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Studia embriologiczne nad poliploidalnymi formami
Trifolium repens L.

Embryological studies on polyploid forms of Trifolium repens
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WSTEP

Poliploidy Trifolium repens L., uzyskane droga kolchicynowania, za-
chowuja sie podobnie jak kolchiploidy innych gatunkoéw rodzaju Trifo-
lium. NajezeSciej obserwuje sie tutaj gigantyzm okreslonych organow,
jak na przyklad zwiekszone w stosunku do formy wyjsciowej kwiaty,
liscie, cwocostany i nasiona. Nastepuje to najczesdciej skutkiem zwigk-
szenia rozmiaréw pojedynczych komorek. Prawidlowo$¢ ta pozwala na
wykorzystanie pomiaréw komérek, np. aparatéow szparkowych, oraz doj-
rzatych ziarn pytku do wstepnej identyfikacji poliploidéow.

Obok zmian morfologicznych i fizjologicznych, poliploidyzacja wy-
wiera znaczny wplyw na stosunki genetyczne i plodnos¢ kolchiploidow.
Badania Desseraux (1951), Hertzscha (1954) i Mackiewi-
cza (1958, 1963) wykazaly, ze wspotczynnik rozmnazania koniczyn za-
lezy w znacznym stopniu od liczby zalazkow w strgku i ich plodnosci.
Na podstawie wczeéniejszych prac (Bijok, Goral, Goéral 1968)
dotyczacych poliploidow T. repens L. uzyskanych z ekotypéw pochodza-
cych ze stanowisk naturalnych polnocnych rejonéw Polski stwierdzono,
podobnie jak w badaniach innych autoréw, zmniejszenie wspotczynnika
rozmnazania u tych form. Poszukiwanie przyczyn zmniejszonej plod-
nosei kolchiploidéw T. repens w poréwnaniu do materialu wyjsciowego
od strony embriologicznej bylo przedmiotem niniejszej pracy.

MATERIAE I METODY

Do badan embriologicznych postuzyly ekotypy T. repens zebrane ze
stanowisk naturalnych w okolicy Olsztyna (wies Wadag, Stupy, Jaroty
i Leénictwo Stary Dwor) oraz ich formy poliploidalne o liczbie 2n = 64
chromosomow uzyskane droga kolchicynowania.
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Material w postaci paczkow kwiatowych i kwiatow o roéznym stopniu
rozwoju zebrano w 1967 roku z poletek do$wiadczalnych Katedry.

Material utrwalony 50% roztworem utrwalacza Nawaszyna zatopiono
w parafinie przy 52°C i krojono na mikrotomie na skrawki o grubo$ci
15 w. Preparaty barwiono 1% fioletem gencjanowym, roznicujgc je roz-
tworem fenolu w ksylenie (1 : 3).

Rysunki wykonano aparatem Zeissa spod mikroskopu NfpK. przy
uzyciu obiektywow 90 X, 40 X w polaczeniu z okularem K 20 x i 12 X
Zeissa. Powiekszenie rysunkéw podano przy odnosnych figurach.

Liczby chromosomow

Liczbe chromosomoéw obu badanych form ustalono w metafazach so-
matycznych merysteméw stozkéw wzrostu korzeni 2n = 32 u formy
tetraploidalnej ze stanowisk naturalnych poélnocnej Polski i 2n = 64
chromosomoéw u formy oktoploidalnej uzyskanej dzialaniem wodnego
roztworu kolchicyny (Bijok, Goral, Goral 1968).

Wyniki powyzZsze potwierdzono réwniez w obserwacjach nad mejozg
w komoérkach macierzystych pylku (rys. 1, 2).
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Rys. 1. Biwalenty z metafazy pierwszego podzialu mejotveznego komdrek macie-

rzystych pylku formy tetraploidalnej Trifolium repens L. (n=16, 2n=32), (:2400)

Fig. 1. Bivalents from first metaphase in P.M.C.s tetraploid form of Trifolium
repens L. (n=16, 2n=32), (>2400)

Rye. 2. Biwalenty z metafazy pierwszego podzialu mejotycznego komdrek macie-
rzystych pylku formy oktoploidalnej Trifolium repens (n=32, 2n=64), (><2400)
Fig. 2. Bivalents from first metaphase in P.M.C.’s octoploid form of Trifolium
repens (n = 32, 2n = 64), (X 2400)
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U obu form zaréwno tetraploidalnej (n = 16), jak i oktoploidalnej
(n = 32) chromosomy wystepuja w mejozie wylacznie w postaci biwa-
lentow (rys. 1, 2, 3, 5, 17, 19). Nie obserwowano ani w diakinezie, ani
w pierwsze] metafazie podzialu mejotycznego u formy tetraploidalnej
tetrawalentow, a u formy oktoploidalnej oktowalentéw. Nalezy stwier-
dzi¢, ze w stadium pierwszej metafazy podzialu mejotycznego obserwo-
wano pewne roznice w wygladzie biwalentow u obu badanych form
T. repemns (rys. 1, 2).

