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WSTEP

Dzikie formy koniczyny lakowej Trifolium pratense var. spontaneum
Willk. zawierajg ogromne bogactwo typow, ktére mogag stanowi¢ cenny
material hodowlany dla tworzenia nowych odmian tego gatunku. Znaj-
dujg sie wéréd nich bardzo wezesne typy jare oraz pézno kwitnace i ozi-
me. Jednoroczne i zyjgce kilka lat. Typy plozace, zblizone swoim po-
krojem do koniczyny bialej oraz zupelnie wyprostowane, bardzo podob-
ne do kulturalnych form siewnych. Sposréd wielu cech jedna z najbar-
dziej cennych dla hodowcéw tego gatunku jest znaczna zimotrwalos¢
dzikich ekotypéw, ktéra potwierdzili swoimi pracami Sjoseth (1959)
i Wexelsen (1966).

Wstepne badania dzikich ekotypow koniczyny 1gkowej zebranej
w péinocno-wschodnich rejonach Polski wykazaly, ze pod wzgledem
liczby chromosoméw i ich morfologii formy te nie réznig sie od czer-
wonej koniczyny siewnej (Géral, Bijok 1970). Réwniez obszerne
badania Wexelsena i Aastveita (1967) nad dzikimi ekotypami
z kilku rejonéw Norwegii wykazaly, ze nie istnieje bariera utrudniajaca
ich krzyzowanie z odmianami uprawnymi. Stad autorzy ci wyrazajg
poglad, iz nie ma podstaw, aby dziko rosnace koniczyny zalicza¢ do od-
rebnych grup systematycznych.

Poliploidyzacja uprawnej koniczyny czerwonej, jak to stwierdzilo
wielu autoréw, podnosi jej bujnos¢ wegetatywna, przy jednoczesnym
obnizeniu plodnosci. Tetraploidy uzyskane w Katedrze Genetyki WSR
w Olsztynie, droga kolchicynowania dzikich ekotypow lgkowych, wyka-
zywaly sie korzystnymi zmianami pod wzgledem budowy czesci wege-
tatywnych, ale jednoczes$nie slabiej osadzaly nasiona w poréwnaniu do
swoich form wyjsciowych, aczkolwiek stopien zawigzywania nasion
w ich owocostanach byl wyzszy anizeli u tetraploidéw wyhodowanych
z odmian uprawnych. Celowe bylo wobec tego przebadanie embriologii
u tych form dla okreslenia przyczyn ich obnizonej ptodnosci.
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MATERIAL I METODY

Badania embriologiczne prowadzone byly na ekotypach T. pratense
var. spontaneum Willk. zebranych ze stanowisk naturalnych w woje-
wodztwach: warszawskim, olsztynskim i bialostockim oraz formach te-
traploidalnych uzyskanych dzialaniem 2% roztworu wodnego kolchicyny
na stozki wzrostu siewek, materialu wyjsciowego ze stanowisk natu-
ralnych.

Materiat zebrano w postaci paczkéw o réznym stopniu rozwoju
w 1967 r. z poletek do$wiadczalnych Katedry Genetyki Wyzszej Szkoly
Rolniczej w Olsztynie.

Zebrany material utrwalony w 50% utrwalaczu Nawaszyna zatopio-
ny zostal w parafinie przy 52°C i pokrojony na mikrotomie na skrawki
grubosci 15u. Preparaty byly barwione 1% fioletem gencjanowym i roéz-
nicowane w roztworze fenolu w ksylenie w stosunku 1:3.

Rysunki wykonano aparatem Zeissa spod mikroskopu NfpK przy
uzyciu obiektywow 90X, 40X w polgczeniu z okularem K 20X Zeissa.
Powiekszenie rysunkéw podano przy odno$nych figurach.

LICZBY CHROMOSOMOW

Liczbe chromosomow 2n = 14 u formy diploidalnej ze stanowisk na-
turalnych i formy tetraploidalnej T. pratense var. spontaneum 2n = 28,
uzyskanej na drodze podwojenia liczby chromosoméw T. pratense ze
stanowisk naturalnych, badano w metafazach somatycznych stozkow
wzrostu korzonkéow (Bijok, Goéral 1970). Wyniki powyzsze zostaly
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Rys. 1. Biwalenty z metafazy pierwszego podzialu mejotycznego komérek macie-
rzystych pylku formy diploidalnej Trifolium pratense L. var. spontaneum Willk.
n=1 2n = 14). (X 2000)

Figs. 1. Bivalents from first metaphase in P.M.C's diploid form Trifolium pra-
tense L. var. spontaneum Willk, (n = 7, 2n = 14). (X 2000)

Rys. 2. Biwalenty z metafazy pierwszego podzialu mejotycznego komoérek macie-
rzystych pylku formy tetraploidalnej Trifolium pratense var. spontaneum (n = 14,
2n = 28). (X 2000).

Figs. 2. Bivalents from first metaphase in P.M.C’s tetraploid form Trifolium pra-
tense var. spontaneum (n = 14, 2n = 28). (X 2000)
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potwierdzone w obserwacji podzialu mejotycznego w komoérkach macie-
rzystych pylku (rys. 7-9, 12, 22 - 24, 27). W badaniach tych stwierdzono
dla formy diploidalnej n = 7 (rys. 1), a dla formy tetraploidalnej n = 14
(rys. 2) chromosomoéw.

