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Abstrakt

U pSenice (Triticum aestivum L.) bézna konvenéni metoda kfiZeni je zaloZena na kastraci samcich
pohlavnich orgdnd u materské rodicovské komponenty a na opyleni ponechanych samicich
pohlavnich organl pylem vybrané otcovské komponenty. Je popsdna nova metoda hybridizace
vyuZivajici mutantni formu psenice produkujici tfi pestiky (TP) v kvitku. TP mutace umoznuje vyvoj az
tfi zrn v kvitku a je podminéna jednim dominantnim genem Pis1 na chromozomu 2DL (Peng a kol., J.
Appl. Gen., 49, 2008: 135-139). Rozvijejici se tfi pestiky tlaci zevnitf na obalové vrstvy a tim vyvolavaji
otevienost kvitk(l. Oteviené kvitky mohou byt spontanné opyleny pylem okolnich rostlin. Tohoto
efektu je pouzito pro predkladanou metodu hybridizace. Vybranou “materskou populaci” s TP
vysévame do mezipasl mezi Slechtitelské pokusy (parcely), jez predstavuji potencialni otcovské
komponenty. Tato materskd populace je spontanné opylena pylem z rostlin péstovanych v okolnich
pokusech. Ve zralosti jsou sklizeny pouze TP-rostliny, jez jsou dobte viditelné v porostu. Sklizend zrna
jsou smési homozygot( a heterozygotl pro znak TP. V nasledujici generaci heterozygoti stépi na TP
rostliny a normalni rostliny v poméru 3:1. Rostliny s jednim pestikem v kvitku jsou produktem
spontanni hybridizace a mohou byt pouzity v nasledném Slechténi. Zrna z TP-rostlin jsou obvykle
mensi a mohou byt oddélena od normalnich pomoci sit. Zrno z TP rostlin mdzZe byt pouZito pro vysev
dalsi generace materské populace pro kfizeni s otcovskymi rostlinami v dalSim roce. Spontanni kfizeni
vyzaduje synchronizaci doby kveteni. V nasi praxi pouzivdme spontanni hybridizaci s rostlinami s
rdznymi terminy kveteni rostoucimi v okolnich parceldch. V téchto pfipadech nevime, ktery z
otcovskych komponent byl opylovac. Pro studium uUspésnosti spontanniho kfizeni je vhodné, aby
mezi okolnimi otcovskymi parcelami byly rovnéz zarazeny linie pSenice s odliShou barvou zrna.
Napftiklad linie s purpurovym perikarpem nebo modrym aleuronem. Barevna zrna mohou byt pouzita
jako vizudlni markery cizospraseni. Frekvenci alogamie lze posoudit podle zastoupeni normalnich
rostlin bez TP. Vyhodou navrhované metody je, Ze eliminuje klasickou kastraci a poskytuje velky
pocet hybridnich zrn. Nevyhodou je, Ze presné nevime, ktefi rodice se Ucastnili hybridizace. S poétem
let vyuZivani této metody lze ocekavat zvyseni jejiho uplatnéni.

Klicova slova: pSenice setd, metoda hybridizace, tfi pestiky, cizosprasnost, barevné zrno



Abstract

In wheat (Triticum aestivum L.) conventional hybridization method is based on the anthers
emasculation of selected maternal component and its pollination by pollen of selected paternal
component. The new method of hybridization based on the use of mutation producing three pistils
(TP) in a floret has been described. TP allows development of up to three kernels in a floret. The TP
mutation is determined by a single dominant gene Pis1 on chromosome 2DL (Peng et al., J. Appl.
Gen., 49, 2008: 135-139). The developing TP push on floret perianths and thus induce open
flowering. The open florets may be spontaneously pollinated by surrounding plants’ pollen. This
effect is used for the proposed alternative hybridization method. Selected “maternal population”,
which represents mixture of plants with TP (TP-plants) is usually sown among the breeding plots into
the roads. This maternal population is spontaneously pollinated by pollen from plants grown in the
surrounding plots. At maturity, only the TP-plants which are well visible in the stand are harvested.
Harvested grain is a mixture of homozygotes and heterozygotes for TP trait. The heterozygotes
segregate to TP- and normal plants in a ratio of 3:1 in the next generation. The plants with one pistil
in a floret are products of spontaneous hybridization and can be used in subsequent breeding. The
grains from TP-plants are usually smaller and can be also particularly separated from the normal
grains by the sieves. The harvested grain from remaining TP-plants can be used for sowing into the
next generation — as a new “maternal population” for crossing with paternal forms during the next
year. The success of cross-pollination depends on flowering synchronisation. In our practice we use
the spontaneous hybridization with plants with different flowering time grown in surrounding plots.
In these cases we don’t know which paternal component was the pollinator. For the study of the
spontaneous cross-pollination frequency, it is preferable to also sow lines with different colour of
grain among the surrounding paternal plots, e.g., lines with purple pericarp or blue aleurone. This
coloured grain can be used as a visual marker of cross-pollination. According to the frequency of
normal plants without three pistils we can assume the effectivity of allogamy. The advantage of this
method is that it eliminates classical castration and provides a large number of hybrid kernels. The
disadvantage is that we do not know what kind of parents participated in the hybridization. The
relevance of this method can be increased with the number of years of its use.

Keywords: common wheat, hybridization method, three pistils, cross-pollination, coloured grain
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1. CiL UPLATNENE METODIKY

Cilem metodiky je popsat novou metodu hybridizace pSenice seté (Triticum aestivum L.), jez je
alternativou bézné vyuzivanému klasickému kombinacnimu kfizeni u pSenice. Metoda je zaloZena na zcela
novém postupu ziskavani hybridl, vyuzivajici specialni formy pSenice, schopné vzhledem ke svému
morfologickému usporadani kvétnich orgdnl vykazovat Castecnou cizosprasnost. Na rozdil od bézného
postupu, zaloZzeného na kastraci a umélém opyleni, navrzend metoda prindsi nékterd specifika, ktera jsou
popsana. Metoda umoznuje ziskavat velké mnozstvi hybridnich zrn, jeZ jsou predpokladem pro vyuzZiti
v ndsledném postupu liniového Slechténi.

