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Uméla indukce polyploidie u topoli

Uvod

Podnétem k experimentalnimu ziskani triploidni osiky byly objevy klont
trip]oidni osiky (3x == 57) v piirodé svédskymi genetiky (NiLsson-IoHLE

1935-— 36, MuNTzZING 1935—36, Tomurore 1937, MeLaNDER 1938). Triploidni
osll\y m(\lv znaky gigantismu, osika objevena Nirsson-Enrey méla o 36 e
vice hmoty ne# okolni dlplmdm

Vlastni prace byla zaméfena dvéma sméry: 1. ziskani neredukovaného

gamétu (diploidniho) a po oplozeni vznik triploidni zygoty, 2. ziskani auto-

tetlaplmdm rostliny zdvojenim somatickych chromosomii. V prvém piipade
je nutno, aby kolchicin zasahl bud sporogenni pletivo nebo meiotické déleni.
Pii zasazeni PMC v meiosi nenastane typicka redukce a noplobchne homeo-
typické déleni. Pri tom mohou vznikat haploidni, diploidni az tetraploidni
mikrospory (DERMEN 193%)

Experimentalné snazsi je ziskani polvp]mdmch bunék somatickych (DEr-~
MEN 1940, Fiasti 1957). Pro aplikaci kolchicinu je nejv hodnqﬂ bud meristém
vegetacniho vreholu nebo celd semena. Metodiky aplikace jsou vyé erpa ajicim
/pubobun popsany DrrmrNEM 1940 a Eiestiv 1957. Doba madeni je dana
jednak difuzi kolchicinu do pletiva, jednak mitotickym cyklem meristému.
Zypravidla se jedna o dobu 24 i vice hodin. Kratsi doby a efektivnéjiich vy-
sledktt lze dosahnout pouzitim vakua (OLpix 1954, Iorims 1956, BRAAK

a ZEITINGA 1957).

Ziskat uplné¢ tetraploidni pletivo je obtizné. Kontinuitu primarnich histo-
genetickych vrstev vegetadniho vreholu udrzuji 1—3 buinky. Kazdd histo-

genetickd vrstva se déli nezavisle na ostatnich a krom& toho inicialy primar-
nich hlstogonehokyoh vrstev mohou byt béhem ristu posunuty a jejich misto
zaujmou jiné bunky (SATINA a spol. 1940, DERMEN 1945). Vysledkem puso-
beni kolchicinu na vegetacni vrehol jsou p.xk sektorialni, axialni a periklinalni
chiméry (BLAKESLEE a spol. 1939, SATiNa a spo] 1940, DErRMEN 1947, 1951,
1952, 1953, DerMEN a BAIN 1944). Ty se pak projevuji riznym mor folocfl(,kvm
tvarem list, tloustkou jednotlivy ch organti a anatomickou stavhou, 7 hle-
diska selekéniho jsou cenné ty typy chimér, ve kterych je polyploidni druhd
histogenetickd vrstva, ze které vzniké pletivo kortikalni (vnitini). Z toho
totiz vznika pletivo sporogenni a z n¢ho pohlavni bunky.

Material a metodika

K indukei polyploidie slouzil material dvojiho druhu:

1. Kvétonosné vétve z vybérovych stromu (Populus alba L., P. tremula L., P. canescens Sm.
a I, nigra 1..), ptipadné kvétnf rostliny v kvétindcich (na semendcky osiky naroubované plodné
vétvicky z vybérovych stromi).
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2. Semena sebrang z vyboérovych stroma (P. tremula L., P. alba L., a P. nigra L.).

Kvdtonosné vétve (kvdtni rostliny) byly jednak rtiznym zplisobem ofetfovany kolchicinem,
jednak slouzily jako otec nebo matka pro kiiZeni s kolchicinovanymi partnery. Po sebréni byly
kvétonosné vétve ulozeny v chladném sklepd (nejdéle 7—10 dni). Pred zapoc¢etim pokusu byla
délana eytologickd kontrola vyvoje pylovyeh mateiskych buncék (PMC) pripadné semeniki.
Poté byla baze vétve znovu sefiznuta, redukovédn pocet kvétenstvi, zvlasté na samicich exempla-
tich. Veétve pak byly déany do lahvi s vodou do teplého skleniku. Voda v lahvich byla vymétio-
véna, presto se nepodafilo zabranit rastu ras a bakterii. V téchto vodnich kulturach vétve kvetly
a dozrdvalo semeno. Kvétni vétve mély ztraty zptsobené padanim jehnéd. Lepsi prabcéh zrani
jehnéd byl u roubovanych kvétnich rostlin v kvétinacich.