Obserwacje nad rozwojem pylku u formy tetra-
i oktoploidalnej

Trifolium repens
A. Topografia pylnika

Na przekroju poprzecznym w mlodym stadium rozwoju pylnika
stwierdzono cztery komory pylnikowe, ktéorych wnetrze wypelniaja ko-
morki macierzyste pylku. Przylegaja one w tym okresie §cisle do siebie,
a ich liczba na przekroju poprzecznym waha sie w granicach od 4 do 5.
W $cianie pylnika mozna bylo witedy wyrézni¢ cztery warstwy, a miano-
wicie: skorke, warstwe wloknista, warstwe zanikajgcg i wewnetrzng
warstwe wyscielajgcg — tapetum.

B. Tapetum

W stadiach premejotycznych obydwu cytotypow T. repens warstwe
tapetum tworzyly komorki jednojgdrowe.

U badanych form nie obserwowano podziatow jader w komérkach
tapetum, nie zlewaly sie one, ani tez nie zachodzilo w nich zwiekszenie
liczby chromosoméw ma drodze endomitozy.

Jadra komorek tapetum u obydwu badanych form byly diploidalne.
Na skutek wzrostu pylnika, komoérki tapetum wydluzaly sie i przyjmo-
waly ksztalt wrzecionowaty. W ich cytoplazmie poczatkowo pojawialty
sie drobne wodniczki, ktére poézniej zlewaly sie i tworzyly jedng duzg
wodniczke. W czasie dojrzewania ziarn pylku obserwowano u obu bada-
nych form postepujacy proces degeneracji komoérek warstwy tapetum.
Objawilo sie to slaba barwliwoscig jader, zanikiem blon komoérkowych
i w koncowym stadium degeneracjg komorek.

C. Mikrosporogeneza

U badanych form T. repens w obrebie jednej komory pylnikowej
wszystkie komoérki macierzyste pytku znajdowaty sie w tym samym sta-
dium podzialowym.

Komorki macierzyste pytku roznily sie bardzo wyraznie od otaczajg-
cych je komoérek warstwy tapetum. W miare wzrostu pylnika na diu-
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gosé, komorki macierzyste pylku tracily swojg uprzednig zwartos¢, za-
okraglaly sie i pojawialy sie miedzy nimi mniejsze lub wieksze prze-
stwory miedzykomérkowe. W stadium diakinezy byly one luzno ulozone
w komorach pylnikowych.

Dokladne badania podzialéw mejotycznych przeprowadzono od sta-
dium diakinezy komorek macierzystych pytku.

U T. repens ze stanowisk naturalnych, formy tetraploidalnej w sta-
dium diakinezy daje sie wyrézni¢ 16 biwalentow (rys. 3). Obserwowano
zawsze pewne stale konfiguracje pomiedzy koniugujacymi chromoso-
mami.

U sztucznych oktoploidéow stwierdzono rowniez tylko biwalenty, jed-
nakze w ilosci podwojonej, czyli w liczbie 32 par (rys. 17).

W metafazie I podzialu mejotycznego podobnie jak w diakinezie
u formy tetraploidalnej T. repens obserwowano 16, a u formy oktoploi-
dalnej 32 pary chromosomow (rys. 4, 5, 18, 19). Metafazowe plytki chro-
mosomowe lezaly najezeSciej w $rodku komorki macierzystej pylku,
wyjatkowo zepchniete byly ku jej obwodowi (rys. 4, 18). W tym stadium
po normalnej kongresji chromosomoéw, mozna bylo zawsze obserwowac
wyraznie wyksztalcone dwubiegunowe wrzeciono kariologiczne (rys.
4, 18).

Stadium anafazy I podzialu mejotycznego obu badanych form prze-
biegalo normalnie, bez jakichkolwiek zaburzen. Rozchodzenie sie chro-
mosoméw na bieguny bylo wyraZznie zsynchronizowane. Pomiedzy gru-
pami chromosoméw kierujgcymi sie na bieguny obserwowano dos¢ wy-
raznie wyksztalcony fragmoplast, ktory utrzymywat sie do okresu pow-
stania dwoch jader potomnych, po czym zanikal (rys. 6, 7, 20, 21).

W metafazie II podzialu mejotycznego obie plytki chromosomowe
i oba wrzeciona kariologiczne zaréwno u formy tetra- jak i oktoploidal-
nej T. repens ukladaly sie najczesciej rownolegle, rzadko prostopadle
w stosunku do siebie (rys. 8, 22).

W stadium anafazy II podzialu mejotycznego u obu badanych form,
podobnie jak w anafazie I podzialu mejotycznego, obserwowano réwniez
zsynchronizowane rozchodzenie sie chromosomoéw na bieguny. Rowniez
i tutaj pomiedzy rozchodzacymi sie chromosomami widoczne byly wy-
raznie wyksztalcone fragmoplasty (rys. 9, 23).

