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Z dotychczasowych prac wynika, ze krzyzujac T. repens z T. nigrescens:
otrzymuje sie niewiele nasion, ktore stabo i trudno kietkuja. Trimble
(cyt. Keim, 1953) wysiewal nasiona mieszancowe na szalkach Petriego.
na wilgotnej bibule oraz na specjalnie przygotowanej pozywce. Na szal-
kach Petriego nasiona nie kietkowaly, a z nasion umieszczonych na po-
zywce wyrosta jedna sterylna roslina.

Keim (1953), krzyzujac wspomniane gatunki na poziomie diploidal-
nym i tetraploidalnym, otrzymal pelne i puste nasiona. Po skaryfikacji
umieszczal je na szalkach Petriego albo wysiewal wprost do sterylizowa-
nej gleby. W takich warunkach nasiona slabo kielkowaly, a kietkujace
ginely. Z nasion skaryfikowanych i powierzchownie sterylizowanych oraz.
z niedojrzalych zarodkéw umieszczonych na aseptyczne] pozywece, cyto-
wanemu autorowi wyrosly dwie kwitngce rosliny.

T. repens z T. nigrescens na poziomie diploidalnym i tetraploidalnym
krzyzowala takze E v ans (1962) i otrzymala, w stosunku do liczby wyko-
nanych krzyzéwek, niewiele nasion. Przypuszczata ona, ze trudnosé krzy-
7owania moze polegaé na niezgodnosci krzyzowanych gatunkow. Aby ta-
kowsa przezwyciezy¢ Evans stosowala szczepienie krzyzowanych roslin,
a rozwijajace sie zarodki mieszancowe przenosila na pozywke. W porow-
naniu z liczba nasion, ktéra otrzymala przy normalnym krzyzowaniu,
zwiekszenie liczby rozwijajacych sie zarodkow u roslin szczepionych bylo
niewielkie.

Brewbaker i Keim (1953) uwazaja, ze T. nigrescens moze byé¢
jednym z przodkow amfidiploidu, jakim jest wedlug badan Atwood
i Hill (1940) T. repens. Dokladna analiza cech morfologicznych i prze-
biegu mejozy u mieszanca T. repens X T. nigrescens moze dostarczy¢:
informacji odno$nie pokrewienstwa genomow wspomnianych gatunkow..
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Analizy takiej nie ma w zadnej z wymienionych prac. Aby brak ten uzu-
peini¢ i podaé¢ mozliwie pelng charakterystyke mieszanca podjeto niniej-
sza prace.

MATERIAL T METODY

Uzyte do krzyzowania rosliny T. repens reprezentujg, miejscowa popu-
lacje z okolic Poznania. Maja one blaszki listkowe, ogonki liSciowe i kwia-
ty Sredniej wielkosci, pedy plozace i ukorzeniajace sie w weztach. Koni-
czyne bialg o podobnych cechach zalicza sie do Trifolium repens L. ssp.
typicum Aschers. et Gr. (Pawl.) var. genuinum Aschers. et Gr. (Szafer
iPawlowski, 1959). Liczba chromosomow w komérkach somatycznych
wynosi 2n = 32, i jest taka sama, jaka dla tego gatunku podajg Karpe-
chenko (1925), Wexelsen (1928), Atwood i Hill (1940), Dar-
lingtoni Wylie (1955).

Nasiona Trifolium nigrescens Viv. otrzymaliSmy z Instytutu w Gaters-
leben (NRD). Rosliny T. nigrescens sa jednoroczne, niewysokie (20—30
cm), stojace lub lekko pokladajace sie. Liscie, ogonki liSciowe, kwiaty
i szypuly kwiatostanowe maja mniejsze i krotsze niz u T. repens. Ksztalt
blaszki listkowej, wyliczony ze stosunku dlugosci do szerokosci blaszki,
dla roslin obu gatunkoéw jest podobny. Liczba chromosomoéw w komorkach
somatycznych wynosi 2n = 16, jest wiec taka, jaka dla tego gatunku po-
daje Trimble (cyt. za Keim, 1953).

Badane gatunki krzyzuja sie latwo i oba sg samoniezgodne. Nasiona
mieszancowe po skaryfikacji wysiewano ma bibule filtracyjna na szal-
kach Petriego. Kietkujace nasiona wysadzano w szklarni po jednym do
doniczek wypelnionych ziemig ogrodowa. Aby umozliwi¢ krzyzowe zapy-
lanie przez owady, gdy rosliny mieszancow zaczely kwitnaé¢, przesadzono
na pole trzy doniczki z roslinami F; miedzy kwitnace rosliny T. repens
1 trzy doniczki miedzy rosliny T. nigrescens.

Material do badan cytologicznych, w postaci mtodych pakéw, utrwa-
lano w utrwalaczu Carnoy. Liczbe chromosoméw w komérkach somatycz-
nych i przebieg mejozy w komorkach macierzystych pylku badano na pre-
paratach rozmazowych barwionych acetokarminem z dodatkiem FeCls.
Fotografie wykonano aparatem Exacta przy powiekszeniu 10 x 90, rysun-
ki urzgdzeniem do rysowania Abbe’go przy powiekszeniu 15 x 90.

WYNIKT
Krzyzowanie, kielkowanie nasion i przezywalnos$¢ siewek

T. repens z T. nigrescens krzyzuja sie latwo przemiennie (tab. 1). Doj-
rzale nasiona mieszancowe sa normalnie wyksztalcone i dobrze wypelnio-
ne. Skaryfikowane i wysiane na wilgotng bibule filtracyjng na szalkach
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Tabela 1 — Table 1

Krzyzowanie, kietkowanie nasion i przezywalno$¢ siewek mieszancowych
Effect of crosses, seed germination and hybrid seedlings survival

Liczba: | Kietku- Kwitnace rosliny
- Numbcr of:: . jace F.Iovferin_g mpl.am_s_
. zapylo- . | nasiona, | |
dojrza- o/
3 nych el
Kwiatow e siewek seeds | Liczba
polli astom | seedlings  germi- | Number | %
| mature | [
nated | p | nation
. flowers | i % | |
T. repens » T. nigrescens 37 | 80 | 75 93,7 52 l 69.3
T. nigrescens = T. repens | 14 | 45 | 40 888 3 | 7.5

Petriego dobrze kietkuja, chociaz z kilkudniowym opo6znieniem w porow-
naniu z nasionami form rodzicielskich. Siewki krzyzéwki T. repens
% T. nigrescens sa zielone i rosna normalnie. Do okresu kwitnienia z krzy-
zowki tej przezyly 52 rosliny — 69,3°/0 w stosunku do nasion, ktére wy-
kietkowaly. Pozostale rosliny zginely w fazie mlodych siewek zniszczone
przez grzyby. Z nasion mieszancowych T. nigrescens X T. repens wyrosly
siewki bezchlorofilowe i z defektami chlorofilowymi (fot. 1 i 2), ktore
ginely poczawszy od kilku dni do kilku tygodni od daty kielkowania.
Z tej kombinacji krzyzowkowej zakwitly trzy rosliny (7,5%, tab. 1),
z ktorych dwie byly sektorialnymi chimerami chlorofilowymi, u trzeciej
wieksza czes¢ powierzchni blaszek listkowych nie miata chlorofilu, i tylko
niewielkie sektory, przewaznie przy brzegu blaszki listkowej byly zielone
(fot. 3, 4 i 5). Na roslinie tej byly takze liscie bezchlorofilowe (fot. 6).
Bezchlorofilowe siewki T. nigrescens X T. repens szczepiono na roslinach
T. repens, aby zaopatrzyé je w asymilaty i umozliwi¢ przezycie. Zaszcze-
piona siewke bezchlorofilowa wraz z podkladka przetrzymywano przez
okres 20 dni w wilgotnej komorze przy temp. 20—24°C, aby uintensyw-
nié¢ procesy tworzenia kallusa i zrastania sie zrazu z podkladka. Po uply-
wie 14—21 dni zrazy (zaszczepione siewki) wiedly i ginely.

