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Embriological studies on di- and tetraploid forms of Trifolium hybridum L.
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WSTEP

Prace nad poliploidyzacjg Trifolium hybridum L. zapoczatkowala
w Polsce L.aczynska-Hulewicz (1957), poddajgc dzialaniu kol-
chicyny populacje uprawne tego gatunku w woj. poznanskim. Wyhodo-
wana ta droga tetraploidalna koniczyna T. hybridum wykazywala sie
licznymi cennymi wlaéciwosciami. Glowng jej zaleta byla stwierdzona
przez Mackiewicza (1958, 1963, 1965) wieksza bujnosé roslin -
i zwiazane z tym wyzsze plony zielonej i suchej masy w stosunku
diploidalnych form wyjsciowych. Podobnie jak u wigkszosci sztucznych
poliploidéw, zdwojenie liczby chromosoméw u T. hybridum spowodowato
obnizenie wspétczynnika rozmnazania. Wedlug badan Mackiewicza
(1958, 1963, 1965) oraz Bijoka, Goéralowej, Gérala (1969)
tetraploidalne ro$liny tego gatunku posiadajg mniejszg liczbe kwiato-
stanoéw i kwiatéw w glowce, a strgki zawieraja mniej nasion niz rosliny
wyjsciowe — diploidalne.

Stwierdzono ponadto, ze tetraploidy majg wiekszy procent nasion nie-
dorozwinietych oraz wyzszy ciezar 1000 nasion. Wszystko to sklada sie
w sumie na niski wspélczynnik rozmnazania u poliploidow T. hybridum.

Julén (cyt. Hulewiczowa 1957) i Hulewiczowa (1957)
stwierdzili na podstawie dlugoletnich badan poliploidow T. pratense, ze
w hodowli koniczyn o zdwojonej liczbie chromosoméw, podstawowym
warunkiem powodzenia jest mozliwie szeroka baza genetyczna materialu
wyijsciowego. W dalszej hodowli poliploidalnych odmian bardzo dobre
efekty daje masowe krzyzowanie rodéw i odmian réznego pochodzenia.
Cytowani autorzy wykazali istnienie prostej wspoélzaleznosci pomiedzy
roznorodnoscia materialu uzytego do krzyzowania, a wysokoscig plonow
uzyskanych z potomstwa i wyprowadzonych z niego odmian. Doda¢ przy
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tym nalezy, ze poprawa plonéw odnosi sie zaréwno do zielonej masy,
jak i do nasion. -

Podobne spostrzezenia poczynit Mackiewicz (1958, 1963, 1965),
ktory stwierdzil, ze wéréd badanych przezen tetraploidow istnialo wyso-
kie zroznicowanie pod wzgledem poszczegdlnych cech. Zdaniem autora,
nawet wsérod niewielkiego materialu hodowlanego mozna bylo poprawic
plony nasion drogg selekcji.

Znaczng roznorodno$é cech u poliploidow T. hybridum wyhodowa-
nych z ekotypow pochodzacych z woj. olsztynskiego wykazali rowniez
Bijok, Géralowa, Goral (1969). Materialy te, w pordéwnaniu
z tetraploidami wyhodowanymi przez Laczynska-Hulewicz,
mialy wprawdzie nizsze plony zielonej masy, ale przewyzszaly je plod-
noscig nasion. Z tych wzgledow mogg one stanowi¢ cenny material
w krzyzowkowej hodowli poliploidalnych odmian T. hybridum.

Praca niniejsza jest czesSciag badan nad tymi materialami roslinnymi
majgca na celu znalezienie przyczyn zmniejszonej plodnosci u poliploi-
déw T. hybridum w odniesieniu do materialu wyjsciowego T. hybridum
ze stanowisk naturalnych.

MATERIAL I METODY BADAN

- Materialem do badan embriologicznych byly ekotypy T. hybridum
ze stanowisk naturalnych okolic Olsztyna (Bartag, Barczewko, Wadag)
oraz ich eksperymentalne poliploidy uzyskane na drodze dzialania roz-
tworem kolchicyny.

Paczki kwiatowe i kwiaty zostaly zebrane w 1967 r. z poletek do-
swiadczalnych Katedry Genetyki WSR w Olsztynie.

Material utrwalono wedlug Nawaszyna, zatopiono w parafinie przy
52°C i pokrojono na mikrotomie na skrawki o grubosci 15 mikronow.
Preparaty barwiono fioletem gencjanowym i réznicowano je roztworem
fenolu w ksylenie (1 : 3).

Rysunki zostaly wykonane aparatem Zeissa spod mikroskopu NfpK
przy uzyciu obiektywéw 90X i 40X w polgczeniu z okularem K 20X
i 12X Zeisa. Powigkszenia rysunkéw podano przy odnoénych figurach.

WYNIKI

Liczby chromosoméw

Liczby chromosoméw u obu form badano w diakinezie, metafazie
pierwszego podzialu mejotycznego i w metafazie drugiego podzialu me-
jotycznego komorek macierzystych pylku, oraz w diakinezie i metafazie
pierwszego podzialu mejotycznego komoérek macierzystych makrospor.
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W badaniach tych ustalono dla formy diploidalnej n=8 (rys. 1), a dla
formy tetraploidalnej n=16 (rys. 2) chromosoméw. Obserwacje te po-
twierdzily ustalone poprzednio dla tych form liczby 2n=16 i 2n=32
chromosoméw (Bijok, Goralowa, Géral 1969).

