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Abstract. The objective of this research project were the investigations of apomixis in choosen
cultivars and strains of Poa pratensis. The following three Polish cultivars: Alicja, Ani, Nandu as
well as three breeding strains: PN/15/R, PN/60/R and PN/162/R were investigated by
embryological methods to reveal the reproduction pathway in glasshouse and field conditions.
Especially, macrosporogenesis, embryo development and seed formation were analysed. Under
over mentioned conditions, also the seeds set after self – and open pollination as well as pollen
grain viability were investigated. The obtained data showed that four genotypes i.e. Alicja, Ani,
Nandu and PN/60/R seems to be facultative apomicts and two strains (PN/15/R and PN/162/R)
have formed seeds only on the apomictic way.
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1. Wstêp

U roœlin okrytozal¹¿kowych formowanie zygoty i dalej zarodka, a w koñcowym eta-
pie nasiona, odbywa siê w wyniku procesu podwójnego zap³odnienia. Istniej¹ jednak
gatunki, u których nasiona nie powstaj¹ w efekcie zap³odnienia (agamospermia – apo-
miksja). Szczegó³owe dane odnoœnie apomiksji u okrytozal¹¿kowych przedstawiaj¹ m.
in. ASKER i JERLING (1992). Wed³ug tych autorów apomiksja wystêpuje u 15% rodzin
w obrêbie roœlin okrytozal¹¿kowych. Przy czym, najpowszechniej wystêpuje w rodzi-
nach Poaceae, Asteraceae i Rosaceae. Formowanie nasion bez zap³odnienia okreœlane
jest jako apomiktyczny sposób rozmna¿ania siê roœlin. W ca³ym procesie formowania
nasion zjawisko apomiksji mo¿e wyst¹piæ na etapie formowania gametofitu ¿eñskiego
(aposporia, diplosporia) jak i na etapie formowania zarodka (pseudogamia, partenoge-
neza di- i haploidalna). Pomimo wielu zalet apomiktycznego sposobu rozmna¿ania
roœlin, to jednak w dalszym ci¹gu bardzo ma³o wiemy o genetycznej kontroli tego zjawi-
ska.

Wiechlina ³¹kowa (Poa pratensis L.), wartoœciowa, darniowa roœlina paszowa,
bêd¹ca równie¿ istotnym sk³adnikiem mieszanek trawnikowych rozmna¿a siê g³ównie
na drodze apomiktycznej (MÜNTZING, 1933). U tego gatunku apomiktyczny sposób roz-
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mna¿ania obejmuje dwa procesy: (1) formowanie gametofitu ¿eñskiego (woreczek
zal¹¿kowy) z wyodrêbnionej komórki oœrodka zal¹¿ka, (2) formowanie w tak pow-
sta³ym woreczku zal¹¿kowym apomiktycznych nasion na drodze partenogenezy.
U wiechliny ³¹kowej woreczek zal¹¿kowy formowany jest na drodze aposporii tzn., ¿e
jego powstawanie nie jest poprzedzane procesem mejozy i w konsekwencji w dojrza³ym
woreczku zal¹¿kowym wszystkie komórki posiadaj¹, podobnie jak organizm macierzy-
sty, diploidalny zestaw chromosomów. Tak powsta³e diploidalne woreczki zal¹¿kowe
rozwijaj¹ siê ostatecznie w ¿ywotne nasiona tylko wtedy, gdy wczeœniej nast¹pi
zap³odnienie niezredukowanych j¹der biegunowych przez komórkê plemnikow¹. Za-
rodki znajduj¹ce siê w tych nasionach formuj¹ siê w wyniku diploidalnej partenogenezy.
Ten sposób reprodukcji jest czêsto wykorzystywany przez hodowców, gdy¿ propaguje
rozwój genotypu matecznego pozwalaj¹cego utrzymywaæ linie czyste, pomimo hetero-
zygotycznoœci (HANNA i BASHAW 1987).