CECHY MORFOLOGICZNE

Diugosé i szeroko$é blaszki listkowej oraz dlugo$é ogonka liSciowego
u mieszancow jest posrednia w poréwnaniu z wielkoscia tych cech u form
rodzicielskich (tab. 2, fot. 7—9). Wielko$¢ tych organow zalezy od kierun-
ku krzyzowania. Rosliny Fy T. repens X T. nigrescens maja wigksze blasz-
ki listkowe i dluzsze ogonki liSciowe niz rosliny Fy T. nigrescens < T. re-
pens. Blaszka listkowa u roslin Fy jest wezsza niz u roslin form rodziciel-
skich. Stosunek dilugoséci do szerokosci blaszki u mieszancow odbiega bar-

12
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Tablica I

Fot. 1—9. Siewki i licie roélin form rodzicielskich i Fy

Fot. 1 i 2, Siewki F; T. nigrescens X T. repens; Fot. 1. Siewka albinotyczna; Fot. 2. Siewka

z zlelonymi i albinotycznymi sektorami na lisciach; Fot. 3—4. Liscie: Fot, 3—6. F, T. nigrescens

X T. repens z sektorami zielonymi i bialymi oraz 1i§¢ bialy; Fot. 7. T. repens; Fot. 8. F,
T. repens X T. nigrescens; Fot, 9. T, nigrescens.

Photos 1—9. Seedlings and leaves of parental forms and F; plants
Figs. 1-2. F, T. nigrescens X T. tepens seedlings; Fig. 1. Albinotic; Fig. 2, With green and
albinotic sectors on the leaves; Figs 3—9. Leaves: Figs. 3—6. FL T. nigrescens X T. repens with
green and white sectors and the whole white leaf; Fig. 7. T. repens; Fig. 8. F; T. repens X
T. nigrescens; Fig. 9. T, nigrescens.
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Tablica II

Fot. 10—17. Roéliny, kwiaty i kwiatostany form rodzicielskich i Fy

Fot. 10—13. Rosliny; Fot. 10. T. repens; Fot. 11. F; T. repens X T. nigrescens;, Fot. 12

T. nigrescens; Fot, 13. Fy T. nigrescens X T. repens — chimera chlorofilowa; Fot. 14. Kwiaty:

u gory T. repens, w Srodku F,, u dolu T. nigrescens; Fot. 15417. Kwiatostany,; Fot. 13,
T. repens; Fot. 16. Fy; Fot. 17. T. nigrescens.

Photos 10—17. Plants, flowers and inflorescences of parental forms and F; plants

Figs. 10—13. Plants; Fig. 10. T. repens; Fig. 11. F; T. repens X T. nigrescens; Fig. 12

T. nigrescens; Fig. 13. F; T. nigrescens X T. repens — chlorophyll chimera; Fig. 14. Flowers:

upper range — T. repens, middle range — Fy, below — T. nigrescens; Figs 15—17. Inflorescences;
Fig. 15. T. repens; Fig. 16. Fy; Fig. 17. T, nigrescens.
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Tabela 3 — Table 3

Przecietna dhugosé kwiatu i kielicha roslin form rodzicielskich i F,
Average length of flower and calyx of parental forms and F, plants

Diugos¢ w mm: Szerokos¢ = Dlugosé

1
: _._Leggth_r_n.m:. — zagielka, [ szypuly,
Gatunek | ‘ G mm cm
Species kwiatu | Kiclicha | kwiatowe | R | e
!_ of flower | of calyx = of floral of standard, | of stalk,
| l Gl . mm . cm
_— e o — S SRR R S
T. repens | 87 | 43 | 23 | 4l 217
T. nigrescens 6,5 4,0 2,0 34 31
F, T. repens < T. nigrescens 9.5 ‘ 45 | 2,3 4.6 8.9

Tabela 4 — Table 4

Zmiennosé liczby kwiatow w glowee u form rodzicielskich i Fy T. repens > T. nigrescens
Variability of number of flowers per inflorescence in parental forms and F, T. repens = T. nigrescens
plants

Liczba kwiatow w glowce
Number of flowers per inflorescence

Gatupek | =
Species | 11— | 21— | 31— | 41— | 51— | 61— | 71— | 81— | 91— - N
20 | 30 40 | S0 | 60 70 80 90 | 100 !
. . — T T
T. repens | [ 4| 9 |19 |27 | 22| 17| 5 | 1 |584] 104
T. nigrescens | 6 | 32 | 12| | ‘ ; ; ‘ 256 | 50
Fi T. repens = ! ! | [ | | I |
T. nigrescens | 1 | 27 ‘ 39 | 24 9 | | 372 | 100
Tabela 5 — Table 5
Zmienno$¢ poczatku kwitnienia roélin form rodzicielskich i F,
Variability of beginning of flowering of parental forms and F, plants
Liczba zakwitajacych roslin [ e
Gaturick :_ Number of ﬂowez.'ing plants | rodlin
Species | | Number
| 2231V, | 1-10VL. | 11-20.VL. | 21—30.VL. | of plants
| i
— - — - : :
T. repens 1 | 6 ' 3 ‘ _ 10
T. nigrescens ; 5 3 8
F, T. repens = T. nigre-
scens 5 36 | 8 | 3 | 52
Fy T. nigrescens = T. re-
pens 1 2 ]
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dziej od jednosci niz u roslin form wyjsciowych, co wskazuje, ze u mie-
szancow ulegl zmianie ksztalt blaszki listkowej (tab. 2).

Krzyzowane roéliny form rodzicielskich maja blaszki listkowe z jasny-
mi plamkami. W F; 33 rosliny maja blaszki listkowe z jasnymi plamkami,
a 22 rosliny — bez jasnych plamek. Mozna wiec przypuszczaé, ze rosliny
uzyte do krzyzowania byly heterozygotyczne pod wzgledem tej cechy
oraz, ze wystepowanie jasnej plamki na listku jest u obu gatunkow cecha
dominujgca.

Ros$liny F T. repens X T. nigrescens rosty réownie szybko jak rosliny
form rodzicielskich. Nie ustepowaly im takze terminem wypuszczania no-
wych lisci i tworzenia pedow (fot. 10—12). Rosliny krzyzowki zwrotnej
rosty i rozwijaly sie wolniej niz roSliny poprzedniej kombinacji krzyzow-
kowej i rosliny form rodzicielskich (fot. 13). Przyczyn wolniejszego wzros-
tuirozwoju u F( T. nigrescens X T. repens mozna sie dopatrywaé w nie-
dostatecznym ich zaopatrzeniu w asymilaty. Byly one chimerami chloro-
filowymi (fot. 2—6 i 13), znaczna powierzchnia ich blaszek lisciowych nie
zawierala chlorofilu i nie mogta asymilowaé.

Mieszance maja pedy dlugie i wiotkie, plozgce sie, podobne do pedéw
T. repens. Jednak pedy koniczyny bialej ukorzeniaja sie w wezlach, a pe-
dy roslin mieszancowych nie maja tej zdolnosci i tym, w sposéb zasad-
niczy, réznig sie od pedoéw koniczyny bialej. Rosliny mieszancowe formu-
ja takze stabo rozgaleziajacy sie ped stojacy, podobnie jak rosliny T. ni-
grescens.

Tablica III

Fot. 18—32. Mejoza u roslin form rodzicielskich i Fy
Fot. 18—19, T. repens. Fot. 18. Pierwsza metafaza, 16 biwalentéw; Fot. 19, Plerwsza anafaza,
po 16 chromosoméw w dwoch grupach; Fot. 20, T. nigrescens, plerwsza telofaza, mostek;
Fot, 21—32. Rosliny F]; Fot. 21. Diakineza, 5 biwalentow i 14 uniwalentéw, sg asocjacje uni-
walentne; Fot, 22—23, Pierwsza metafaza, 7 biwalentéw i 10 uniwalentéw: Fot. 24. Pierwsza
metafaza, 6 biwalentow, 1 triwalent i 9 uniwalentéw; Fot. 25, Pierwsza metafaza, 5 biwa-
lentow, 1 triwalent i 11 uniwalentow, widaé asocjacje uniwalentne; Fot. 26, Pierwsza anafaza,
widaé¢ trudno dzielace sie chromosomy; Fot, 27. Pierwsza telofaza, opoO#nione chromosomy
i biwalenty; Fot. 28. Pierwsza telofaza, trzy op6inione chromosomy; Fot. 29, Pierwsza anafaza,
chromosoméw w grupach 11 i 14, jeden uniwalent podzielony; Fot. 30. Pierwsza telofaza,
chromosomow w grupach 10 i 9, w Srodkowej czesSci komorki podzielone uniwalenty; Fot, 31,
Interfaza, chromosomy w cytoplazmie; Fot. 32. Diada, jadra réiznia sie ksztaltem i liczba
jaderek.

