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Abstract
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Empty seed production was studied in clones of European larch growing in the Koérnik
seed orchard.

Lack of pollination, disturbances during megasporogenesis, failure of pollen to reach and
germinate on the nucellus, and embryo degeneration have been found to contribute to seed
degeneration. Failure between pollination and fertilization was similar after open and self-pol-
lination. The percentage of degenerated embryos was much higher after self-pollination, although
larch seems to be relatively self-fertile. The genetic load estimated as the number of embryonic
lethals is rather low. The great proportion of unsound seed after open pollination could be ex-
plain assuming that the few existing embryonic lethals occur throughout the population with
a high frequency. This was confirmed by the low enzymatic polymorphism of European larch.
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WSTEP

Zaréwno naturalne zalesianie, jak i to ktdrego dokonuje cztowiek, zalezg prze-
de wszystkim od mozliwosci powstawania odpowiedniej ilosci pelnych i zywotnych
nasion. Rowniez genetycy i hodowcy drzew lesnych sg szczegdblnie zainteresowani
produkcjg nasion, a ich osiggniecia we wprowadzaniu do praktyki lesnej nowych,
wyselekcjonowanych odmian drzew zalezg w duzej mierze od efektywnosci rozmna-
Zania generatywnego.

Coraz czesciej nasiona pozyskuje sie na plantacjach nasiennych. Stwarza to nowe
mozliwosci kontroli procesu rozmnazania i powstawania nasion. Dopiero jednak
poznanie fizjologii i genetyki tego procesu pozwoli efektywnie wptywa¢ na zwiek-
szenie produkcji petnych nasion.

Praca doktorska wykonana pod kierunkiem prof. dr. hab. Macieja Giertycha, przedstawiona
Wydziatowi Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu M. Kopernika w Toruniu.
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O obfitosci obradzania decydujg przede wszystkim obfito$¢ kwitnienia, obumie-
ranie szyszeczek, liczba nasion w szyszce oraz procent petnych nasion. W poréwnaniu
z innymi gatunkami drzew iglastych modrzew europejski charakteryzuje sie produk-
cja szczegolnie duzej liczby pustych nasion. Stad tez celowym wydawato sie podjecie
obserwacji zmierzajacych do szczeg6towego poznania procesu rozmnazania gene-
ratywnego i w oparciu o te obserwacje ustalenie przyczyn powstawania pustych
nasion.

Przedstawione badania objety przeglad literatury zwiazanej z tematem, obser-
wacje procesu zapylania, megasporogenezy, zaptodnienia i rozwoju zarodka, a takze
analize genetycznych przyczyn powstawania pustych nasion na podstawie wynikow
kontrolowanego krzyzowania i badan enzymatycznych.

PRZEGLAD LITERATURY

PRZEBIEG CYKLU ROZMNAZANIA PLCIOWEGO MODRZEWIA
Zawigzywanie i réznicowanie pedéw kwiatowych

Zawigzywanie pakéw u modrzewi rozpoczyna sie wiosna, na rok przed kwitnie-
niem, a poczatkowe fazy rozwoju pakow kwiatowych i liSciowych sg anatomicznie-
podobne i zbiegajg sie w czasie z zakonczeniem wydtuzania dtugopedow (Owens
i Molder 1979a). U L. occidentalis w Kanadzie, po wytworzeniu na przetomie lipca
i sierpnia wszystkich tusek okrywowych, zaczynajg sie tworzy¢ w pagkach lisciowych
zawigzki igiet. Réwnoczesnie wierzchotki wzrostu przysztych pakéw kwiatowych
powiekszaja swe rozmiary, a aktywno$¢ mitotyczna w komorkach merystemow
wierzchotkowych wzrasta kilkakrotnie. W stozkach wzrostu pakéw kwiatowych
meskich, bez wstepnej inicjacji zawigzkdéw igiet, rozpoczyna sie w drugiej potowie
czerwca zawigzywanie precikow, trwajace do konca lipca. Na kazdym preciku two-
rzg sie dwa woreczki pytkowe, w ktérych rozpoczyna sie w pierwszej potowie sierpnia
réznicowanie komorek macierzystych pytku.

U podstawy stozkdw wzrostu pgkéw kwiatowych zenskich odktadane sg w koncu
czerwca najpierw zawigzki igiet, podobnie jak w pagkach lisciowych. Na przetomie
czerwca i lipca zapoczatkowana zostaje inicjacja tusek wspierajacych, z ktérych dwie
trzecie tworzy sie do konca lipca. Pézniej tempo odkiadania tusek stabnie, a caty
proces ustaje w koricu wrzes$nia. Okoto potowy sierpnia w pachwinach tusek wspie-
rajacych zaczynajg sie réznicowac tuski nasienne. Na tuskach powstajg nastepnie
zawiazki zalagzkéw, a w kazdym z nich tworzy sie pojedyncza komorka macierzysta
makrospory. W takim stadium paki kwiatowe zenskie wchodzg w faze spoczynku
zimowego (Owens i Molder 1979).

Niestety, brakuje podobnych szczeg6towych danych dla L. decidua, o ktérym
wiadomo, ze jego paki kwiatowe tworzg sie w sierpniu i wrzesniu (Barner i Chri-
stiansen 1960). Wyniki doswiadczen z roznymi terminami obrgczkowania szczepéw
w Niemczech Zachodnich sugerujg jednak, ze zawigzywanie i réznicowanie pgkow
kwiatow u L. decidua odbywa sie wczesniej, przed koncem czerwca (Melchior
1960).
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Mikrosporogeneza i rozwdj pytku

Jesienig, w roku poprzedzajagcym kwitnienie, w utworzonych pakach meskich
mozna wyrozni¢ preciki sktadajace sie z dwoch woreczkéw pytkowych (Owens
i Molder 1979b), We wnetrzu woreczkow pytkowych znajdujg sie komorki macie-
rzyste pytku, w ktoérych zaczyna sie jesienig proces mejozy. Istnieje znaczne zrézni-
cowanie stopnia rozwoju komdrek macierzystych pytku w obrebie poszczegdlnych
pakéw kwiatowych, miedzy pgkami na jednej gatezi, miedzy gateziami w koronie,
a takze miedzy poszczeg6lnymi szczepami jednego klonu (Eriksson 1968b). Mnigj
wiecej na przetomie pazdziernika i listopada mejoza w komorkach macierzystych
pytku osigga stadium diplotenu (rozproszonych chromosomdéw), ktore trwa kilka
miesiecy, co jest charakterystyczne dla rodzaju Larix (Eriksson 1968b, Hashi-
zume 1973, Hall i Brown 1976, Owens i Molder 1979b). Zdaniem niektorych
autorow mejoza w komérkach macierzystych pytku modrzewi rozpoczyna sie do-
piero na przetomie lutego i marca (Barner i Christiansen 1960, Christiansen
1960, Chandler i Mavrodineanu 1965). Wydaje sie jednak, ze przyczyng ta-
kich twierdzen mogg by¢ trudnosci w zaobserwowaniu rozproszonych chromoso-
mow w fazie diplotenu (Ekberg i inni 1968).

Diploten osiaggany jest niezaleznie od temperatury i zwigzany jest raczej z foto-
periodem (Eriksson i inni 1970), a czas jego trwania zalezy od gatunku i potozenia
geograficznego. UL. decidua w Polsce stadium to trwa okoto 1 — 2 miesiecy, w Szko-
cji — 3 miesigce (Hall i Brown 1976), a w Szwecji okoto 5 miesiecy (Eriksson
1968b).

Kolejne stadium mejozy, diakineza, rozpoczyna sie, kiedy $rednia temperatura
dobowa osiggnie okoto +5°C (Eriksson 1968a). W Polsce diakineze u L. decidua
obserwuje sie w pierwszej potowie lutego (Gorska-Brylass, dane niepublikowane),
a w Szkocji i Szwecji na przetomie lutego i marca, jakkolwiek pojedyncze komorki
moga wejs¢ w diakineze juz w grudniu (Eriksson 1968a, Hall i Brown 1976).
Tworzenie tetrady mikrospor poczawszy od diakinezy trwa u L. decidua w Polsce
okoto pottora miesigca (Gorska-Brylass, dane nie publikowane), w Szwecji od
10 dni do kilku tygodni (Eriksson 1968b), w Szkocji okoto 3 tygodnie (Hall
i Brown 1976), a w Danii mniej wiecej dwa tygodnie (Christiansen 1960).

Czas trwania i tempo przebiegu mejozy w komorkach macierzystych pytku
modrzewi jest zdaniem Sarvasa (1972) Scisle uzaleznione od temperatury. Poszcze-
gollne stadia mejozy odznaczajg sie takze r6zng wrazliwoscig na wahania tempera-
tury. O ile diploten moze trwac bez zaktocen nawet w temperaturach rzedu —30°C,
0 tyle w pozniejszych stadiach mejozy nawet temperatury okoto 0°C powodujg
liczne zaktocenia. Gtdwce rodzaje zaburzen to aberracje chromosomowe (zlepianie
sie i fragmentacja) oraz zakldcenia w podziale (nieprawidtowe formowanie wrze-
ciona podziatowego, polisporia, powstawanie uniwalentéw). Skutkiem wszystkich
tych nieprawidtowosci rozwojowych moze by¢ utrata zdolnosci do zaptodnienia
nawet przez 92% ziaren pytku (Ekberg i Eriksson 1967, Eriksson 1968b).

Po tygodniu od zakorczenia mejozy tetrada rozpada sie i mikrospory otoczone
dwiema btonami — egzyng i intyng — przechodzg okres intensywnego powiekszai
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sie i akumulacji skrobi (Owens i Molder 1979b). Obserwacje nad formowa-
niem sie dojrzatego pytku u modrzewi nie odbiegajg od wzoru znanego dla rodzaju
Pinus. Wskutek dwaoch pierwszych podziatdw mitotycznych mikrospory oddziela-
ja sie dwie soczewkowate komorki przedro$lowe, otoczone intyng. Kolejny podziat
prowadzi do powstania mniejszej komorki generatywnej i wiekszej fagiewkoweyj.
Po podziale komérki generatywnej tworzy sie mniejsza komérka ptong potozona
nad komorkami przedroslowymi i wieksza komérka plemnikowa. W ten sposéb
powstajg dojrzate, pieciokomoérkowe ziarna pyiku, obserwowane w woreczkach
pytkowych L. occidentalis na okoto tydzien przed pyleniem (Owens i Molder
1979b). Taka samg budowe ziaren pytku obserwowano u L. leptolepis (Kaji 1974)
i L. decidua (Kosinski, obserwacje wiasne). Od przedstawionego wyzej opisu two-
rzenia ziaren pytku odbiegajg obserwacje Christiansena (1972). Zdaniem tego
autora komorka tagiewkowa powstaje jeszcze w stadium tetrady, przed oddziele-
niem sie komorek przedroslowych, natomiast komérka ptona nie powstaje wskutek
podziatu komorki generatywnej, lecz jest organem utworzonym w nastepstwie bli-
zej nie okreslonych zmian strukturalnych.

Makrosporogeneza i rozw0j gametofitu zenskiego

Po zakoriczeniu spoczynku zimowego zalgzek gwattownie powieksza sig, a wokét
osrodka (nucellus) zaczyna wyodrebnia¢ sie ostonka (integumentum). Gérna czes¢
ostonki wydtuza sie i tworzy kanat mikropylarny, zakonczony okienkiem (mikro-
pyle), a liczne komdrki na szczycie ostonki tworzg jednokomérkowe wyrostki,
petnigce funkcje znamienia (Owens i Molder 1979b).

W centrum o$rodka komorka macierzysta makrospory stopniowo powieksza
sie i gromadzi skrobie. Na skutek podzialu mejotycznego powstaje z niej tetrada
haploidalnych makrospor. Czesto zdarza sie, ze z dwoch komorek powstatych po
pierwszym podziale mejotycznym tylko jedna ulega nastepnemu podziatowi i wow-
czas tworza sie trzy makrospory (Yokoyama 1973). W dalszym rozwoju dwie
lub trzy makrospory znajdujgce sie od strony mikropylarnej zalagzka zanikajg i zo-
staje jedna, ktora daje poczatek gametofitowi zenskiemu.

Podziaty mejotyczne, w wyniku ktérych powstajg haploidalne makrospory, roz-
poczynajg sie tuz przed pekaniem pakow kwiatowych, a najintensywniej przebie-
gajg w czasie pylenia (Yokoyama 1973, Owens i Molder 1979b). W Polsce
faza ta przypada w réznych sezonach wegetacyjnych na drugg potowe marca lub
na kwiecien (Kosinski, obserwacje wkasne). Pomiedzy zalgzkami jednego kwiatu
istnieje zréznicowanie w stopniu zaawansowania mejozy w komérkach macierzy-
stych makrospor (Eriksson 1968b).

Liczne podziaty jadra makrospory prowadzg do powstania w ciggu okoto trzech
tygodni wolnojadrowego, wydtuzonego przedrosla zeriskiego, po czym nastepuje
podziat cytoplazmy i pojawiajg sie Sciany komdrkowe. Na mikropylarnym biegunie
przedrosla kilka wyrdzniajgcych sie piramidalnym ksztaltem komorek powiegksza
swojg objetosc i staje sie komorkami inicjalnymi rodni. Rozwijajgce sie rodnie oto-
czone sg warstwa drobnych komdrek $Sciennych (Smolska 1927, Owens i Molder
1979h). Po uptywie mniej wiecej tygodnia komarka inicjalna rodni dzieli sie nierdwe
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tworzac matg komorke inicjalng szyjki i duzg komorke centralng. U L.
decidua komorka inicjalna szyjki dzieli sie dwukrotnie i powstaje czterokomorkowa
szyjka (Smolska 1927, Hakansson 1960), podczas gdy u L. occidentalis szyjka
moze by¢ dwu do o$miokomdrkowa (Owens i Molder 1979b). W tym czasie
komorka centralna przechodzi okres intensywnego wzrostu, charakteryzujacy sie
silng wakuolizacjg cytoplazmy, a nastepnie dzieli sie. Nierbwnomierny podziat po-
woduje powstanie matej, soczewkowatej komérki kanatowo-brzusznej, czesto wcze-
$nie zanikajacej, oraz duzej komorki jajowej (Smolska 1927). Jadro tej ostatniej
powieksza sie i przesuwa ku srodkowi komdrki. W tym stadium komérka jajowa
zdolna jest do zaptodnienia. Przecietnie w jednym przedroslu rozwija sie pie¢ rodni
(Favre-Duchartre 1970), a cykl rozwoju rodni od momentu wyodrebnienia sie
komorki inicjalnej do osiggniecia stanu zdolnosci do zaptodnienia trwa u L. decidua
okoto 17 dni (Smdlska 1927). Rozwdj przedrosla od podziatu komorki macierzy-
stej makrospory do powstania dojrzatej komorki jajowej trwa u L. decidua okoto
7 tygodni (Smoélska 1927, Hakansson 1960), u L. occidentalis 6-8 tygodni
(Owens i Molder 1979b) i u L. leptolepis okoto 6 tygodni (Kaji 1974). Wedtug
Smolskiej (1927) oraz Owensa i Molder (1979b) rozw6j rodni we wszystkich
zalgzkach jednego drzewa przebiega synchronicznie.

Kwitnienie

Na plantacji nasiennej w Kaérniku pylenie L. decidua rozpoczyna sie na przeto-
mie marca i kwietnia. Piecioletnie obserwacje kwitnienia szczepow L. decidua na
plantacji nasiennej w Miedzylesiu wskazujg na znaczng zmiennos¢ termindw rozpo-
czynania pylenia: od konica marca do pierwszej dekady maja (Korczyk 1975).
W okolicach Hradec Kralove (pétnocne Czechy) poczatek pylenia w réznych latach
przesuwa sie w zakresie miesigca: od trzeciej dekady marca do trzeciej dekady kwie-
tnia (Chalupa 1964). Przetom marca i kwietnia jest rowniez porg pylenia u L. de-
cidua w Eberswalde (Scamoni 1956) oraz w Wielkiej Brytanii (Matthews 1955).
Nieco p6zniej zaczyna pyli¢ L. decidua we wschodniej i potudniowej Rumunii — w po-
towie kwietnia (Tomescu i inni 1967) oraz na Biatorusi i Ukrainie — na poczatku
trzeciej dekady kwietnia (Misnik 1976).

Wysypywanie pytkow z woreczkéw pytkowych trwa okoto 10 - 20 dni (Chalupa
1964, Tomescu i inni 1967, Lines 1977), a dtugos¢ tej fazy uzalezniona jest wprost
proporcjonalnie od $redniej temperatury dobowej okresu pylenia (Chalupa 1964),
O ilosciach wysypywanego w tym okresie pytku mdéwig dane dotyczace L. leptolepis
w Japonii. Przecietna liczba ziaren pytku w jednym woreczku pytkowym wynosi
821, co przy $redniej liczbie 111 woreczkéw pytkowych daje 9,11 x 104 ziaren pyiku
wytwarzanych przez jeden kwiat meski (Yokoyama i inni 1978). Ta wielka ilo$¢
produkowanego pytku sprawia, ze w okresie maksymalnego nasilenia pylenia w po-
blize pojedynczego kwiatu zenskiego dociera dziennie 930 - 1670 ziaren pytku
(Yokoyama i inni 1975). Wedlug Dyakowskiej (1936) pytek L. decidua subsp.
polonica moze przemieszczac sie na odlegtos¢ srednio 6,7 km, natomiast Tichomi-
rov (1950) dla L. sibirica podaje odlegtosci przenoszenia pytku siegajace kilkuset
kilometrow.
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Zapylenie i zaptodnienie

Przed zapyleniem kwiaty zenskie ustawiajg sie pionowo, a ich tuski rozchylajg
sie. Miedzy rozchylonymi tuskami wspierajgcymi i nasiennymi pylek przedostaje
sie na znamie, miedzy pokrywajace je wyrostki. Na jednym znamieniu znaleziono
maksymalnie jedenascie ziaren pytku. Wskutek intensywnego wydtuzania sie¢ ko-
morek zewnetrznej czesci znamienia czes¢ pokryta wyrostkami z przytwierdzonymi
do nich ziarnami pytku wepchnieta zostaje do mikropyla, ktére zostaje potem
szczelnie zamkniete. Zamykanie mikropyla nastepuje niezaleznie od obecnosci pytku
na znamieniu (Barner i Christiansen 1960). Brak ptyndéw weciagajacych pytek
do mikropyla (jak to ma miejsce w rodzajach Pinus i Picea) i czysto mechaniczne
uwarunkowania przebiegu tego procesu przypominajg zapylenie u daglezji (Allen
i Owens 1972).

Pytek pozostaje w szczytowej czesci kanatu mikropylarnego przez 7-8 tygodni,
zanim przedros$le zenskie osiggnie stan zdolnosci do zaptodnienia. Przed skietkowa-
niem pylek zostaje przeniesiony na osrodek dzieki wydzielaniu ptynu do kanatu
mikropylarnego prawdopodobnie przez komérki znajdujace sie na szczycie osrodka
(Barner i Christiansen 1960, Kaji 1974, Hall i Brown 1976). UL. occiden-
talis nie stwierdzono obecnosci ptynu w kanale mikropylarnym, a pytek osigga szczyt
osrodka peczniejac i wydtuzajac sie (Owens i Molder 1979b).

Kietkujace na szczycie osrodka ziarno pytku wytwarza tagiewke przerastajgca
osrodek (Smolska 1927, Kaji 1974, Owens i Molder 1979b). Do wnetrza ta-
giewki przemieszczajg sie cztery jadra: jadro tagiewki, dwie gamety powstate w wy-
niku podziatu komorki plemnikowej oraz jadro komorki ptonej. tagiewka przecho-
dzi przez komérki szyjki i kanatowo-brzuszng do wnetrza komorki jajowej, gdzie
jej zawartos¢ wylewa sie do cytoplazmy. Jedna z gamet taczy sie z jadrem komorki
jajowej, podczas gdy druga wraz z pozostatymi jadrami i cytoplazmg pozostaje
w szczytowej czeSci tej komorki (Smolska 1927, Owens i Molder 1979b).
Z badan cytologicznych wynikajednak, ze przynajmniej cze$¢ mitochondridw i wszy-
stkie plastydy wchodzgce w sktad nowo powstatej cytoplazmy pochodzg z tagiewki
pytkowej (Camefort 1968ai b, Favre-Duchartre 1970). We wczesnej fazie roz-
woju zygoty, tuz po syngamii, mozna jeszcze wyrozni¢ dwie grupy chromosomaéw:
komorki jajowej i plemnikowej (Woéycicki 1923, Smolska 1927). Proces zaptod-

nienia konczy haploidalng faze rozwojowsa, a zygota daje poczatek sporofitowi mo-
drzewia.

Rozwdj zarodka

Po dwoch kolejnych podziatach mitotycznych jadra zygoty powstaig cztery
jadra, ktére przemieszczajg sie w kierunku podstawy komoérki jajowej. Nastepny
podziat prowadzi do powstania o$Smiojadrowego prazarodka, zbudowanego z dwdch
pieter komorek (Schopf 1943). Cztery komarki pietra gérnego pozostajg otwarte
do cytoplazmy komorki jajowej, a dolne tworzg pietro zarodkowe (Owens i Mol-
der 1979b). Komoérki gornego pietra dzielg sie i powstaje ponownie pietro komérek
otwartych do cytoplazmy komorki jajowej oraz pietro komdrek rozetowych, ktére
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z czasem zanikajg (Schopf 1943, Johansen 1950). Podziat komorek pigtra zarod-
kowego prowadzi do powstania dwdch czterokomoérkowych pieter: pietra suspensora
pierwotnego oraz pietra komorek przysztego zarodka. W ten sposob konczy sie,
trwajace mniej wiecej tydzien, formowanie szesnastokomoérkowego prazarodka.

Wydtuzanie sie komorek pietra suspensora pierwotnego powoduje przesuwanie
komoérek prazarodka w gitgb tkanek przedrosla. Kolejne podziaty komorek praza-
rodka prowadza do powstania systemu komorek, petnigcych funkcje suspensora
oraz do formowania zarodka (Schopf 1943). Okoto trzy tygodnie po zaptodnieniu
mozna juz zauwazy¢ w zarodku zroznicowane organy: widoczny staje sie zawiazek
pedu, a pozniej zawigzki 4 -7 liscieni (Johansen 1950). Po okoto pieciu tygodniach
od zaptodnienia widoczne sg juz zawigzki wszystkich organéw przysziej rosliny
(Schopf 1943).

Rozwojowi zarodka towarzyszg liczne zmiany w makrogametoficie i ostonkach.
Krople lipoproteinowe i ziarna skrobi, obecne w tkance przedro$la przed zaptod-
nieniem, we wczesnej fazie rozwoju zarodka zanikajg, tworzac jedynie waskie pasmo
wokot jamy zarodkowej. W dalszym rozwoju zarodka krople lipoproteinowe powie-
kszaja sie, a ilo$¢ skrobi ponownie wzrasta (Hakansson 1960, Owens i Molder
1979b).

Srodkowa z trzech warstw ostonki gromadzi ziarna skrobi, a $ciany komorek
z ktérych jest zbudowana grubiejg. W dojrzatym nasieniu warstwa ta sktada sie
z 3 -4 warstw grubosciennych komorek ,,kamiennych”, podczas gdy pozostate
dwie warstwy ostonki zbudowane sg z ptaskich, cienkosciennych komérek (Owens
i Molder 1979b).

Poliembrionia

Zaptodnienie wigkszej liczby komérek jajowych w jednym zalgzku jest powszech-
nym zjawiskiem i prowadzi do rozwoju Kilku zarodnikéw. Jest to tzw. poliembrio-
nia polizygotyczna (prosta). Z powstatych kilku zarodkéw dojrzato$¢ osigga tylko
jeden, najczesciej uformowany w pierwszej kolejnosci, natomiast pozostate obumie-
rajg we wczesnych fazach rozwoju (Schopf 1943, Hakansson 1960, Owens
i Molder 1979b).