Semena sebrand z vybérovych stromu byla béZnym zpiusobem vyludténa. Kli¢ivost semene
byla zpravidla vysokd.

Indukee polyploidie byla déldana na dvojim druhu délieich se bunck: na pylovych matetskych
bunkéach (PMC), ptipadné mateiskych bunikéach zdarodeéného vaku (EMC) a na meristému vege-
ta¢niho vreholu. Ten byl bud v klidu (semena) nebo na délicim se meristému (kliéni rostlinky).
V prvém ptipadsé byl vodni roztok kolchicinu aplikovan na jehnédy a to nékolikerym zptisobem:

1. Pod jehn&dou byl vymodelovan disk z plasteliny, do nsho byla zapichnuta Sirok4 sklenéné
trubicka a do ni byl nalit roztok kolchicinu. Jehnéda byla pfed tim zhavena Supin a chmy#i.
Pripadn$ byla jehnsda obalena vatou, na kterou byl kapén roztok kolchicinu. Doba plisobeni
24 aZ 48 hodin, koncentrace kolchicinu 0,2; 0,1 a 0,05 %,

2. Injekéni stiikackou byl roztok kolchicinu vpraven do dutiny osy kvétenstvi. Koncentrace
kolchicinu 0,5 a 0,1 %,.

3. Kratsi vétévky s jehnédami (zbavenymi 8upin a chmyi#) byly madeny v roztoku kolchicinu
ve vakuu (8 mm Hg po dobu 15, 30 a 40 minut, koncentrace 0,25 a 0,1 9,).

Rovnéz na vegetacni vrcholy byl kolehicin aplikovan nékolikerym zpasobem:

1. Semena botnala v roztoku kolchicinu ve vakuu 10, 20, 40 a 80 minut. Béhem 5—10 min.
bylo dosazeno vakua 2—10 mm Hg. Koncentrace kolchicinu 1; 0,1; 0,01 a 0,001 9.

2. Vegetacni vrcholy kliénich rostlin byly maceny v roztoku kolchicinu ve vakuu. Rostlinky

ataré 3 az 7 dni byly opatrné vyjmuty ze zemé, kofinky obaleny Zelatinou aby nevyschly, rost-
linky postaveny na rozeviené délohy do Petriho misky s filtra¢nim papirem a roztokem kolchi-
cinu (0,1 a 0,01 9%) po dobu 10 minut. Rostlinky pak byly opét zasazeny do zemé,

3. Kapani roztoku kolchicinu na vegetacni vrcholy kliénich rostlinek s piidinim Adhezinu
(0,1 %). Roztok byl kapan v uré¢itém stupni vyvoje, pomoci injekéni stiikadky, aby mohla byt
odméfena mald kapka (konc. kolchicinu 0,1 %).

4. Opakovana indukee na vegetaénich vrcholech. Bud kombinace zptsobu 1 a 3 (bez Adhe-
zinu), nebo kapan roztok kolchicinu 0,1 9/, se smacedlem Tween 80 (Tw) v koncentraci 0,029,
béhem uréité doby.

Pokusy s kolchicinovdnim kvétenstvi byly délany v tinoru a v bieznu v teplém skleniku.
V roce 1958 ve skleniku Brozkovy genetické zahrady GUUK v Praze, kde maxima teplot kolisala
od 15 do 30° C a minima od 5 do 13° C; v roce 1959 a 1960 vo skleniku VULHM ve Strnadech,
kde maxima teplot kolisala od 15 do 25° € a minima od 5 do 13° C. Pokusy se semeny a kli¢nimi
rostlinkami byly déliny rovnéz ve skleniku ve Strnadech, v ¢ervnu a cerveneci 1959 a 1960.
V této dobe maxima teplot ve skleniku vystupovala az na 33 ¢!, minima se pohybovala mezi
15—20° C. Semeno bylo vysévano do upravenych kli¢idel se sterilisovanou zemi a pied vysetim
mofeno oxychinoldtem maédnatym..