W³aœciwe wykorzystanie apomiksji w hodowli wymaga poznania co najmniej trzech
zagadnieñ zwi¹zanych z apomiktycznym sposobem formowania nasion: (a) rozwoju
niezredukowanego woreczka zal¹¿kowego, (b) rozwoju zarodka w wyniku partenoge-
nezy, (c) rozwoju bielma. Z dostêpnych w tym wzglêdzie danych literaturowych wynika,
¿e u wiechliny ³¹kowej apomiksja jest kontrolowana przez pojedynczy gen, którego
struktura i liczba alleli nie zosta³y dotychczas ustalone (MATZK, 1991; BARCACCIA

i wsp., 1997; 1998; MATZK i wsp., 1997). Sugeruje siê równie¿, ¿e zarodek formuje siê
z niezredukowanej komórki jajowej na drodze autonomicznej partenogenezy oraz, ¿e
partenogeneza i aposposporowy sposób formowania woreczka zal¹¿kowego wykazuj¹
plejotropiê (MAZZUCATO i wsp., 1996; MATZK i wsp., 1997).

Z danych literaturowych wynika, ¿e u Poa pratensis zdolnoœæ formowania nasion
zawieraj¹cych zarodki powsta³e z niezap³odnionej, diploidalnej komórki jajowej mo¿e
byæ ró¿na w zale¿noœci od genotypu i jest cech¹ w wysokim stopniu odziedziczaln¹
(BARCACCIA i wsp. 1997). Nale¿y przy tym dodaæ, ¿e u wiechliny ³¹kowej obserwuje siê
fakultatywnoœæ w sposobie formowania nasion i co siê z tym wi¹¿e procent nasion for-
mowanych na drodze aseksualnej u poszczególnych genotypów mo¿e osi¹gaæ wartoœæ
od 69% do 100% (MAZZUCATO i wsp., 1996).

Jak dotychczas, sposób formowania nasion w polskich odmianach i rodach hodowla-
nych wiechliny ³¹kowej jest bardzo s³abo poznany. St¹d te¿ celem badañ przedstawia-
nych w niniejszej pracy by³o okreœlenie sposobu formowania nasion u wybranych
odmian i rodów wiechliny ³¹kowej (Poa pratensis L.).

2. Materia³ i metody

Materia³ badawczy stanowi³y 3 polskie odmiany: Alicja, Ani i Nandu oraz 3 rody
hodowlane: PN/15/R, PN/60/R, PN/162/R wiechliny ³¹kowej. Doœwiadczenie za³o¿ono
na poletkach doœwiadczalnych oraz w szklarni Katedry Genetyki i Hodowli Roœlin UP
w Poznaniu w 2006 roku. Na materiale tym wykonano obserwacje biometryczne i ana-
lizy embriologiczne. Obserwacje biometryczne obejmowa³y okreœlenie liczby k³osków
w kwiatostanie i liczby ziarniaków z kwiatostanu przy samo- i obco- zapyleniu u 20
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roœlin w ka¿dej analizowanej kombinacji. Ponadto, w okresie wegetacji okreœlono ter-
min pocz¹tku k³oszenia i pylenia roœlin oraz ¿ywotnoœæ ziaren py³ku. ¯ywotnoœæ i wiel-
koœæ ziaren py³ku oceniono w 5 preparatach dla ka¿dego z 6 obiektów u¿ytych
w doœwiadczeniu. Za ¿ywotne przyjmowano ziarna py³ku dobrze barwi¹ce siê w p³ynie
Bellinga. Wielkoœæ ziaren py³ku okreœlono przy u¿yciu mikrometru okularowego,
mierz¹c po 10 ziaren py³ku z preparatu. Wyniki z powy¿szych obserwacji biometrycz-
nych oszacowano statystycznie przy zastosowaniu wielokrotnego testu Duncana.
Makrosporogenezê, formowanie woreczka zal¹¿kowego oraz rozwój zarodka i bielma
analizowano w preparatach trwa³ych wykonanych metod¹ parafinow¹ wed³ug FILUTO-

WICZA i KU¯DOWICZA (1951). W tym celu utrwalano po 3 wiechy z 5 losowo wybranych
roœlin z ka¿dego z 6 badanych obiektów w terminach 10, 20 i 30 dni od wyk³oszenia.
Wiechy utrwalano w zmodyfikowanym utrwalaczu Carnoya (6:3:1 – alkohol etylowy
95%: chloroform: kwas octowy). Barwienie preparatów parafinowych wykonano przy
u¿yciu hematoksyliny ¿elazistej. Podczas analizy preparatów zwracano szczególn¹
uwagê na przebieg makrosporogenezy, wyodrêbniania siê komórki somatycznej dla for-
mowania woreczka zal¹¿kowego oraz wyst¹pienia lub braku zap³odnienia komórki jajo-
wej i komórki centralnej (j¹der biegunowych).