Zarowno u formy di-, jak i tetraploidalnej, chromosomy w mejozie
wystepowaly zawsze w postaci biwalentéw. W zadnym przypadku nie
obserwowano u formy tetraploidalnej tetrawalentéw. Stwierdzono, ze
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Rys. 1. Biwalenty z metafazy pierwszego podzialu mejotycznego komérek macie-

rzystych pylku formy diploidalnej Trifolium hybridum L. (n=8, 2n=16) (X2400)

Fig. 1. Bivalents from first metaphase in P.M.C’s. diploid form Trifolium hybridum
L. (n=8, 2n=16) (X2400)

Rys. 2. Biwalenty z metafazy pierwszego podzialu mejotycznego komérek macie-
rzystych pylku formy fetraploidalnej Trifolium hybridum (n=16, 2n=32) (<2400)

Fig. 2. Bivalents from first metaphase in P.M.C’s. tetraploid form Trifolium hybri-
dum (n=16, 2n=232) (>{2400)

biwalenty obu form roznily sie w budowie morfologicznej; biwalenty
formy tetraploidalnej posiadaly wieksza liczbe chiazm i silniejszy sto-
pien terminalizacji niz biwalenty formy wyjsciowej — diploidalnej.

Obserwacje nad rozwojem pylku |

A. Topografia pylnika

W mlodym stadium rozwoju pylniki u obu badanych form posia-
daty cztery komory pylnikowe, w ktérych wystepowaty scisle do siebie
przylegajace komorki macierzyste pylku. Ich liczba na przekroju po-
przecznym wynosita od trzech do czterech komoérek. W tym stadium
rozwoju, podobnie jak u wielu innych roslin, w $cianie pylnika mozna
bylo wyrézni¢: skoérke, warstwe wldknista, warstwe zanikajaca i war-
stwe tapetum.
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B. Tapetum

Warstwa tapetum obu form T. hybridum réznicowala sie w stadiach
premejotycznych komoérek macierzystych pyltku. Komoérki tapetum w tym
stadium, na przekroju podiluznym pylnika byly ksztaltu prawie kwa-
dratowego, wypelnione cytoplazma, w ktérej wyraznie widoczne byly
jadra komoérkowe. Nie obserwowano w zadnym przypadku podzialéw
jader w komoérkach tapetum, jak réwniez ich zlewania sie, czy zwiek-
szania liczby chromosoméw na drodze endomitozy. Mozna z tego wnio-
skowaé, ze jadra komoérek tapetum u formy diploidalnej posiadaia
2n=16, a u formy tetraploidalnej 2n=32 chromosomoéw.

W okresie dojrzewania ziarn pylku, obserwowano proces degene-
racji komérek tapetum. Objawialo sie to zanikiem jadra, blon komor-
kowych i pojawieniem sie wodniczek w cytoplazmie.

C. Podzial mejotyczny komoérek macierzystych pytku

W komorach pylnikowych, tak u formy di-, jak i tetraploidalnej
T. hybridum, komoérki macierzyste pytku wystepowaly zawsze w tym
samym stadium podzialowym. Poczagtkowo przylegaly one Scisle do sie-
bie, jednak w miare wzrostu pylnika ma dlugosé, zaokraglaly sie, co
powodowalo powstawanie miedzy nimi przestworéw miedzykomorko-
wych. W stadium diakinezy byly widoczne jako pojedyncze komorki,
luzno lezgce w komorach pylnikowych.

Badania podzialéw mejotycznych przeprowadzono od diakinezy w
komoérkach macierzystych pytku. W stadium diakinezy u diploidalnej
formy T. hybridum z stanowisk naturalnych, obserwowano wyksztalca-
nie sie zawsze oSmiu biwalentéw (rys. 3). U sztucznych tetraploidéw
T. hybridum wystepowaly roéwniez, podobnie, jak u formy diploidalnej
biwalenty, jednak w liczbie podwojonej, czyli w ilosci szesnastu par
(rys. 16). Zaréwno u formy diploidalnej, jak i tetraploidalnej, koniugu-
jace chromosomy w tym stadium przyjmowaly pewne stale konfigu-
racje.

W metafazie pierwszego podzialu mejotycznego, tak jak i w diakine-
zie, u obu form wystepowaly te same liczby biwalentow n=8 i n=16
(rys. 1, 2, 4, 5, 17, 18). Plytki chromosowe w tym stadium lezaly w
$rodku komorki macierzystej pylku, badz w rzadkich przypadkach byly
zepchniete w strone ich obwodu (rys. 4, 5, 17, 18). Po normalnej kon-
gresji chromosoméw, po obu stronach plytki chromosowej obserwowa-
no wyraznie wyksztalcone wrzeciona kariokinetyczne (rys. 4, 17).

. W stadium anafazy pierwszego podzialu mejotycznego rozchodzenie
si¢ chromosoméw na bieguny bylo zsynchronizowane i przebiegalo bez
jakichkolwiek zaburzen (rys. 6, 19). Pomiedzy rozchodzacymi sie na
bieguny chromosomami wystepowal normalnie wyksztalcony fragmo-



Di- i tetraploidalne formy Trifolium hybridum 283

Rys. 3—15. Rozwoj pylku u diploidalnej formy Trifolium hybridum L. (n=8,
2n=16); 3 — diakineza, 4 — metafaza pierwszego podzialu mejotycznego, 5 — me-
tafaza pierwszego podzialu mejotycznego — widoczna z gdry, 6, 7 — anafaza i telo-
faza pierwszego podzialu mejotycznego, 8§ — metafaza drugiego podzialu mejotycz-
nego, 9, 10 — anafaza i telofaza drugiego podzialu mejotycznego, 11 — tetrada mi-
krospor, 12, 13 — pierwotne ziarno pyltku, 14 — ziarno pylku z jadrem wegetatyw-
nym i generatywnym, 15 — ziarno pylku z jadrem wegetatywnym i dwoma jgdrami
plemnikowymi (2<1200)

Fig. 3—15. Development of pollen in diploid form of Trifolium hybridum L.