PROBLEM PUSTYCH NASION U MODRZEWIA

Modrzew europejski wraz z innymi przedstawicielami tego rodzaju nalezy do
gatunkdw o matej liczbie petnych nasion. Heikinheimo (1937) podaje, ze u mo-
drzewia europejskiego w réznych latach procent pustych nasion waha sie od 55 do
94. Réwniez Nilsson (1959) stwierdzit, ze liczba pustych nasion wynosita 50%,
a nawet wiecej. Procent ten na trzech 78 - 98-letnich drzewach wahat sie od 27,8
do 81,4 (Tompa 1959). Messer (1956) zaobserwowat, ze procent pustych nasion
jest mniejszy w szyszkach zebranych z drzew o matych koronach i zwieksza sie od
dotu w kierunku ku szczytowi korony. Srednio wahat sie od 59,8% do 80,1%.
Florescu i inni (1960) stwierdzili, ze przy $redniej 70,2% pustych nasion, wiecej
jest ich w najmniejszych szyszkach (86,8% w szyszkach do | cm dtugosci), a mniej
w szyszkach najwiekszych (52,3% w szyszkach diugosci do 4,5 cm). SindelaF

8 Arboretum Koarnickie t. XXXI
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(1972) badat procent pustych nasion na plantacjach nasiennych w réznym wieku.
Na plantacji 4 - 6-letniej wynosit on ponad 80%. Na tej samej plantacji 10 - 11-let-
niej procent pustych nasion zmalat odpowiednio do 52 % i 36 %, a po kolejnych dwdch
latach wynidst 57%. Dla pordwnania na innych plantacjach 13-letnich, w 1970 ro-
ku — 58-74% nasion byto pustych. Na plantacji nasiennej w Koérniku w roku 1979
na osmiu obserwowanych klonach stwierdzono srednio 58,4% pustych nasion
(Kosinski 1981).

Liczba pustych nasion wzrasta znacznie (do 100%) w przypadku samozapylenia
(Langner 1951, Gothe 1952, Nilsson 1959, Matthews 1960, Dieckert 1964,
Kaji 1974, Katsuta i inni 1979, Kosiniski 1981, Park i Fowler 1982).

Podobnie jak w przypadku innych gatunkow drzew iglastych, podaje sie kilka
zasadniczych przyczyn, w réznym stopniu odpowiedzialnych za powstawanie pustych
nasion. Pierwsza z nich moga by¢ zaktocenia w trakcie mejozy komorki macierzy-
stej pytku, powodujace utrate zdolnosci ziaren pytku do zaptodnienia komorki
jajowej (Christiansen 1960, Chandler i Mavrodineanu 1965,Ekberg i Erik-
sson 1967, Hall i Brown 1977). Kolejng z najczesciej wymienianych przyczyn
powstawania pustych nasion jest brak zapylenia, nawet u ponad 50% zalazkéw
(Dieckert 1964, Kaji 1974, Sindelaf 1972, Hall i Biown 1976, Owens i Mol-
der 1979b, Dong Kwang Jo i inni 1984). W przypadku gdy zapylenie miato miej-
sce, liczba pustych nasion moze ulec zwiekszeniu wskutek braku przemieszczania
pytku z kanatu mikropylarnego na szczyt osrodka (Doyle i O’leary 1935, Hall
i Brown 1977). Prawdopodobnie jest to spowodowane przesychaniem kanatu
mikropylarnego wskutek niekorzystnych warunkéw atmosferycznych (Barner
i Christiansen 1960). Wreszcie jako ostatnig z najwazniejszych przyczyn powsta-
wania pustych nasion u modrzewia, wymienia sie zakldcenia objawiajgce sie po
zaptodnieniu, a powodujace $mier¢ prazarodka lub zarodka we wczesnych fazach
rozwoju. Zaktocenia te sg efektem negatywnego obcigzenia genetycznego, ujawnia-
jacego sie wskutek homozygotyzacji genéw letalnych (Hakansson 1960, Kaji
1974, Hall i Brown 1976, Kosinski 1981). Mato miejsce szczeg6lnie w przypadku
samozapylenia.

W wiekszosci cytowanych prac, wszystkie czynniki wptywajace na powstawanie
pustych nasion omawiane byly pojedynczo. Tylko Hall i Brown (1977) podjeli
probe ustalenia wptywu zapylenia, kietkowania ziaren pytku i degeneracji zarodkdw,
na tym samym wybranym materiale, obejmujacym po jednym klonie modrzewia
europejskiego i japonskiego. Uzyskany w ten sposob oczekiwany procent pustych
nasion zblizony byt do obserwowanego procentu niekietkujgcych nasion.

Na koniec trzeba zaznaczy¢, ze obok przyczyn natury fizjologicznej i genetycz-
nej, na powstawanie pustych nasion wptywa¢ moga rowniez uszkodzenia wywotane
zerem owadow.

OBCIAZENIE GENETYCZNE

Termin obcigzenie genetyczne (genetic load) wprowadzony zostat przez Mulle-
ra (1950) i poczatkowo odnosit sie tylko do obcigzenia negatywnego, polegajacego
na upos$ledzeniu zdolnosci przystosowawczych osobnika badz populacji w stosunku
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do teoretycznej wartosci optymalnej. Upos$ledzenie to manifestowato sie wskutek
istnienia gendw (czynnikdw) o niekorzystnym oddziatywaniu — letalnych, semile-
talnych i subletalnych. P6zniej obcigzenie genetyczne uznane zostato za jeden z naj-
wazniejszych czynnikéw utrzymujgcych zmiennos¢ genetyczng zaréwno u roslin,
jak i u zwierzat.

Z punktu widzenia powstawania pustych nasion u drzew iglastych — w tym u
modrzewia — szczegOlnie interesujgcym jest tak zwane obcigzenie segregacyjne,
inaczej obcigzenie homozygot (segregational load = homozygote disadvantage
load). Powodowane ono jest utrzymywaniem sie w populacji niepozadanych genow
w heterozygotach. Pojawiajgce sie wtedy homozygoty pod wzgledem takich gendw
sg eliminowane.

Puste nasiona powstajg u iglastych z roznych przyczyn, miedzy innymi wskutek
braku zapylenia, uszkodzeri spowodowanych przez owady badz niekorzystne wa-
runki atmosferyczne. Poniewaz jednak jak stwierdza Koski (1973), proporcja pu-
stych nasion jest najwieksza po samozapyleniu, sugeruje to, ze czynniki genetyczne
sg najwazniejszymi przyczynami ich powstawania. Dziatanie tych czynnikow ujaw-
nia sie dopiero we wczesnych etapach rozwoju zarodka. Zasadniczo na trzy sposoby
interpretuje sie przyczyny prowadzace do $mierci zarodkdw, a przez to do powsta-
wania pustych nasion. Stern (1968) wskazuje na mozliwos¢ istnienia systemu nie-
zgodnosci (incompatibility) zarodka i prabielma. Sorensen (1971) sugeruje wyste-
powanie tak zwanych ,,réwnowaznikéw letalnosci” (lethal equivalents), odpowiada-
jacych w pehi letalnym genom badZz nagromadzeniu gendw szkodliwych, ktorych
wptyw jest réwny wplywowi jednego letalnego. Podczas samozaptodnienia w zy-
gocie nastepuje ,,wzbogacenie” efektu genodw szkodliwych, a ich potgczone dziata-
nie powoduje $mier¢ osobnika. Trzecig mozliwos¢, ktéra nie zaktada istnienia fak-
tycznych genow ,letalnych”, wprowadzit Koski (1971). Zgodnie z ta teorig, tak
zwane zarodkowe czynniki letalne (embryonic lethals) moga by¢ lukami badz bie-
dami w catym kodzie koniecznym dla rozwoju zarodka. W stanie homozygotycz-
nym biedy te powoduja, ze rozwdj zarodka nie moze by¢é kontynuowany poza pe-
wne stadium krytyczne i wéwczas nastepuje Smier¢ tego osobnika. Hall i Brown
(1977) w swoich badaniach nad Larix decidua i L. leptolepis stwierdzili, ze te kryty-
czne stadia majg miejsce we wczesnych fazach rozwoju zarodka. Dziatanie czynni-
kow letalnych mogtoby wowczas negatywnie wplywac¢ na wzrost suspensora badz
wykorzystanie syntetyzowanych w prabielmie substancji potrzebnych dla rozwoju
zarodka.

Ostatnia z przedstawionych alternatyw stanowita podstawowe zatozenie dla osza-
cowania liczby czynnikéw letalnych w heterozygotycznym osobniku, na podstawie
procentu pustych nasion powstatych po samozapyleniu. Obliczenia tych wartosci
dokonali niezaleznie Bramlett i Popham (1971) oraz Koski (1971), a uzupeknili
Lindgren (1975) oraz Bishir i Pepper (1977). Model obliczen zaktada, ze praw-
dopodobienstwo powstania pustych nasion zalezy od liczby recesywnych czynnikdw
letalnych — n; liczby zaptodnien w zalagzku — k; oraz od liczby czynnikdéw letalnych
znajdujacych sie w poszczegolnej zenskiej gamecie — i, przy czym gdy n> 1, ma miej-
sce niezalezna segregacja. W takim przypadku dla kazdej gamety zenskiej w zalgzku

g*
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mozliwe jest 2n genetycznie r6znych gamet meskich. Z tego 2(n-i) da w rezultacie
petne nasiona po potaczeniu sie gamet. Poniewaz u wiekszosci drzew iglastych cze-
sto wystepuje zaptodnienie wiecej niz jednej z Kilku genetycznie identycznych zen-
skich gamet w jednym zalgzku, mozna wiec otrzymac k zestawdw roznych kombi-
nacji gamet. W takim przypadku, w kazdym zalagzku w ktorym doszto do zaptod-
nienia wiecej niz jednej gamety zenskiej, otrzymamy (2n- 2(n-i))k mozliwych kombi-
nacji gamet meskich, ktorych efektem bedzie $mier¢ zarodkdw i powstanie pustych
nasion.

Jednocze$nie jest  mozliwych kombinacji aby otrzymaé zalazki, ktére maja
gamety zenskie z i czynnikami letalnymi. Polgczenie tej ostatniej wartosci z liczbg
kombinacji gamet meskich, ktorych efektem jest powstanie z zalgzka pustego nasiona
(2n - 2(n-i))k daje liczbe sposobow powstawania pustego nasiona z tak zaptodnionego
zalgzka. Przy czym i nie moze réwnac sie zero, bo w takim przypadku powstaja
tylko pelne nasiona. Sumujac przez wszystkie pozostate wartosci i od i=],

daje catkowitg liczbe kombinacji, po ktérych wystapig puste

nasiona.

W przypadku wielokrotnego zaptodnienia, bedzie 2nk mozliwych kombinacji
meskich gamet w kazdym zaptodnieniu i 2n réznych genetycznie zenskich gamet.
W ten sposob catkowita ilos¢ genetycznie réznych zalgzkéw po zaptodnieniu wy-
niesie 2nk x 2n (= 2nk+n). Gdy liczbe zalazkéw, ktére dajg puste nasiona podzielimy
przez liczbe wszystkich mozliwych kombinacji zalgzkéw, otrzymamy prawdopodo-
bienstwo powstania pustych nasion:

(Bramlett i Popham 1971).

W wyniku prostych przeksztatcen czesci przedstawionego wzoru —

otrzymac¢ mozna wzor Koskiego (1971):

W badaniach nad rozmiarami obcigzenia genetycznego mierzonego liczbg czyn-
nikéw letalnych, stosuje sie rowniez wzér Mortona i innych (1956):

2B=-41In R,

gdzie: B — S$rednia liczba czynnikéw letalnych w gamecie,
2B — srednia liczba czynnikéw letalnych w zygocie,
R — relatywna samoptodnos¢.
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Rownanie to oparte jest na zatozeniu wystepowania w zalgzku jednej zygoty, moze
wiec prowadzi¢ do zanizenia liczby czynnikow letalnych w zwigzku z wystepujaca
powszechnie poliembrionig u drzew iglastych, w tym u modrzewia.

Jak do tej pory niewiele jest prac dotyczacych wystepowania czynnikéw letal-
nych u drzew lesnych, a ich rezultaty przedstawiono w tabeli 1. Poréwnanie tych wy-
nikow trzeba jednak traktowac z pewnym przyblizeniem ze wzgledu na stosowane
rézne metody obliczania liczby czynnikéw letalnych. Ponadto, oprdécz roznic wy-
nikajacych z réznych metod obliczen, na warto$¢ liczby czynnikéw letalnych wpty-
wac¢ moze pochodzenie analizowanych drzew. Jezeli rosty one na skraju wystepo-
wania gatunku, gdzie populacje sg niewielkie, wsobnos¢ moze prowadzi¢ do zmniej-
szania obcigzenia genetycznego w stosunku do populacji centralnych tego samego
gatunku (King i inni 1970).

Tabela |

Liczba zarodkowych czynnikéw (réwnowaznikéw) letalnych obliczana wg wzoru Mortona
i innych (1956) — (1) oraz Koskiego (1971) i Bramletta i Pophama (1971) — (l1)
Number of embryonic lethals (lethal equivalents) estimated from formule by Morton et al.
(1956) — 1 or Koski (1971), and Bramlett and Popham (1981) — 11

Warto na koniec doda¢, ze system czynnikéw letalnych zarodkowo u drzew
iglastych jest prawdopodobnie funkcjonalnym substytutem dla systemu samonie-
zgodnosci (self-incompatibility) obserwowanego u Angiospermae (Koski 1971).
Jego znaczenie polegatoby wiec na wczesnym eliminowaniu niekorzystnych konsek-
wencji wsobnosci u drzew.

POLIMORFIZM ENZYMATYCZNY MODRZEWIA

Zapoczatkowane pod koniec lat sze$¢dziesigtych badania wykorzystujgce ana-
lizy zmiennosci biatek enzymatycznych dla potrzeb genetyki drzew lesnych, roz-
winety sie szczegdlnie intensywnie w ostatnich latach. Obejmujg one badania nad
dziedziczeniem réznych systemdéw enzymatycznych, strukturg genetyczng oraz
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pesami genetycznymi zachodzacymi w populacji drzew, a takze prace uwzglednia-
jace mozliwosci wykorzystania markeréw enzymatycznych w praktyce hodowlanej.
Bogaty przeglad prac dotyczacych zmiennosci enzymatycznej drzew leSnych przed-
stawit Prus-Gtowacki (1982).

Metody enzymatyczne byly dotychczas w niewielkim stopniu stosowane w ba-
daniach genetycznych u modrzewi. Do tej pory znane mi sg tylko trzy publikacje
dotyczace zmiennosci peroksydazy i esterazy w igltach modrzewia japoniskiego, da-
hurskiego i syberyjskiego (Mikami 1973, Larionova 1979, Larionova i Mil-
jutin 1981), oraz dwie dalsze dotyczace zmiennosci kwasnej fosfatazy, leucyno-ami-
no-peptydazy i esterazy w haploidalnych tkankach megagametofitu modrzewia
europejskiego (Mejnartowicz i Bergmann 1975, Kosinski i Szmidt 1984).
Wykorzystanie haploidalnej tkanki megagametofitu umozliwia szczeg6towa gene-
tycznag analize zmienno$ci wspomnianych enzymow. Stosujagc metode horyzontal-
nej elektroforezy na zelu skrobiowym, Mejnartowicz i Bergmann (1975)
zaobserwowali dwie strefy (loci) z dwoma i trzema allelami leucyno-amino-peptyda-
zy, oraz cztery strefy kwasnej fosfatazy, z ktérych jedna wykazywata cztery allele.
Kosinski i Szmidt (1984) wykorzystujac metode ogniskowania w punkcie izo-
elektrycznym, wykazali istnienie tylko jednej monomorficznej strefy kwasnej fosfa-
tazy, oraz co najmniej cztery strefy esterazy, z ktoérych w trzech obserwowano pieé,
cztery i trzy allele. Zmiennos¢ wymienionych enzymow u wigkszosci innych gatun-
koéw drzew iglastych byta wieksza od prezentowanej u modrzewia. Obserwowano
u nich w roéznych strefach 1 - 9, a wyjatkowo nawet 15 alleli (np. Lundkvist 1975,
1977, 1979, Mejnartowicz 1979, Witter i Feret 1979, Conkle 1981).

Obserwowana u modrzewia europejskiego mata zmienno$¢ enzymatyczna, znaj-
duje swoje odbicie w rozmiarach heterozygotycznosci. Mejnartowicz i Berg-
mann (1975) pisza o znacznej homozygotycznosci analizowanej i obserwowanej.
Wyliczona przez Kosiriskiego i Szmidta (1984) na'podstawie czestosci alleli
warto$¢ heterozygotycznosci oczekiwanej wyniosta 0,222, a obserwowana tylko
0,125. Obie te wartosci byty mniejsze niz u wielu innych gatunkéw drzew iglastych
(miedzy innymi Lundkvist 1979, Mejnartowicz 1979, Szmidt 1982). Trzeba
tu jednak zaznaczy¢, ze bezposrednie porownanie wynikow uzyskanych przez réz-
nych autoréw moze by¢ obarczone btedem, wynikajgcym z faktu obserwowania roz-
nych loci enzymatycznych i stosowania odmiennych metod rozdziatu i barwienia.

Analiza genotypow tylko wyjgtkowo stosowana byta w odniesieniu do badan
proceséw kwitnienia i odradzania u roslin. Miedzy innymi Schaal i Levin (1976)
wykazali, ze kwitngce osobniki Liatris cylindracea byly czesciej heterozygotami
niz osobniki niekwitngce. U drzew lesnych, tylko Linhart i inni (1979a, 1981)
wykazali dla Pinus ponderosa istotne roznice wystepujace w kilku loci miedzy osob-
nikami produkujacymi duzo szyszek atymi ktdre produkuja szyszek mniej. Réwniez
Linhart i inni (1979b) stwierdzili brak genetycznych r6znic miedzy drzewami pro-
dukujacymi pytek a tymi ktore nie kwitly mesko.

Nie sg mi natomiast znane publikacje, nawigzujgce do sugerowanego przez
Koskiego (1971) zwigzku miedzy liczebnoscig genéw letalnych w populacji a ten-
dencjg do utrzymywania heterozygotycznosci.
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MATERIAL | METODY

MATERIAL

Obserwacje oraz doswiadczenia przeprowadzano na szczepach modrzewia europejskiego
rosnacych w Archiwum Klonéw w Kdérniku. Archiwum to, zatozone w sposéb systematyczny
(Giertych 1965, 1971), pomyslane byto jako modelowa plantacja nasienna. Stad tez jest szcze-
golnie dogodnym miejscem dla przeprowadzenia wszelkich doswiadczen zwigzanych z funkcjo-
nowaniem takich plantacji.

Tabela 2

Numery klonéw modrzewia europejskiego wykorzystanych w do$wiadczeniach
wraz z danymi o ich pochodzeniu

List of European larch clones selected for experiments together with information
about origin

Archiwum zalozone zostato w roku 1964, na powierzchni 0,80 ha i rosto w nim W momencie
rozpoczynania doswiadczen w 1979 roku 397 szczepow reprezentujacych 58 klondw. Liczebnosé
szczepow byla rézna, wahata sie od 1 do 17. Stad tez w doswiadczeniach wykorzystywano prze-
de wszystkim klony reprezentowane przez wiekszg liczbe powtdrzen. Liste klondw wykorzysta-
nych w przedstawionych badaniach wraz z miejscem ich pochodzenia przedstawiono w tabeli 2.

OBSERWACJE FENOLOGII KWITNIENIA

W roku 1983 przeprowadzono obserwacje fenologii kwitnienia na szczepach 11 klonéw,
wykorzystanych wczesniej w latach 1979 i 1980 do do$wiadczen z kontrolowanym krzyzowaniem.
Dla kazdego z 11 klon6éw, obserwacje starano sie przeprowadza¢ na 3 szczepach rosngcych
W réznych miejscach na plantacji nasiennej. Jednak ze wzgledu na brak kwitnienia fenologiczne
obserwacje klonéw K-02-12 i K-15-63 przeprowadzono tylko na 2 szczepach, a dla klonu K-08-02
tylko na ! szczepie. Obserwacje prowadzono codziennie przez caty okres kwitnienia. Szczeg6ton



120

analizowano dwie fazy: pylenia kwiatdw meskich i receptywnosci kwiatéw zenskich. Za re-
ceptywne (gotowe do zapylenia) okreslano kwiaty zenskie, ktdrych tuski wspierajace i nasienne
przyjmowaly pozycje pozioma. Poniewaz istniejg pewne réznice fenologiczne analizowanych
faz W réznych czesciach korony szczepu, dla ich unikniecia obserwacje prowadzono na wszy-
stkich szczepach w pd.-wsch. czesci korony, na wysokosci 2 - 3 m.

SPOSOBY ZAPYLENIA

Wiosng 1980 roku na plantacji nasiennej wybrano po dwa szczepy z trzech obficie kwitna-
cych klonéw: K-08-02, K-10-25 i K-15-88. Doswiadczenie zaplanowane zostalo w trzech roz-
nych wariantach zapylania na kazdym z drzew, a zabiegi przeprowadzano w ciggu 10 dni poczgw-
szy od pierwszego dnia pylenia na plantacji. Warianty zapylania przedstawiono na ryc. 1.

Ryc. 1. Warianty zapylenia; daty przedstawiajg dni kwietnia 1980 roku kiedy zerskie kwiaty
byly izolowane (zacienione) lub izolatory usuwane (niezacienione)
Fig. 1. Pollination regimes; dates illustrate the days of April 1980, when female strobili were
either bagged (shaded) or not bagged (unshaded)

Warianty zapylania:

,,O” — wszystkie kwiaty zenskie zostaty zaizolowane przed rozpoczeciem pylenia na plan-
tacji i w kolejnych dniach pylenia na kazdym szczepie zdejmowano czes$¢ izolatorow,
»Z" — wszystkie kwiaty zenskie wystawione dla zapylania; po pierwszym dniu, oraz kaz-
dego nastepnego dnia zakladano izolatory, pozostawiajac je do konca okresu py-

lenia,
O -Z” — przed rozpoczeciem pylenia izolowano kwiaty zenskie; po dwa izolatory na kaz-

dym szczepie $ciggane byly na jeden dzien, a nastepnego dnia zaktadane na te same
kwiaty zenskie i pozostawiane do konca pylenia na plantacji.

W sumie do$wiadczenie objeto 3 klony x 2 szczepy x 30 wariantéw zapylania. Kazdy po-
jedynczy zabieg polegat na zatozeniu lub zdjeciu dwoch izolatorow w kazdym wariancie, na kaz-
dym szczepie. W kazdym izolatorze umieszczano co najmniej dwa kwiaty zenskie, po uprzednim
usunieciu kwiatéw meskich. Doswiadczenie w miare mozliwosci przeprowadzano W gérnej
czesci korony, aby do minimum ograniczy¢ mozliwosci samozapylenia. Jako izolatory stosowano
waz dialityczny. Jesienig zebrane szyszki wysuszono w odrebnych porcjach i wytuszczano recz-
nie. Petne nasiona oddzielano od pustych w 70 % etanolu, a wyniki sprawdzano tnac kilka nasion
z kazdej proby. Notowano liczbe szyszek oraz liczbe nasion pustych i petnych. Dla kazdego
wariantu analizowano liczbe nasion w szyszce oraz procent petnych w prébie. Ze wzgledu na
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brak szyszek w niektorych wariantach (w sumie 28%), wyniki z dwoch szczepéw kazdego klonu
potraktowano wspdlnie. Dodatkowo z kazdego klonu zebrano po kilka szyszek z wolnego za-
pylenia jako kontrole i analizowano jak powyzej.

SYSTEMY KONTROLOWANEGO KRZYZOWANIA

Wiosng 1979 i 1980 roku przeprowadzono kontrolowane krzyzowanie na szczepach 11 klo-
néw modrzewia europejskiego. W kazdym roku wybierano po 8 klonéw, przy czym 5 z nich
krzyzowane byly w obu latach. W Wyhorze klonéw do do$wiadczenia kierowano sie przede wszy-
stkim obfitoscig zeniskiego i meskiego kwitnienia, umozliwiajaca wykonanie zaplanowanych
kombinacji rodzicielskich. Numery klonéw i ich miejsce na plantacji przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3

Numery klonéw modrzewia wybrane do kontrolowanego zapylania wraz z miejscami na plan-
tacji nasiennej

List of larch clones selected for controlled pollination, together with places on seed orchard

Kwiatostany zenskie izolowano w miare ich rozwoju w dniach 5-11 kwietnia 1979 roku
i 7 - 10 kwietnia 1980. Przed izolacjg usuwano z gatgzek wszystkie kwiatostany meskie, a nastep-
nie zaktadano fliselinowy izolator. W sumie zaizolowano w obu latach 3477 kwiatostanéw zen-
skich (odpowiednio 1130 i 2347). Z tej liczby okoto 25% kwiatéw ulegto zniszczeniu w okresie
izolacji, badZ to z powodu obtarcia o Scianki izolatorow, badz wskutek przemarzniecia.

Pytek zbierano 12 i 13 kwietnia w 1979 roku oraz 16 i 17 kwietnia w roku 1980, na 1 - 2 dni
przed rozpoczeciem pylenia. Zebrany pytek suszono na bibutach i po wysypaniu oczyszczano
przesiewajac przez sita. Zebrany do probdwek pytek przechowywano w eksykatorze aby unikna¢
zawilgocenia. Kontrolowane zapylanie przeprowadzano w momencie petnej receptywnosci kwia-
tostandw zenskich 14 - 15 kwietnia w 1979 i 18 - 21 kwietnia w 1980 roku. Pytek wdmuchiwano
do izolatoréw przez igte od zastrzykéw. Do zapylania kwiatéw w pojedynczym izolatorze uzy-
wano okoto 0,5-1 cm3 pytku. Z mikroskopowych obserwacji wynika, ze byta to ilo$¢ wystar-
czajaca do obfitego zapylenia. W miare mozliwosci zabieg ten powtarzano w dniach nastepnych.

