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1 Cil metodiky

Cilem metodiky je postup vedouci ke zvySeni ploidie u chmele aplikaci
oryzalinu jako polyploidiza¢niho agens v podminkach in vitro a to metodou
kultivace prytovych segmentli na médiu s obsahem oryzalinu. Postup meto-
diky umoznuje ziskat rostliny chmele s novymi vlastnostmi, napf. s vys$sim
obsahem cilenych sekundéarnich metabolitli a s jejich naslednou mikropro-
pagaci k ziskani novych klonti a jejich pfevod do nesterilnich podminek.

2 Uvod

Chmel (Humulus lupulus L.) je kulturni rostlina, ktera je na uzemi Ceské
republiky péstovana pro domaci vyrobu nebo na export. V kultufe jsou
péstovany samici rostliny pro své chmelové Sistice (hlavky, Strobili lupuli),
s obsahem sekundarnich metabolitti (Maliar a kol. 2017). Hlavni vyuziti
chmele je v pivovarnickém prumyslu, ale i v primyslu farmaceutickém
a potravinaiském.

Slechténi chmele ma v Ceské republice dlouholetou tradici, je predeviim
zaméfeno na aromatické a hotké chmele. Pro $lechtitele jsou zakladem
genetické zdroje a perspektivni genotypy musi vykazovat odolnost k hou-
bovym chorobam, dobré agrotechnické parametry, na nizké konstrukce
a dobré pivovarské vlastnosti (Nesvadba a kol. 2012, Nesvadba a kol.
2017).

Vyhodou polyploidie je zvySeni genetické variability rostlin, mtize docha-
zet 1 k pozitivnim strukturalnim zménam rostlinnych bunék, polyploidni
rostliny maji vétsi butiky, vyssi obsah chlorofylu (intenzivnéjsi fotosyntéza)
a Casto se zvysuje 1 obsah nékterych latek (Trojak-Goluch a Skomra 2013).
Oryzalin je dinitroanilinovy herbicid s antimikrotubularnimi G¢inky a je
vhodny pro indukci polyploidie, protoze je aplikovan v nizsich koncentra-
cich nez napt. kolchicin, zaroven je pro ¢loveka, rostlinu a Zivotni prostiedi
méng¢ toxicky (Tosca a kol. 1995).
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3 Vlastni popis metodiky

Metodika zahrnuje nasledné kroky:

1. ptipravu dostate¢ného mnozstvi vychoziho rostlinného materialu in vitro,
2. pouziti segmentll z prytl s zlabnimi pupeny k ovlivnéni oryzalinem,
3. zisk rostlin a hodnoceni ploidie.

3.1 Rostlinny material

Vychozi material pro metodiku pochdzi z Chmelaiského institutu s. r. o.,
Zatec. Piedané rostlinky byly péstovany ve sklen&nych zkumavkach na pev-
ném médiu Murashige a Skoog (1962): cv. Sladek a Osvaldav klon €. 31, 72
a 114. Tyto genotypy byly nasledné pti pasazich segmentovany a mnozeny
s cilem ziskat dostatecny pocet rostlin pro experimenty in vitro polyploidi-
zace pomoci oryzalinu.

3.2 Pristrojové vybaveni

Laminarni box, autoklav, horkovzdusny sterilizator, termostat, flowcyto-
metr, mikroskop Olympus BX 60, analytické vahy, pH-metr, michacka,
chladnicka, mikrovinna trouba, mikropipeta.

3.3 Chemikélie

Kultiva¢ni médium Murashige a Skoog 1962 (makro-, mikroelementy,
vitaminy, Duchefa), sachar6za (p.a.), kyselina askorbova, kyselina indo-
lyl-3-maselna (IBA), 6-benzylaminopurin (BAP), agar (Duchefa), oryzalin
(Sigma), dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma).

3.4 Spotrebni material

Sterilni chirurgické nastroje (dlouhé pinzety a skalpely), chirurgické ru-
kavice, 1ahve se Sroubovacim uzdvérem (objem 50, 250 a 500 ml), Erlen-
meyerovy banky (100 ml), sterilni serologické pipety 2 ml, Spi¢ky pro
mikropipety, alobal, bunicitd vata, plastové Petriho misky, zkumavky*,
stojanky na zkumavky, filtracni papir, uzaviratelna nadoba na nebezpecny
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odpad pfi praci s oryzalinem, lihovy kahan, potravinarska folie, raselinové
tablety (Jiffy primér 44/vyska 7mm, Rosteto), minipafeniste.

