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(54) Zpasob ziskévani genotypi embryf pSenice

Refeni se tykd zplsobu zisk4vani
genotypd embryf{ pSenice pomoc{ bflkovin-
nych - gliadinovych markert, cof umoZiuje
zigkdni{ Z4danych potomstev rostlin ve
Slechtitelské praxi. Zplsob vyroby pod-
statn& zkracuje dobu mezi vgvojem nové
odridy pfenice a zavedenim odridy do praxe.

(g

255259




255259 . 2

P¥edmétem vyndlezu je zpisob ziskdvani genotypl embryf{ pSenice bilkovinnymi~gliadino-~
vymi markery k urdenf, rozliBenf a vyu¥itf homozygotnich a heterozygotnich genotypl u hybri-
diza¥nich programi, v programech muta&nfich 3lechténi a p#i vybéru z odrid - populaci p#enice.

K tvorb& novych vykonn&jifch a jakostn&jdfch odrid psenice se vyuiivd pfedevii{m metody
k¥{%eni, umofhujfc{ vhodn& kombinovat stdvajici genetické dispozice rodifovskgch forem.
Pokud nejsou k dispozici %4dané genetické zdroje, vyvoldvaif se v procesu muta®niho Zlechténi.
Cenné genetické zdroje, pro pot¥ebu hybridiza&nfho programu, lze ziskat vy&len&nim Zddanych
genll vybérem z odrid.- populaci. V§b&rové postupy dosud poufivané ve Zlechténi obilovin
jsou zaloZeny na fenotapovém vyb&ru rostlin generace F 2 a na provérce jejich semenného
potomstva v ndslednych generacich F 3 a% F 7. Kvantitativn{ vlastnosti, nap¥. peka¥skd
jakost pSenice, mrazuvzdornost aj. se v této poldtelni fézi Slechténf, tj. generacich F 2 a%
F 3 nedajf hodnotit. Tyto vlastnosti lze urdit pouze v pozd&j8ich generacich na zdklad&
viceletych zkou¥ek a na vice lokalitdch. SouZasny zpisob vfb&ru a hodnoceni Slechtitelskych
materidld neumo¥fuje rozli¥it v ranngych etapidch Zlechtitelského procesu, tj. v generaci
F2 nebo F 3 homozygotni nebo heterozygotni genotypy. Geneticky stabilizované linie se sta-
bilizovanymi hospofa¥skymi vlastnostmi poskytujf{ pouze homozygotni genotyp. P¥i soudasném
zpisobu vybdru je jejich zji¥téni a potvrzenf a¥ F 8. Tento zpisob neumoZfiuje vyb&r Zddanych
genotypd, tj. rekombinantd, mutantd v prvni ¥t&pic{ generaci ani jejich urychlené rozmno-
¥ovadnt nap¥. ve sklenfku. Stdvajfci systém vyb&ru a hodnoceni 8lechtitelskych materidld
umoZfiuje proto vytvofenf a povoleni odridy v Sasovém rozp&t{ 10 aZ 15 let. Zmin&ny zplsob
se vyznaduje vysokou spot¥ebou energif, se zna&nou ndro&nosti na pracovnf sily a vét3{
plosnou vym&ru na pokusnou plochu.

Uvedené nevyhody jsou v podstatné mife odstrandny zplisobem vyroby genotypl pSenice
bflkovinnymi - gliadinovymi markery, jeho¥ podstata spo&ivd v tom, %¥e obilky zfskané ze
gtépicich populac{ se mechanicky rozd&l{ na C&st embryondlni a Zast endospermdlnf{. &4st
embryondlnf tvo¥f{ z celé obilky 25 a% 45 %. Ob& &4sti se shodn& ozna¥i. VSechny endospermdln{
&4sti rozd&lengch obilek se elektroforeticky testujl pomoci bilkovinngch ~ gliadinovych
markerd a z nich se vybfraj{ pouze homozygotni genotypy se #&danymi markerovymi znaky.
P¥{sludné eﬁpryonélni 84sti se za tdelem ziskdni potomstva kultivuji pfi teplotéch 18 a%

22 ¢, intezivé umélého osvétleni 8 000 a% 12 000 luxd po dobu 8 a% 12 dnd v aseptickgch
podmfnk&ch p¥i poufit{ 0,5 a% 2 % fungicidu a 1 a¥ 10 % protiplisfiovy a protibakterdlni
roztok antibiotik.