Przyjeto system krzyzowania znany w literaturze jako czeSciowo dialleliczny (ryc. 2). W sy-
stemie tym kazde z 8 drzew wykorzystane byto jako matka i krzyzowane z 4 - 5 pozostatymi
jako ojcami, a takze zapylane wiasnym pytkiem (samozapylenie). System ten uzupetniono o za-
pylanie mieszaning pytkéw, w ktorej okoto 1/8 stanowit wiasny pylek. Przyjete systemy krzyzo-
wania pozwalaty na okreslenie roli samozapylania w powstawaniu pustych nasion u modrzewia.
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Ryc. 2. Schemat krzyzowania. S — samozapylenie
Fig. 2. Mating designs employed for controlled crossing. S — self-pollination

Zebrane jesienig szyszki (639 i 1230) uzyskane z kontrolowanego zapylania, fuszczono recz-
nie i otrzymano razem 58049 nasion. Pelne nasiona oddzielano od pustych w 70% etanolu,
a wyniki sprawdzano tnac niewielka probke nasion. Otrzymane rezultaty przedstawiono w po-
staci procentu nasion petnych.

OBSERWACJE ANATOMICZNE

Metody zbioru, utrwalania i barwienia materiatu

Materiat do badan anatomicznych zbierano w latach 1979 i 1980. W roku 1979 Zzenskie
kwiatostany Zbierano w odstepach tygodniowych od mniej wiecej potowy fazy pylenia (18.04)
kiedy kwiaty byty w petni receptywne, do Wyksztalcenia sie w peini rozwinietych szyszek (ko-
niec sierpnia). Do doswiadczenia wybrano dwa klony K-02-09 i K-15-16. W 1980 roku kwiaty
zbierano poczatkowo réwniez w odstepach tygodniowych (od 25.04), a w okresie kiedy naste-
puje zaptodnienie i wczesny rozwoj zarodka, materiat zbierano co 2 - 3 dni. Doswiadczenie
rozszerzono o dwa dodatkowe klony K-08-02 i K-08-03.

Materiat zbierano w miare mozliwosci Z gérnej czesci korony, od strony potudniowej. Aby
doprowadzi¢ do samozapylenia, cze$¢ kwiatdw zenskich izolowano wraz z kwiatami meskimi,
wykorzystujac do tego celu waz dialityczny. lzolatory takie usuwano po okresie pylenia.

Bezposrednio po zbiorze, materiat utrwalano w mieszaninie formalina-etanol-kwas oc-
towy (FAA). Poczatkowo utrwalano cale kwiaty zenskie, a od okoto czwartego tygodnia, roz-
wijajace sie szyszeczki byly ciete i utrwalano tylko tuski nasienne z zalgzkami, a p6zniej same
zalgzki. W utrwalaczu materiat byt odpowietrzany w prézni, aby umozliwi¢ lepsza penetracje
tkanki przez utrwalacz.

Utrwalony materiat odwadniano w trzeciorzedowym butanolu i zatapiano w parafinie
0 temp. topnienia 58°C. Przygotowane preparaty cieto na mikrotomie obrotowym, na skrawki
0 grubosci 6-12 p i przylepiano do szkietka przedmiotowego pokrytego lepikiem Haupta
(Gerlach 1972). W przypadku pdzniejszych terminéw, przed zatapianiem i cieciem z prepara-
tow usuwano twardg tupine nasienna, lub po zatopieniu zmiekczano W kwasie siarkowym i bar-
wiono hematoksyling wg Ehrlicha oraz safraning 0 (2 - 24 godzin) i zielenig trwatg lub spora-
dycznie biekitem anilinowym, do uzyskania odpowiedniego zabarwienia skrawkéw (Gerlach
1972).

Tak przygotowane preparaty obserwowano W mikroskopie Amplival, a zdjecia wykony-
wano wykorzystujac automatyczne urzadzenie do naswietlania BA 2.



123

Analiza skutecznosci zapylania

Obserwacje prowadzono w zalgzkach od momentu zamkniecia kanatu mikropylarnego
do pierwszych stadiéw rozwoju zarodka, tzn. do momentu kiedy mozliwe byto ciecie catych za-
lazkéw wraz z tuping nasienng. Pozwalato to notowac liczbe zapylonych zalgzkéw i liczbe pyt-
kéw w zalazku.

Rozwdj zenskiego gametofitu

Na preparatach przygotowanych z r6znych terminéw zbioru kwiatéw zenskich obserwowa-
no pojawienie sie kolejnych stadiéw rozwoju gametofitu zefiskiego. Od momentu formowania
rodni notowano ich liczbe w zalazku. Jednoczes$nie obserwowano wystepowanie oraz rozmiary
zakldécen w formowaniu i rozwoju gametofitu.

Zaptodnienie i rozwoj zarodka

Obserwacje obejmowaty zachowanie sie pytku w zapylonych zalgzkach, liczbe zaptodnio-
nych komoérek jajowych oraz formowanie zarodkéw. Byly one podstawg dla okreslenia rozmia-
réw i typéw poliembrionii, oraz stadidw i rozmiaréw degeneracji zarodkéw po wolnym i samo-
zapyleniu. Przy czym w rozwoju zarodka wyr6zniono cztery stadia: prazarodka, wczesnego za-
rodka (4 - 16-komorkowego), stadium posrednie (do momentu réznicowania regionéw mery-
stematycznych) i p6zne, obejmujace okres réznicowania regionéw merystematycznych i dojrze-
wania zarodkéw. Wszystkie obserwacje uwzgledniaty fenologiczne zréznicowanie procesu za-
ptodnienia i rozwoju zarodka dla poszczegélnych klonow.

Suma obserwacji skutecznosci zapylania oraz rozmiaréw zaktocen rozwoju gametofitu
zenskiego, zaptodnienia i rozwoju zarodka, stanowity podstawe dla wyliczenia procentu petnych
nasion, ktore powinny powsta¢ uwzgledniajac zakres degeneracji na obserwowanych etapach.

METODY ANALIZY ZMIENNOSCI ENZYMATYCZNEJ

Metoda ogniskowania w punkcie izoelektrycznym (IEF) wykorzystana zostata dla analizy
zmiennosci enzymow esterazy (E. C. 3.1.1.2) i kwasnej fosfatazy (E. C. 3.1.3.2) w nasionach z 24
klonéw modrzewia rosngcych na plantacji nasiennej (tab. 2). Wybrane klony reprezentowaty
rozne pochodzenia modrzewia europejskiego z Polski, w tym tzw. modrzewia polskiego.

Zebrane nasiona przechowywano w temoeraturze —3°C. Z kazdego klonu analizowano
10 do 76 nasion. Zwykle 5-10 nasion wystarcza dla wykrycia obu alleli w przypadku hetero-
zygotycznych loci (O’Malley i Guries 1981). Ze wzgledu na malg aktywno$¢ enzymatyczna,
przed analizami nasiona byty kietkowate na bibule do Wytworzenia 1 -3 mm korzonka. Ekstrak-
ty uzyskano z haploidalnej tkanki megagametofitu (niestusznie zwanej endospermem) skietko-
wanych nasion, a homogenizacje przeprowadzane W podwojnie destylowanej wodzie zawiera-
jacej 0,06% 2-merkaptoetr.nolu. Homogenar nasgczano na kawatki bibuty filtracyjnej Whatman
3MM. Rozdziat przeprowadzano na 5% zelu akrylamidowym zawierajagcym 2% Ampholiny
pH 3-10 dla esterazy i 2,5% Servalytu pH 3 - 7 w przypadku kwasnej fosfatazy. 1 M NaOH
i 1 M H3PO4 stuzyly jako roztwory anodowe i katodowe. Rozdziat przeprowadzano w ciggu
4 godzin przy nastepujacych napieciach: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400 i 500 V po 30 min.
przy kazdym z nich. Temperatura w czasie rozdziatu wynosita okoto 12°C.

Esteraza (EST) byfa barwiona przez 20 min. w temp, pokojowej wedlug metody podanej
przez Shaw i Prasad (1970). Dla wybarwienia kwasnej fosfatazy (APH), zel inkubowano
przez 15 min. w 0,2 M buforze octanowym o pH 4,5 i barwiono w roztworze 70 mg kwasnego
fosforanu o-naftylu oraz 140 mg soli Fast Garnet GBC w 100 ml buforu octanowego o pH 4,5.
Wybarwione zele zanurzano w 5% kwasie octowym i utrwalano w glicerynie albo suszono na
bibule filtracyjnej.
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ZASTOSOWANE METODY MATEMATYCZNE

Obliczanie relatywnej samoptodnosci

Na podstawie procentu petnych nasion uzyskanych w wyniku samozapylenia i krzyzowania
niekrewniaczego, obliczono relatywng samoptodnos$¢, czyli zdolno$¢ do zawigzywania petnych
nasion po samozapyleniu. Obliczenia wykonano wedtug wzoru podanego przez Sorensena
(1969):

proporcja petnych nasion po samozapyleniu
proporcja petnych nasion po zapyleniu krzyzowym

RSP=

Relatywng samosterylnos$¢ obliczano wedtug wzoru:
RSS=1-RSP
Liczba zarodkowych czynnikéw letalnych

Liczba czynnikéw letalnych powodujagcych w stanie homozygotycznym $mier¢ zarodka,
obliczona zostata na podstawie wzoru podanego przez Koskiego (1971):

gdzie: Pn(k) — proporcja pustych nasion jako prawdopodobienstwo co najmniej jednego
czynnika letalnego bedacego w stanie homozygotycznym w kazdej zygocie

w zalgzku,

n — liczba czynnikéw letalnych zarodkowo,

k — liczba zaptodnien w jednym zalazku w zwigzku z wystepowaniem poliembrio-
nii.

Wykorzystany przez Koskiego (1971), procent pustych nasion (Pn(k)) powstatych w wyniku
samozapylenia dla obliczenia prawdopodobienstwa $mierci zarodkéw wskutek homozygoty-
zacji co najmniej jednego loci z czynnikami letalnymi, w obliczeniach prezentowanych w tej
pracy zastgpiony zostat relatywng samosterylnoscig (RSS). Spowodowane to byto duzym praw-
dopodobienstwem powstania pustych nasion u modrzewia niezaleznie od homozygotyzacji
czynnikéw letalnych. Dla poréwnania z danymi innych autoréw, liczbe czynnikéw letalnych
obliczano takze wedtug réwnania Mortona i innych (1956):

2B= -4InR,

gdzie: B — érednia liczba czynnikéw letalnych w gamecie,
R — relatywna samoptodnos¢ (RSP).

Obliczenia heterozygotycznosci

W badaniach enzymatycznych genotypy analizowanych drzew okre$lano biorac 10 nasion
z kazdego z nich, co zapewnia 99,9% prawdopodobiefAstwo wykrycia heterozygot.

Zgodnos$¢ obserwowanej segregacji analizowanych enzymoéw W stosunku 1 : 1 oczekiwanej
dla cech dziedziczacych sie w spos6b Mendlowski sprawdzano uzywajac testu x2 (Snedecor 1961),
Takze test X2 uzywano dla oszacowania heterogenicznosci rezultatow dla analizowanych klonéw
(Mather 1963).

Wartosci heterozygotycznosci oczekiwanej obliczano na podstawie wzoru Nei i Roy-
choundry (1974):
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WYNIKI

FENOLOGIA KWITNIENIA

Whyniki fenologicznych obserwacji pylenia i receptywnosci kwiatéw zenskich
na szczepach 11 klonéw modrzewia europejskiego rosnacych na plantacji nasiennej
przedstawiono na ryc. 3.

Ryc. 3. Fenologia meskiego (1) i zenskiego (2) kwitnienia: fazy pylenia i receptywnosci
Fig. 3. Phenology of male (1) and female (2) flowering: phases of pollination and receptivity

W roku obserwacji, pylenie na szczepach wybranych klonéw rozpoczynato sie
5 kwietnia. Najwczesniej, bo juz w pierwszych 2 - 3 dniach, rozpoczynaty pylenie
szczepy klonow K-02-11, K-02-19 i K-15-63. Najpdzniej, bo w potowie okresu ob-
serwacji (9-11 kwietnia), rozpoczynaty pylenie szczepy klondéw K-08-02 i K-10-25.
W wiegkszosci przypadkow szczepy jednego klonu rozpoczynaty pylenie jednoczes-
nie (np. K-15-88), badz w odstepach najwyzej | - 2-dniowych. Diugos¢ okresu py-
lenia na poszczegdlnych szczepach wahata sie od 2 - 7 dni. Rdznice w dtugosci
trwania pylenia na szczepach jednego klonu nie przekraczaty z reguly 1 - 2 dni.
Do najkrécej pylacych nalezaty przede wszystkim szczepy klonu K-02-11 (2 - 3 dni).
Najdtuzszy okres pylenia, siegajacy 7 dni, wykazywaly szczepy klonu K-10-02.
Ostatnie szczepy konczyly pylenie 13 kwietnia.
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Podobnie jak pylenie, rowniez poczatek okresu receptywnosci kwiatdw zenskich
przypadat na 5 kwietnia, ale trwat o 3 dni dtuzej — do 16 kwietnia. Gotowos¢ do
zapylenia jako pierwsze osiagaly szczepy klondéw K-02-19, K-10-25 (z wyjatkiem
szczepu oznaczonego jako nr 3) i K-15-63, a przypadato to na pierwsze 2 dni catego
okresu receptywnosci na plantacji. Jako ostatnie, 0 3 - 4 dni p6zniej, receptywnos¢
osiagaty pojedyncze szczepy z innych klonow (m. in. K-02-12, K-10-01). Obok
klonow, na ktorych szczepach kwiaty osiggajg zdolnos¢ do zapylenia jednego dnia
(np. K-02-19 i K-10-27), obserwuje sie w wiekszosci przypadkow ! - 2-dniowe réz-
nice rozpoczynania receptywnosci na szczepach jednego klonu. Wyjatkowo tylko
roznice te byty wieksze i wynosity 3 - 4 dni. Na poszczeg6lnych szczepach okres re-
ceptywnosci rozciaggat sie na 4 - 11 dni. Roznice w diugosci okresu receptywnosci
na szczepach jednego klonu siegaty 4 dni.

Na dwdch szczepach z klonow K-02-19 i K-15-63 poczatek pylenia i receptyw-
nosci kwiatow zenskich miaty miejsce tego samego dnia. Na pozostatych 27 szczepach
wystepowata protandria badz protogynia. Protandria - rozpoczynanie pylenia
przed osiggnieciem stanu receptywnosci przez kwiaty zenskie — wystgpita na 11
szczepach, w tym na wszystkich z klonow K-10-01 i K-10-27. Pylenie wyprzedzato
osiagniecie receptywnosci nie wiecej niz o 3 dni i tylko na 2 szczepach z klonu K-02-11
konczyto sie przed poczatkiem receptywnosci.

Protogynie — osigganie przez kwiaty zenskie gotowosci do zapylenia przed roz-
poczeciem pylenia — stwierdzono na 16 szczepach. Z tego tylko na dwoch klonach
K-10-25 i K-15-88, wszystkie szczepy charakteryzowaty sie wystgpieniem protogy-
nii. Na szczepach pozostatych klonow wystepowata ona na przemian z protandria
niezaleznie od miejsca szczepu na plantacji. W przypadku protogynii, osigganie re-
ceptywnosci przez kwiaty zenskie wyprzedzato pylenie o 2 - 3 dni, wyjatkowo tylko
az do 6 dni, na jednym ze szczepdw klonu K-10-25, gdzie okres receptywnosci za-
konczyt sie przed rozpoczeciem pylenia. W wigkszosci przypadkéw, oba zjawiska
w réznym stopniu pokrywajg sie w czasie. Przy czym okres pylenia jest najczesciegj
krétszy i na ponad potowie szczepoéw przebiega w catosci w trakcie receptywnosci
kwiatéw zenskich.

SPOSOBY ZAPYLANIA A PROCENT PEENYCH NASION

Poczatkowo do$wiadczenie objeto 180 odrebnych traktowan. Po zbiorze szyszek
otrzymano wyniki tylko dla 130. Okoto 28% ulegto zniszczeniu z powodu $mierci
kwiatostandw wzglednie wskutek uszkodzen spowodowanych w trakcie zabiegow
(peknigecie izolatoréw, obtamanie kwiatostandw lub catych pedow). Straty te byty
mniej wiecej réwnomiernie roztozone na wszystkie warianty zapylania.

Stwierdzono duze rdéznice w liczbie nasion w szyszce pomiedzy poszczegdlnymi
zabiegami w obrebie réznych wariantdw zapylania na analizowanych klonach.
Roéznice te wahaly sie od 12 do 71 nasion w szyszce. Srednie wartoéci dla poszcze-
golnych wariantdw zapylania nie odbiegaty znacznie od S$redniej liczby nasion
w szyszkach kontrolnych z wolnego zapylenia. Przeprowadzona analiza zmiennosci
réwniez nie wykazata istotnego wptywu wariantu zapylania na liczbe nasion w szy-
szce (tab. 4).
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Tabela 4

Analiza zmiennosci liczby nasion w szyszce i procentu petnych nasion (po transformacji katowej)
po zastosowaniu roznych wariantow zapylenia (patrz materiat i metody str. 120)
Variance analysis of seeds per cones and percentages of full seeds (after arcsine transformation)
after different pollination regimes (see materials and methods — page 120)

Gltoéwny wynik doswiadczenia, okreslenie procentu petnych nasion po zastoso-
waniu réznych wariantéw zapylania przedstawiono w tab. 5 i na ryc. 4 - 6.
Wariant ,,0”. Wszystkie zenskie kwiatostany izolowane byly przed rozpoczeciem
pylenia. Po dwa izolatory na kazdym szczepie usuwano dzien po dniu w ciggu 10 dni
kiedy miato miejsce pylenie. Dla klonéw K-08-02 i K-10-25 stwierdzono wyrazny
spadek procentu petnych nasion w ciggu tego okresu, od ponad 20% po odizolowa-
niu w pierwszym dniu, do zera po usunieciu izolatoréw z zenskich kwiatostanéw
w ostatnich dniach (tab. 5, ryc. 4 i 5). WykresSlone proste regresji 0 parametrach
odpowiednio Y= 18,61 —2,43x i Y =21,73—2,79x wskazujg na kumulatywny wptyw
dtugosci wystawienia kwiatostanéw zenskich dla pytku na zawigzywanie petnych
nasion (dla klonu K-10-25 b = 2,79 byto istotne na poziomie 0,05). Szczegdlnie wazne
dla powstawania duzej liczby petnych nasion byly pierwsze 4 - 5 dni pylenia. Kwia-
tostany zenskie wystawione dla zapylania na ostatnie 5 dni pylenia dawaty bardzo
mato okoto 5% lub nie dawaty wcale petnych nasion. Odmienny obraz zanotowano
dla klonu K-15-88. Nie stwierdzono wyraznej relacji miedzy powstawaniem petnych
nasion a dtugoscig ekspozycji kwiatow zenskich (tab. 5, ryc. 6). Najwiecej petnych
nasion w tym klonie otrzymano z szyszek, ktére dostepne byty dla pytku w ciagu
ostatnich trzech dni pylenia.

Wariant ,,Z”. Wszystkie zefskie kwiatostany byty poczatkowo dostepne dla pytku.
Po pierwszym dniu, kazdego kolejnego dnia izolowano czes¢ kwiatostanéw do kon-
ca trwania doSwiadczenia. Wariant ten stanowit odwrdcenie wariantu ,,0”.

W wariancie tym, procent peinych nasion wzrastat gwattownie od 0 - 3,4% po
izolowaniu kwiatostanéw po pierwszym dniu pylenia do 17 - 24% po 2 i 3 dniu
pylenia i osiggat maksimum (32 - 38 %) przy izolowaniu po pierwszych 6 - 7 dniach
pylenia. Izolowanie kwiatostanéw w trzech ostatnich dniach pylenia spowodowato
niespodziewany spadek w liczbie petnych nasion. Mozna to wytlumaczy¢ jedynie
,,btedem” doswiadczalnym, wywotanym izolowaniem kwiatostanow w dniach kie-
dy pojawity sie opady deszczu i w ten sposob wywotaniem niekorzystnych waruni
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rozwojowych w izolatorach. Wykreslone dla klonéw K-08-02 i K-15-88 proste
regresji wykazywaty tylko nieznaczny wzrost Y =12,40+0,61x i Y= 12,38 + 0,80x,
a dla klonu K-10-25 nawet nieznaczny spadek Y= 16,92 -0,24x. Bylo to przede
wszystkim efektem spadku liczby petnych nasion przy ekspozycji zenskich kwiato-
standw podczas ostatnich 3-4 dni pylenia (tab. 5, ryc. 5).
Wariant ,,0-Z”. Wszystkie kwiatostany zenskie izolowano przed rozpoczeciem
pylenia, a z czesci z nich zdejmowano izolatory na kazdy dzien pylenia. Celem tego

Tabela 5

Liczba nasion w szyszce oraz procent nasion petnych dla poszczegdlnych zabiegdw w kazdym
z wariantow zapylenia

Number of seeds per cone and percentage of full seeds for various pollination regimes
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Liczba zapylonych zalazkéw i ziaren pytkéw w zalgzku po wolnym zapyleniu
Number of pollinated ovules and pollen grains per ovule after open pollination

Tabela 6
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Ryc. 4, 5, 6. Wplyw czasu trwania wolnego zapylenia na powstawanie petnych nasion. ,,0",
»Z”, ,,0-Z” — warianty zapylenia (patrz rozdziat: Sposoby zapylenia)

Fig. 4, 5 6. Mean percentage of filled seed (ordinate) as dependent on days of open pollina-
tion (abscissa). “0”, “Z”, “O-Z” — pollination regimes (see fig. 1)

wariantu doswiadczenia bylo ustalenie efektu zapylenia przez tylko jeden dzien.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze najwiecej petnych nasion uzyskano przy ekspozycji
kwiatostanow zenskich podczas pierwszych dni pylenia. Procent petnych nasion
byt zawsze mniejszy od kontroli z wolnego zapylenia (tab. 5, ryc. 4-6). W po6z-
niejszych dniach procent petnych nasion malat znacznie we wszystkich klonach,
a wyjatek stanowit znaczny wzrost liczby petnych nasion przy zapylaniu w 8 dniu
na klonie K-15-88.

Poréwnanie wariantow zapylania. Najwiecej pelnych nasion stwierdzono
w szyszkach kontrolnych z wolnego zapylenia. W tym przypadku kwiatostany zen-
skie byly najdtuzej poddane zapyleniu, a jednoczesnie nie podlegaty ewentualnie
negatywnemu wptywowi izolowania. Wszystkie pozostate warianty daty nizszy pro-
cent pelnych nasion, przy czym najmniej byto w wariancie ,,0Z” (zapylane tylko
przez jeden dzien). Analiza wariancji wykazata statystycznie istotny wptyw wariantu
zapylania na produkcje petnych nasion (tab. 4), chociaz test Newmana-Keulsa

g
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wskazuje, ze tylko wariant kontrolny i ,,Z” (kwiatostany zenskie izolowane po ko-
lejnych dniach pylenia) réznig sie istotnie od dwaoch pozostatych:

X Wz ,,0" ,,OZ"

351 16,2 9,8 6,7

SKUTECZNOSC ZAPYLANIA

Sredni procent zapylonych zalagzkéw w latach 1979 i 1980 by# zblizony i wynosit
odpowiednio 79,2% i 84,9%. Rdznica w liczbie zapylonych zalgzkéw miedzy dwo-
ma klonami K-15-16 i K-02-09 analizowanymi w roku 1979 byta niewielka

Tabela 7
Procent zalgzkdw z rozng liczbg ziaren pytku po wolnym zapyleniu
Percentage of ovules with different number of pollen grains after open pollination

Ryc. 7. Liczba ziaren pytku w zalgzku
Fig. 7. Number of pollen grains (abscissa) in ovules (ordinate)



Fot. 1-6. Przekroje poprzeczne przez rozwijajace si¢ zalgzki
Fot. 1. Komérka macierzysta megaspory (MMC) w anafazie pierwszego podziatu mejotycznego. 25 IV 1980. x 1560.
Fot. 2. Trzy megaspory. FM - funkcjonalna megaspora, UM - niefunkcjonalne megaspory. 25 IV 1979. x 750. Fot. 3.
Zenski gametofit w stadium wolnojadrowym. 25 IV 1979. x 480. Fot. 4. Formowanie $cian komérkowych w gametoficie
zenskim. Widoczna komérka inicjalna rodni (Al). 16 V 1979. x 310. Fot. 5. Fragment zalagzka. | - ostonka, MC - kanat
mikropylarny, N - szczyt osrodka. Widoczna silnie zwakuolizowana cytoplazma 5 komérek centralnych (CC). 23 VV 1979.
x 80. Fot. 6. Fragment zalazka z dwoma komdrkami jajowymi (EC). EN — jadro komoérki jajowej, VCC — komérka
kanatowo-brzuszna, NC — komorki szyjki. 30 V 1979. x 120.