Photos 18—32. Meiosis in parental forms and F; plants.
Figs 18—19, T. repens; Fig. 18. M 1 16 bivalents; Fig. 19, A I 16 chromosomes in two groups;
Fig. 20. T. nigrescens, T I bridge; Figs 21—32. F, plants; Fig. 21. Diakinesis 5[ 14], univalent
associations; Figs 22—23, M I 'J‘I[ 10 ; Fig. 24. M I 6” '1”I 91; Fig, 25, M 1 5” 1III 111; Fig. 26.
A I chromosomes divided with difficulty; Fig. 27. T 1 lagging chromosomes and bivalents;
Fig. 28. T I three lagging chromosomes; Fig. 29. A I in group 11 and 14 chromosomes, one
univalent divided; Fig., 30, T T in group 10 and 9 chromosomes, in the middle part of cell
divided univalents; Fig. 31. Interphase, chromosomes in cytoplasm; Fig. 32. Diad, the nucleus
are various in shape and number of nucleoll.
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U mieszancow kwiaty sg dluzsze (fot. 14), a zagielki szersze niz u ro-
slin form rodzicielskich (tab. 3). Dlugoscia kielicha i rurki kwiatowej ros-
liny rodzicielskie i mieszance roznig sie nieznacznie. Najdluzsze szypuly
kwiatostanowe (tab. 3) ma T. repens, najkrotsze T. nigrescens, u roslin
F| sq one znacznie dluzsze niz u T. nigrescens i prawie trzykrotnie krot-
sze niz u T. repens.

Liczba kwiatow w gléwce u roslin T. repens waha sie w szerokich gra-
nicach (tab. 4) i majg one, w poréwnaniu z roslinami T. nigrescens, wysoka
srednig liczbe kwiatow w gléwce. Zmiennoéé tej cechy u roslin mieszan-
cowych jest wigksza niz u roslin T. nigrescens, jednak znacznie mniejsza
niz u T. repens. Srednia liczba kwiatéw w glowce (tab. 4) u F; jest o 68%
wigksza niz u T. nigrescens i o 63%0 mniejsza niz u T. repens (fot. 15—17).

Wiekszych roznic w terminie poczatku kwitnienia miedzy roslinami
rodzicielskimi i mieszancowymi nie bylo. W oparciu o dane zestawione
w tabeli 5 mozna ogélnie powiedzie¢, ze rosliny T. nigrescens zaczynaja
kwitngé nieco wezesniej niz rosliny T. repens i F1 Zaledwie kilka roslin
mieszancowych zakwitlo w ostatniej dekadzie czerwca, a wiec w okresie
w ktérym zadna z badanych roslin form rodzicielskich kwitnienia nie
rozpoczynata. Rozpoczecie kwitnienia w trzeciej dekadzie czerwca przez
dwie rosliny z krzyzowki T. nigrescens X T. repens mozna przypisa¢ ich
glodowaniu, gdyz, jak juz wspomniano, rosliny tej kombinacji krzyzow-
kowej charakteryzowatly sie zaburzeniami chlorofilowymi. Ro$liny mie-
szancowe i rodzicielskie roznily sie dlugoscig okresu kwitnienia; formy
rodzicielskie przestaly kwitnaé w drugiej dekadzie lipca, a mieszance
kwitly bez przerwy do konca listopada.

-
-~
____if’ —————— \\

l L
1708 1952 2196 2440 2684 2928 3172 3416 3660 39.04

Wykres 1. Srednica (w mikronach) i czestotliwo§é wystepowania (w procentach)
ziarn pytku u roslin form rodzicielskich i Fy

Diagram 1. Diameter (in microns) and frequency (in percent) of the pollen grain
in parental forms and F; plants
1—T.repens; 2—T. nigrescens; 3 —F; T. repens X T. nigrescens; 4 — F; T. nigrescens X T. repens
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Ptlodnosé

Liczbe nasion z glowki dla roslin form rodzicielskich i mieszancow po
krzyzowym zapyleniu podano w tabeli 6. Wida¢ z niej, ze rosliny T. repens
daly $rednio 47 nasion z glowki, co przy Sredniej liczbie kwiatow w giow-
ce wynoszgcej 58 swiadezy, ze wiekszo$¢ kwiatow miala straki wypelnione
nasionami. Srednia dla T. nigrescens jest mniejsza 1 wynosi okolo 14 na-
sion na gtowke. U roélin tego gatunku ponad 50° strgkéw mialo nasiona.
Mieszance mialy glowki z nasionami i bez nasion. Odsetek pierwszych
u analizowanych ro$lin wahal sie od 62 do 37%. Najwigcej bylo glowek
z jednym nasieniem, a najwyzsza liczba nasion z jednej glowki nie prze-
kraczala 8 nasion. U badanych roslin mieszancowych srednio na glowke
przypadalo od 0,6 do 1,5 nasienia (tab. 6). Po samozapyleniu rosliny form
rodzicielskich i mieszance nie daly nasion.

Zywotnosé pylku

Analiza zywotnosci pytku w odczynniku Bellinga wykazala, ze obie
formy rodzicielskie maja wysoki odsetek barwigcych sie ziarn pytkowych
(tab. 7). U mieszancow zywotno$é¢ pylku byta niewielka. Dla wiekszo$ci
roslin nie przekraczata 10%, u czterech dochodzita do 13%. Ciekawe zja-
wisko stwierdzono u jednej z roslin Fy T. nigrescens X T. repens. RoSlina
ta byla sektorialng chimerg chlorofilows, miata sektor z lisémi zielonymi
i sektor bezchlorofilowy. Z rosliny tej pobierano i analizowano oddzielnie
pylek z sektora bezchlorofilowego i zielonego. Okazalo sig, Ze w pylnikach
kwiatow z sektora bezchlorofilowego jest 11,7%, a w pylnikach z sektora
zielonego 34,8/ zywotnego pylku (tab. 7). Ziarna pylkowe mieszanca
okreslane jako zywotne byly prawie kuliste, wypelnione plazmg; niezy-
wotne byly elipsoidalne lub ksztaltu nieokreslonego, pomarszezone, bez
plazmy. -

Zywotno$é pylku badano takze in vitro (na pozywce stalej skladajacej
sie z 1% agaru i 25% sacharozy). Po uplywie godziny od posiewu ziaren-
ka zaczely wypuszcza¢ lagiewki pylkowe. Odsetek kietkujacych ziarn
pytkowych dla form rodzicielskich byl wysoki i wynosit dla T. repens
95%, dla T. migrescens okolo 90%. Liczba kielkujacych pytkéw u mie-
szancow byla niewielka, u jednej rosliny, na 400 wysianych ziarn, tagiew-
ke pylkowa wypuscilo jedno ziarno, u innej na taka samg liczbe wysia-
nych ziarn, lagiewki pytkowe miato 25 ziarn pylkowych.

Mejoza u form rodzicielskich

W komorkach macierzystych pytku T. repens w fazie diakinezy i pierw-.
szej metafazy wystepuje regularnie 16 biwalentéow, a u T. nigrescens.
8 biwalentdéw (fot. 18, rys. 1a). Podzialy pierwszy (fot. 19) i drugi u T. re-.
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Rys. 1—4. Mejoza u roslin T. nigrescens i Fy

Rys. la. Pierwsza metafaza u T. nigrescens, 8 biwalentow;, Rys. 2a. Pierwsza anafaza

u T. nigrescens, po 8 chromosoméw w dwoch grupach; Rys. 3a. Fy T. repens X T. nigrescens,

tetrada z mostkiem miedzy mikrojadrami i dwoma chromosomami w c¢ytoplazmie; Rys. 4a. F,
T. repens X T. nigrescens, dwujadrowa mikrospora.