U obu form, zaréwno di-, jak i tetraploidalnej chromosomy koniu-
gujg w postaci biwalentow. Biwalenty obu form réznily sie co do budo-
wy morfologicznej; biwalenty formy tetraploidalnej wykazywaly wiek-
szg liczbe chiazm i silniejszy stopien terminalizacji niz biwalenty formy
diploidalnej — wyjsciowej dla formy tetraploidalnej (rys. 1, 2).

OBSERWACJE NAD.ROZWOJEM PYLNIKA

1. Topografia pylnika

Pylniki juz w mlodym stadium rozwoju posiadalty cztery komory pyi-
nikowe, wypelnione $ci§le do siebie przylegajgcymi komoérkami macie-
rzystymi pylku. Liczba ich na przekroju poprzecznym miesci si¢ w gra-
nicach u formy diploidalnej od 4 do 5, a u formy tetraploidalnej od 5
do 6 komorek.

Rys. 3, 4. Komérki warstwy tapetum formy diploidalnej Trifolium pratense L. var.
spontaneum Willk. (2n = 14)
Ja — komérki tapetum w stadium premejotycznym komérek macierzystych pylku; 3b —
komérki archesporialne pylku; 4 — degenerujgce komérki tapetum (X 2000)
Figs. 3, 4. The cells of the tapetal layer of the diploid form of Trifolium pratense L.
var. spontaneum Willk. (2n = 14)
3a — tapetal cells at the premeiotic stage of pollen mother cells; 3b — archespore pollen
mother cells; 4 — degenerated tapetal cells (X 2000)
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W tym stadium rozwoju, podobnie jak u T. repens i T. hybridum,
w S$cianie pylnika wystepowaly cztery warstwy komoérek, a mianowicie:
skorka, warstwa wiloknista, warstwa zanikajaca i warstwa tapetum.

2. Tapetum

Komoérki warstwy tapetum byly wyréznicowane w stadium premejo-
tycznym komorek macierzystych pylku. W tym czasie komorki tapetum
posiadaly ksztalt prawie kwadratowy, a wnetrze ich wypelniala cyto-
plazma, w ktorej widoczne bylo wyraZnie barwigce si¢ jadro komérko-
we (rys. 3, 5).

Rys. 5, 6. Komoérki warstwy tapetum formy tetraploidalnej Trifolium pratense

var. spontaneum (2n = 28).
S5a — komérki tapetum w stadium premejotycznym komoérek macierzystych pytku; §b —
komérki macierzyste pylku; 6 — degenerujgce komorki tapetum (X 2000)
Figs. 5, 6. The cells of the tapetal layer of the tatraploid form of Trifolium pratense
var. spontaneum

5a — tapetal cells at the premeiotic stage of pollen mother cells; 5b — pollen mother cells;
6 — degenerated tapetal cells (X 2000)

W czasie prowadzonych badan nie obserwowano w zadnym przy-
padku podzialu jader w komorkach tapetum, ani ich zlewania sie,
wzglednie zwiekszania sie liczby chromosoméw na drodze endomitozy.
Mozna z tego wnioskowaé, ze jadra komodrek tapetum posiadajg u formy
diploidalnej 2n = 14, a u formy tetraploidalnej 2n = 28 chromosoméw.
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W okresie dojrzewania ziarn pylku obserwowano postepujacy proces
degeneracji komérek tapetum, ktoéry przebiegal podobnie jak to obser-
wowano u T. repens i T. hybridum (Bijok, Go6ral, Goral 1970,
1970) (rys. 4 - 6).

3. Mikrosporogeneza

U badanych form T. pratense var. spontaneum komorki macierzyste
pytku w komorach pylnikowych wystepowaly zawsze w tym samym
stadium podzialowym. Komérki macierzyste pylku réznily sie wyraZnie
swym wygladem od otaczajacych je komoérek warstwy tapetum.

Obserwacje podzialéw mejotycznych przeprowadzono od stadium
diakinezy. Komérki macierzyste pylku w tym stadium byly luzno ulo-
zone w komorach pylnikowych.

W stadium diakinezy u formy diploidalnej T. pratense var. sponta-
neum ze stanowisk naturalnych stwierdzono 7 biwalentéw (rys. 7), na-
tomiast u formy eksperymentalnej — tetraploidalnej tego gatunku wy-
stepowaly réwniez biwalenty, ale w liczbie podwojnej, czyli w ilosci
14 par (rys. 22).

U obu form koniugujgce chromosomy w tym stadium posiadaly
zawsze pewne charakterystyczne i stale konfiguracje (rys. 7, 22).

W stadium metafazy pierwszego podzialu mejotycznego wystepowaly
réwniez u obu badanych form biwalenty w liczbie n =7 i n = 14 (rys.
1, 2, 7-9, 22-24). Plytki metafazowe w tym stadium ulozone byty
w $rodku komoérki macierzystej pytku lub bardzo rzadko na jej obwo-
dzie (rys. 8, 23). Po normalnie przebiegajacej kongresji chromosomow,
z jednej i drugiej strony plytki metafazowej wystepowalo bardzo wy-
raznie wyksztalcone wrzeciono kariokinetyczne (rys. 8, 23).

