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Abstract:
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Studies on karyology and pollen development in several varieties of Medicago
sativa L. Part I.

At the stage of diakinensis and metaphase of the first meiotic division, conju-
gating chromosomes in the form of bivalents were always observed. At the pre-
meiotic stage some of the mother pollen cells underwent degeneration (in ‘Australian’
var. 17% in ‘'Warminiska’ 20%, in ‘Kleszczewska’ 23%, in ‘Grimma’ 30% and in 'Mie-
chowska’ 40%). In the degenerating mother pollen cells no meiotic division were
observed. In the surviving mother pollen cells, meiotic division were found to be
normal. The mature pollen grains were trinucleate.

WSTEP

Medicago sativa L. i jej liczne odmiany stanowila przedmiot zainte-
resowania pracy licznych kariologéw i embriologow.

Poprzednio gatunek M. sativa byl pod wzgledem kariologicznym ba-
dany przez Eldersa (1926), Karpeczenko (cyt. Tischler
1927), Stahlina (1928), Ghimpu (1928, 1929a, b, 1930, 1941),
Reevesa (1930), Freya (1930), Kawakami (1930), Tschecho-
wa (1930, 1933), Coopera (1935,°1936, 1939), Coopera,-Brinka,
Albrechta (1937, Romanenko (1937, Senna (1938b, Skov-
steda (1939), Wipfa (1939), Sinskaya (1940, 1959a), Leding-
hama (1940), Nilssona, Andersona (1941, 1943), Julena (1944),
Frandsena (1945), Schelhorna (1947, Tome (1947), Moriya,
Kondo (1950b), Gruna (1951a), Lesinsa (1952, 1954 a, b, 1955,
1956 a, b, 1957, 1958), Evansa (1955), Fyfe (1957), Saunorisa
(1957 a, b) i Sinskaya, Maleyeva (1959).
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Badania nad rozwojem pylku u tego gatunku i jego odmian prowa-
dzili Reeves (1930), Brink, Cooper (1936), Grun (1951a)
i Evans (1955). Réwniez plodnos¢ réznych odmian M. sative byla
przedmiotem licznych badan zaréwno cyto-genetykéw, jak i hodowcow.

Zagadnienie plodnosci odmian M. sativa stanowi niezmiernie wazny
problem w hodowli tych roslin. Niskie plony nasion hamuja wprowadze-
nie do uprawy pod wieloma wzgledami waznych odmian tego gatunku.

Niniejsze badania kariologiczne i rozwoju pylku, moga wiec w pew-
nym stopniu da¢ wyjasnienie niskiej plodnosci i stabego zawigzywania
nasion u odmian tego gatunku w warunkach Kklimatycznych Europy
Srodkowej, a szczegblnie Polski.

MATERIAL I METODY

Materiat M. sativa w postaci nasion sprowadzony zostal w 1968 r.
z Zjednoczenia Hodowli Roslin i Nasiennictwa w Warszawie, z Zaktadu
Biologii i Fizjologii Rozwoju Roslin w Radzikowie, Lubelskiego Przed-
sigbiorstwa ,,Centrala Nasienna” Oddzial w Zamosciu, z Instytutu Ho-
dowli i Aklimatyzacji Roslin i Stacji Hodowlano-Badawczej w Bartgzku
pow. Olsztyn. Sprowadzone nasiona pieciu odmian M. sativa, a miano-
wicie: “Australijska’, ‘Grimma’, ‘Kleszczewska’, "Miechowska’ i ‘War-
minska’ wysiano na polu doswiadczalnym Katedry Genetyki WSR
w Olsztynie.

Stozki wzrostu korzonkow roslin kwitnacych, utrwalono w terenie
utrwalaczem Nawaszyna rozcienczonym wodg destylowang (1:1). Bar-
dziej dogodnym materialem do badan kariologicznych byly korzonki
wykielkowanych w pracowni nasion, ktoére utrwalono réwniez
w 50% utrwalaczu Nawaszyna.

Badania nad rozwojem pylku prowadzono na kwiatach w réznych
stadiach rozwojowych; poczynajac od bardzo mlodych paczkow, a koi-
czac na rozkwitnietych.

Paczki kwiatowe utrwalono w terenie réwniez w 50% utrwalaczu
Nawaszyna. Utrwalony materiat zatg;iono w parafinie przy 52°C i kra-
jano na mikrotomie na skrawki o grubosci 10 pm.

Zaréwno w badaniach kariologicznych w stozkach wzrostu korzon-
kow, jak i stadiach rozwojowych pylku preparaty barwiono fioletem
gencjanowym roznicujac je roztworem fenolu w ksylenie (1:3).

Rysunki wykonano aparatem Zeissa spod mikroskopu NfpK przy
uzyciu obiektywow 90X, 40X, w polaczeniu z okularem K 20X Zeissa.
Przy kazdym rysunku podano wlasciwe powiekszenie.
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LICZBY CHROMOSOMOW I ICH MORFOLOGIA

Liczby chromosomow zostaly ustalone w metafazach somatycznych
merysteméw stozkéw  wzrostu korzeni oraz w diakinezie, metafazie
i anafazie pierwszego i drugiego podzialu mejotycznego komérek macie-
rzystych pylku.
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Ryc. 1-5. Metafazy somatyczne w merystemach stozkéw wzrostu korzenia
Medicago sativa L.