Figs 1—4. Meiosis in T. nigrescens and Fy plants

Fig. la. T. nigrescens M 1 8 bivalents; Fig. 2a. T. nigrescens A I 8 chromosomes in two groups;
Fig, 3a, F; T. repens X T. nigrescens, tetrad with a bridge between micronuclei and with two
chromosomes in cytoplasm; Fig. 4a. Fy T. repens X T. nigrescens microspore with two nuclel.

pens przebiegaja bez zaklocen, po drugim podziale formuja sie regularne
tetrady mikrospor. W jednej z 52 analizowanych komorek T. nigrescens
podczas pierwszej anafazy byl mostek (fot. 20), w pozostalych komérkach
rozchodzenie sie chromosomoéw do biegunéw wrzeciona kariokinetyczne-
go podczas pierwszej (rys. 2a) i drugiej anafazy przebiegalo prawidlowo,
nastepnie formowaly sie tetrady mikrospor. Jadra komérek mikrospor
w tetradzie u T. repens sa przewaznie 1-jaderkowe i tylko niewielki odse-
tek mikrospor ma jadro z dwoma jaderkami. U T. nigrescens wiekszosc¢
mikrospor ma jadro z dwoma i wiecej jaderkami.
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Mejoza u mieszancéw

W fazie diakinezy i pierwszej metafazy w komorkach roslin mieszan-
cowych chromosomy wystepowaly, w zasadzie, w formie biwalentow i uni-
walentow (fot. 21—25). Sporadycznie spotykano w komorce pojedynczy
triwalent (fot. 24 i 25). Przy czym nie zawsze mozna bylo ustali¢, czy
triwalent powstal przez polaczenie chiazmatyczne, czy w wyniku przy-
padkowego ulozenia sie biwalentu obok uniwalentu. Biwalenty i triwalen-
ty podczas pierwszej metafazy znajdowaly sie na og6t w plaszczyznie row-
nikowej komorki. Uniwalenty najczesciej spotykano na peryferiach ko-
morki, chociaz niekiedy lezaly one takze w jej czeSci srodkowe]j. Podzial
biwalentéw nie zawsze byl $cisle zsynchronizowany, niekiedy jedne dzie-
lity sie wezesniej, inne pozniej (fot. 22). Najwiecej byto komoérek, w kto-
rych podczas pierwszej metafazy znajdowalo sie 6 biwalentow i 12 uniwa-
lentow, oraz komoérek z 7 biwalentami i 10 uniwalentami (tab. 8, fot. 23).
Uniwalenty w fazach diakinezy i pierwszej metafazy wystepowaly sto-
sunkowo czesto w postaci uniwalentnych asocjacji (fot. 23, 24 i 25). Sred-
nia liczba biwalentéw na jedna komorke wynosita 6,29 z wahaniami od
2 do 8 biwalentow. Uniwalentow bylo odpowiednio 10,77 z wahaniami od
4 do 20 uniwalentéw, triwalentéw 0,21 z wahaniami od 1 do 3 triwalen-
tow (tab. 8). W nielicznych komoérkach podczas pierwszej metafazy for-
mowaly sie dwie roznigce sig liczbg chromosomoéw grupy. W takich wy-
padkach w grupie zlozonej z wiekszej liczby chromosoméw formowata sie
plytka podzialowa, a w grupach z mniejsza liczba — chromosomy 1 biwa-
lenty byly chaotycznie rozrzucone.

Zachowanie sie chromosomdéw podczas pierwszej anafazy ilustruje
tabela 9. Widac¢ z niej, ze réwny podzial, tzn. po 12 chromosomow do prze-
ciwleglych biegunow komorki, mial miejsce u 9,1%0 komorek. Komorek,
w ktérych podczas pierwszej anafazy rozdzial chromosoméw byl nierow-
ny, ale nie znajdowano w nich chromosomoéw opoznionych lub fragmen-
tow, bylo 6,4%. W pozostalych komérkach podczas tej fazy do przeciw-
leglych biegunow przesuwala sie rézna liczba chromosomow, a w czesci
Srodkowe]j pozostawaly jako opdznione od 1 do 14 chromosomoéw (fot. 26—
28). Wystepowaly takze mostki chromosomowe w liczbie od 1 do 3 (fot. 26
—28) i fragmenty. W niektorych komoérkach uniwalenty dzielily sie pod-
czas anafazy wykazujac aktywnos$¢ neocentryczna i przesuwaly sie do
jednego bieguna komorki (fot. 29) lub do przeciwleglych biegunow, albo
pozostawaly w jej czeSci srodkowej (fot. 30).

Opoéznione chromosomy nie zawsze zdazyly wejs¢ do jader siostrza-
nych, a mostki ulec rozerwaniu, gdyz w fazie telofazy i interkinezy spoty-
kano komorki z chromosomami w cytoplazmie i mostkami (fot. 31). Jadra
siostrzane po pierwszym podziale sa najczesciej mniej wiecej elipsoidal-
ne i zawierajg od jednego do czterech jgderek. Byly takze diady z jednym
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Tabela 8 — Table 8

Przebieg diakinezy i pierwszej metafazy u roslin F,
Course of diakinesis and metaphase T in F; plants

Figury chromatynowe Ill_lc?.l.)a h
Chromatine figures e, 110\1\’3")}':
komorek

m | I i Number of PMC

Fy T. repens < T. nigrescens 8 54
8 1 5 | 14
7 10 65
7 1 7 20
7 2 4 1
6 - 12 58
6 1 9 ' 20
6 2 6 4
3 14 42
5 1 11 | 7
5 7 8 ' 5
4 16 15
4 1 13 3
4 10 | 1
4 3 | 7 1
3 - 18 4
2 | - 20 1
F, T. nigrescens - T. repens 8 : 8 | 26
) | 10 29
6 | 12 | 52
5 14 _ 22
5 1 11 5
4 : 16 7
4 1 [ 13 1
3 i 18 3
3 2 ' 12 |
2 — 20 1
Razem — Total 46

(2]

I — uniwalenty — univalents
1I — biwalenty — bivalents
111 — triwalenty - trivalents

elipsoidalnym jadrem jednojaderkowym i drugim czterojaderkowym
ksztaltu diugiego walca (fot. 32).

Jak widaé z tabeli 10, w ktorej podano liczbe chromosoméw w gru-
pach siostrzanych podczas drugiej profazy i metafazy, odsetek komorek w
ktorych liczba chromosoméw w jadrach jest réwna 12 wynosi 38,2%.
Wskazuje to, w poréwnaniu z danymi dotyczacymi anafazy pierwszej
(tab. 9), ze w czeSci komorek podczas anafazy i telofazy chromosomy zda-
zyly wejsé do jader potomnych. W pozostalych komorkach liczba chro-
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Tabela 9 — Table 9

Przebieg pierwszej anafazy u roslin F,
Course of the anaphase T in F, plants

Liczba chromosomow
Number of chromosomes

Liczba w tym komorek
analizowanych opoznione z mostkiem(ami)
komérek | 1-szy biegun chromosomy 2-gi biegun cells with

Number of PMC I-st pole ! lagging 2-nd pole bridge(s)
| chromosomes
— ! —
10 12 12 2
3 13 - 11 2
2 10 ' - 14
2 9 15
4 8 8 8
4 11 2 11
3 10 2 12
| 10 4 10
2 10 5 9
1 5 14 5
2 7 10 7
1 14 2 8 -
| 7 9 8 1
2 8 5 11
1 9 7 8
1 6 8 9
1 8 6 10
1 11 3 10
1 7 8 9
1 8 7 9
2 11 1 12
1 7 12 3
1 7 11 6
1 9 2 13
2 10 61 2 fragmenty 8
fragments
| 10 2 fragmenty 14
| | fragments
1 | 11 | 4 fragmenty 11
| fragments
56 nie liczone 113 ' nie liczone 17
not counted not counted

mosomow w jadrach potomnych odbiegala od lczby 12, a poza jadrami
znajdowano chromosomy i fragmenty, ktorych liczba wahata sie od 1 do 9
(tab. 10). Byly komorki, w ktérych plytki metafazowe byly polaczone
mostkami chromatynowymi powstalymi podczas pierwszego podziatu.
Rowny rozdzial chromosoméw, czyli po 12 w czterech grupach podczas
drugiej anafazy, mial miejsce w 3 ze 100 analizowanych komérek. W po-



Tablica IV

45

Fot. 33—45. Mejoza u roslin Fy
Fot. 33. Druga telofaza, mostek i opoznione chromosemy; Fot. 34 i 33. Druga telofaza, mostek
z pierwszego podzialu i opoZnione chromosomy; Fot. 36. Diada mikrospor; Fot. 37. Metafaza
w jadrze restytucyjnym; Fot. 38. Telofaza w jadrze restytueyjnym, wrzeciono trojbiegunowe;
Fot, 39, Triada uformowana po Plerwszym podziale, w cytoplazmie trzy mikrojadra; Fot. 40.
Tetrada mikrospor z rozna liczba jaderek w jadrze; Fot. 41—I5. Mikrospory; Fot. 4l1. Jedno-
jadrowa i jednojaderkowa; Fot. 42. W cytoplazmie znajduje sie mikrojadro; Fot, 43. W jadrze
cztery jaderka, w cytoplazmie dwa mikrojadra; Fot, 44, W jadrze siedem jgderek, w cyto-
plazmie trzy mikrojadra; Fot. 45. W jadrze dwa jaderka, w cytoplazmie cztery mikrojadra.