Ke kazdému pokusu ovlivnénému roztokem kolchicinu byly prislu$né kontroly kolchicinem
neosetiené. Tyto jsou v dalsim oznaceny jjako K. V pokusech bylo pouzito kolehicinu zn. Merck.
Pokusné rostliny byly veelku zdravé. Ve sterilisované zemi s 1 inofenych semen se padani seme-
nackn prakticky neprojevilo. Teprve pozdéji (zvIdsts v painiku) byly rostliny napadeny Fusicla-
diem. Byly proto stiikdny Bordeauxskou jichou. Piesto se ndakaza pienesla ¢dstednd i do skolky

Cytologicka kontrola (PMC, baze mladych listil) byla délana roztlakovymi preparaty, barveni
acetokarminem. Biometrické hodnoceni tykalo se pouze velikosti priaduchi. Listy byly odebi-
rany z rostlin jednak z dolni jednak z horni ¢4sti. Z dolni ¢asti bylo vynechdno nékolik (6 a2 8)
nejspodnéjgich malych listt, morfologicky odlisnych od listit norméalnich. Za prvni list byl po-
vaZovan prvni volky list a od ného pocitano smérem vzhiru, Od vreholu bylo poditéno od prvého
Uplné rozvitého tistu véetnd, smérem doli. Praduchy byly méfeny na epidermis zo spodu listii.
Epidermis byla odebrana na dvou mistech v dolni tfetiné list po obou strandch hlavniho Zebra.
Méreno bylo celkem 50 praducha z kazdého listu a to délka a sitka. Velikost praduchit byla vy-
jadrena jako plocha elipsy (I == m ab).
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Vysledky pokusu

1. Indukce polyploidie na pylovych matefskych buitkach a matefskych
buiitkdch zirodeéného vaku.

Pokusy s polyploidisaci PMC (EMC) byly délany v roce 1958, 1959 a 1960. Utinek kolchicinu
na pletiva jehndd byl ve vétsing piipadi patrny. Jehnédy zustaly zkrdcené a nékdy i spirdlovitéd
zkroucené. Zrani pragnik v takovychto jehnédéch bylo nepravidelné a v pokusech v roce 1960
velkd ¢4st prasnikii nedozrila a pyl v nich obsaZeny musel byt ziskan jejich rozdrcenim. Kolchi-
cinované prasniky mdly pylu podstatné ménd nez odpovidajici kontroly. Stav PMC pied zapo-
detim pokusit byl zjistén cytologicky. Vétsinou byly PMC v leptotenim stadiu. Po aplikaci kol-
chicinu nastalo zdrzenf meiose, ale nebylo mo#no spolehlivé konstatovat C-meiosi, nebo C-mitosu
v ostatnich somatickych pletivech. V nékterych pifpadech se sice objevily shluky (chomdacky)
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Obr. 1. — Variabilita velikosti pylovych zrn z kolchicinovanych kvétenstvi. P 102 104 = jed-
notlivé pokusy, K = kontrola, méeno vidy 300 pylovych zrn.

Kig. 1. — Variability of pollen grain size from the colchicined ﬂowf‘rs. P 102—104 = individual
trials, K = check, measured always 300 pollen grains.

chromosomu v profézi, co% by odpovidalo Dermenovu a Bainovu (1944) C-efektu, aviak takovito
profize byla nalezena i v kontrole i kdyz méné ¢asto. Ve vétsing bunék viak probihala I. i IT. ana-
faze. V. pokusu P 26 byly vedle tetrad zjistény také mondady, podobnd v P 68 byly monady
s exinou a jednim jadrem na periferii. V pokusech P 106 a P 107 byla jadra po ukonéeném homeo-
typickém déleni nestejné velikosti a nebyly vytvoreny prehradky. Ovsem spolehlivé zjistit
C-meiosi so nepodatilo, Variabilita velikosti pylu z kolchicinovanych kvétenstvi jo patrna
7 grafi ¢. 1 a 2. V pokusech P 102, P 103 a P 104 bylo pouzito materidlu (kvétnich vétvi) z vy-
bérového stromu osiky Ostrovacice 004, pusobeni kolchicinu ve vakuu. V pokusu P 105 to byly
kvétni rostliny v kvétinacich, roubovy material byl vzat ze stromu osiky Velky Domasov, kol-
chicin byl vpraven do dutiny kvétni stopky. Pouze pokus P 102 vykdzal vétsi variadéni §ifi, zatim
co ostatni byly vice méné shodné s kontrolou. Podobné nebylo mozno spolehlivé zjistit uc¢inek
kolchicinu na KMC.