! — odmiana "Warminska’, 2 — odmiana ‘Australijska’, 3 — odmiana ‘Miechowska’ 4 — od-
miana ‘Grimma’, 5 — odmiana ‘Kleszczewska’ (< 2400).
Figs. 1-5. Somatic metaphases in root-tip of Medicago sativa L.
1 — cv. Warminska, 2 — ev. Australijska, 3 — ev. Miechowska, 4 — cv. Grimma. § — cv.

Kleszezewska, (X 2400).

W toku badan zostala potwierdzona uprzednio ustalona przez szereg
autorow dla wszystkich odmian tego gatunku liczba n = 16, 2n = 32
chromosomow (rys. 1-10, 18, 20, 23, 31, 33, 36, 44, 46, 49, 57, 59, 62, 70,
72, 75). Zatem wszystkie badane odmiany posiadaja charakterystycznag
dla tego rodzaju podstawowa liczbe x = 8 chromosomow.

Poszczegolne chromosomy z plytek somatycznych mozna zestawic
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u wszystkich badanych odmian w 16 par odpowiadajgcych sobie diugo-
Scig i ksztaltem (rys. 1-5). Pary te réznig sie od siebie do$é znacznie
pod wzgledem morfologii i dlugosci. U odmiany “Australijskiej’, ‘Grim-
ma’ i ‘Kleszczewskiej” chromosomy mozna podzieli¢é na dwie grupy
(rys. 2, 4, 5); chromosomy réwnoramienne o stosunku ramion 1 :1, chro-
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Rys. 6-10. Biwalenty z metafazy pierwszego podzialu mejotycznego komoérek ma-
cierzystych pylku Medicago sativa L.

6 — odmiana ‘Warminska’, 7 — odmiana ’Australijska’, 8 — odmiana ‘Miechowska’, 9 — od-
miana ‘Grimma’, 10 — odmiana ‘Kleszczewska’ (3¢ 2400).

Figs. 6-10. Bivalents from first metaphase in P.M.C’s of Medicago sativa L.

6 — cv. Warminska, 7 — cv. Australijska, &8 — cv. Miechowska, 9 — cv. Grimma, 10 — cv.
Kleszezewska (X 2400).

mosomy dwuramienne o stosunku ramion mniej wiecej 1:3. U odmian
‘Miechowskiej’ i "Warminskiej’ na trzy grupy: chromosomy réwnoramien-
ne o stosunku ramion 1:1, chromosomy dwuramienne o stosunku ra-
mion mniej wiecej 1:3 bez trabanta i chromosomy dwuramienne o sto-
sunku ramion mniej wiecej 1:3 z trabantem na krétszym ramieniu
(rys. 1, 3). Ilosciowe stosunki tych chromosoméw oraz diugosci chromo-
soméw u badanych odmian sg przedstawione w tabeli 1.
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Tabela 1 — Table 1
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Poréwnanie dlugodei i proporeji ramion chromosoméw u 5 odmian
Medicago sativa L.

Comparison of the length and proportion of chromosome arms of five
Medicago sativa L. varieties

Przyblizona
Liczba par Liczba par Liezba par
Gatunek Proporcje |, .o trabanta|bez trabanta| z trabantem ;i‘;ﬁsii:‘
Species ramion Number of | Number of | Number of | i
Odmiana Proportions | ... without|pairs without| pairs with ;I)pro::] ;

Variety afiarms trabant trabant trabant eng &

microns
1 3,3
T O | 1 2,9
Medicago 2_ . 2,6
sativa 1 3,6
cvar. "Australijska’ 1 3,0
on = 32 1:3 2 2,9
( ) 3 25
5 2,0
3 4,1
; 4 3,3
Mefitmgo i & 1 2.9
sativa 3 2.5
cvar. ‘Grimma’ 1 ] 2,0
(2n = 32) 1 2,7
183 3 2,5
2 4,1
i i ¢ 2 3.3
Medicago 2 2,6
sativa 1 4,1
cvar. 'Kleszczew- ; g’g

’ E]
ska 1:3 2 3,1
(2n = 32) 1 2,9

1 2,5
1 2,0
1 3,3
1:1 6 2.5
Medicago O ——— _

; 1 3,3
sativa i 57 1 27
cvar. ‘Miechowska 5 25
(2n = 32) o5

1 y
118 1 3,7
B 1 -
_ 2 2,9
1:1 3 2,5
Medicago g ——— 2,0
sativa 1 2,9
cvar. ‘Warminska’ 1:3 f g»g
@n = 32) 1 2.0

w
—




324 K. Bijok, E. Adamkiewicz, L. Grygorezyk

OBSERWACJE NAD ROZWOJEM PYLNIKA I ZIARN PYLKU

1. Topografia pylnika

W mlodym pylniku u badanych odmian M. sative na przekroju po-
przecznym widoczne byly cztery komory ze zgrupowanymi w nich
w centralnej cze$ci komoérkami macierzystymi pytku. Komorki macie-
rzyste pylku przylegaja SciSle do siebie i wyraZnie roznig sie od otacza-
jacych je komoérek warstwy tapetum (rys. 11 a, b). Liczba komérek ma-
cierzystych na przekroju poprzecznym pylnika waha sie w granicach
od 8 do 10. Sciany pylnika w tym stadium rozwoju zbudowane sa ze
skorki, warstwy wloknistej, warstwy zanikajacej i warstwy komérek
tapetum.