Photos 33—45. Meiosis in Fy plants
Fig. 33. T II bridge and lagging chromosomes; Figs 34—35. T II bridge from the first division
and lagging chromosomes; Fig. 36. Diad of microspores; Fig. 37. Metaphase in the restitution
nucleus; Fig. 38. Telophase in the restitution nucleous, three poles spindle; fig. 39. Triad
formed after first division, three micronuelei in cytoplasm; Fig. 40. Tetrad of microspores
with various number of nucleoli in nuclei; Figs 41—i5. Microspores; Fig. 41. One-nucleate
and one-nucleolate; Fig. 42. With micronucleus in cytoplasm; Fig. 43, Four nucleoli in nucleus
and two micronuclei in cytoplasm; Fig. 44. Seven nucleoli in nucleus and three micronuclei
in eytoplasm; Fig. 45, Two nucleoli in nucleus and four micronuclel in ¢ytoplasm,
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Tabela 10 — Table 10

Liczba chromosoméw w grupie podezas profazy i metafazy drugiej u roslin F,
Number of chromosomes in the group in prophase Il and metaphase II in F, plants

Liczba chromosomow w grupie |

anai!;ICZba h Number of chromosomes C(;:;Og:)::::i Uwasgi
izowanyc | . p u i wagi
komorek = _the - Chromosomes | Remarks
Number of PMC  1-sza grupa 2-ga grupa outside the groups
| 1-st group 2-nd group |
60 12 12 mostek—bridge
30 13 11 |
13 14 | 10 - mostek—bridge
3 15 9 '
1 16 8
1 14 9 1
1 16 7 1
I 13 9 2
13 12 11 1
1 9 9 6
2 12 10 2
1 12 | 9 3
1 10 10 4 |
3 1 1" 2 i
1 11 10 3 [
1 9 8 7
1 13 10 1
1 12 12 . fragment,
I 13 10 2 fragment. :
1 11 11 5 fragment.
1 12 I 11 | 2 fragment,
20 nie liczone | nie liczone 1—-9 | mostek—bridge
not counted not counted |
Razem

Total
zostatych komoérkach rozdziat chromosomow do jader potomnych byt nie-
jednakowy, liczba opozniajgcych sie chromosoméw wahata sie od 1 do 10,
a srednio na jedna komorke wynosila 4,2 chromosomu (fot. 33—35). Most-
ki chromatydowe znajdowano w 26 ze 100 badanych komoérek, liczba
mostkow na komorke wahata sie od 1 do 4 mostkéw, a $rednio wynosila
0,65 mostka na komorke. Podczas drugiej anafazy i telofazy znajdowano
takze mostki powstale podczas pierwszego podziatu mejotycznego (fot. 34
i 35). Po drugim podziale w fazie interkinezy w cytoplazmie tetrad znaj-
dowano mostki i chromosomy (rys. 3a).

Przebieg mejozy w komoérkach rosliny Fy T. nigrescens X T. repens —
sektorialnej chimery chlorofilowej — z sektora zielonego byl nieco inny
niz wyzej opisany. Mianowicie podczas diakinezy i pierwszej metafazy
chromosomy wystepowaly w formie bi- i uniwalentow, ale w czesci ko-
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Tabela 11 — Table 11

Mikrosporogeneza
MICI‘OSDDI'OgBHESIS

Rodza_l poliad |

Gatunck - Tipe of poliads - | Razem
Species | monady | diady | triady : tetrady pentady I hcksady | Tofal
monads | diads | triads | tetrads | pentads | hexads |
T. repens i 5 |20 | | 203
T. nigrescens 160 | | 160
F, T. repens -
T. nigrescens | | | |
No. 10 : | 3 o196 1 200
12 1 3 | 196 12 | B | 216
6 |1 244 1 246
7 - 3 3 160 14 | 180
¥, T.nigrescens =~ | a
T. repens l _ I [
No. 9 3 1 208 |1 | 213
3 | 4 | 1m0 | 16 | 8 | s
Tabela 12 — Table 12
Liczba jaderek w jadrze mikrospory
Number of nucleoli in the microspore nucleus
. ’ ‘ Liczba jaderek w jadrze ‘
Gatunek | Number of nucleoli in the nucleus Razem
Species | : ; i l Total
1 [ %2 %[3 %] 4] %]
T. repens 214 | 9640 | 8 | 3.60 | _ | 222
T. nigrescens | 59 |24.08| 113 |4612| 57 |23.26 16 | 6.54 | 245
Fi T. repens < T. nigrescens | I ‘ I |
No. 10 | 203 [99.03 | 2 | 0.97 | _ i ; 205
1z| 200 9756 | 5 | 2.44 | '- ; | 205
6 190 9500 9 ‘ 4.50‘ 1 050 i 200
7172|9610 6 | 334| 1 | 056 179

F, T. nigrescens -~ T. repens | | | | | E | | '
No. 9 | 127 | 61.06 58 | 27.28 | 22 |10.58 1 | 048 i 208
34 86 | 4135 69 | 33.17 | 39 18 75 | 14 | 673 208

morek nie zachodzila pierwsza anafaza. Po podziale chromosomy nie roz-
chodzily sié do biegunow komorki, lecz pozostawaly w jej czesci Srodko-
wej. Po interkinezie nastepowal nastepny podzial w jadrze restytucyjnym, -
podczas ktorego chromosomy w liczbie okolo 24 ukladaly sie w jedng plyt-
ke metafazowa (fot. 37). Jadro restytucyjne moglo dzieli¢ sie w roézny
sposob. Gdy w komorce z jadrem restytucyjnym uformowalo sie wrze-
ciono kariokinetyczne dwubiegunowe, po podziale z takiej komérki pow-
stawala diada mikrospor (fot. 36). Niekiedy wrzeciono kariokinetyczne
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Tabela 13 — Table 13

Liczba mikrojader w mikrosporze
Number of micronuclei in the microspore

Liczba mikrojader

Gatunek Number of micronuclei | Razem
Species Birak E l 5 g | 2 Total
none |
T. repens | 54 ' 54
T. nigrescens 56 | | 56
¥y T. repens » T. nigrescens |
No. 10 18 19 | 13 50
12 45 8 1 54
6| 42 17 6 65
7 | 23 _ 26 5 54
F, T. nigrescens > T. repens |
No. 9 25 | 20 5 ; 1 51
34 31 15 5 1 1 53

bylo tréjbiegunowe (fot. 38), taka komorka mogla daé poczatek triadzie
mikrospor. Mogly takze powstawa¢ triady z dodatkowymi mikrojgdrami
(fot. 39). Jadra mikrospor powstale z diad majg niezredukowang liczbe
chromosomoéw, ktéra wynosi, przynajmniej dla czesci mikrospor, po 24
chromosomy. Komoérki w ktorych po pierwszym podziale nie formowato
sie jadro restytucyjne, po drugim podziale przeksztalcaly sie w tetrady
mikrospor.