2. VLASTNI POPIS METODIKY
2.1 Uvod

PSenice seta (Triticum aestivum L.) je alohexaploidni druh majici 3 genomy B, A a D, pochazejici
z predchldce dnesniho Aegilops speltoides (B), Triticum urartu (A) a Aegilops squarrosa (D). Celkem ma 42
somatickych chromosomd, vyskytuje se v ozimé, jarni a presivkové formé. Domovem psenice je
blizkovychodni genové centrum, oznadované téZ jako oblast Urodného pllmésice, odkud dochazelo
k postupnému rozsifovani pSenice do jinych ¢dasti svéta. Nejstarsi archeologické nalezy z doby pred 19
tisici lety dokladaji, Ze plané formy pSenice se nachazely v blizkosti lidskych ohnist a zfejmé mohly byt
soucasti potravy jiz pravékého clovéka (Damania a kol., 1988; Harlan, 1992). Otepleni, které nastalo pred
12 - 10 tisici lety, umoznilo rozvoj zemédélstvi a pocatky domestikace pSenice. Stafi hexaploidni pSenice
se podle archeologickych vykopavek odhaduje asi na 10 tisic let. Za tu dobu prosla psenice fadou rdznych
zmén vedoucich k podstatnému zvyseni vynosl a uZitkovosti aZz na Uroven soucasnych odrdd. Jednou
z téchto zmén bylo prohloubeni miry samosprasnosti, souvisejici s omezenim distribuce gent do prostredi
pouze na rozsifovani pomoci semen. To umoznilo eliminaci nekontrolovaného spraseni pylem z cizich
rostlin a vétsi miru kontroly u vybiraného materialu. Soucasna vynosova Uroven odrid psenice, jeji uzitna
hodnota, dobfe zvladnutelna péstebni technologie a moznost dlouhodobého skladovani produkce vedly
k jejimu vyznamnému rozsifeni. V soucasnosti zaujima nejvétsi péstebni plochy na svété, pficemz na ni
zavisi asi tfetina lidské populace. Jeji pomérné vysoky obsah bilkovin a Skrobu v zrnu predstavuje dllezity
zdroj zivin pro lidskou vyZivu (statistiky FAOQ). Je nejvyznamnéjsi surovinou pro vyrobu mouky k vyuZziti v
pekarenstvi, pecivarenstvi a téstarenstvi. Lze ji vyuzit ke krmnym Gcellm, pro vyrobu skrobu, bioethanolu,
pfipadné jako alternativni zdroj energie.

2.2 Slechténi a hybridizace

Klasické Slechténi psSenice, zalozené na kombinacnim kfizeni, vychazi z vnitrodruhové nebo
mezidruhové diverzity scilem zkombinovani vlastnosti zlepsSujicich uZitnou hodnotu rodicovskych
komponent. V tomto procesu ma velky vyznam dostatek vhodnych genetickych zdroji. Kromé hybridizace
existuji i jiné metody pro zabudovani pozadovanych genQ, jenZ vyuzZivaji metod molekuldrni genetiky
(transgenoze, editace genl CRISPR - Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, které
jsou v zemich EU povaZovany za genetické modifikace) a pfipadné indukované mutageneze. Zakladnim
postupem vsak je kombinaéni ktizeni, jez nejlépe probiha na urovni homolognich chromosomovych sad.

Tvorba odrid samosprasnych rostlin je zaloZena na vybéru nejlepsich rodicd s navzajem
komplementdrnimi pozitivnimi vlastnostmi, jejich hybridizaci, vybéru poZadované formy z hybridni
populace a postupnému vytvoreni pozadované homogenni linie. BEéhem tohoto procesu dochazi ke



stabilizaci genotypu a vzniku homozygotl. Vysledkem je odrida liniového typu, jeZ je charakteristicka
vysokou mirou homozygotnosti a fenotypové uniformity. Linie jsou souborem geneticky shodnych
jedinct, spiSe vyjimeéné odrida predstavuje smés nékolika geneticky odliSnych linii stejného morfotypu.
Zatimco pro plané druhy je typi¢téjsi cizosprasnost, zajistujici druhu moznost vétsi miry adaptace, u
vétsiny starych domestikovanych plodin doslo k upevnéni miry samosprasnosti. Vyvoj samosprasnych
plodin zplvodné cizosprasnych je nejcastéjsim zevoluénich prechodd u oboupohlavnich
(hermafroditnich) druh( rostlin a i zvifat (Burgarella a Glémin, 2017).

Oproti cizosprasnym, samospraseni snizuje heterozygotnost (s kazdou generaci mira heterozygot(
klesd na polovinu), efektivni miru rekombinaci (homologni rekombinace mezi geneticky shodnymi
chromosomy pozbyvaji smysl) a migrace genli (omezeni na distribuci genotypl v prostfedi pomoci semen,
nikoli pylem), pficemz se vyrazné zvysuje geneticky drift (ztrata alel z populace zvlasté se snizujicim se
poctem jedincl). Dusledkem samosprasnosti jsou pak druhy se snizenou a méné strukturovanou
genetickou diverzitou, degradaci genomu a nizSim adaptacnim potencidlem, protoze toto méné odpovida
podminkdam béZznym pro pfirodni selekci (Obr. 1). Potencidlné nebezpecné dlsledky genetické eroze
predstavuji velkou vyzvu pro $lechténi p3enice. Slechtitelsky Uspéch je podminén vyuzitim vhodnych
genetickych zdrojd, véetné cennych vlastnosti planych forem prostfednictvim vzdalené hybridizace.
Pfenos gen( pochazejicih z planych forem Aegilops tauschii lze provadét pomoci k tomuto ucelu
vytvorenych syntetickych pSenic (Mujeeb-Kazi a Hettel, 1995).
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Obr. 1. Schéma rozdild mezi cizosprasnymi (alogamnimi) a samosprasnymi (autogamnimi) organismy
(upraveno podle Burgarella a Glémin, 2017)