Pozn.* Doporuceni: sterilni plastové zkumavky ,,De Witt" (Duchefa), které
Jsou Sirsi a Setrnéjsi pri manipulaci s rostlinnym materidlem.

3.5 Sterilizace skla, nastroji a pomiicek

Sklo, filtra¢ni papir a nastroje potifebné pro aseptickou praci, zabalime
do alobalu, sterilizacnich sackl nebo nastroje vloZzime do nerezovych boxti
a sterilizujeme pii 180 °C po dobu 30 min v horkovzdusném sterilizatoru
(susarné s uzavienym okruhem).

Pti praci ve flowboxu néstroje opakovang sterilizujeme ponotfenim do
96% etanolu a nasledné¢ opalenim nad plamenem kahanu.

Pozn. Potrebné plasty jsou jiz sterilizovany vyrobcem.

3.6 Priprava kultiva¢nich médii

Pii pfipravé kultivacnich médii pouzivame ¢isté sklo, destilovanou vodu,
vhodné chemikalie (p.a.) a jejich piesné navazky. Slozeni médii je uvedeno
v Tabulce 1.

Tabulka 1: Slozeni kultivaénich médii

MS \ MSR . MSM
mnoZstvi mg/l

MS medium (Duchefa) 4405 4405 4405
sachar6za 30000 30000 30000
agar (Duchefa) 8000 8000 8000
kyselina askorbova - 20 4
IBA - 0,01 0,1
BAP - 0,01 0,1
pH 5,8 5,8 5,8

Vysvetlivka: MSR — regeneracni a kultivacni médium, MSM — médium pro mikro-
propagaci.

Pozn. Pouzivame nizké koncentrace riistovych reguldtorii, abychom zamezili
tvorbeé kalusu a shluku drobnych vitrifikovanych prytit vznikajicich na bazi.
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Navazku média MS a sachar6zy rozpustime v kadince (objem 1000 ml)
na michacce v cca 400 ml destilované vody. Agar vsypeme do 500 ml desti-
lované vody v plastové kadince (objem 1000ml) a rozvatime v mikrovinné
troub¢ (cca Smin). Oba objemy smichdme, doplnime destilovanou vodou
do 1000 ml objemu a upravime pH na 5,8. Pokud pfidavame do média
rustové regulatory ze zasobnich roztokill, pouzijeme sterilni serologické
plastové pipety a pipetovaci nadstavec.

Ptipravené médium rozlijeme do lahvi s uzavérem (objem lahve 500 ml —
objem média 300 ml, objem lahve 250 ml — objem média 100 ml), které
uzavieme a sterilizujeme autoklavovanim. Lahve uchovavame v chladnicce
a podle potfeby média rozvatime v mikrovinné troube¢.

3.7 Sterilizace kultiva¢nich médii

Kultiva¢ni média a sterilni destilovanou vodu sterilizujeme autoklavova-
nim (sterilizace horkou parou, teplota 121 °C; pietlak 1,2 kg/cm?) po dobu
30min objem médii a destilované vody v lahvich (100 a 300 ml).

Pozn. Autoklav obsluhuje pouze proskolend osoba.

3.8 Priprava zasobniho a pracovniho roztoku oryzalinu

Ptipravime 10 mM zasobni roztok oryzalinu (ZRO) podle Greplova a kol.
(2009), a to rozpusténim navazky 34,6 mg oryzalinu v 10 ml dimethylsul-
foxidu (DMSO), roztok uchovavame v lahvi se zavitem ve tm¢ v lednici.
Ze zé4sobniho roztoku si pfipravime 1 mM pracovni roztok (PRO): 1 ml
ZRO napipetujeme do 10 ml sterilni destilované vody, roztok uchovavame
v malé lahvi se z&vitem ve tmé v lednici.

Medium MS (300 ml) pfipravené v lahvich rozvatime v mikrovinné troubé
a pozadovanou koncentraci oryzalinu v médiu pfidame jiz ve flowboxu
davkovaci pipetou z pracovniho roztoku oryzalinu (5puM = 1,5ml PRO
a 10 uM =3 ml PRO, Tabulka 2) medium promichame, rozlévame do steril-
nich Erlenmeyerovych ban¢k (30ml), prekryjeme zpét alobalem a nechame
ztuhnout.