Stadium anafazy pierwszego podzialu mejotycznego o obu form prze-
biegalo normalnie. Nie wystepowaly w tym stadium zaburzenia, a roz-
chodzenie sie chromosoméw na bieguny bylo zsynchronizowane (rys. 10,
25). Pomiedzy rozchodzgcymi sie na bieguny grupami chromosoméw wy-
stepowal fragmoplast, ktory utrzymywal sie do chwili powstania dwoch
jader potomnych (rys. 10, 11, 25, 26).

W stadium metafazy drugiego podzialu mejotycznego, obie plytki
chromosomowe i obydwa wrzeciona kariokinetyczne zar6wno u formy
di-, jak i tetraploidalnej ukladaly sie prostopadle, rzadziej réwnolegle
do siebie (rys. 12, 27).

W stadium anafazy drugiego podzialu mejotycznego, podobnie jak
i w stadium anafazy pierwszego podzialu mejotycznego, rozchodzenie sig
chromosoméw na bieguny przebiegalo zsynchronizowanie (rys. 13).
I w tym stadium pomiedzy rozchodzacymi si¢ na bieguny chromosoma-
mi byly widoczne wyraznie fragmoplasty (rys. 13).

W stadium telofazy drugiego podzialu mejotycznego u obu form
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Rys. 7—21
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w komoérkach macierzystych pytku widoczne byly cztery jadra, a po-
miedzy nimi szes¢ fragmoplastow (rys. 14, 28).

Powstawanie tetrady mikrospor odbywalo si¢ u obu badanych form
wedlug podzialu réwnoczesnego, ktéry uwazany jest za charaktery-
styczny dla Dicotyledones (rys. 15, 16, 29, 30).

Komorki tetrady mikrospor zawieraly duze jadro o luznej strukturze
(rys. 16, 30).

4, Rozwo6j mikrospor

Pierwotne ziarna pylku po wydostaniu si¢ z komérki macierzystej
pyiku poczatkowo otoczone byly pojedynczg blong — intyng (rys. 17,
31). W dalszym ich rozwoju wyksztalcila sie druga blona — egzyna
(rys. 18 - 25), ktéra jak sie wydaje powstala przy wspéludziale komérek
tapetum (Maheshwari 1950).

W egzynie byly widoczne u formy diploidalnej, siegajace do intyny
trzy (rys. 18 - 21), natomiast u formy tetraproidalnej T. pratense cztery
zaglebienia — pory (rys. 32 - 35); ich liczba byla trudna do ustalenia.

Mtode ziarna pylku posiadaly duze, o do$¢ luznej strukturze jadro
komérkowe, ktore bylo jednoczeénie zepchniete w strone blony komér-
kowej przez centralnie umieszczong wodniczke (rys. 18, 19, 32, 33). Po-
dzial mitotyczny tego jadra (rys. 19, 33) doprowadzil do wyksztalcenia
sie w ziarnach pylku dwoéch jader: wiekszego o luZnej strukturze — we-
getatywnego i mniejszego o zwartej strukturze — generatywnego (rys.
20, 34).

Dojrzate ziarna pylku obu badanych form T. pratense posiadaly trzy
jadra: wegetatywne i dwa jadra plemnikowe (rys. 21, 35); ostatnie, po-
dobnie jak jadro generatywne, byly otoczone cienkg warstwag wlasne]
cytoplazmy (rys. 20, 21, 34, 35). W tym okresie nastepowalo pekanie
Scian pylnikéw i wysypywanie sie pyltku z komér pylnikowych.

Rys. 7-21. Rozwdéj pylku u diploidalnej formy Trifolium pratense L. var. spon-
taneum Willk, (n =17, 2n = 14)
7 — diakineza; 8§ — metafaza pierwszego podzialu mejotycznego; 9 — metafaza pierwszego
podzialu mejotycznego widoczna z goéry; 10, 11 — anafaza i telofaza pierwszego podzialu
mejotycznego; 12 — metafaza drugiego podzialu mejotycznego; 13, 14 — anafaza 1 telofaza
drugiego podzialu mejotycznego; 15, 16§ — rozwd) tetrady mikrospor, 17, 18 — pierwotne
zlarno pytku; 19 — podzial mitotyczny jgdra w pierwotnym ziarnie pylku; 20 — ziarno pylku
z jadrem wegetatywnym i generatywnym; 21 — ziarno pylku z jgdrem wegetatywnym
i dwoma jgdrami plemnikowymi (X 2000)
Figs. 7-21. Development of pollen in diploid form of Trifolium pratense L. var.
spontaneum Willk. (n =17, 2n = 14)
7 — diakinesis, 8 — first metaphase in P.M.C’s.; 8 — first metaphase in P.M.C's.; — Polar
view; 10, 11 — first anaphase and telophase in P.M.C’s.; 12 — second metaphase in P.M.C’s.;
13, 14 — second anaphase and telophase in P.M.C’s.; 15, 16 — formation of microspore
tetrads; 17, 18 — original pollen grain; 19 — nucleus of the pollen grain in metaphase stage;
20 — pollen grain with vegetative and generative nucleus; 21 — pollen grain with vegetatlve
and two sperm nuclei (> 2000)
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Wielko$¢ ziarn pytku obu badanych form T. pratemse byla zrézni-
cowana, a mianowicie: u formy diploidalnej Srednia dlugos¢ 100 bada-
nych ziarn pylku wynosila 17,40 mikrona, za$ szerokos$¢ 13,25 mikrona.
U formy tetraploidalnej natomiast $rednia dlugosé 100 badanych ziarn
pylku wynosila 21,78 mikrona, a szeroko$§¢ 15,44 mikrona (rys. 57, 58).