PSenice seta je silné autogamni, nicméné mUZe u ni dojit k cizospraseni v pripadech, kdy selze
samospraseni. U psenice opyleni probiha kleistogamicky kdy prasniky dozravaji jesté pred pfed otevienim
kvitk(. Otrevirani kvitki umoZnujici cizospraseni se vyskytuje zcela vyjimecné a je navozovano extrémnimi



podminkymi prostfedi. K otevirani kvitki dochazi, pokud jsou zdrodky neoplodnéné. Neoplodnéné
zarodky vyraznéji rostou, béhem kveteni tla¢i na plenky (lodikuly) a plusku a tim oteviraji kvitky.
Neptitomnost fertilniho pylu neni s timto mechanismem pfimo spojena. Prvni faze otevreni kvitkdl béhem
kveteni je kratka, a je vyvolana napnutim lodikuly. Nékteré psSenicné kvitky se mohou znovu za nékolik dni
otevfit, coz je oznacovano jako "druhé otevieni", pfiCiny tohoto jevu nejsou dostatec¢né znamy. U
neoplodnénych zarodk( obalové vrstvy oplodi (perikarpu) neprochdazeji degeneraci, k jaké dochazi u
béiné se vyvijejicich zrn, ale misto toho zlstavaji bunky prerikarpu neporusené a zvétSené. To vede ke
zdureni vajec¢nik(, a tim mQzZe byt navozeno otevieni kvitkll pro spraseni cizim pylem. To mlze pfispét
k Siteni genetické rozmanitosti u samosprasnych plodin (Okada a kol., 2018). Velikost kalichu kvétu u
psenice mliZze ovlivnit hmotnost zrn (Millet, 1986).

PrestoZe samosprasovani mlze vést k okamzitym vyhodam (Slechténi samosprasnych je snazsi nez
u cizosprasnych pravé tim, Ze nevyZaduje vénovat pozornost sifeni genli pomoci pylu a velmi efektivné se
u psenice podilelo na uskutecnéni slechtitelského pokroku oznadovaném ,zelend revoluce”), nemusi byt
pro druh prospésné a muze vést k jeho zaniku v delSim casovém horizontu. Lidska cinnost (napfiklad
domestikace, chov, ekosystémové zmény) tak mohou zplsobovat systémové posuny v parovani
chromosom( v populaci, ovliviovat jeji vyvoj a potencialné ohroZovat jeji Zivotaschopnost.

Vyslechténi vynosnych odrid psenice a jejich relativné snadné péstovani umoznily zasobovat
rostouci lidskou populaci poZzadovanymi zdroji energie, bilkovin a dalSich dulezitych latek. Velké rozsiteni
psenice vedlo vsak i k postupnému prohlubovani nékterych zdravotnich problému (celiakie a nespecifické
alergické reakce na prijem lepku). Potfeba pestiejsich potravin z pSenice byla motivaci ke zvySovani zajmu
o staré psSenice v poslednich nékolika desetiletich. Domestikace pSenice, nasledovana intenzivnim
Slechténim v poslednich dvou stoletich, vedla nejen ke zvyseni vynosu, ale téZ k urcité stagnaci kvality zrna
v dlsledku tendence snizeni obsahu bilkovin, vitaminG a minerélnich latek v zrnu. To také prispélo k
poklesu rozmanitosti potravin kvili ztraté genetické variability oproti pSenicim z doby starovéku, zvlasté z
oblasti Blizkého vychodu. Riziko genetické eroze nyni vyZaduje revitalizaci nerealizovanych potenciall
rGznych druh( rodu pSenice jako je jednozrnka, dvouzrnka, Spalda a domestikovani predci moderni tvrdé
a seté psSenice (krajové odridy). Tito predkové by méli byt vyuZivani za ucelem maximalizace udrzitelného
zdsobovani obilnimi zdroji bilkovin (véetné novych bilkovinnych podjednotek gluteninti a gliadind),
vlakniny, mineralQ a dalsich latek hlavné s antioxida¢nimi vlastnostmi. Kromé toho muze byt vyuZivana
biologickd rozmanitost staré psenice k zajisténi udrzitelné produkce psenice v kontextu klimatickych zmén
a systémU ekologického zemédélstvi (Arzani a Ashraf, 2017).

2.3 Hybridizace ve Slechténi psenice a pletiva v zrnu

Hybridizace se provadi béiné pomoci kfizeni. Pfi ni se uplatiuje mechanickd manipulace
s pohlavnimi organy, jez je provadéna v kontrolovanych podminkach za poufziti izolatord pro zabranéni
nezadouciho opyleni. U pSenice, ktera je jednodomym oboupohlavnim samosprasnym druhem, je potieba
vybrat poZzadovany matefsky a otcovsky komponent a pred vlastni hybridizaci matersky komponent zbavit
samcich pohlavnich organ(i kastraci. Kastrace se provadi v dobé, kdy prasniky nejsou dozralé a jsou jesté
zelené. Opyleni se provadi v dobé, kdy je blizna zrala a je schopna pfijmout pyl. Vlastni kfizeni mlze byt
provadéno na poli, ve skleniku nebo v laboratoti na odstfizeném stéble. Kazdy Slechtitelsky podnik si
obvykle pfizplsobuje metodiku kfiZzeni s ohledem na vlastni zkuSenosti a tradice. Podrobny popis riznych
postupt kfiZzeni je popsan v certifikované metodice (Balounova a kol., 2010). Kromé bézného liniového
Slechténi existuje rovnéz hybridni slechténi zaloZzené bud na vyuziti gametocid(l (chemickych agens pro
vyvolani sterility prasnik(), pfipadné pomoci cytoplasmatické pylové sterility.

