom od 99®/o.

Kombinirani test proveden je za svaki par istrazivanih stabala za
ukupne duljine kromosoma. Rezultati su prikazand u tabeli 26. Vidimo
da se opcenito mo2e reci kako se kariotipovi pojedinacnih istrazivanih
stabala razlikuju, osnn u slucaju stabla »ni 366« koje se bitno ne raz-
likuje po kariotdpu niti od jednog od ostalih stabala. Ovaj test takoder
pokazuje da se najvise razlikuju kariotipovi stabala »de V 116« i »msy
410« od ostalih kariotipova, ali ne govori o tome u cemu su te razlike.
Na osnovu ranije izlozenih rezultata, detaljnije anaHze i diskusije (ta-
bele 23 d 24) znamo u fkojim pojedmostima se kariotipovi tih stabala
razlikuju od ostalih kariotipova. Zanimljivo je medutim, da nema razli
ke izmedu roditeljskih stabala »ni 221« i »sy 77« i njihovog potomka
»nisy 410«.

Polozaj i broj sekundarnih konstrikcija — The position and
number of secondary constrictions

Znacajka kariotipa koja u radu cesto sluzi za identifikaciju kro
mosoma je pojavljivanje sekundarnih 'konstrikcija na odredenom kraku
nekog-kromosoma. Mehra & Khoshoo (1956) su vec poikazali da
postoji razHoit broj sektindarndh konstrikcija izmedu pojedinih vrsta
borova. Medutim oni nisu utvrdili postojanje sekundarnih konstrikcija
u meristemu -korjencica cmog bora. Vidakovic (1958) u kariolos-
koj analizi meristema korjen6ica sjemena cmog bora, obdcnog bora i
njihovih hibrida, navodi da 'se u sekundarnim konstrikcijama nije mo-
gla ustanoviti vjerodostojna razlika izmedu navedenih vrsta. N a t a r a-
j a n i sur. (1961) nazivaju dijelove kromosoma prema -terminalnom.kraju
kraka koji su odijeljeni sekundaraom konstrikcijom — satelitom.. Sve
konstrikcije u obidnog bora nalaze na ifcratkim krakovima kromosoma
I, II, VI, VII i X. XJ iriterfazniim jezgrama nalaze nekoldko do 8—9 nu-
kleolusa. Nekonzistentnost u pojavljivanju sekundarnih konstrikcija
spominje i Yim (1963), prikazujud kariotip iz korjenCica Pinus ri-
gida Mill.
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Tab. 25. Primjer testiranja iikupnih duljina kromosoma stabala ni 47 i ni 221 pri-
mjenom kombmiranog testa — Combining test of total chromosome lengths for

the trees ni 47 and ni 221.

Kromosom

Chro-wsome

No.

- t.
1

P.
1

u. = -In P.
1- 1

1 0 . 04 0.966 0.0345914

2 1  . 96 0 .058 ■2.84731 23

3 1  .38 0. 176 1 .7372713
4 1 .21 0 .236 ,  1 .4439235
5 1 . 09 •  ' 0 . -2 8 5 1 .2552661

6

o

CO

0.403 0.9088187

7 1 .90 0 . 066 2.7181005

8 0.85 0 .404 0.9063404

9

o

o

0 .976 0.0242927

■  10 -1 .68 0.101 '2.2926348

1 1 -1.69 ,0. 101 2 .'2926348

1 2 -2. 10

o

o

3. 1465552

2: = 1 9.607741 9

Hipoteza Ho - Hypothesis Hq : Nema bitne razllke u kariotipovima stabala
ni ^7 i ni 221 - There is no difference be
tween ni il7 and ni 221 tree karyotypes..

Hipoteza Hi - Hypothesis Hi : Kariotipovi stabala se razlikulju - Tree ka-
ryotypes differ.

Hipoteza Hq se^ prihvaca kao istinita. ako Je izracunata vrijednost varija-
ble neaignifikantna, tj. ako je manja od praga signifikantnosti Xq 95=
=36.415 uz broj stupnjeva slobode 2k=24. Pouzdanost ovakovog zakljuciva-
nja je 95 %. - Hq hypothesis is considered to be true if calculated X® is
insignificant, i.e. if it less than Xo.95= 36.415 level of significance
with 2k=24 degrees of freedom. Reliability of such conclusion is 95 %.

Ako je izracunati V signifikantan,, tj. veci od praga signifikantnosti
^0.95=36.415, prihvacamo hipotezu Hi - If calculated is significant,
larger than X.q_95=36.415 level of significance, hypothesis Hi is accepted.
Buduci da je u ovom primjeru izracunati -Xf = 2.19.6077419 = 39.22, a to
je vece od Xo.95» zakljucujemo da je istinita hipoteza H.j - Since calcu
lated Xf is -fi s 2' 19.6077419 = 39.22, larger than hypothesis H^
is accepted.

64



Tab. 26. Testiranje kariotipova (idcupnih duljina 'kromosoma) za svaki par istrazivanih stabala tzv. kombmiranim
testom — Testing of karyotypes (total chromosome lengths) of each pair of investigated trees, using the combining

test.

Broj
stabla

Tree no.

ni k7 nl 221 ni 366 sy 367 sy 77 de V 116 nisy 410

Tablicne ^ vrijsdnosti
Table values of
Stupanj slobode = 24_
Degree of freedom = 24

nl kj 39.2*5* 19.525 25.792 28.370 2k.kS7 46.675**

ni 221 39.215^ 22.957 39.832* 19.6I{6 kk.klk** 17.104

ni 366 19.525 22.957 26.Tif9 23.273 2A.899 22.541 4.95 " '^•'"5
sy 367 25.792 39.832* 26. U9 18.185 I»0.036* 44.844**

sy 77 28.370 19.6t(6 23.273 18.185 40.699* 24.787 '4.99 '
de V 116 2l».'»97 2^.899 1^0.036* ^10.699* 32.426

nidy AlO 2,6.675** U.lO'i 22.5^1 kk.Skk** 2lf.787 32.426 ^0.999^

o

F
(A*

c

3

■a

t

* Razlilka u kariotipu (ukupnoj duljini kromosoma) istraavanih stabala s pouzdanosdu od 95®/o i ** 99®/o — Signifi
cant karyotype differences (total t^romosome lengths) at the 95 ®/o and ** 99 ®/o lerol.
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Say lor (1964), prikaziuje kariotip cmog, obionog i japans'kog cr-
venog bora (uz brojne druge vrste borova) na osnovi 6 stanica iz kor-
jendica 6 klijanaca cmog bora, 13 stanica iz korjencica 8 klijanaca
obicnog bora d 10 stanica iz korjencica 6 ikMJainaca japanskog crvenog
bora. Za crni bor navodi konstrikcije na medijalnom dijelu kraceg
kraka kromosoma I, medijalnom dijelu duljeg kraka 'kromosoma 11,
IV i V i na proximalnom dijelu duljeg kraka kromosoma VI. Ukupno
navodi 5 sekundamih konstrikcija za crni bor. Obioni bor varira u po-
javljivanju sekundamih konstrikcija kada komparira vlastite rezultate
s rezultatima Aass (1957) i Nataraj an-a d sur. (1961). Iznosi da
je sekundame konstrikcije nalazio na kratkom kraku kromosoma I i
X, i na dugom kraku kromosoma II, te 'da su konstrikcije na medijal
nom dijelu krakova. Za japanski crveni bor navodi samo dvije sekun
dame konstrikcije na medijalnom dijelu duzih krakova kromosoma I
i II.

Pravdin (1964) prikazuje kariotip obicnog bora dddogramom sa
sekundamim konstrikcijama na kromosomima I, II i VI.

Pederick (1970), prikazuje brojne konstrikcije (sekundame i
»tercijarne«) na svakom pojedinom kromosomu na osnovi desetak sta
nica endosperma s jednog stabla ornog bora, demonstrirajuci vrijed-
nosti sekundamih i tercijamih konstrikcija za analizu kariotipa i iden-
tifikaciju ikromosoma. U radu Borzan (1977a), prikazao sam kom- .
parativne rezultate vlastitdh istrazivanja, Pederick-a (1970) i S ay-
lor-a (1964) o broju i polo^ju sekimdamih konstrikcija na kromoso
mima cmog bora.

Tarnavschi i Ciobanu (1965) su objavili rezultate istrari-
vanja dvaju varijeteta cmog bora. Njihovi se rezultati veoma razHkuju
od rezultata dstrazivanja dmgih autora. Za Pinus nigra Arn. ssp. nigri-
cans Host var. banatica Georg. et lonesou navode da ima 7 pari izobra-
hijalnih (kromosomi I, II, III, VI, VII, VIII i XII) i 5 pan heterobra-
hijalnih (kromosomi IV, V, IX, X d XI) kromosoma, ne navodeci u radu
kriterije za heterobrahijaJnost, niti broj stanica na osnovu kojih su
radili analizu. Kromosome I, II, III d IX nazivaju SAT-kromosonmma,
jer dmaju sekundarau konstrikciju, koja je na kromosomu IX locirana
na krackom kraku. Za Pinus nigra Am. var. austriaca Hoess navode 9
izobrahijalndh i 3 heterobrahijalna kromosoma (IV, XI i XII), a SAT-
-kromosomi su I, II, III i V. Indikativno je da je u tom radu kromosom
XII varijeteta banatica svrstan medu izobrahijalne, a varijeteta austri
aca medu heterobrahijalne, dok se ostald autori slazu u tome da kromo
som XII svrstaju medu heterobrahijalne (= submetacentricne ill sa
submeddjalno smjestenom centromerom).

Fahmy (1966), prikazuje za obicni bor »cetiri para kratkih (7—
10 /tm) kromosoma, bez sekundamih konstrikcija sa submedijalnom
centromerom (kromosomi IX, X, XI i XII), zatim sest pari srednje veli-
kih (11—13 /tm) kromosoma, od kojih su dva para s medijalnom, a
cetiri sa 'submedijalno smjestenom centromerom. Medu potonjima tri
para kromosoma dmaju sekundamu konstrikciju. Dva preostala para
kromosoma (I 1 II) su 13 do 15 /tm dugi sa submedijalno smjestenom
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centromerom, a jedan par ima sekimdamu konstrikciju«. Isti autor spo
minje i da interfazne jezgre imaju 6—8 nukleolusa.

M'ihailescu li Dalu (1972), analizirali su dvije provenijenoije
obicnog bora, zatim jedan mjesoviti uzorak obicnog bora i jedan uzorak
omog bora. Zakljuouju da su kromosoim cmog bora u pravilu kraci od
kromosoma obicnog bora 1 navode razlake u duljini pojedinih krakova
kromosoma I, II, VI i XII. U dvije provenijenoije obicnog bora nalaze
sekundarne konstrikcije na kratkim krakovima kromosoma I, II, III,
V, VI, IX i X, te na dugom kraku kromosoma IV. U »mjesanom« uzor-
ku obicnog bora nalaze dste konstrikcije, osim na kromosomu V, koji
je bez konstrikcije. Na cmom bom su nasli same 6 sekundarnih kon-
strikcija na kratkim krakovima kromosoma I, II, III, IV, IX d X.

Ko rmutak (1975), pise da cmi bor nema sekiindamih konstrik-
cija, dok obicni bor ima dvije sekundarne konstrikcije.

Martinovic (1978), je objavio da je od vrsta Pinus sylvestris,
P. nigra, P. mugo, P. baksiana 1 P. flexilis smno na jednom pam kromo
soma bora P. flexilis nasao sefcundamu konstrikciju.

Muratova^ (1978a) je objavila da broj sekimdamih konstrikcija
u borova Pinus sibirica Du Tour, P. pumila Rgl, P. koraiensis Sieb. et
Zucc. i P. sylvestris L. varira od 4 (u P. koraiensis) do 7 (u P. sibirica).