3. Wyniki i dyskusja

Przeprowadzone obserwacje odnoœnie terminu pocz¹tku k³oszenia i pylenia roœlin
wykaza³y, ¿e dwie odmiany tj. Alicja i Ani tak w warunkach szklarniowych, jak i polo-
wych wchodzi³y w fazê kwitnienia i rozpoczyna³y pylenie 5 dni póŸniej, w porównaniu
do pozosta³ych badanych odmian i rodów. Dane odnoœnie obserwacji biometrycznych
zestawiono w tabelach 1–2. Wynika z nich, ¿e zarówno genotyp jak i warunki œrodowi-
skowe modyfikowa³y liczbê k³osków w kwiatostanie oraz liczbê zawi¹zanych ziarnia-
ków. W warunkach szklarniowych liczba zawi¹zanych ziarniaków wyra¿ona procento-
wym stosunkiem liczby ziarniaków z kwiatostanu do liczby k³osków w kwiatostanie
zawar³a siê w zakresie od 64,6% (Alicja) do 83,7% (PN/60/R) przy samozapylaniu i od
67,8% (PN/162/R) do 77,7% (PN/60/R) przy swobodnym zapyleniu (tab. 1). W warun-
kach polowych wartoœci te waha³y siê od 62,0% (PN/162/R) do 80,7% (PN/60/R) przy
samozapyleniu i od 67,7% (PN/15/R) do 81,4% (Ani) przy swobodnym zapyleniu
(tab. 2). Jednak¿e, wykonana analiza wariancji przy zastosowaniu wielokrotnego testu
Duncana wykaza³a w wiêkszoœci przypadków nieistotnoœæ ró¿nic w wartoœci obserwo-
wanych cech.