Pozn. Média pripravujeme pred pouzitim. Pri praci s oryzalinem dodrzujeme
bezpecnostni predpisy doporucené vyrobcem!
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Tabulka 2: Piiprava médii s oryzalinem z pracovniho roztoku (PRO)

objem média v ml koncentrace oryzalinu v médiu
5uM 10puM
100 0,5ml 1,0ml
300 1,5ml 3,0ml

4 Postup ovlivnéni rostlinného materialu
oryzalinem

4.1 Mikropropagace donorového rostlinného materialu

Jednim z faktortt metodiky je priprava dostatecného poctu rostlin v ramci
klonu.

Ziskany rostlinny material (délka prytii cca 8 cm) kultivujeme ve zkumav-
kach na MSM médiu. Donorovou rostlinu polozime na sterilni filtra¢ni
papir, skalpelem odiezeme kofinky a pryt rozieZzeme na segmenty s mini-
malné tfemi pary listd, také bo¢ni pryty oddélime a kultivujeme ve zku-
mavkach na médiu MSM (0,1 mg/11BA; 0,1 mg/1 BAP a 4mg/1 kyseliny
askorbové).

Pfi naslednych pasazich opét odstranime kofinky a segmentujeme rostlinu
na ¢asti s minimem 3 paru listQ, bo¢ni pryty oddélujeme a sadime jiz na mé-
dium MSR ve zkumavkach (Obr. 1). ZmnoZzeni pfi pasazi po 6 tydnech je
2—-6 explantati/rostlin na 1 vysazeny explantat. Po ziskani dostatecného
mnozstvi rostlinek je ¢ast rostlin pouzita pro experimenty s oryzalinem.

4.2 Ovlivnéni oryzalinem

Segmenty prytd 1,5-2 cm dlouhé s 1 parem listd, kdy jeden list z paru od-
stranime (Obr. 2A), kultivujeme na pevném médiu MS dopInéném o danou
koncentraci oryzalinu: 0 kontrola, 5 a 10 uM roztok v Erlenmayerovych
bankach (30 ml média, 10—12 segmentti, Obr. 2B, 3) po dobu 2 tydnt v ter-
mostatu, tma, 25 °C.

Pozn. Médium s oryzalinem ma zlutou barvu. Pri manipulaci s roztoky ory-
zalinu pouzivame chirurgické rukavice. Média s obsahem oryzalinu, roztoky
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oryzalinu a pouzité Spicky sbirame do urcéenych sklenénych nebo plastovych
nadob a likvidujeme jako nebezpecny odpad.

4.3 Kaultivace ovlivnéného materidlu a regenerace rostlin

Po 2 tydnech odfezeme 1-2 mm z bazélni ¢asti vSech segmentl (véetné
kontroly, Obr. 4) a segmenty pasaZzujeme na medium MSR s 20mg kyseliny
askorbové v Erlenmayerovych batikach (30 ml média). Po 2 tydnech zelené
segmenty (nekrotické likvidujeme) po jednom pasazujeme na MSR médium
do zkumavek (1 segment/1 zkumavka, pokud prorusta (zvétSuje se) uzlabni
pupen, odstranime i zbyvajici list segmentu) a umistime do kultivacni mist-
nosti (16 h/8h den/noc, 22 +2 °C), Obr. 5. Pasdze opakujeme po 6 tydnech
opét na médium MSR. Kazdy pryt proristajici z uzlabniho pupenu, kazdého
segmentu, vedeme a nasledné testujeme jako jeden subklon, ktery kulti-
vujeme a opakované pasazujeme na medium MSR v intervalech 6 tydni.

oy e

birame list pro flowcytometrii.

Pozn. Proriistani uzlabnich pupenii ze segmentii rostoucich 2 tydny na médiu
MS s oryzalinem je velmi pomalé ve srovnani s prorustanim pryti ze segmentii
rostoucich jen na médiu MS (kontrola).

4.4 Mikropropagace polyploidnich rostlin

Pratokovou cytometrii potvrzené (zjisténé) polyploidni rostliny spole¢né
s kontrolnimi (bez ovlivnéni oryzalinem) udrzujeme a mnozime in vitro
na médiu MSR, aby nedochazelo k tvorb¢ kalusu a vitrifikaci prytl na bazi
rostliny (1 ziskany polyploid je 1 klon), Obr. 6.