Mac Pherson d Filion (1981), prikazuju na idiogramu cmog
bora cetiri kromosoma sa sekundamom konstrikcdjom na dugom kra
ku, dva s ikonstrikcijom na kratkom kraku, jedan kromosom s dvije
konstrikcije na dugom kraku, jedan kromosom s 'dvije konstrikcije na
kratkom kraku i jedan kromosom (X) s po jednom konstrikcijom na
kratkom i na dugom kraku. Ukupno 12 konstrikcija, a kromosomi I,
VI i XII nemaju konstrikcije. Njihov je xad vrlo interesantan, jer pored
klasicne metode rada koriste i Giemsa C-banddng metodu, te nalaze da
je konstitutivni heterokromatin vezan za sekundarne konstrikcije, ali
da ima sekundarnih konstrikcija uz koje ndje bilo C-pmganja (konsti-
tutivnog heterOkromatdna). Nulkleolusi su uvijdk biii uz sekimdame kon
strikcije, ali im je broj iMo manjd od ukupnog broja konstrikcija (ima
ih 6). Nazalost, autori ovog rada ne navode broj analiziranih stanica na
temelju kojih su lizradili idiograme sa sekundamdm konstrikoijama i sa
C-prugama. Preparate su radili iz meristema korjencica i iz endosperma
u razvoju.

Na temelju sedam analizirandh stanica japanskog crvenog bora i
deset anahziranih stanica Pinus thunbergii Park, Shddei & Moro-
mizato (1965), prikazuju sekundarne konstrikcije na slici somatskih
stanica Pinus thunbergii, ali ne i u kariotipu prikazanom numeridki d
idiogramom. Veou paznju obracaju na razlike u duljinama krakova
kro-mosoma X i XI pa navode da je 'kromosom XI japanskog crvenog
bora kraci od kromosoma X, ali da su im dugi krakovi jednake duljine.
Iz ddiograma (slika 17) naznacio sam polozaje cetiriju konstrikcija na
kratkim kr^ovima kromosoma I, II, IX i X, a sve opazene konstrikcije
u ramete »de V 116« na shematskom prikazu u slici 32. Na idiogramu
(slika 17) je dugi ikrak kromosoma XI neznatno kraci od dugog kraka
kromosoma X sto se slaze s navodom Shidei-a & Moromiza-
to-a.
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Moromizato, Shidei & Yamashita (1972), su detaljno
analizirali tariotip japaoskog crvenog bora i japanskog crnog bora {Pi-
nus thunbergii Parl.) uz primjenu statistickih metoda obrade podataika.
Idiogram japan^og crvenog bora prikazuju prema morfoloskim ka-
rakteristikama kromosoma, pa su dm prva tri kromosoma sa sekundar-
nom konstrikoijom, slijedecih sedam kromosoma je podjednakih kra-
kova, a dva kromosoma su submetacentricna. Konstrikcije se nalaze na
dugim krakovima kromosoma I i IV i kratkom kraku kromosoma VIII,
ako bi redoslijed bio ureden prema padajucem niizu ukupne duljine
kromosoma.

Ovaj pregled kroz literaturu ukazuje na velika neslaganja u pojav-
Ijivanju, broju i polozaju sekundamih konstrikcdja u crnog i obionog
bora (premda to nije karakteristicno samo za ove dvije vrste 'borova),
od najranijih pa sve do'najnovijih istrazivanja, ovisno o autoru koji je
radio na analizi kariotipa. Karakteristicno je da vedina autora istice
nekonzistentnost u pojavljivanju konstrikcija u vlastitom materijalu,
pa Say lor (1961), naglasava da su sekimdame konstrikcije posluzile
samo za dodatnu determinaciju parova kromosoma, ali da nisu mogle
posluziti kao glavni kruterij za identifikaciju, jer ih nije bilo moguce
dosljedno otkrivati.

U idiograme (slike 12, 13, 14, 15, 16, 17 i 18) ucrtao sam sekundarne
konstrikcije na kromosomima na kojima su se oajcesce javljali na istom
krakoi i na priblizno istom mjestu u barem 8 stanica od 18 analiziiranih,
ill su barem u detdri stanice registrirane kao prominentne sekundarne
konstrikcije. Vodio sam racuna da u idiogram ne ucrtam veci broj
konstrikcija od najveceg broja jasno opazenib konstrikcija u pojedinoj
stanici. Za svih sedam stabala u tabeli 27 prikazujem za svaku stanicu
broj prisutnih promiinentnih konstrikcija. Vidimo da taj broj varira od
0 do 10 (u granicama do 9 se cesto krece i broj opazenib nukleolusa).
U dvije do tri stanice (od 18 analiziranib) svakog stabla, nalazio sam
po jedan do dva kromosoma s dvije jasne konstrikcije, od kojib je re-
dovito jedna bila izrazito prominentna, a druga nesto slabije izrazena.
Ta'kvu satnicu prikazujem na sbci 5, gdje kromosom II na dugom
kraku pokazuje jasnu, prominentnu konstrikciju, a na kratkom kraku
nesto slabije izrazenu sokundamu konstrikciju.

Ove nedosljednosti u pojavljivanju konstrikcija na nekom odre-
denom kromosomu kao i razlike broja konstrikcija iz stanice u stanicu
proizlaze zbog podjednakib duljina vedine 'kromosoma i varir^ja u
duljkii pojeddnog kromosoma sto zajeibio povlaoi kao posljediou za-
mjenu u redosbjedu kromosoma ib zamjenu. krakova, odnosno netocnu
identifikaciju. Cesta pojava da se 'kromosomi u pojedinim preparatima
preklapaju na mjestima gdje se eventuabio nalaze konstrikcije, takoder
je jedan od razloga da se u stanicama registrlra razHcat broj konstrik
cija. Ipak, vjerojatno najcesci razlog da se ne mogu u svim stanicama
na istom kromosomu, na istdm mjestima registrirati kons^ikcije je u
razMcitim stadijima diobe analiziranib stanica, tj. zbog razlicitog stupnja
kontrakcije pojedinib kromosoma. To, a i razlike u obojenosti pojedi-
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Tab. 27. Prikaz ukupnog, broja prominentnih konstrikcija opazenih u svakoj ana-
liziranoj stanici pojedinog stabla. Broj prominentnih konstiukcija (jasno uocljivih
sekundamih suzenja) se kretao od 0 do 10 po stanici — Presentation of the total
number of prominent constrictions noted in every analysed cell of each tree. The
number of prominent constrictions (clearly visible secondary constrictions) varied

from 0 to 10 per cell.

Ukupan broj prominentnih konstrikcija
Red. br.

atanice Total number of prominent secondary constrictions
Cell no.

ni ^7 nl 221 ni 336 sy 367 sy 77 de V 116 nisy 4l0

1 8 6 6 6 2 8 It

2 6 7 It 2 4 B 8

3 8 6 2 2 5 3 7

h 3 6 3 3 6 It 5

5 tt 6 2 3 7 It 2

6 6 6 0 3 5 3 10

7 7 7 0 4 3 3 6

8 6 5 3 I 5 3 6

9 5 It 0 3 7 2 5

T 0 7 5 2 4 2 8 8

11 6 8 1 4 4 2 4

1 2 6 It 0 2 5 5 5

13 1 h 4 5 7 2 5

U 5 2 3 4 3 4

15 5 6 2 7 7 6 to

16 5 7 7 3 2 5 3

17 6 B 2 7 4 It 8

18 3 7 9 6 6 6 3

I 96 107 49 68 85 79 103

Prosjek
Average

5.33 5.94 2.72 3.78 4.72 4.39 5.72

nih preparata (stanica) uvjetovale su da u nekun stanicama nisu niti
opazene prominentne konstrikciie tod stabla »ni 366« npr., sto se vidi
iz tabele 27).

Medutlim, imatoc ovlm poteskocama, teoretski je moguce na osnovi
distribucije frekvencija odrediti kromosome koji imaju konstiikcije kao
i polozaje tih konstr^cija na nijestima gdje se najcesce javljaju, ako je
rizik zamjene u redoslijedu manji od 50°/o, a anaMzirani uzorak do-
voljno veMk.
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To je i odgovor na pitanje: »sto uciniti kad se ustanovi da je ista
konstrukcija jednom na fcromosomu IX, a drugi put na 'kromosomu VI
iU na nekom dmgom kromosomu?« Logicno je tada pripisati konstrik-
ciju kromosomu na ikojem se najcesce javlja, jer nisam uspio u poku-
saju da samo na osnovi pojavljivanja -konstiikcija na kromosomima
pripisujem iste konstnikoije nekom 'kromosomu, te da nakon toga kla-
sifioiram kromosome u niz od I do XII. Stoga sam smatrao opravdanim
da prika2em konstrdkoije kab distribuciju frekvencija njihovog javlja-
nja na kromosomima (slitke 27, 28, 29, 30, 31, 32 d 33), smatrajuci da ce
takav prikaz »uva^ti« rizik zamjene u redoslijedu kromosoma, karak-
teristican za bo^ve. Prema tome, rizik u pripisivanju konstrikoije iiekom
kromosomu nece biti vecd od rizika zamjene u redoslijedu kromosoma
d zamj^e ikrzikova, pa konstriikcdje koje se najcesce javljaju na nekom
polozaju, mozemo smatrati onima koje su karakterustione za odnosni
kromosom.

Neraogucnost identifikacije kromosoma samo na osnovi sekundar-
•nih d tercijamih konstrikcija proizlazi i iz cinjenice da se prominenfcne
konstrikoije redovito javljaju na medijalnom dijelu kraka, sto znatno
otezava identifikaoiju. Alko bi se neka prominentna konstrikcija nala-
zila proksimalno did distalno, ddentdfikacija takvog kromosoma bila bi
laksa i rizik zamjene u redoslijedu bi se mogao zanemariti. Cini se da
ce metoda opmgavanja (str. ??) pruziti tu mogucnost, jer se na pojedi-
nim kromosomima (za sada sam to zapazio samo u.cmog bora na jed
nom kromosomu) betercikromatinske regije nalaze ne samo oko centro-
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SI. — Fig.^ 27. Shematski prikaz distribucije frekvencija sekundarnih i tercijamih
konstrikcija stabla cmog bora ni 47. Sve opazene konstrikoije biljezene su na o.";-
novi analize kromosoma u 18 stanica endospermalnog tkiva u razvoju, na osnovi
njihove relativne udaljenosti od centromere, kao postotak duljine kraka na kojem
se nalaze (Borzan 1981) — A schematic presentation of the frequency distri
bution of secondary and tertiary constrictions of the European black pine tree
ni 47. All noted wnstrictions in 18 endospermal cells are recorded as to their
relative location (i. e. as a percentage of their distance from the centromere in
relation to the entire length of the arm on which they are located (Borzan 1981).

70



Borzan 2.; Kariotipovi nekih borova podsekcije SylveUres. Glas. Sum. pokuse 24:1—100, Zagreb, 1988.

V.

100

90

80

70

60

so

40

30

20

10

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

V.

s

1  • II I I  IV V VI V I  V 11 IX X XI X I
1

1 II

nil II 1 II 1 1

III II III Ill - III 1 III)
1! nil III 11 nil HH III ill
II II III III III ;i 1 1

11 1 1

III 1

1

1
1 1

il 11 I II i ll 1 II 1

1 II l« 1 III n II

m 1 m Ml :iii ill n HI n i 11 1

1 III II II m n 1 1 11

II. 1 1 1 II t
1 1

SI. — Fig. 28. Shematski prikaz distxibucije firekvencija konstrikdja^ na kromo-
somima u endospermu stabla cmog bora ni 221 (Borzan 1981) — A presen
tation of the ftequency distribution of constrictions-on chromosomes in the endo

sperm of the European black pine tree ni 221 (Borzan 1981).