¯ywotnoœæ ziaren py³ku by³a u wszystkich badanych genotypów stosunkowo
wysoka, przy czym najwy¿sz¹ zaobserwowano u rodu PN/15/R w warunkach szklarnio-
wych (96,0%), a najni¿sz¹ (82,1%) u rodu PN/60/R w warunkach polowych (tab. 3).
Œrednica ziaren py³ku waha³a siê od 29,0 ìm (ród PN/15/R w polu) do 34,0 ìm (odmiana
Ani w warunkach polowych i szklarniowych). Mimo obserwowanych ró¿nic tak w wiel-
koœci, jak i w ¿ywotnoœci ziaren py³ku, to jednak wykonane analizy statystyczne nie
potwierdzi³y w wiêkszoœci przypadków ich istotnoœci pomiêdzy badanymi rodami
i odmianami wiechliny.
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Na podstawie wykonanych analiz procesu makrosporogenezy, formowania
woreczka zal¹¿kowego oraz zap³odnienia stwierdzono, ¿e wszystkie analizowane
obiekty formuj¹ nasiona na drodze apomiktycznej. U wszystkich obiektów obserwo-
wano zak³adanie siê komórki archesporialnej, która wchodzi³a w podzia³y mejotyczne.
Podzia³y te koñczy³y siê formowaniem tetrady (fot. 1–2). U czterech badanych obiektów
tj.: Alicja, Ani, Nandu i PN/60/R obserwowano dwojaki sposób formowania woreczków
zal¹¿kowych. W pierwszym przypadku jedna z czterech makrospor powsta³ych po roz-
padzie tetrady przekszta³ca³a siê w haploidalny 8-j¹drowy woreczek zal¹¿kowy. W tak
powsta³ych woreczkach obserwowano proces podwójnego zap³odnienia, który ostatecz-
nie prowadzi³ do uformowania ziarniaków na drodze seksualnej. W drugim przypadku
obserwowano degeneracjê makrospor i wyodrêbnianie siê komórki somatycznej (fot.
3–4), z której po podzia³ach mitotycznych formowa³ siê diploidalny, aposporowy wore-
czek zal¹¿kowy (fot. 5–6). W aposporowych woreczkach zal¹¿kowych obserwowano
jedynie zap³odnienie j¹der biegunowych na drodze „triplefusion”, tzn. j¹dra biegunowe
nie zlewa³y siê w j¹dro wtórne, ale jako oddzielne czeka³y na plemnik i nastêpowa³o jed-
noczesne zlewanie siê najprawdopodobniej dwóch j¹der biegunowych z j¹drem plemni-
kowym (fot. 7). Natomiast niezap³odniona komórka jajowa rozwija³a siê w diploidalny
zarodek (fot. 8). Pozosta³e dwa rody tj. PN/15/R i PN/162/R s¹ w bardzo wysokim stop-
niu apomiktyczne. Bowiem w zal¹¿kach u roœlin tych rodów obserwowano wy³¹cznie
komórki somatyczne, z których formowa³y siê diploidalne aposporowe woreczki
zal¹¿kowe. W woreczkach tych bardzo czêsto obserwowano zap³odnienie j¹der biegu-
nowych oraz brak zap³odnienia komórki jajowej. Te dwa wymienione powy¿ej fakty, tj.
formowanie woreczka zal¹¿kowego z komórki somatycznej oraz brak zap³odnienia
komórki jajowej dowodz¹ apomiktycznego sposobu powstania nasion. Przeprowadzone
obserwacje sposobu powstawania zarodka i bielma u wiechliny ³¹kowej wskazuj¹ na
wystêpowanie fakultatywnoœci odnoœnie sposobu formowania nasion. Przy czym, zdol-
noœæ do formowania nasion na drodze apomiktycznej wykazuje zró¿nicowanie w zale-
¿noœci od genotypu. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy s¹ zgodne z wynikami otrzy-
manymi przez MAZZUCATO i wsp. (1996) i BARCACCIA i wsp. (1998). Wed³ug CARNERIO

i wsp. (2006) u wiechliny ³¹kowej wystêpuje obok seksualnego sposobu formowania
nasion równie¿ apomiktyczny, w którym aposporia odgrywa kluczow¹ rolê. MATZK

i wsp. (2005), na podstawie analizy segreguj¹cych populacji Poa pratensis z krzy¿owa-
nia i samozapylenia obligatoryjnych seksualnych i apomiktycznych roœlin sugeruj¹, ¿e
piêæ g³ównych genów kontroluje apomiksjê u tego gatunku. Ró¿nice w ekspresji tych
genów oraz w interakcji pomiêdzy nimi decyduj¹ o dziedziczeniu i szerokiej zmiennoœci
sposobu reprodukcji nasion. Metody wykrywania apomiksji oraz szacowania jej
poziomu s¹ ró¿ne i zdaniem CZAPIKA (1994) oparte s¹ one tak na analizie cech morfolo-
gicznych w polu, jak i obserwacjach cytologiczno-embriologicznych. Ze wzglêdu na to,
¿e analizy embriologiczne, które zastosowano w niniejszej pracy dla identyfikacji apo-
miksji s¹ bardzo czaso- i kosztoch³onne, w przysz³oœci dla oceny tego zjawiska zamierza
siê adaptowaæ metodê przeœwietlania zal¹¿ków opracowan¹ przez HERR (1971) oraz
tzw. test auksynowy (MAZZUCATO i wsp., 1996), który pozwoli oceniæ poziom apomiksji
w przypadku form fakultatywnych.
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Tabela 1. P³odnoœæ roœlin wybranych odmian i rodów wiechliny ³¹kowej przy samo- i obco- zapy-
leniu w warunkach szklarniowych

Table 1. Fertility of Kentucky bluegrass cultivars and strains at self- and open pollination under
glasshouse conditions