2. Tapetum

W stadiach premejotycznych warstwa komorek tapetum u wszyst-
kich odmian M. sativa zbudowana byla z komoérek jednojadrowych,
o ksztalcie prawie kwadratowym, wypelnionych ziarnista cytoplazma
(rys. 11 b).

Nie obserwowano w zadnym przypadku podzialu jader w komérkach
tapetum, jak tez zlewania sie ich lub zwiekszania liczby chromosoméw
w drodze endomitozy. Mozna stad wnioskowa¢, ze jadra komorek tape-
tum byly diploidalne. W miare wzrostu pylnika na diugo$¢, komorki
tapetum wydluzaly sie i przybieraly ksztalt wrzecionowaty. W ich cyto-
plazmie w tym czasie pojawialy sie poczatkowo male wodniczki, ktore
w starszych komorkach laczyly sie i tworzyly wodniczke centralna.

W czasie dojrzewania ziarn pylku komérki tapetum ulegaly postepu-
jacej degeneracji (rys. 12). Ujawnialo sie to utratg barwliwo$ci jadra,
zanikiem bton komoérkowych, a w koncu degeneracja calych komorek.

3. Mikrosporogeneza

W komérkach pylnikowych badanych odmian M. sativa komorki ma-
cierzyste pylku réznity sie bardzo wyraznie od komoérek warstwy tape-
tum (rys. 11a,b). Przylegaly one scisle do siebie, a wskutek wzrostu
pylnika na dlugo$¢ zaokraglaly sie i tracily swojg spoistos¢, przez co
tworzyly sie pomiedzy nimi przestwory miedzykomérkowe. W stadium
diakinezy widoczne byly jako pojedyncze komorki luzno ulozone w ko-
morach pylnikowych. _

Nie wszystkie komorki macierzyste pylku u badanych odmian do-
chodzily do tego stadium rozwoju. Obserwowano u wszystkich odmian
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Rys. 11 - 12. Medicago sativa — odmiana "Miechowska’

1la — komorki macierzyste pytku, 11b — komorki warstwy tapetum (X 1200), 12 — Degenerujace
komorki tapetum (3 1200).

Figs. 11 -12. Medicago sativa — cv. "Miechowska'
a — P.M.C's, b — tapetal cells (X 800). 12 — Degenerated tapetal cells (X 1200)

w niektérych komorach pylnikowych stopniowe degenerowanie komoérek
macierzystych pylku (rys. 13 -15). Zjawisko to wystepowalo z réznym
natezeniem u badanych odmian. NajczeSciej proces ten obserwowany
byl u odmiany ‘Miechowskiej’ w iloSci okolo 40%, natomiast u odmiany
‘Warminskiej’ okolo 20%, u odmiany ‘Grimma’ okolo 30%, u odmiany
"Kleszezewskiej’ okolo 23%, a najnizszy u odmiany "Australijskiej’ w ilo-
$ci okolo 17%.

W degenerujagcych komoérkach macierzystych pylku nie obserwowa-
no w zadnym przypadku podzialéw mejotycznych. W komérkach pylni-
kowych obserwowano u badanych odmian procentowo mniejszg liczbe
komoérek macierzystych pylku, w ktérych podzialy mejotyczne zacho-
dzily.



Rys. 13 - 15. Medicago sativa — odmiana "Warminska'. Stadia obumierania komoérek
macierzystych pyiku (X 800).
Figs. 13-15. Medicago sativa — cv, Warminiska. Stages of dying pollen mother cells
(X 800).

Rys. 16 - 17. Medicago sativa — odmiana ‘Warminska’. Stadia obumierania tetfad
mikrospor (X 800).
Figs. 16 -17. Medicago sativa — cv. Warminska, Mortifying stages of microspore
tetrads (X 800).



Rys. 18 - 30. Medicago sativa L. — odmiana "Australijska’. Rozw6j pylku

18 — diakineza, 19 — metafaza pierwszego podzialu mejotycznego, 20 — metafaza pilerwszego
podzialu mejotycznego — widoeczna z gory, 21, 22 — anafaza i telofaza pierwszego podzialu me-
jotyeznego, 23-25 — meta-, ana- i telofaza drugiego podzialu mejotyecznego 26 — tetrada

mikrospor, 27, 28 — pierwotne ziarna pytku, 29 — ziarno pyltku z komdrks weg’etatywna, i ko-
moérksg generatywng, 30 — ziarno pylku z jadrem wegetatywnym 1 jadrem generatywnym

(> 1200).
Figs. 18-30. Medicago sativa L. — cv. Australijska. Pollen development
18 — diakinesis, 19 — first metaphase in P.M.C's, 20 — first metaphase in P.M.C's. — polar

view, 21, 22 — first anaphase and telophase in P.M.C's., 23 - 25 — second metaphase, anaphase

and telophase in P.M.C's., 26 — microspore tetrads, 27, 28 — original pollen grain, 29 — pollen

grain with vegetative and generative cell, 30 — pollen grain with vegetative and generative
nuclei (< 1200). .