U vyssich rostlin dochazi ke dvojimu oplozeni. Ve zralém pylu existuje vegetativni a generativni
burika. Vegetativni burika zajistuje tvorbu pylové lacky, generativni diploidni burika se rozdéli na dvé
spermatické buriky, pficemz v prlibéhu oplozeni jedna splyne s vaje¢nou pohlavni burikou a da vzniknout



diploidnimu embryu (polovina genetické informace jadra + genetickd informace cytoplasmy je obsaZzena
ve vajecné burice, jeZ je oplozena samci spermatickou burikou pylu, obsahujici rovnéz polovinu genetické
informace jadra), druha spermaticka burika splyne s diploidni bufikou zarode¢ného vaku a tim da zaklad
vzniku triploidniho endospermu (vyZivovaciho pletiva pro zasobovdni rozvijejictho se embrya
v nejranéjsim stadiu jeho rlstu) (Grando a de Morales-Fernandes, 1997). Pletiva vznikld na zakladé
dvojiho oplozeni (diploidni embryo, triploidni endosperm) jsou v semeni na povrchu kryta osemenim
(testa) a oplodim (pericarp). Tato pletiva jsou vyvojové zbytkem somatickych pletiv pestiku a jsou tedy
geneticky shodna s matefskou rostlinou. Pletiva zrna vznikld oplozenim miZeme proto pokladat za
nasledujici generaci (Watanabe a kol., 2015).

2.4 PSenice se tfemi pestiky (TP) v kvitku jako rodi¢ovsky komponent navrhované metody
2.4.1 Objev a studium TP mutantd

U pSenice byla nalezena mutace umoZiujici zvySeni poctu zrn v kvitku. Jednd se o spontanni
mutaci projevujici se vyskytem tfi pestik( (three pistils TP) v kvitku (Obr. 2, Obr. 3). PSenice nesouci tuto
mutaci Ize oznacit ndzvem TP-pSenice (TP-wheat). Tato mutace zatim nema praktické vyuziti. Zfejmé prvni
zminka o jeji existenci pochazi z roku 1983 (Chen a kol., 1983), kdy byla nalezena v populaci ¢inské krajové
odrldy. TP mutant se vyznacuje normalni morfologii klasu, ale na rozdil od béZnych psenic produkuje tfi
pestiky v kvitku (Tong a Tong, 1984). Kvitky TP-pSenice maji pluchu, plevu, dvé lodikuly, tfi ty¢inky a tfi
pestiky (Murai a kol., 2002). V jednom kvitku se mohou vyvinout az tfi plodna zrna, coz vede ke zvyseni
poctu zrn klasu. Peng (2003) zjistil, Ze vyskyt TP je podminén jedinym dominantnim genem. Peng a kol.
(2004) tento gen oznacili Pis1 a lokalizovali ho na chromosomu 5B za poufZiti substitucnich linii
odvozenych od odrlidy Chinese spring, kde kazdy chromosomovych pard B, A a D byl nahrazen
homoeologickym parem genu E®, pochazejicim z Lophopyrum elongatum (Host) Léve. (Host). Pro svou
analyzu ale pouZil ponékud neobvyklou metodu detekce, takZze jeho vysledek lokalizace na chromosomu
5B se neshoduje s pozdéjsimi vysledky jinych autord, ktefi u téhoZ materidlu prokazali pfitomnost genu
Pis1 na 2DL (Peng a kol., 2008; Wang a kol., 2007, 2009). Jiz v prvnich publikacich (Chen a kol., 1983) jsou
zminovany urcité rozpory v dédi¢nosti znaku TP.

Projev TP byl rovnéz pojmenovan rdznym zplGsobem, naptiklad multi-ovary, tri-grain, multi-grain
nebo multi-gynoecia a v literature se vyskytuji rizné Udaje o genetickém zaloZeni vztahujici se k témto
oznacenim. Shen a kol. (1992a, b) urdili, Ze multi-ovary je kontrolovadn geny s komplementarnimi ucinky
(m1 a m2) na kratkych ramenech chromosomu 5D a na chromosomu 6B za pouZiti aneuploidni série
chromosomi Chinese Spring. Wu a kol. (2000) zjistili riznou expresi znaku multi-ovary v F1 u reciprokych
krizencl a na zakladé segregace v F; zjistili, Ze se jedna o recesivni znak fizeny jednim genem. Cytoplasma
rodic¢d pro znak multi-ovary zplsobovala rozdilnou fenotypovou expresi v F; a F, generaci. Proto Ma a kol.
(2000; 2002) studovali moZnost vyuziti multi-ovary pro tvorbu hybridni pSenice. Wang a kol. (2005)
detekovali RAPD marker spojeny s dominantnim genem pro multi-ovary u pSenice. Wang a kol. (2007)
zmapovali dominantni gen pro znak multi-grain. Uvadéji, Ze neni dobfe objasnéno, ktery typ genl urcuje
fenotyp znaku multi-grain. Znak tri-grain byl fizen jedinym dominantnim genem, bud' s ovlivnénim
cytoplasmatickymi ucinky (Wu a kol. 2000) nebo bez ovlivnéni cytoplasmatickymi ucinky (Zhi a kol., 2002;
Peng 2003; Ma a kol. 2006), pfipadné byl podminén recesivnimi geny (Shen a kol. 1992a; Ma a kol. 2000).
Geny pro znak tri-grain byly lokalizovany na chromosomech 5DS, 6BS a 6B pomoci monosomickych a
ditelosomickych analyz (Shen a kol., 1992b; Ma a kol., 2000). Wang a kol. (2005) identifikovali jeden RAPD
DNA marker ve vazbé na multi-gynoecia gen. Zvyseny pocet pestikl byl rovnéZz nalezen u jedné linie
Tritipyrum (mezirodovy hybrid Triticum durum a Thinopyrum bessarabicum) jako vysledek plsobeni dvou
recesivnich gen(, kde jeden pochazi z T. durum a druhy z Th. bessarabicum (Miller a kol., 2000). Lze tedy
predpokladat, Ze existuji rozdilné vzorky s projevem tfi pestikd v kvitku zplsobenymi rozdilnymi geny.