<o

•/•I
100

90

SO

70

eo

50

<0

30

20

10

I  IV VI VII Vill IX XI XII

'C,

20

30

.;o

70

SO

SO

100

1

mil iir II 1 1 1 I 1

1 i II ill ill 1 1 III 11

1 .! 1 111 1 1

H 1 1 1

1

il 1

1 II ! II nil 1 1 1

II nil II ill II . 1"
M ill III II • III III 1 il
I nil 1 1 II - .
1

81. — Fig. 29. Shematski prikaz distribudje frekvencya konstrikdja na-kromo-
somima u endospermu stabla crnog bora ni 366. Debljom linijom predstavljene
su prominentne konstrikcije — A presentation of the frequency distribution of
constrictions on chromosomes in the endosperm of the European black pine tree

ni 366. The bar in bold-face presents prominent constriction.

71



Borzan Z.: Kariotipovi nekih borova podsekcije Sylvcstres. Glas. Sum. pokuse 24:1—100. Zagreb, 1988.

s

L

V.

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

■ 10
20

30

40

SO

60

70

80

90

100

•/.

II I I  IV V VI V I  V II IX X X X I

111 II II

1 1 1 II

II uw 11 III II 1 !l II III
III! 1 1 1 II 1

11 1 1 II

1 1 1
1 1 1

1

1
1

1 II
II 1 1 II 1
hWI m II II 1 1
nil ml III II 1 1 i I
1 1 1 1 1 1 1 1 I I
1 11 II 1 1

SI. — Fig. 30. Shematski prikaz distribucije frekvencija konstrikcija na kromo-
somima u endospermu stabla obidnog bora sy 367 (Borzan 1981) — A presen
tation of the frequency distribution of constrictions on chromosomes in the endo

sperm of the Scots pine tree sy 367 (Borzan 1981).

S

L

•/.

100

90

80

70

60

SO

40

30

20

10

10

20

30

40

SO

60

70

60

90

too

V.

I I I  IV V VI V I  V]II IX X XI XII
1

1
II III II II 1 1 11 n 1 i
111 II nil 1 II 1 III III

1 III nil HH 1 II II 1
1 III 1 II 1 1

nil II 1 III 1 1 1
II 1 II 1 1

1
1 1 III

III III I I II III 1 11
III HH IfHI 1

nil mi 1 ill III! 1  1 III III
II fW 1 nil 1 1 II n II
i II nil 1 [ II 1 II
II 1 1

1

SI. - Fig. 31. Shematsiki prakaz distribucije frekvencija konstrikcija na kromo-
somima u endospermu stabla obi&iog bora sy 77 (Borzan 1981) — A presen
tation of the frequency distribution of constrictions on chromosomes in the endo-

^lerm of the Scxjts pine tree sy 77 (Borzan 1981).

72



Borzan 2.: Kariotipovi nekih borova podsekcije Sylveslres. Glas. sum. pokuse 24:1—100, Zagreb, 1988.

too

90

80

70

Q ̂
U 50

40

30

to 20

10

C
Q)

to

Ti 20

30

<0

1 ^
L 60

70

80

90

too

VI VII VIM IX XI XII

1

1 nil II II 1

III I II III II iitii 1 1

ill! nun till 11 III 1 III mil III 1

1 1  • 1 1 1

II 11 II 1 II 1

1

1

1
1

1

1 III II I 111 1 19 ii

III III 1 1 1 1 1

11 1 lit 111 1 1 1 II [| 1

1 111 III II 1 11! III II II

1 1 II III 1 nil 1 1

II II I 1 1

SI. — Fig. 32. Shematski prikaz distribucije frekvendja konstrakoija ma kromoso-
mima u endospermu ramete japanskog crvenog bora de V 116. Debljom linijom su
predstavljene prominentne konstrikdje — A presentation of the frequency distri
bution ox constrfiction's on chromosomes in the endosperm of the Japanese red

pine ramete de V 116. The bar in bold-face presents prominent constriction.

V.

too

90

80

70

n 60

D so
40

30

o 20

NT 10

c
to

20

30

40

j  so
L 60

70

80

SO

too

V  VI VII VIII IX

1 ,

III

Mi isi: mini |i!1 mi II HI ill n Hi 1 1
111 111 I! Mill! 111 in III ■ II 1

mil III! nil J II II 1 1
II ii II 1 ii 1

II 1 f IS I! 11 1

II 11

1 1 9 1
II 1 11 I III I 1

II ii \ II Iti 1 11 II
nil nil lit II l!l[ iiii 11 III! 1

mm III n ni \m ill ini mil II III

ill niiim II 11 III nU?ii III!

11 1 II 11

SI. — Fig. 33. Shematski prikaz distribudje frekvendja konstrikcija na kromoso-
mima u endospermu hibridnog stabla bora nisy 410. Debljom linijom su predstav
ljene prominentne 'konstrikcije — A presentation of the frequency distribution of
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The bar in bold-face presents prominent constriction.
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mere i sekimdamih konstrikcija (Borzan & Papes 1978, Mac
Pher son & Filion 1981), nego se mogu javiti i na drugim dijelo-
vima ikromosoma ('Borzan 1981). Na slioi 35 jasno se vidl C pruga
terminalno smjestenog heterokromatina u 'Stanici cmog bora.

Analiza anafaznih stanica — Analysis of the anaphase cells

Detaljnu, uspjesnu analizu miafazniih stanica prikazao sam ranije
(B orzan 1977a, 1977b, Borzan & Papes 1978), za omi bor i za
obioni bor (Borzan 1981). Rezultati analize se mogu na osnovi slika
34 a i b sazeti u slijedece zakljucke:

1. Kromatide dstog para kromosoma mogu se nakon razdvajanja
znatno razlikovati po svojim ukupnim diuljinama.

2. Moguce su sticky veze dzmedu homolognih kromatida, izmedu
nehooiolognih 'kromatida koje se krecu prema razlicitifm polovima ill
izmedu nehomolognih kromatida koje ostaju u astoj stanici kceri.

3. Posljedica stioky veze izmediu homolognih kromatida ill nehomo
lognih 'kromatida koje putuju na razne polove mogu biti tzv. mostovi
uooljivi u kasnim anafazama.

4. Anafazne stanice pogodne su talcoder za analizu kariotipa, a osim
kariolo§fcih podataka mogu pruziti i niz dodatnih informacija.

STICKY KROMOSOMI — STICKY CHROMOSOMES

Analizom trajnih preparata tfciva zenskog gametofita u razvoju u
cilju pronalazenja jezgara pogodndi za analizu kariotipa, oCkrio sam
povezanost nehomolognih kromosoma u preparatima evropskog crnog
bora, obicnog bora i japanskog crvenog bora (Borzan 1977b). Po-
java je altemativno nazvana »9ljepljiivanje kromosoma« (stickiness)
prema Rdeger i sur. (1976) koji ovu pojavu definiraju kao vrst aglu-
tinacije kromosoma ikoja rezultdra piknotickim ill Ijepljivim izgledom
kromosoma, a moze dovesti do sljepljivanja (stioky adhesions) dvaju
ill vise kromosoma i nastajanja »stiOky mostova« u anafazi.

Pojam »sticky kromosomi« upotrijebio je prvi Beadle (1932)
smatrajuci sticky kromosome tdjekom mejoze i mitoze u nekim biljka-
ma kukuruza odgovomim za aneuploidiju, fragmentaoije kromosoma,
translokacdje i mutacije gena. Jedan od razloga Isticanja alternativne
upotrebe pojma sticky, lezi i u tome da su neki autori za slicnu pojavu
u miitozi koristill druge nazive. Melan der (1963a, 1963b, 1963c), upo-
trebljava pojam »pseudo-hijazme«, a u radu iz 1965. godine »adhezije«,
smatrajuci pojavu 'siljepljivanja kromosoma normainom medu anafaz-
nim kromosomima. Iznosi vjerojatnim tumacenje »pseudohijazmi« kao
jednom od prvih stepenica u diferenoijaciji stanice, jer je anafaze
sa spojenim kromosomima nalazio u ranim stadijima razvoja embrija
ncldh planarija {Paludicola, Tricladidd).

Stioky kromosme sam nalazio gotovo u svim preparatima cmoga,
obiicnog, japanskog crvenog bora i hibrida Pinus x nigrosylvis. .Ova
je pojava cinila poteskoce u tocnom odredivanju polo2aja centromere,
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Uorzan Z.: Kariotipovi nckih borova podsekcije Sylvestres. Glas. Sum. pokuse 24:1—100, Zagreb» 1988.

a oini se da je i jedan od uzroka istezanja ili kontrakcije pojeddnih dije-
lova kromosoina. Stoga je osnown (kriterij za izbor jezgre pogodne za
istrazivanje, osim dobro rasporedenih kromosbina, bio i odsustvo stioky
veza koje su dovodile u sumnju polozaj centromere na pojedinim kro-
mo'somima.

Na osnovi opisa u radu, cini se da su sticky pojavu zapazili Sax
& Sax (1933) u endospermu Pseudolarix-a: »U haploidnom korople-
mentu endospemialnog tkiva nekih stanica u diobi, zamijecena je ho-
mologija nekoliko kromosoma. U jednoj metafazi dva su kromosoma
bila u kontaktu na svim mjestima, a nekoliko drugih kromosoma su
bili blisko zdmzeni u parove.«

Detaljno je ta po'java istrazena i opisana za omi, obicni 1 japanski
crveni bor u radu Borzan (1977b). Karakteristicno je da se sticky
veze javljaju u profazama, metafazama i anafazama, te da dm broj i
jacina varira dz stanice u stanicu. Na slikama 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 11 i 19
mogu se zapaziti razliciti oblici sljepljivanja liomosoma. Najcesce je
spoj izmedu dva kromosoma sirok koliko iznosi debljina kromosoma
Hi je tanji. Cesto naldkuje na niti diobenog vretena pricvrscenog uz raz-
licite dijelove 'kromosoma (slika 1, kromosomi VI i VIII). Povezani
mogu bitii terminalm 'dijelovd dva kraka jednog 'kromosoma, medijalni
dijelovi krakova rzaliciitili kromosoma, a mogu(5a je i cvrsta veza izmedu
dva kromosoma, koja spaja vise od SO^/o duljine oba kromosoma.

Vidljivo je povezivanje nekoliko kromosoma i postojanje dviju
sticky veza na jednom kromosomu. Na mjestu postojanja veze dolazi
do fleksije kromosoma. Ova cinjenica govori u prilog prirodnog karak-
tera pojave, odnosno da se ne ra^ o artefaktu.

Koristeci se identifiiciranim 'kromosomima u analizi kaidotipa cmog
bora, pokusao sam ustanoviti da li se sticky veza javlja dzmedu odrede-
nih kromosoma. Nisam utvrdio nikakovu pravdlnost ni ponavljanje, jer
je u svakoj analiziranoj stanici bio pov^an neki drugi par nehomo-
lognih kromosoma (Borzan 1977b i 1977a).

Dosadasnja saznanja nisu pruzila odgovor o naravi ove veze izmedu
nehomolognHi ikromosoma haploidnog tlHva endosperma u razvoju. Po
javu su cesto opisivali u mejozi (Andersson 1947, Klasterska
& Nataraja'U 1975), smatrajuci ju posljedicom mutacije gena
(Beadle 1932) Hi pojavom koju je moguce inducirati gama-zracenjem
(Rao & Rao 1977). Mc Gill i sur. (1974) su pokazali da je jedan
od uzroka cestog pojavljivanja stdcky kromosoma u kulturi 'tkiva stanica
sisavaca — etidiiun bromid. Istrazujudi elektronskim mikroskopom
oni utvrduju da su kromosomi bili povezani submikroskopskim kroma-
tinskim nitima razlicite sirine. Stoga opisuju stickiness kao ispreplitanje
kromat'inskih niti izmedu nehomolognih kromosoma. Slicne rezultate
su dobili Pathak i sur. (1975), kada su stanice kulture tkiva tretirali
aktdnomdcinom D. Nasuprot ovim rezultatima, Marks (1973) je na-
veo da u miiogih vrsta, kada bi tijekom procesa izrade kromosomskih
preparata iz korjencica izostavio liksdranje smjesom octene kiseline i
etanola, u preparatima se nalazio manji broj sticky metafaza.