Pyl i vajicka byla fertilni, nebot jimi bylo dosaZeno kontrolovaného opyleni. Ménd tspésné
bylo dozravani jehnéd s embryi. Kvétni vétve casto jehnsdy shazovaly, takZe nékteré pokusy
(zvl1astd v roce 1958) nebyly dokonéeny. Semeno z kvétnich vétvi dozravalo velmi brzy. Bylo
mensi neZ semeno sbirand na stromech. Vétsina viak na klicidlech dobie vyklicila. Na vykli-
¢enych rostlinkach byla délana morfologickd selekce a cytologickéd kontrola. Nebyla nalezena
rostlina, kterd by se ndpadnd a svym vzristem odchylovala od norméalnich kontrolnich rostlin.
Také eytologickd kontrola mohla konstatovat jen diploidni rostliny.

103



2. Indukee polyploidie na vegetanich vrcholech.

a) Kolchicinovani semen ve vakuu.

Pokusy byly délany v roce 1959 a% 1960. V roce 1959 se semenem osiky a topolu éerného,
v roce 1960 také se semenem topolu bilého. Kolchicinovand semena vyklicila az do stadia vzpii-
mend rostlinka s rozlozenymi délohami béhem asi 6 dnti, kontrola b¢hem dvou dnt. Koncentrace
kolchicinu 1 a 0,1 9 zptsobovaly C-efekt (morfologicky) prakticky 1009,ni. V pokusech & kon-
centraci 0,01 9 bylo rostlin 8 C-efcktem méné nez 5 9. Koncentrace 0,001 9} byla bez tcinku.
Asi za 10 dnt se zaély u kolchicinovanych rostlinek vyv 1,)eb prvni dva listy, u kontroly se vyvinuly
za 6 dni. § vyvojem prvnich dvou list nastala také diferenciace mezi rostlinkami. U nékterych
C-efekt trval, ¢dst rostlin viak zacala vytvafet normdlni pletiva. Asi po 30 dnech byla jiz dife-
reneciace nolm.llmolx a polyploidnich rostlin velmi zretelna. Proni dva listy mély u pokust
s koncentracemi kolchicinu 1 a 0,1 9 tvar kopistovity, druhé dva listy, které se po 30 dnech

BN

a~
g & 8
|
|
i
I
]
-
&

10

-———L \““‘"'

6 19 22 25 28 31 3 I 4

Obr. 2. - Variabilita velikosti pylovych zrn z kolchicinovanyeh kvétenstvi, P 105 = pokus,
K = kontrola, méreno vzdy 300 pylovych zrn.

Fig. 2. — Variability of pollen grain size¢ from colchicined flowers. P 105 - trial, K == check,
measured always 300 pollen grains.

zadly vyvijet, mély tvar nepravidelny, listy riznd zastiithované. Cdst rostlin, kterd jeste zustala
ve stadiu rozevienych déloh (bez dalsiho ristu) zacala hynout, coz se projevilo nekrotisaci pletiva
na vegetaénim vreholu. Vétsina rostlin véak mela normalni pletiva. Zde se jiz také projevil vliv
koncentrace a doby, po kterou semena botnala v roztoku kolchicinu va vakuu. Vyvoj rostlin ze
ze silnéjsich koncentraci byl zpozdéndjsi (1 9 oproti 0,1 %)) a rovnéz uvnitt jedné koncentrace
pri deléi exposici ve vakuu byl vyvoj zpozdéndjsi. ]\on(('nh‘a(:e 0,01 a 0,001 9, vyhlizely v té
dob¢ stejné jako kontrola, byly jiz znacéné vzrostlé s vyvinutym piatym a Sestym listem. Asi
po 60 dnech byly kolchicinované rostliny a kontrolni presizeny do pafniku. Pii srovndni semene
ze dvou vybérovych stromu osik (1‘)"9) byl vyvoj polyploidnich rostlin rovnomérndjsi u osiky
Ostrovacice 003 nez Skalica 004, Také mnozstvi polyploidnich rostlin bylo u Ostrovacickd osiky
votai.

V roce 1959 bylo kolchicinovino semeno topolu ¢erného. Vyvoj rostlin s C-efcktem byl
zvladte u koneentrace 1 9%, velmi pomaly. U téchto rostlin se viibee nevyvinul kofen, rostliny
musely byt stale chranény pod poklopem. Vétgina téchto rostlin zahynula. U koneentrace 0,1 9%,
bylo normalnich rostlin asi 50 9%, ostatni s C-efcktemn, se stejnym zpasobem vyvoje jako u kon-
centrace 1 % Do pariniku bylo piesdzeno jen milo rostlin se znaky polyploidu, ty se viak v pri-
beéhu vyvoje ukizaly normalni.
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b) Kolchicinovani vegetaénich vrcholii ve vakuu.