Odmiany,
rody

Cultivars,
strains

Samozapylenie
Self pollination

Swobodne zapylenie
Open pollination

Œrednia liczba
k³osków/kwia-

tostan
Mean numer

of florets
/inflorescence

Œrednia liczba
ziarnia-

ków/kwiatostan
Mean number
of grains/inflo-

rescence

K³oski
z ziarnia-

kami
Florets

with grains
(%)

Œrednia liczba
k³osków/kwia

tostan
Mean numer

of florets
/inflorescence

Œrednia liczba
ziarnia-

ków/kwiato-
stan

Mean number
of grains/inflo-

rescence

K³oski
z ziarnia-

kami
Florets

with grains
(%)

Alicja
Ani
Nandu
PN/15/R
PN/60/R
PN/162/R

65a*

70a

95b

110b

80a

128

42a

49a

67b

79b

67b

98

64,6a

70,0ab

70,5b

71,8b

83,7c

79,0c

65a

76ab

91bc

121cde

112d

140e

48a

58ab

64b

89c

87c

95c

73,8a

76,3b

70,3c

73,5b

77,7
67,8c

Analizê wariancji wykonano oddzielnie dla ka¿dego sposobu zapylenia przy zastosowaniu wielo-
krotnego testu Duncana. Dane oznaczone t¹ sam¹ liter¹ nie ró¿ni¹ siê istotnie przy α = 0,05. Ana-
lysis of variance was made separately for each way of pollination with Duncan’s multiple range
test. Date followed by the same letter do not differ significantly at α = 0.05.

Tabela 2. P³odnoœæ roœlin wybranych odmian i rodów wiechliny ³¹kowej przy samo- i obco- zapy-
leniu w warunkach polowych

Table 2. Fertility of Kentucky bluegrass cultivars and strains at self- and open pollination under
field conditions

Odmiany,
rody

Cultivars,
strains

Samozapylenie
Self pollination

Swobodne zapylenie
Open pollination

Œrednia liczba
k³osków/kwia-

tostan
Mean numer

of florets
/inflorescence

Œrednia liczba
ziarnia-

ków/kwiatostan
Mean number
of grains/inflo-

rescence

K³oski
z ziarnia-

kami
Florets

with grains
(%)

Œrednia liczba
k³osków/kwia

tostan
Mean numer

of florets
/inflorescence

Œrednia liczba
ziarnia-

ków/kwiato-
stan

Mean number
of grains/inflo-

rescence

K³oski
z ziarnia-

kami
Florets

with gra-
ins
(%)

Alicja
Ani
Nandu
PN/15/R
PN/60/R
PN/162/R

98a*

113a

99a

149b

150b

158b

68a

87b

67a

101c

121
98bc

69,3a

76,9b

67,7a

67,7a

80,7b

62,0

89a

70a

106b

96b

133c

128c

65ab

57a

73b

65ab

97c

95c

73,0ac

81,4
68,9b

67,7b

72,9c

74,2c

Analizê wariancji wykonano oddzielnie dla ka¿dego sposobu zapylenia przy zastosowaniu wielo-
krotnego testu Duncana. Dane oznaczone t¹ sam¹ liter¹ nie ró¿ni¹ siê istotnie przy α = 0,05. Ana-
lysis of variance was made separately for each way of pollination with Duncan’s multiple range
test. Date followed by the same letter do not differ significantly at α = 0.05.
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Tabela 3. Œrednica i ¿ywotnoœæ ziaren py³ku u odmian i rodów wiechliny ³¹kowej w warunkach
szklarniowych i polowych

Table 3. Diameter and pollen grains viability in cultivars and strains of Kentucky bluegrass under
glasshouse and field conditions

Odmiany – rody
Cultivars strains

Œrednica ziaren py³ku
Diameter of pollen grains (μm)