Indikativno je da je stidky veza vidljiva u preparatima radenim
Feulgen reakcijom, koja je specifiona za DNK, te da u pojedinim sluca-
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jevima slici iia nit diobenog vretena. Stoga smatram da se radi o nor-
malnoj pojavi u endospermu borova (a mozda i dmigih cetinjaca), za
sada opazenoj u jezgrama cmog bora, obicnog bora i japans'koga crve-
nog bora. S obzirom na to da se javlja u speoijaHziranom stanicju u raz-
voju, vrijedno je citirati Nagl-a (1966), kojl pripisuje prekobrojnu
DNK ovom tkivu kratkog vijeka, karakterizdrajnoi ga u ontogenetskom
razvoju doduse fizioloski vdsofco aktivnim, all bez geneticke buducno-
sti. Za obicni bor je citofotometrijskim mjerenjem ustanovio da poje-
dine jezgre imaju dvostniko veci sadrzaj DNK od koMcine ocekivane za
haploidne jezgre, te da postoji pozitivna korelacija dzmedu sadrzaja
DNK n jezgri i volumena kromosoma. Cini >se da se radi o politeniji
(diteniji) 'kromosoma i mozda bi s tog stanoviista trebalo usmjeriti dstra-
ziivanja u poikusaju tumacenja stidky veza. Svakako da ce daljnja istra-
zivanja ovog fenomena biti usmjerena na koriscenje drugih naciiia fik-
sdranja, bojenja i prepariranja sjemen'ih zametcdca <a cilju utyrdivanja
radi '11 se o pojavi artefioljelne prirode ill o reflekslji fizloloske aktivno-
'Sti ovog iklva u razvoju. Razvoj razmh tehnlka istraalvanja na moleku-
lamom nlvou vjerojatno ce takoder datl prliog tumacenj-u ove pojave.
Vec i dosadasnja saznanja Iz ove oblasti dozvoljavaju pretpostavke i
hipoteze kojima se sticky veze mogu tumaclti »prepozinavanjem« iden-
tiicnlh, homologn'ih dijelova repetitivnlh sekvencl DNA u nehomolognlm
kromosomima.

GIEMSA METODA OPRUGAVANJA .KROMOSOMA — GIEMSA

C-BANDING PATTERNS OF CHROMOSOMES

S obzirom na pote§koce u Identifikaolji pojedinlh kromosoma bo
rova (posebno -az grupe kromosoma II do IX), cinllo se vrljednlm pri-
mijeniti jednu od metoda ddferenoljalnog bojenja kromosoma, koje su
se razvile posljednjih godlna. Brojne metode bojenja s razlicltlm quin-
acrin bojama koje fluoresciraju i^ozene UV svjetlu, kao 1 bojenje pre-
parata Glemsa bojom postale su rutlnske u citolo^im dstrazlvanjima,
omogucavajuol toonu identlBkaolju pojedlnih kromosoma i analizu poll-
morflzma Icromosoma unutar 1 dzmedu vrsta. Osoblto su razvljene ove
metode u humanoj i animalnoj cltogeneticl. Nelce od njlh, kao npr. G-
-banding metodu, nije moguce prlmljenitl na biljne kromosome jer su
ovi znatno kontrahiraniji od kromosoma visi'h vertebrata (Greldhu-
ber 1977). Ove tvrdnje poblja novljlm radom Drewry (1982) kojd
na primjeru Pinus resinosa prlmjenom trypsln Glemsa tehniike doka-
zuje mogucnost demonstiiranja G pruganja kromosoma, Izrazavajucl
mlsljenje da ce se izmjenom metodologlje i na hlljnim kromosomima
demonstrirati G bandovl.

Na osnovd dostupne literature bio sam upoznat s fluorochrom 1
Glemsa tehnikama bojenja (za preferencdjakio bojenje konstltutivnog
heterokromatlna u -kromosomdma, »C-banding«), koje su primijenjivane
za dlferencljalno bojenje kromosoma nekih' kritosjemenjaca. Uocava-
jucl prednosti tih metoda, odluclll smo pokusati primljeniti Glemsa
C-banding metodu (Glemsa metodu oprugavanja) na kromosome borova,
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da bi se izbjegle zamjene u redosljedu kromosoma, a time d -pojedno-
stavila analiza kariotipa d omogucila tocna identifikaorja pojedinih kro
mosoma. Tako bi dmali na iraspolaganju metodu za unutarvrsnu i me-
duvrsnu komparatiivnu analizu kaniotipa borova, koja bi mogla bit/i vaz-
na «a stajalista inkompatibilnosti i kontrolirane hibridizacije, a osobito
sa stajalista taksonomije i za kasniju komparaciju s rezultatdma istra-
ziivanja na molekularnom nivou.

Primjenom metoda Greilhtiber-a (1974), Linde-Laurse-
n-a (1975) 1 Klasterska & N a t a r a j an - a (1976) na meristem
korjencica proklijalih sjemenaka borova, nisam nspio izazvati opruga-
vanje kromosoma. Zadovoljavajuci je rezultat postignut primjenom
melode opisane na strand 14, na endospermalni materijal stabia »ni
221« (Borzan & Papes 1978). Od nkupno 10 preparata iz endo-
spenma cmog bora koje smo tada izradili opisanom metodom, jasno
izrazene C pruge nasli smo samo u dva preparata, dok su u ostaiima,
kromosomi bill prejako obojeni ill neobojeni. Zandmljivo je da su jezgre
s prejako obojenim dli neobojenim kromo'somima nadene i u dva spo-
menuta preparata koji su sadrzavali kromosome s izdiferenciranim pru-
gama. O slicnom variranju obojenosti kromosoma u razlicitim stani-
cama dstog preparata ill u razlicitim preparatima iste serije (izrade)
kada se primjenjuje metoda diferencijalnog bojenja, izvjestio je
Schweizer (1974).

U raspravi o pitanju za§to se C metoda oprugavanja uspjesno moze
prdmdjeniti na kromosome u endospermu borova a ne i na kromospme
u stanicama meidstema korjencica, potrebno je citirati Natarajan
& Natarajan-a (1972), ikojl pisu da je za primjenu Giemsa Hi
quinacrine fluorescenc tehnike potrebno dmati rasprsene kromosome
u jezgri oslobodenoj oltoplazme, sto je tesko postdci u stanicama kor
jencica bez primjene hidrolize (klorovodionom Idselinom (HCl), a da
hidroliza onemogucuje primjenu diferencijalnog bojenja kromosoma.
Ipak, barijera koju predstavljaju membrane, moze se ublaziti primje
nom enzimskog tretiranja nakon hidrolize klorovodicnom kiselinoni,
kao sto je ucinio Merker (1973) koristeci lOVo-tnu otopinu pekti-
naze u trajanju od 3—4 sata za stanice Triticale ill S achan & T a-
naka (1976) 'koji su koristili mjesavinu otopine celulaze i pektinaze za
stanice kukuruza. Slijedeca mogucnost lezi u pronalazenju i primjeni
pogodnih temperatura ill duljine tretiranja kemikalijama, koji faktori
bi mogli biti dovoljnl za dzazivanje C pniga na kromosomima u stani
cama meidstema korjencica, jer i Marks (1975) prikazuje rezultate
diferencijalnog bojenja primjenjujuci hidrolizu na korjencice^ Nigeila
damascena u trajanju od 20 minuta s 45®/o-tnom octenom, kiiselinom na
temperaturi od 60® C. Smatra da je upravo ovaj korak bitan i najvaznijl
u pmmjeni Giemsa tehnike.

U borova, stadij slobodnih jezgara u diobi u endospermu u raz-
voju, lakse je izlozitd djelovanju kemdkalija za izazivanje pruga, jer
nema membrana koje bi predstavljale prepreku. lake je relativno mall
broj preparata koje smo do sada izradili primjenom Giemsa C metode
oprugavanja (10 za cmi bor, 109 za obicni 1 61 za japanSki crveni bor)
i dobili mall broj preparata i stanica sa vidljivim heterokroraatinskim
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prugama (2 preparata za crni bor, 1 za obioni i 2 za japanski crvcni
bor), dokazali 'smo, da je metodom koju smo koristdli moguce diferenci-
jalno bojitd kromosome borova. Ova metoda primijenjena na endosper-
malni materajal obicnog bora 1979. godine, razlikovala se od opisane
metode za crni bor, tako da je koristen fiksirani raaterijal ouvan u fri-
zidem na ,+4"C u 70'^/o-tnom etanolu duze od 6 'mjeseci. Preparati ja-,
panskog crvenog bora radeni su 1981. godine na svjezem materijalu.

Analiza preparata pokazala je da heteroikromatina ima relativno
malo, da se javlja centromemo na svim i u podrucju sekimdarnih kon-
strikcija na nekimi kromosomima (slike 35, 36 i 37). Barem jedan od
metacentricnili kromosoma cmog bora pokazuje terminalno 'smjeStanu
prugu heterokromatdna, sto se vidi u metafazi na slid 35. Jasno je da
takova terminaikia pruga predstavija »znak 'raspoznavanja« za taj kro-
mosom, te bi u analizi kariotipa ovom metodom za ovaj kromosom bilo
moguce ustanoviti toonii varijabilnost morfoloskih karakteristika. Na
drugom kraku tog istog kromosoma nalazi se heterokromatinska pruga
u podrucju sekundame konstrikcije. Naravno da ce se lizradom veceg
broja 'uspjesnih preparata moci naci a analizirati jezgre s lijepo raspo-
redenim kromosomima ikoji se ne pokrivaju i za koje ce bit! moguce
obaviti kompletniju analizu.

Premda su ai japanskog crvenog bora kromosomi lijepo raspore-
deni (slika 37), samo na temelju jedne stanice nije moguce sa sigurno-
scu naciniti idiogram ovog stabla sa naznacenim polozajima pruga na
pojedinim kromosomima. C heterokromatin oko centromera je slabije
izrazen, nalazi se i u podrucju sekundamih konstrikdja, a cini se 1 telo-
merno na barem jednom kromosomu (vjerojatnb kromosomu X).

Kod obicnog bora (slika 36), nisam bio u mogucnosti utvrditi pri-
sustvo heterOkromatina na terminalnom dijelu kromosoma. U prepa-
ratima je centromera diferendjalno obojena Giemsa C metodom opru-
gavanja cesto u obliku dvije jasno izrazene tamne tooke smjestene oko-
mito na os kromosoma. SHcan obldc diferendjalnog bojenja centromere
opisuje a Marks (1977) kod Nigella kromosoma, razlikujud takav
»pravi« centromemi »'band« od pericentromerickih, uz zakljucak da se
vjerojatno fimdamentalno razllkuju. Na slid 37 centromeme pruga na
kromosomima japanskog crvenog bora vezane za niti diobenog vretena
na nekim kromosomima nisu deblje od niti diobenog vretena, te se vje
rojatno d njih moze uvrstdti u »prave« centromeme »bandove«.