ZALAZEK

1. Topografia zalazka

Zalgzek u badanych form T. pratense byl amfitropowy, cienkoo$rod-
kowy o podwdjnym integumencie. Nalezy doda¢, ze integument we-
wnetrzny posiadal tylko dwie warstwy komorek.

Jednokomorowa zalgznia miescila zawsze tylko 2 zalaik'i, przy czym
pod wzgledem wielkosci nie byly zréznicowane.

Osrodek wystepowal w postaci jednej warstwy komoérek tworzac
epidermis. Komorki epidermy osrodka na podluznym przekroju zalgzka
(rys. 36, 45) byly ksztaltu mniej lub wiecej prostokgtnego, a od stadium
czterojadrowego woreczka zalgzkowego (rys. 40, 49) splaszczone i wy-
dluzone. Od tego stadium nastepowala degeneracja komoérek epidermy
o$rodka, ktora calkowicie dochodzila do skutku w stadium o$miojadro-
wego woreczka zalgzkowego (rys. 41, 50).

2. Archespor

Archespor formy di- i tetraploidalnej T. pratense byl wielokomor-
kowy (rys. 36, 45). Komorki jego w okresie podzialow mejotycznych
rozrastaly sie na dilugos¢ w kierunku diuzszej osi zalgzka i wciskaly sie
pomiedzy komoérki chalazy.

Rys. 22-35. Rozwdj pylku u eksperymentalne] tetraploidalnej formy Trifolium
pratense var. spontaneum (n = 14, 2n = 28)
22 — diakineza; 23 — metafaza pierwszego podzialu mejotycznego, 24 — metafaza plerwszego
podzialu mejotycznego, widoczna z gory; 25, 26 — anafaza 1 telofaza pierwszego podzialu
mejotycznego; 27 — metafaza drugiego podzialu mejotycznego; 28 — telofaza drugiego podziatu
mejotycznego; 29, 30 — rozwoj tetrady mikrospor; 31, 32 — pierwotne ziarno pytku; 33 — po-
dzial mitotyczny jgdra w pierwotnym ziarnie pylku; 34 — ziarno pyiku z jgdrem wegetatyw-
nym i generatywnym; 35 — =ziarno pylku z jgdrem wegetatywnym i dwoma jgdrami plem-
nikowymi (X 1000)
Figs. 22 -35. Development of pollen in experimental tetraploid form of Trifolium
pratense var. spontaneum (n = 14, 2n = 28)
22 — diakinesis; 23 — first metaphasa in P.M.C’s.; 24 — first metaphase in P.M.C's. — Polar
view; 25, 26 — first anaphase and telophase in P.M.C’s.; 27 — second metaphase in P.M.C’s.;
28 — second telophase in P.M.C's.; 29, 30 — formation of microspore tetrads; 31, 32 — original
pollen grain; 33 — nucleus of the pollen grain in metaphase stage; 34 — pollen grain with
wegetative and generative nucleus; 35 — pollen grain with wegetative and two sperm nuclei
(>< 1000)
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Rys. 36-44. Rozwoj woreczka zalazkowego u formy diploidalnej Trifolium pra-
* tense L. var. spontaneum Willk, (n =17, 2n = 14)
26 — archespor wielokomoérkowy; 37 — tetrady makrospor; 38 — jednojadrowy woreczek
zalgzkowy =z zanikajgcymi makrosporami od strony okienka; 39 — dwujgdrowy woreczek
zalgzkowy; 40 — czterojgdrowy woreczek zalgzkowy; 41 — oSmiojgdrowy woreczek zalgi-
kowy; 42 — woreczek zalgzkowy z aparatem jajowym, jgdrami biegunowymi i antypodami;
43 — mikropylarna cze§¢ woreczka zalgzkowego z aparatem Jajowym i wtérnym Jjgdrem
woreczka zalgzkowego; 44 — chalazalna cze§¢ woreczka zalgikowego z degenerujgcymi trze-
ma antypodami (X 300)

Fig. 36-44. Development of embryo sac in diploid form of Trifolium pratense L.

var. spontaneum Willk, (n =17, 2n = 14)
36 — multicellular archespore; 37 — tetrads of megaspores; 38 — mononucleate embryo sac;
39 — binucleate embryo sac; 40 — fournucleate embryo sac; 41 — eightnucleate embryo sac;
42 — embryo sac with egg apparatus, polar nuclel and antipodal cells; 43 — micropylar
part of embryo sac with egg apparatus and secondary embryo sac nucleus; 44 — chalazal
part of embryo sac with antipodal cells — degenerate (X 300)
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3. Makrosporogeneza

Komorki archesporu obu form byly ksztaltu poczatkowo nieco wy-
diuzonego z jadrami o bardzo luZnej strukturze; przylegaly do siebie.
Przeksztalcaly sie one bezposrednio w komérki macierzyste makrospor,
bez oddzielania komorek przykrywkowych (rys. 36, 45).

W czasie podzialow mejotycznych komoérki macierzyste makrospor
nie posiadaly uprzedniej zwartosci ulozenia. W obrebie jednego zalgzka,
komorki macierzyste makrospor znajdowaly sie w réznych stadiach po-
dzialéw mejotycznych (rys. 37, 38, 46, 47). Nalezy zaznaczy¢, ze naj-
szybciej podzialy mejotyczne zachodzily w komoérce macierzystej ma-
krospor najblizszej okienka (rys. 37, 46). Po pierwszym i drugim po-
dziale mejotycznym w zalgzkach obu badanych form wystepowalo kilka
tetrad makrospor (rys. 37, 38, 46, 47). Byly one ulozone mniej lub wiecej
liniowo, wzdluz podluznej osi zalgzka.