(n=8, 2n=16); 3 — diakinesis, 4 — first metaphase in P.M.C’s,, 5 — first meta-

phase in P.M.C’s. — polar view, 6, 7 — first anaphase and felophase 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 — pollen grain with vegetative and generative nucleus, 15 — pollen grain
with vegetative and two sperm nuclei (3<1200)

plast (rys. 6, 19), ktory zanikal po powstaniu dwoéch jader potomnych
(rys. 7, 20).

W stadium metafazy drugiego podzialu mejotycznego, oba wrzecio-
na kariokinetyczne i obie plytki metafazowe ukladaly sie prostopadle,
wzglednie rownolegle do siebie (rys. 8, 21).

W stadium anafazy drugiego podzialu mejotycznego, podobnie jak
w stadium anafazy pierwszego podzialu mejotycznego, chromosomy roz-
chodzily sie réwniez zsynchronizowane na bieguny (rys. 9, 22). Podob-
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Rys. 16—28. Rozwdj pylku u tetraploidalnej formy Trifolium hybridum (n=185,
2n=32); 16 — diakineza, 17 — metafaza pierwszego podzialu mejotycznego, 18 —
metafaza pierwszego podzialu mejotycznego — widoczna z géry, 19, 20 — anafaza
i telofaza pierwszego podzialu mejotycznego, 21 — metafaza drugiego podzialu mejo-
tycznego, 22, 23 — anafaza i telofaza drugiego podzialu mejotycznego, 24 — tetrada
mikrospor, 25, 26 — pierwotne ziarno pylku, 27 — =ziarno pylku z jadrem wege-
tatywnym i generatywnym, 28 — ziarno pylku z jadrem wegetatywnym i dwoma
jadrami plemnikowymi (<1200)

Fig. 16—28. Development of pollen in tetraploid form of Trifolium hybridum
(n=16, 2n=32); 16 — diakinesis, 17 — first metaphase in P.M.C’s, 18 — first

metaphase in P.M.C's. — polar view, 19, 20 — first anaphase and telophase in
P.M.C’s., 21 — second metaphase in P.M.C’s., 22, 23 — second anaphase and telo-
phase-.in P.M.C’s., 24 — formation of microspore tetrads, 25, 26 — original pollen

grain, 27 — pollen grain with wegetative and generative nucleus, 28 — pollen grain
with wegetative and two sperm nuclei (X1200)
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nie i w tym stadium wyksztalcaly sie wyrazne fragmoplasty (rys. 9, 22)
pomiedzy rozchodzacymi sie na bieguny chromosomami.

W stadium telofazy drugiego podzialu mejotycznego, wystepowaly u
obu form, w kazdej komoérce macierzystej pylku cztery jadra, a pomie-
dzy nimi sze$¢ fragmoplastow (rys. 10, 23).

Wyksztalcanie sie tetrady mikrospor zachodzilo u obu form wedlug
podzialu réwnoczesnego (rys. 10, 11, 23, 24), ktory to podzial uwazany
jest za charakterystyczny dla Dicotyledones (Tahara 1915, 1921; Faar
1918; Schurhoff 1923; Castetter 1925; Bijok 1965; Adamkiewicz* 1966;
Mijck, Goral, Goral 1970).

D. Rozwdj ziarn pylku

Pierwotne ziarna pylku bezposrednio po podziale komérki macie-
rzystej pylku otoczone byly pojedyncza btong — intyng (rys. 12, 25).
Egzyna wyksztalcala sie w dalszych stadiach ich rozwoju, w ktérej wi-
doczne byly siegajace do intyny trzy zaglebienia — pory (rys. 13—15,
26—28).

W miodych ziarnach pylku obserwowano duze, o luZnej strukturze
jadro komoérkowe, zepchniete w kierunku blony komérkowej przez cen-
tralnie umieszczng wodniczke (rys. 13, 26). W starszym stadium roz-
woju, w ziarnach pylku wystepowaly dwa jadra: wieksze, o luZnej
strukturze — wegetatywne, i mniejsze, o strukturze silnie zwartej —
generatywne (rys. 14, 27). To ostatnie bylo otoczone cienkg warstwa
ziarnistej cytoplazmy (rys. 14, 27).

Dojrzale ziarna pylku posiadaly trzy jadra, a mianowicie: wegeta-
tywne i dwa plemnikowe (rys. 15, 28). Jadra plemnikowe, podobnie jak
jadro generatywne, otoczone byly cienka warstwa wlasnej cytoplazmy
(rys. 15, 28).

W tym czasie nastgpowalo pekanie pylnikow i wysypywanie sie pytku.

Wielkos¢ ziarn pylku u obu form T. hybridum byla rozna, a miano-
wicie: $rednia wielko$¢ 100 badanych ziarn pytku u diploidalnej formy
wynosito 13,67 mikronéw, zas u formy tetraploidalnej 17,80 mikronéw.

Obserwacje nad rozwojem zalgzka
A. Topografia zalgzka

Zalgzek u badanych form T. hybridum, podobnie jak u innych ga-
tunkow tego rodzaju, byl amfitropowy, cienkoosrodkowy o podwéjnym
integumencie. Z przeprowadzonych obserwacji wynika, ze integument
wewnetrzny posiadal tylko dwie warstwy komérek.