Pii pasazi, odstranime kotinky a segmentujeme rostlinu na ¢asti s minimem
3 péaru list, apex s 1 parem listQ, také bocni pryty oddélujeme a sadime
na kultivaéni médium. Zmnozeni je pomalejsi nez v bod¢ 4.1, pti pasazi
po 6 tydnech jsou 2—4 rostliny z explantatu rostliny, mtze jesté dochazet
k postupné nekrotizaci a odumirani n¢kterych polyploidnich rostlin.

Po ziskani dostateného mnozstvi rostlin v subklonech, ¢ast rostlin ze
subklonl véetné kontroly, pfevedeme do nesterilnich podminek pro dalsi
testovani a hodnoceni (tvar listd, velikost stomat) a ¢ast ponechame a kul-
tivujeme.

11
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4.5 Prevod polyploidnich rostlin do nesterilnich podminek

Rostliny 4-5 cm dlouhé pasazujeme na pevné MS médium bez hormont
do Erlenmeyerovych banék (objem banky 100 ml, 30 ml média, 4 rostliny).
V aseptickém prostiedi flowboxu separujeme jednotlivé rostliny, odstrani-
me kofeny a staré zazloutlé listy. Erlenmeyerovy banky piekryjeme aloba-
lem, uzavieme parafilmem a umistime do kultiva¢ni mistnosti.

Pied ptfevodem do nesterilnich podminek odstranime alobalové vika a Er-
lenmeyerovy banky prekryjeme potravinaiskou folii minimalné po dobu
1 tydne. Bariky s rostlinami opét umistime do kultivacni mistnosti.

Raselinové tablety (raselinové sadbovace, Jiffy) namoc¢ime ve vode. Nej-
prve rostliny vyjmeme z ban¢k, koteny dikladné oplachneme pod tekouci
vody (zbavime se zbytkli média), delsi kofeny zkratime a odstranime sta-
ré listy (Obr. 7A). Ptipravené rostliny jednotlivych subklonli (nezaménit)
umistime a upevnime v raselinovych sadbovacich, kazdy subklon zvlast
do plastového miniparenisté, které preneseme do fytotronu nebo do skleni-
ku (Obr. 7B, 8A). Podle potieby zalévame a provétravame. Podle vzristu
rostlin a potieby presazujeme do kvétinaci s vhodnym substratem a zaroven
morfologicky hodnotime rozdily mezi rostlinami, napf. rast, tvar a velikost
listt (Obr. 8§B).

4.6 Hodnoceni rostlin

Regenerované rostliny, které byly ziskany s prytovych segmentt po ovliv-
néni oryzalinem a také kontrolni rostliny hodnotime metodami uvedenymi
niZe.

4.6.1 Flowcytometrie

Pro stanoveni DNA-ploidni Grovné in vitro Humulus lupulus ovlivnénych
oryzalinem o koncentraci 5 a 10 uM, z kazdého jedince ve flowboxu ode-
bereme neposkozeny list, véetné kontrolnich rostlin bez pfidavku oryzali-
nu. Méfeni provedeme na pritokovém cytometru znacky Partec CyFlow
ML za pouziti vnitiniho standardu se zndamym obsahem DNA — Glyci-
ne max Merr. ‘Polanka’ (2C = 2.50 pg DNA). Do Petriho misky vlozi-
me stejné mnozstvi pfislusného standardu a vzorku a nasekéano Ziletkou
v 1,5ml LBO1 pufru, pH 7,8 a piefiltrovano ptes 0,22 um nylonovy filtr

12
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do zkumavky. K homogenatu napipetujeme 50 pl fluorescencniho barviva
DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol), které svou interkalarni vazbou obar-
vi chromosomy v fetézci DNA. Na linearni stupnici grafického vystupu
(512kanalové skala) je hladina ploidie stanovena na zaklad€¢ poméru vzdale-
nosti mezi G1 vrcholy (piky) standardu a vzorku (index), Obr. 9. U kazdého
vzorku zmétime 3 000 jader s CV v rozsahu 3—6 %.

4.6.2 Pocitani chromozomii z kof'enovych Spicek

Predpusobent: kotenové Spicky ponotime do roztoku 8-hydroxychinoli-
nu (0,008 M) a ulozime po dobu 16 hodin do lednice (4 °C-8°C). Tim
dosédhneme vyssiho poctu metafaznich figur pro naslednou analyzu poctu
chromozomi.