V roce 2004 ptivezl Ing. Martinek do Ceské republiky vzorek TP p3enice z Ciny (Martinek, 2004),
ktery zde ziskal osobné od profesora Zheng Song Penga (Peng a kol., 2003). Jednalo se o jarni bezosinnou
psenici. Projev vyskytu tfi pestikd v kvitku byl u tohoto ziskaného vzorku podminén jednim dominantnim
genem Pis1 na dlouhém rameni chromosomu 2D (Peng a kol., 2008). Zrejmé stejny gen oznaceny Mg
(multi-gynoecia) byl popsan pozdéji na stejném chromosomu jinymi autory (Wang a kol., 2009; Tiwari a
kol., 2011). Podrobné mapovani genu Pis1 pomoci GBS-SNP (genotyping-by-sequencing single-nucleotide
polymorphism) marker( a vytvoreni podrobné mapy vazeb genl provedli Yang a kol. (2017). Kromé TP-
psenice pochazejici z Ciny existuje p$enice s TP pochazejici z CIMMYT v Mexiku, ktera je oznacovana jako
multi-ovary, kde je tento projev spojovan s translokaci 7DL.7Ag, nesouci segment chromosomu z
Lophopyrum elongatum (Host) A. Léve (Monneveux a kol., 2003; Reynolds a kol., 2005). Do KroméFize
byla ziskdana rovnéz i tato forma, ktera je jarni, osinata a vyznacuje se nizsi mirou otevirani kvitkd.

Obr. 2. Morfoty klasu TP-pSenice, kde se v kvitcich mohou vyskytovat jedno (A), dvé (B) a tfi (C) zrna
(pouzit obrazek z prace Peng, 2003)

Obr. 3. Vlevo — tii pestiky z vypreparovaného kvitku, uprostied — trojice zrn z rliznych pohled(, vpravo
jeden pestik z vypreparovaného kvitku (foto Martinek)

2.4.2 Pfeména prasnik{ na struktury podobné pestikiim

V souvislosti s vyskytem tfi pestik( v kvitku je v literatufe zmiriovan projev tak zvané homeotické
transformace prasnikd na struktury podobné pestikim (Peng a kol., 2013), jenZ je oznacovan terminem
,pistillody”. Timto ndzvem se oznacuje tycinek v kvitku, ktera zplsobuje jejich preménu na struktury
podobné pestikim. Tento projev byl pozorovan u témér izogenni linie odvozené od ,Chinese Spring”
nesouci gen Pis1, ktera se vyznacovala tfemi pestiky a zarovern preménou nékterych prasnikd na pestikim
podobné struktury. U TP-pSenice s projevem npistillody maji kvitky tfi pestiky, které jsou zdaroven
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doprovazeny jednou aZ tfemi strukturami podobnymi pestikim, které vyrlstaji na mistech tycinek.
Postupné byla pomoci samosprasovani po nékolik generaci vytvorena linie se stabilnim vyskytem
pistillody, ktera byla nazvana HTS-1. Projev pistillody tedy vede k dalSimu zvyseni poctu pestik( a pestiku
podobnych struktur v kvitku, a tim ke sniZeni produkce pylu. Svételnd mikroskopie ukazala, Ze nékteré
zcela transformované tycinky vykazovaly dobfe vyvinuté zarodky s normalni plodnosti. Pfeména tycinek
na struktury podobné pestiklim nastava v prlibéhu raného stadia vyvoje tycinek. Kazda rostlina linie HTS-1
vykazovala charakter pistillody za v béznych podminkach péstovani. Exprese projevu pistillody vsak je
rGzna v raznych mistech klasu a u rGznych kvitk( klasku. Analyza dédic¢nosti kfizencl HTS-1 s normalnimi
komercénimi odrlidami pSenice ukazala, Ze pistillody je uréena interakci dvou recesivnich jadernych gent
hts1 a hts2 (Peng a kol., 2013; Yang a kol., 2011).

Transformace tyCinek na struktury podobné pestikim byla popsdana rovnéz u jinych rostlin
ve starsi literature (Leighty a Sando, 1924; Hanson, 1991; Li a kol., 2007), pficemzZ se zfejmé jedna o
faktor, jenz mohl byt analogicky evoluénimu prechodu od jednodomych rostlin k dvoudomym rostlinam
(Mitchell a Diggle, 2005). Tento projev premény kvétnich organt vzbudil velkou pozornost a stal se velmi
studovanym fenoménem u rostlin (Meguro a kol., 2003; Hama a kol.,, 2004; Saraike a kol., 2007,
Mizumoto a kol., 2009; Yang a kol., 2018).