W jednokomorowej zalgzni obserwowano wystepowanie dwoch wy-
" jatkowo trzech zalgzkéw, przy czym nie stwierdzono réznicy w wiel-
kosci pomiedzy zalgzkami jednej zalgzni.
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Rys. 29—38. Rozwod] woreczka zalazkowego u formy diploidalnej Trifolium hybri-
dum L. (n=8, 2n=16); 29 — archespor dwukomodrkowy, 30 — podzialy mejotyczne
w komérkach archesporialnych, 31 — tetrady makrospor, 32 — komoérki macie-
rzyste woreczka zalazkowego z zanikajgcymi makrosporami od strony okienka, 33 —
dwujadrowy woreczek zalazkowy, 34 — czterojadrowy woreczek zalazkowy, 35 —
oSmiojadrowy woreczek zalazkowy, 36 — mikropylarna cze§é woreczka zalazko-
wego z aparatem jajowymi i jadrami biegunowymi, 37 — chalazalna cze$é¢ woreczka
zalazkowego z trzema antypodami, 38 — mikropylarna cze$é woreczka zalgzkowego
z aparatem jajowym i wtérnym jadrem woreczka zalgzkowego (<560)
Figs. 29—38. Development of embryo sac in diploid form of Trifolium hybridum L.
(n=8, 2n=16); 29 — bicellular archespore, 30 — meiotic division in archespore cells,
31 — tetrads of megaspores, 32 — mononucleate embryo sacs, 33 — binucleate em-
bryo sac, 3¢ — fournucleate embryo sac, 35 — eightnucleate embryo sac, 36 — mi-
cropylar part of embryo sac with egg apparatus and polar nuclei, 37 — chalazal
part of embryo sac with antipodal cells, 38 — micropylar part of embryo sac with
egg aparatus and secondary embryo sac nucleus (<560)

U badanych form, osrodek wystepowal w postaci jednej warstwy
komorek, ktore ulegaly degeneracji od stadium oSmiojadrowego wo-
reczka zalazkowego.

B. Archespor

Archespor u obu form T. hybridum byl dwukomérkowy (rys. 29, 39).
Komoérki archesporu, w miare jak zachodzily w nich podzialy mejo-
tyczne, rozrastaly sie w kierunku podluznej osi zalazka, i wciskaly sie
stopniowo miedzy komorki chalazy (rys. 29—32, 39—42).

C. Rozwéj woreczka zalgzkowego

Komorki archesporu obu cytotypéw T. hybridum przeksztalcaly sie
wprost w komorki macierzyste makrospor. Nie obserwowano oddziela-
nia sie komérek przykrywkowych.

Komorki macierzyste makrospor w jednym zalgzku, wystepowaly w
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Rys. 39—48. Rozwdj woreczka zalazkowego u formy tetraploidalnej Trifolium hy-
bridum (n=16, 2n=32); 39 — archespor dwukomérkowy, 40 — podzialy mejotyczne
w komérkach archesporialnych, 41 — tetrady makrospor, 42 — komorki macie-
rzyste woreczka zalgzkowego z zanikajgcymi makrosporami od- strony okienka,
43 — dwujadrowy woreczek zalgikowy, 44 — czterojadrowy woreczek zalazkowy,
45 — oémiojadrowy woreczek zalgzkowy, 46 — mikropylarna cze$¢ woreczka za-
lazkowego z aparatem jajowym i jadrami biegunowymi, 47 — chalazalna czesé
woreczka zalgzkowego z trzema antypodami, 48 — mikropylarna czes¢ woreczka
zalazkowego z aparatem jajowym i wiérnym jadrem woreczka zalazkowego (*525)
Figs. 39—48. Development of embryo sac in tetraploid form of Trifolium hybridum
(n=16, 2n=32); 39 — bicellular archespore, 40 — meiotie divisions in archespore,
41 — tetrads of megaspores, 42 — mononucleate embryo sacs, 43 — binucleate
embryo sac, 44 — fournucleate embryo sac, 45 — eightnucleate embryo sac, 46 —
micropylar part of embryo sac with egg apparatus and polar nuclei, 47 — chalazal
part of embryo sac with antipodal cells, 48 — micropylar part of embryo sac with
egg apparatus and secondary nucleus (<525)

roznych, wzglednie w tych samych stadiach podzialowych (rys. 30, 40).
Podzialy mejotyczne zachodzily w obydwu komoérkach macierzystych
makrospor (rys. 30, 40). W starszych stadiach rozwojowych zalgzka, ob-
serwowano w zalgzkach tetrady makrospor (31, 40), wzglednie dwie ko-
moérki macierzyste woreczka zalgzkowego z zanikajacymi trzema ma-
krosporami od strony okienka (rys. 32, 42). W rozwoju woreczka zalgz-
kowego brala udzial chalazalna makrospora, najblizsza okienka (rys. 32,
33, 42, 43), druga natomiast ulegala zepchnieciu w kierunku chalazal-
nym zalgzka, gdzie degenerowala (rys. 43).

W dalszym rozwoju woreczka zalazkowego, obserwowano woreczki
zalgzkowe dwu-, catero-, i o$miojadrowe (rys. 33—35, 43—45). W wo-
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reczku dwu- i czterojgdrowym, pomiedzy jadrami od strony okienka
i jadrami od strony chalazy wystepowala dos¢ silnie wyksztalcona wod-
niczka (rys. 33, 34, 43, 44).

7 przeprowadzonych obserwacji wynika, ze woreczek zalgzkowy u
obu badanych form T. hybridum byl o$miojadrowy typu monosporialne-
go (rys. 35, 45). ’

Wyksztalcony i dojrzaly woreczek zalazkowy zaréwno u formy dip-
loidalnej, jak i formy tetraploidalnej T. hybridum posiadal typows bu-
dowe (rys. 36—38, 46—48). Wystepowal w nim aparat jajowy skladaja-
cy sie z komoérki jajowej i dwoch synergid, duze, o luznej strukturze
wtorne jadro woreczka zala:'zkowego, powstale z dwoch jader biegunc-
wych i antypody w liczbie trzech komoérek (rys. 36—38, 46—48).