W stadium telofazy II podzialu mejotycznego komorki macierzyste
pyltku posiadaly cztery jadra. Pomiedzy nimi widoczne bylo szes¢ dobrze
widocznych fragmoplastow (rys. 10, 24). W starszych stadiach rozwoju
obserwowano w cytoplazmie komorek macierzystych szes¢ zarysowujg-
cych sie bruzd, ktéore w miare jak sie poglebialy, powodowaly powsta-
nie czterech protoplastow. Protoplasty te, poczatkowo powigzane most-
kami, pézniej jednak ulegaly rozerwaniu, co powodowalo powstanie
czterech komérek — tetrady mikrospor. Kazda z komoérek tetrady posia-
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Ryc. 3—16. Rozw6j pylku u fetraploidalnej formy Trifolium repens L. (n = 16,
2n=32)

3 — diakineza, 4 — metafaza pierwszego podzialu mejotycznego, 5 — metafaza pierwszego

podzialu mejotycznego — widoczna z gory, 6, 7 — anafaza i telofaza pierwszego podzialu

mejotycznego, § — metafaza drugiego podzialu mejotycznego, 9, 10 — anafaza i telofaza

drugiego podzialu mejotycznego, 11 — tatrada mikrospor, 12, 13 — pierwotne ziarno pylku,

14 — podzial mitotyczny w pierwotnym ziarnie pyiku, 15 — ziarno pylku z jadrem wege-

tatywnym i jadrem generatywnym w podziale (w stadium metafazy), 16 — ziarno pyiku
z jgdrem wegetatywnym i dwoma jadrami plemnikowymi (x2400)

Fig. 3—16. Development of pollen in tetraploid form of Trifolium repens L. (n=10,
2n=232)
3 — diakinesis, 4 — first metaphase in P.M.C’s., § — first metaphase in P.M.C's.,, — polar
view, 6, 7 — first anaphase and teleophase in P.M.C's,, 8 — second metaphase in P.M.C's.,
9, 10 — second anaphase and telophase in P.M.C's., 11 — formation of microspore tetrads,
12, 13 — original pollen grain, 14 — nucleus of pollen grain in metaphase stage, 15 — pollen
grain with vegetative nucleus and generative nucleus in metaphase stage, 16 — pollen grain
with vegetative nucleus and two sperm nuclel (X2400)
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Ryec. 17—30.
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dala duze jadro komoérkowe o luznej strukturze (rys. 11, 25). Wystepowat
tutaj podzial réwnoczesny, charakterystyczny dla Dicotyledones. Pow-
stale pierwotne ziarna pylku uwalnialy sie nastepnie z blony komoérek
macierzystych pytku.

D. Rozwoj pierwotnych ziarn pylku

Pierwotne ziarna pyltku poczatkowo otoczone byly pojedyncza blong
— intyna (rys. 12, 26). W dalszym ich rozwoju wyksztalcala sie druga
blona — egzyna, ktéra, przypuszczalnie powstawala przy wspotudziale
komoérek tapetum (Maheshwari 1950) (rys. 13—16, 27—30). W doj-
rzalych ziarnach pytku, w egzynie, zaréowno u formy tetraploidalnej, jak
i oktoploidalnej obserwowano siegajgce do mtyny, na ogol tylko trzy
zaglebienia — pory (rys. 16, 30).

W starszych, pierwotnych ziarnach pytku, u obu badanych form,
wyksztalcala sie centralnie umieszczona wodniczka, ktora duze o luznej
strukturze jadro, spychala ku blonie komoérkowej (rys. 13, 14, 27, 28).

Po pierwszej mitozie ziarna pytku posiadaly dwa jadra: wegetatywne
i generatywne. To ostatnie otoczone bylo cienka warstwg wilasnej cyto-
plazmy, o geSciejszej konsystencji (rys. 14, 15, 28, 29).

Po podziale mitotycznym jadra generatywnego, ziarna pylku w ba-
danym materiale byly tréjjadrowe; posiadaly jadro wegetatywne i dwa
jadra plemnikowe. Te ostatnie, podobnie jak jadro generatywne otaczatla
réwniez cienka warstwa wlasnej cytoplazmy (rys. 16, 30).

W tym stadium zachodzilo pekanie pylnikéw i wysypywanie sig
pyltku.

Rve. 17—30. Rozwdj pylku u eksperymentalnej oktoploidalnej formy Trifolium
repens (n=32, 2n=064)
17 — diakineza, 18 — metafaza pierwszego podzialu mejotyeznego, 19 — metafaza pierwszego
podzialu mejotycznego — widoczna z gory, 20, 21 — anafaza i telofaza pierwszego podzialu
mejotycznego, 22 — metafaza drugiego podzialu mejotycznego, 23, 24 — anafaza i telofaza
drugiego podzialu mejotycznego, 25 — tetrada mikrospor, 26, 27 — pierwotne ziarnko pylku,
28 — podzial mitotyczny w pierwotnym ziarnie pyiku, 29 — ziarno pylku z jadrem wege-
tatywnym i jadrem generatywnym w podziale (w stadium metafazy), 30 — ziarno pylku
z jgdrem wegetatywnym i dwoma jadrami plemnikowymi (> 2400)

Fig. 17—30. Development of pollen in experimental octoploid form of Trifolium
repens (n = 32, 2n = 64)

17 — diakinesis, 18 — first metaphase in P.M.C's,, 19 — first metaphase in P.M.C's. — polar
view, 20, 21 — first anaphase and telophase in P.M.C's, 22 — second metaphase in P.M.C's,
23, 24 — second anaphase and telophase P.M.C’s.,, 25 — formation of microspore tetrads,