Zpisob v§roby genotypd embryl obilovin bilkovinnymi markery podle vyndlezu p¥indsi
¥adu vghod z nichf nejpodstatn&ji{ spodivd v tom, %e umoZfiuje nahradit nevyhovujfcf stdvajfci

zpisoby vyb&ru rostlin podle fenotypu vyb&rem embryif podle genotypu. To znamend, %e pomoci

elektroforezou zfskanych bilkovinngch - gliadinovych markerl lze elektroforeticky rozliZit
homozygotni a heterozygotni genotypy ji% v prvni st&picl generaci. Tim lze ji% na po&4tku
%lchtitelského procesu vybrat a urychlen& vyrobit pofadované rekombinace, transgrese a
mutace. Dal¥{ vfhodou zpiisobu podle vyndlezu je skuteZnost, Ze geneticky urdend embrya

podle bilkovinngch - gliadinov§ch markerd umo%fiujf vyb&r homozygotnich genotypl ji% v prvni
stépicf generaci, cof intenzifikuje tvorbu odridy. Zplsob podle vyndlezu umo¥fiuje p¥i stejngch
hodnotéch rodiovskych forem markerovych vlastnosti jako je peka¥skd jakost, nebo mrazu-
vzdornost, stanovit zda genetick4d determinance u rodiZd je stejnd nebo odli%n4. V p¥ipad& -
0d1i¥né genetické vgbavy lze z&m&rn¥ k¥fZenim a vybdrem v hybridnim potomstvu zfskat linii

s vy3%f hodnotou znakld. Analogicky lze vybrat vhodn& kombinujfcf rodi¥e, dopliujfci se

ve vlastnostech znadenych bflkovinngmi-gliadinovymi markery. Tak lze zém&rné& kombinovat

v hydbridnim potomstvu pSenice rezistenci k mrazu s vy33{f peka¥skou jakosti. Zna&nou vghodou
je mo%nost posouzeni kvantitativnfch znakd jako nap¥. peka¥skd jakost podle gliadinového
spektra jedné obilky v generaci F 2. Nespornou vyhodou je moZnost posuzovdni Elechtitelského
materidlu z hlediska poznatki molekuldrnf genetiky, co% intenzifikuje Zlechtitelsky proces.
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P¥fklada 1 ’

K ziskdn{ homozygotnich hybridnich lini{ pomoc{ vyndlezu byla poufita generace B.c.l-F2
kombinace SLAVIA/2 x ODESKA ~ JA 16. Celkem bylo hodnoceno 1 450 zrn v plné zralosti generace
B.c.1-F2. Zrna byla rozd€lena pf{&nym fezem na embryondlnf a endospermdlnf &&sti. Endosper-
mdlnf Bdsti zrn byly poufity k elektroforetické analyze gliadind ve Zkrobovém gelu. Zjist&nd
gliadinovd spektra byla pou¥ita k urdenf homo a heterozygotnfho stavu gliadinovych blokd
1A1-1A2, 1B1~1B4, 1D1-1D5, 6Al-6A3, 6B1-6B2 a 6D1-6DNi. 2 analyzovych. 1 450 endospermdlnich
t4stf zrn generace B.c.1-F2 bylo vyloudeno 1 175 zrn, heterozygotnich ve v&t$in& gliadinovych
blokd, tj. celkem 81,03 % jedincﬁ &t&pic{ populace. Vybrané homozygotni, embryondlnf &&sti
275 zrn byly skladovany p¥i teploté 5 °c po dobu 1 a% 3 m&sfcl a ddle kultivovdna v aseptic-
kych podminkdch s p¥iddnfm ristovych stimulétorﬁ'pfi teplot& 20 °c p¥i um&lém osvétleni
s intenzitou 10 000 luxd po dobu 10 dnd. Naklffené rostliny byly: jarovizovény na svétle
pfi intenzit® svétla 10 000 luxd v jarovizadni komofe p¥i teplots 5 °c po dobu 42 dnd.
Jarovizované rostliny byly vysazeny do pole s kofenovymi baly. V generaci B.c.l1-F3 byla
vybrény podle gliadinovych blokt-markert celkem 64 genotypy, rostliny homozygotni. ve v&tEin&
gliadinovych blokd. Kupfikladu v gliadinovém bloku - markeru vysoké peka¥ské jakosti 1B1
bylo ziskdno ze 180 sklizengch rostlin generacé B.c.1-F3 celkem 39 rostlin (homozygotnich
v daném bloku). V ndsledné generaci B.c.1-F4 byla opakovan& stanovena gliadinov4 spektra
ziskangch homozygotnich linif. V 33 p¥fpadech z hodnocengch 39 linif{ byla prokdzédna identita
homozygotn{ konstituce gliadinového bloku 1Bl rostlin generace B.c.l1-F3 a jejich potomstev
B.c.1-F4. Homozygotni konstituce bloku 1Bl' byla tak potvrzena 84,60 %. Soudasn& bylo iden-
tifikovéno 22 rostliny generace B.c.l~F3 homozygotnich v alternujfcim gliadinovém bloku -