U obu badanych form T. hybridum, co nalezy wyraZnie podkresli¢,
woreczki zalagzkowe wyksztalcaly sie we wszystkich zalazkach. Nie ob- .
serwowano zalazkoéw ze zdegenerowanymi, wzglednie z niecalkowicie roz-
winietymi woreczkami zalgzkowymi.
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Rys. 49. Wykresy érednic jader komorkowych dermatogenu w mikronach
1 — forma diploidalna Trifolium hybridum L. (2n=16); 2 — forma tetraploidalna Trifolium
hybridum (Zn=32)
Fig. 49. Graphs of cells nuclei dermatogen in microns
diploid form of Trifolium hybridum L. (2n=16); 2 — tetraploid form of Trifolium
hybridum (2n=32)
Rys. 50. Wykresy $rednicy jgder komoérkowych periblemu w mikronach
1 — forma diploidalna Trifolium hybridum L. (2n=16); 2 — forma tetraploidalna Trifolium
hybridum (2n=32)
Fig. 50. Graphs of cell nuclei periblem in microns ]
1 — diploid form of Trifolium hybridum L. (2n=16); 2 — tetraploid form of Trifolium
hybridum (2n=132)
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Rys. 51. Wykresy diugosci aparatow szparkowych w mikronach
1 — forma diploidalna Trifolium hybridum L. (2n=16); 2 — forma tetraploidalna Trifolium
hybridum (2n=32)
Fig. 51. Graphs of the stomata length in microns
1 — diploid form of Trifolium hybridum L. (2n=16); 2 — tetraploid form of Trifolium
hybridum (2n=32)
Rys. 52. Wykresy srednic ziarn pylku w mikronach
1 — forma diploidalna Trifolium hybridum L. (2n=16); 2 — forma tetraploidalna Trifolium
hybridum (Zn=32)
Fig. 52. Graphs of pollen grain diameter in microns
1 — diploid form of Trifolium hybridum L. (2n=16); 2 — tetraploid form of Trifolium
hybridum (2n=232)

Analiza pewnych cech anatomicznych formy di- i tetraploidalnej
T. hybridum

Wykresy 49—52 przedstawiajg pomiary $rednic jader komoérkowych
dermatogenu i peryblemu, dtugo$¢ komérek aparatéw szparkowych w
lisciach oraz pomiary $rednic ziarn pytku tak u formy diploidalnej z sta-
nowisk naturalnych, jak i sztucznych tetraploidéw T. hybridum. Analiza
wymienionych cech anatomicznych, w poréwnaniu z badaniami morfo-
logicznymi obu form (Bijok, Goéral, Goéral 1969) wykazal, ze sa
one calkowicie zgodne z ogélnie przyjetymi zasadami odnosnie roéznic
w cechach antomiczno-morfologicznych u form poliploidalnych w odnie-
sieniu do ich form wyjsciowych.

OMOWIENIE WYNIKOW

Celem niniejszej pracy bylo blizsze poznanie stosunkéw cytologiczno-
-embriologicznych u form di- i tetraploidalnych T. hybridum oraz ewen-
tualne znalezienie przyczyn obnizonej plodno$ci u poliploidéw.
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Przeprowadzone obserwacje wykazaly, ze ustalone liczby chromoso-
moéow dla formy diploidalnej 2n=16 i tetraploidu eksperymentalnego
2n=32 (Bijok, Goéral, Goral 1969) sa zgodne z liczbami n=3
i n=16, obserwowanymi w podziale mejotycznym komérek macierzystych
pytku i makrospor (rys. 1, 2).

W toku badan, stwierdzono, ze chromosomy obu badanych form, za-
rowno w diakinezie, jak i w metafazie pierwszego podzialu mejotycz-
nego koniugowaly z soba wylacznie w postaci biwalentow (rys. 1, 2, 3—35,
16—18). Nie stwierdzono w zadnym przypadku wystepowania uniwa-
lentéw, czy tez tetrawalentéw. Szczegélowe badania biwalentow wy-
kazaly, ze u tetraploida eksperymentalnego (2n=32) biwalenty posia-
daly wiekszg liczbe chiazm i silniejszy stopien terminalizacji niz bi-
walenty formy wyjsciowej (2n=18).

Atwood, Hill (1940) u tetraploidéw T. repens ze stanowisk na-
turalnych w USA i Nowej Zelandii obserwowali w podziale mejotycz-
nym pietnascie biwalentéw i wyjatkowo dwa uniwalenty. Levan
(1942), Atwood (1944), Brewbaker, Keim (1953) i Evans
(1955) u eksperymentalnej autotetraploidalnej formy T. repens, w sta-
dium metafazy pierwszego podzialu mejotycznego, stwierdzili wystepo-
wanie poza biwalentami, rowniez uniwalentéw i tetrawalenty. Do po-
dobnych wynikéw doszli u innych eksperymentalnych form z rodzaju
Trifolium (Levan 1940), Yates, Britton (1952) i Kazubow-
ska-Mackiewicz (1964).

Prace Mintzinga i Prakkena (1940) nad gatunkami z ro-
dzaju Phleum, Bijoka (1965, 1965) nad diploidalnym Chrysanthe-
mum subcorymbosum i tetraploidalnym Ch. corymbosum ze stanowisk
naturalnych w Polsce oraz eksperymentalnym autotetraploidalnym Ch.
subcorymbosum wykazaly, ze w podziale mejotycznym u tych gatun-
kéw wystepuja jedynie biwalenty, podobnie jak to stwierdzono u eks-
perymentalnych autotetraploidalnych form T. hybridum.

Badania Bijoka, Géralowej i Gérala (1970) nad mejoza u
roslin poliploidalnych z naturalnych stanowisk poéinocnej Polski i u eks-
perymentalnych oktoploidéw T. repens, wykazaly rowniez koniugacje
chromosomoéw w postaci biwalentow.