Fot. 1-6. Longitudinal sections through developing ovules
Fot. 1. Megaspore mother cell (MMC) during anaphase of meiosis. 25 IV 1980. x 1560. Fot. 2. Large functional megaspore
(FM) and two unfunctional megaspore (UM). 25 IV 1979. x 750. Fot. 3. Free nuclear stage of femele gametophyte. 25 IV
1979. x 480. Fot. 4. Cell wall formation of female gametophyte. Al — archegonial initial. 16 V 1979. x 310. Fot. 5. Deve-
loping ovule showing integument (1), micropylar canal (MC), nucellus tip (N) and strongly vacuolized central cells (CC).
23 V 1979. x 80. Fot. 6. Ovule with two visiable egg cells (EC). EN — egg nucleus, VCC — ventral canal cell, NC — neck
cells/ 30V 1979..x 120.



Fot. 7-11. Zaktocenia w rozwoju zehskiego gametofitu

Fot. 7, 8. Degeneracja gametofitdw w stadium wolnych jader. 2 vV 1979 i 9 V 1979. x 190, x 120. Fot. 9. Degeneracja
gametofitu na etapie formowania $cian komérkowych. 23 V 1980. x 200. Fot. 10,11. Nierozwiniete gametofity. | - ostonka,
N - o$rodek, MC — kanat mikropylarny, P — pytek. 7 V19 VI 1980. x 75.

Fot. 7-11. Disturbances in female gametophyte development

Fot. 7, 8. Degeneration of female gametophytes in free nuclear stage. 2 VV and 9 V 1979. x 190, x 120. Fot. 9. Female
gametophyte degeneration during cell wall formation. 23 V 1980. x 200. Fot. 10, 11. Undeveloped female gametophyte.
I - integument, N — nucleus, MC - micropylar canal, P — pollen grain. 7 and 9 VI 1980. x 75
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Fot. 12-16. Formowanie i rozwoj zarodka
Fot. 12. Zygota w stadium metafazy. 30 V 1979. x 1450. Fot. 13, 16-komoérkowy prazarodek. OT — pigetro komdrek
otwartych do rodni, RT — pietro komérek rozetowych, ST — pietro komdrek pierwotnego wieszadetka, ET — pietro
komorek zarodka. 16 VI 1980. x 200. Fot. 14. Zarodek w szczycie szczeliny korozyjnej. Widoczne rurki embrionalne
(ET) budujace wieszadetko. 13 VI 1979. x 210. Fot. 15. Zarodek w stadium réznicowania regionéw merystematycznych.
SA — wierzchotek pedu, COT — zaczatek liscieni, STE — walec osiowy, RC — czapeczka korzenia, S — wieszadetko,
CC — szczelina korozyjna, FG — prabielmo. 27 VI 1979. x 120. Fot. 16. Dojrzaty zarodek dwa miesigce po zaptodnieniu.
SA — wierzchotek pedu, COT — zaczatki liscieni, MED — walec osiowy, CX — kora, RC — czapeczka korzenia, RA —
wierzchotek korzenia, FG - prabielmo, 25 VII 1979. x 75

Fot. 12-16. Embryo formation and development
Fot. 12. Zygote during metaphase. 30 V 1979. x 1450. Fot. 13. A 16-celled proembryo showing open tier (OT), small
rossette tier (RT), suspensor tier (ST) and embryo tier (ET). 16 VI 1980. x 200. Fot. 14. Embryo (E) during corrosioe-
cavity penetration, showing embryonal tubes (ET). 13 VI 1979. x 210. Fot. 15. Embryo during meristematic regions diffr-
rentiation. SA — shoot apex, COT — cotyledon initial, STE — stele, RC — root cap, S — suspensor system, CC — con
rosion cavity, FG - female gematophyte. 27 VI 1979. x 120. Fot. 16. Mature embryo two months after fertilization
SA~— shoot apex, COT — cotyledon initial, MED — medulla, CX — cortex, RC — root cap, RA—root apex, FG — female
gametophyte. 25 VII 1979. x 75.
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Fot. 17-20. Degeneracja zarodkow

Fot. 17. Degenerujacy 16-komérkowy prazarodek. 6 VI 1979. x 620. Fot. 18. Zarodek (E) degenerujacy u podstawy szcze-

liny korozyjnej (CC). A — ,,zwiedfa” rodnia, FG — prabielmo. 6 VI 1979. x 310. Fot. 19. Zarodek degenerujacy w szczeli-

nie korozyjnej 4 tygodnie po zaptodnieniu. 27 VI 1979. x 220. Fot.20. Degenerujacy zarodek w 3 tygodnie po zaptodnieniu.
20 VI 1979. x 390

Fot. 17-20. Degenerating embryos

Fot. 17. Degenerating 16-called proembryo. 6 VI 1979. x 620. Fot. 18. Degenerating embryo at the base of the corrosion

cavity (CC). A — collapsed archegonia, FG — female gametophyte. 6 VI 1979. x 310. Fot. 19. Embryo degenerating

in the corrosion cavity 4 weeks after fertilization. 27 VI 1979. x 220. Fot. 20. Degenerating club embryo 3 weeks after
fertilization. 20 VI 1979. x 390.
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(bdpoBAer% i 74,6%), a w roku 1980 ulegta zwiekszeniu i odwroceniu (odpowiednio
67,4% i 99,2%). Klony K-08-02 i K-08-03 obserwowane tylko w roku 1980 wykazy-
waty posrednie warto$ci procentu zapylonych zalazkéw (tab. 7). Srednio zapylo-
nych zostato 83 % zalgzkow.

W roku 1979 okoto 50% stanowity zalgzki zapylone 1-2 ziarnami pytku.
W roku nastepnym efektywnos$¢ zapylania byla wyzsza i zalgzki z 1 - 2 pytkami
stanowity juz tylko okoto 20%, a wiecej byto zalgzkéw z 3 - 6 pytkami (najwyzej
9) (tab. 6 i 7, ryc. 7). Srednia liczba ziaren pytku w zalazku wynosita w kolejnych
latach obserwacji odpowiednio 2,2 i 3,7. Z klonéw obserwowanych w obu latach,
klon K-15-16 charakteryzowat sie zblizong Srednig liczbg pytkéw w zalgzku (odpo-
wiednio 2,2 i 2,5), natomiastw przypadku klonu K-02-09 stwierdzono duzg réznice
miedzy rokiem 1979 i 1980 (2,1 i 3,8).

ANALIZA CYKLU ROZMNAZANIA GENERATYWNEGO
Megasporogeneza i rozwoj zenskiego gametofitu

Obserwacje rozwoju zenskiego gametofitu rozpoczeto w obu latach w potowie
okresu pylenia, tj. 18 kwietnia 1979 i 25 kwietnia 1980 roku. W tym czasie uformo-
wane wczesniej w centrum osrodka (nucellusa) komorki macierzyste megaspory,
widoczne sg juz tylko w niewielkiej liczbie zalgzkdw. Wsrod pozostatych komorek
osrodka wyroOzniajg sie one wiekszymi rozmiarami. Jednak w wiekszosci obserwo-
wanych zalgzkéw zachodzi w tym czasie podzial mejotyczny komdrek macierzy-
stych megaspor. W wyniku pierwszego podziatu mejotycznego (fot. 1) powstajg
dwie komorki siostrzane. Drugi podziat mejotyczny tych komoérek prowadzi do
powstania liniowo utozonej tetrady megaspor, chociaz najczesciej tylko jedna
z komorek siostrzanych, lezaca po stronie chalazalnej, dzieli sie i powstajg tylko
trzy megaspory (fot. 2). Znajdujace sie po stronie mikropylarnej megaspory dege-
neruja, a tylko jedna, od strony chalazalnej, powigksza sie i po kolejnych podziatach
mitotycznych, ktérym nie towarzyszy zaktadanie $cian komorkowych, zapoczatko-
wuje wolnojadrowe stadium rozwoju zenskiego gametofitu (fot. 3). Synchroniczne
podziaty jader trwajace okoto 3-4 tygodni (ryc. 8 - 10), prowadzg do uformowania
pojedynczej warstwy wolnych jader.

Odpowiednio w drugiej i trzeciej dekadzie maja 1979 i 1980 roku, tj. w okoto
miesigc po zapyleniu i mejozie komorki macierzystej megaspory (ryc. 8 - 10), za-
czyna sie komorkowe stadium rozwoju gametofitu. W powstatym workowatym
gametoficie, kilka piramidalnych komérek od strony mikropylarnej powigksza sie,
formujac zawiazki rodni (fot. 4). W ciggu 1- 2 tygodni, tj. w trzeciej dekadzie maja
1979 i pierwszej dekadzie czerwca 1980 roku, nastepuje dalszy rozwdj rodni (ryc.
8-10). Otoczona matymi komorkami $ciennymi komorka inicjalnarodni dzieli sie nie-
réwnomiernie, dajgc na zewnatrz gametofitu matg komarke pierwotng szyjki i wiekszg
komarke centralng. Komorka pierwotna szyjki dzielac sie formuje pojedyncza zwy-
kle 8-komdrkowa warstwe, podczas gdy komorka centralna powigksza sie i ulega
silnej wakuolizacji (fot. 5). Jej duze jadro pozostaje tuz pod komdrkami szyjki.
W koncu maja 1979 i pod koniec pierwszej dekady czerwca 1980 roku, komorka
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Ryc. 8, 9, 10. Fenologia rozwoju zenskiego gametofitu. Stadia rozwojowe
| — stadia komorki macierzystej megaspory i tetrady, Il — wolnojadrowe, 111 — formowanie $cian komérkowych, 1V —
inicjacja rodni i rozw6j komorki centralnej, V. — rozw6j komorki jajowej. W — wolne zapylenie (nieizolowane kwiaty
zenskie), S — samozapylenie (kwiaty izolowane)

Fig. 8, 9, 10. Phenology of female gemetophyte development. Stages of development
I — megaspore mother cell and tetrad, Il — free nuclear stage, 111 — cell wall formation, IV — archegonia initiation
and central cell formation, V — egg cell formation. W — open pollination (not isolated strobiles), S — self-pollination
(isolated strobiles)

centralna ulegata jeszcze jednemu nieréwnomiernemu podziatowi, dajac malg i pta-
ska komorke kanatowo-brzuszng i duzg komorke jajowa. Jadro tej ostatniej powie-
ksza sie znacznie i przemieszcza sie ku srodkowi komorki. W ten sposéb w okoto
7 tygodni po mejozie komdrki macierzystej megaspory i okresie pylenia, powstaje
w petni uformowany gametofit zenski (fot. 6, ryc. 8 - 10). Catemu procesowi rozwoju
gametofitu towarzyszy wzrost osrodka, a jego szczyt zbliza sie ku podstawie kanatu
mikropylarnego (fot. 5).

W okoto 50% gametofitdw rozwijajg sie 4 rodnie, ale ich liczba waha si¢ od 2
do 5, a wyjatkowo obserwowano zalazki z 6 rodniami (tab. 8 i 9, ryc. 11). Wsrdd 4
analizowanych klonéw wystepowaty jednak pewne rdéznice w liczbie rozwijajacych
sie rodni. W zalgzkach klonéw K-15-16 i K-08-03 najczesciej wystepowaty 4 rodnie,
a w przewazajacej liczbie zalgzkéw klondw K-02-09 i K-08-02 tylko 3 (tab. 8 i 9,
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Tabela 8

Liczba rodni w zalgzkach
Number of archegonia per ovule

ryc. 11). Fenologia rozwoju zenskiego gametofitu réznita sie tylko nieznacznie wsrdd
obserwowanych klondw. Pewien wyjatek stanowit klon K-08-03. Mejoza w komor-
kach macierzystych megaspor miata w nim miejsce nieco wczesniej niz u pozosta-
tych klondw. W 11 potowie okresu pylenia, tylko okoto 25% zalgzkéw wykazywato
ten etap rozwoju, przy ponad 75% zalgzkach w klonach pozostatych. Wymieniony
klon charakteryzowat sie rowniez nieco dtuzszym okresem trwania stadium komor-
kowego gametofitu, ale jednoczes$nie skréconym okresem rozwoju rodni (ryc. 9
i 10).

Umieszczenie kwiatdéw zenskich w izolatorach zrobionych z weza dialitycznego
powodowato przyspieszenie procesu rozwoju zenskiego gametofitu u wszystkich
obserwowanych klonow (ryc. 8 - 10).

Tabela 9

Procent zalgzkéw z rézng liczbg rodni
Percentage of ovules with different number of archegonia
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Ryc. 11. Liczba rodni w zalazku

Fig. 11. Number of archegonia (abscissa) in ovules (ordinate)

Zaptodnienie

Pozostajgce od momentu zapylenia w kanale mikropylarnym ziarna pytku, pod
koniec okresu rozwoju zenskiego gametofitu przemieszczajg sie na szczyt osrodka.
Kietkujaca tagiewka pytkowa przerasta tkanke osrodka i przez komorki szyjki oraz
komorke kanatowo-brzuszna jej zawarto$¢ wlewa sie do komorki jajowej. Jedna z ga-
met meskich tgczy sie z jadrem komarki jajowej, a powstata zygota, zapoczatkowuje
rozwoj diploidalnego zarodka (fot. 12).

Kietkowanie ziaren pytku na szczycie osrodka i zaptodnienie miaty miejsce na
przetomie maja i czerwca 1979 roku i na poczatku drugiej dekady czerwca 1980
roku. Przy czym podobnie jak w procesie rozwoju gametofitu, izolacja kwiatow zen-
skich powodowata w konsekwencji przyspieszenie kietkowania pytku i zaptodnienia
(ryc. 12 - 17).

Sposrdd czterech analizowanych klonéw, w jednym K-15-16 w roku 1980,
proces zaptodnienia miat miejsce o 4 - 5 dni pdzniej. Zwigzane to byto z nieco wol-
niejszym rozwojem rodni (ryc. 12 - 17). Gdy w jednym zalgzku wystgpito zaptod-
nienie wiekszej liczby komérek jajowych, proces ten dla poszczeg6lnych z nich byt
czesto niezsynchronizowany (podobnie jak pézniejszy rozwdj zarodkéw w takim
zalgzku).

W obu latach $rednia liczba zaptodnionych komorek jajowych wjednym zalgzku
wynosita nieco ponizej 2, przy zachowaniu niewielkich réznic miedzy rodzajami
zapylenia, miedzy klonami i w obrebie tych samych klonéw w obu latach do$wiadx
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Ryc. 12, 13, 14, 15, 16, 17. Fenologia rozwoju zeriskiego gametofitu, zaptodnienia i rozwoju
zarodka po wolnym i samozapyleniu, wraz z procentami degeneracji w r6znych fazach rozwoju
I — pylenie, Il — rozw6j gametofitu zenskiego, 111 — formowanie komorki jajowej, IV — zaptodnienie i rozwoéj praza-
rodka, V — zarodek 4 - 16-komérkowy, VI — stadium posrednie rozwoje zarodka, VIl — pdzne stadia rozwoju zarodka.
A - brak zapylenia, B - degeneracja zeriskiego gametofitu, C - brak zaptodnienia, D — degeneracja prazarodka, E —
degeneracja wczesnego zarodka, F — degeneracja zarodka w stadium posrednim, G — w pehni rozwiniete zarodki



Fig. 12, 13, 14, 15, 16, 17. Phenology of reproductive development after open (top) and
self-pollination (bottom), together with percentage of degeneration during different develop-
mental stages
I — pollination, 1l - female gametophyte development. 11l — egg cell formation, IV — fertilization and proembryo,
V — 4 - 16 celled embryo, VI — club embryo. VII — embryo during meristematic zones differentiation. A — lack of polli-
nation, B — female gametophyte degeneration, C — lack of fertilization, D — degenerating proembryo, E — degenera-
ting early embryo, F - degenerating club embryo, G — fully developed embryos



Tabela 10
Liczba zaptodnionych komdrek jajowych w zalgzku po wolnym zapyleniu (W) i samozapyleniu (S)
Number of fertilizations per ovule after open pollination (W) and self-pollination (S)

Tabela 11

Procent zalagzkéw z rézng liczbg zaptodnionych komérek jajowych po wolnym zapyleniu (W)
i samozapyleniu (S)

Percentage of ovules with different number of fertilizations per ovule after open (W) and self-
-pollination (S)
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Ryc. 18. Liczba zaptodnier w zalazku. W — wolne zapylenie, S — samozapylenie
Fig. 18. Number of fertilizations (abscissa) per ovules (ordinate). W — open pollination,
S — self-pollination

(tab. 10). Mozna jednak stwierdzi¢, ze Srednio w blisko 50% zalgzkéw ma
miejsce zaptodnienie tylko 1, a w ponad 30% dwoch komorek jajowych (tab. 11,
ryc. 18). Pozostate 20% to zalgzki z 3 - 5 zaptodnionymi komdrkami jajowymi.

Rozwdj zarodka

Bezposrednio po syngamii, jadro zygoty (fot. 12) dzielgc sie w centrum rodni,
formuje dwa, a po kolejnym podziale cztery jadra prazarodka. Te jadra przemiesz-
czajg sie do chalazalnego wierzchotka rodni, gdzie po kolejnym podziale i zatoze-
niu $cian komorkowych formujg prazarodek sktadajacy sie z dwdch 4-komorkowych
pieter. Przy czym komorki pietra gérnego* pozostajg otwarte do cytoplazmy ko-
morki jajowej. Trudno jest ustali¢ sekwencje dalszych podziatéw. Obok prazarodkéw,

* Podobnie jak u jodet, gérne pietro komdérek prazarodka modrzewia jest faktycznie pietrem
dolnym, wskutek utrzymania wzrostu szyszki ku gérze — przeciwnie niz to ma miejsce u sosen,
Swierkow i daglezji, gdzie po zapyleniu szyszeczki zwieszajg sie ku dotowi.
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gdzie podziatowi ulegajg jednoczesnie komdrki obu pieter, w innych najpierw dzielg
sie komorki pietra gérnego badz tez pietra dolnego. Stad tez przy obserwacji 12-
komorkowych i 3-pietrowych prazarodkéw, okreslenie pochodzenia pietra srodko-
wego moze sprawiac trudnosci. Ostatecznie jednak podziat komdrek pietra gérnego
prowadzi do powstania pietra komorek otwartych do rodni oraz pietra stosunko-
wo mniejszych komérek rozetowych. Natomiast podziat komorek pietra dolnego
daje w efekcie pietro komorek pierwotnego wieszadetka oraz pietro komorek za-
rodka (fot. 13). Taki 16-komorkowy i 4-pietrowy prazarodek uformowany byt
w okoto 5 dni po zaptodnieniu, tj. w pierwszych dniach czerwca 1979 i okoto potowy
czerwca 1980 roku (ryc. 12 - 17).

Wydtuzanie komdrek pierwotnego wieszadetka powoduje przesuwanie komorek
pietra zarodka w gtgb tkanki prabielma, powstatego z zenskiego przedrosla (game-
tofitu). Przemieszczenie ma miejsce w obrebie szczeliny korozyjnej, powstatej wsku-
tek hydrolizy i rozpadu komorek tegoz prabielma. Zachodzace w tym czasie dalsze
podziaty komérek zarodka, prowadza do powstania rurek embrionalnych tworzac
system wieszadetka oraz kilkunastokomdrkowego zarodka (fot. 14). W przypadku
wystgpienia poliembrionii, zwykle ! zarodek rozwija sie intensywniej i szybciej wra-
sta w szczeling korozyjng. Zarodek ten w okoto 2 tygodnie po zaptodnieniu, tj.
pod koniec drugiej dekady czerwca 1979 oraz na przetomie czerwca i lipca 1980
roku, osiggat pierwsze etapy stadium posredniego. W tym tez stadium mozna byto
zauwazy¢ wystepujace u modrzewia zjawisko wstrzymanej poliembrionii rozszcze-
pieniowej (monozygotycznej), bedacej efektem nieréwnomiernego udziatu czte-
rech komorek pietra zarodkowego w formowaniu zarodka.

W ciggu kolejnych 1 - 2 tygodni zarodek powieksza sie, a pod koniec tego okre-
su mozna juz zauwazy¢ formowanie réznych regiondw merystematycznych: prame-
rystemu walca osiowego i czapeczki korzenia.

W okoto 4 - 5-tygodniowym zarodku pojawiajg sie najpierw wierzchotek pedu
i zaczatki liscieni, a potem wierzchotek korzenia (fot. 15). Zarodek kontynuuje
powiekszanie jeszcze przez okoto miesigc, by na przetomie lipca i sierpnia osiggnaé
petng dojrzatosé (fot. 16).

Zaktdécenia w rozwoju zenskiego gametofitu

Juz na pierwszych obserwowanych stadiach mozna bylo zauwazy¢ zaktocenia
w rozwoju zenskiego gametofitu.

Zak}dcenia w formowaniu megaspory (fot. 7) oraz na wczesnych etapach powsta-
wania wolnych jader (fot. 8) powodujg, ze w zalgzku takim rozwijat sie tylko osrodek
(fot. 10, 11). Przy czym mozna byto zaobserwowac, ze w dwodch zalgzkach na tej
samej tusce nasiennej, w jednym rozwija sie normalny gametofit, a w drugim naste-
puje degeneracja. Cze$¢ zalgzkdw degeneruje wskutek zaburzen w trakcie formowa-
nia $cian komdrkowych rozwijajacego sie gametofitu (fot. 9). Réwniez degeneracja
jader komorek centralnych wstrzymuje dalszy rozwoj rodni.

Zaktdceniom rozwoju zenskiego gametofitu towarzyszyty w niektérych przypad-
kach zaburzenia w lokalizacji rodni. Chociaz te ostatnie wystepowaty réwniez przy
normalnym rozwoju gametofitu, a skrajnym tego przypadkiem byt rozwdj rodni
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Tabela 12

Rozmiary degeneracji zalazkoéw w trakcie formowania i rozwoju gametofitu zeriskiego. W — wolne
zapylenie (kwiaty nieizolowane), S — samozapylenie (kwiaty izolowane w okresie pylenia)

Degeneration of ovules during the female gametophyte formation and development. W — open
pollination (female flowers without isolation), S — self-pollination (female flowers isolated during
pollination period)

w chalazalnej, miast mikropylarnej czesci gametofitu. Przy czym wjednym przypadku
stwierdzono uformowanie rodni na obu krancach gametofitu. Rozwdj rodni w cha-
lazalnej czesci gametofitu uniemozliwial oczywiscie zaptodnienie. ROwniez podziat
nienormalnie zlokalizowanego jadra komorki centralnej moze by¢ przyczyng za-
ktécen w procesie zaptodnienia. Sporadycznie obserwowano zalgzki, w ktérych
tylko czes¢ rodni degenerowata, podczas gdy pozostate rozwijaty sie normalnie.
Wszystkie obserwowane objawy zakldcen w rozwoju zefskiego gametofitu oraz
samej rodni byty przyczyng degeneracji $rednio 11% zalazkéw w roku 1979 i 7%

Ryc. 19. Procent degenerujacych zenskich gametofitbw po wolnym (W) i samozapyleniu (S)
Fig. 19. Percentage of female gametophyte degeneration after open (W) and self-pollination (S)
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w 1980 (tab. 12). Stwierdzono znaczne, chociaz nieregularne réznice w liczbie de-
generujacych zalagzkéw wsrod obserwowanych klondw (tab. 12, ryc. 19). Nie stwier-
dzono aby fakt izolacji kwiatdw zenskich wptywat istotnie na zaktocenia w rozwoju
gametofitu, z wyjatkiem moze klonu K-08-03 w roku 1980, gdzie izolacja spowodo-
wata znaczny wzrost % zdegenerowanych gametofitow w stosunku do kwiatdw nie-
izolowanych w tym klonie oraz we wszystkich pozostatych klonach.

Brak zaptodnienia

Na preparatach sporzadzonych z materiatu zebranego w okresie, gdy zaptodnie-
nie ma miejsce, mozna byto zaobserwowac, czy w zapylonych zalgzkach zaptodnie-
nie zachodzi i czy w jego trakcie wystepuja jakies zaktocenia.