Po podziale substancji jadrowej u czterech roslin Fy T. repens X T. ni-
grescens oraz u jednej ros§liny Fy T. nigrescens X T. repens komorki ma-
cierzyste pylku w przewazajacej wiekszosci przeksztalcily sie w tetrady
mikrospor, a tylko sporadycznie znajdowano rézne od tetrad poliady mi-
krospor (tab. 11). Mikrospory w tetradach roznity sie liczbg jaderek w ja-
drze (tab. 12). U roslin Fy T. repens X T. nigrescens, podobnie jak u T. re-
pens, wiekszo$é mikrospor ma w jadrze jedno jaderko. Jadra przewazaja-
cej czesci mikrospor roslin Fy T. nigrescens X T. repens sa, podobnie jak
iadra mikrospor T. nigrescens, dwu- i wiecej jaderkowe (fot. 40). Spora-
dycznie spotykano dwujadrowe mikrospory w tetradach, w ktorych jadra
znajdowaly sie obok siebie (rys. 4a).

W plazmie cze$ci mikrospor roslin Fy oprocz jadra znajdowalo sie od
1 do 4 mikrojader (fot. 41—45, tab. 13), leza one w réznej odleglosci od
jadra. U analizowanych roslin mieszancowych odsetek mikrospor zawie-
rajgecych mikrojadra wahal sie od 16,6 do 64,0%. Najczestsze byly mikro-
spory z jednym mikrojadrem, a cztery mikrojadra zawierala tylko jedna
z analizowanych mikrospor.

Srednice dojrzalych ziarn pylkowych roslin form rodzicielskich i mie-
szancoéw pokazano na wykresie I. Widaé z niego, ze migdzy ziarnami pyl-



Mieszance w rodzaju Trifolium L. 585

Tablica V
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Fot. 46—49. Ziarna pylku

Fot. 46. T. repens; Fot. 47. F; T. repens X T. nigrescens; Fot. 48. Fy T. nigrescens X T. repens,
z czescl zielonej rosliny chimery chlorofilowej; Fot. 49. T. nigrescens.

Photos 46—49. Pollen grains

Fig. 46. T. repens; Fig. 47. F; T. repens X T. nigrescens; Fig. 48. F; T. nigrescens X T. repens
with a green part of the chlorophyll chimera plant; Fig. 49. T. nigrescens.

ku badanych roslin T. repens réznice sa niewielkie (fot. 46). Krzywa ilus-
trujaca $rednice i czestotliwos¢ wystepowania ziarn pytku o okreslonej
wielkosci u roslin T. nigrescens (fot. 49) jest jednowierzcholkowa, a roz-
nice miedzy minimalng i maksymalng $rednicg ziarn pylkowych i ich
czestotliwoscia sa nieco wieksze niz u T. repens. Krzywa czestotliwosci
dla roslin Fy T. repens X T. nigrescens ma takze jeden szczyt, ktéry jest
identyczny ze szczytem dla T. nigrescens. Rozni sie ona od krzywej dla
ziarn pyltkowych dla T. nigrescens tym, ze jest nizsza i charakteryzuje sie
rozrzutem $rednicy ziarn pylku od 17 do 39 mikr. (fot. 47). Dla roslin Fy
T. nigrescens X T. repens krzywa srednicy ziarn pytkowych ma dwa szczy-
ty, z ktorych jeden jest identyczny ze szczytami dla roslin Fy T. repens
X T. nigrescens i T. nigrescens, drugi jest przesuniety na prawo i znajdu-
je sie miedzy 34—36 mikr. $rednicy (fot. 48). Nalezy dodaé, Ze ksztalt
krzywej dla $rednicy ziarn pylkowych roslin Fy T. nigrescens X T. repens
jest bardziej plaski niz krzywa dla $rednicy ziarn pylku poprzedniego
mieszanca.
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OMOWIENIE WYNIKOW

Nasiona mieszancowe krzyzujac T. repens z T. nigrescens otrzymali
Trimble, Keim (1953) i Evens (1962). Liczbe nasion mieszancowych
cytowani autorzy otrzymali niewielka krzyzujac na poziomie diploidal-
nym T. repens ? X T. nigrescens ¢'. Przy krzyzowaniu zwrotnym (T. ni-
grescens © X T. repens &) nasion nie otrzymali weale albo sporadycznie
pojedyncze nasienie. Przy czym, jak podaja, wieksza cze$é nasion mie-
szancowych byla niedoksztalcona.

Badania wlasne z krzyzowaniem wzajemno-przemiennym T. repens
i T. nigrescens wykazaly, ze gatunki te krzyzuja sie dobrze w obie strony
1 daja normalnie rozwiniete i wypelnione nasiona mieszancowe.

U obu gatunkow zalgznia jest czterozalazkowa. Przyjmujac, ze w kaz-
dym zalazku znajdowala sie zdolna do pelnienia normalnych funkeji ko-
morka jajowa, zawigzywanie nasion przy krzyzowaniu T. repens ¢ z T. ni-
grescens 7 wynosilo 54%, a przy krzyzowaniu odwrotnym 79%. Tak wy-
sokiego zawigzywania nasion przy krzyzowaniu dwéch omawianych ga-
tunkow koniczyny nie otrzymal zaden z cytowanych badaczy.

Trimble, Brawbeker i Keim, (1953), Keim oraz Evans
wysiewali nasiona mieszancowe na wilgotna bibule filtracyjng na szalkach
Petriego. W takich warunkach, jak podaja, kietkowaly one bardzo slabo
i szybko ginely. W zwigzku z czym K eim (1953) rozwijajace sie po za-
plodnieniu zarodki mieszancowe wyszczepial na specjalnie przygotowana
pozywke, a Evans (1962) dla ominiecia niezgodnos$ci krzyzowanych ga-
tunkow szczepila je i zapylala szczepione rosliny, a rozwijajace sie na
zrazach zarodki przenosila na pozywke. Stosujgc wzajemnie na sobie
szczepienie krzyzowanych roslin, i nastepnie przenoszac na pozywke roz-
wijajace sie zarodki, wymienionym badaczom w niewielkim stopniu uda-
lo si¢ zwigkszy¢ liczbe roslin mieszancowych. Otrzymane przez nas nasio-
na mieszancowe po skaryfikacji kielkowaly normalnie na wilgotnej bi-
bule na szalkach Petriego. Nalezy podkreslié, ze odsetek nasion, ktére
wykietkowaly, i roslin, ktére zakwitly, jest wielokrotnie wyzszy niz odse-
tek kwitngcych roslin otrzymanych z wyszczepionych zarodkéw przez
cytowanych autorow.

Z barier oddzielajacych gatunki roslinne zasadnicze i najbardziej roz-
powszechnione sg zapewne te, ktore uniemozliwiaja wzrost lub rozmna-
zanie sie mieszancow F; (Stebbins, 1951). Brak chlorofilu i zaburzenia
w jego produkeji u Fy sa jedna z przyczyn zamierania siewek mieszanco-
wych. Wytwarzanie chlorofilu jest niewatpliwie warunkowane genetycz-
nie. Menke (1960) podaje, ze sg geny ktére moga powaznie zwiekszaé
czestotliwos¢é mutacji plastydowej. Geny takie sg alleliczne w stosunku do
genow kontrolujgeych rozwéj normalnej struktury plastydow.

Niejednokrotnie podejmowano proby wyjasnienia przyczyn i mecha-
nizméw wystepowania defektéw chlorofilowych u mieszancow. Ross
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i Holm (1960) badajac przypadek zmian chlorofilowych u pomidorow
stwierdzili, ze sa one prawdopodobnie powodowane przez jaki$§ mechanizm
segregacji somatycznej. M enk e (1960) uwaza, ze transkrypcja segmen-
tow chromosomow daje bezposredni efekt fenotypowy w postaci defek-
tow chlorofilowych. Ma to miejsce wtedy, gdy w wyniku specjalnych
mutacji chromosomowych mogg powstawaé¢ komorki z zielonymi i albi-
notycznymi plastydami. Jaranowski (1962) badajagc mieszance nos-
trzyku (Melilotus polonica X M. alba), gdzie siewki F; byly normalnie
zielone, a albinotyczne pojawily sie w Fy, i w krzyzowkach wstecznych
w przypadku gdy rosliny z defektem chlorofilowym zapylano pylkiem
M., alba, doszedl do wniosku, ze defekty chlorofilowe u badanego przez
niego mieszanca moga by¢ powodowane tylko zmianami w chromoso-
mach, gdyz mieszaniec jest strukturalna heterozygota.