Podzialy mejotyczne u obu form (rys. 3—15, 16—28) mialy przebieg
normalny i dlatego nie obserwowano u nich zdegenerowanego pylku.
Stwierdzono to réwniez u tetraploidéw i oktoploidow T. repens (Bijok,
Goral, Goéral 1970). Wystepowanie zdegenerowanego pyltku spo-
wodowane jest najczedciej zaburzeniami w czasie podzialu mejotycz-
nego komorek macierzystych pylku. Objawia sie to w niezsynchronizo-
wanym rozchodzeniu sie chromosoméw na bieguny (Kazubowska-
-Mackiewicz 1964), lub jak to obserwowal Bleier (1925) u T. pra-
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tense, przez tworzenie si¢ nienormalnego, jednobiegunowego wrzecio-
na karickinetycznege. Zdegenerowany pylek w komorach pylnikowych
zaobhserwowali Bleier (1925), Kazubowska-Mackiewicz
(1964) u T. pratense, a Ferreira de Almeida (1957) u T. resupi-
natum.

U T. hybridum z terenéw poéinocnej Polski i jej formy autotetraploi-
dalnej stwierdzono archespor dwukomoérkowy (rys. 29, 30, 39, 40). Na-
tomiast u T. kybridum, T. pratense i T. repens szereg autoréw (M ar-
tin 1914; Poliakowa i Solomina 1952; Kozubowska-Mac-
kiewicz 1964; Bijok, Goral, Goral 1970) obserwowalo wyste-
powanie archesporu wielokomorkowego.

Z przeprcwadzonych badan u poliploidalnych form T. repens (B i-
jok, Géral, Géral 1970) wynika, ze podzialy mejotyczne przebie-
galy normalnie we wszystkich komorkach macierzystych makrospor.
Z powstalych ta droga dwoch tetrad makrospor, z najblizszej tetrady
okienka, makrospora chalazalna dawala poczatek jednemu, o$miojadro-
wemu woreczkowi zalgzkowemu typu monosporialnego. Pozostale nato-
miast cbumieraly. Stwierdzono to rowniez u badanych form T. hybridum
(rys. 29—48).

U T. hybridum, T. repens i T. pratense Martin (1914), Poliako-
wa (1952, 1956), Povilajtis i Boyes (1960) oraz Kazubow-
ska-Mackiewicz (1964) stwierdzili wyksztalcanie sie tylko jednej
komorki macierzystej woreczka zalgzkowego i z dalszego jej rozwoju,
jednego osmiojgdrowego woreczka zalgzkowego, typu monosporialnego.

Woreczek zalazkowy, u badanych form posiadal typowa budowe (rys.
35—38, 45—48).

Antypody u T. pratense i T. hybridum (Martin 1914; Kazubo w-
ska-Mackiewicz 1964) obumierajag wczesnie. Z przeprowadzonycin
obserwacji u obu form T. hybridum wyniklo, ze antypody degenerujs
w okresie dojrzewania woreczka zalazkowego. W okresie, kiedy obser-
wowano w woreczku zalgzkowym typowy aparat jajowy 1 wtérne jadro
woreczka zalgzkowego, antypody byly trudne do zaobserwowania. Po-
twierdzily to rowniez obserwacje przeprowadzone u form poliploidal-
nych T. repens (Bijok, Goral, Goral 1970).

Zalgznia u badanych form T. hybridum byla jednokomorowa, wielo-
zalazkowa, co potwierdzaja réwniez prace Kazubowskiej-Mac-
kiewicz (1964), u T. pratense i Bijoka, Géraloweji Gérala
(1970) v T. repens. Zalazki w zalgzni byly wszystkie jednakowych roz-
miaréw, podobnie, jak to stwierdzono u T. repens (Bijok, Géral,
Goral 1970). Kazubowska-Mackiewicz (1964) stwierdzila
jednak u T. pratense pewne zréznicowanie w rozmiarach pomiedzy za-
lazkami zajmujacymi miejsce $rodkowe i koncowe w komorze zalgzni,
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co jest powodem powstawania u koniczyny czerwonej jednonasiennych
stragkow.

Na podstawie przeprowadzonych obserwacji stwierdzono, ze rozwoj
woreczka zalgzkowego mial u obu badanych form przebieg normalny we
wszystkich zalazkach. To samo stwierdzono u T. repens (Bijok, Go-
ral, Go6ral 1970). Povilajtis i Boyles (1959), Damisch
(1963) i Kazubowska-Mackiewicz (1964) wykazali natomiast,
ze u T. pratense wystepowaly zalgzki ze zdegenerowanymi woreczkami
zalgzkowymi lub nawet ich pozbawione.

Na zakonezenie omawiania wynikéw niniejszej pracy nalezy podkres-
li¢, ze z przeprowadzonych obserwacji u T. hybridum, podobnie jak to
rowniez stwierdzno u poliploidalnych form T. repens (Bijok, Goéral,
Goral 1970), nie wynika, aby w rozwoju embriologicznym zaistnialy
przyczyny, ktore moglyby wplyna¢ na obnizong plodnos¢ kolchiploidow.
Przyczyny tego zjawiska prawdopodobnie mogg tkwi¢ (Bijok, Goral,
Géral 1970) w procesie zaplodnienia i rozwoju zarodka. Zagadnienie
to jest przedmiotem dalszych badan.

STRESZCZENIE

W toku przeprowadzonych badan, potwierdzono liczby chromosoméw n=3g
(rys. 1) u rodlin dipleidalnych T. hybridum ze stanowisk naturalnych pdélnocnej
Polski i n =16 (rys. 2) u eksperymentalnego tetraploida T. hybridum w mejozie
macierzystych komérek pylku i makrospor.