Vyklitené rostlinky ve stadiu rozevienych déloh (tieti den po vyseti) a 4., 5. a 6. den po
vyseti madeny svymi vegetac¢nimi vrcholy v roztoku kolehicinu (0,1 a 0,01 %) ve vakuu. Ve 4. dni
svého vyvoje mély rostlinky znatelny zdklad prvnich dvou listii. V 5. dni byly jiz prvni dva listy
znatelné, 6. den mély tvar kornoutkii. Po 10 dnech nebyl C-efekt jestd znatelny, pozdeéji se projevil
asymetrii ¢epele listové.

¢) Kolchicinovani vegeta¢nich vreholtt roztokem kolchicinu a smacedla.

S pokusem bylo opét zapocato tieti den po vyseti, tj. ve stadiu rozevienych déloh, dale pak
byl roztok kolchicinu -f- Adhesin kapidn na vegetacni vrcholy ve 4., 5., 6. a 7. dni vyvoje. Kapano
bylo po dva dny za sehou 3 < denné. Asi po 10 dnech se projevil C-efekt nerovnomérnym rastem

Obr. 3. -~ A — Praduchy diploidni rostliny osiky. Semeno z vybcrového stromu Ostrovacice 003.
(Zvétseno 6505 .) — 1 — Praduchy polyploidni rostliny osiky (Ostrovacice 003).
(Zvetseno 650 .)

Fig. 3. — A — Stomata of the diploid aspen plant. Seed from plus tree Ostrovacice 003. —
x 650. — B — Stomata of the polyploid aspen plant (Ostrovacice 003). — X 650

prvnich dvou listka, ale také acinek Adhesinu. Ncékteré rostlinky zacly hynout, dcélohy byly
ohnut¢ nazpét, nckdy i listy. Pri selekei v ndsledujicim roce nebyla v tomto pokusu nalezena
zadné polyploidni rostlina. Asi po 40 dnech byly rostliny z obou pokusit vysazeny do painiku.

d) Opakovand indukee na vegetacnich vreholech (rok 1960).

Semena osiky a topolu bilého botnala nejdiive v roztoku kolchicinu 0.1 9, ve vakuu 9 mm Hg
20 minut. Pak byla vyscta na klicidla. Kliceni a vyvoj rostlinek piiblizné stejny jako v obdobnych
pokusech v odst. a). Po 14 dnech mcla kontrola pryvni dva listy. Rostliny kolchicinované vyka-
zovaly C-cfekt bud na hypokotylu, ktery byl ztlustly, nebo hypokotyl normdlni, ale C-efekt
na prvnich dvou listech. Po 20 dnech, kdy se u rostlinek s C-efektem vyvijel treti pripadné
i ¢tvrty list byl aplikovéan znovu roztok kolchicinu 0,1 %, a smacedlo Tw 0,02 9. Injekeni stii-
kackou byla nanesena kapka roztoku na vegetacni vrehol, 3 x ve dvou dnech. Asi po 30 dnech
byly rostlinky piesazeny do painiku. e) Na kli¢ni rostlinky osiky a topolu bil¢ho byl opctovnd
kapdan roztok kolchicinu 0,1 9 se smacedlem Tw 0,02 9.

Roztok byl kapén 1 az 2> denné. Po prvé osmy den po vyseti semen. Rostlinky (osika a topol
bily) v té dobeé mdély rozestalé délohy a patrné prvni dva listy. Poté bylo kapdno 9., 15., 16.,
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22. a 25. den. V 15. dnu se u prvnich dvou listit objevil C-efekt i kdyZ ne u vSech. Ve 23. dnu po-
kusu se vyvijel 4. list. Na listech byl patrny C-efekt: asymetrio a odchylny tvar listtt oproti
kontrole, tmavsi zelen, zakrsly vzrist. Asi po 35 dnech byly rostliny piesazeny do painiku.