- markeru ni%¥{ peka¥ské jakosti 1B4. V generaci B.c.1-F4 byla potvrzena identita homozygot-
ni konstituce bloku 1B4 u 19 potomstev tj. v 86,36 % analyzovanych linif. v generaci B.c.l~F3
byly rovn&% zji¥té&ny 2 rostliny heterozygotni s genotypem 1B1/1B4. Zminn4 heterozygotnost
byla potvrzena v potomstvu B.c.-F4 obou zmin&nych linif. Celkov4 identita mohozygotnfch

a heterozygotnich konstitucf blokd 1Bl, 1B4 a 1B1/1B4 obou sledovanych generacfch B.c.l-F3

a B.c.1-F4 byla zjiBt&na u 60 linif z celkového po&tu 64 1linif, tj. dosdhla 93,75 %. 3 cel-
kového po&tu 384 alelickych- gliadinovych blokd, zji¥t&ngch u vybrangch 64 linif generace
B.c.1-F3 byla potvrzena identita genetické konstituce analyzovangych blokt (1A}-~1A2, 1B1-1B4,
1D1-1D5, 6A1-6A3, 6B1-6B2 a 6D1~6DN1/ v generaci B.c.1-F4 a 306 blokt, tj. v 79,69 &. Pou¥i-
tim vyndlezu bylo tak dosaZeno v Xt&picf generaci B.c.1-F2 dspor na rozsahu analyz, pot¥eby
pracovnich sil, materidlové kryti atd.

P¥{f{klaad 2

K zjiZté&ni heterogenity odrid pEZenice typu syntetickgch populaci a k zjiZt&n{ heteroger:-
nity novgch Zlecht&ni v procesu jejich udrfovacfho 3lecht&nf byla poufita jako model jugoslé-
vskd odriida p¥enice SUPER ZLATNA. Podle vyndlezu bylo analyzovdno 300 zrn, odebrangch ze
75 typovgch rostlin introdukované odridy SUPER ZLATNA ze sklizn& 1982 na St02z 0Kz0Z Sedlec
u Prahy. Bylo zji3t&no, Ze introdukované odriida SUPER ZLATNA pYedstavuje sloZitou syntetic~
kou populaci, sklddajicf se z 10 odli3ngch homozygotnich linif a z 6,70 & heterozygotnich
jedincll. Analyzovand odriida byla heterogenni v genu 114 1A, kde bylo zji¥t&no 6 rtzngch
alelickgch ‘gliadinovych blokl, v genech Gld 1B, Gld 1D a Gld 6B, kde bylo zji¥%t&no po 3.
odlifnych alelickych gliadinovgch blocich. V genu 6D byly zji¥tény 2 gliadinové alelické
bloky a v genu 6a pouze 1 alelicky gliadinovy blok. Ve vy&len&ngch souborech gliadinovych
alelickych blokd byly zjiSt&ny hospoddfsky vyznamné bloky-markery vy3%{ peka¥ské jakosti
(1B1), vy88{ mrazuvzdornosti (1A2, 6D2) a odolnosti ke rzi travni ¥itného typu (1B3). Jedna
ze zjiSt&nych linif nese gliadinovy blok - marker vy%%{ peka¥ské jakosti 1B1, &ty¥i linie
nesou gliadinové bloky - markery vy38{ mrazuvzdornosti 1A2, 6D2 a dv& linie jsou vybaveny
gliadinovym blokem - markerem odolnosti ke rzi travnf Z¥itného typu 1B3. U analyzovanych
heterozygotnich zrn byly zji¥tény dal¥{ vyznamné gliadinové bloky - markery vy3%{ mrazuvzdor-
nosti, tj. 1D5 a 1Al. Tyto genotypy lze p¥evést do homozygotniho stavu v dalsi ¥t&pict
generaci pomoc{ vyndlezu (viz p¥fklad 1). Analyza struktury syntetické populace odridy
SUPER ZLATNA pomoci vynélezu na ‘jednotlivd homozygotni linie, genotypy umoZfiuje racion&lnf
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vyufit{ jednotlivych homozygotnfch 1linif této odridy jako genetickych zdroji vy%&{ peka¥ské
jakosti &i lep#{ mrazuvzdornosti nebo odolnosti ke rzi travnf %itného typu, respektive

- ke rzi pSeni&né v hybriqizaénich programech. Metoda tak umoffinje zvg¥it G¥innost hybridizace
aZ lOnésobné&.