4. Rozwdj woreczka zalgzkowego

W rozwoju woreczka zalgzkowego udzial brala tylko jedna tetrada
makrospor najblizsza okienka, inne natomiast byly spychane na boki
osrodka, wzglednie rzadko w kierunku chalazy, gdzie degenerowatly
(rys. 38, 47).

Woreczek zalgzkowy rozwijal sie z makrospory chalazalnej, tetrady
makrospor najblizszej okienka. Trzy makrospory od strony okienka tej
tetrady makrospor degenerowaty (rys. 38 -40, 47 - 49). Szczatki ich wy-
stegpowaly jeszcze w stadium czterojgdrowego woreczka zalgzkowego
(rys. 40, 49) w postaci ciemno zabarwionej masy.

Makrospora dajaca poczatek woreczkowi zalgzkowemu silnie sie wy-
diuzala (ryc. 38, 47), a jadro jej dzielilo sie trzykrotnie podzialem mito-
tycznym. Obserwowano woreczki zalgzkowe dwu-, cztero- i o$miojadro-
we. W woreczkach dwu- cztero- i o$miojadrowych pomiedzy jadrami od
strony okienka a jadrami ulozonymi od strony chalazy wyksztalcona by-
la wodniczka (rys. 39 -41, 48 - 50).

Woreczek zalgzkowy obu badanych form T. pratense byl o$émioja-
drowy typu monosporialnego (rys. 42 - 44, 51 - 53).

5. Budowa dojrzalego woreczka zalgzkowego

W jednym i drugim przypadku czyli zaréwno u formy di-, jak i tetra-
ploidalnej T. pratense, woreczek zalagzkowy posiadal typowa budowe
(rys. 42 -44, 51-53) i zawieral: aparat jajowy, w sklad ktérego wcho-
dzila komérka jajowa i dwie synergidy (rys. 42, 43, 51, 52), wtorne ja-
dro woreczka zalgzkowego (rys. 43, 52), powstale z polaczenia dwéch
jader biegunowych (rys. 42, 51) i antypody w liczbie trzech komoérek
(rys. 42, 44, 51, 53).
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Rys. 45-53. Rozwoj woreczka zalazkowego u eksperymentalnej tetraploidalnej for-
my Trifolium pratense var. spontaneum (n = 14, 2n = 28)

45 — archespor wielokomorkowy; 46 — tetrady makrospor; 47 — jednojgdrowy woreczek
zalgzkowy z zanikajacymi tetradami od strony okienka; 48 — dwujgdrowy woreczek zalgz-
kowy; 49 — czterojgdrowy woreczek zalgzkowy; 50 — oSmiojgdrowy woreczek zalgikowy;

51 — woreczek zalgikowy z aparatem jajowym, jgdrami biegunowymi i antypodami; §2 —

mikropylarna czes¢ woreczka zalgzkowego z aparatem jajowym i wtornym jgdrem woreczka

zalgzkowego; 53 — chalazalna cze$¢ woreczka zalgzkowego z degenerujgcymi trzema anty-
podami (X 300)
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Rys. 54. Wykresy $rednic jader komorkowyech dermatogenu w mikronach
1 — forma dipleidalna T. pratense L. var. spontaneum Willk. (2n = 14); 2 — eksperymentalna
forma tetraploidalna T. pratense var. spontaneum (2n = 28)
Fig. 54. Graphs of cell nuclei dermatogen in microns
1 — diploid form of T. pratense L. var. spontaneum Willk. (2n = 14); 2 — experimental
tetraploid form of T. pratense var. spontaneum (Zn = 28)
Rys. 55. Wykresy $rednic jgder komorkowych peryblemu w mikronach
1 — forma diploidalna Trifolium pratense L. var. spontaneum Willk, (2n = 14); 2 — ekspery-
mentalna forma tetraploidalna T. pratense var. spontaneum (2n = 28)
Fig. 55. Graphs of cell nuclei peryblem in microns
1 — diploid form of T. pratense L. var. spontaneum (2n = 14); 2 — experimental tetraploid
form T. pratense var. spontaneum (2n = 28)

Nalezy szczegélnie podkresli¢, ze zaréwno u formy di, jak i tetra-
ploidalnej T. pratense woreczki zalazkowe wyksztalcaly sie w obu zalaz-
kach. Nie stwierdzono zalgzkéw, w ktorych by wystepowaly zdegenero-
wane lub niecalkowicie rozwiniete woreczki zalazkowe,

W zalgzkach wyksztalcal sie zawsze tylko jeden woreczek zalgzkowy.