26, 27 — original pcﬂlen grain, 28 — nucleus of pollen grain in metaphase stage, 29 — pollen
grain with vegetative nucleus and generative nucleus in metaphase stage, 30 — pollen grain
with vegetative nucleus and two sperm nuclei (x2400)



Rye. 31—43. Rozwoj woreczka zalgzkowego u formy tetraploidalnej Trifolium repens
L. (n=16, 2n=32) -
21 — archospor wielokomérkowy, 32 — tetrady makrospor, 33 — komorki macierzyste wo-
reczkow zalgzkowych z zanikajgcymi makrosporami od strony okienka, 34 — jednojgdrowy
woreczek =zalgzkowy, I5 — jadro woreczka zalazkowego w podziale (w stadium anafazy),
6 — dwujadrowy woreczek zalgikowy, 37 — czterojgdrowy woreczek zalgzkowy — Jadra
chalazalne w stadium telofazy, 38 — czterojadrowy woreczek zalgzkowy, 39 — woreczek
zalazkowy z dwoma jadrami oraz trzema w stadium ana- | metafazy, 40 — osmiojgdrowy
woreczek zalaikowy, 41 — mikropylarna cze$é woreczka zalgzkowego z aparatem jajowym
i jadrami biegunowymi, 42 — chalazalna cze$é¢ woreczka zalgikowego z trzema antypodami,
43 — mikropylarna cze$¢ woreczka =zalgzkowego z aparatem jajowym i wtornym jadrem
woreczka zalazkowego (*T00)

Fig. 31—43. Development of embryo sac in tetraploid form of Trifolium repens L.
(n=16, 2n=232)
51 — multicellular archespore, 32 — tetrads of megaspores, 32 — mononucleate embryo sacs,
34 — mononucleate embryo sac, 25 — nucleus of mononucleate embryo sac in anaphase
stage, 36 — binucleate embryo sae, 37 — tetranucleate embryo sac with one nucleus in telo-
phase stage, 3§ — tetranucleate embryo sac, 39 — mitosis in three nuclei, 40 — octonucleate
embryo sac, 41 — micropylar part of embryo sac with egg apparatus and polar nuclei, 42 —
chalazal part of embryo sac with antipodal cells, 43 — micropylar part of embryo sac with
egg apparatus and secondary embryoc sac nucleus (<700)
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Wymiary ziarn pylku byly nastepujace: u formy tetraploidalnej $red-
nia wielkoéé stu badanych ziarn wynosi 11,25 mikronoéw, a u formy
oktoploidalnej 15,43 mikronow.

Obserwacje nad rozwojem zalagzka u formy tetra- i oktoploidalnej
Trifolium repens

A. Topografia zalazka

Zalazek w rodzaju Trifolium jest amfitropowy, cienkoosrodkowy
o podwojnym integumencie, z ktorych wewnetrzny posiada tylko dwie
warstwy komorek.

Liczba zalazkoéw w zalazni u obu badanych form miesci si¢ w grani-
cach od 4 do 7.

Osrodek stanowi jedna warstwa komorek, ktore tworza jego epider-
me. Komoérki te we wezesnym rozwoju zalgzka byly na przekroju pod-
luznym prawie prostokatne, wypelnione cytoplazmg z wyraznie barwig-.
cym sie jadrem komorkowym. Degeneracja komorek epidermy osrodka
nastepowala od stadium osmiojgdrowego woreczka zalazkowego. W sta-
dium tym wymienione komorki ulegaly wydluzeniu, splaszczeniu, a cal-
kowita ich degeneracja zachodzila w stadium dojrzalego woreczka zalgz-
kowego

B. Archespor

Archespor zaréowno u tetra-, jak i oktoploidalnej formy T. repens
byl wielokomoérkowy (rys. 31, 44, 45). Komorki archesporu obu badanych
form, w toku zachodzacych w nich podzialéw mejotycznych, rozrastaly
sie w kierunku podluznej osi zalazka i czeSciowo weciskaly pomiedzy
komorki chalazy.

C. Makrosporogeneza

Komoérki archesporu formy tetra- i oktoploidalnej T. repens, ksztaltu
wydluzonego, z duzymi jadrami o luznej strukturze, przylegaly Scisle do
siebie (rys. 31, 44). Przeksztalcaly sie one bezposrednio w komorki ma-
cierzyste makrospor bez oddzielania komorek przykrywkowych. W cza-
sie zachodzacych w nich podzialow mejotycznych tracilty poprzednia
zwarto$é ulozenia (rys. 45). W tym czasie komorki macierzyste makro-
spor w obrebie jednego zalazka znajdowaly sie w réznych stadiach po-
dzialow mejotycznych (rys. 32, 45, 46). Mozna bylo w tym czasie obser-
wowaé¢ komorki w stadium diakinezy, metafazy pierwszego podzialu
mejotycznego, jak i w stadium diady, czy tetrady (rys. 32, 45—47). Po
pierwszym i drugim podziale mejotycznym, zachodzgcym we wszystkich
komoérkach macierzystych makrospor, obserwowano wyksztalcone tetrady
makrospor (rys. 32, 47). Tetrady te byly ulozone mniej lub bardziej linio-
wo (rys. 32, 47).