Brak zaptodnienia w zapylonych zalgzkach spowodowany byt dwoma przyczy-
nami: brakiem przemieszczania sie pytku z mikropyle na o$rodek oraz zahamowa-
niem procesu Kietkowaniapytkow, ktore osiggnety szczyt osrodka. Liczby i proporcje
zalagzkdw, w ktorych nie doszto do zaptodnienia mimo obecnosci pytku, przedsta-
wiono w tabeli 13 i narycinie 20. Brak przemieszczania sie pytku na osrodek zaobser-

Tabela 13

Zachowanie sie pytku w zalgzkach po wolnym zapyleniu i kontrolowanym samozapyleniu
w roku 1980
Pollen performance in ovules after open and controlled self-pollination in 1980

wowano w $rednio 20% zalgzkéw po wolnym zapyleniu i 11% zalgzkéw samoza-
pylanych. Zaktdcenia w procesie kietkowania pytku na osrodku wystapity odpowied-
nio srednio w 9% i 6% obserwowanych zalagzkéw. Trzeba tu jednak doda¢, ze ob-
serwacje te dotyczg tylko materiatu zebranego w roku 1980, z ktérego wykonywane
preparaty zawieraty takze ostonki, co umozliwiatlo pewne okreslenie zachowania
sie pytku w trakcie i tuz po okresie zaptodnienia. W roku 1979 preparaty przygoto-
wywano po uprzednim usunieciu ostonek, co nie pozwalato na odréznienie zalgzkow
niezapylonych od tych, w ktérych brak bylo przemieszczania pytku na osrodek.
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Natomiast w obu latach, na wszystkich klonach i niezaleznie od sposobu zapyla-
nia, nie obserwowano wyraznych objawéw zaburzerh w procesie zaptadniania od
momentu skietkowania pytku az do uformowania komorek prazarodka. W pojedyn-
czych przypadkach obserwowano zalgzki, w ktérych wystepowaty wyrazne slady
przerastania fagiewek pytkowych przez tkanki osrodka i wnikania do rodni, przy

Ryc. 20. Skuteczno$¢ zaptodnienia po wolnym (W) i samozapyleniu (S)
Fig. 20. Effectiveness of ovule (ordinate) fertilization after open (W) and self-pollination (S).
Open — germinating pollen grains, hatched — lack of germination, and black — pollen
immobilized in micropyle

wystepujacej kompletnej degeneracji komoérek jajowych. Trudno jest w takim przy-
padku ustali¢ czy degeneracja nastapita przed, w trakcie syngamii gamety meskiej
i jadra komorki jajowej, czy tez juz w trakcie formowania prazarodka. Pojedyncze
takie zalgzki zaliczano do degenerujacych, wskutek zaburzeh na etapie rozwoju
prazarodka.

Zak}dcenia w rozwoju zarodkéw

Zaktécenia w rozwoju zarodkéw wystepowaty zaréwno po zaptodnieniu pytkiem
pochodzacym z wolnego zapylenia jak i samozapylenia.

Pierwsze objawy degeneracji obserwowano na etapie wolnych jgder powstatych
po podziale zygoty oraz na rdznych etapach 8 - 16-komoérkowego prazarodka
(fot. 17). Przy czym czesto w tym samym nasieniu obok normalnie rozwijajgcych
sie prazarodkow, inne wykazywalty objawy degeneracji.

W 1979 roku degeneracja prazarodkéw wystapita w okoto 20 % nasion, w ktérych
doszto do zaptodnienia, podczas gdy dla tych samych dwodch klonéw w 1980 roku
$rednia ta wyniosta az okoto 50%. Na wszystkich klonach, z wyjatkiem K-02-09
w 1979 roku, degeneracja prazarodkéw wystepowala czeSciej po samozapyleniu,
niz po wolnym zapyleniu. Srednio, w obu latach po wolnym zapyleniu i samozapy-
leniu degeneracja wszystkich prazarodkéw miata miejsce odpowiednio w 32% i 45%
nasion, w ktérych doszto do zaptodnienia (ryc. 21a).

10 Arboretum Kornickie t. XXXI
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Kolejnym okresem, kiedy degeneruje wiele zaptodnionych nasion, jest okres
wydtuzania si¢ suspensora i wnikania 4 - 16-komérkowych wczesnych zarodkdéw
do szczeliny korozyjnej. Degeneracja nastepowata wtedy zasadniczo na dwa sposoby.
Pierwszy to zaklocenia we wrastaniu zarodkow do szczeliny korozyjnej i ich dege-
neracja w miejscu juz czesciowo strawionej, badZ zdegenerowanej rodni (fot. 18).

Ryc. 21. Procent degenerujacych nasion wskutek zaburzeh na réznych etapach rozwoju zarod-
kéw; a — prazarodki, b — 4 - 16-komérkowy zarodek, ¢ - zarodki w stadium pos$rednim
Fig. 21. Percentage of degenerating seeds as an effect of embryo degeneration at different
developmental stages after open (open) and self-pollination (hatched): a — proembryo,
b — early embryo, ¢ — club embryo

Drugi to degeneracja zarodkéw po osiggnieciu szczytu szczeliny korozyjnej (fot. 20).
Na klonach objetych doswiadczeniem, podobnie jak w przypadku prazarodkow,
réwniez na etapie wczesnego zarodka degeneracja wystepowata czesciej w 1980 roku
niz w 1979. Wyjatek stanowi tu samozapylenie w klonie K-02-09. Jednoczesnie
w obu latach i na wszystkich klonach degeneracja zarodkow wystagpita obficiej po
samozapyleniu niz po wolnym zapyleniu. Srednio po samozapyleniu degenerowato
77% nasion, ktorych zarodki osiggnety omawiane stadium rozwojowe, a tylko $red-
nio 26% nasion po wolnym zapyleniu (ryc. 21b).
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Ostatnim stadium rozwoju zarodkdw, w ktérym nastepowata ich degeneracja,
byly wczesne etapy stadium posredniego (tzw. stadium torpedo). Degeneracja zarod-
kow w tym stadium wykazywata duze zréznicowanie miedzyklonalne (ryc. 21c).
W 1980 roku, w klonach K-15-16 i K-08-03 po samozapyleniu 100% zarodkdéw
degenerowato w dwdch wczesniejszych stadiach i dlatego w ogole nie obserwowano
zarodkoéw posrednich. W nasionach klonéw K-15-16 w roku 1979 i K-08-02 w roku

Tabela 14

Procent pustych nasion powstatych wskutek zaburzen na réznych etapach rozwoju zarodka.
W — wolne zapylenie, S — samozapylenie

Percentage of empty seeds due to embryo mortality at different developmental stages. W — open
pollination, S — self-pollination

1980 po samozapyleniu degenerowato az 70% zarodkow, ktdre osiagnety posrednie
stadium rozwoju. Natomiast po wolnym zapyleniu degenerowato $rednio 14%
nasion, w ktorych zarodki osiggnety omawiane stadium rozwoju (ryc. 21c).

Nie obserwowano degeneracji zarodkow, ktére osiggnety pézniejsze stadia roz-
wojowe.

Jak wynika z przeprowadzonych obserwacji, degeneracja zarodkéw na réznych
etapach rozwoju prowadzi do powstawania wielu pustych nasion u modrzewia.
Podjeto wiec probe ustalenia, jaki procent pustych nasion powstaje wskutek sumo-
wania sie degeneracji zarodkdw w kolejnych stadiach rozwojowych. W tym celu
od wyjsciowych 100% nasion, w ktérych doszto do zaptodnienia, odliczano procen-
ty degenerujacych nasion w kolejnych etapach rozwoju zarodkdw. Przy czym w kazi

10*
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z kolejnych etapéw, procent degeneracji przeliczano w stosunku do procentu
pozostatych normalnych nasion po degeneracji na etapach wczesniejszych. Ten spo-
séb potraktowania danych wskazuje, ze Srednio po wolnym zapyleniu 32% pustych
nasion powstaje wskutek degeneracji prazarodkow, 17% jako efekt zaktocen w roz-

Ryc. 22. Podsumowanie procentu pustych nasion powstatych wskutek zaburzen w rozwoju
zarodka oraz procent nasion petnych z rozwinietymi zarodkami. W — wolne zapylenie, S — sa-
mozapylenie
Fig. 22. Summary of empty seeds as a result of embryo degeneration and expected percentage
of seed with fully developed embryos (black). Degenerating proembryos (open), early (hatched)
and club embryos (dotted). W - open pollination, S - self-pollination

woju 4- 16-komorkowego wczesnego zarodka i tylko okoto 8% po degeneracji
zarodkow w stadium posrednim. Po samozapyleniu procenty te wyniosty odpowied-
nio 45,41 i 8 (tab. 14 iryc. 22). Wynika z tego, ze szczegdlnie wysoki procent pustych
nasion po samozapyleniu jest gtéwnie efektem intensywnych zaburzen w rozwoju
wczesnego zarodka.

Oczekiwany procent petnych nasion po uwzglednieniu rozmiaréw degeneracji na
réznych etapach rozwoju nasion

Podobng prébe jak opisana powyzej dla degeneracji zarodkow, podjeto dla usta-
lenia oczekiwanego procentu petnych nasion powstatych po uwzglednieniu rozmia-
réw degeneracji na wszystkich etapach rozwoju (poczawszy od braku zapylenia
po zaktocenia w rozwoju zarodkoéw). Od wspomnianej metody liczenia odstapiono
tylko w przypadku degeneracji gametofitow, a jej procentowg wartos¢ dodano do
procentu niezapylonych zalgzkéw. Postgpiono tak poniewaz przyczyny te moga
wystepowac jednoczesnie, me chciano wiec powiekszy€ i tak juz nieco zawyzonego
wspolnego wptywu tych czynnikéw. Poniewaz nie obserwowano w 1979 roku sku-
tecznosci zaptodnienia dla obliczen strat w tym roku, wykorzystano procent zalgzkow,
w ktérych nie doszto do zaptodnienia, uzyskany na podstawie obserwacji na analo-
gicznych klonach w roku 1980. Wyniki tych obliczen przedstawiono w tabeli 15
i w stupkach przy rycinie 12 - 17.
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Tabela 15
Poréwnanie obserwowanego i oczekiwanego procentu pelnych nasion po uwzglednieniu strat
na poszczegolnych etapach rozwoju (W — wolne zapylenie, S — samozapylenie)

Comparison of observed and expected percentages of full seed after losses in different developmen-
tal stages (W — open pollination, S — self-pollination)

Opisany juz wczesniej brak zapylenia byt przyczyng powstawania w zaleznosci
od klonu od 1 do 38 procent pustych nasion.

Kolejnym czynnikiem byly zaburzenia w rozwoju zenskiego gametofitu. Powo-
dowaty one degeneracje dalszych 3-17% nasion.

Brak przemieszczania sie pytku z kanatu mikropylarnego na szczyt osrodka
oraz brak kietkowania pytku na osrodku i w konsekwencji brak zaptodnienia w
7 - 40 % zapylonych zalazkéw, byt przyczyng degeneracji dalszych 4 - 27 % ogdlnej
liczby nasion.

Wymienione przyczyny w jednakowym stopniu wptywaly na powstawanie pu-
stych nasion niezaleznie od sposobu zapylania. Po ich odjeciu mozna oczekiwaé
powstania 35 - 79% petnych nasion.

Ostatnig z obserwowanych przyczyn zmniejszania liczby petnych nasion byta
degeneracja prazarodkéw i wczesnych zarodkéw. Po wolnym zapyleniu zakidcenia
w rozwoju zarodkoéw u 47 - 75% nasion, w ktérych doszto do zaptodnienia, zwie-
kszaly 0ogdlna sume pustych nasion o kolejne 22 - 40%. Znacznie wiecej bo 85 - 100 %
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nasion degenerowato wskutek zaktocen rozwoju zarodkdw po samozaptodnieniu,
co przyczyniato sie do aborcji 30 - 70% wyjsciowej liczby nasion.

W ten spos6b uzyskany procent pozostatych petnych nasion po wolnym za-
pyleniu wahat sie od 11 - 38 % w zaleznosci od klonu ($rednio 24%), a po samozapy-
leniu od 0 - 9% (Srednio 4%).

Prawidtowos$¢ tego typu przeliczen potwierdza poréwnanie oczekiwanego i ob-
serwowanego procentu petnych nasion dla analizowanych klonéw i sposobdw za-
pylenia. Wspotczynnik korelacji byt wysoki (r=0,87) i statystycznie bardzo istotny
na poziomie ufnosci 0,01.

OBCIAZENIE GENETYCZNE

Wplyw systeméw kojarzenia na powstawanie pelnych nasion

Na podstawie rezultatow 2-letnich doswiadczen mozna stwierdzi¢, ze u modrze-
wia europejskiego liczba petnych nasion jest stosunkowo niewielka i Srednio nie
przekracza 40%. Wykazano jednocze$nie, ze rozni sie ona w zaleznosci od klonu
i sposobu zapylania (tab. 16). Analiza wariancji wykazata, ze réznice te w obu la-
tach byly statystycznie istotne (tab. 17).

Tabela 16

Procent petnych nasion w efekcie réznych metod zapylania
Percentage full seed setting after different kinds of pollination

Sredni procent petnych nasion byt nieco wyzszy w pierwszym roku do$wiadczen
i w zaleznosci od sposobu zapylania wahat sie $rednio od 11,3% (samozapylenie)
do 41,6% (wolne zapylenie). W drugim roku wartosci te wahaty sie odpowiednio
od 6,4% do 34,2%. W obu latach najlepsze klony produkowaty ponad 40% peinych
nasion.

Istotny wplyw sposobu zapylania na liczbe petnych nasion zaznaczyt sie w obu
latach spadkiem procentu petnych nasion w wyniku kontrolowanego zapylania w sto-
sunku do wolnego zapylenia.

Najwiecej pelnych nasion powstawato w wyniku wolnego zapylenia, a ich licz-
ba wahata si¢ od 27% do 78,1%. Srednie w obu latach byly zblizone i wynosity
41,6% w 1979 oraz 34,2% w 1980 roku.
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Tabela 17

Analiza zmiennosci powstawania petnych nasion w efekcie réznych systeméw zapylania (po
transformacji katowej)
Analysis of variance for the full seed yield different pollination regimes (after arcsine transforma-
tion)

W warunkach kontrolowanego zapylania mieszaning pytkow oraz krzyzowania

obnikéw niespokrewnionych nastepowat okoto 50% spadek liczby petnych na-
sion w stosunku do wolnego zapylenia. Po kontrolowanym zapylaniu mieszaning

gy, w ktorej okoto 1/8 stanowit whasny pytek drzew matecznych, liczba petnych
nasion wahata sie w zaleznosci od klonu od 5,0% do 57,1 %, a Srednie w obu latach

nipsty 18,1 % i 17,7% (tab. 16). Podobnie liczba petnych nasion uzyskanych w wy-
niku kontrolowanego krzyzowania klonéw niespokrewnionych wahata sie od 5,8%
do 59,4% i $rednio wyniosta w obu latach odpowiednio 24,0% i 15,8% (tab. 16).

Najwiekszy spadek liczby petnych nasion towarzyszyt samozapyleniu i z reguty
nie wiecej niz 10% nasion byto peinych. Wyjatek stanowit tutaj klon K-08-02,
ktéry w roku 1979 zawigzat 42,6% petnych nasion. Ale klon ten i w pozostatych
systemach zapylania okazat sie w tym roku wyjatkowo obficie zawigzujgcym peine
nasiona (tab. 16). Nie stwierdzono drzew w petni samosterylnych. Srednio depresja
wsobna wywotana samozapyleniem siegata 60% w stosunku do krzyzowania nie-
krewniaczego. W 1979 roku negatywny wpltyw wiasnego pytku na zawigzywanie
petnych nasion zaznaczyt sie réwniez w zapylaniu mieszaning pytkéw, powodujac
25% obnizenie liczby petnych nasion w stosunku do krzyzowania niekrewniacze-
go (tab. 16).

Statystyczng istotno$¢ wszystkich roznic zwigzanych z systemami zapylania
przedstawiajg zamieszczone ponizej wyniki testu Newmana-Keulsa (Srednie
podkreslone nie roznig sie istotnie):

Relatywna samoptodnos¢ i liczba zarodkowych czynnikéw letalnych

Proporcja petnych nasion uzyskanych w wyniku samozapylenia i krzyZzowania
niekrewniaczego stanowita podstawe dla obliczenia relatywnej samoptodnosci
(RSP) modrzewia, jako miary zdolnosci do rozwoju pelnych nasion przy uwzglei



Relatywna samoptodnos$¢ i samosterylnosé¢ (RSF i RSS)oraz liczba czynnikéw letalnych zarodkowo (EL)
Relative self-fertility (RSF), relative self-sterility (RSS) and number of embryonic lethals (EL)

Tabela 18

cst
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dziatania obciazenia genetycznego. Jej wartosci wahaty sie w zaleznosci
od klonu od 0,20 do 0,81 (tab. 18), a Srednie w obu latach byty zblizone i wynosity
0,41 w 1979 i 0,44 w 1980 roku. Klony analizowane w obu latach wykazywaty zbli-
zone wartosci relatywnej samoptodnosci (tab. 18).

Na podstawie relatywnej samosterylnosci (RSS=1- RSP), oszacowano dla kaz-
dego klonu liczbe czynnikéw letalnych wywotujacych $mier¢ zarodka (embryonic
lethals). Wartosci te obliczone na podstawie wzoru Koskiego (1971), przy zatozeniu
obecnosci Srednio 1,7 zarodkow w zalgzku (co wynikato z obserwacji mikroskopo-
wych), wskazujg na wystepowanie 2 do 7 czynnikéw letalnych w zaleznosci od klo-

n$rednie szacunki dla dwdch lat do$wiadczert wynosity 4,8 i 4,5. Natomiast sza-
cnekliczby czynnikéw letalnych wyliczany na podstawie wzoru Mortona i innych
1956), przy zatozeniu tylko 1 zarodka w zalgzku, byt nieco nizszy i wahat sie od
1,3 do 6,2, a$rednie dla obu lat wyniosty odpowiednio 4,0 i 3,8 (tab. 18). Podobnie
jak w przypadku relatywnej samoptodnosci szacunek liczby czynnikéw letalnych
dla klonéw badanych w obu latach byt zblizony.

BADANIA ENZYMATYCZNE

Kwasna fosfataza (APH)

W przypadku tego systemu enzymatycznego stwierdzono 7 blisko siebie leza-
cych, leczwyraznie rozdzielonych prazkéw (ryc. 23). Prazki oznaczone jako 1, 21i 3
byly czasami bardzo stabo wybarwione lub nawet niewidoczne szczeg6lnie kiedy
dializowano homogenaty z suchych nasion. W$rod analizowanych klonéw modrze-
wia europejskiego nie znaleziono zmiennosci w wystepowaniu prazkéw kwasnej,
fosfatazy.

Ryc. 23. Elektroforetyczny obraz kwasnej fosfatazy

Fig. 23. Electrophoretic patterns of acid phosphatase
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Ryc. 24. Elektroforetyczny obraz trzech stref esterazy

Fig. 24. Electrophoretic patterns of three esterase zones

Esteraza (EST)

W badanym materiale stwierdzono 13 do 15 pragzkdéw esterazy. Réznity sie one
zaréwno aktywnoscig, jak i punktem izoelektrycznym. Jednak w zwigzku z bardzo
stabym wybarwieniem, prazki wystepujace w srodkowej czesci zelu (region C —
ryc. 24) nie zostaty wiaczone do dalszych analiz. Pozostate intensywnie barwigce
sie prazki wystepujace w anodalnej i katodalnej czesci zelu, charakteryzowaty sie
dobrg powtarzalnoscia, co pozwalato na ich interpretacje. Zostaty one pogrupo-
wane w 3 strefy oznaczone jako Est-A, —B i —D. Strefy Est-A i —B znajdujg sie
bardzo blisko siebie na zelu, co sprawiato poczatkowo klopoty w ich odroznieniu.
Jakkolwiek dwa z badanych klonéw (K-10-16 i K-15-88, tab. 19) posiadaty niezalez-
nie segregujace warianty w kazdej z tych stref, co wskazuje, ze obie strefy A i B po-
winny by¢ analizowane niezaleznie. W strefach Est-A i —B znaleziono odpowiednio
51 4 r6zne warianty. Réznity sie one punktem izoelektrycznym oraz liczba prazkéw
(2 lub 2) i intensywnoscig barwienia, wigczajac w to tzw. wariant ,,silent”, tj. wariant
nie wykazujacy aktywnosci enzymatycznej (ryc. 24).

W strefie Est-D znaleziono 3 niezaleznie segregujgce warianty o 2 lub 3 prazkach.

We wszystkich trzech regionach, w jednym klonie jednoczesnie wystepowaty
1 lub 2 warianty. Test chi-kwadrat potwierdzit, ze wszystkie warianty segregujg
w proporcji | : 1, oczekiwanej dla-cech mendlowskich (tab. 19). Brak istotnej hetero-
genicznosci wskazuje na zgodno$¢ z wyzej wymieniong interpretacjg danych dla
klonéw heteromorficznych w regionach Est-A ,—B i D (tab. 19).

Zmiennos¢ na plantacji nasiennej

Wszystkie badane klony byly monomorficzne pod wzgledem enzymu kwasnej
fosfatazy. Te same klony okazaty sie zmienne pod wzgledem enzymu esterazy, cho-
ciaz w kazdym z regionéw jeden wariant wystepowal z przewazajacg czestoscig
(tab. 20). Oczekiwana i obserwowana wartos$¢ heterozygotycznosci wynosita 0,000 dla



Tabela 19

Segregacja allozymoéw z tkanki makrogametofitu heterozygotycznych klonéw, test Chi-kwadrat zgodnosci segregowania i heterogeni-
cznosci

Segregation of allozymes from macrogametophytes of heterozygous clones, Chi-square test for goodness-of-fit and heterogenity over
clones

=)
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monomorficznego wariantu kwasnej fosfatazy. Dla trzech stref esterazy wartosci
oczekiwanej heterozygotycznosci wahaty sie od 0,118 do 0,444, a heterozygotycznosc
obserwowana byta srednio o 50 % nizsza (tab. 20).

Tabela 20

Obserwowana proporcja heterozygot, czestos¢ alleli i $rednia oczekiwana heterozygotycznosci

Observed proportion of heterozygotes and allele frequencies, average expected heterozygosity and
effective number of alleles

DYSKUSJA

Celem przedstawionych wynikéw badan byto: poznanie przebiegu procesu za-
pylania, megasporogenezy, zaptodnienia i rozwoju zarodka w zwigzku z powsta-
niem pustych nasion u modrzewia oraz ustalenie genetycznych przyczyn tego zja-
wiska na podstawie wynikow kontrolowanego krzyzowania i badan enzyma-
tycznych. Ponizej omOwiono je w tej wtasnie kolejnosci.

ZAPYLANIE

Wsrod czynnikow zwigzanych z pyleniem, a wplywajacych na produkcje pet-
nych nasion, analizowano trzy: synchronizacje pylenia i receptywnosci kwiatow
zenskich, wptyw obfitosci zapylania (mierzonej procentem petnych nasion przy roznej
dhugosci trwania zapylenia kwiatdéw zenskich) oraz skutecznosci zapylania. Pierwszy
z nich, synchronizacja procesu pylenia i receptywnosci kwiatéw zenskich, decyduje
nie tylko o skutecznosci zapylania, ale moze mie¢ réwniez znaczenie w zwigzku
z wystepowaniem naturalnego samozapylenia.

Z obserwacji przeprowadzonych w 1983 roku wynika, ze w warunkach plantacji
nasiennej, poczatek pylenia i poczatek receptywnosci kwiatow zenskich modrze-
wia europejskiego réznych pochodzen moga przypadac na ten sam dzier. W omawia-
nym roku byto to 5 kwietnia. Zarowno caty okres pylenia na plantacji, jak i okres
pylenia na poszczeg6lnych osobnikach byty krotsze od dtugosci trwania receptywnosci
kwiatow zenskich. Stwierdzone miedzyklonalne réznice w rozpoczynaniu i dhugosci
trwania obu tych stadiow sg efektem normalnej zmiennosci miedzyosobniczej,
obserwowanej takze przez innych autoréw na modrzewiu (np. Sindelaf i Musil
1970) i innych gatunkach drzew iglastych (np. Jonsson i inni 1976, Wesoty 1982).
Natomiast roznice wewngatrzklonalne wydajg sie efektem czynnikow zewnetrz-
nych, gtdwnie mikroklimatycznych roéznic miedzy miejscami wzrostu szczepéw na
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plantacji. W sumie przytoczone obserwacje fenologiczne pozostajg w zgodzie z wy-
nikami innych autoréw (Sindelar i Musil 1970, SindelaF 1972, Barner i Chri-
stiansen 1960, Leven 1951). Nieco krétszy w stosunku do nich okres pylenia
i receptywnosci oraz mniejsze miedzyosobnicze r6znice moga byc¢ efektem rdznego
zestawu badanych osobnikéw (np. rézne proweniencje), badz tez wynikiem réznic
miedzy aktualnymi warunkami klimatycznymi na wybranych powierzchniach dos-
wiadczalnych (Sarvas 1962, Jonsson i inni 1976). Poniewaz jednak okres pylenia
pokrywa sie z okresem receptywnosci kwiatow zenskich, wydaje sie, ze obserwowane
miedzy- i wewnatrzklonalne roznice fenologiczne nie wplywajg na skuteczno$¢
zapylania — a przez to na powstanie petnych nasion.