Rys. 31 - 43, Medicago sativa L. — odmiana ‘Grimma’. Rozwdj pylku
31 — diakineza, 32 — metafaza plerwszego podzialu mejotycznego, 33 — metafaza plerwszego

podzialu mejotyeznego — widoczna z gory, 34, 35 — anafaza i telofaza pilerwszego podzialu

mejotycznego, 39, 40 — rozwdj tetrady mikrospor, 41 42 — plerwotne ziarno pylku, 43 — ziar-
no pylku z jadrem wegetatywnym i dwoma jadrami plemnikowymi (X 1200).
Figs. 31-43. Medicago sativa L. — cv. Grimma. Pollen development

31 — diakinesis, 32 — first metaphase in P.M.C’s., 33 — {irst metaphase in P.M.C's,, — polar

in P.M.C's., 36-38 — second mela-, uana-

35 — first
and telophase in P.M.C's., 39, 40 — formation of microspore tetrads, 41, 42 — original pollen

view, 34, anaphase and telophase
grain, 43 — pollen grain with vegetative nucleus and two sperm nuelei (> 1200).



Rys. 44 - 56. Medicago sativa L. — odmiana 'Kleszczewska'. Rozwéj pytku
44 — diakineza, 45 — metafaza pierwszego podzialu mejotycznego, 46 — metafaza pierwszego
podzialu mejotycznego — widoczna z géry, 47, 48 — anafaza i telofaza pierwszego podzialu
mejotycznego, 49 — metafaza drugiego podzialu mejotyeznego — widoczna z gory, 50, 51 —
anafaza i telofaza drugicgo podzialu mejotyeznego, 52 — tetrada mikrospor, 353, 54 — pier-
wotne ziarno pyiku z jadrem wegetatywnym i generatywnym, 56 — ziarno pylku z jgdrem

wegetatywnym i dwoma jadrami plemnikowymi (¥ 1200).

Figs. 44 -56. Medicago sativa L. — cv. Kleszczewska. Pollen development
44 — diakinesis, 45 — first metaphase in P.M.C’s., 46 — first metaphase in P.M.C's., — polar
\:iew, 47, 48 — first anaphase and telophase in P.M.C's., 49 — second metaphase in P.M.C's,
— polar view, 50, 51 — second anaphase and telophase in P.M.C's., 52 — microspore tetrads,
53, 54 — original pollen grain, 55 — pollen grain with vegetative and generative nuclel, 56 —

pollen grain with vegetative nucleus and two sperm nueclei (X 1200).
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Rys. 57—69
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Dokladne badanie mejozy prowadzone bylo od stadium diakinezy.
W tym stadium u wszystkich odmian wyrézniono 16 par chromosomow
(rys. 18, 31, 44, 57, 70). Obserwowano tutaj u kazdej odmiany charak-
terystyczne konfiguracje (rys. 18, 31, 44, 57, 70).

W metafazie pierwszego podzialu mejotycznego, podobnie jak i w dia-
kinezie, chromosomy koniuguja z soba w postaci biwalentow (rys. 6-10,
19, 20, 32, 33, 45, 46, 58, 59, 71, 72). Biwalenty poszczegolnych odmian
réznig sie dosé wyraznie pomiedzy soba (rys. 6-10). Plytki chromoso-
mowe w tym stadium lezaly w $rodku, albo byly nieco zepchniete ku
obwodowi komérki macierzystej pylku i tworzyly jedno dosé silnie zbite
skupienie (rys. 19, 32, 45, 58, 71). W tym stadium wystepowalo wyraznie
wyksztalcone dwubiegunowe wrzeciono kariokinetyczne (rys. 19, 32, 45,
58, T1).

Stadium anafazy pierwszego podzialu mejotycznego, podobnie jak
stadium metafazy pierwszego podzialu, mialo przebieg normalny (rys. 21,
34, 47, 60, 73). Rozchodzenie sie chromosoméw na bieguny bylo zawsze
wyraznie zsynchronizowane. Pomiedzy rozchodzacymi si¢ na bieguny
grupami chromosoméw w liczbie haploidalnej wystepowal dos¢ wyraz-
nie wyksztalcony fragmoplast (rys. 21, 34, 47, 60, 73), ktéry utrzymywat
sie do konca pierwszego podzialu mejotycznego, po czym zanikat (rys. 22,
35, 38, 61, 74).

W stadium metafazy drugiego podzialu mejotycznego obie plytki
chromosomowe i oba wrzeciona ukladaja sie réwnolegle, czesciej jednak
prostopadle do siebie (rys. 23, 36, 49, 62, 75).