Fig. 45-53. Development of embryo sac in experimental tetraploid form of Trifo-
lium pratense var. spontaneum (n = 14, 2n = 28)

45 — multicellular archespore; 46 — tetrads of megaspores; 47 — mcecnonucleate embryo sac;
48 — binucleate embryo sac; 49 — fournucleate embryo sac; 50 — eightnucleate embryo
sac; 51 — embryo sac with egg apparatus, pdlar nuclei and antipodal cells; 52 — micro-

pylar part of embryo sac with egg apparatus and secondary embryo sac nucleus; 53 — cha-
lazal part of embryo sac with antipodal cells — degenerate (X 300)
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Rys. 56. Wykresy dlugo$ci aparatéw szparkowych w mikronach
1 — forma diploidalna T. pratense L. var. spontaneum Willk. (2n = 14); 2 — eksperymentalna
forma tetraploidalna T. pratense var. spontaneum (2Zn = 28)

Fig. 56. Graphs of the stomata lenght in microns

diploid form of T. pratense L. var. spontaneum Willk,

(2n = 14); 2 — experimental

tetraploid form of T. pratense var. spontaneum (2n = 28)

Rys. 57. Wykresy szeroko$ci Ziarn pylku w mikronach
1 — forma diploidalna T. pratense L. var. spontaneum Willk.; 2 — eksperymentalna forma

1 — diploid form of T. pratense L. var. spontaneum Willk,

Fig. 57.

diploid form of T. pratense L. var. spontaneum Willk,

tetraploidalna T. pratense var. spontaneum (2n=28)
Graphs of the width cell nuclei pollen grain in microns

(2n = 14); 2 — experimental

tetraploid form of T. pratense var. spontaneum (2n = 28)
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Fig., 58.
1 — diploid form of T. pratense L. var. spontaneum Willk,
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Graphs of the lenght nuclei pollen grain in microns
(2n = 14); 2 — experimental

forma tetraploidalna T. pratense var. spontaneum (2n = 28)

Fig. 58. Graphs of the lenght nudlei pollen grain in microns

(2n = 14); 2 — experimental

tatraploid form of T. pratense var. spontaneum (2n = 28)
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ANALIZA CECH ANATOMICZNO-MORFOLOGICZNYCH
FORMY DI- I TETRAPLOIDALNEJ T. PRATENSE

Analiza zestawionych na wykresach rys. 54 - 58 pewnych cech ana-
tomicznych, jak i poprzednio przedstawione (Bijok, Géral 1970) ba-
dania morfologiczne wykazujg calkowita zgodnos¢ z ogolnie przyjetymi
zasadami dotyczgcymi réznic w cechach anatomiczno-morfologicznych
form poliploidalnych i z ich formami wyjSciowymi.

DYSKUSJA .

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie pod wzgledem cytologiczno-
embriologicznym formy diploidalnej T. pratense var. spontaneum z te-
renéw poinocno-wschodniej Polski i jej formy tetraploidalnej uzyska-
nej na drodze eksperymentalnéj. Jednoczesnie praca niniejsza miala na
celu znalezienie przyczyn zmniejszonej plodnosci kolchiploidow T. pra-
tense w porownaniu z materialem wyjsciowym zebranym ze stanowisk
naturalnych.

Przeprowadzone badania potwierdzily ustalong poprzednio dla for-
my diploidalnej liczbe 2n=14 i tetrapolida eksperymentalnego T. pra-
tense 2n=28 chromosomoéw (Bijok, Goéral, 1970) i sa zgodne z licz-
bami n =7 i n = 14 chromosoméw obserwowanymi w podziale mejo-
tycznym komorek macierzystych pylku (rys. 1, 2, 7-9, 12, 22 - 24, 27).

Chromosomy obu badanych form w pierwszym podziale mejotycz-
nym koniugowaly ze soba tylko w postaci biwalentéw (rys. 1, 2, 7, 22).
Nie spotkano w zadnym przypadku w czasie prowadzonych badan wy-
stepowania u formy eksperymentalnej uniwalentéw, wzglednie tetra-
walentéw. Szczegolowa analiza biwalentéw u obu badanych form wyka-
zala, ze biwalenty tetraploida eksperymentalnego T. pratense (2n = 28)
posiadaly wiekszg liczbe chiazm i silniejszy stopien terminalizacji niz
biwalenty formy wyjsciowej T. pratense var. spontaneum (2n = 14) ze
stanowisk naturalnych (rys. 1, 2).

U tetraploida T. pratense ze stanowisk maturalnych w USA i Nowej
Zelandii Atwood i Hill (1940) stwierdzili w podziale mejotycznym
poza biwalentami wyjatkowo dwa uniwalenty. Wystepowanie uniwalen-
tow, biwalentow i tetrawalentow obserwowali u eksperymentalnej formy
autooktoploidalnej (2n = 64) T. repens Levan (1942), Atwood (1944),
Brewbaker, Keim (1953), Evans (1955) i Wexelsen (1928).
Kazubowska-Mackiewicz (1964) u diploidalnej T. pratense
w podziale mejotycznym obserwowala tylko biwalenty, natomiast u for-
my tetraploidalnej T. pratense obserwowala tetrawalenty i uniwalenty
powigzane w postaci tancuszkéw. U innych gatunkéw poliploidalnych ro-
dzaju Trifolium wystepowanie uni-, bi- i tetrawalentéw stwierdzili
Levan (1940) i Yates, Britton (1952).
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Mintzing, Prakken (1940) u gatunkéw z rodzaju Phlenum
i Bijok (1964, 1965, 1965) u tetraploidalnego Chrysanthemum corym-
bosum ze stanowisk naturalnych oraz eksperymentalnego tetraploida
Ch. subcorymbosum stwierdzili wystepowanie w podziale mejotycznym
jedynie biwalentow.