Jak wynika z licznych obserwacji, w tym na modrzewiu europejskim, negatywny
wplyw na powstawanie pelnych nasion ma samozapylenie i samozaptodnienie.
W tym kontekscie pewien problem bedzie stanowita synchronizacja pylenia i recep-
tywnosci kwiatow zenskich u pojedynczych osobnikéw. U sosen, gdzie kropelkowy
mechanizm zapylania faworyzuje pytek wczesniej osiggajacy mikropyle (Sarvas
1962, Franklin 1974) synchronizacja taka moze wplywac¢ na zwiekszenie samo-

pylenia i ta droga redukowac liczbe petnych nasion. Wedtug niektérych autoréw

smozapyleniu sprzyja szczeg6lnie protandria (Nilsson 1981). U modrzewia czg-
Sciej obserwowano jednakprotogynie (Langner 1951, Laing 1944, Syrach Larsen
1956, SindelaF i Musil 1970). Na plantacji w Kérniku protogynia obserwowana
byta na 16 szczepach, a protandria na 11. Na 2 osobnikach pylenie i receptywnosc
rozpoczynaly sie tego samego dnia. Tylko na dwdch szczepach pylenie konczyto
sie przed rozpoczeciem receptywnosci i tylko na tych szczepach samozapylenie ogra-
niczone bylo do minimum (ryc. 3). W pozostatych przypadkach samozapylenie
jest mozliwe, tym bardziej ze przeciwnie niz u sosen pewna asynchronizacja pylenia
i receptywnosci nie ma u modrzewia tak wielkiego znaczenia. Wynika to z odmiennego
mechanizmu receptywnosci, dostosowanego do diugotrwatego zbierania pytku.
Tak wiec duzy procent pustych nasion moze by¢ réwniez w czesci efektem degene-
racji zarodkow powstatych wskutek samozaptodnienia, a wczesniej samozapylenia.
Przedstawione wyniki obserwacji fenologii zapylania i receptywnosci kwiatow zen-
skich nasuwajg pytanie, jaki jest bezposredni wptyw dtugosci trwania zapylania
na powstawanie petnych nasion.

Zgodnie z oczekiwaniami, dtugos¢ okresu zapylania nie wptyneta na ogolna liczbe
nasion w szyszce, jak to ma miejsce np. u sosen (McWilliam 1959, Sarvas 1962,
Bramlett 1974, Plym Forshell 1974). Jest to zwigzane z faktem, ze u modrzewia
puste nasiona rozwijajg sie do normalnych rozmiaréw nawet w braku zapylenia
(Barner i Christiansen 1960, Hall i Brown 1977, Owens i Molder 1979b).

Natomiast zaznaczyt sie wptyw dtugosci zapylania kwiatéw zenskich na liczbe
petnych nasion u wszystkich obserwowanych klondw. Im dtuzszy byt okres ekspozycji
kwiatow zenskich dla zapylania, tym wiekszy byt procent petnych nasion. Sredni
procent petnych nasion uzyskanych w obu wariantach zapylania przez 1-10 dni
byt wyzszy od S$redniej przy zapylaniu przez jeden dzieh w omawianym okresie
(tab. 5). Wiekszy wptyw zapylania w pierwszej potowie analizowanego okresu mogt
by¢ zwigzany z korzystniejszymi warunkami atmosferycznymi dla rozprzestrzeniania
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pytku (brak opaddéw i wyzsze temperatury powietrza) lub efektem istniejgcej na-
turalnej zmiennosci intensywnosci pylenia w catym okresie kwitnienia, jak to wykazat
dla modrzewia syberyjskiego Sarvas (1955). Odchylenia od tego ogdlnego obrazu,
szczegOlnie w przypadku jednego z klonéw K-15-88 moga wynikaé z faktu, ze efek-
tywnos$¢ wolnego zapylenia zalezy nie tylko od podazy pytku, ale takze od synchroni-
zacji pylenia i receptywnosci kwiatéw zenskich (Barner i Christiansen 1960,
Yokoyamai inni. 1973). Mozna jednak powiedzie¢, ze mechanizm zapylania u mo-
drzewia podobnie jak u daglezji, dostosowany jest do akumulacji stosunkowo duzej
liczby pytkéw w ciggu kilku dni pylenia (Barner i Christiansen 1960, Owens
i inni 1981).

Zaréwno wyniki obserwacji fenologicznych, jak i omowiony wyzej wyrazny ku-
mulujacy sie w ciggu kilku dni wptyw zapylania na powstawanie petnych nasion,
pozostajg w sprzecznosci z obserwacjami Villara i innych (1984). Stwierdzili oni,
ze u modrzewia japonskiego okres efektywnosci zapylania jest bardzo krotki i trwa
nie wiecej niz jeden dzien. Jest to zwiazane z krotkim okresem receptywnosci kwiatow
zenskich, a szczegolnie z zachowaniem sie whoskow pokrywajacych szczyt ostonki.
Do wiloskéw tych przytwierdzajg sie spadajgce miedzy tuski nasienne ziarna pytku.
Ich zaginanie si¢ do wnetrza kanatu mikropylarnego juz w ciaggu jednego dnia od
momentu rozchylenia, zahamowuje dalsze mozliwosci wnikania pytku do kanatu
mikropylarnego. Wyniki te dotyczg jednak doSwiadczenia przeprowadzonego w wa-
runkach kontrolowanych, co nie musi znajdowa¢ potwierdzenia w warunkach na-
turalnych.

Wreszcie trzecim analizowanym czynnikiem zwigzanym z pyleniem, a wplywa-
jacym na produkcje petnych nasion, jest skuteczno$¢ zapylania. Jak wynika z obser-
wacji przeprowadzonych na plantacji nasiennej, liczba zapylonych zalgzkéw w za-
leznosci od roku i klonu wahata sie od 60 do 99% (tab.7 ). Srednio wiec zaktdcenia
w zapyleniu redukujg potencjalng liczbe petnych nasion o blisko 20%. Dane te wska-
zujg na nieco tylko wiekszg skuteczno$¢ wolnego zapylania niz to wykazali Barner
i Christiansen (1960) i Kaji (1974) dla modrzewia japonskiego. Natomiast znacz-
nie wiekszg skutecznos¢ zapylania u tego ostatniego gatunku obserwowali Y okoya-
ma i inni (1975). Wedtug nich 98 - 100% zalgzkéw zapylonych zostaje juz w ciggu
jednego dnia, kiedy ma miejsce maksymalne pylenie. Jednoczesnie warto zaznaczy¢,
ze skutecznos¢ kontrolowanego zapylaniajest z reguty mniejsza i w badaniach réznych
autoréw wahata sie od 7% do wyjatkowo 80% zalazkéw (Barner i Christiansen
1960, Hall i Brown 1977, Yokoyama i Kaneko 1979). Moze to by¢ jedng
z przyczyn mniejszej produkcji petnych nasion w wyniku kontrolowanego zapylenia
w poréwnaniu z wolnym zapyleniem (Kosinski 1981).

Skuteczno$¢ zapylania w dwoch kolejnych latach ulegata zmianie (tab. 7). Mogto
to by¢ zwigzane zaréwno z obfitoscia kwitnienia meskiego, jak i warunkami
atmosferycznymi w okresie pyleniaw obu tych latach. Podobng zmienng skutecznos¢
zapylenia w roznych latach wykazywano réwniez dla innych gatunkéw, miedzy
innymi dla modrzewia japoniskiego (Kaji 1974), sosny zwyczajnej i $wierka pospo-
litego (Sarvas 1955, 1962, 1968). Natomiast brak istotnych réznic w zapylaniu
daglezji wykazat Ho (1980).



Tabela 21

Macierz wspotczynnikéw korelacji procentéw petnych nasion, miedzy ocenami skutecznosci zapylenia, liczby rodni w zalazku oraz
skutecznosci zaptodnienia
Correlation coefficients for full seed percentage, between efficiency of pollination, number of archegonias per ovules and efficiency
of fertilization

65T
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Istnienie bezposrednich zaleznosci miedzy skutecznoscig zapylania a liczba pet-
nych nasion wykazat dla sosny zwyczajnej i $wierka pospolitego Sarvas (1962,1968).
Podobng, cho¢ statystycznie nieistotng zalezno$¢, stwierdzono u modrzewia euro-
pejskiego, gdzie w przypadku wolnego zapylenia ze wzrostem zapylonych zalgzkow
wzrastata liczba petnych nasion (r=0,77, tab. 21). Brak takiej korelacji w warunkach
samozapylenia (r=-0,57) S$wiadczytby, ze réwniez inne, prawdopodobnie gene-
tyczne czynniki sa podstawowa przyczyna redukcji liczby petnych nasion.

Oproécz efektywnosci zapylania mierzonej liczbg zapylonych zalagzkéw, na za-
wigzywanie pelnych nasion pewien wpltyw wywiera rowniez liczba pytkow w za-
lazku. Relacja ta w przedstawionych badaniach nie byla tak jednoznaczna (r=0,69,
tab. 21). Wynika to z faktu, ze obserwowane réznice miedzyklonalne w liczbie ziaren
pytku w zalgzku byty stosunkowo mate. Natomiast duze réznice zanotowano w obu
latach obserwacji. W 1979 roku liczba ziaren pytku w zalagzku wyniosta $rednio 2,2,
ale az 3,7 w 1980 roku (tab. 6). Wieksza liczba ziaren pytku dostepnych w procesie
zaptodnienia umozliwia redukcje negatywnego wplywu niezywotnego pytku oraz
dzieki powszechnie wystepujacej u modrzewia poliembrionii, neutralizuje efekt
negatywnego obcigzenia genetycznego.

Z przedstawionych dotychczas rezultatow wynika praktyczny wniosek o mozli-
wosci zastosowania masowego dodatkowego zapylania uprzednio wyselekcjonowa-
nym i zebranym pytkiem dla zwiekszenia produkcji petnych nasion na plantacjach
nasiennych. Pozytywne efekty takiego zabiegu byty juz wielokrotnie przedstawiane
(m.in. Van der Sijde 1971, Denison i Franklin 1975, Hadders 1977, Da-
niels 1978). Stosowanie dodatkowego masowego zapylania na plantacjach modrze-
wia japonskiego zwiekszyto liczbe petnych nasion okoto dwukrotnie w stosunku
do samego wolnego zapylenia (Yokoyama i inni 1973). Zapylanie takie mogtoby
mie¢ szczegblne znaczenie w latach kiedy niekorzystne warunki pogodowe i brak
obfitego meskiego kwitnienia zmniejszajg efektywnos¢ zapylania.

MEGASPOROGENEZA, ZAPLODNIENIE | ROZWOJ ZARODKA

Obserwacje rozwoju zenskiego gametofitu, zaptodnienia oraz rozwoju zarodka
pozwolity na ustalenie kolejnych po braku zapylenia, etapdw powstawania pustych
nasion. Poniewaz caly proces rozmnazania generatywnego wydaje sie niezwykle
waznym z punktu widzenia rozwoju nasion, a dane literaturowe sg czesto fragmenta-
ryczne, postanowiono przedyskutowac, obok zakidcen rozwojowych, réwniez nie-
ktore obserwacje fenologiczne i anatomiczne rozwijajacych sie gametofitow i za-
rodkow.

Fenologia rozwoju zenskiego gametofitu réznita sie w dwoch latach obserwacji.
W roku 1979 rozwdj zaczynat sie okoto tydzieri wczesniej i trwat o okoto 5 dni krdcej
niz w roku 1980. Swiadczy to, ze nie tylko fotoperiod — jak sugerujg Owens i Mol-
der (1979b) — ale réwniez temperatura moze by¢ czynnikiem regulujgcym rozwgj
gametofitu. Potwierdzatby to réwniez fakt przyspieszenia rozwoju przez stosowanie
izolator6w, zmieniajacych temperature wokét izolowanych kwiatow (Kosinski
1981). W warunkach naturalnych pierwsze obserwowane stadia rozwoju — mejoza
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komoérek macierzystych megaspory — towarzysza procesowi pylenia, tak jak to
ma miejsce u Larix occidentalis i L. leptolepis (Owens i Molder 1979b, Yokoyama
1973). Po okoto 3-4 tygodnie trwajagcym stadium wolnych jader, tygodniowym
stadium formowania S$cian komdrkowych oraz 1 - 2-tygodniowym formowaniu
i rozwoju rodni, gametofit osigga petng dojrzatosé, a komorka jajowa rodni staje sie
zdolng do zaptodnienia (Fot. 1-6, Ryc. 8-10). Podobne obserwacje fenologii
rozwoju przedstawita dla modrzewia europejskiego Buczkowska (1976) i czesciowo
Smolska (1927), oraz dla L. occidentalis i L. leptolepis Owens i Molder (1979b)
i Ykoyama (1973). We wszystkich stadiach rozwojowych wystepowaty niewielkie
réznice wewnatrz- i miedzyklonalne, a caty rozwdj przyspieszato izolowanie kwiatéw
zenskich w okresie przed i w trakcie mejozy komoérek macierzystych megaspory.
Obserwacje te pozostajg w zgodzie z wynikami uzyskanymi przez Erikssona
(1968a), Swiadczacymi 0 zréznicowanym zaawansowaniu mejozy komorek macie-
rzystych megaspor w jednym kwiatostanie u modrzewia europejskiego.

Obserwacje fenologiczne nabierajg waznosci w kontekscie ewentualnego wptywu
réznic w tempie rozwoju zefskiego gametofitu na zaptodnienie, a przez to na za-
wigzywanie petnych nasion. Uwaza sie, ze zarébwno w niedojrzatych, jak i w przej-
rzatych rodniach, komorki jajowe sg niezdolne do przyjecia meskiej gamety (Rod-
kiewicz 1984). Z przedstawionych obserwacji na analizowanych klonach modrzewia
europejskiego wynika, ze proces kietkowania pytku i osiggania petni rozwoju przez
komorki jajowe jest u tego gatunku dobrze zsynchronizowany. Ma to miejsce po-
pomimo tego, ze rozwo6j rodni jak i zaptodnienie nie przebiegaja we wszystkich

mirach jednoczesnie, jak to sugeruje Smolska (1927).

Fenologiczne réznice w rozwoju zarodkéw sg konsekwencja réznic w rozwoju
gametofitu i czasie zaptodnienia, a czesciowo réwniez w dtugosci trwania poszcze-
golnych stadiow. Wydaje sie jednak, ze pozostajg one bez zwiazku z powstawaniem
petnych nasion.

Chociaz ogoélny obraz rozwoju zehskiego gametofitu, zaptodnienia i rozwoju
zarodka pozostajg w zgodzie z mniej czy bardziej doktadnymi obserwacjami prze-
prowadzonymi gtownie na L. decidua, L. occidentalis i L. leptolepis, to w niektorych
szczepach stwierdzono istotne réznice.

W wyniku mejozy komorki macierzystej megaspory bardzo czesto powstajg tylko
3 megaspory, jako efekt braku podziatu w jednej z dwdch komorek siostrzanych
powstatych po pierwszym podziale mejotycznym. Podobny rozwdj tylko trzech mega-
spor obserwowat dla L. leptolepis Yokoyama (1973). W dalszym rozwoju funkcjo-
nalng megasporg pozostaje tylko jedna, znajdujgca sie od strony chalazalnej zalgzka
(fot. 2), jak to rowniez podaja Rohr i Bonga (1984), a nie od strony bieguna mikro-
pylarnego (Buczkowska 1976).

Stadium wolnojagdrowe oraz formowanie $cian komorkowych nie rézni sie
zasadniczo od szczegdtowego opisu dla L. occidentalis (Owens i Molder 1979b).
Natomiast powstata po podziale komorki inicjalnej rodni komorka szyjki, wskutek
dalszych podziatow prowadzi do uformowania nawet 8-komdrkowej szyjki, a nie
tylko 4-komoérkowej, jak to podajg dla L. decidua Smoélska (1927) i Hakansson
(1960).

11 Arboretum Kornickie t. XXXI
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W zaleznosci od klonu, liczba rodni w zalagzku wynosi najczesciej 3 lub 4, chociaz
sporadycznie stwierdzono obecno$¢ nawet 6 rodni w zalgzku. Z dwuletnich obser-
wacji wynika, ze cecha ta jest stabilng na analizowanych klonach (tab. 9, ryc. 11).

Kietkowanie pytku ma miejsce na szczycie osrodka, a proces zaptodnienia nie
odbiega od opisow przedstawionych dla modrzewi przez innych autoréw. Czesto
wiecej niz jeden pytek kietkuje na osrodkui 1 -5 komorekjajowych jest zaptadnianych
(tab. 11, ryc. 18). Zalezy to od skutecznosci zapylania i zywotnosci pytku, gdyz jak
podaje Kaji (1974) dla L. leptolepis, w normalnym roku zwykle wszystkie komorki
jajowe sg zaptadniane.

Roéwniez rozwdj zarodkow nie odbiega od szczegdtowych opiséw podawanych
dla L. decidua przez Wajcickiego (1923), Schopfa (1943), Hakanssona (1960)
i Halla i Browna (1977) oraz dla L. occidentalis (Owens i Molder 1979b). Nie
stwierdzono wystepowania zarodkow rozetowych oraz poliembrionii monozygo-
tycznej. Obserwowano natomiast tzw. wstrzymang poliembrionie monozygotyczna,
bedaca skutkiem nieréwnomiernego udziatu komorek pietra zarodkowego w for-
mowaniu zarodka (Schopf 1943). Zaptodnienie wigkszej liczby komoérek jajowych
w jednym zalgzku prowadzi do rozwoju kilku zarodkéw, czyli tzw. poliembrionii
polizygotycznej. W takich przypadkach tylko jeden zarodek osiaga dojrzatosé, a po-
zostate degenerujg we wczesnych fazach rozwoju.

Szczegolnie interesujgce z punktu widzenia produkcji petnych nasion sg niektére
obserwacje zwigzane z liczbg uformowanych rodni, zaptodnionych komorek jajo-
wych oraz wystepowaniem poliembrionii.

Wieksza liczba rodni w zalgzku wydaje sie korzystna dla zaptodnienia wigkszej
liczby komorek jajowych i w ten sposob zwiekszania prawdopodobienstwa uformo-
wania dojrzatego zarodka. Przy Sredniej liczbie zaptodnien w zapylonym zalgzku
ponizej 2 (tab. 10), wieksza liczba rodni (Srednio ok. 4) nie miata tu szczegblnego
znaczenia dla powstania wiekszej liczby zarodkéw. Potwierdzajg to niskie wspot-
czynniki korelacji liczby rodni w zalgzku i liczby zaptodnier w zapylonych zalgzkach
zaréwno po wolnym zapyleniu (r=0,26) i kontrolowanym samozapyleniu (r=
= —0,22). Réwniez ujemne wspotczynniki korelacji liczby rodni w zalazkach z pro-
centem petnych nasion po wolnym i samozapyleniu (r= —0,63 i r= —0,66) wydaja
sie potwierdzac, ze liczba rodni w badanych klonach nie wptywa pozytywnie na pro-
dukcje petnych nasion (tab. 21).

Nieco inaczej przedstawia sie natomiast wptyw poliembrionii na powstawanie
petnych nasion. W przypadku wolnego zapylenia wieksza liczba zaptodnien w za-
lazku i w konsekwencji poliembrionia nie wptywaty na zwiekszenie procentu petnych
nasion (r= —0,06). Nalezatoby oczekiwac, ze poliembrionia pozwalataby na zneutra-
lizowanie negatywnego wptywu naturalnego samozapylenia oraz ujawnianie nega-
tywnego obcigzenia genetycznego przy krzyzowaniu niekrewniaczym. Zjawisko to
jednak nie wystepuje. Natomiast gdy mamy do czynienia z kontrolowanym samoza-
pyleniem, poliembrionia stwarza wieksze prawdopodobieristwo, ze co najmniej 1 za-
rodek osiggnie dojrzatos¢. W jakim$ stopniu potwierdza to stosunkowo wyzszy niz
przy wolnym zapyleniu, chociaz réwniez statystycznie nieistotny wspdtczynnik ko-
relacji liczby zaptodnien w zalazku i procentu petnych nasion (r=0,49, tab. 21).
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Korelacja ta mogtaby by¢ wyrazniejsza, gdyby réznice w liczbie zaptodnien w za-
lazku miedzy badanymi klonami byly wyzsze od tych, ktore uzyskano w przeprowa-
dzonych doswiadczeniach.

Jednak gtdwnym celem mikroskopowych obserwacji procesu rozmnazania byto
ustalenie, na ktérych etapach i w jakich rozmiarach wystepuja zaktocenia rozwojowe
prowaadzace do powstawania pustych nasion, zaréwno po wolnym jak i samozapy-
leniu. Podobng prébe podjeli Hall i Brown (1977) dla ustalenia czynnikdw wply-
wajacych na powstawanie pustych nasion w intra- i interspecyficznych krzyzéwkach
L. decidua i L. leptolepis. Doswiadczenie to obejmowato tylko po jednym klonie
z kazdego gatunku. Nie uwzgledniono réwniez obserwacji samozapylenia, ktore
wydaje sie decydujgce dla ustalenia Scisle genetycznych przyczyn powstawania
pustych nasion.

Bkutowana juz wczesniej nieskuteczno$¢ zapylania jest pierwszym etapem
redukcji liczby petnych nasion, $rednio o ok. 20% (tab. 15).

ligim w kolejnosci jest degeneracja zenskich gametofitow (fot. 7- 11), jak
fc Fmczas nie rozpatrywana szczegétowo w badaniach nad modrzewiem, z wy-
jatkiem wzmianki Owensa i-Molder (1979b) dlaL. occidentalis i Kaji (1974) dla
L.  tefepis. Sarvas (1962) w swoich badaniach nad sosng zwyczajng podkresla, ze
duza czes¢ (nawet do 3/4) tusek nasiennych, szczeg6lnie u nasady szyszki, pozostaje

# . Towarzyszy temu jednak zahamowanie rozwoju catego zalgzka. Natomiast
u modrzewia mozna bylo zauwazy¢ degeneracje zenskich gametofitow na rdznych
etapach rozwoju, bez jednoczesnych zaburzerh w rozwoju calego zalazka. Bardzo
czesto degeneracja zachodzita w jednym zalazku, podczas gdy w drugim z tej samej
tuski nasiennej rozwoj przebiegat bez zaktocen. Co wiecej miato to miejsce w srodko-
wej czesci szyszki, co wskazuje na inne niz u sosny przyczyny tego zjawiska. Wydaje
sie, ze wchodzg tu w gre przede wszystkim czynniki klimatyczne. Mogg nimi by¢
przymrozki, powodujgce przemarzanie czesci zalgzkow w trakcie mejozy komoérki
macierzystej megaspory. W takim przypadku degeneracja gametofitu moze nastgpic¢
natychmiast, badz zaktdcenia wystepujg na dalszych etapach rozwoju gametofitu,
nie wstrzymujac rozwoju osrodka i ostonek, badz samych ostonek. Inng przyczyna
zaktocen w rozwoju zenskiego gametofitu moze by¢ niewystarczajgce dostarczanie
substancji pokarmowych do rozwijajacych sie zalazkoéw. Srednio degeneracja w roz-
woju gametofitow u badanych klonéw zwiekszata o okoto 10% liczbe pustych nasion
(tab. 15).

Nastepnym obserwowanym czynnikiem znacznie zwiekszajacym liczbe pustych
nasion okazat sie brak zaptodnienia, stwierdzony w zaleznosci od klonu i sposobu
zapylania u 7 - 33 % zapylonych zalagzkéw. Powodowat on redukcje pelnych nasion
0 kolejne 4-27% (tab. 15). Brak zaptodnienia miat dwie przyczyny: zaktocenia
w procesie przemieszczania sie pytku z kanatu mikropylarnego na szczyt osrodka
oraz brak kietkowania czesci pytkdw na osrodku. Pierwsza z nich — zakocenia
w przemieszczaniu pytku na osrodek — byta u modrzewi wielokrotnie obserwowana
(Doyle i O’leary 1935, Barner i Christiansen 1960, Hall i Brown 1977).
Biorgc pod uwage mechanizm przemieszczania sie pytku na os$rodek, polegajacy na
wydzielaniu ptynu przez komorki szczytu osrodka (Barner i Christiansen 1960,

11*
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Kaji 1974, Hall i Brown 1977), prawdopodobnym wydaje sie, ze skutecznos¢ tego
transportu moze by¢ zwigzana z warunkami pogodowymi panujacymi w tym okresie.
Wystgpienie suszy moze powodowaé przesuszanie kanatu mikropylarnego w czesci
zalgzkéw i zahamowanie transportu pytku na osrodek, uniemozliwiajac przez to
zaptodnienie (Barner i Christiansen 1960). Wplyw warunkéw pogodowych
na przenoszenie pytku na osrodek sugeruja rowniez obserwacje Sarvasa (1962,1968)
nad sosng zwyczajng i Swierkiem pospolitym.