W stadium anafazy drugiego podzialu mejotycznego, podobnie jak
w stadium anafazy pierwszego podzialu mejotycznego, wystepowalo zsyn-
chronizowane rozchodzenie sie chromosoméw na bieguny (rys. 24, 37,
50, 63, 76). Podobnie i tutaj, pomiedzy rozchodzacymi si¢ na bieguny

Rys. 57 - 69. Medicago sativa L. — odmiana ‘Miechowska’. Rozwoj pyiku

57 — diakineza, 58 — metafaza plerwszego podzialu mejotycznego, 58 — metafaza pierwszego

podzialu mejotycznego — widoczna z gory, 60, 61 — anafaza 1 telofaza pierwszego podziatu

mejotycznego, 62 -64 — metafaza, anafaza 1 telofaza drugiego podzialu mejotycznego, 65 —

tetrada mikrospor, 66, 67 — pierwotne ziarno pylku, 68 — ziarno pylku z komdrka wegetatyw-

na i generatywna, 69 — ziarno pylku z jadrem wegetatywnym i dwoma jadrami plemniko-
wymi (X 1200).

Figs. 57-69. Medicago sativa L. — cv. Miechowska. Pollen development

57 — diakinesis, 58 — first metaphase in P.M.C’s., 59 — first metaphase in P.M.C's., — polar

view, 60, 61 — first anaphase and telophase in P.M.C's, 62-64 — second metaphase, anaphase

and telophase in P.M.C's., 65 — microspore tetrads, 66, 67 — original pollen grain, 68 — pol-

len grain with vegetative and generative cell, 69 — pollen grain with vegetative nucleus and
two sperm nuclei (3 1200).



Rys. 70 - 84. Medicago sativa L. — odmiana "Warminska'. Rozw6j pylku
70 — diakineza, 71 — metafaza plerwszego podzialu mejotycznego, 72 — metafaza plerwszego
podzialu mejotycznego — widoczna z géry, 73, 74 — anafaza i telofaza pierwszego podzialu
mejotyeznego, 75 - 77 — metafaza, anafaza i telofaza drugiego podzialu mejotycznego, 78, 79 —
rozwoj tetrady mikrospor, 80, 81 — pierwotne ziarno pylku, §2 — ziarno pylku z komdrka
wegetatywna i generatywng, 83 — ziarno pylku z jadrem wegetatywnym i generatywnym,
84 — ziarno pylku z jadrem wegetatywnym i dwoma jadrami plemnikowymi (X 1200).

Figs. 70 - 84. Medicago sativa L. — cv. Warminska. Pollen development
76 — diakinesis, 71 — first metaphase in P.M.C’s., 72 — first metaphase in P.M.C's., — polar
view, 73, 74 — first anaphase in P.M.C's., 75-77 — second meta-, ana- and telophase
in P.M.C's., 78-79 — formation of microspore tetrads, 80, 81 — original pollen grain, 82 —
pollen grain with vegetative and generative cell, 83 — pollen grain with vegetative and gene-
rative nuclei, 89 — pollen grain with vegetative and two sperm nuclei (3 1200).
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Rys. 85-89. Medicago sativa L. — Wykresy szerokoSci i dlugoSci ziarn pytku
w mikroncch.
1 — szeroko$é, 2 — diugoseé.
Figs. 85-89. Medicago sativa L. — Graphs of the width and length of pollen
grain in microns.
1 — width, 2 — length, 8 — odmiana (cv.) ‘Australijska’; 8 — odmiana (ev.) ‘Grimma’;
87 — odmiana (cv.) ‘Kleszezewska’; 88 — odmiana (ev.) ‘Miechowska’; 89 — odmiana (cv.)

‘Warminska’.



334 K. Bijok, E. Adamkiewicz, L. Grygorczyk

chromosomami, wystepowal do§¢ wyraznie wyksztalcony fragmoplast
(rys. 24, 317, 50, 63, 76).

W stadium telofazy drugiego podzialu mejotycznego komoérki macie-
rzyste pylku posiadaly po cztery jadra, z ktoérych trzy widoczne byly
mniej wiecej w jednej plaszczyznie, czwarte za$ lezalo nieco glebiej
(rys. 25, 38, 51, 64, 77). Pomiedzy jadrami wystepowalo sze§¢ wyraznych
fragmoplastéw (rys. 25, 38, 51, 64, 77, 78). Poczatkowo w cytoplazmie
komérki macierzystej pyltku zarysowywalo sie sze$¢ bruzd, ktoére przez
poglebienie sie rozdzielaly protoplast komérki macierzystej pylku na
cztery grupy (rys. 34, 78). Protoplasty te poczatkowo powigzane byly
mostkami cytoplazmatycznymi, w dalszym rozwoju ulegaly nieréwno-
czesnemu rozerwaniu. Kazdy z tych protoplastow posiadal silnie bar-
wigce sie jadro. Zgodnie z tym powstawala w kazdej komoérce macie~
rzystej pylku tetrada mikrospor (rys. 26, 40, 52, 65, 79). Wystepuje tutaj
u wszystkich badanych odmian M. sativa podzial réwnoczesny, uwazany
za charakterystyczny dla Dicotyledones. Powstale w ten sposéb cztery
komorki, zostaly w dalszym rozwoju uwolnione z blony komoérki ma-
cierzystej pylku (rys. 27, 49, 53, 66, 80).

U badanych odmian proces ten ulegal w ostatnim stadium réwniez
dos¢ silnym zaburzeniom. Mianowicie tetrady mikrospor znajdujace sie
jeszcze w obrebie blony komorki macierzystej pylku czesto obumieraty
i ulegaly degeneracji. Procentowo objawialo sie to u poszczegélnych od-
mian podobnie jak u badanych odmian w komoérkach macierzystych
pylku. Obserwowano degeneracje i obumieranie calych tetrad (rys. 16, 17).