Ryc. 44—45. Rozwoéj woreczka zalazkowego u eksperymentalnej oktoploidalnej for-
my Trifolium repens (n=32, 2n==64)
44 — archespore, 45 — podzialy mejotyczne w komérkach archesporialnych, 46 — diady, 47 —
tetrady, 48 — komorki macierzyste woreczkoéw zalgzkowych z zanikajgcymi makrosporami
od strony okienka, 49 — jednojadrowy woreczek zalgzkowy, 50 — dwujadrowy woreczek za-
lgzkowy, 51 — czterojadrowy woreczek zalazkowy, 52 — o$miojadrowy woreczek zalazkowy,
53 — mikropylarna czeS¢ woreczka zalgzkowego z aparatem jajowym 1 wtornymi jadrami
biegunowymi, 54 — chalazalna czes¢ woreczka zalgzkowego z trzema antypodami, 55 — mi-
kropylarna czes¢ woreczka zalazkowego z aparatem jajowym i wtérnym jadrem woreczka
zalazkowego (X700) .
Fig. 44—55. Development of embryo sac in experimental octoploid of Trifolium
repens (n=32, 2n=64)
44 — multicellular archespore, 45 — meiotic divisions in archespore cells, 46 — dyad cells,
47 — tetrad of megaspores, 48 — mononucleate embryo sacs, 49 — mononucleate embryo
sac, 50 — binucleate embryo sae, 51 — tetranucleate embryo sac, 52 — eightnucleate embryo
sac, 53 — micropylar part of embryo sac with egg apparatus and polar nueclei, 54 — chalazal
part of embryo sac with antipodal cells, 55 — micropylar part of embryo sac with egg
apparatus and secondary embryo sac nucleus (X700)
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D. Rozwd6j woreczka zalgzkowego

W dalszym stadium zalgzka obserwowano tetrady makrospor, z kto-
rych po trzy makrospory od strony okienka ulegaly degeneracji, czwarte
natomiast makrospory chalazalne tworzyly komoérki macierzyste worecz-
kow zalgzkowych (rys. 33, 48).

W rozwoju woreczka zalgzkowego brala udzial tylko jedna makro-
spora chalazalna tetrady makrospor, lezaca najczesciej w poblizu okien-
ka, inne natomiast byly spychane w kierunku chalazy, czy tez na boki
" os$rodka, gdzie degenerowaly. Szczatki ich mozna bylo czesto obserwowaé
w postaci komorek nieco wydiluzonych o silnie pomarszczonych blonach
wzglednie w postaci ciemno barwigcej sie masy (rys. 33—35, 48—50).

Podzialy jader w woreczku zalazkowym przebiegaly sy'nchronicznie,
jednak w czeSci chalazalnej czesto ulegaly pewnemu opoéznieniu. Przed-
stawiony na rysunku 37, 39 woreczek zalazkowy wykazuje, ze jadra od
strony okienka wyprzedzajg w podzialach jadra lezace blizej chalazy.
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Ryc. 56. Wykresy érednicy jader komdrkowyveh periblemu w mikronach
1 — forma tetraploidalna T. repens L. (2n=32), 2 — oktoploid eksperymentalny T. repens
Fig. 56. Graphs of cell nuclei periblem in microns
1 — tetraploid form of T. cepens L. (2n=32) 2 — experimental octoploid of T. repens (2n=a4)

(2n=64)
Rye. 57. Wykresy $rednicy jgder komérkowych dermatogenu w mikronach
1 — forma tetraploidalna T. repens L. (2n=32), 2 — oktoploid eksperymentalny T. repens
. (Zn=64)

Fig. 57. Graphs of cell nuclei diameter in dermatogen, in microns
1 — tetraploid form of T. cepens L. (2n=32) 2 — experimental octoploid of T. repens (2n=64)
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Szczegblng uwage zwraca rozmieszezenie jader parami, pozwala to wno-
sié, ze zblizone do siebie jadra sg jadrami siostrzanymi (rys. 37—40,
51, 52).

Makrospora, ktora staje sie komorka macierzysta woreczka zalgzko-
wego dosé silnie sie wydiluza (rys. 34, 49). W réznych stadiach rozwoju
woreczka zalazkowego, obserwowano u badanych form Trifolium wo-
reczki zalgzkowe dwu-, cztero- i o$miojadrowe (rys. 35—40, 50—52).
W woreczku dwu- i czterojadrowym pomiedzy jadrami od strony okien-
ka a jadrami od strony chalazy obserwowano silnie wyksztalcong wod-
niczxe (rys. 36—38, 50—51).

Woreczek zalazkowy u obu badanych form Trifolium jest o$Smio-
jadrowy typu monosporialnego (rys. 40—43, 52—355).
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Ryc. 58. Wykresy dlugosci aparatéw szparkowych w mikronach
1 — forma tetrapoidalna T. repens L. (n=32), 2 — oktoploid eksperymentalny T. repens L.