Natomiast zaktdcenia w kietkowaniu pytku na osrodku bylty jak dotagd podawane
tylko przez Halla i Browna (1977), w procesie wewnatrz- i miedzygatunkowego
krzyzowania modrzewia japonskiego i europejskiego. Brak kietkowania mdgthy
by¢ interpretowany jako wyraz swego rodzaju niezgodnosci, zblizonej do tej, ktdra
wystepuje powszechnie u Angiospermae. Jednak niezgodno$¢ ta powinna sie ujawnia¢
szczegOlnie w przypadku samozapylenia. Natomiast z moich obserwacji wynika, ze
brak kietkowania miat miejsce czeSciej po wolnym niz po samozapyleniu (tab. 13).
Wydaje sig, ze u modrzewia nie istniejg mechanizmy niezgodnosciowe zapobiegajace
kietkowaniu pytku. Brakkietkowaniabyt wiec, jakto sugeruja rowniez Hall i Brown
(1977), raczej spowodowany czesto wystepujacg u modrzewi niezywotnoscig pytku
(m.in. Eriksson 1968 a, Chandler i Mavrodineanu 1965). Warto tu jeszcze
zaznaczy¢, ze podobny brak mechanizméw niezgodnosciowych na etapie przed za-
ptodnieniem stwierdzono réwniez u innych gatunkéw drzew iglastych (Bingham
i Squillace 1955, Orr-Ewing 1957, Barnes i inni 1962, Sarvas 1962, 1968,
Hagman i Mikkola 1963, Mergen i inni 1965, Plym Forshell 1974). Istnienie,
czy tez raczej brak mechanizméw niezgodnosciowych, jest szczegdlnie wazne z punktu
widzenia konkurencji wiasnego i obcego pytku w procesie naturalnego zapylania
i powstawania petnych nasion oraz wsobnego potomstwa (Matheson 1980).

Ostatnim z obserwowanych etapéw powstawania pustych nasion jest degeneracja
zarodkéw. Ma ona miejsce we wczesnych fazach rozwoju zarodka, od stadium pra-
zarodka do wrastania zarodkéw do szczytu szczeliny korozyjnej (fot. 17 - 20). Przy
czym degeneracja wystepuje znacznie czesciej po samozapyleniu (85 - 100% nasion
z zarodkami) niz po wolnym zapyleniu (47 - 75%). W niektérych przypadkach
prowadzita do kompletnej sterylnosci nasion (tab. 14 i 15). Obserwacje te pozostajg
w zgodzie z wczesniejszymi obserwacjami na modrzewiach (Hakansson 1960,
Kaji 1974, Hall i Brown 1977, Owens i Molder 1979b) i innych gatunkdéw
drzewiglastych (m. innymi Sarvas 1962,1968, Hagman i Mikkola 1963, Mergen
i inni 1965, Plym-Forshel 1974, Yokoyama 1977).

Wydaje sie, ze istniejg zasadniczo dwa powody degeneracji zarodkéw. Pierwszy
z nich wynika z przyczyn fizjologicznych. Mozliwe jest, ze cze$¢ szyszek na drzewie
i czes¢ nasion w szyszce moze rozwijac sie w pozycji nie zapewniajacej prawidtowego
odzywiania, a wskutek tego przyhamowany zostaje rozwoj zarodka. Moze to by¢
przyczyna stwierdzonej réznicy w procencie degenerujacych zarodkow na tych sa-
mych klonach w réznych latach.

Drugim powodem degeneracji zarodkdéw sg z pewnos$cig przyczyny genetyczne.
Powszechnie uwaza sie, ze degeneracja jest efektem ujawniania sie negatywnego
obcigzenia genetycznego wskutek homozygotyzacji letalnych i subletalnych recesyw
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genéw — opisywanych w literaturze jako zarodkowe czynniki letalne (embryo-
nic fthals). Na istnienie tych gendw/czynnikéw jako przyczyn sterylnosci nasion
u modrzewia zwracajg uwage m.in. Hakansson (1960) oraz Hall i Brown (1977).
Ich dziatanie wyrazatoby sie szczegdlnie w momencie, gdy rozwijajacy sie zarodek
zmuszony jest czerpa¢ substancje pokarmowe z haploidalnej tkanki prabielma.
Hall i Brown (1977) sugerujg, ze w tym okresie geny (czynniki) letalne moga wpty-
wa¢ hamujaco na wzrost suspensora albo powodowaé niezgodno$¢ uruchomienia
substancji pokarmowych z prabielma. Obserwowana w moich badaniach intensywna
degeneracja zarodkow w tym wiasnie okresie, wydaje sie potwierdzaé powyzszg
hipoteze.

0 ile homozygotyzacjg czynnikow letalnych tatwo jest wyttumaczy¢ duza de-
g eicje zarodkow w wyniku samozapylenia, o tyle trudniej jest to zrobi¢ dla wolne-
go zapylenia. W tym ostatnim przypadku moga istnie¢ dwie zasadnicze przyczyny.
P<  erwsze znaczne rozmiary naturalnego samozapylenia. W jakims stopniu usito-
wano tego unikng¢, przez zbior materiatu do analiz ze szczytowych czesci korony,
gdzie samozapylenie osigga mniejsze rozmiary (Fowler 19653, Franklin 1971,
Hadders i Koski 1975). Druga przyczyna moze by¢ homozygotyzacja genow

fich, nawet podczas krzyzowania osobnikdéw niespokrewnionych. Mogtoby to
iginiejsce w przypadku, gdy w populacji wystepuje duza liczba réznych genow
letalnych, lub tez jest ich mniej, ale wystepuja z duza czestoscia.
Pavidtowos¢ oceny znaczenia wszystkich omawianych czynnikéw, poczawszy
ijutecznosci zapylania, przez degeneracje zenskich gametofitéw, brak zaptodnie-
Zpo degeneracje zarodkow, na powstawanie pustych nasion, potwierdzita bez-
posrednia obserwacja na cietych w petni rozwinietych nasionach. Procent petnych
nasion uzyskany po odjeciu oszacowanych rozmiaréw degeneracji na réznych eta-
pach rozwoju korelowat bardzo istotnie (r=0,87) z obserwowanym procentem pet-
nych nasion (tab. 15).

Obserwacje anatomiczne mialy na celu ustalenie rozmiaréw degeneracji nasion
na 0Bznych etapach rozwoju, a szczegdlnie wskutek zaktocen w rozwoju zarodkow.
Natomiast dla ustalenia rozmiaréw negatywnego obcigzenia genetycznego, mani-
festujacego sie wihasnie w trakcie rozwoju zarodkow, szczegolnie wskutek homozy-
gotyzacji czynnikéw letalnych po samozapyleniu, przeprowadzono w latach 1979
i 1980 doswiadczenia z kontrolowanym krzyzowaniem.

OBCIAZENIE GENETYCZNE

Wyniki doswiadczerh nad zawigzywaniem petnych nasion po kontrolowanym
i wolnym zapyleniu wskazujg na duze miedzyklonalne zrdéznicowanie tej cechy.
Ma ono podstawy zaréwno fizjologiczne, jak i genetyczne. Te pierwsze sg prawdo-
podobnie zwigzane gtéwnie z réznicami fizjologicznymi w procesie kwitnienia i za-
pylania u modrzewia. Moment zapylania moze by¢ bardziej lub mniej korzystny dla
roznych klonéw, co znajduje potwierdzenie w przedstawionych juz wynikach
doswiadczen nad wptywem zapylania na zawigzywanie petnych nasion. Czynniki
te nabierajg szczeg6lnego znaczenia w warunkach zapylania kontrolowanego, jak to
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wykazali dla modrzewia europejskiego i japoniskiego Barner i Christiansen
(1960).

Obok przyczyn zewnetrznych i fizjologicznych, na plon petnych nasion u drzew
iglastych znaczny wplyw majg przyczyny genetyczne, znajdujac szczegolny wyraz
podczas samozapylenia. Powoduje ono u wigkszosci z nich znaczny spadek liczby
petnych nasion (miedzy innymi Sarvas 1962, Sorensen 1970, 1971, Koski 1971,
1973, Bramlett i Pepper 1974, Coles i Fowler 1976).

Modrzew europejski uwazany jest przez wiekszo$¢ autoréw za gatunek prawie
samosterylny, dajacy bardzo mato peinych nasion po samozapyleniu, chociaz wska-
zuje sie jednoczesnie na duze indywidualne zréznicowanie pod wzgledem tej cechy
(Langner 1951, Gothe 1952, Nilsson 1959, Dieckert 1964). Tylko Pjatnitzkij
(1933) podaje, ze z czterech samozapylanych modrzewi europejskich, tylko jeden dat
mniej kietkujacych nasion w poréwnaniu z kontrolg z wolnego zapylenia.

Wsrdéd modrzewi rosnacych na plantacji nasiennej w Korniku, liczba petnych
nasion po samozapyleniu nie przekraczata w wiekszosci przypadkéw 10% (tab. 16).
Na tej podstawie mozna by zaliczy¢ modrzewia do gatunkéw prawie samosterylnych.
Jednak wiasciwy obraz samosterylnosci, czy tez samoptodnosci, daje dopiero po-
rownanie liczby petnych nasion po samozapyleniu i krzyzowaniu niekrewniaczym.
Pozwala to w znacznym stopniu wyeliminowa¢ z rozwazan wptyw czynnikow
zewnetrznych, nie wynikajacych z obcigzenia genetycznego. Ten sposob traktowania
wynikoéw wskazuje, ze modrzew jest gatunkiem samoptodnym o stosunkowo znacz-
nej zdolnosci do zawigzywania petnych nasion nawet po samozapyleniu. a wyliczona
relatywna samoptodnos¢ wyniosta w dwdch latach $rednio 0,406 i 0,437 (tab. 18).
Zblizone wartosci samoptodnosci wyliczono na podstawie danych liczbowych dla 4
drzew modrzewia japonskiego, podanych w publikacji Kaji (1974) — $rednio 0,305
(0,000 - 0,854). Znacznie mniejszg samoptodnos¢ wynoszaca Srednio 0,07 podaje dla
tego gatunku Katsuta i inni (1979), oraz dla Larix laricina Park i Fowler (1982) —
$rednio 0,068.

Obnizona ptodno$¢ towarzyszaca samozapyleniu jest efektem negatywnego
obcigzenia genetycznego, ujawniajgcego sie wskutek homozygotyzacji tak zwanych
czynnikow letalnych powodujgcych $mier¢ zarodka. Do homozygotyzacji czynnikow
letalnych moze jednak dochodzi¢ réwniez w wyniku kojarzenia osobnikéw nie-
spokrewnionych. Interesujgcym jest wiec poréwnanie stopnia ptodnosci po Samo-
zapyleniu w stosunku do ptodnosci towarzyszacej krzyzowemu i wolnemu zapyleniu.
Mogtoby to pozwoli¢ na ujawnienie wptywu obcigzenia genetycznego na zmniejszenie
plonu nasion w catej populacji. Z obserwacji nad Picea glauca (King i inni 1970),
Pinus sylvestris (Sarvas 1962), Picea abies, a szczeg0lnie Larix decidua (Dieckert
1964) wynika, ze istnieje podobienstwo w liczbie petnych nasion po samozapyleniu
i zapyleniu krzyzowym. W ten sposob okreslona wysoka samoptodnos$¢é koreluje
z wysoka ptodnoscig po zapyleniu krzyzowym. Stanowito to podstawe dla wysuniecia
whniosku, ze takze po zapyleniu krzyzowym, liczba petnych nasion bedzie proporcjo-
nalna do liczby czynnikdw letalnych (Plym Forshell 1974). Korelacje te wydaja sie
jednak zalezne od sposobu obliczania samoptodnosci i liczby czynnikéw letalnych.

Przedstawione w tej pracy wyniki doswiadczen nad modrzewiem europejskim,
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wskazujg réwniez na istnienie pozytywnej korelacji miedzy procentem petnych nasion
po saozapyleniu oraz po krzyzowym i wolnym zapyleniu (odpowiednio r=0,83
i r= 0,83, tab. 22). Jednak gdy jako miare samoptodnosci przyja¢ relatywng samo-
ptodnos¢ (RSP), to jej korelacja z procentem petnych nasion po krzyzowym i wolnym
zapyleniu zanika (odpowiednio r=0,11 i r=0,27, tab. 22). Tak wiec przy zalozeniu,
ze wihasciwg miarg samoptodnosci jest relatywna samoptodno$é, to omawiane kore-

Tabela 22

Macierz wspotczynnikéw korelacji dla procentéw petnych nasion przy réznych systemach krzy-
zowania
Correlation coefficients of percentage of full seed after different kinds of controlled pollination

lacje procentu petnych nasion po réznych systemach zapylania bytyby efektem
wphywu czynnikow fizjologicznych, a w mniejszym stopniu genetycznych. Potwierdza-

tyby to obserwacje wystepowania réznic w procencie petnych nasion na tych samych

klonach w dwéch kolejnych latach, niezaleznie od systemow zapylania. W tym samym

czasie i na tych samych klonach wartosci relatywnej samoptodnosci ulegajg tylko
stosunkowo nieznacznym zmianom (tab. 16 i 18).

Z obserwacji tych wynika réwniez wniosek, ze dla obliczania obcigzenia gene-
tycznego, przynajmniej u modrzewia, whasciwg podstawe stanowi¢ bedzie relatywna
samoptodnos¢ (RSP) badz relatywna samosterylnos¢ (RSS=1 - RSP), a nie procent
pustych nasion powstatych w wyniku samozapylenia. Taki sposob obliczania obcia-
zenia genetycznego moze prowadzi¢ do jego zanizenia w stosunku do wartosci rze-
czywistych, ale pozwala jednak wyeliminowaé¢ wptyw czynnikéw niegenetycznych.

Obliczanie liczby czynnikéw letalnych na podstawie relatywnej samoptodnosci,
wedtug wzoru podanego przez Mortona i innych (1956) i stosowanego miedzy in-
nymi w genetyce cztowieka, nie uwzglednia jednak faktu wystepowania u drzew
iglastych zjawiska poliembrionii, ograniczajgcej w pewnym stopniu ujawnianie sie
obcigzenia genetycznego. Stad tez zaadaptowano dla tych celéw wzor Koskiego
(1971), zamieniajac jednak podstawe dla obliczania liczby czynnikéw letalnych z pro-
centu pustych nasion po samozapyleniu na relatywng samosterylnos¢ (Kosinski
1981). Zastosowanie tego wzoru pozwala uwzgledni¢ wystepowanie réwniez u modrze-
wia poliembrionii.
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Obliczona w ten ostatni sposob liczba czynnikéw letalnych powodujgcych $Smieré
zarodka u modrzewia europejskiego, wyniosta wsrod badanych osobnikéw od 2 do 7,
a Srednio 4,7 (tab. 18). W zwigzku z niewielkg Srednig liczbg zarodkéw w zalazku,
wynoszacg tylko 1,7 — rezultaty otrzymane przy zastosowaniu przedstawionej
metody obliczania niewiele odbiegajg od wyliczonych na podstawie wzoru Mortona
i innych (1956). Liczba czynnikdw letalnych wahata sie wtedy od 1,3 do 6,2 i $rednio
wyniosta 4,0. Przedstawione wyniki stawiajg modrzew europejski wsrdéd gatunkow
charakteryzujgcych sie stosunkowo matym obcigzeniem genetycznym na etapie po-
wstawania nasion (patrz przeglad literatury), o prawie 50% mniejszym niz inne
krajowe gatunki drzew iglastych.

Powstaje wiec pytanie, w jaki sposéb tak stosunkowo niskie obcigzenie genetyczne
wplywa na powstawanie duzej liczby pustych nasion po krzyzowaniu niekrewniaczym
i wolnym zapyleniu. Brak korelacji miedzy liczbg czynnikow letalnych oraz procen-
tem peinych nasion po obu tych systemach zapylania (odpowiednio r=0,098 i r=
= -0,175) wskazuje, ze ich liczba nie jest decydujgcg genetyczng przyczyng elimi-
nacji zarodkéw poza samozapyleniem. Chociaz teoretycznie wieksza liczba czynni-
kow letalnych powieksza prawdopodobienstwo ich homozygotyzaciji.

Natomiast ich liczba moze by¢ istotna podczas wolnego zapylenia przy duzych
rozmiarach naturalnego samozapylenia. Moze ono obejmowac znaczny procent
zalgzkéw, gdy uwzgledni sie fakt matej lotnosci ciezkiego pytku modrzewiowego,
nie posiadajgcego komér powietrznych, oraz brak systeméw niezgodnosciowych
zapobiegajacych samozapyleniu i samozaptodnieniu. Nastepowataby w ten sposéb
redukcja okoto 60% samozapylnych zarodkow. Brak jest jednak do tej pory infor-
macji na temat rozmiar6w naturalnego samozapylenia u modrzewia europejskiego.

Takze w przypadku krzyzowania niekrewniaczego, znaczna cze$¢ nasion moze
by¢ pustych wskutek $Smierci homozygotycznych zarodkéw. Bytoby to mozliwe przy
zatlozeniu, ze ta niewielka liczba czynnikow letalnych jest jednak rozpowszechniona
w calej populacji. Innymi stowy czynniki (geny) letalne wykazywaty duza czestosé
i matg zmienno$¢ w badanej populacji. W przypadku plantacji nasiennej, z ktorej
pobierano materiat do analiz obcigzenia genetycznego, wydawato sie to mato praw-
dopodobne, poniewaz obserwowane osobniki pochodzity z wyselekcjonowanych
drzew doborowych rosnacych w réznych miejscach wystepowania modrzewia euro-
pejskiego w Polsce. Uzasadnieniajednak dla mozliwosci matej zmiennos$ci czynnikéw
letalnych mozna bylo szuka¢ na zasadzie analogii z polimorfizmem biatek enzy-
matycznych badanych osobnikéw (Sarvas 1962).

Dlatego tez podjeto badania nad zmiennoscig genetyczng dwoch systemow enzy-
matycznych — kwasnej fosfatazy i esterazy — w populacji modrzewia europej-
skiego, rosngcego na plantacji nasiennej.

BADANIA ENZYMATYCZNE

Polimorfizm genetyczny kwasnej fosfatazy byt przedmiotem wielu badan w ostat-
nich latach i w wiekszosci przypadkow enzym ten uznawany byt za bardzo poli-
morficzny (Lundkwist 1975, Mejnartowicz 1979, Witter i Feret 1979,Conkle
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1981, Szmidt 1982). Tylko w odniesieniu do Pinus resinosa i Thuja plicata nie stwier-
dzonozmiennosci we wzorcu elektroforetycznym kwasnej fosfatazy (Fowler i Mor-
ris 1977, Copes 1981). U modrzewia europejskiego rozdziat tego enzymu z tkanki
megagametofitu metodami elektroforetycznymi wykazat 4 strefy aktywnosci, z kto-
rych jedna analizowana przez Mejnartowicza i Bergmanna (1975) kodowana
jest przez jedno loci. Jednak w moich badaniach, wszystkie 24 klony charaktery-
zowaly sie brakiem zmienno$ci we wzorze kwasnej fosfatazy. Obserwowane réznice
aktywnosci byly prawdopodobnie rezultatem réznic w stadium rozwoju poszcze-
golnych nasion. To przypuszczenie oparte jest na fakcie, ze rozdziat elektroforetyczny
benatéw uzyskanych z megagametofitdw suchych nasion bez uprzedniego
namoczenia i sk|e+kowan|a dawa’f bardzo nlewyrazny wzorzec kwasnej fosfatazy,
jbardziei=mm nidaczne. Z druglej strony préby
Uzyskane —ron—poddanych—k'“mu Wykazye—TrrrHirs -
wienie. Podobne zmiany w intensywnosci barwienia w r6znym stopnlu kietkowa-
nych nasion wykazat Conkle (1971).
Biorac pod uwage ograniczong liczbe badanych klonéw, obserwowany mono-
morfwzoru izoelektrycznego kwasnej fosfatazy nie musi by¢ reprezentatywny
dla naturalnych populacji modrzewia europejskiego. Rozdziat tego enzymu pole-
gajacy na ogniskowaniu w punkcie izoelektrycznym, przeprowadzony na innych
gatunkach drzew iglastych, dawat w rezultacie wysoce polimorficzne wzory (Szmidt
1982, Szmidt — niepublikowane). Natomiast kwasna fosfataza w nasionach mo-
drzewia europejskiego analizowana na podstawie elektroforezy skrobiowej wyka-
1Ma raczej matg zmienno$¢ (Mejnartowicz i Bergmann 1975).
{’e mi wiadomo, do tej pory nie analizowano polimorfizmu esterazy u modrze-
niigiropejskiego. U innych drzew iglastych enzym ten charakteryzowat sie duzym
polimorfizmem zar6wno przy wykorzystaniu metody elektroforezy, jak i ogniskowa-
piamkcie izoelektrycznym (miedzy innymi Lundkvist 1977, Rudin i Ekberg
1978, Szmidt 1982, Witter i Feret 1979, Conkle 1981). Obecne badania wy-
kazaty, ze rowniez w przypadku modrzewia europejskiego, esteraza moze by¢ roz-
dzielona na szereg prazkow roznigcych sie punktem izoelektrycznym i aktywnoscia.
Niestety niektore prazki na zelu byty zbyt stabo wybarwione i nie nadawaly sie do
analizy. Na podobne klopoty z barwieniem esterazy natrafili Rudin i Rasmuson
(1973) w badaniach nad sosng zwyczajna. Stwierdzili oni, ze niektore prazki wybar-
wialy sie stabo, gdy jako substratu uzywano a-naphtyl octanu. Uzycie innych alter-
natywnych substratdw znacznie polepszato intensywnos$¢ barwienia prazkéw. Stad
mozliwym jest petniejszy obraz wzoru esterazy modrzewia europejskiego po zasto-
sowaniu innych metod barwienia. Wzdr segregacji wariantdw esterazy wystepuja-
cych w strefach Est-A, -B i -D wykazuje dobrg zgodno$¢ ze stosunkiem 1 : 1 oczeki-
wanym dla heterozygoty (jeden locus/dwa allele). Jakkolwiek biorgc pod uwage
wielopragzkowa nature pewnych wariantéw, to ostatnie stwierdzenie wydaje sie
nie najwiasciwsze w analizowanym przypadku. Podobng segregacje kompleksowych
wariantéw esterazy stwierdzono u dwoch innych gatunkéw drzew iglastych (Witter
i Feret 1979, Szmidt — niepublikowane). Jak zauwazyli powyzsi autorzy, takie
kompleksowe wzory enzymatyczne trudno jest wyjasnia¢ jako produkty pojedyn:
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genu. Stad tez konieczne sg bardziej doktadne biochemiczne analizy dla lepsze-
go zrozumienia czasteczkowej natury obserwowanych wariantow esterazy. Mimo
to dobra powtarzalno$¢ otrzymanych rezultatéw, a takze mendlowska segregacja
wariantéw Est-A, -B i -D wskazuje na ich uzytecznos$¢ jako genetycznych markerow
dla modrzewia europejskiego.

Analiza zmiennosci genetycznej na badanej plantacji nasiennej potwierdza
sugestie Mejnartowicza i Bergmanna (1975) o znacznej homozygotycznosci
modrzewia europejskiego. Srednie wartosci obserwowanej i oczekiwanej hetero-
zygotycznosci byly znacznie mniejsze niz wartosci podawane dla innych gatunkow
drzew iglastych (Lundkvist 1979, Mejnartowicz 1979, Szmidt 1982). Podsta-
wowym jednak celem badan enzymatycznych byta préba analizy zmiennosci genetycz-
nej modrzewia w kontekscie obserwacji obcigzenia genetycznego. Mozna oczekiwad,
ze rozmiary obcigzenia genetycznego populacji mierzone obecnoscig czynnikéw
letalnych w stadium zarodka sg w tym samym stopniu konsekwencjg historii i biologii
gatunku, co zmiennos¢ elektroforetyczna biatek enzymatycznych. Koski (1973)
sugeruje, ze obecnos¢ genow letalnych w populacji jest zwigzana z tendencjg do utrzy-
mania heterozygotycznosci, a co za tym idzie wiekszej zmiennosci.