Submetacentricni kromosomi se lako identificiraju (kromosomi XI
i XII) u preparatima cmog, obidnog i japanskog crvenog bora (slike
35, 36 i 37). Karakterizirani su jasno dzrazenom centromernom prugom
i odsustvom pruga na krakovima. To se slaze s rezultatima analize ka
riotipa od prije (Borzan 1977a), kad je utvrdeno da kromosomi or-
nog bora XI i.XII nemaju sekundamu konstrikdju. Prikazane konstrik
cije kromosoma X'l i XII na slikama 27, 28, 29 d 30, javile su se u malom
broju preparata. Njibova ucestalost je veoma niska i slabo su vidljive.
S tog razloga se mogu tumaciti i subjektivnim momentom u istraziva-
nju ill zamjenom u redoslijedu s nekim prethodnim kromosomom, do
cega ipak kod kromosoma XI i XII dolazi vrlo rijetko.
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Diferencijalno obojenje Jcromosoma ikriptomerije {Cryptomeria ja-
ponied) izazvano niskiin temperaturama tijekom predtretiranja demon-
striraju S chl ar b an m & Tsuchdya (1981) s jasno obojenim
tamnijim telomerama d ipodrucjem oko centromere na svim dcromoso-
mdma, oglavinom dstovjetmm u paru homologa. Giemsa C pruganje i
oprugavanje kromosoma ove vrste fluorescentinim bojama (chromomycin
A3 i 4'-6-diamidmo-2-phenyldndoIe) postigli su Kendo & Hdzume
(1982) zakljuoivsd da C pruge oko sekudamdh ikonstrikcija sadrze pre-
tezno iguanin, a da centromeme todke sadrze prete^o A—T bogatu
DNA. Pruganje kromosoma u radu Kondo & Hiznme-a (1982)
pokazuje odsustvo telomernih bandova i bitno drugacije pruganje nego
u radu Schlarbaum & Tsuchdya (1981) sto je d razumljivo s
obzirom na razldcito primijenjene metode rada. Kondo, Hizume
& Kubota (1985) su utvrdili meduklonsiko vardranje japanskog crve-
nog bora u oprugavanju ikromosoraa VI d X primjenom fluorescentne
boje chromomycin A3. Homolognd par kromosoma VI je kod nekih klo-
nova bio heteromorfan u pogledu pojavljivanja sekundarne konstrikcije
(= fluorescentne pruge).

Hdzume, Ohgiku & Tanaka (1983) su primijenili fluores
cent metodu oprugavanja somatskih kromosoma cmog bora {Piniis ni-
gra var. maritime) ikordstedi guanin specificnu fluorokrom boju chro
momycin A3 i adenin — thymin specificnu boju DAPI (4'-6-diamidino-2-
-phenyliindole). Smaitraju da je ovom metodom moguce ddentificirati s
pouzdanoscu pojedinacne kromosome ove vrste. DAPI bojenjem su kro-
mosomd pokazivall osim centromemih i interkalamih pruga oko se-
kundamih konstrikcija veci broj malih pruga interkalamo smjestenih
za koje predpostavljaju da bd mogle odgovarati tercijarnim konstrik-
cijama.

Cini se da je Muratova (1978) uspjesno primijenila Giemsa C
metodu oprugavanja na korjenoice borova, jer u sazetku svog rada pre-
zentiranog na XIV medunarodnom korigresu geneticara u Moskvi na-
vodi da kromosomi borova pokazuju veoma usfke heterokroihatske re-
gije u podrucju centromere i nukleolamih organizatora. Njezdn opis
odgovara rezultatima nasih dstra^vanja na prdmjeni Giemsa C metode
oprugavanja u tkivu endosperma.

Osim radova Borzan & Papes (1978), Borzan (1979, 1981),
Muratova (1978a), s uspjesno primijenjenim Giemsa C oprugava-
njem kromosoma cmog d obicnog bora d kromosoma japanskog crvenog
bora u ovom radu, Mac Pherson & Filion (1981) su ovu metodu
uspjesno primijenili na kromosome pet vrsta borova: Pinus koraiensis,
P. strobus, P. resinosa, P. nigra i P. banksiana. Usporedujemo 11 rezul-
tate istrazivanja u ovim radovima uocava se neslaganje u detaljima, jer
Mac Pherson &; Filion (1981) navode da kromosomi crnog bora
II, IV, V, VI, Vni i XII nemaju pruge u podrucju centromere, te da su
interkalame pruge vezane iskljucivo uz pojavljivanje sekundarnih kon
strikcija, sto nasa istrazivanja opovrgavaju, jer se u nasim preparatima
(slika ̂ 5) vddi interkalama pruga u podrucju telomere.

Na temelju izradenih preparata pet vrsta borova grupe Haploxylon
(navode poimenicno samo Pinus koraiensis i P. strobus, te za ove dvije
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SI. — Fig. 34. Anafaza s identificiranim kromatidama u endospermu crnog bora
(a) d obicnog bora (b) — Anaphase with identified chromatids in the endosperm

of the European black pine (a) and Scots pine (b) tree.



Borzan Z.: Kariotipovi nckih borova podsekcije Sylvestres. Glas. Sum. pokuse 24:1—100, Zagreb, 1988.

■  )

lOum

XI

• ■ . M ;• . XII

SI. — Fig. 35. Pruganje kromosoma u endospermu cmog bora stabla ni 221 izazvano
primjenom Giemsa C metode oprugavanja — Giemsa C banding patterns of chro

mosomes in the endosperm of the European black pine tree ni 221,



Borzan Z.: Kariotipovi nekih borova podseJccije Sylvestrcs. Glas. Sum. pokuse 24:1—100, Zagreb, 1988.

10 jum

SI. — Fig. 36. Pruganje kromosoma u endospermu obicnog bora stabla sy 367 izaz-
vano primjenom Giemsa C metode oprugavanja — Giemsa C banding patterns of

chromosomes in the endosperm of the Scots pine tree sy 367.
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Pruganje kromosoma u endospermu ramete japanskog crvenog bora
de V 116 izazvano primjenom Giemsa C metode oprugavanja. Strelicom je obilje-
zena terrninamo smjestena pmga vjerojatno na kromosomu X — Giemsa C banding

chromosomes in the endosperm of the Japanese red pine ramete de V
116. Arrow indicates terminal heterochromatic band most probably on the chro

mosome X.
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vrste prikazujiu i idiograme s distribucijom C heterokromatina, a ne
navode ikoje soi preostale tri vrste) smatraju da podrod Strobus nema
pericentromerickog heterokromatiina u podrucju centromere, te da se
vjerojatno po ovoj karakteristici grupa Haploxylon razlifcuje od grupe
Diploxylon.

Tanaka & Hizume (1980) su u svom radu prikazali opruga-
vanje kromosoma Cycas revohita, Ginkgo biloba d Pinus densiflora. Za
japanski crveni bor navode da se pmge pojavljuju u centromernim
regijama svdh kromosoma i u medijalnom dijelu jednog od krakova
kromosoma I, 11, HI, V, VI i X, te smatraju da su vjerojatno na polo-
zaju sekundarnih konstrikcija.

Ova istrazivanja i istrazivanja drugih autora se uglavnom slazu u
tome da kromosomi borova imaju relatlvno malo konstitutivnog hete-
rokromatina u odnosu na ukupnu duljinu kromosoma. Misldm da u ovoj
iail istrazivanja jos nije moguce generalizirati i zakljucivati o distri-
bucijl heterokromatina nitii na nivou vrste, a pogotovo ne na nivou neke
populacije ill sistematske grupe borova. Dosadasnja istrazivanja bazi-
rana su na premalenom broju preparata d malom broju stabala da bi
mogli sa sigumoscu prosirivatd zakljuoke na nivou vrste, ali su vrlo zna-
cajna kao pocetna istrazivanja ovom metodom i poticaj za daljnji rad.
Smatram da metoda jos uvijek nije u potpunostd usavrsena, jer agresiv-
nost kemikalija, dugotrajnost i komp'liciranost metode rezultiraju ma-
Hm brojem uspje§nih preparata. Pretpostavljam da je to razlog sto se
u nekim 'Stanicama ne moze sa 'sigumoscu odrediti pruga na nekom kro-
mosomu jer se cesto nalaze stanice s nekim kromosomima bolje i kon-
trastnije obojenim od drugih te je moguce da se neka pericentromenic-
ka, centromema did tanja interkalama pruga slabije obojena, ne registri-
ra kao C heterokromatin, ali ce biti vidljiva u nekoj drugoj stanici ill
preparatu istog stabla (uzoika). Radi mzdog broja uspjesnih preparata
s opruganim kromosomima ni za jedno stablo nisam nacinio i^ogram s
distribucijom C heterokromatina na kromosomima.

Tijekom 1984. godine, boraveoi u Jodrell Laboratory, radio sam s
Giemsa C metodom oprugavanja koju je modifioirala dr Ann Ken-
ton prema Schwarzacher d sur. (1980). Izradio sam nekoliko
preparata i uo£ivsi prednosti ove metode, donosim je u cjelosti:

1. Sjemeni zameci se drze u 45Vo octenoj kiselmi 15 minuta na sob-
noj temperaturi.

2. Preparati se izraduju squash tehnikom u kapi 45®/o octene ki-
seline. Pokrovndca se ukloni smrzavanjem ugljicnim dioksidom dz plin-
ske boce, a predmetnice se odlazu preko noci.

3. Inkubacija preparata u 45®/o octenoj ikiselini na 60" C, 25 minuta.
Slijedi ispiranje tekucom vodom u trajanju od 15 minuta.

4. In^bacija u 5"/o barijsikom hidroksidu 10 minuta, svjeze pri-
premljenom d filtriranom. PaTiiikom pripremanja barijskog hidroksida
potrebno ga je mjesati 1 sat prije upotrebe i filtidrati direktno na pre-
parate u Coplin posudi. Kada se Coplin posuda prepuni, ovrsina (po-
vrsinski tanki sloj, film, barijskog hidroksida) se uklbnd take da se
posuda pokrije petri poHopcem iMiznim pokretom i ostavi pokrivena.
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5. Pranje tekucom vodom 15—30 minuta i u destiliranoj vodi.
6. Inkubacija u 2 X SSC na 6^ C, 1 sat i 50 minuta, a potom kratko

dspiranje u tekucoj i destiliranoj vodi.
7. Bojenje 3—4% Giemsa bojom pripremljenom s 'kupovnim fosfa-

tnim puferom (pH 6,8) u trajanju 30 minuta iH dulje.
S obzirom da je eksperimentalni dio istrazivanja (izrada preparata

i ̂ aliza) za ovaj rad bio dovrsen 1983. godine, detaljnije prakticne stu-
dije o prednosti jedne dli druge metode biti ce moguce ukobko se nastavi
istrazivanja kariotipova poje^acnih stabala borova na Katedri za su-
marssku genetiku i dendrologiju ili u nekom drugom laboratoriju.

ZAKLJUCAK — CONCLUSION

1. Statdstickom obradom rezultata izmjere morfoloskih karaktem-
stika kromosoma borova na dovoljno velikom uzorku, moguce je raz-
likovati pojedinosti u kariotipovima pojedinaonih stabala.

2. Citotaksonomska' istrazivanja borova zahtjevaju sistematizaciju
u radu i dogovor istraiivaca radi definirainja metoda i standardizacije ra-
da, od izbora oiljeva istrazivanja, tkiva za izradu preparata, metode pre-
pariranja, nacina obrade rezultata, definiranja fenotipskih karaikteri-
stika kromosoma koji se istrazuju i sldcno. U suprotnom, i nadalje ce
biti tesiko usporeddvati rezultate istraHvanja dva autora, a ocjena vri-
jednosti i interpretacija rezultata biti ce moguca dskljucivo autorima
pojedinog rada.