(Zn=64)

) Fig. 58. Graphs of stomatal length, in microns
1 — tetraploid form of T. cepens L. (2n=32) 2 — experimental octoploid of T. repens (2n==64)

Ryc. 59. Wykresy srednicy ziarn pylku w mikronach
1 — forma tetraploidalna T. repens L, (2n=32), 2 — oktoploid eksperymentalny T. repens L.
(2n=:64)

Fig. 59. Graphs of pollen grain diameter, in microns
1 — tetraploid form of T. repens L. (2n=32), 2 — experimental octoploid of T. repens (2n=64)
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E. Budowa dojrzalego woreczka zalgzZkowego

Dojrzaty woreczek zalazkowy zaréwno u formy tetra-, jak i okto-
ploidalnej T. repens posiada typowa budowe, a mianowicie: aparat jajo-
wy skladajgcy sie z komorki jajowej i dwoch synergid, duze wtorne
jadro woreczka zalazkowego powstale z dwoch jader biegunowych i trzy
antypody (rys. 41—43, 53—55).

Komorka jajowa lezy bezposrednio ped okienkiem i swg rozszerzong
czeécig siega do wnetrza woreczka zalgzkowego. Wnetrze komorki jajo-
wej wypelnia ziarnista cytoplazma, w ktorej miesci sie duze jadro ko-
mérkowe o bardzo luznej strukturze. W cze$ci wydluzonej i zwezone]
w kierunku okienka wystepuje w cytoplazmie wodniczka.

Synergidy stanowig komorki dos¢ krotkie, zwezong cze$cig skiero-
wane w kierunku okienka a rozszerzonag w strone wnetrza woreczka
zalazxkowego. Jadra komorkowe synergid zajmuja w cytoplazmie gorng
czesé komorki od strony okienka, a w dolnej czesci wystepuje wodniczka
(rys. 41, 43, 53, 55).

Jadra biegunowe wystepujg mniej wiecej w jednej trzeciej woreczka
zalazkowego. Sg do$¢ duze i posiadaja zwykle luzng strukture (rys. 41,
53). Ich polaczenie sie we wtorne jadro woreczka zalgzZkowego nastepuje
dosé szybko. Wtérne jadro woreczka zalazkowego posiada bardzo luing
strukture i silnie barwiace sie dwa jaderka; przylega prawie bezposred-
nio do aparatu jajowego (rys. 43, 55).

Antypody u obu badanych form T. repens wystepuja w chalazalnej
czeSci woreczka zalazkowego w liczbie trzech komorek (rys. 42, 54).
Antypody zawieraja cytoplazme z luzno ulozonymi w niej wodniczkami.

Nalezy wyraznie podkresli¢, ze zarowno u formy tetraploidalnej, jak
i formy oktoploidalnej woreczki zalazkowe wylksztatcajg sie we wszyst-
kich zalazkach.

Analiza niektorych cech anatomicznych u formy tetra-
i oktoploidalnej T. repens

Na wykresach 56—59 zestawiono pomiary Srednic jader komoérko-
wych dermatogenu i periblemu, dlugosci aparatow szparkowych w lis-
ciach oraz pomiary $rednic ziarn pytku u formy tetraploidalnej ze sta-
nowisk naturalnych, jak i sztucznych oktoploidéw T. repens.

Analiza zestawionych na wykresach cech anatomicznych oraz po-
przednio przeprowadzone badania morfologiczne (Bijok, Goral, Go-
ral 1968) wykazuja zgodnos¢ z ogdlnie przyjetymi zasadami, co do
roznic w cechach anatomiczno-morfologicznych form poliploidalnych,
w stosunku do form wyjsciowych.
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DYSKUSJA

Celem niniejszej pracy bylo znalezienie przyczyn zmniejszonej plod-
nosci kolchiploidow Trifolium repens w poréwnaniu z materialem wyjs-
ciowym od strony badan embriologicznych.

W toku przeprowadzonych badan nad mejoza w komorkach macie-
rzystych pylku zostaly potwierdzone liczby n = 16, 2n = 32 u formy
tetraploidalnej (rys. 1) i n = 32, 2n = 64 chromosomow u formy okto-
ploidalnej T. repens. (rys. 2) (Bijok, Goéral, Goral 1968).

Zaréwno u formy tetraploidalnej T. repens z naturalnych stanowisk,
jak i u eksperymentalnej formy oktoploidalnej wystepuje charaktery-
styczne ulozenie chromosomow w podziale mejotycznym wylgeznie
w postaci biwalentéw. Nie obserwowano u formy tetraploidalnej ani
w diakinezie, ani w metafazie pierwszego podzialu mejotycznego tetra-
walentow, a u formy oktoploidalnej oktowalentow. Nalezy jednak zazna-
czy¢, ze w stadium metafazy pierwszego podzialu mejotycznego mozna
bylo zaobserwowaé pewne roznice w wygladzie biwalentéow obu form.
Stwierdzono (rys. 1, 2), ze biwalenty formy oktoploidalnej posiadaja
wyzsza liczbe chiazm i silniejszy stopien ich terminalizacji niz biwalenty
formy tetraploidalnej T. repens.