3. Selekee autopolyploidnich rostlin.

Po presazeni do pafniku vyvijely se autopolyploidni rostliny velmi pomalu oproti rostlindm
kontrolnim. Charakteristickym znakem autopolyploidit bylo predeviim utvareni cepele listové.
Listy byly zpravidla silngjsi, kozovité, ndpadns pilovité az nepravidelné zastiihované, ¢epel casto
asymetrickd. Také barva ¢epele listové byla zpravidla tmavsi. Osa byla v nékteryeh ptipadech
napadné silngjsi. Vzhledem k pomalému rastu a vyvoji rostlin nebyla v tomto stadiu pokusit
delana cytologicka kontrola. Vyvoj mladych listki na vreholu byl velmi pomaly a jeho odebrant
bylo ¢asto spojeno s nebezpetim, ze bude spolu odiiznut 1 vegetaéni vrehol. Proto byla udslana
pouze selekece morfologicks spojend s méfenim praducht. Popsanym morfologickym znaktm
odpovidaly zpravidla veétsi praduchy (listy odebirdny od baze vzhuru). Praduchy kontrolnich
rostlin mély velikost v rozmezi 300—380 u? rostliny se znaky autopolyploidi 400—700 u®

Popsané mortologické odehylky odpovidaji ztejmé rostlinam polyploidnim.
Podle téchto odehvlnvch typt byly vybrany rostliny, které byly vysazeny
v nasledujicim roce ve $kolce v Prerové n. L. a na Banich. V prabéhu ristu
v druhém roce diferencovaly se v C; generaci urc¢ité morfologické typy, které
se opakovaly ve viech pokusech (viz Tab. X).

Byly to zejména tyto typy (jedna se o osiku):
falcata — listy srpovité zahnuté, osy silné, pruduchy velké
crispa — cepel listova vinovité zprohybana az kadefava, ostie pilovita, listy

malé, osy slabé, praduchy velké
grandifolia — listy velké, Siroce srdéité, 1 az 2 X pilovité se zafezy hlubo-

kymi, osy silné, praduchy malé
prunifolia — listy mensi, cepel zpravidla asymetrickd, tmavé zelena, osy
silné, priaduchy \f'elké

urticifolia — listy 1 az 2 < pilovité, dlouhé
nigra — listy tmav¢ zelend

canescens — habitus P. canescens

tremula — habitus P. tremula

Tyto typy byly zkoumany cytologicky a mdreny praduchy. Poéet chromosom nemohl byt
pro veliky poéet a malou velikost stanoven vzdy presné. Zpravidla bylo pocitano blizko tetra-
ploidnimu ¢islu (4x = 76). Vedle bunck tetraploidnich so vyskytovaly v roztlakovych prepa-
ratech 1 bunky diploidni, coZ odpovida predpokladané chimérické stavbé autopolyploidnich
rostlin. V nokolika pripadech byl zjistén pocet chromosomt mezi 50—56. To je pocet blizky
triploidnimu stavu. Zejmé viak slo v téchto pripadech o bunky ancuploidni. Tetraploidni meta-
a anafize se na prvni pohled lisily od diploidnich svoji $itkou [viz mikrofotografie, Tab. XT1)].
Podle frekvence polyploidia v jednotlivych typech, bylo moZno tyto rozdélit do dvou skupin.
Typy nigra, canescens a tremula byly vétdinou diploidai. V oostatnich typech byly totraploidni
rostliny pritomny. U nejéastéji se vyskytujicich typi faleata, erispa a grandifolia Hylo tebra.
ploidnich rostlin cytologicky zjisténo zpravidla okolo 50 9%, Typ prunifolia se vyskytl pouze 3 % .
Z toho byly dvé rostliny kontrolovany cytologicky, obd byly tetraploidni.

Podle téchto polyploidnich typt byly vybrany 263 rostliny zo kteryeh byla zaloZena semennd,
plantaz. Autotetraploidni rostliny budou pouzity ke kiizeni s diploidnimi.

Rostliny topolu bilého i po opdtovné indukei zistaly vesmés diploidni.

Diskuse

Uspédné byly pokusy ziskat rostliny autopolyploidni médenim semen
v roztoku kolchicinu ve vakuu (koncentrace 1 a 0,1 9%,). Koncentrace 0,01 9,
zpusobovala C-efekt asi v 5 9, piipadi, koncentrace 0,001 %, byla bez Géinku.