W naszym wypadku siewki mieszancowe zaleznie od kierunku krzyzo-
wania byly zielone (T. repens X T. nigrescens) lub bezchlorofilowe (T. ni-
grescens X T. repens). W zwiazku z czym i przezywalnos¢ byla rozna,
dla pierwszych wynosila 69%0 dla drugich 7%. Niezdolno$é¢ do produkeji
zielonych plastydéw albo wytwarzanie ich tylko przez niewielkie frag-
menty tkanek roslin F| T. nigrescens X T. repens moze by¢ powodowana
niezgodnoscia modelu genetycznego powstawania zielonych plastydow
u gatunkéw rodzicielskich.

Odmienne zachowanie sie plastydéw w zygocie krzyzowki T. repens @
X T. nigrescens Jd'i T. nigrescens @ X T. repens ¢ wymaga zalozenia, ze
ich stan fizjologiczny w komoérce jajowej T. repens i T. nigrescens przed
zaplodnieniem nie jest jednakowy: podobnego rodzaju zréznicowanie plas-
tydow moze mie¢ miejsce. Cytowany juz M en k e uwaza, ze aby zrozu-
mieé roznice w zachowaniu sie plastydéw podczas mutacji nalezy zalo-
zye, ze wewnatrz plastydow sg struktury wymagajace do swej syntezy
oprocz enzymow i substratu pewnej niewielkiej ilosci produktu reaguja-
cego spelniajacego role inicjatora. W innych wypadkach reakcja zacho-
dzi bez tego produktu. Mozna wiec przyja¢, ze w 16-chromosomowej ko-
moérce jajowej T. repens znajduje sie wystarczajaca ilosé czynnika ini-
cjujacego, potrzebnego do zapoczatkowania produkeji zielonych plasty-
déw, a zaplodnienie 8-chromosomowa komorkg plemnikowa T. nigrescens
czynno$é te tylko wyzwala (lub zapoczatkowuje). W przypadku odwrot-
nej krzyzowki 8-chromosomowa gameta zenska T. nigrescens nie zawie-
ra czynnika inicjujacego prawdopodobnie dlatego, ze gen lub geny wa-
runkujace jego produkcje bedgc w liczbie pojedynczej nie sg w stanie go
zabezpieczyé. Po zaplodnieniu 8-chromosomowej komorki jajowej T. ni-
grescens 16-chromosomowa komorka plemnikowa T. repens wniesione
przez plemnik geny, nie znajdujac produktu inicjujacego nie moga zapo-
czatkowa¢ wytwarzania zielonych plastydéw. Mozna jednak przypuszcza¢,
ze w pewnych wypadkach dzialajac w zmienionych warunkach geny
T. repens pokonujg pewien prog i inicjuja powstawanie zielonych plasty-
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doéw. O takim dzialaniu genow T. repens w cytoplazmie komoérki jajowej
T. nigrescens moga $wiadczy¢ siewki i rosliny bedace sektorialnymi chi-
merami chlorofilowymi oraz rosliny o organach pstrych.

Przyjecie innego zaloZzenia — somatycznego crossing over, w wyniku
ktorego pojawialyby sie sektory lub plamy zielone i bezchlorofilowe —
nie wydaje sig sluszne. Somatycznym crossing over mozna tlumaczyé —
przyjmujac teorie komorek z mieszanymi plastydami — pojawianie sie
plam albinotycznych na zielonym liciu. Teoria ta, naszym zdaniem, nie
moze wyjasni¢ pojawiania sie sektorow lub plam zielonych na albino-
tycznym lisciu, gdyz zmiany w chloroplastach w kierunku destrukeyj-
nym sa nieodwracalne (M en ke, 1960).

Podejmowane przez Jaranowskiego (1962) oraz Rossa i Hol-
ma (1960) proby stwierdzenia, czy i jaka zachodzi zalezno$é miedzy ilos-
cig ziarn pytkowych zywotnych i wielkoscia plam albinotycznych, wyka-
zaly, ze zaleinosci takiej nie ma. U badanego mieszanca Trifolium jedna
z roslin krzyzowki T. nigrescens X T. repens, bedaca sektorialng chimera
chlorofilowa, miala w kwiatach z czeSci albinotycznej 11,7% barwigcych
sie mikrospor, a w kwiatach z sektora zielonego 34,8%. Przebieg mejozy
i mikrosporogenezy w komorkach z czesci zielonej tej rosliny byl od-
mienny niz u roslin pstrych tejze krzyzowki, a takze u roslin krzyzowki
T. repens X T. nigrescens. W procesie mejozy w wielu komorkach z czesci
zielonej rosliny sektorialnej chimery chlorofilowej formowaly sie jadra
restytucyjne, a po podziale wyrownawczym powstawaly diady mikrospor.
Mozna wiec przypuszczaé, ze geny T. repens, ktore w cytoplazmie T. ni-
grescens zainicjowaly produkcje zielonych plastydow, wywarly takze ja-
ki$ wplyw na proces mejozy i sporogénezy.

Mejoza w komoérkach badanego mieszanca koniczyny, jak i u innych
mieszancow powstalych ze skrzyzowania gatunkoéw réznigcych sie liczba
chromosomow (Heneemn, 1963; Bennet& Bashaw, 1960; Magoon,
Hougas, Cooper,1958 aib; Endrizzi, 1957; Nielseni Nath,
1962; Kazimierskii Kazimierska, 1968) przebiegala z duzymi
odchyleniami. Srednio w komérce podczas diakinezy i pierwszej metafa-
zy znajdowalo sie biwalentow 6,29 z wahaniami od 2 do 8 biwalentow,
friwalentow 0,21 z wahaniami od 1 do 3 triwalentéw, uniwalentéw 10,77
z wahaniami od 4 do 20 uniwalentow. W czesci komorek biwalenty i chro-
mosomy wykazywaly duza lepkosé¢ i tworzyly trudne do okreslenia figu-
ry chromatynowe. Uniwalenty stosunkowo czesto stykaly sie po dwa lub
trzy dajac niechiazmatyczne asocjacje.

We weczesnej anafazie niektére biwalenty wykazuja pewien stopien
heteromorficzno$ci, ktéra moze wskazywaé, ze powstaly one w wyniku
autosyndezy jak i allosyndezy. W sredniej i péznej anafazie oraz telo-
fazie spotykano dicentryczne i monocentryczne mostki oraz opdznione
chromosomy i fragmenty. Pierwsze znajdowano w 20° komérek beda-
cych w stadium pierwszej anafazy, a liczba ich wahala sie od 1 do 3 most-
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kéw na komorke. Réwne, tzn. po 12, rozchodzenie sie do biegunéow wy-
spotykano nie rozerwane mostki pozostale po pierwszej anafazie, opo6znio-
komorki przemieszczala sie niejednakowa liczba chromosoméw, a w srod-
kowej czesci komoérki pozostawalo od 1 do 14 chromosoméw, fragmenty
lub chromosomy i fragmenty.

Drugi podzial przebiegal takze nieregularnie. Podczas drugiej anafazy
spotykano nierozerwane mostki pozostale po pierwszej anafazie, op6znio-
ne chromosomy i mostki miedzy siostrzanymi jadrami. Podczas pierwszej
i drugiej interfazy w cytoplazmie diad i tetrad czesto spotykano chro-
mosomy, fragmenty i mikrojadra. Opdzniajace sie podczas pierwsze]
anafazy chromosomy przynajmniej w czeSci nie wchodzily do jader telo-
fazowych. Swiadczg o tym mikrojadra i chromosomy czesto spotykane
w cytoplazmie podczas pierwszej i drugiej interfazy.

Po drugiej telofazie wiekszos¢ komorek mieszanca przekszalcala sie
w tetrady mikrospor, poliad réznych od tetrad bylo niewiele. Tylko rosli-
na mieszancowa bedaca sektorialng chimera chlorofilowa miala ponad
50 diad mikrospor, powstaly one z komérek, w ktérych miala miejsce
restytucja jadra.

Liczba jaderek w jadrze mikrospory jest, prawdopdobnie, w wysokim
stopniu przekazywana w linii zenskiej, gdyz mikrospory roslin Fy T. re-
pens X T. nigrescens maja w ponad 95%e jadro jednojaderkowe podobnie
jak T. repens; mikrospory roslin Fy krzyzowki odwrotnej maja, podobnie
do T. nigrescens, przewaznie wiecej niz jednojaderkowe jadro.