2.4.3 Vytvoreni ozimych forem pSenice s TP

Plvodni jarni TP-pSenice byla ziskdna v roce 2004 od profesora Zheng-Song Penga (Sichuan
Normal College, Nanchong, Sichuan 637002, China) a byla zafazena do pracovni kolekce genetickych
uniformniho materialu vhodného pro uloZeni rovnéz do Genové banky v Praze. Stabilizace pfevedenim do
homozygotniho stavu ale nebyla u této psSenice v béZznych polnich bez prostorové izolace od ostatnich
rostlin Uspésna. Stale dochazelo k vystépovani odchylnych forem véetné rostlin bez vyskytu tfi pestika.
Také bylo provadéno kfizeni této psenice s ozimymi formami pSenice seté s dobrou mrazuvzdornosti. Od
roku 2006, kdy jsme se na pracovisti v KroméfiZi zacali zabyvat pSenicemi s odliSnym zabarvenim zrna
pSenice se v parceldch TP-jarni pSenice zacaly vyskytovat rovnéZ rostliny s barevnym zrnem, coz bylo
nepochybnym ddkazem spontanniho opylovani TP-rostlin pylem z rostlin s odliSnou barvou zrna
rostoucich v okoli. BEhem péstovani jsme si uvédomili, Ze projev TP v kvitku je spojen s vysokou mirou
otevrenosti kvitkl, které mohou byt opyleny cizim pylem z okolnich rostlin. Pfitom bylo zjisténo, Ze k
opyleni jednotlivych pestikd v kvitcich dochazi nezavisle a rovnéz Ze dochazi k nezavislé segregaci vloh pfi
samoopyleni F; rostlin hybridd homozygotnich pro gen Pis1 a heterozygotnich v gennu pro modry aleuron
zrna - konkrétné vgenu Bal (Blue aleurone 1) pochazejicim z donoru UC66049. V disledku volné
kombinovatelnosti gent pro modry aleuron po samoopyleni heterozygotnich F1 TP-rostlin bylo mozné
nalézt rostlin v TP kvitcich Ctyfi rozdilné typy zabarveni trojic zrn: 1) vSechna tti zrna Cervena, 2) dvé zrna
Cervena + jedno modré, 3) jedno zrno cervené + dvé modrd, 4) vSechna tti zrna modra. Po samoopyleni F1
rostlin bylo mozné na zakladé cetnosti zminénych ctyr typl zabarveni zrn v kvitcich potvrdit nezdvislou
segregaci genu Bal a skutecnost, Ze tfi pestiky v kvitku neovliviiuji tuto segregaci (Watanabe a kol., 2015).
Postupné byly vytvoreny ozimé TP-psSenice (zimovzdorné rostliny pomohly vyselektovat holomrazy béhem
zimniho obdobi 2011/2012 v Kroméfizi), které byly vyuZitelné jako matefské komponenty pro odvozeni
predkladané metody ziskavani hybrid( ke Slechtitelskym Gcelim. Postupné byly vyselektovany rovnéz
ozimé TP-pSenice v kombinaci s jinymi specifickymi znaky, jako jsou napfiklad dlouha pleva a purpurovy
perikarp. Na Obr. 4 je ukazka TP-pSenice s purpurovym perikarpem zrna.
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zrn (foto Martinek)

2.5 Princip metody

U TP-pSenice tlaci vyvijejici se tfi pestiky v kvitku na obaly kvitku a tim oteviraji kvitky, v nichz
dochazi k obnazZeni pohlavnich organt (pestiky, tycinky). Samici pohlavni organy pak mohou byt opyleny
pylem okolnich rostlin. Znamena to, Ze pfitomnost dominantni mutace pro tfi pestiky v kvitku (gen Pis1)
vyvola ¢astecnou cizosprasnost. Toho lze vyuzit pro tvorbu hybridl v polnich podminkach, kdy matefska
TP-pSenice je opylena pylem prenesenym vétrem prendaSenym z okolnich rostlin. Pokud se nechaji TP-
rostliny (Pis1Pis1) spontanné opylovat pylem zrostlin sjednim pestikem (pisipis1), k tomuto opyleni
dojde jen u nékterych TP-rostlin respektive nékterych TP-kvitk(. U zbyvajicich dojde k samoopyleni nebo
cizospraseni pylem z TP-rostlin, takZe geneticka sestava zlistane Pis1Pis1. Nasledujici F1 generace rostlin
bude obsahovat kromé homozygotli Pis1Pis1 také heterozygoty Pislpisl vzniklé cizosprasenim
s normalnimi rostlinami s jednopestikovymi kvitky. V nasledujci F, generaci se vyskytnou rostliny
s normalnimi kvitky s jednim pestikem, které budou opét samosprasné. Tyto rostliny se sklidi a budou
vyuzity v ndsledujicim Slechtitelském postupu pSenice. Zbyvajici TP-rostliny se mohou pouZit pro vysev
nové TP-mateiské populace pro dalsi cyklus spontanni habridizace v nasledujicim. NavrZzend metoda
hybridizace je vhodna predevsim pro polni podminky a konkrétné pro ptipady, kdy neni pftilis daleZité
presné znat identitu otcovského pylu. Oproti klasické metodé, vyuZivajici rucni kastraci a opyleni
v kontrolovanych podminkach, tento postup umoznuje ziskani velkého mnozstvi hybridnich zrn.

Vzhledem k tomu, Ze gen Pis1 pro TP lezi na chromosomu 2D, lze navrhovanou metodu vyuZit pro
Slechténi hexaploidni pSenice obsahujici genom D. Pro Slechténi tetraploidni pSenice by bylo nutné
nejprve vytvofit vhodné mateiské tetraploidni TP komponenty se zabudovanym genem pro TP do
nékterého z chormosomu B nebo A.
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2.6 Vybér materské komponenty

Pokud ma Sslechtitel k dispozici rozpracované hybridni populace kfizencl s TP-pSenicemi, neni
obvykle tézké takové materské TP-formy vytvofit béZnym postupem pomoci oddélené vysetych vybranych
potomstev rostlin nebo klasl. Je ale potfeba mit na paméti urcitou obtiznost ziskani homozygotnich TP-
forem vzhledem kjejich Castecné cizosprasnosti. V pfipadé zajmu mulze vhodné vychozi TP-pSenice
poskytnout firma Agrotest fyto, s.r.o. Kroméfiz, pripadné si je nechat vytvofit podle vlastniho zadani.

Matefskou TP-pSenici je potfeba zvolit s ohledem na pfedpokladané dalsi Slechtitelské zaméreni.
Pro potrebu slechténi ozimé pSenice by méla mit dostate¢nou Uroven mrazuvzdornosti, obdobné pro ucel
Slechténi jarni pSenice je potfeba pouzit vhodnou jarni matefskou formu. Pochopitelné je Zadouci, aby
materské formy mély uspokojivou uroven odolnosti k biotickym a abiotickym faktorlm prostredi,
prijatelnou délku stébla ranost a vhodny habitus rostliny. Lze pouzit i materské TP-pSenice, do kterych lze
cilené prenést specifické znaky. Napfiklad Ize vytvofit TP-pSenice s purpurovym nebo modrym zrnem, se
zménénou morfologii klasu, specifickymi geny rezistence a podobné. Pro vytvoreni takovych psenic Ize
vyuzit napfiklad opakované zpétné kriZzeni prislusné F; generace na recipientni TP genotyp a pribéziny
vybér na pozadovany prendseny znak.