4. Dalszy rozwdéj pierwotnych ziarn pylku

Pierwotne ziarna pylku bezposrednio po uwolnieniu sie z blony ko-
morki macierzystej pytku otoczone byly pojedynczg blong — intyng
(rys. 27, 49, 53, 66, 80). Egzyna poczatkowo przedstawiala si¢ jako cienka
warstwa, z czasem narastala, grubiala i wtedy dos¢ latwo bylo w niej
obserwowaé trzy wglebienia siegajgce do samej intyny — porusy
(rys. 28-30, 42, 54-56, 67-69, 81 - 84).

Poczatkowo wewngtrz pierwotnych ziarn pylku wystepowala duza
centralnie umieszczona wodniczka oraz zepchniete przez nig na Sciane
duze jadro z jednym lub dwoma jaderkami (rys. 28, 42, 54, 67, 81).

Po podziale mitotycznym, w ziarnie pylku badanych odmian widocz-
ne byly dwa jadra, a mianowicie: wieksze wegetatywne i mniejsze gene-
ratywne oddzielone blong (rys. 29, 68, 82). Jadro komorki wegetatyw-
nej charakteryzowalo sie¢ kulistym ksztaltem, stabszg barwliwoscig i luz-
na strukturg (rys. 29, 68, 82). Jadro komoérki generatywnej natomiast
bylo réwniez kuliste, odznaczalo sie jednak silng barwliwoscia i zbitg
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strukturg (rys. 29, 68, 82). Z obserwacji wynikalo, ze komoérka gene-
ratywna jest mniejsza od wegetatywnej (rys. 29, 68, 82). Blona oddzie-
lajaca w ziarnie pyltku jadro wegetatywne od jadra generatywnego po
pewnym czasie zanika, a oba jadra, zaré6wno wegetatywne, jak i gene-
ratywne znajdowaly sie¢ obok siebie w cytoplazmie komérki wegetatyw-
nej (rys. 30, 55, 83). Nalezy zaznaczy¢, ze jadro generatywne bylo oto-
czone cienka warstwa wlasnej cytoplazmy (rys. 30, 55, 83).

W dalszym stadium rozwoju ziarn pylku, po podziale mitotycznym
jadra generatywnego, ziarna pylku znajdowaly sie w stadium tréjjadro-
wym, posiadaly bowiem jadro wegetatywne i dwa jadra plemnikowe
(rys. 43, 56, 69, 84). W tym czasie zachodzilo pekanie pylnikow i wysypy-
wanie sie pytku.

W wielkosci ziarn pylku badanych form wystepowaly nieznaczne roz-
nice. Dlugo$é ziarn pylkéw u odmiany ’Australijskiej’ miesci sie w gra-
nicach od okolo 15,5 um do okolo 17,0 um, odmiany ‘Grimma’ od okolo
18,5 pym do okolo 21,5 pm, odmiany ‘Kleszczewskiej’ od okolo 16,5 pm
do okolo 18,0 um, odmiany ‘Miechowskiej’ od okolo 17,0 um do okoto
20 um i odmiany ‘Warminskiej’ od okolo 16,5 uym do okolo 17,5 um.
Szerokos¢ natomiast ziarn pylku u badanych odmian miesci sie¢ w na-
stepujacych granicach: "Australijskiej” od okolo 13,0 um do okolo 15,0 um,
‘Grimma’ od okolo 16,0 um do okolo 19,5 um, ‘Kleszczewskiej” od okolo
14,0 ym do okolo 16,0 pm, 'Miechowskiej’ od okolo 16,0 um do okolo
19,0 ym i "Warminskiej” od okolo 11,0 um do okolo 12,0 um (rys. 85 - 89).

Nalezy zaznaczyé, ze w czasie rozwoju pytku badanych odmian za-
chodzily réwniez pewne zaburzenia. Mianowicie, w tej samej procentowo
lieczbie u pierwotnych ziarn pylku co poprzednio, przy obumieraniu ko-
mérek macierzystych pylku i tetrad mikrospor, wystepowalo wstrzyma-
nie ich dalszego rozwoju. U tych pierwotnych ziarn pyltku wyksztalcala
sie, podobnie jak u ndrmalnych ziarn pylku, druga blona egzyna,
jadra ich jednak nie dzielily sie. Rowniez ich wzrost ulegal w pewnym
stopniu zahamowaniu. Ich dlugos¢ miescila sie w granicach u odmiany
’Australijskiej” od okolo 13,0 um do okolo 13,5 um, u odmiany "Grimma’
w granicach od okolo 10,0 um do okolo 13,0 um, u "Kleszcezewskiej” od
okolo 10,0 um do okoto 10,5 pm, u 'Miechowskiej’ od okolo 10,0 um do
okolo 12,0 pym, a u odmiany ‘Warminskiej'w granicach od okolo 10,0 um
do 12,0 um. Szerokos¢ za§ miescila si¢ u odmiany "Australijskiej” w gra-
nicach od okolo 11,5 um do okolo 12,0 um, u odmiany ‘Grimma’ od okolo
10,0 pm do okolo 12,0 um, u "Kleszczewskiej” od okolo 10,0 um do okolo
10,5 um, u ‘Miechowskiej od okolo 9,0 um do okolo 11,0 um i u odmiany
"Warminskiej” od okolo 9,0 um do okolo 9,5 um.
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OMOWIENIE WYNIKOW

Jak podano na wstepie pracy, celem jej bylo zbadanie kariologii
i rozwoju pylku pieciu odmian M. sativa. Badania te mialy stanowic
przyczynek do ustalenia, czy w procesie ksztaltowania si¢ pyltku tych
odmian istnieje przyczyna wywotujaca stabe zawiazywanie nasion u tych
odmian.