1) Nesrovnalosti ve zvétseni mikrofotografii a kreseb chromosomi jsou zpasobeny razngm
sta4fim materidlu a tudiz i riznou velikosti bundk.
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Behem daliiho vyvoje rostlin nastala diferenciace v primarnich histogene-
tickych vrstvach a rostliny vytvately bud normalni, nebo polyploidni (chimé-
rickz’t) pletiva. Prakticky vznikala polyploidni pletiva pouze u koncentraci

1a 0,1 %. Rostliny vyrostlé ze semen macenych v koncentraci 0,01 %, Vvtvzi—
rely jen pletlva diploidni. Vznik raznych morfologickych tvpu byl ztejmé
podminén rtznou chimérickou stavbou rostlin. DErRMEN (1947) rozliduje (za
piedpokladu ti{ primarnich histogenetickych vrstev) podle morfologickych
znaki celkem pét chimérickych typi, jimz odpovidaji uréité kombinace ploidie
v primdrnich histogenetickych vrstvach. Podle této klasifikace odpovida typ
ornpa (velké praduchy, malé listy, slabé osy) konstituci 4x—2x-—2x pri-
marnich histogenetickych vrstev (tetraploidni epidermis, ostatni pletiva
diploidni). Typ grandifolia konstituci 2—4—4, typ prunifolia pravdépodob-
né¢ 4—4—4. Typ falcata je nejspiSe chimérou sektoridlni nebo axialni. Jed-
notlivé typy vykazovaly mezi sebou vice méné souvislé prechody. Tak zv1adteé
typy crispa a falcata a falcata a grandifolia. Rovnéz mezi kontrolnimi rostli-
nami a chimérickymi typy byla fada piechodu.

Pruduchy nékterych polyploidnich rostlin byly vétdi nez u kontrol. Oviem
prikazné rozdily byly zjistény i mezi rostlinami kontrolnimi. Srovndviny
byly odpovidajici si listy bazalni a apikalni. Vzhledem k piedpokladané chimé-
rické stavbé rostlin vsak velikost praduchu nemize byt rozhodujicim fak-
torem pii selekci. Podobné i eytologicka kontrola roztlakovymi preparaty bazi
ll%tovych pii scktoridlnich a axiglnich chimérdch maze dab klamné vysledky.
Proto pii selekei byly vybrany vsechny rostliny téch typt, ve kterych byly
polyploidni rostliny zjistény.

Pri indukei polyploidie na vegetatnich vrcholech jevily genomy pouzitych
druhit (Populus tremula, P. alba a P. nigra) rozdilnou reaktivitu. Nejvetsi
mély osiky, zatim co u topolu bilého a topolu ¢erného nebyla ziskana zadna
tetraploidni rostlina. U topolu derného vétsina rostlin z kolchicinovanych
semen zahynula. Nejvice polyploidnich rostlin a také nejstalejiich vznikalo
z materidlu sebraném na vybérovém stromé osiky Ostrovacice 003.

Souhrn

Ve Vyzkumném tstavu lesniho hospodaistvi a myslivosti ve Zbraslavi-Strna-
dech byla délana fada pokust indukee polyploidie u gamét a na vegetacénich
vrcholech osiky, topolu bilého, topolu sedého a topolu ¢erného. Cilem tichto
pokusit bylo ziskani auto(allo)-triploidnich a autotetraploidnich rostlin.

L. Pri aplikaei roztokt kolchicinu na kvétenstvi v dob¢ tésné pied meiosi
nebyla zjisténa inhibice I. nebo II. anafaze. Ve velké vétsing kolchicinovanych
kwtenqtm se vytvorily v prasnikach tetrady.

Na kolchicinovanyeh kvétenstvich byl patrny morfologicky C-efekt, osy
k\ Stenstvi b\ ly ztlustlé, jejich prodluzovaei rust byl brzdén., Také jejich vyvoj
byl zpozdény a [)m,hml\\ obsahovaly malo pylu.

3. K¥fzenim pomoci makro- a mlkmqpm z kolchicinovanych kvétenstvi
s normalnimi bylo ziskano potomstvo vesmés diploidni.

4. 7 wetod pouzitych pii indukei polyploidie na vegetadnich vrcholech
byly nejadinnéjsi metody, pii kterych bylo pouzito vakua.

5. Autotetraploidni rostliny byly ziskdny pouze u osiky, nikoliv u topolu
bilého a topolu ¢erného.
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6. V G, generaci se objevila fada morfologickych typt, které se opakovaly.
Uvn(iti‘ typi odchylnych od typu tremula, byly zastoupeny rostliny tetra-
ploidni.