3. Za istrazivana stabla ustanovljen je visok rizik zarajene u redo-
sljedu kromosoma i zamjene krakova za kromosome II do IX, na te-
melju vrijednosti koeficijenata vardjabilnostd, koji su za ove kromoso
me u svih sedam stabala najmanji, radi malih razlika u duljinama su-
sjednih kromosoma i podjednake duljine krakova koju imaju navede-
ni kromosomi. Stoga razloga kromosomi I, XI d XII pocUijezu najmanjem
riziku zamjene u redoslijedu, jer su razlike u duljinama izmedu njih ili
izmedu njih .1 susjednih kromosoma najvece, lako se identificiraju pa
su i koeCicijenti varijabilnosti njihovih duljina visi nego za kromosome
II do IX. Iz tih razloga su i zakljucci o rezultatima istrazivanja koji
se odnose na ove kromosome vredniji i znacajniji za citotaksonomiju
borova.

4. Poteskoce u identifikaciji pojedinih ■kromosoma i razlike prven-
stveno u apsolutndm duljinama, a potom i u relatdvnim duljinama i
polozaju sekundamih konstrikcija ^su izazvane: Razlicitim tipovima jez-
gara (kromosoma), ovisno o dijelu tkiva zenskog gametofita iz kojeg
potice analizirana stanica; diferencdjalnom aktivnosti pojedinog kromo
soma; razlicitim stadijama diobe analiziranih stanica; sticky pojavom
koja raoze biti uzrok izmjenjenoj raorfologijd kromosoma; razlikama u
tehnioi dzrade preparata; fiksiranju materijala; iosem rasporedu kromo
soma i drugo.

5. Kromosom XII u svih 7 istrazivanih stabala je submetacentrican
(uz definiciju Say lor-a (1961), da su kromosona submetacentrioni
ako dm je omjer krakova S,!, manji od 0,75).
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Tab. 29.

BroJ stabla

Tree nunber

Omjer krakova i klasifikacija
Arc ratio and classification

Kromosom XI

Chromosome XI

Kromosom XII

Chromosome XII

ni il7

ni 221

ni 366

sy 77

sy 367

de V 116

nisy *410

0 670 Submetacentrican
•  Submetacentric

0.7^1 "

0.708 "

0.7'<6 "

0.719 *
n ft rta Ketacentrican
• ^ Metacentric

0.882 "

Q g.. Submetacentrican
Submetacentric

0.621 "

0.606 "

0.655 "

0.735 "

0.737

0.663 "

6. Kromosom XI je po svojim numeri^kim vrijednostima omjera
krakova za sva tri stabia cmog bora i oba stabla obicnog bora subme-
tacentican, a metacentricMi za rametu japanskog crvenog bora »de V
116« d hibridno stablo Pinus x nigrosylvis »iiisy 410« (tabela 29). Na. te-
melju detaljoie anaiize morfologije kromosoma XI u pojedinacnirn sje-
menim zamecima, ustanovljeno. je da se u pojeddniim .sjemenim zameci-
ma mogu nalaziti metacentricni, a u drugim ;(istog stabla) submetacen-
tricni ikromosomi XI (tabela 30). Zakljuceno je da je kromosom XI he-
teromorfan po vrijednosti omjera krakova ispod ill iznad granicne vrti-
jednosti 0,75, .te je za pretpostaviti da mogu postojati i homozigotna
stabla s olozirom oia ito svo'jstvo. Kod hlbr.idnog stabla »nisy 410« u 16
od 18 analdzliranih stanica, koje poticu sve iz istog zenskog gametofita,
kromosom XI 'je metacentracan, a submetacentridnost kromosoma XI v
preostale dvije stanice je protumacena nekom od »gre§aka« u mjerenju
(zbog manje ill vede kontrahiranosti pojedinog kraka kromosoma, sticky
pojave, prekravenosti drugim kromosomima i slicno).

Heteromorfnost kromosoma XI mogla bi biti od znacaja za oito-
taksonomiju borova.

7. PoLilkaniogrami su prikladan graficki prikaz polozaja centromere
na kromosomima, osobito kada su vece razlike u morfologiji pojedinih
kromosoma nekog kariotipa. Za svih 7 dstrazivanih stabala kromosom
XII je kao submetacentrican dzrazito izdvojen, kromosom XI 'kod po-
jedindh stabala, a ostali kromosomi (11 do X) su za sva stabla grupirani
u podrucju metacentricnosti, u desnom dijelu grafidkog prikaza, -sto
ukazuje na njihovu bazicno slidnu inorfologiju.

8. Testiranje karakteristika svakog kromosoma svakog para sta
bala F i T testom, ukazala je na statistddki znacajne razlike lizmedu po
jedinih stabala u morfolo§kim karakteristikama pojedinih 'kromosoma.
Analizom dugogodisnjih rezultata kontrolirane hibridizacije izmedu po
jedinih stabala crnog i obicnog bora, nije se mogla ustanoviti korelacija
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4^ Tab. 30. Polo2aj centromere kromosdma XI za 4 istrazivana stabla, ovisno o sjemenom zametku iz kojega je poticala

analizirana stanica — Determined centromere positions of chromosome XI in four of investigated trees, depending
on the ovule whitdi the analysed cell (chromosome XI) originated.

BpoJ BroJ

stanice prep.
Cell Slide

aerial serial

number ntinber

Ctajer

krakcva

Am

ratio

PolozaJ
centromere

Centromere

position

BroJ
prep.

■Slide
serial
number

Ctojer
krakova

Arra
ratio

PolozaJ
centromere

Centromere
position

BroJ Orajer
prep, krakova
Slide
serial
number

Arm
ratio

PolozaJ
centromere

Centromere
position

BroJ
prep.
Slide
serial
number

Otnjer
krakova

Arm
ratio

PolozaJ
centromere

Centromere
position

nl 221 sy 77 niay 110 dc V 116
S"

O-
o

»

1 6^ 0.8400 Metacenb. 125 0.8696 Metacent. 4598 0.9500 Ketacent. 1038 0.3947 Metacent.

2 H 0.7143 Submetac.
s

127 0.7143 Submetac. II 0.7826 H r844 0.7143 Submctac.

3 0.7857 Kctaccnb. 2864 0.8125 Kctaccnt. n 0.9091 M n 0.7391 II

75 0.6354 Submclac. 2863 0.7778 Metacent. n 0.9524 » M 0.6667 tt

5 118 0.7000 Submctac. n 0.6538 Submetac. n 0.6818 Submetac. 1845 0.7241 Submctac.

6 2303 0.6923 Submetac. 2866 0.6000' ^«tacc^t. II 1.000 Ketacent. 1847 0.6667 SutmcLac.

7 2332 0.5006 Submetac. 2881 0.6667 Submetac. M 0.94?4 It 628 0.8800 Ketacent.

3 2342 0.7419 Submetac. 2882 0.7778 Metacent. If 0.8235 635 0.8400 Metacent.

9 ■ 2350 0.6923 Submetac. It 0.8636 >1 n 0.8824 rt It 0.7500 Submctac.

10 2358 0.8276 Hctaccnt. 2973 0.6667 Submclac. ft 0.8261 N 645 0.7400 Submctac.

n 2416 0.7273 Su bmetac. 2974 0.7368 Submetac. It 1.0000 N 648 0.6957 Gubmelac.

12 2'I17 0.7200 Submetac. 3030 U.S970 Submetac. H 0.8024 n n 0.7391 n

13 24l8 0.7778 Metacent. 3086. 0.7826 Metacent. n 0.9375 H 651 0.5167 Metacent.

tf 0.8400 Metacent. M 0.6970 Submctac. n 0.8636 n 657 0.8750 Metacent-

15 2419 0.8000 Ketacent. 30S7 0.7568 Submetac. n 0.8889 tl 0.9000 n

16 n 0.8438 n n 0.6500 M H 0.916? n n 0.9310 n

17 2425 0.7778 Hctacent. n 0.7419 H It 0.8947 M 660 1.0000 Metacent.

18 2437 0.6452 Submctac. H 0.7895 Ketacent. tr 0.7273 Submctac. 675 0.8800 Metacent. I
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u sklonosti pojedinih stabala ka meduvr^noj hibnidizadji i ustanovlje-
nim razlikama Hi slicnostima pojedinih morfoloSkHi karakteristika kro-
mosoma tih istdh stabala. Faktori inkompatibilnosti izimedu crnog i
obionog bora karakterizirani su molekularnom razinom, te vjerojatno
nisu izrazeni u morfologiji kromosoma.

9. Pojavljdvanje isektmdarnih konstirikcija nije se moglo koristiti za
identifikaciju pojedinih kromosoma, vec se distribudjom frekvencije
pojedinih konstirikdja na kromosomiima i na temelju njihovog grupira-
nja, imosilo te vrijednosti u idiogram. Broj prominentnih sekundamih
konstrikdja je varirao u pojedinim stanicama od 0 do 10, ovisno uglav-
nom o stadiju diobe analizirane standee ili dijelu tkiva zenskog gameto-
fita iz kojeg je analizirana stanica poticala. Na pojedimm kromosomi-
ma mogu «e nalazdti dvije jasno izrazene konstrikcije.

10. Na temelju analize anafaznih stanica cmog i obicnog bora moze
se zakljuciti slijedece:

—. Anafazne stanice su takoder pogodne za analizu kariotipa, a
osim toga mogu pruziti i niz dodatnih informacija.

— Kromatide istog para kromosoma mogu se nakon razdvajanja
znatno razlikovati po svojim ukupnim duljinama.
— Moguce su sticky veze dzmedu homolognih kromatida, izmedu

nehomolognih kromatida koje se krecu prema razlicitlm polovima Hi
izmedu nehomolognih kromatida koje ostaju u dstoj stanici kceri.
— Posljedica sticky veze izmedu homolognih kromatida ili neho

molognih kromatida koje putuju na razne polove mogu biti tzv. mo-
stovi uocljiivi u kasnim anafazama.

11. Sticky pojava kod ovih borova (otkrivena d opisana u ranijem
radu, Borzan 1977b) se javlja u gotovo svim preparatima endosper-
malnog tkiva koristenom za ova dstrazivanja. Vjerojatno se radi^ o nor-
malnoj pojavi u endospermu borova (a mozda i dmgih cetinjaca), tog
fiziioloski veoma aktivnog stanicja u razvoju.

12. Na kromosome endospermainog tkiva u razvoju cmog, obicnog
i japansikog orvenog bora uspjesno je pidmjenjena metoda diferenci-
jalnog bojenja kromosoma (Giemsa C banding metoda). 8 obzirom na
velioinu kromosoma borova, u njima je relativno malo konstitutivnog
heterokromatina (C heterokroraatin). U metafazama stabla crnog bora
»ni 221« heterokromatin se javlja u podrucju centromera i sekuttdaniih
konstnikcija, te barem u jednom kromosomu inter'kalamo na termdnal-
nom dijelu kromosoma. Na drugom kra'ku tog dstog kromosoma nalazi
se heterokromatinska pruga u podmcju sekundarae konstrikcije.

13. Kiromosomi XI i XII se lako ddentificiraju u preparatima. Ka
rakterizirani isu jasno izrazenim centromemim prugama u sve tri vrste
borova d odsustvom pruga na krakovima kromosoma.
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Oniginal scientific paper

Zeumir Borzan

KARYOTYPES OF SOME PINES

OF THE SUBSECTION SYLVESTRES

Summary

Karyotype analysis was performed using two main procedures:

1. The Feulgen squash method, and
2. The Giemsa C-bandang method.

All the slides have been made from endosperm tissue in develop
ment (female gametophyte) taken from three European black pine trees
{Pinus nigra Am.) ni 47, nl 221 and ni 366; two Scots pine trees (P.
sylvestris L.) sy 77 and sy 367; a ramete of the Japanese red pine (P.
densiflora S. & Z.) de V 116; and a hybrid tree between the European
black pine and Scots -pine (P. x nigrosylvis Vdd.) nisy .410, as the result
of a cross between trees ni 221 and sy 77.