Fixace: kofenové $picky po piedplisobeni promyjeme destilovanou vodou
a nasledn¢ umistime do Carnoyovy fixaze (3 : 1 —96% etanol : ledova ky-
selina octova) po dobu min. pil hodiny. Poté fixovany material pfevedeme
do 96% etanolu a pak do 70% etanolu. V tomto roztoku mizeme material
uchovavat v lednici po delsi dobu.

Barveni: Fixovany materidl vyjmeme z 70% etanolu a proplachneme v de-
stilované vod¢. Nasledné hydrolyzujeme v SN HCI po dobu 25 minut pfi
pokojoveé teploté. Po té opét proplachneme v destilované vodé a barvime
30-60 minut v Schiffove ¢inidle (pii pokojové teplot€). Po barveni v Cinidle
material oplachneme v destilované vod¢ a macerujeme v 45% kys. octové
po dobu 1 minuty. Takto pfipravené kofenové Spicky roztlacime na pod-
loznim skli¢ku v kapce 45% kys. octové a pozorujeme metafazni figury
pod mikroskopem (Obr. 10).

4.6.3 Stanoveni ploidie podle velikosti pruduchi (stomat)

Princip metody je, ze na povrch spodni epidermis (pokozku) listu naneseme
vrstvi¢ku rychle tuhnouciho bezbarvého laku na nehty (vybereme si rov-
nou ¢ast epidermis, bez vyraznych zilek), nechdme zaschnout, prelepime
misto na listu bezbarvou izolepou (aby nevznikly vzduchové bubliny, pak
opatrn¢ sejmeme a prelepime izolepu na Cisté podlozni sklo a ziskame od-
litek (otisk) reliéfu (mikroreliéf) epidermis s praduchy (Obr. 11), u kterého
muizeme snadno pozorovat stavbu epidermis, uspotadani, hustotu priduch
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a méfit velikost praduchii (délku a Sitku) a tim orienta¢né stanovit ploidii.
Tento preparat miizeme uchovat po dlouhou dobu.

Pro samotné méteni mliizeme vyuzit okularovy mikrometr a objektivni mik-
rometr, mame-li vybaveni k mikroskopu, miizeme provést presnéjsi méfeni.

5 Srovnani novosti postupt

Predkladana ,,Metodika in vitro polyploidizace pomoci oryzalinu u rostlin
chmele (Humulus lupulus L.)* poprvé popisuje efektivni postup in vitro
polyploidizace chmele pomoci oryzalinu, a to kultivaci prytovych segmen-
td na kultivacnim médiu doplnéném 5 a 10 uM oryzalinem. Metodika je
dolozena kompletnim sloZzenim kultiva¢nich médii, originalnimi vysledky
ziskanymi hodnocenim z experimentii a obrazovou piilohou. Uspésnost
polyploidizace metodou in vitro, tj. zisk tetraploidnich rostlin, se pohybuje
podle donorového rostlinného materialu, srovnani mezi testovanymi geno-
typy je uvedeno v Tabulce 3.

In vivo a in vitro polyploidizace v ramci Slechténi zemédélskych plodin
je pouzivanou metodou a jako polyploidizacnich agens je ¢asto pouzivan
kolchicin nebo oryzalin. Vyhodou oryzalinu pro zvyseni ploidie je pouziti
nizsich koncentraci pii ovlivnéni k ziskani polyploidnich rostlin a pro ¢lo-
veka 1 zivotni prostredi jeho niZsi toxicita.

6 Popis uplatnéni metodiky

,Metodika in vitro polyploidizace pomoci oryzalinu u rostlin chmele (Hu-
mulus lupulus L.)* predstavuje optimalizovany postup uspésné in vitro
aplikace oryzalinu v kultivaénim médiu na prytové segmenty k ziskani
tetraploidnich (polyploidnich) rostlin chmele schopnych pievodu do pol-
nich podminek. Metodika je uréena pro §lechtitele chmele v CR, svaz pésti-
telt chmele v CR, studenty vsech typti §kol, kde je problematika rostlinnych
biotechnologii a hlavné Slechténi rostlin zahrnuta v rdmci akreditované

vyuky.
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7 Ekonomické aspekty

Ekonomickym ptinosem je ziskavani velkého mnozstvi nového Slechti-
telského materialu chmele s vysokym potencidlem pro dalsi Slechténi,
zkraceni Slechtitelského procesu a urychleni tvorby novych ekonomicky
zajimavych odrud, celkovy pfinos lze odhadnout do 50 tisic rocné.