Atwood i Hill (1940) stwierdzili u formy tetraploidalne]
(2n = 32) ze stanowisk w USA i Nowej Zelandii wyjatkowo 15 biwalen-
tow i 2 uniwalenty. Levan (1942), Atwood (1944), Brewbaker,
Keim (1953) i Evans (1955) stwierdzili natomiast u formy auto-
oktoploidalnej T. repens (2n = 64) zarowno obecnos$¢ biwalentow, jak
i uniwalentéw i tetrawalentéw. Podobnie i u innych gatunkow poliploi-
dalnych z rodzaju Trifolium obserwowano w podziale mejotycznym za-
rowno bi- jak i uni- i tetrawalenty (Levan 1940, Yates, Britton
1952, Kazubowska-Mackiewicz 1964).

Badania Miuntzinga i Prakkena (1940) i Bijoka (1965a,
1965b), wykazuja jednak, ze u sztucznych autotetraploidow moga w po-
dziale mejotycznym wystepowaé¢ chromosomy wylacznie w postaci bi-
walentow.

Przebieg podzialu mejotycznego w komérkach macierzystych pytku
u badanych form byl normalny, co objawialo sie brakiem zdegenerowa-
nego pylku.. Wystepowanie zdegenerowanego pytku obserwowali u T. pra-
tense Bleier (1925), XKXazubowska-Mackiewicz (1964)
auT. ressupinatum Ferreira de Almeida (1957). Powodem tego
byly przypuszczalnie zaburzenia w podziale mejotycznym komorek ma-
cierzystych pyltku, w postaci nie zsynchronizowanego rozchodzenia sig
chromosoméw w stadium anafazy na bieguny, wzglednie jak u T. pra-
tense (Bleier 1925) wyksztalcanie sie jednobiegunowego wrzeciona
kariokinetycznego. '
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Wielokomoérkowy archespor obserwowali u T. hybridum, T. pratense
i T. repens Martin (1914), Poliakowa i Solomina (1952)
i Kazubowska-Mackiewicz (1964).

Z przeprowadzonych badan u obu form T. repens wynika, ze podzialy
mejotyczne zachodzg we wszystkich komorkach macierzystych makro-
spor. W ten sposob powstaje kilka tetrad makrospor, z ktérych tylko
jedna tetrada, majblizsza okienka, a wlasciwie makroskopra chalazalna,
rozwija sie w jeden o$miojagdrowy woreczek zalgzkowy typu monospo-
rialnego. Martin (1914) u. T. hybridum i T. repens, Poliakowa
(1952, 1956), Povilajtis i Boyes (1960) oraz Kazubowska-
-Mackiewicz (1964) opisujg wystepowanie u T. pratense tylko jed-
nej komorki macierzystej woreczka zalazkowego, a w dalszym ciggu
rowniez tylko jednego o$miojadrowego woreczka zalazkowego typu mo-
nosporialnego.

Pozostale komorki macierzyste woreczka zalgzkowego z obumierajg-
cymi trzema makrosporami od strony okienka ulegaja zepchnieciu na
$ciane osrodka, wzglednie w strone chalazalng zalgzka.

Woreczek zalgzkowy u obu badanych form posiada typows budowe,
zgodnie z badaniami innych cytowanych autoréw nad gatunkami z ro-
dzaju Trifolium.

Antypody u obu badanych form podobnie jak i u T. pratense i T. hy-
bridum (Martin 1914, Kazubowska-Mackiewicz 1964) de-
generujg bardzo weczesnie. Nalezy sadzi¢ na podstawie przeprowadzonych
obserwacji, ze antypody degenerujg w czasie dojrzewania woreczka za-
lazkowego.

Zalgznia u obu form T. repens jest jednokomorowa i zawiera od
czterech do siedmiu zalgzkow, w wiekszosci przypadkow jednak szesé
zalazkow. Nie obserwowano roznic w rozmiarach zalgzkow znajdujacych
sie w jednej zalagzni.

Nalezy stwierdzi¢, ze rozwdj woreczka zalgzkowego we wszystkich
badanych zalazkach przebiegal normalnie. Nie. obserwowano bowiem
w zadnym przypadku zalagzkéw o zdegenerowanym woreczku, wzglednie
pozbawionych zupelnie woreczkéow zalgzkowych, jak to wynika z badan
Povilajtisa i Boylesa (1959), Damischa (1963) i Kazu-
bowskiej-Mackiewicz (1964), prowadzonych u T. pratense.

W zakonczeniu nalezy stwierdzi¢, ze w trakcie omoéwionych wyzej
badan nie znaleziono zadnych zasadniczych réznic w rozwoju embriolo-
gicznym pomigdzy oktoploidami T. repens i ich formami wyjsciowymi,
ktore moglyby mie¢ decydujacy wplyw na obnizong plodno$é kolchiploi-
dow. Przyczyny te tkwig przypuszczalnie w procesie zaplodnienia i roz-
woju zarodka. Zagadnienie to jest przedmiotem prowadzonych badan
i bedzie tematem dalszej rozprawy.
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STRESZCZENIE

1. W toku niniejszej pracy potwierdzono liczby n=16, 2n=32 u formy tera-
ploidalnej (rys. 1) i n=32,.2n=64 chromosoméw u formy oktoploidalnej (rys. 2)
Trifolium repens (Bijok, Géral, Géral, 1968) na podstawie obserwacji nad
mejoza w komorkach macierzystych pylku i woreczka zalazkowego.