Podzial mejotyczny u badanych form mial przebieg normalny, stad
nie obserwowano u nich wystepowania zdegenerowanego pylku (rys.
7 - 35). Podobny przebieg podzialu mejotycznego i brak zdegenerowane-
go pylku obserwowali u T. repens i T. hybridum ze stanowisk natural-
nych péinocno-wschodniej Polski, jak i ich sztucznych poliploidow
Bijok, Goral, Goral (1970, 1970). Bleier (1925), Kazubo w-
ska-Mackiewicz (1964) u T. pratense i Ferreira de Ameida
(1957) u T. resupinatum, obserwowali w komorach pylnikowych zdege-
nerowany pylek. Powodem tego byly zaburzenia w czasie podzialu me-
jotycznego komorek macierzystych pyltku w postaci niezsynchronizowa-
nego rozchodzenia sie chromosoméw na bieguny (Kazubowska-
Mackiewicz 1964) lub przez wyksztalcanie sie jednobiegunowego
wrzeciona kariokinetycznego (Bleier 1925).

Zaréwno badania wiasne, jak i badania Martina (1914), Polia-
kowa, Solomina (1925) i Kazubowskiej-Mackiewicz
(1964) wykazaly wystepowanie u T. pratense wielokomoérkowego arche-
sporu (rys. 36, 45). Wielokomorkowy archespor stwierdzili u T. repens
i T. hybridum Martin (1914), Poliakowa, Solomina (1952),
Kazubowska-Mackiewicz (1964) i Bijok, Goral Géral
(1970). U T. hybridum z terenéw poélinocno-wschodniej Polski Bijok,
Goral, Goral (1970) stwierdzili archespor dwukomoérkowy.

U T. pratense ze stanowisk naturalnych péinocno-wschodniej Polski,
jak i u jej eksperymentalnej autotetraploidalnej formy podzialy mejo-
tyczne zachodzily we wszystkich komoérkach macierzystych makrospor
(rys. 36 - 38, 47 - 54).

Podobne wyniki osiagneli Bijok, Goral, Goéral 1970, 1970)
u T. hybridum i T. repens ze stanowisk naturalnych péinocno-wschod-
niej Polski jak i u ich form autoploidalnych.

Z licznych tetrad makrospor, woreczek zalgzkowy tworzyl sie u ba-
danych roslin z chalazalnej makrospory, tetrady najblizszej okienka
(rys. 38, 47). Pozostale tetrady makrospor obumieraly (rys. 38 - 40,
47-49). Martin (1914), Poliakowa (1956), Powvilajtis,
Boyes (1960) i Kazubowska-Mackiewicz (1964) stwier-
dzili zaréwno u T. pratense, jak i u T. hybridum i T. repens oraz ich
form poliploidalnych, rozwoj tylko jednej komorki macierzystej worecz-
ka zalgzkowego.

Woreczek zalgikowy u badanych form T. pratense byl o$miojadrowy
typu monosporialnego (rys. 41-44, 50 - 53). Podobny typ woreczka za-
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lazkowego stwierdzili u T. pratense, T. hybridum i T. repens Martin
(1914), Poliakowa (1956), Povilajtis, Boyes (1960), Kazu-
bowska-Mackiewicz (1964) i Bijok, Géral Géral (1970,
1970).

Przeprowadzone badania u obu form T. pratense wykazaly, ze anty-
pody w okresie dojrzewania woreczka zalazkowego, a mianowicie w cza-
sie laczenia sie we wtérne jadro woreczka zalazkowego jader biegunowych
degenerowaly (rys. 44, 53). Potwierdzily to réwniez badania prowadzone
u T. pratense, T. hybridum i T. repens przez Martina (1914), Ka-
zubowska-Mackiewicz (1964) i Bijoka, Goéralowej,
Goérala (1970, 1970).

U obu badanych form T. pratense nie obserwowano w Zadnym przy-
padku degenerowania woreczka zalgzkowego. Podobne zjawisko stwier-
dzili Bijok, Géral, Goral (1970, 1970) u T. hybridum i T. repens.
Povilajtis, Boyes (1959), Damisch (1963) i Kazubow-
ska-Mackiewicz (1964) stwierdzili u T. pratense wystepowanie
zalazkow z zdegenerowanymi woreczkami zalgzkowymi, a czesto nawet
zalazki pozbawione woreczkow zalazkowych.

Zalaznia u badanych form T. pratense podobnie, jak u T. hybridum
i T. repens byla jednokomorowa (Kazubowska-Mackiewicz
1964), (Bijok, Goéral, Goéral 1970, 1970).

Zalazki obu form T. pratense w liczbie zawsze dwéch byly jednako-
wych rozmiaréw podobnie jak u T. hybridum i T. repens (Bijok,
Goral, Goral 1970, 1970). Kazubowska-Mackiewicz (1964)
u T. pratense obserwowala zréznicowanie co do wielkosci pomiedzy za-
lazkami w zalazni.

Przeprowadzone badania u T. pratense var. spontaneum, podobnie
jak to stwierdzono u T. hybridum i T. repens (Bijok, Goéral, Gor al
1970a, b), nie wskazuja na to, aby w rozwoju embriologicznym T. pra-
tense do czasu wyksztalcenia sie dojrzalego pylku i woreczka zalazko-
wego istnialy przyczyny mogace wplynaé na obnizong plodnosé¢ ich po-
liploidéw. Przyczyny tego moga tkwi¢ w procesie zaplodnienia, rozwoju
zarodka i bielma. Zagadnienie to bedzie przedmiotem dalszych badan.