Chmel s polyploidnim genomem muize poskytnout pro Slechténi fadu no-
vych vlastnosti (hlavné v obsahu aromatickych latek) aniz by byl sou¢asnou
legislativou oznac¢en za GMO a odvozené odrudy z téchto genotypt budou
mit snadné&j$i piistup na evropsky trh.

Pro pracoviste s vybavenou laboratoii pro explantatové kultury neni zapo-
tiebi dalSich nakladt k uplatnéni metodiky.

8 Dedikace

Metodika je vysledkem feSeni v rdmci projektu MZe ¢. NAZV QJ1510160
»Nové technologie ziskavani aktivnich latek z 1écivych a aromatickych
rostlin jako zdrojl u¢innych latek botanickych pesticidii a potravinovych
doplnka*.

Metodika je vefejné pfistupna na adrese: www.botany.upol.cz/vyzkum/.
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Prilohy

Tabulka 3: Srovnani uspésnosti in vitro polyploidizace pomoci oryzalinu u po-
uzitého donorového materialu chmele

. pocet pocet pocet
.p()(iet, rostlin 4n rostlin/ | 4n rostlin/
oryzalin OVh,VHel?yCh ziskanych flowcytometr ovlivnénych = regen.
prytovyc? po explantatd | rostliny
segmentu ovlivnéni
2n | 4n % %
Sladek
5uM 34 13 10 3 8,82 23,08
10uM 34 2 1 1 2,94 50,0
Osvalduv klon 31
5uM 31 11 5 6 19,35 54,55
10uM 32 6 2 4 12,50 66,67
Osvaldiv klon 72
5uM 27 6 2 4 14,81 66,67
10uM 31 10 3 7 22,58 70,0
Osvalduv klon 114
5uM 32 14 11 3 9,38 21,43
10uM 36 12 9 3 8,33 25,00
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A B

Obréazek 1: Mikropropagace na MSM médiu (A) a rostlina pfed odbérem pryto-
vych segmentt (B)

Obrazek 2: Ptipraveny prytovy segment (A), vysazené segmenty na médiu s ory-
zalinem (B)
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Obrazek 3: Kultivace prytovych segmentli na médiu s oryzalinem, vlevo kontrola
bez oryzalinu, uprostied dvé baiky s 5uM a vpravo s 10 uM roztokem oryzalinu

Obrazek 4: Srovnani prorastani uZlabnich pupent po 2 tydnech, Osvaldiv klon
¢. 72, kontrola (A) a segmenty ovlivnéné 5 uM oryzalinem v médiu (B)

19



Metodika in vitro polyploidizace pomoci oryzalinu u rostlin chmele (Humulus lupulus L.)

A B

Obrazek 5: Osvaldav klon €. 72, prorustajici kontrola (A) a segmenty ovlivnéné
5 uM oryzalinem jiz po odstranéni listu (B)

Obréazek 6: Prorastajici rostliny na MSR médiu ve zkumavkach, vlevo kontrola,
uprostfed a vpravo po ovlivnéni oryzalinem (A), mikropropagace polyploidniho
klonu (B)
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A B

Obrazek 7: Osvaldtv klon €. 114, vlevo kontrola vpravo polyploid pted vysazenim
do Jiffti (A) a po 2 mésicich (B)

kontrola polyploid

Obréazek 8: Osvaldav klon ¢. 31, srovnani: vlevo kontrola a vpravo polyploidni
rostlina v Jiffech 2 mésice od ptevodu z in vitro (A), srovnani tvaru a velikosti listtl
z 3. paru od apexu kontroly a polyploidi (B)
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Obrazek 9: Graficky vystup z méfeni prutokového cytometru znacky Partec
CyFlow ML. Na ose x je 512kanalova skala, podle které jsou hodnoceny polohy
pikd. Na pozici 50 je umistén vnitini standard (*), na pozici 100 je 2x cytotyp,
na pozici 200 je 4% cytotyp. Na ose y je pocet analyzovanych Castic

Obrazek 10: Srovnani po¢tu chromozomu kontroly (A) a polyploidni rostliny (B),
délka tsecky 5 pm
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A

Obréazek 11: Srovnani velikosti praducht u kontroly (A) a polyploidni rostliny (B)
pomoci otiskovych preparati (délka tisecky 20 um, zvétseni 10x20)
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