W cytoplazmie 43,5% mikrospor oprocz jadra znajdowalo sie od 1 do 2,
a sporadycznie i wiecej mikrojader. Ten wysoki odsetek mikrospor z mi-
krojadrami tlumaczy, w pewnym stopniu, niewielki odsetek réznych od
tetrad i diad poliad mikrospor. Wiekszo$¢ opéznionych chromosoméw zna-
lazla sie w cytoplazmie mikrospor i dlatego, prawdopodobnie, kwartety
dzielily sie przewaznie regularnie na cztery, a duplety na dwie czescei.
Tylko sporadycznie podzial komorek przebiegal odmiennie.

Badany mieszaniec mial niewielki odsetek zywotnych mikrospor. U
wiekszo$ci rodlin Fy odsetek barwiacych sie ziarn pylku nie przekraczal
10% i tylko u rosliny z czesto wystepujaca restytucja jadra wynosil
34.89/. Przy krzyzowym zapyleniu zawigzywanie nasion na glowke wy-
nositlo od 0,6 do 1,5 nasienia.

Pod wzgledem cech morfologicznych mieszaniec byl posredni miedzy
formami rodzicielskimi, wyro6znial sie tym, ze mial wieksze kwiaty, wez-
sze blaszki lisciowe i wiekszy zakres w zmiennoSci $rednicy ziarenek pyl-
kowych niz formy rodzicielskie.

Przebieg mejozy u badanego mieszanca dowodzi, ze miedzy chromo-
somami jednego z genoméw T. repens i T. nigrescens zachodzi znaczne
pokrewienstwo. Obserwowane odchylenia w przebiegu tego procesu, takie
jak mostki chromatynowe i fragmenty sg nastepstwem wymiany w petli
inwersyjnej i wskazuja na istnienie strukturalnej heterozygotycznosci.
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Obecnos¢ uniwalentéw i malej liczby triwalentéw moze Swiadczy¢ o bra-
ku pokrewienstwa jednego z trzech genoméw wystepujacych u mieszanca
w stosunku do dwoch pozostalych koniugujacych genoméw. Przeprowa-
dzone badania pozwalaja przypuszczaé, ze T. repens z T. nigrescens sg
blizej spokrewnione niz T. repens z T. xerocephalum (Kazimierski
i Kazimierska, 1968), tym niemniej tak T. nigrescens, jak i T. xero-
cephalum moga uchodzié¢ za prekursoréow T. repens.

WNIOSKI

1. T. repens krzyzuje sie przemiennie z T. nigrescens. Nasiona mie-
szancowe sg normalnie wyksztalcone i wypelnione. Wysiane po skaryfi-
kacji na szalki Petriego normalnie kietkuja. Z wysadzonych do doniczek
siewek krzyzowki T. repens @ X T. nigrescens ¢ przezylo i zakwitlo 69%
roslin, a z krzyzéwki odwrotnej 7% roslin. W przypadku mieszanca T. ni-
grescens Q@ X T. repens 7 niska przezywalnosé roslin byta uwarunkowana
zaburzeniami w produkeji chlorofilu.

2. Normalne wytwarzanie chlorofilu przez rosliny Fy T. repens X T. ni-
grescens i powazne zaburzenia lub niezdolno$¢ do produkeji chlorofilu
przez siewki F; T. mnigrescens X T. repens mozna tlumaczyé, zgodnie
z Menke (1960), roznym stanem fizjologicznym 16- i 8-chromosowych
gamet zenskich przed zaplodnieniem.

3. Poréwnujac przebieg mejozy w komorkach z sektora zielonego i al-
binotycznego rosliny sektorialnej chimery chlorofilowej stwierdzono, ze
W czesci zielonej rosliny, w poréwnaniu z czeScig albinotyczng, wielekroé
czeSciej zachodzi restytucja jadra, wzrasta odsetek diad i zywotnosé
mikrospor.

4. W fazie diakinezy i pierwszej metafazy w komérkach sporogennych
mieszancéw znajdowalo sie przecietnie 6,29 biwalentéw z wahaniami od 2
do 8 biwalentéw, 0,21 triwalentéw z wahaniami od 1 do 3 triwalentow
i 10,77 uniwalentéw z wahaniami od 4 do 20 uniwalentéw. Podczas anafa-
zy pierwszej rozdzial chromosomoéw do jader potomnych byl przewaznie
nieréwny, spotykano mostki, opéznione chromosomy i fragmenty. Takze
drugi podzial przebiegal ze znacznymi odchyleniami. Po drugiej telofazie
formowaly sie diady i tetrady mikrospor oraz niewielki odsetek innego
typu poliad. Zywotnosé¢ pytku u wiekszosei roslin nie przekraczala 10,

5. Rosliny mieszancowe pod wzgledem cech morfologicznych byly po-
srednie miedzy formami rodzicielskimi. Wyréznialy sie tym, ze mialy
wieksze kwiaty, wezsze blaszki listkowe i kwitly do pierwszych przy-
mrozkow.

6. Przy krzyzowym zapyleniu na gléwke zawiazywalo sie srednio od
0,6 do 1,5 nasienia. Przy samozapyleniu na roslinach mieszancowych na-
siona nie wigzaly sie.
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7. Przebieg mejozy u badanego mieszanca — liczba biwalentéw docho-
dzaca do 8 i rzadko spotykane triwalenty — wskazuje, ze miedzy geno-
mem T. nigrescens i jednym z genoméw T. repens zachodzi duze pokre-
wienstwo genetyczne. Mozna przypuszczaé, z duzg doza prawdopodobien-
stwa, ze jeden z genoméw T. repens pochodzi od diploidalnego gatunku
T. nigrescens.

Zaktad Genetyki Roslin
Polskiej Akademii Nauk
Poznat, ul. Wojska Polskiego Tlc
(Wplyneto dn. 9.3.1970 r.)

SUMMARY

Sixteen bivalents were observed in each of 93 T. repens microsporocytes, and
eight bivalents in each of 115 T. nigrescens microsporocytes, in which the chromo-
somes were counted in diakinesis or heterotypic metaphase. T. repens crosses reci-
procally with T. nigrescens. The hybrid seeds are full and are of normal shape.
Having been sown after scarification in Petri dishes they germinated normally.
Hybrid seedlings T. repens § X T. nigrescens o transplanted to pots survived and
bloszomed in 69%%, but only 7% of plants survived a reverse cross. The poor survival
of seedlings in the hybrid T. nigrescens & > T. repens 4 was the result of disturban-
ces in chlorophyll production. Normal chlorophyll production by the F; T. repens X
T. nigrescens plants and serious disturbances or impossibility of chlorophyll pro-
duction by the Fy T. nigrescens X T. repens seedlings may be explained, according
to Menke (1960), by the differences before fertilization in the physiological con-
dition of the 16 — and 8-chromosome egg cells. '

Comparision of the course of meiosis in the buds from green and albinotic
sectors in a sectorial chlorophyll chimera plant shows that in the green part of
this plant many more nucleus restitutions took place, and the percentage of diads
and pollen viability were higher than in the albinotic part.

During diakinesis and the first metaphase, in the analysed sporogenic hybrid
cells there was an average of 6.29 bivalents (range 2—8), of 0,21 trivalents (range 1—3)
and of 10.77 univalents (range 4—20). During the first anaphase the distribution
of chromosomes between the sister nuclei was not equal. In the cytoplasm there
were bridges, lagging chromosomes and fragments. At the second division they were
also conspicuous disturbances. After the second telophase diads and fetrads of
microspores were formed; the percentage of the other kind of polyads of micro-
spores was not great. For the most part of the plants pollen viability was about
10%%.

As regards the morphological traits, the hybrid plants were intermediate between
the parental forms, They were distinquished from the parent by larger flowers
and narrower leaflets, and they blossomed to the first frost.

After cross pollination the number of seeds per inflorescence was from 06 to
1.5. After self pollination the hybrid plants did not produce any seed.

In the course of meiosis, the number of bivalents in the investigated hybrid,
was not more than 8; the low number of trivalents shows that between the T. nigres-
cens and the T. repens genomes there exists a strong genetic relationship. It would
seem with a great degree of probability that one of the T. repens genomes is
derived from the diploid species — T. nigrescens.
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