STRESZCZENIE

W toku badan potwierdzono liczby n =17, 2n = 14 u formy diploidalnej ze sta-
nowisk naturalnych poélnocno-wschodniej Polski T. pratense L. var. spontaneum
Willk. (rys. 1) i n =14, 2n = 28 u saztucznego tetraploida T. pratense var. sponta-
neum (rys. 2).

U formy diploidalnej i u sztucznego tetraploida T. pratense w diakinezie i meta-
fazie pierwszego podzialu mejotycznego wystepowaly zawsze biwalenty (rys. 1, 2,
7-9, 12, 22-24, 27). Biwalenty formy detraploidalnej T. pratense posiadaly wyzsza
liczbe chiazm i silniejszy stopienn terminalizacji od biwalentéw formy wy)sciowej
T. pratense ze stanowisk naturalnych pélnocno-wschodniej Polski (rys. 1, 2).
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Komoérki tapetum obu badanych form byly jednojgdrowe, o jadrach diploidal-
nych, a tapetum bylo typu komérkowego (rys. 3 - 6).

Podzialy mejotyczne w komorkach macierzystych pylku zachodzily normalnie
i stgd nie obserwowano zdegenerowanego pylku. Dojrzale ziarna pyltku byly tréoj-
jadrowe i posiadaly: duze jadro wegetatywne i dwa jadra plemmnikowe otoczone
cienkg warstwg wlasnej cytoplazmy (rys. T - 35).

Archespor badanych form T. pratense byl wielokomérkowy (rys. 36, 45). Ko-
morki archesporu przeksztalcaly sie bez oddzielania komoérek przykrywkowych
w komoérki macierzyste makrospor. Podzialy mejotyczne zachodzily we wszystkich
komorkach macierzystych makrospor (rys. 37, 38, 46,-47). Makrospora chalazalna
tetrady makrospor najblizszej okienka, dawala poczatek osmiojgdrowemu worecz-
kowi zalazZkowemu typu monosporialnego (rys. 38-41, 46-50). Pozostale tetrady
makrospor obumieraly (rys. 37, 38, 46, 47). Woreczek zalgzkowy u obu badanych
form posiadal typowa budowe (rys. 42 - 44, 51 - 53).

Zalgznia obu form T. pratense byla jednokomorowa i obejmowala zawsze tylko
dwa zalazki. Zalgzki posiadaly jednakowe rozmiary.

Nie stwierdzono zalazkéw pozbawionych, wzglednie posiadajacych zdegenero-
wane woreczki zalazkowe, '

Przeprowadzone badania embriologiczne mie wykazaly przyczyn, ktére bylyby
powodem obnizonej plodnosci u sztucznych tetraploidéw T. pratense. Przyczyny
tego zjawiska tkwia prawdopodobnie w procesie zaplodnienia, rozwoju zarodka,
bielma i beda przedmiotem dalszych badan.

Katedra Genetyki WSR (Wplynelo dn. 25.1.1970 r.)
w Olsztynie

SUMMARY

As a result of this study the following chromosome numbers have been con-
firmed: n =17, 2n = 14 for the diploid form of Trifolium pratense L. var. sponta-
neum Willk. (Fig. 1) taken from the matural stands in north-eastern Poland, and
n =14, 2n = 28 for the experimental tetraploid of T. pratense wvar. spbntaneum
(Fig. 2).

At diakinesis and metaphase of the first meiotic division always the bivalents
are formed both in the diploid form and in the experimental tetraploid of T. pra-
tense var. spontaneum (Figs. 1, 2, 7T-9, 22-24, 27). The bivalents of the tetraploid
T. pratense are characterized by a larger number of chiasmas and a higher degree
of terminalization than the bivalents the natural form of T. pratense L. var. spon-
taneum Willk. (Figs. 1, 2).

The tapetal cells of the studied forms are uninucleate, their nuclei are diploid
and the tapetum itself is of the cellular type (Figs. 3 - 6).

Meiotic division in the pollen mother cells are normal and no degenerate
pollen is observed. The mature pollen grains are trinucleate and contain one large
vegetative nucleus and the two sperm-nuclei surrounded with a thin layer the
spermoderm of their cytoplasm (Figs. 7 - 35).

The archesporium of the studied forms of T. pratense is multicellular (Figs.
36 - 45). The archespore cells undergo the transformation into macrospore mother
cells without separation of covercells. Meiotic divisions take place in all macrospore
mother cells (Figs. 37, 38, 46, 47). The chalazal macrospore of the tetrad of macro-
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spores next to the micropyle is found to give the origin of the octonucleate embryo
sac of the monosporial type (Figs. 38 - 41, 46 - 50). The remaining tetrads of macro-
spores break down (Figs. 37, 38, 46, 47). The embryo sac of both the studied forms
is typical in structure (Figs. 42 - 44, 51 - 53).

The ovary in these two forms of T. pratense var. spontaneum is monocelled
and it always contains only two ovules; they are of the same size.

No ovules deprived of embryo sacs or heving them degenerated are found.

This embryological study has not accounted for the causes of a decreased fer-
tility in experimental tetraploids of T. pratense var. spontaneum. The causes pro-
bably associated with the fertilization process and the development of embryo and
endosperm, and they will make the obiect of further investigations.
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