Wyniki badan kariologicznych u badanych odmian M. sativa dowodza,
ze gatunek ten posiada liczbe n = 16, 2n = 32 chromosoméw (rys. 1-10).
Liczby te sa zgodne z podanymi przez szereg autoréw zajmujacych sie
kariologia tego gatunku.

W czasie podzialu mejotycznego w komorkach macierzystych pylku,
a mianowicie w stadium diakinezy i metafazy pierwszego podziatu, chro-
mosomy wystepowaly wylacznie w postaci biwalentéw (rys. 6 - 10); na-
lezy zaznaczyé¢, ze w zadnym przypadku nie obserwowano wystepowa-
nia uni-, tri-, wzglednie tetrawalentéw, jak to obserwowali u M. sative
Reeves (1930), Cooper (1935), Julen (1944), Grun (1951 a)
i Kazimierski (1970). Nie obserwowano rowniez zaburzen w czasie
rozchodzenia sie chromosoméw na bieguny w stadium anafazy pierwsze-
go i drugiego podzialu mejotycznego. Rozchodzenie sie chromosomow
na bieguny u wszystkich badanych odmian bylo wyraznie zsynchronizo-
wane (rys. 21, 24, 34, 37, 47, 50, 60, 63, 73, 76). Z tych komorek ma-
cierzystych pylku rozwijal sie pytek normalny, ktéry w stadium dojrza-
losci zawieral jedno jadro wegetatywne i dwa jadra plemnikowe (rys. 43,
56, 69, 84). Zaburzenia w rozchodzeniu si¢ chromosomoéw w stadium
anafazy pierwszego i drugiego podzialu mejotycznego u M. sativa obser-
wowali Reeves (1930), Cooper (1935, 1939), Julen (1944), Grun
(1951a) Nicoloff (1963), a Kazmierski (1970) u M. falcata
i M. media.

Powodem tych zaburzeh bylo wedlug tych autoréw u roslin M. sativa
wystepowanie uni-, tri- i tetrawalentéw w koniugacji chromosomow
w stadium pierwszego podzialu mejotycznego. W wyniku tych zaburzen
autorzy ci obserwowali komoérki macierzyste z wieloma mikrosporami,
jak rowniez wystepowanie tzw. mikrojader. Prowadzilo to do wyksztal-
cenia sie pylku martwego, ktérego ilos¢ wg Gruna (1951 a) waha sig
u M. sativa od 6,36 do 40,5%.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono u roslin badanych
odmian M. sativa obumieranie komérek macierzystych pylku (rys. 13-
- 15), tetrad mikrospor (rys. 16, 17) i mikrospor. Ilosciowo liczba obu-
mierajacych komoérek w kazdym przypadku wynosila u odmiany ’Austra-
lijskiej’ okolo 17%, u odmiany ‘Grimma’ okolo 30%, u odmiany "Klesz-
czewskiej’ okolo 23%, u odmiany ‘Miechowskiej’ okolo 35% i u odmiany
‘Warminskiej’ okoto 20%. Bylo to powodem wystgpowania w niektorych
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komorach pylnikowych znikomej ilosci wyksztalconych normalnie pyi-
kéw wraz z obumartymi komoérkami macierzystymi pylku ze zdegene-
rowanymi tetradami mikrospor. Poza tym wystepowal w nich pylek
nienormalnie wyksztalcony, posiadajacy blony intyne i egzyne, a zawie-
rajacy tylko jedno jadro komoérkowe o ksztalcie nieregularnym, stabo
barwigce sig, wykazujace cechy obumierania. Cebrat (1967, 1969) oraz
Rausch (1964) obserwowali u M. media Pers. wyksztalcanie sie ziarn
pyiku ha-, di- i tetraploidalnych. Powstawaly one w wyniku zahamowa-
nia cytokinezy wystepujacej normalnie po drugim podziale mejotycz-
nym. Cebrat (1969) przypuszcza, Ze okre§lony charakter zaburzen,
wystepujacy u roslin spokrewnionych moze byé¢ spowodowany defektem
genetycznym. Moze to oznacza¢, ze wada genetycznego ukladu u tych
roslin jest takiego typu, Ze beda one zdolne do wytwarzania normalnych
ziarn pyltku w pewnych zewnetrznych warunkach $rodowiska, podczas
gdy w innych tylko tetraploidalne ziarna. Nalezaloby doda¢, ze u niektd-
rych roslin wyksztalcajacych haploidalne pytki, odpowiednio dobrane
czynniki zewnetrznego srodowiska moga indukowa¢ zaburzenia w cyto-
kinezie. Zaburzenia te prowadza do poliploidyzacji pewnych ziarn pytku
(Sax 1937; Giles 1939).