¯ywotnoœæ ziaren py³ku
Viability of pollen grains (%)

szklarnia
glasshouse

pole
field

szklarnia
glasshouse

pole
field

Alicja
Ani
Nandu
PN/15/R
PN/60/R
PN/162/R

31,2a

34,0b

29,3c

29,2c

31,2a

32,3a

30,7a

34,0b

29,1c

29,0c

30,1a

31,3a

89,0a

94,2b

88,6a

96,0b

89,8a

82,3c

89,8a

90,3a

92,1b

86,1d

82,1c

84,2cd

Analizê wariancji wykonano oddzielnie dla ka¿dej cechy w dwóch œrodowiskach przy zastosowa-
niu wielokrotnego testu Duncana. Dane oznaczone t¹ sam¹ liter¹ nie ró¿ni¹ siê istotnie przy α =
0,05. – Analysis of variance was made separately for each trait in two environments with Dunca-
n’s multiple range test. Date followed by the same letter do not differ significantly at α = 0.05.
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Fot. 1–2. Przekrój pod³u¿ny przez kwiat wiechliny ³¹kowej; 1 – w oœrodku zal¹¿ka widoczna
komórka archesporialna, 2 – tetrada makrospor.

Phot. 1–2. Longitidiunal section Kentucky blue-grass flower; 1 – archespore cell in the ovule, 2 –
tetrad of microspores.

3 4

Fot. 3–4. Zal¹¿ki z wyró¿nicowan¹ komórk¹ somatyczn¹; 3 – interfaza, 4 – metafaza.
Phot. 3–4. Ovules with visible somatic cell; 3 – interphase, 4 – metaphase.



4. Wnioski

• Cztery analizowane genotypy wiechliny ³¹kowej tj: Alicja, Ani, Nandu i ród
PN/60/R wykazywa³y fakultatywnoœæ w sposobie formowania ziarniaków.
Pomimo, ¿e w wielu przypadkach obserwowano formowanie archesporu
w oœrodku zal¹¿ka, który ulega³ podzia³om mejotycznym, to jednak u wiêkszoœci
badanych genotypów to nie z makrospor, a z komórek somatycznych powstawa³
diploidalny woreczek zal¹¿kowy (aposporowy).

• Dwa badane rody hodowlane tj. PN/15/R oraz PN/162/R wytwarza³y nasiona
wy³¹cznie na drodze apomiktycznej.
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Fot. 5–6. Woreczki zal¹¿kowe powsta³e z komórki somatycznej; 5 – woreczek 2-j¹drowy, 6 – apa-
rat jajowy w 8-j¹drowym woreczku zal¹¿kowym.

Phot. 5–6. Embryo sacks developed from somatic cells; 5–2-nuclei embryo sack, 6 – egg aparatus
in 8-nuclei embryo sack.

7 8

Fot. 7. Zap³odnienie j¹der biegunowych
Phot. 7. Fertilization of polar nuclei

Fot. 8. Wielokomórkowy zarodek i bielmo w aposporowym woreczku zal¹¿kowym.
Phot. 8. Multi cell embryo and endosperm in aposporous embryo sack.

Fot. 1–8. Makrosporogeneza i apomiktyczny sposób formowania zarodka u P. pratensis.
Phot. 1–8. Macrosporogenesis and apomictic way of embryo formation in P. pratensis.
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Studies on apomixis in choosen cultivars and breeding strains of Poa pratensis.

J. NIEMANN, A. WOJCIECHOWSKI, C. ŒWITONIAK

Department of Genetics and Plant Breeding, Poznan University of Life Sciences

Summary

The objective of this research project were the investigations of apomixis in choosen cultivars
and strains of Poa pratensis. The following three Polish cultivars: Alicja, Ani, Nandu as well as
three breeding strains: PN/15/R, PN/60/R and PN/162/R were investigated by embryological met-
hods to reveal the reproduction pathway in glasshouse and field conditions. Especially, macrospo-
rogenesis, embryo development and seed formation were analysed. Under over mentioned condi-
tions, also the seeds set after self- and open pollination as well as pollen grain viability were
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investigated. The obtained data showed that four genotypes i.e. Alicja, Ani, Nandu and PN/60/R
seems to be facultative apomicts and two strains (PN/15/R and PN/162/R) have formed seeds only
on the apomictic way. In facultative apomicts it was found that in many cases both archespores
and the somatic cells were formed in the ovules, but embryo sacks developed mostly from the
somatic cells. In such embryo sacs only fertilization of the polar nuclei was observed, while the
unfertilised egg cell was developed into the diploid embryo. In PN/15/R and PN/162/R strains
only aposporous embryo sacks were formed from somatic cells.
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