Zaréwno u formy diploidalnej T. hybridum (2n=16), jak i u eksperymental-
nego tetraploida T. hybridum, w diakinezie i metafazie pierwszego podzialu mejo-
tycznego wystepowaly biwalenty (rys. 1, 2, 3—5, 16—18). Biwalenty formy tetra-
ploidalnej posiadaly wiekszg liczbe chiazm | silniejszy stopien terminalizacji cd
biwalentéw formy wyjsciowej T. hybridum (rys. 1, 2).

Komoérki tapetum wyksztalcaly sie w stadiach premejotycznych komérek ma-
cierzystych pytku. Komorki tej warstwy byly jednojgdrowe o jadrach diploidalnych.

Podzialy mejotyczne w komorkach macierzystych pylku odbywaly sie normal-
nie i dlatego nie obserwowano zdegenerowanego pylku (rys. 3—28). Dojrzale ziarna
pylku byl tréjjadrowe i zawieraly: jadro wegetatywne i dwa jadra plemnikowe
(rys. 15, 28).

Archespor u badanych form byl dwukomorkowy (rys. 29, 39). Komérki arche-
sporu przechodzily, bezposrednio w komorki macierzyste makrospor, bez oddziela-
nia komorek przykrywkowych. Podzialy mejotyczne przebiegaly w obu komdrkach
macierzystych makrospor (rys. 30, 40). Powstawaly stagd dwie tetrady makrospor.
Makrospora chalazalna tetrady najblizszej okienka, dawala poczatek oémiojadrowe-
mu woreczkowi zalazkowemu typu monosporialnego (rys. 31—35, 41—45). Woreczek
zalagzkowy posiadal normalna budowe (rys. 36—38, 46—48).

Zalgzania u obu form byla jednokomorowa i zawierala 2, wyjatkowo 3 zalazki.
Pomiedzy zalgzkami w jednej zalazni brak bylo zrdznicowania w rozmiarach. Nie
obserwowano zalazkow pozbawionych, wzglednie o zdegenerowanych woreczkach
zalazkowych.



Di- i tetraploidalne formy Trifolium hybridum 293

W badaniach embriologicznych obu form T. hybridum nie znaleziono przyczyn,
ktore bylyby powodem obnizonej plodnosci u eksperymentalnych tetraploidéw T. hy-
bridum. Przyczyny tego zjawiska prawdopodobnie moga tkwié w procesie zaplod-
nienia i rozwoju zarodka. Zagadnienie to jest przedmiotem dalszych badan.

Katedra Genetyki WSR
w Olsztynie
(Wplynelo dn. 16.5.1969 r.)

SUMMARY

In the course of the carried out studies there have been confirmed the chro-
mosome numbers n=§ (Fig. 1) in diploid plants of T. hybridum of the natural
stands of northern Poland and n=16 (Fig. 2) in the experimental tetraploid of
T. hybridum in meiosis of mother pollen cells and macrospores.

Bivalents (Figs. 1, 2, 3—5, 16—18) have been fcund in diakinesis and the me-
taphase of the first meiotic division bath in the diploid (2n=16) and experimental
tetraploid forms of T. hybridum. The bivalents of the tetraploid form showed a
higher number of chiasmata and a more pronounced degree of terminalization then
the bivalents of the initial form of T. hybridum (Figs. 1, 2).

Tapetum cells developed at the premeiotic stages of mother pollen cells. The
cells of that layer were uninucleate and contained somatic numbers of chromosomes.

The meiotic divisions in the mother pollen cells were normal and therefore no
degenerate pollen could be seen (Figs. 3—28). The mature pollen grains were tri-
nucleate and contained: a vegetative nucleus and two sperm nuclei (Figs. 15, 28).

The archespore of the studied forms was bicellular (Figs. 29, 39); the arche-
sporial cells passed directly into mother macrosporial cells without a separation of
covering cells. Meiotic divisions took place in the two mother cells of the macro-
spore (Figs. 30, 40), giving thus rise to two macrosporial tetrads.

Tetrad chalazal macrospore nearest to the micropyle gave rise to an octo-
nucleate embryo sac of the monosporial type (Figs. 31—35, 41—45). The structure
of the embryo sac was normal (Figs. 36—38, 46—48).

The ovary of the two forms was monocelled and contained 2 or rarely 3 em-
bryos. The embryos found in one ovary revealed no differences in size. There
have not been found any embryos with degenerate embryo sacs or devoid of then.

The embryological studies on the two forms of T. hybridum have not revealed
any causes which could be responsible for a lover ability of experimental tetra-
ploids of T. hybridum to reproduce. The reasons should be probably looked for in
the process of fertilization and the develecpment of the embryo. This problem is
being studied.

LITERATURA

Adamkiewicz E, 1966, Studia nad Kkariologicznym zréznicowaniem tapetum
u Chrysanthemum parthenium (L.) Bernh. Zesz. Nauk. WSR. Olsztyn, 22:
301—311.

Atwood S. S, 1944, Colchicine-induced polyploids in white clover, Journ. Am.
Sc. Agron. 36: 173—174.

Atwood S. 8, Hill H. D, 1940, The regularity of meiosis in microsporocystes
of Trifolium repens, Am. Jour. Bot. 27: T30—T735.



294 K. Bijok, M. Goral, St. Goral

Bijok K. 1965, Studia kariologiczne i embriologiczne nad tetraploidem ekspery-
mentalnym, uzyskanym przez podwojenie liczby chromosomdw Chrysanthemum
subcorymbosum (Schur.) Beck., Zesz. Nauk. WSR, Olsztyn, 19: 213—235.

Bijok K. 1965, Badania cytogenetyczne nad gatunkami Chrysanthemum sub-
corymbosum (Schur.) Beck., Chrysanthemum corymbosum L., Zesz. Nauk. WSE,
Olsztyn, 19: 297—345.

Bijok K., Goral M, Gdéral St, 1969, Badania cytologiczne oraz biologii kwit-
nienia i osadzanie nasion u kolchiploidow Trifolium hybridum L., Hod. Rosl
Aklim. i Nasienn. 13: 89—103.