Przeprowadzone badania u odmian M. sativa do czasu wyksztalcania
sie dojrzalego pylku nie wskazuja na to, aby w rozwoju pytku mogly
tkwi¢ przyczyny wplywajace na obnizong ich plodnosé. Przyczyny te
moga tkwi¢ w procesie rozwoju woreczka zalgzkowego, procesie zaplod-
nienia, rozwoju zarodka i bielma lub braku odpowiedniej ilosci pyiku
przy niedostatecznej liczbie zapylaczy w pewnych okreslonych warun-
kach $rodowiska. Zagadnienia te sa przedmiotem dalszych badan.

STRESZCZENIE I WNIOSKI

W toku badan potwierdzono liczby n = 16, 2n = 32 u pieciu odmian
Medicago sativa L., a mianowicie: u odmiany "Australijskiej’, ‘Grimma’,
"Kleszczewskiej’, ‘Miechowskiej’ i “Warminskiej’ (rys. 1 - 10).

W stadium diakinezy i metafazy pierwszego podzialu mejotycznego
obserwowano zawsze koniugujace ze soba chromosomy w postaci biwa-
lentéw (rys. 6 - 10, 18, 19, 31, 44, 45, 57, 58, 70, 71).

Komorki tapetum u badanych form byly jednojadrowe o jadrach
diploidalnych, a tapetum bylo typu sekrecyjnego (rys. 11b, 12).

W stadium premejotycznym komoérki macierzyste pytku ulegaly de-
generacji (rys. 13 -15). W degenerujacych komérkach macierzystych
pytku nie obserwowano podzialéw mejotycznych.

W pozostalych przy zyciu komorkach macierzystych pylku podziaty
mejotyczne zachodzily normalnie (rys. 18-26, 31-40, 44-52, 57 - 65,
70 -179).
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Obserwowano roéwniez u wszystkich badanych odmian degeneracje
tetrad mikrospor (rys. 16, 17), jak i pierwotnych ziarn pylku.

Procentowo degenerowanie komoérek macierzystych pylku, tetrad
mikrospor i pierwotnych ziarn pyiku przedstawialo sie nastepujgco:
u odmiany "Australijskiej’ okolo 17%, u odmiany "Warminskiej" okolo 20%,
u odmiany ‘Kleszezewskiej’ okolo 23% i u odmiany ‘Grimma’ okolto 30%.

Dojrzale ziarna pytku byly trojjadrowe i zawieraly duze jadro we-
getatywne i dwa jadra plemnikowe otoczone cienka warstwg wilasnej
cytoplazmy (rys. 43, 56, 69, 84).

Przeprowadzone badania nie wykazaly przyczyn, ktére by byly po-
wodem niskiej plodnosci u odmian M. sativa. Przyczyny te moga tkwié
w procesie zapylania i zaplodnienia, rozwoju zarodka i bielma lub
braku odpowiedniej iloéci pylku przy niedostatecznej liczbie zapylaczy
w pewnych okreslonych warunkach s$rodowiska i sa przedmiotem dal-

szych badan.
(Wplyneto dn. 2.11.1970 r.)

Praca czeSciowo finansowana przez V Wydzial PAN.

SUMMARY

Five varieties of Medicago sativa L. (‘Australian’, 'Grimma’, 'Kleszczewska’,
"Miechowska’ and ‘Warminska’) were found to have n =16 and 2n = 32 chromo-
somes (Figs 1 -10).

At the stage of diakinesis and metaphase of the first meiotic division, conju-
gating chromosomes in the form of bivalents were always observed (Figs. 6-10,
18, 19, 31, 32, 44, 45, 57, 58, 70, T1).

The tapetal cells of the studied forms were mononucleate with diploid nuclei,
and the tapetum itself was of the secretional type (Figs. 11b, 12).

At the premeiotic stage some of the mother pollen cells underwent degenera-
tion (Figs. 13-15). In the degenerating pollen mother cells no meiotic divisions
were observed. In the surviving pollen mother cells, meiotic divisions were found
to be normal (Figs. 18 -26, 31-40, 44-52, 57-65, 70 -179).

In all the varieties under study the degeneration of both microspore tetrads
(Figs. 16, 17), and original pollen grains was also observed.

The degenartion of pollen mother cells, microspore tetrads, and original pollen
cells in the respective varieties was as follows; in ’Australian’ some 17% for each
degeneration, in ‘Warminska’ some 20% in ‘Kleszczewska’ some 23%, and in ‘Grimma’
some 30% for each degeneration.

The mature pollen grains were trinucleate; each of the grains had a large
vegetative nucleus and two spermatozoon nuclei surrounded by a thin layer of its
own cytoplasm (Figs. 43, 56, 69, 84).

The present studies did not reveal any causes responsible for the low fertility
of the varieties of M. sativa. These causes may be inherent in the pollination
and fertilization processes in the embryosac, embryo and endosperm development
or in the scarcity of pollen combined with an insufficient number of pollinators
under definite conditions. Studies are in progress on the causes in question.
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