2.6.1 Prvni rok: péstovani materské komponenty a jeji spontanni hybridizace

Vybranou materskou TP-pSenici je vhodné vysévat do mezipasli nebo cest, které se obvykle
pouzivaji pro oddéleni Slechtitelskych bloki nebo odridovych pokusl s pSenicemi s normalnimi
(jendopestikovymi) kvitky (Obr. 5 a 6). Obvykle pfi zakladani Slechtitelskych skolek se pouZivaji cesty mezi
pokusy o Sifce okolo 6m, které jsou potrebné pro otaceni maloparcelkového kombajnu. Tyto cesty se
vyuZivat pro péstovani TP-pSenice k hybridizacnim ucelim. Okolni parcely sbéinymi pSenicemi
s normalnimi pestiky pak slouzi jako otcovské rodi¢ovské komponenty, jejichz pylem se opyli materska TP-
pSenice. Kopyleni dojde za predpokladu urcité synchronizace doby kveteni obou rodi¢ovskych
komponent. Vzhledem k tomu, Ze v parcelach okolnich pokusl jsou obvykle vysévany linie s rozdilnou
dobou kveteni, pozadavek na synchronizaci kveteni otcovskych komponent s materskou TP-pSenici neni
tak podstatny, protoze obvykle se vidy v okoli vyskytuji rizné rané linie, z nichZ nékteré pravé kvetou a
produkuji pyl vhodny pro pfenos vétrem a pro cizospraseni. Pochopitelné je vhodné brat tuto okolnost
v Uvahu a vysévat materské TP-pSenice do blizkosti samcich rodi¢ovskych komponent vhodnych pro
hybridizaci.

Matefské komponenty s TP jsou ponechany spontannimu opyleni pylem pfenesenym vétrem, kde
velky podil pylu pochazi z rostlin z okolnich psSenic s normalnimi kvitky. Pochopitelné v okolnim prostredi
se muZe vyskytovat i pyl z okolnich TP-rostlin, takZze po opyleni materské formy zrno predstavuje smés
homozygotl v genech pro TP Pis1Pis1 (rostliny ze samosprdseni nebo cizospraseni TP-rostlin materské
populace) a heterozygotl v genu pro tti pestiky Pis1pis1 (rostliny z cizospraseni materské TP-komponenty
pylem otcovskych pomponent s jednim pestikem v kvitku).
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2. rok rostliny s TP (ze samospraseni P, + F; rostliny kfizenct P, a P) '

samospraseni

smés drobnozrnnych TP-rostlin (homozygoti Pis1Pis1, heterozygoti
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liniové Slechténi (viz Sipka)

Obr. 5. Schéma navrhované metody (vysvétleni v textu)

2.6.2 Druhy rok: péstovani nasledujici (1.) generace

Sklizené zrno je vhodné vyset do samostatné parcely. Velikost parcely je vhodné zvolit s ohledem
na pozadavek ziskani dostatecného mnozstvi zrna pro dalsi Slechténi. U této generace se neprovadi zadna
selekce. Pfi zavadéni metody je ale dlleZité disledné odstranit pripadné pfimési rostlin s jednim pestikem
(které zde mohou napfiklad vyrist z vydrolu z predchazejicich ro¢nikd). Sklizené zrno TP-rostlin se pouZije
pro dalsi vysev.
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Obr. 6. Umisténi materské komponenty V1-190-14 TP+LG do mezipdsu mezi Slechtitelské parcely.
Matefskd populace uprostred je obklopena z obou stran novoslechténimi (foto Martinek)
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2.6.3 Treti rok: péstovani nasleduijici (2.) generace
Tato generace bude sloZena z:

a) rostlin, jez jsou homozygotné dominantni v genu pro tfi pestiky v kvitku Pis1Pis1, které vznikly bud’
samosprasenim matefské TP-pSenice, nebo opylenim pylem nesoucim geny pro TP, ktery mizZe pochazet z
homozygotné dominantnich rostlin nebo i heterozygotnich rostlin pro TP. Téchto rostlin Ize ocekavat
nejvétsi pocet,

b) rostlin F; se tfemi pestiky v kvitku, které jsou heterozygoty v genu pro tfi pestiky v kvitku Pis1pis1,

c) rostlin F; s normalnimi kvitky s jednim pestikem, které jsou homozygotné recesivni v genu pro tfi
pestiky v kvitku pis1pis1 a jsou poZadovanym produktem spontdnni hybridizace. Jejich zrno je predmétem
naseho zajmu,

d) z malého mnoizstvi F; rostlin vzniklych na zakladé vzdjemného spontanniho kfizeni mezi rostlinami, ke
kterému doslo v pfedchozi generaci mezi:

(i) homozygoty Pis1Pis1 a heterozygoty Pis1pis1 - tedy jedna se o jedince s genetickymi sestavami Pis1Pis1
a Pis1pisl1,

(ii) heterozygoty Pis1pis1l navzajem, tedy jedna se o jedince s genetickymi sestavami Pis1Pis1, Pislpisl a
pislpisl. Tyto F; rostliny ale nelze fenotypové odlisit od F; rostlin s genetickymi sestavami popsanymi
v predchozich bodech a), b) a c).



15

Tuto generaci (populaci) Ize péstovat na vétsi plose. Velikost péstebni plochy lze zvolit s ohledem na
nasledujici Slechtitelsky zdmér. Je potfeba zohlednit, Ze v této generaci se bude vyskytovat nékolik
procent (obvykle asi do 10%) dobte vizualné detekovatelnych rostlin bez tfi pestikll se standardni velikosti
obilek, zatimco okolni rostliny se tfemi pestiky budou vétSinou poskytovat obilky drobnéjsi s ponékud
odliSnym tvarem, ovlivnénym poctem zrn vyvinutych v jednotlivych kvitcich TP-rostlin.