Collection of material for cytological 'slides, the teclinique of pre
paring the endosperm, applied staining methods, analysis of the slides
and photographs of the cells, as well as measurement and analysis of
the chromosomes are described in earlier papers (Borzan 1977, 1979,
1981; Borzan & Papes 1978).

It is necessary to point out that 18 suitable cells with well ordered
chromosomes were taken from each tree for definition of the karyotype,
and that each slide was always made only from the endosperm of a
single ovule. In some cases only one cell was analysed -from one slide
(ovule), while in other cases several cells were analysed, and for tree
nisy 410 all 18 analysed cells come from a single ovule.

Table 1 shows the serial number of the cell, serial number of the
slide, serial number of the cone, fixation dates and dates when the,slide
was made for each tree.

Cytotaxonomic research of pines using endosperm in develoipment
has certain advantages over using cells from the root tip meristem.
Bndospermal tissue is haploid, chromosomes are longer and it is easier
to determine the exact arm ratio of individual chromosomes, especially
important for pines wliich have symmetrical karyotypes i. e. chromo
somes with equally long arms. Although the trees were selected pri
marily because of their crossing ability, the defined karyotypes had to
have characteristics of the respective species, which karyotypes have
already been defined by some researchers, especially Natarajan
& al. (1961), Saylor (1964), Pederick (1970) and Borzan (1981).
In the course of definition of karyotypes for each of the seven trees
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investigated (ni 47, ni 221, aii 366, sy 77, sy 367, de V 116 and nisy 410)
noticeable were chromosome reversals in order and arm reversals (mis-
identifiicatiion of adjacent chromosomes, or arms of the same chromo
some), that can be as high as SC/o in pines, especially for metacentric
chromosomes II to X {C h e 11 y et al. 1970).

Numeric ikaryotypes of the each tree investigated are presented in
Tables 5, 9, 10, 11, 12, 13 and 14. Each table contains computer proces
sed data on measurements. The data shows relative total length of
chromosomes, relative length of short arms (S), relative length of long
arms (L), arm ratio (S/L) and centromere indices (S / S + L) X 100. Each
of the morphological characteristics of Individiual chromosome is accom
panied by statistic parameters: standard deviations (s), standard error
(sx) and coefficients of variability (C. V.). In the upper part of the- Table
between mean values of two neighbouring chromosomes their dif
ferences (d) are recorded.

Computer data processing is presented in Table 28. In this way the
morphological characteristics of various trees' chromosomes were tested
by means of T test and altogether 105 tables were obtained. They pro
vided (data on significant differences in certain morphological properties
of chromosomes of each pair of investigated trees. Tables 18, 19, 20,
21, 22, 23 and 24 present encompassing data. Table 20, for instance,
displays the differences in chromosomes of tree n!i 366 and other trees,
and it is obvious that trees ni 47 and ni 221 do not differ from ni 366.
It does not, however, follow that the ikaryotypes of ni 47 and ni 221
are also identical, because Table 18 shows that karyotypes of the two
trees differ in 4 (5) morphological characteristics: total length of chro
mosome XII, short arm of clmomosome XI, long arm of chromosome
X and arm ratio of chromosome I (centromere index of chromosome I
and XI). This is due to the fact that moiphological properties of karyo-
type of tree ni 366 are in its numeric value between numeric values of
karyotypes of ni 221 and ni 47. There is a larger difference between
ni 47 and ni 221 than between ni 47 and ni 366 or between ni 221 and
ni 366. This conclusion agrees wiith performance of these trees in cont
rolled hybridization in relation to tree sy 77. Tree ni 47 was pollinated
in 304 bags between 1958 and 1969, with pollen from 7 various Scots
pine trees; in 1974 in 24 bags with pollen from sy 367 and in 1977 in 49
bags with pollen from sy 77 and it has never produced a hybrid plant.
On the other hand, crossing combination ni 221 X sy 77 in 265 bags
produced altogether 28 hybrid plants in the period from 1966 to 1978.
Crossing ni 366 X sy 77 in 127 pollinated bags produced no hybrids, but
crossing ni 366 X sy 367 in the period from 1972 to 1980 produced 3
hybrid plants from 150 bags (Borzan 1986b).

Table 22 displaying the differences between karyotype of tree sy 77
and other trees shows that karyotype of sy 77 is the least different from
tree ni 221, slightly more from karyotype ni 366 and the most from
karyotype ni 47.

May we, on the basis of this coincidence and similarities/differ
ences of individual karyotypes, draw conclusions on these trees' crossing
ability or inability?
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It seems that dn this case such conclusion is prevented by the
following reasons:

1. The sample of analyzed karyo types of trees which can be crossed
and yield hybrids and those European black p'ine trees which do not
produce hybrids with Scots pine is too small. If the same method were
applied to a larger number of European black pine trees and were to
show differences in karyotypes in relation to sy 77 on the same chromo
somes as m the case of ni 47 or ni 221, that would prove that citology
could be used in solving the problem of incompatibility; especially if
these itrees in field contUtions in the course of controlled hybridization
would behave the same way as trees ni 47 and ni, 221, that is, that tree
ni 47 is 'fully and tree ni 221 partially incompatible with sy 77. On the
other hand, the increase in number of samples would mean higher
expenses thus making this cytological mvestigation impractical for
solving the problems in the field of incompatibility.

2. Tree sy 367 was taken for cytological research in 1974 as the
control tree for purposes of comparison with karyotype of tree sy 77,
at the time when first attempts at crossing with tr^ sy 367 did not
•produce hydrids. In 1978, however, crossing of ni 366 X sy 367 produced
3 plants which were verified as hybrids in 1981. If we want to check
the relation of karyotypes of trees ni 47, ni 366 and ni 221 to tree sy 367,
a "comparison of Tables 21 and 22 will show that the karyotype of tree
sy 367 does differ from karyotypes of trees ni 47, ni 366 and nd 221 in
larger number of characteristics than the karyotype of tree sy 77,
nevertheless, in terms of incompatibility no correlation has been found
between the crossing performance of those trees and the morphology
of their chromosomes, since the trees which without pollen treatment
(Borzan 1986b) did not produce hybrids (ni 366 X sy 77) differ in
karyotypes to a lesser degree than the trees which produced hybrid
plants (ni 366 X sy 367).

The only conclusion that can be drawn from such an analysis is
that the factors of incompatibility between pines are determined on
the molecular level and are not contained (visible) in chromosome
moiphology; therefore, they cannot be exposed by means of investiga
tion of differences in chromosome morphology alone.

Each chromosome carries such a midtitude of genotype character
istics (genes which singly or in interaction control .certain genotype
properties) that it woidd be rather fortunate if >the crossing ability
wiith a tree of another pine species is correlated to morphological
characteristics of a single or more chromosomes.

The conclusion obtained ithrough such analysis confirms the find
ings of Mc William (1959), Knox et al. (1972), Krlebel (1973),
Vddakovic (1977), Petricevic et al. (1977) and other researchers
who have work^ on the problem of incompatibility among -two-needled
pines, i. e. that incompatibility factors are determined on the molecular
level and are dependent on the p'resence or absence of specific enzymes
in various phases of the development of the female gametophyte, probably
from the moment of pollination to the development of the embryo.
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The Heteromorphism of Chromosome XI

Study of the numerical karyotype of each ondavidual tree served
to draw attention to the value of the arm ratio of chromosomes XI and
XII, since 'these chromosomes are the least subject to risk of reversal
of order and arm reversal. The mean values of the arm ratios of chro
mosomes X'l and XII for all 7 investigated trees are shown in Table 29.

In view of the high risk of reversal in chromosome order and arm
reversals for ipine species, Table 15 shows the number of percentage
of submetacentric chromosomes for the investigated trees in samples
of 18 cells for each tree, and for the total of 126 analysed cells (for all
the trees). With regard to results obtained for Tables 29 and 15, Table
30 was made in which arm ratios of chromosome XI for trees ni 221,
sy 77, nisy 410 and de V 116 are shown, depending on the ovule from
which each of the 18 analysed cells originates.

Ever since Sax & Sax (1933) many authors have studied pines
karyologically. A number of these works are quite useful for getting
to know the karyological characteristics of individual species of pine.
It seems that Saylor's work (1964, 1972, 1983) reached the peak of
cytological investigations of jrines when he included their karyological
characteristics in the taxonomy of pines. But a number of authors differ

• on the morphology, especially of chromosome XI. According to Say-
1 o r {1983), chromosome XI as submetacentric for 19 species of sub
section Sylvestres, while some authors (with S a y 1 o r's definition that
the chromosome is submetacentric if the short/long arm ratio is be
tween 0.50 and 0.75, and metacentric if this ratio is between 0.75 and
1.00) state that chromosome XI of some species of this subsection is
metacentric. Therefore die result of average values of "the arm ratio
of chromosome XI obtaind on the basis of analysis of 18 investigated
cells from each of 7 trees shown in Table 29 is interesting. We see in
the Table that chromosome XII of all 7 trees is submetacentric, but
that chromosome XI deviates from the characteristics of subsection
Sylvestres for the ramete of the Japanese red pine de V 116 and hybrid
tree nisy 410. For linterpretation of this result which does not confirm
data from the literature, especially the fact that chromosome XI of
tree nisy 410 is metacentric (and this tree ds the progeny of cross ni 221
and sy 77 in which trees chromosome XI is submetacentric in its average
value) it is necessary to establish that all 18 analysed cells of hybrid
tree nisy 410 were found in one slide. Since each slide for this investiga
tion was consistently made from a single ovule, this means that all
18 analysed cells of tree nisy 410 had idenliical chromosomes following
meiotlc division of this haplodd itissue originating from the functional
megaspore.

We see in Table 15 that chromosomes I to X for all 7 trees are
metacentric as a rule, and the small number of submetacentric chro
mosome (0—6®/o) can be explained by arm reversals or reversal of
chromosomes (Matern & Simak, 1968; Chetty et al., 1970).
Far chromosome XI, however, less subject to risk of reversal and risk
of arm reversal than chromosomes II to X (Borzan, 1981), this
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concluaon is not valid. The fact, therefore that out of 126 cells in
52.38Vo of the cases, chromosome XI is submetacentrdc, points to the
possibility that chromosome XI is heteromorphic with regards to cen
tromere posiition, d. e. in individual ovules 4t could be submetacentric
or metacentric in each of the investigated trees. We find confirmation
of such an assumption in Table 30, where for trees ni 221, sy 77, nisy
410 and de V 116, in each of the 18 analysed cells, chromosome XI is
classified regarding the centromere position as either submetacentric
or metacentric, depending on the ovule (slide) in which the individual
cell was. Results show that classification of chromosome XI is the'
same for the most part in cases when the cells are from the same ovule.
In future ikaryological research attention must therefore be focused on
the heteromorphic nature of chromosome XI, i. e. on the likelihood
that dt is different in individual ovules of the same tree or different as
a homologues in cells of the root tip meristem. Careful study of photo
graphs of cells from the same ovule in which chromosomes XI are
variously classified (sMde no. 64 of tree ni 221; nos. 2865, 3086 and 3087
of tree sy 77; no. 635 of tree de V 116) has shown that the value of arm
ratio of various chromosomes is always close to the border value of
0.75. Furthermore, the centromere position on each chromosome was
defined by pencil mark and movement of centromere position on the
chromosome just by the w:idth of a pencil mark to one side changed
the status of the centromere position, i. e. from metacentric to sub
metacentric or vice versa.

Polykaryograms

Russian authors (Ilchenko, 1975; Muratova, 1978a, 1978b,
1979a, 1979b) use in their worlcs graphic presentation of the centromere
index of each chromosome, with the v.^ues of the centromere index
along the abscissa and the chromosome length along the ordinate. This
is called polykaryogram. Graphic presentation is suitable because all
the chromosomes with their centromere indexes from all the investi
gated cells are represented by dots which, grouped, clearly convey the
characteristios of each karyotype. Fig. 20, 21, 22, 23, 24, 25 and 26 show
polykaryograms of investigated trees presented in a way similar to
that in Muratova (1978b, 1979a, 1979b); the only difference is that
the position of mean chromosome is marked by a circle.