7. Priduchy flutotetraploldm(‘h rostlin byly v nékterych ptipadech pod-
statn® vEtsi nez praduchy rostlin kontrolnich (diploidnich). U nékterych
tetraploidnich rostlin viak priduchy svou velikosti odpovidaly praduchiim
rostlin diploidnich. Tento fakt jakoz i vznik fady morfologickych typi lze
vysvetlit chimérickou stavbou rostlin.

8. Prii selekei autotetraploidnich rostlin vzniklych umélou indukei, je nutno
uplatnit viechny tii aspekty kontroly, a to jak cytologicky, tak méfeni veli-
kosti praducht a konetné morfologicky.
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Karel Pesgina:
Experimental Induced Polyploidy in poplars

The author carried out in the Forestry and Game Management Rescarch Institute in Zbraslav-
Strnady a series of trials on the induction of polyploidy of gametes and on vegetative shoot apex
of the aspen (Populus tremula L.), Grey poplar (P. canescens Sm.), White poplar (P. alba 1..) and
Black poplar (P. nigra L.). The studics were designed to provide auto(allo)-triploid plants and
autotetraploid plants.

For obtaining unreduced gametes, male and female flowers were treated shortly before meiosis
with a solution of colchicine. Flowers were either put for a certain time in colchicine solution
or the solution was dropped or the diffusion in tissue was used. The concentrations 0,01 up 1 %,
of colchicine were used. The scales and hairs of catkins were removed before the treatment.
Cytological control was carried out before the starting and ending of trials. In no case the author
found that the colchicine blocked the I. anaphase. Most cases recorded normal tetrads in anthers.
In a few cases diads and monads were found. After controlled crossing and ripening, seeds were
sown. Neither the morphologic nor the cytologic control of plants — showed the triploid ones.

Autotetraploid plants were mainly gained by the method of seed swelling in vacuum. Further
method was the soaking of small seedlings by their vegetative shoot apicesin vacuum and dropping
of colchicine solution on seedling vegetative shoot apex. Also these trials used a series of colchi-
cine concentrations (0,001 up 1 %) and various time oxpositions. Seed swelling in colchicine
solution in vacuum (5—8 mm Hg) in concentration of 0,1 and 1 9, gave the starting morpho-
logical C effect practically in a value of 100 9. Later, during the development, plants began to be
differentiated into normal and polyploid ones. Polyploid plants showed notably reduced develop-
ment, thicker hypocotyl and axis, asymetrical formation of leaf, conspicious dentate leaves ete.
Theso anomalios manifest themselves also in the larger stomata. To the end of the growing
season these characters serve as basis for the first selection of the autopolyploid plants. The
second selection was carried out in the folowing year. Plants showed a series of morphological
types (different from tremula) which occurred repeatedly. Cytological investigations revealed that
to the morphological types correspond tetraploid or chimerical plants with tetraploid tissues.
Selection of chimerical tetraploids not only on the cytological basis but also in the morpho-
logical and anatomical basis (size of stomata) was carried out with respect to the supposed chime-
rical structure of plants.

From the species used only aspen gave tetraploids plants. Whito poplar showed after starting
C-effect a return of somatic tissue back into diploid one. Black poplar showed also C-effect after
the colchicine treatment, but tissue of these plants displayed later necrosis and most plants died.

Selected polyploid plants of aspen were planted into the seed orchard and will be later used
for erossing in order to obtain triploid plants.

Vysvétlivky k tabulim — Ezplanation of platel

Tab. X. A — Poplyploidni chimérick# rostlina osiky — typ falcata.
Aspen chimerical polyploid — faleata type.
B — Polyploidni chimérickd rostlina osiky — typ grandifolia.

Aspen chimerical polyploid — grandifolia type.
¢ - Normadlni diploidni rostliny osiky.
Normal diploid aspen plants,

Tab. XI: 1 — Diploidni somatické metafize. Roztlakovy preparat buiiky z pletiva listové baze
osiky (zvétseno 2100Xx).
2 — Diploidni metafaze ze strany (zvétieno 2280 x ).
3 — Tetraploidni somatickd metafaze (zvétSeno 2100 x ).
4 — Toetraploidni metaféze ze strany (zvétseno 2280 x ).
1 — Diploid somatic plate. Squash preparation of aspen leaf base. — X 2100.
2 — Diploid metaphase from side view. — x 2280.
3 — Tetraploid somatic plate. x 2100.
4 — Tetraploid metaphase from side view. — x 2280.
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