P¥fklaad 3

P¥i gliadinovou analyzu jsou obilky plleny na &4st endospermdlnf, kterd je poufita
k elektroforetické analyze a C4st embryondlnf, ze které jsou vypéstovény rostliny s vhodngmi
vlastnostmi. Ve statisticky hodnotitelngch pokusech byly porovnény kli&nf rostliny vyrostlé

z poloviny a celych obilek u odridy Grana, Vala, UR 750, Mironovsk4 a Jara.

V¢sledky byly ndsledujici:

c. Varianta Délka listu Rozdil prim&rd
v mm
1. Grana-polov.obilky 43,2
2. Grana-celd obilka 29,0 14,2
3. Vala - polov. obilky 47,5
4., Vala - celd obilka 38,0 9,5
5. UH 750 - polov. obilky 50,8
6. UH 750 - celd obilka 42,3 8,5
7. Mironovskd - polov. obilky 52,5
8. Mironovskd - celd obilka 52,1 0,4
9. Jara - polov. obilky 43,6
10. Jara - celd obilka 41,0 2,6

Bylo zji¥té&no, %e v %4dném p¥ipad¥® neni negativnd ovlivn&n riist klfdnich rostlin rozd&-
lenim obilky na dv& ¥4sti, ale %e u ndkterfch odrdd doch&zf ke stimulaci ristu. Ke zhorfen{
klf¢ivosti dochdz{ p#¥i del3im skladovadni v nevhodngch podmfnkéch.

P¥iklad 4

Pii ov&fovdn{ aseptickych podminek uvedeného zplisobu vyroby podle vyndlezu bylo pouZito
0,5procentnfho roztoku 1-(4-chlorfenoxy)=-3,3-dimethyl-1- 1,2,4~triazol-l-yl =-2-butanonu
a 2% roztoku Ampicilinu a Nystativa bylo zjiSté&no, Ze Ghyn kultivovangch embry{ a rostlin
byl do 15 % sledovaného souboru v ojedin&lém p¥ipad&, p¥i nedodrfenf techniky p¥esazovéni
rostlin &inil Ghyn rostlin 34,54 %, P¥i nedodrfenf{ vySe uvedengch aseptickych podmfnek
doch&z{ nejmén& k 95% tdhynu embryf a rostlin nésledkem jejich zniZeni bakteri&lnfmi a hou-
bovymi kulturami. P¥i kultivaci embryf in vitro bylo dosafeno v pokusech provdddnjych ve
VORV Ruzyn&, kde aseptické podminky byly zaji¥tdny sterilaci obilek b&¥ngmi technlkami,
dhyn kultivovangch embryf nepfesahoval 10 % sledovaného souboru.

PREDMET VYNALEGZU

Zplsob ziskdvdn{ genotypl embry{ pZenice vyznadujfci se tim, %e obilky Sté&picich /
populac{ se mechanicky rozd&l{ na &4st embryon&lni a &4st endospermdlnf, pi¥ilem? &4st embry-
ondlnf tvo¥{ 10 % a¥ 45 % ¥4sti vdech rozddlengch obilek se elektroforeticky testuji pomoci
bilkovinnych ~ gliadinovgch markerld a vybfrajf se pbuze homozygotni{ ' genotypy se ¥4&danymi
markerovanymi znaky, k nim p¥fslu3né embryondlni ¥4sti se kultivujf in vitro nebo in vivo
pfi teplotéch 18 a# 22 °c po dobu 8 a% 12 dnf v aseptickych podmink&ch p¥i pou¥itf roztoku
0,5 a% 2°% objem. fungicidu a 1 % a%¥ 10 % objem. protiplisfiovfch a protibakteri&lnfch antibio-
tik.

Severografia, n. p'., MOST -« Cena 2,40 Kés
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