From these polykaryograms the followdng conclusions may be
drawn:

1. In all three European black pine trees chromosomes XI and
XII are represented by a group of dots spread to the left towards the
origin (direction of submetacentricity for all dots smaller than 42.8571)
in relation to a larger and more compact group of dots which represent
other metacentric chromosomes I to X (direction of metacentricity for
all the dots bigger than 42.8571). Polykaryograms for three European
black pine trees are shown in Fig. 20, 21 and 22.

2. Two Scots pine trees are shown in Fig. 23 and 24. It is interesting
to note that on the polykaryogram of the tree sy 367 the mean value
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of chromosome XI is iplaced to the left in relation to chromosome
XII, which indicates that chromosome XI is snbmetacentric to a greater
extent than chromosome XII (in this single instance out of all 7 trees
investigated). Less clearly visible on the ddiogram (Fig. 15), this cha
racteristic is brought to light on the polyikaryogram. In the case of
the tree sy 77, chromosomes XI and XII are represented by dots
similarly dispersed in the system of coordinates as in the case of tie
ni 221.

3. Polykaryogram of the Japanese red pine ramete de V 116 (Fig.
25) differs from the others, because dots are more densely arranged
than in case of other trees, and it may be stated that the differences
between individual chromosomes of this tree are l^s conspicuous than
in other trees. Only chromosome XII is submetacentrlc and the dots
representing this chromosome are clustered around the circle (the mean
value of chromosome XII). In the same area 9 dots are located which
represent 9 submetacentric chromosomes XI from 9 cells, which has
been discussed on pages 39 and 42.

4. Polykaryogram of the hybrid nisy 410 (Fig. 26) shows slight va
riation in the length of chromosome XII (all the dots are located in a
plane and spread along the abscissa), while the position of the mean
value as well as the distribution of dots for this chromosome are almost
identical to these on the tree sy 77, the male parent of the hybrid.
The remaining chromosomes, including chromosome XI, are meta-
centric.

Giemsa C-banding Method

With pines, the stage of free nuclei in division of the endosperm
in development is easier to subject to banding chemicals because there
are no membranes to obstruct them. In spite of a relatively small
number of slides made by means of Giemsa Gbanddng method to date
(10 for European black pine, 109 for Scots pine and 61 for Japanese
red pine) and the small number of slides and cells obtained with visible
heterochromatin bands (2 slides for European black pine, 1 for Scots
pine^ and 2 for Japanese red pine) we have proved that the method
applied is efficient for differential staining of pine chromosomes.

The slide analysis showed a relatively small quantity of hetero
chromatin appearing in centromeric position in all and in secondary
constriction area in some chromosomes. At least one of metacentric
chromosomes of European black pine and Japanese red pine has a
heterochromatin band in terminal position (Figures 35, 37), Such a
band in terminal position is obviously a recognition mark of this chro
mosome and if this method were used in karyotype analysis it would
be possible to accurately determine the variability of morphological
characteristics for this chromosome. On the other arm of the same
chromosome there is a heterochromatin b^d in the secondary constric
tion area. The preparation of a larger number of good slides will certainly
enable discovery and analysis of nuclei with well arranged chromosomes
•that do not overlap and then a more accurate analysis will be possible.
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Although in Japanese red pine the chromosomes are well arranged,
one cell only ds not sufficient for preparing idiogram of the tree with
marked band positions on individual chromosomes. C heterochromatin
around centromere is less marked, it is found in the secondary constric
tion area and, apparently, telomerically in at least one chromosome
(probably chromosome X).

In Scots pine heterochromatin was not fotmd in terminal position
of any chromosome. In the slides the centromere which has been dif
ferentially stained by Giemsa C-banding method is often visible in the
shape of itwo distinct darfc spots located perpendicularly to the chro
mosome axis.

Submetacentric chromosomes are easily identified (chromosomes
XI and XII) in slides of European black pine, Scots pine and Japanese
red pine. They are characterised by a clearly defined centromeric band
and the absence of bands on the arms. This is in accordance with the
results of previous karyotj^e analysis (Borzan 1977a), when it was
established that chromosomes XI and XII of European black pine do
not have secondary constriction.

Besides works of Borzan &; Papes (1978), Borzan (1979,
1981) and Muratova (1978a) who applied Giemsa C-banding on pine
chromosomes, Mac Pherson & Filion (1981) successfully applied
this method on chromosomes of five pine species: Pintis koraiensis, P;
strobus, P. resinosa, P. nigra and P. banksiana. A comparison of results
of these investdgations will reveal some discrepancy in details: Mac
Pherson & Filion (1981) claim that European black pine chro
mosomes II, IV, V, VI, VIII and XII do not have bands in centromeric
position and 'that intercalary bands are linked exclusively with occurence
of secondary constrictions. Our investigation refutes this because our
slides ha.ve shown at least one intercalary band in telomeric position.

Our investigations agree with the investigations by other autors
that pine chromosomes have relatively small amount of constitutive
heterochromatin in relation to the total chromosome length. In our
opinion, at this point any generalization would be premature; it is not
possible to bring conclusions on heterochromatin distribution on the
level of species, let alone on the level of population or systematic group
of pines. Present investigations were based on insufficient number of
slides and trees to allow broader conclusion on the level of species;
however, they are significant as the first to use this method in research
and a guideline for further work in the field. We are of opinion that
this method is still not fully perfected, because due to agressive che
micals and the method being complicated and long in duration only a
small number of successful slides can be obtained. This probably
accounts for the fact that in some cells the band on a chromosome
cannot be accurately recognized; frequently there are cells with certain
chromosomes more heavily stained than ̂ e others, and it is possible
that a pericentromeric, centromeric or intercalary band, lightly stained,
will not be registered as C heterochromatin, but will be visible in some
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Other cell or slide of the same tree (sample). Due to a small number of
success^ slides with banded chromosomes no idiogram with C hetero-
chromatln distribution on chromosomes was made for any of the trees.

Conclusion

1. Using statistical methods in explaining the results obtained by
measurement of morphological characteristics of chromosomes on suf
ficiently large number of samples, it is possible to discern differences
between karyotypes of various trees.

2. Cytotaxonomic investigation of pines requires systematization of
work and agreement between investigators concerning definition of
methods and standardization of work: investigation goals, tissues for
slide preparation, methods of preparation, data processing, definition
of phenotype characteristics of chromosomes investigated etc. If this
is not achieved, it will remain very difficult to compare results of in
vestigations by different authors, since evaluation and interpretation
will be limited to their own results.

3. In the trees investigated a high risk of reversal in chromosome
order and arm reversals for chromosomes II to IX has been noted,
since the coefficients of variability are lowest for these chromosomes
in all 7 trees, due to slight differences in length of adjacent chromosomes
and similar arm lengths. Chromosomes I, XI and ,XH are least subject
to risk of reversal, since they differ considerably from each other or
from adjacent chromosomes in terms of length (or arm ratio), are
readily identifiable and, consequently, have higher coefficients of vari
ability than chromosomes II to IX. The conclusions drawn from in
vestigation results concerning these chromosomes are therefore more
valid and more significant for cytotaxonomy of pines.

4. Difficulties in identification of chromosomes and differences
principally in absolute lengths, and then in relative lengths and secon
dary constriction positions, are caused by: various types o nuclei (of
chromosomes), depending on the part of the tissue of female gameto-
phyte from which the analyzed cell originates; differential activity of
individual chromosomes; various stages of cell division; appearance of
sticky chromosomes which may cause changes in chromosome mor
phology; different techniques of slide preparation; fixation of material;'
poor spreading of chromosomes, etc.

5. Chromosome' XII is submetacentric in all 7 trees investigated
(according to Saylor's (1961) definition that a chromosome is sub
metacentric if its arm ratio S/L is lower than 0.75).

6. In its numerical values of arm ratio, chromosome XI is sub
metacentric in all three European black pine trees and both Scots pine
trees, and metacentric in the Japanese red pine ramete de V 116 and
the hybrid Pinus x nigrosylvis nisy 410. On the basis of detailed analysis
of morphology of chromosome XI in single ovule It has been established
that some ovules may contain metacentric, and some (on the same
tree) submetacentric chromosome XL Conclusion is that chromosome
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XI is heteromorphic for the crucial value of arm ratio below or above
0.75. Furthermore, it: appears that homozygotic trees could exist.' In
the hybrid nisy 410, out of 18 cells analyz^, all from the same ovule,
in 16 cells chromosome XI is metacentric, while submetacentricity of
chromosome XI in the remaining two cells is due to an »error« while
measuring (caused by less or more contracted arms of chromosomes,
sticky appearance, overlapping of chromosomes, etc.).

Heteromorphy of chromosome XI might be of importance for cyto-
taxonomy of p-ines.

7. Polykaryograms are a suitable graphic presentation of centro
mere on chromosomes, particularly when there ,are larger differences
in morphology among chromosomes of a certain karyotype. For all 7
trees investigated, chromosome XII, since submetacentric, could be easily
seen, chromosome XI only for some trees and other chromosomes (11
to X) are for all trees grouped in the region of metacentricity, to the
right dn the graphic display, which indicates their basically similar mor
phology.

8. F and T test used for comparison of characteristics of each chro
mosome of each pair of threes revealed statistically significant differ
ences among trees in respect to chromosome morphology. Analysis of
long-term results of controlled hybridization between certain European
black 'pine and Scots pine trees has not shown correlation between
interspecific crossing ability and their chromosome morphology. Factors
of incompatibility between European bladk and Scots pine are deter
mined on molecular level and probably cannot be seen m the chromo
some morphology.

9. Secondary constrictions could not be used in identification of
chromosomes; rather, their frequency distribution was preseoted sche
matically and defined on idiogram. The number of prominent secondary
constrictions varied within some cells from 0 to 10, depending chiefly
on the stage of cell division or on the part of the female gametophyte
tissue from which the analyzed cell originated. Some chromosomes may
have two prominent constrictions.

10. On the basis of the analysis of anaphase cells of European black
and Scots pine the following conclusions may be drawn:
— Anaphase cells are also suitable for karyotype analysis, and

besides can provide a number of additional information.
— Chromatides of one pair of chromosomes may after the division

differ considerably in their total length.
— Stickiness is possible between homologous chromatids, between

non-homologous chromatids moving towards different poles and be
tween non-homologous chromatids which remain in the same daughter
cell.
— Consequence of stickiness between homologous chromatids or

npn-homologous chromatids which move towards opposite poles may
be visible as bridges in late anaphases.

11. Sticky chromosome in these pines (discovered- and described
in the earlier work,, Borzan 1977b) appears in almost all slides of
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endospermal tissue used in this investigation. It would seem this phe
nomenon is normal in pine endosperm (and perhaps in other conifers),
physiologically very active tissue in development.

12. Method of differential staining of chromosomes (Giemsa C
banding method) was succesfuUy applied on chromosomes of endo
spermal tissue in development of European black pine, Scots pine and
Japanese red pine. In respect to their size, pine chromosomes contain
relatively small amount of constitutive heterochromatin (C heterochro-
matin). In metaphases of European black pine tree ni 221, heterochro
matin appears in the region of the centromere and secondary constric
tions, and at least in one chromosome intercalary on the terminal part.
On the other arm of the same chromosome there is a heterochromatin
band in the secondary constriction region.

13. Chromosomes XI and XII are readily identifiable on the slides.
In all three pine species, they are characterized, by distinct centromere
bands and absence of bands on chromosome arms.
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