Tabela 23

Heterozygotyczno$¢ oraz liczba zarodkowych czynnikéw letalnych u niektorych gatunkéw
drzew iglastych
Heterozygosity and the number of embryonic lethals in some species of conifers

Jak wynika z opracowan Hamricka i innych (1979, 1981), gatunki charaktery-
zujace sie duzym zasiegiem, wysokg ptodnoscia, niekrewniaczym systemem roz-
mnazania, wiatropylne, o dtugim czasie trwania pokolen i reprezentujgce pozne sta-
dia sukcesji, wykazujg wyzszg zmienno$¢ genetyczng mierzong stopniem polimor-
fizmu lub stopniem heterozygotycznosci biatek enzymatycznych. Modrzew euroy
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nie spetia tych wszystkich warunkéw, kiedy poréwnywac go z niektérymi
innymi gatunkami drzew iglastych, w tym np. sosng zwyczajng czy Swierkiem pos-
politym. Charakteryzuje sie on mniejszym zasiegiem w poréwnaniu z tymi gatunkami.
Mimo ze jest gatunkiem wiatropylnym to fakt, ze naturalne populacje modrzewia
europejskiego zwykle tworza niewielkie grupy rozproszonych drzew sprzyja wsob-
nosci. ROwniez stosunkowo ciezki pytek pozbawiony komdr powietrznych zwieksza
prawdopodobienstwo samozapylenia (Mejnartowicz i Bergmann 1975). Jest
tez modrzew gatunkiem reprezentujgcym wczesne stadia sukcesji. Wszystkie te czyn-
niki sprzyjaja wiec mniejszej heterozygotycznosci modrzewia europejskiego w poréw-
naniu z wymienionymi wczesniej gatunkami.

Jezeli wiec, jak to sugeruje Koski (1973), obecnos$¢ genéw letalnych w populacji
jest zwigzana z tendencjg do utrzymywania heterozygotycznosci, to spodziewac sie
nalezy mniejszej liczby czynnikdw letalnych w stadium zarodka u gatunkdéw charak-
teryzujacych sie mniejszg heterozygotycznoscia. Niestety por6wnania takiego mozna
dokonac tylko na ograniczonej liczbie gatunkéw drzew iglastych ze wzgledu na brak
danych o zmiennosci enzymatycznej wsrod nielicznych gatunkow przebadanych
pod katem wielkosci obcigzenia genetycznego. Zestawienie takie przedstawiono
w tabeli 23.

Tabele te warto uzupetni¢ o obserwacje dokonane na Pinus resinosa. Gatunek
ten charakteryzuje sie wysokg samoptodnoscig i nie wykazuje wyraznej depresji
wsobnej, a wiec jest prawdopodobnie w minimalnym stopniu obcigzony genetycznie.
Jednoczesnie okazat sie kompletnie homozygotyczny pod wzgledem 9 analizowanych
loci enzymatycznych (Fowler i Morris 1977).

Mimo wiec skagposci materiatu, mozna sugerowac istnienie pozytywnej korelacji
miedzy stopniem heterozygotycznosci na poziomie zmienno$ci enzymatycznej
a wielkoscig obcigzenia genetycznego mierzonego liczbg czynnikéw letalnych w sta-
dium zarodkowym. Gatunki charakteryzujace sie stosunkowo wysokim stopniem
heterozygotycznosci — Pseudotsuga menziesii, Picea abies, Pinus silvestris, Pinus
virginiana czy Pinus taeda — wykazuja tez wieksza Srednig liczbe czynnikéw letal-
nych zarodkowo niz mniej heterozygotyczne Larix decidua i Pinus banksiana.

Ciekawe jest rowniez poréwnanie sredniej liczby czynnikéw letalnych u modrzewi
heterozygotycznych w co najmniej jednej z badanych stref enzymatycznych oraz
catkowicie homozygotycznych. Sposréd 11 klonéw analizowanych w badaniach
nad obcigzeniem genetycznym, $rednia liczba czynnikdw letalnych u osobnikow
heterozygotycznych wyniosta 5,7 w poréwnaniu z 3,8 u drzew kompletnie homo-
zygotycznych.

Przytoczone rezultaty obserwacji zmiennosci enzymatycznej modrzewia euro-
pejskiego pozostajg wiec w dobrej zgodnos$ci z rezultatami badan obcigzenia gene-
tycznego. Jednoczesnie potwierdzajg one zasadno$¢ przypuszczenia, ze duza liczba
pustych nasion u modrzewia, mimo malej liczby czynnikdw letalnych, moze byc¢jednak
efektem obcigzenia genetycznego. Jest to mozliwe przy zatozeniu, ze czynniki letalne
wystepujac u pojedynczych osobnikow w malej liczbie sg jednak rozprzestrzenione
w catej populacji. W takim przypadku eliminacja zarodkéw mogtaby nastepowac
réwniez w wyniku krzyzowania niekrewniaczego. Zatozenie to zostato wczesniej
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podane w watpliwos¢ (Kosinski 1981), poniewaz badane osobniki pochodzity
ze sztucznie zatozonej populacji z wyselekcjonowanych drzew. Przedstawione wyniki
badan enzymatycznych wskazujg jednak, ze nawet taka populacja moze charaktery-
zowac sie matym polimorfizmem.

PODSUMOWANIE

Uzyskane wyniki wskazuja, ze istnieja cztery gtdwne czynniki wptywajace na po-
wstawanie pustych nasion u modrzewia. Pierwszym jest brak obfitego zapylenia,
redukujacy Srednio o prawie 20% potencjalng liczbe petnych nasion. Jego wplyw
zneutralizowa¢ mozna stosujac dodatkowe masowe zapylanie lub zabiegi majace
na celu zwiekszenie liczby meskich kwiatow. Sg to gtdwnie obrgczkowanie, stran-
gulacja i zaginanie pedéw badz wierzchotkdw drzew. Wszystkie one sg stosunkowo
fatwe do przeprowadzenia na plantacjach nasiennych. Nastepne dwa czynniki wpty-
wajgce na produkcje pustych nasion dziataja miedzy zapyleniem i zaptodnieniem.
Sq to zaktocenia w rozwoju gametofitu zenskiego oraz brak zaptodnienia spowodo-
wany unieruchomieniem pytku w kanale mikropylarnym lub brakiem jego kietko-
wania na osrodku. Zaktocenia w rozwoju gametofitu zwiekszaty liczbe pustych
nasion $rednio o blisko 10%. Wydaje sie, ze ich przyczyng moga by¢ zaréwno nie-
korzystne warunki atmosferyczne (gtownie przymrozki), jak i konkurencja pokar-
mowa miedzy rozwijajacymi sie zalgzkami a organami wegetatywnymi. Stad tez ten
negatywny efekt mozna by zredukowac przez wybieranie wiasciwych miejsc dla za-
ktadania plantacji nasiennych oraz stosowanie wiasciwej uprawy, ewentualnie nawo-
zenia. Brak kietkowania pytku w zapylonych zalgzkach, zwiekszajacy liczbe pustych
nasion nawet o $rednio 20%, zwigzany jest prawdopodobnie gtéwnie z niezywot-
noscig pytku. Jest ona spowodowana zakldceniami w procesie mejozy komorek
macierzystych pytku, wywotanymi niskimi temperaturami. Unika¢ tego mozna row-
niez przez wybor stanowisk o korzystych warunkach atmosferycznych dla zakla-
dania plantacji nasiennych. | wreszcie ostatnim z wymienionych czynnikdw zwiegk-
szajacych liczbe pustych nasion u modrzewia o $rednio 30% jest degeneracja zarod-
kow, spowodowana przyczynami genetycznymi. Szczegdlny wyraz znajdujg one
w przypadku samozapylenia, wywotujac degeneracje nawet 100% zarodkdw, jako
efekt homozygotyzacji czynnikdéw (genoéw) letalnych. Duza liczba czynnikéw letal-
nych w warunkach naturalnych prowadzi do eliminacji nasion powstatych w skutek
wolnego samozapylenia. Biologicznym sensem tego zjawiska jest eliminacja wsob-
nego potomstwa. Z drugiej strony przy duzej liczbie czynnikdw letalnych wzrasta praw-
dopodobienstwo ich homozygotyzacji podczas krzyzowania osobnikéw niespokrew-
nionych, co tez wptywa na zwiekszenie liczby pustych nasion. Z tego punktu widzenia
korzystng wydaje sie selekcja klondw z malg liczbg czynnikéw letalnych. Natomiast
unikaniu samozapylenia, tak niekorzystnie wplywajacego na produkcje petnych
nasion i jakos¢ potomstwa, sprzyja¢ bedzie (1) kontrolowane krzyzowe zapylenie,
(2) dodatkowe masowe zapylenie wyselekcjonowanym pytkiem, (3) zakiadanie
dwuklonowych plantacji nasiennych, na ktorych jeden klon obficie kwitngcy mesko
stuzy gtéwnie jako dostarczyciel pytku, a drugi wykorzystywany jest jako drzewo maty
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oraz (4) maksymalne rozdzielanie szczep6éw jednego klonu na plantacjach
wieloklonowych, zaktadanych w sposéb systematyczny.

Dr. Marc Bonnet-Masimbertowi, Station d’Amélioration des Arbres Forestiers INRA,
Francja, sktadam serdeczne podziekowania za dostarczenie odczynnikéw niezbednych do wy-
konania niniejszej pracy.

STRESZCZENIE

Przedstawione badania miaty na celu poznanie rozmiaréw oraz przyczyn pow-
stawania pustych nasion u modrzewia europejskiego. Wszystkie doSwiadczenia prze-
prowadzono na wyselekcjonowanych klonach tego gatunku, rosnacych na plantacji
nasiennej w Kaorniku.

Obserwacje procesu zapylania, megasporogenezy, zaptodnienia i rozwoju zarodka
pozwolity ustali¢ rozmiary degeneracji nasion na réznych etapach ich rozwoju.
Doswiadczenia z kontrolowanym zapylaniem podjeto dla ustalenia genetycznych
przyczyn powstawania pustych nasion, a badania enzymatyczne miaty na celu prébe
wyjasnienia tego zjawiska w nawigzaniu do rozmiaréw polimorfizmu genetycznego
tego gatunku.

Przedstawione analizy nasuwajg nastepujace wnioski:

1. Synchronizacja pyleniai receptywnosci kwiatdw zenskich sprzyja skutecznemu
zapylaniu na plantacji nasiennegj.

2. Im dhuzszy jest okres zapylania kwiatow zenskich, tym wiekszy jest procent
petnych nasion.

3. W warunkach wolnego zapylenia, jego skutecznos¢ wahata sie od 60% do 99%.
Srednio brak zapylenia redukowat potencjalng liczbe petnych nasion o okoto 17%.

4. Na produkcje petnych nasion pozytywny wptyw ma réwniez zwiekszanie liczby
pytkow w zalazku, redukujac negatywny efekt niezywotnego pytku oraz dzieki ist-
nieniu poliembrionii, neutralizujgc efekt negatywnego obcigzenia genetycznego.
Nie stwierdzono jednak istotnej korelacji miedzy rozmiarami poliembrionii i produk-
cja petnych nasion.

5. Zaklécenia w rozwoju zenskiego gametofitu, spowodowane przyczynami
fizjologicznymi, zwiekszaty $rednio o 9% liczbe pustych nasion.

6. Spowodowane tymi samymi przyczynami zaktdcenia w przemieszczaniu
pytku z kanatu mikropylarnego na szczyt osrodka oraz brak kietkowania pytku
na osrodku, zwiekszaly liczbe pustych nasion $rednio o okoto 17%.

7. W warunkach wolnego zapylenia u 47- 75% zalazkéw degenerujg zarodki
zwiekszajac liczbe pustych nasion o Srednio 30%. Degeneracja zarodkéw spowodo-
wana jest przede wszystkim przyczynami genetycznymi.

8. W sumie po wolnym zapylaniu zaledwie 27% nasion jest peinych.

9. Negatywny wplyw samozapylenia na produkcje petnych nasion ujawniat sie
dopiero po zaptodnieniu, we wczesnych etapach rozwoju zarodka. W warunkach
kontrolowanego samozapylenia degenerowaly zarodki w 85- 100% zalgzkow.
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10. Z 29 obserwowanych szczepéw, tylko u 2 pylenie koriczyto sie przed rozpo-
czeciem receptywnosci kwiatéw zenskich, co ogranicza do minimum mozliwosé
samozapylenia.

11. Pomimo duzej $miertelnosci zarodkéw, wartosci relatywnej samoptodnosci
wskazuja, ze modrzew jest gatunkiem o stosunkowo duzej zdolnosci do zawigzywa-
nia petnych nasion po samozapyleniu, w poréwnaniu z innymi gatunkami drzew
iglastych.

12. Negatywne obcigzenie genetyczne, mierzone liczbg czynnikéw letalnych
w stadium zarodka, jest stosunkowo niskie.

13. Duza liczba pustych nasion, przy malej liczbie czynnikéw letalnych moze by¢
jednak efektem negatywnego obcigzenia genetycznego, przy zatozeniu, ze czynniki
letalne majg duzg czestotliwos¢ wystepowania i sg rozprzestrzenione w calej popu-
lacji. Tak wiec ich homozygotyzacja nastepuje nawet przy kojarzeniu osobnikéw
niespokrewnionych. Pozostaje to w zgodzie z obserwowang matg zmiennoscig enzy-
matyczng modrzewia.

14. Zwiekszeniu produkcji petnych nasion sprzyja¢ bedzie zaktadanie plantaciji
w miejscach o korzystnych warunkach siedliskowych i atmosferycznych, stosowanie
zabiegéw zwigkszajgcych obfitos¢ zapylania, selekcja klondw o matym obcigzeniu
genetycznym oraz eliminacja samozapylania przez zaktadanie dwuklonowych plan-
tacji nasiennych lub maksymalne rozdzielanie szczepow jednego klonu na plantacjach
wieloklonowych.

Przekazano do druku w 1986 r.
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Causes of empty seedformation in European larch (Larix decidua Mill.)

Summary

In the reported studies, an attempt has been made to determine the proportions and causes of
empty seed production in European larch. All experiment were carried out on 25 clones growing
in the Kérnik seed orchard. Observations on pollination, megasporogenesis, fertilization and
embryo development have shown the amount of seed degeneration at different stages of de-
velopment. The aim of the controlled pollination experiments has been to discover the genetic
reasons of empty seed production.

Investigations of the enzymatic systems were an attempt to explain the genetic load in relation
to genetic polymorphism. It was established that:

1. Synchronization of pollen dispersal and female flowers receptivity was sufficient for adequate
pollination of female strobili on the observed clones.

2. The longer was the period of female flowers pollination, the greater was the full seed produc-
tion.

3. Efficiency of open pollination varied from 60% to 99%. Lack of pollination reduced the po-
tential number of filled seeds on average by 17%.

4. An increase in the number of pollen grains per ovule favourably influence full seed production
by reducing the negative effect of genetic load. However there was no significant correlation
between the amount of polyembryony and the proportion of filled seed.

5. Physiological disturbances in female gametophyte development increased empty production
by about 9%.

6. Pollen remaining in the micropylar canal and lack of pollen germination on the nucellus, due
mainly to inviability of pollen, increased the proportion of unsound seed on average by 17%.
7. After open pollination, embryos degenerated in 47 - 75% of fertilized ovules, which increased
the amount of empty seed on average by 30 %. Embryo degeneration has mainly genetic reasons.
8. In general, the average yield of full seed after open pollination becomes about 27%.

9. The negative effect of self-pollination on filled seed yield have been found to operate after
fertilization, during the early stages of embryo development. After controlled self-pollination
embryo degeneration took place in 85 - 100% of the pollinated ovules.

10. Out of 29 observed clones, on 2 only the pollen dispersal has been finished before the onset
of female strobili receptivity, thus limiting the possibility of self-pollination to a minimum.

11. In spite of the great amount of embryo degeneration, the estimated relative self-fertility in-
dicates, that in relation to other conifer species larch has a proportionaly high possibility' of full
seed production after self-pollination.

12. Negative genetic load estimated as the number of embryonic lethals is rather low.



181

13. The great number of unsound seed coupled with the low number of embryonic lethals may be
caused by the negative genetic load, only if one assumes that the few embryonic lethals exist
throughout the population with a high frequency. In such a case their homozygotization can
take place even after mating of unrelated individuals. This is in good agreement with the observed
low genetic polymorphism in the studied enzyme systems.

14. Increase in full seed yield may be promoted by establishing seed orchards on good site con-
ditions favouring aboundance of pollination, by selection of clones with a small genetic load and
by elimination of self-pollination through the establishment of two clonal seed orchard or by
maximal separation of the grafts of one clone in multiclonal seed orchard.

MKEMOXX KOCUHBLCKMU

MpUYMHbI BO3HUKHOBEHUS MYCTbIX CEMSH Y NMCTBEHHWLbI €BPONENCKoii
(Larix decidua Mill.)

Pestome

Llenbto npefcTaBneHHbIX OMbITOB ABMAMOCH UCCNEL0BaHWE PA3MepOB M NPUYMH BO3HUKHO-
BEHWS NYCTbIX CEMAH Y JIMCTBEHHULbI €BPOMENCKOA. Bce OMbITbl MPOBOAUAN HA OTOBPaHHbLIX KO-
Hax 3TOro BMfa, PacTyLyX Ha /eCOCEMEHHON MnaHTauum B KypHuke.

HabntogeHns 3a NpoLeccoM OMblfeHUs, MakpoCroporeHesa, OMIOLOTBOPEHUS W PasBUTWA
3apofplLia Mo3BOMMAN YCTaHOBUTL pPa3Mepbl fiereHepauuy CeMAH Ha pasfMyHbIX 3Tanax Ux pas-
BUTWA. VIccnefioBaHMA C KOHTPOMMPYEMBIM OTbINIEHNEM NPEANPUHANW 419 OMpefeneHns reHeTuyec-
KMX NPUYNH BO3HWKHOBEHWS MYCTbIX CEMSH, & LeNb0 3H3MMATUYeCKUX UCCMefoBaHuin Gbina no-
MbITKAa BbIACHEHWA 3TOTO AB/IEHWA B CBA3W C pa3Mepamyl FeHETUYeCKoro nosMMop@u3ma y aToro
BUA.

Ha ocHOoBaHWM NpoBefieHHbIX aHaIM30B MOXHO CAenaTb CrefytoLme 3aKIroyeHus:

1. CVHXpOHM3aUWA NbINEHWA U CMOCOBHOCTW K OMIOLOTBOPEHMIO Y XKEHCKWUX LiBETKOB CrO-
CO6CTBYET YCMELIHOMY OMbIJIEHWIO Ha /1ECOCEMEHHON MaaHTaLum.

2. YeM AnvHHee Nepuog OMbINEHNS XEHCKMX LBETKOB, TeM 60/bLUMM ABNSETCA NPOLEHT Non-
HbIX CeMSAH.

3. B ycnoBusax cBo60LHOr0 OnblieHUs ero apdeKTUBHOCTL Konebnetcs ot 60 o 99%. B cpes-
HeM OTCYTCTBME OMblIeHWS pefyLuupoBano MoTeHLWabHOE YMCNO MOMHBLIX CEMAH Ha Npu6Nn3m-
TeNbHO 17%.

4, Ha npofyKumio MOMHbIX CEMAH MOMOXMUTENBHOE BAMAHWE OKa3blBAeT TakKe YBennyeHue
uncna Nblblbl B 3apOAbllle, peayLmpys OTpuuaTe/bHbIA 3(MheKT HeXM3HECNOCOOHOM MblbLibl,
a TaKke 6narofaps nonvMamMbpuoreHesy, HelTpanu3ys HeraTMBHbIA 3((eKT reHeTUYecKon Har-
py3ku. He HaliileHO OAHaKoO, CYLLECTBEHHOW KOppenauumu Mexgy pasmepamu nonmsmopuoreHesa
1 MPOJYKLMEeA MOMHbIX CEMSH.

5. HapylueHus B pa3sBUTUM XKEHCKOTO rametouTa Bbl3BaHHbIE (DV3MOMOrMHECKUMU NPUYK-
Hamu, YBeNMUMBa/N B CpefiHeM Ha 9% KONWYeCTBO MYCTbIX CEMSAH.

6. Bbl3BaHHOE 3TUMU >Xe MPUYMHAMU HapyLUeHWe MepemeLLeHns Mbliblibl C MUKPOMbINe Ha
BEPLUMHY HyLennyca, a Takke OTCYTCTBME MPOPACcTaHWUs Mblblibl B HYLENyce, YBENMUYUIO YACNO
NyCTbIX CEMAH B CpeAHeM Ha okono 17%.

7. B ycnoBusx cBo60AHOr0 onbineHus y 47 - 75% 3aBsi3eil 3apogbllun [EreHepupytoT yBenu-
umMBas B CPefHEM 4YMCO MyCTbiX ceMsH Ha 30%. [JereHepauus 3apOAbiLLeil Bbi3BaHa MPeXx/e BCero
reHETUYECKUMM NPUYUHAMY.

8. B 00LLei CNOXHOCTW nocne cBOGOAHOrO OMbINEHWS MOJHbIX ABASETCA MU 27% CEMSH.

9. OTpuuaTenbHOe BAMAHWE CaMOONMbINEHWS Ha BbIXOA MOMHbLIX CEMAH MPOSBUIOCL MWLLb
rnoc/ie Ono0J0TBOPEHMSA, Ha PaHHUX CTaAuAX Pa3BUTUA 3apOoAbllla. B yCroBMAX KOHTPOMPYEMOro
CaMOOMbINEHNSA 3apofbllln aereHepupoBaim B 85-100% 3aBsi3eil.
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10. Cpeamn 29 ocobeld, 32 KOTOPbIMW BeNOCb HabNOAeHWE, NWLWb Y 2 MblIeHWe KOHYanoch
nepeg, Ha4yanoM CrMocOBHOCTW K OMIOLOTBOPEHMIO Y XEHCKMX LiBETKOB, YTO OrpaHWunBaeT A0 Mu-
HVMMYMa, BO3MOXHOCTb CamOOrbINEHUS.

M. HecmoTpsa Ha 60nbLuyto rnMbenb 3apoAbllleid, BeMUYMHbI OTHOCUTENbHOWM aBTorammm yka-
3bIBAOT Ha TO, YTO IMCTBEHHWLIA ABMSETCS BUAOM C OTHOCUTENLHO 6O/LLLIOI CMOCOBHOCTLIO K 06-
pasoBaHMIO MOJHbIX CEMSAH MOC/ie CaMOOMbLIEHUs MO CPaBHEHWIO C APYTUMW BUAAMU XBOMHbIX.

12. OTpuuatenbHble TeHETUYECKME Harpy3Ku, U3MepseMble YMC/IOM NETaNbHbIX (PAaKTOPOB Ha
CTafyu 3apofbllla ABNAKTCA OTHOCWUTENIHO HeGOMbLUMMM.

13. BOMbLLOE YWC/O MYCTbIX CEMSAH, MPU MasloM KOMMYECTBE JieTaNbHbIX ()aKTOPOB MOXET
ABNATLCA, OAHAKO, 3PEKTOM HEraTMBHON reHETUHECKON Harpy3ku, Npu yCnoBum, YTO NeTaslbHble
(hakTOpbl XapaKTepu3yrTCcs 60/bLIOIN YACTOTON BCTPEYAEMOCTH M ABAAKOTCA PAaCcNpPOCTPaHEHHbLIMU
BO BCeli nonynauuu. TakuMm 06pasoM UX FrOMO3MIOTHOCTb MMeeT MEeCTO faxe NpW CKPeLiMBaHWu
HEPOACTBEHHbIX 0C06eil. ITO cornacyeTcd € HabnlofaemMol He3HauUTeNbHON 3H3MMATUYECKON
N3MEHYMBOCTLIO JIMCTBEHHULbI.

14. YBeNMYeHnto uncna nosHbIX cemaH 6yaeT cnocobCTBOBaTL 3aK/afblBaHne CEMEHHbIX NJlaH-
Taumii B MecTax ¢ 671aronpuATHbIMA YCOBMAMM MECTOMPOM3PacTaHns U KNMMaTUYeCKUMK YCro-
BMAMW, NMPUMEHEHVE MEPOMPUATUIA HampaBfieHHbIX Ha yBenn4yeHne 0B6WIbHOCTW MblNeHUs, Cenek-
LA K/IOHOB C Masioil FeHeTMYECKO Harpy3Koi, a Takke BbIK/OUeHMe CamMOOMblIeHNs NyTem 3a-
KNaAKN CEMEHHbIX MIAHTaLUMI COCTOALLMX U3 2 KNOHOB WM NPU MaKCUMa/IbHOM pasfe/ieHnn 0co-
6eii C OfHOro KNOHa Ha MOSMK/IOHOBbIX MAaHTaLMUsX.