Bijok K. Go6ral M., Goral St, 1968, Badania cytologiczne i osadzanie na-
sion u poliploidalnych form Trifolium repens L., Hod. Rosl. Aklim. i Nasienn.
12: 423—435.

Bijok K, Géral M, Go6ral St, 1970, Studia embriologiczne nad poliploidal-
nymi formami Trifolium repens L., (w druku).

Bleier H. 1925, Chromosomenzahlen und Kernvolumina in der Gatung Trifolium,
Ber. Deut. Bot. Ges., 43: 236—238.

Bleier H., 1925, Chromosomenstudien bei der Gattung Trifolium, Jahrb. wiss.
Bot. 64: 604—636.

Brewbaker J. L., Keim W. F, 1953, A fertile interspecific hybrid in Tri-
folium (4n T. repens L. < 4n T. nigrescens Viv.), Am. Nat. 8T: 323—326.
Castetter E. F, 1925, Studies on the comparative cytology of the annual and

biennial varietes of Melilotus alba, Amer. Jour. of Bot. 12: 270—286.

Damisch W, 1963, Uber den Einfluss biologischer Faktoren auf den Samen-
ansatz bei Rotklee, Biol. Zentralbl.: 82,

Evans A. M. 1955, The productien and identification of polyploids in red clover,
white clover and lucerne, New. Phytol. 54: 149—162.

Faar C. H, Cell division by furrowing in Magnolia, Amer. Jour. of Bot. 5:
379—395.

Ferreira de Almeida J. K. 1957, Trevos autotetra ploides, I. O caso de
Trifolium ressupinatum L. ssp. suaveoleus (Willd). Dinsm., Agron. Lusitana
19: 127—144.

Johansen D. A. 1950, Plant Embryology. Embryogeny of the Spermatophyta,
Walthain Maas U.S.A. Chr. Bot. Comp.

Kazubowska-Mackiewicz T, 1964, Badania cytologiczno-embrioclogiczne
przyezyn slabszego wigzania nasion u koniczyny czerwonej (Trifolium pratense
L.) w poréwnaniu z forma diploidalng (Manuskrypt).

Levan A. 1940, Framstillning ar tetraploid rodklover, Sver. Utsdd. Tidskr. 50:
115—124.

Levan A, 1942, Plant breeding by induction of polyploid and some results in
clover, Hereditas 28: 245.

Love A, Léve D, 1961, Chromosome numbers of central and northwest Euro-
pean Plant Species, Operat Bot. A Soc. Bot. Lundens.

Laczynska-Hulewicz T., 1957, Badania nad sztucznymi poliploidami. Cz. I,
Rocz. Nauk. Roln. 75-A-3: 291—338.

L.aczynska-Hulewicz T, 1965, Crossing experiments among cultivated clover
specie (Trifolium pratense, T. hybridum and T. repens), Genet. Pol. 6: 1—4.
Mackiewicz H. O, 1958, Badania nad di- i tetraploidalng koniczyna szwedzka

(Trifolium hybridum), Rocz. Nauk. Roln. T9-A-2: 677—688.

Mackiewicz H. O. 1963, Studies on di- and tetraploid alsike clover (Trifolium
hybridum) Part. I. Morphology and anatomy of vegetative organs, Gen. Pol
4: 121—138.



Di- i tetraploidalne formy Trifolium hybridum 295

Mackiewicz H. O, 1965, Studies on di- and tetraploid alsike clover (Trifolium
hybridum) Part II. Flower morphology and the problem of fertility, Gen. Pol
6: 41—42,

Maheshwari P., 1950, Embryology of Angiosperms, Mc. Grew, Hool. Book
Comp. Inc. New York, Toronto, London.

Martin J. N, 1914, Comparative morphology of some Leguminosae, Bot. Gaz
58: 154—167.

Miitzing A, Prakken R, 1940, The mode of chromosome pairing in Phleum
twins 63 chromosomes and its cytogenetic consequences, Hereditas 26: 463—501.

Poljakowa G. F, 1956, O morfologiczeskich i funkecjonalnych izmienenijach
elementow zarodyszego mieszka, Wiestnik Lieningradskego Univ. Nr 21.

Poljakowa G. F, Solomina N, 1952, Citoembriologiczeskoje isledowanije
krasnego klewiera — Trifolium pratense L. w swiazi z zadacziej powyszienija
jego produktiwneste w leningradskoj oblasti, Wiestni Lieningradskego Univ.
Nr 4.

Powilajtis B, Boyes J. W, 1959, Embryosac production in relation to seed
yvields of diploid Dollard red clover, Can. Journ. of Plant Sc. 39: 364—374.

Schiirhoff P. N, 1923, Zur Apogamie von Calycanthus, Flora 116: 73—84.

Starzycki St, 1959, Zmienno$¢ mieszancow koniczyny bialej (Trifolium repens
L.) z koniczyng czerwong (Trifolium pratense L1.), Hod. Rosl. Aklim. i Nasien.
3: 277—319.

Starzycki St, 1961, Badania nad mieszanicami miedzygatunkowymi koniezyn
Trifolium repens L. > Trifolium pratense L., Hod. Rosl. Aklim. i Nasienn.
5: 285—330.

Tahara M., 1915, Cytological Studies on Chrysanthemum, Bot. Gaz. Tokyo 28:
483—494.

Tahara M., 1921, Cytologische Studies an einigen Kompositen, Jour. of the College
of Sc. Imp. Univ. of Tokyo 43 Art. 7: 1—53.

Yates J. J, Britton N. H, 1952, Cytological studies of subterranean clover
(Trifolium subterraneum L.), Austr. Journ. of Agric., Res. 3: 300—304.



		2015-06-22T13:53:34+0100