2. Zaréwno u formy tetraploidalnej (2n=32) T. repens z naturalnych stanowisk
pélnocnej Polski, jak i u eksperymentalnej formy oktoploidalnej (2n=64) chromo-
somy w podziale mejotycznym wystepuja wylacznie w postaci biwalentow (rys. 1,
2). Nalezy jednak zaznaczyé, ze w stadium metafazy pierwszego podzialu mejotyez-
nego biwalenty formy oktoploidalnej posiadaja wyzsza liczbe chiazm i silniejszy
stopienn terminalizacji niz biwalenty formy teraploidalnej T. repens (rys. 1, 2).

3. Warstwa tapetum u obu badanych form réznicuje sie w stadiach premejo-
tycznych komoérek macierzystych pylku. Komoérki tapetum sg jednojadrowe o ja-
drach diploidalnych.

4. Przebieg podzialu mejotycznego w komoérkach macierzystych pylku byl w obu
przypadkach normalny, dlatego nie obserwowano zdegenerowanego pylku (rys.
3—16, 17—30).

5. U obu badanych form wystepuje archespor wielokomoérkowy (rys. 31, 44).
Komoarki archesporu przechodzg w komérki macierzyste makrospor bez oddziele-
nia komorek przykrywkowych. Podzialy mejotyczne zachodza we wszystkich ko-
moérkach macierzystych makrospor (rys. 32, 33, 45—47). W ten sposob powstaje
kilka tetrad makrospor (rys. 33, 48), z ktorych tylko jedna tetrada, najblizsza
okienka, a wlasciwie jej makrospora chalazalna (rys. 34, 35, 44) rozwija sie¢ w je-
den osmiojadrowy woreczek zalgzkowy typu monosporialnego (rys. 40, 52). Wore-
czek zalgzkowy u obu form T. repens posiada budowe typowa (rys. 41—43, 55—55).

6. Zalaznia jest jednokomorowa i obejmuje od czterech do siedmiu zalgzkow,
w wiekszosci przypadkow jednak szes$é zalazkéw. Nie obserwowano roznic W roz-
miarach zalgzkow znajdujacych sie w jednej zalgzni.

7. Rozwdj woreczka zalgzkowego nastepuje normalnie we wszystkich zalgz-
kach badanych form. Nie obserwowano zalgzkoéw o zdegenerowanych, wzglednie
pozbawionych woreczkow zalazkowych.

8. W trakcie omawianych w niniejszej pracy badan nie znaleziono roznic
w rozwoju embriologicznym pomiedzy oktoploidami T. repens i ich formami wyj]-
sciowymi, a ktéore zdawalo sie moglyby mie¢ decydujacy wplyw na obnizong plod-
nos¢ kolchiploidéw. Przyczyny te tkwig prawdopodobnie w procesie zaplodnienia
i rozwoju zarodka.

Katedra Genetyki WSR
w Olsztynie
(Wplynelo dn. 12.4.1969 r.)
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SUMMARY

In the course of the present work the following chromosome numbers have
been confirmed: n=16, 2n=32 in the tetraploid form (Fig. 1) and n=32, 2n=64
chromosomes in the octoploid form (Fig. 2) of Trifolium repens (Bijok, Géral,
Goral, 1968) during observations of meiosis in monther pollen cells and em-
bryo sac.

Only bivalent chromosomes (Fig. 1 and 2) occurred in the meiotic division both
in the tetraploid form (2n=32) of T. repens of natural sites of northern Poland and
in the experimental octoploid form. It should be stressed,” however, that at the
metaphase stage of the first meiotic division the bivalents of the octoploid form
have a higher number of chiasmata and a more pronounced degree of terminaliza-
tion than the bivalents of the tetraploid form of T. repens (Figs. 1 and 2).

The tapetal layer both of the tetra- and octoploid forms develops in the pre-
meiotic stages of mother pollen cells. The tapetum cells are uninucleate; their nuclei
are diploid.

The course of the meiotic division in the mother pollen cells of the studied
forms was normal, so that no degenerate pollen could be seen (Figs. 3—16 and
17—30).

A multicellular archespore (Figs. 31 and 44) occurs in the forms under study.
Archespore cells pass into macrospore mother cells without a separation of cover-
ing cells. Meiotic divisions take place in all macrospore mother cells (Figs. 32, 33
and 45—47). In this way there develop a few macrospore tetrads (Figs 33—48) of
which only one, the nearest to the micropyle, or to be more exact its chalazal
macrospore (Figs. 34, 35 and 49) develops into one octonucleate embryo sac of the
monosporial type (Figs. 40 and 52).

The embryo sac of the two forms of T. repens shows a typical structure (Figs
41—43, and 53—55).

The ovary of the studied forms of T. repens is monocellular and it contains
from four to seven embryos; in most cases there are six embryos. No differences
have been observed in the size of the embryos found in one ovary.

The embryo sac of the two forms of T. repens shows a typical structure. No
embryos have been found with degenerate embryo sacs or devoid of embryo sacs.

In the course of the present studies no differences have been found in the
embryonal development between the octoploids of T. repens and their initial forms;
the differences could have had a decisive effect upon the lower reproductive ability
to reproduce among colchiploids. The reasons should be probably sought for in the
process of fertilization and of embryo development. This problem is under study
and will be presented in a future publication.
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