Z této populace je potreba ziskat zrno pochdzejici z rostlin s jednim pestikem. Rostliny s jednim
pestikem jsou od ostatnich dobfe rozlisitelné ve zralosti. Tyto rostliny lze ale pomérné snadno vizualné
odlisit jiz v dobé metdni, kdy TP rostliny maji vyrazné Sirsi bazalni casti kvitkl, které Ize od béznych klas
rostlin s jednim pestikem dobfe rozlisit pfi pohledu z boku nejlépe proti slunci. Ve pribéhu dozravani a ve
zralostio jsou potom velmi snadno od sebe vizudlné odliSitelné. Zrno z rostlin s jednim pestikem lze ziskat:

a) vytrhanim rostlin bez tfi pestikl a vymlacenim vytrhanych rostlin dohromady. Ziskané zrno je vhodné
nasledné vyset v fidkém sponu do vybérové populace pro potreby dalSiho Slechténi.

b) sklizenim celé plochy populace kombajnem a ndslednym tfidénim zrn na sitech s vhodné zvolenou
velikosti otvord. Plati, Ze s vyssi velikosti zrna stoupa pravdépodobnost, Ze tato zrna pochazeji z rostlin
s jednim pestikem. Naopak drobné zrno obvykle pochazi z TP-rostlin, predevsim z kvitkd obsahujici dvé
nebo tfi zrna. Obvykle je dobré pouZit vice sit s rlznou velikosti otvorl. Pro vytfidéni zrna pochazejiciho
z rostlin s jednim pestikem Casto staci pouZit sito se standardni velikosti otvorll 2,5 mm, pokud se pouZije
sito s vétSimi otvory (2,8 mm, pfipadné 3,00 mm), ziska se adekvatné mensi podil zrn o vyssi hmotnosti
1000 zrn. Volbu vhodné velikosti sita je potfeba provést s ohledem na velkokost zrna v daném rocniku a
jeho mnoiZstvi tak, aby bylo ziskdno co nejvétsi zrno v dostatecném mnoiZstvi pro ndsledny vysev do
vybérové parcely. Odseparované zrno vysévame do vybérové parcely v fidkém sponu. V nasledujicim roce
se zni budou vybirat opét rostliny nebo klasy sjednim pestikem v kvitku, jez se pouziji v dalSim
Slechtitelském postupu (obvykle pro vysev oddélené setych potomstev). PoufZiti sit pro oddéleni zrna
z jednopestikovych rostlin vede pouze k hrubému oddéleni téchto zrn. MUZe se stat, Ze nad sitem zUstane
obilka z TP-rostliny, zvlasté z kvitkd, kde se vyvinula jen jedna obilka. To ale v nasledujici generaci nemusi
moc vadit, protoZe tato generace je nasledné obvykle vyuZivdna pro vybér jednokvitkovych rostlin nebo
klasU, které se oddélené vymlati a jejichZ zreno se poutZije pro vysev kmenové skolky potomstev rostlin
nebo klasu.

2.7 Vyutziti zrna z TP-rostlin pro opakované cykly kizeni

Pro dalsi hybridizacni vyutziti Ize s vyhodou pouZit i drobné zrno z TP-rostlin, jez zlstalo po vytrhani
rostlin bez tfi pestik(l (ad a), pfipadné zrno, které zlstalo pod sitem s malymi otvory (nejlépe volit zrna, jez
propadla pod sitem o velikosti otvor(i (1,8 - 2,0 mm) (ad b). Rostliny z této frakce mohou byt pouzity jako
nova ,materska populace” pro dalsi cyklus hybridizace (viz kapitola 2.6.1). Vtomto ptipadé ovsem
materska TP komponenta bude sloZena z geneticky pestrejsi smési TP-rostlin, sloZzené jak z homozygotl
Pis1Pis1, tak i z heterozygotu Pis1pis1. (Ojedinéle ovsem m{Ze obsahovat i zrno z jednopestikovych rostlin
pislpisi, které propadlo jako zadina malymi otvrory pouZzitého sita. To ale nemusi vadit, pokud byla
dlsledné provedeno odrstranéni pfimési jednopestikovych rostlin ve druhém roce péstovani po zavedeni
metody - viz kapitola 2.6.2., protoZe v tomto pripadé se jedna o hybrida z predchazejiciho cyklu kfizeni.)

Vyhoda tohoto opakovaného pouziti TP-rostlin spociva v tom, Ze heterozygotni rostliny Pis1pisi
mohou byt opakované opyleny pylem v dalsim cyklu kfizeni a mohou tak pfedstavovat opakované (sloZité)
kfizeni typu Pislpisl x pislpisl, jehoz se muUZe Ucastnit potencidlné vice otcovskych rodi¢ovskych
komponent. Opakované poutziti TP-rostlin pro dalsi cykly kfizeni je vyhodné tim, Ze mezi Tp-rostlinami
mUze dochazet rovnéz ke vzajemné hybridizaci, coZ vede ke zvySovani genetické rozmanitosti této
materské populace. Hybridizaci lze pouzZivat opakované kazdy rok tak, Ze se vidy vyseji TP-rostliny
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z pfedchazejici generace, ty se nechaji opylit pylem zokolnich rodi¢ovskych parcel a vkazdém
nasledujicim skliziovém roce se z populace odeberou rostliny s jednim pestikem, jejichZ zrno bude vyuzito
pro dalsi slechtitelské ucely. Se stoupajicim poctem cykll hybridizace bude stoupat ¢etnost vystépenych
rostlin bez tfi pestik(, tedy bude postupné stoupat vytéznost metody.

S poctem opakovanych cykll se bude zaroven postupné vylepsSovat genetické pozadi a zvySovat
geneticka pestrost TP-rostlin, protoZe se budou postupné obohacovat o pylem prenesené geny od
otcovskych rostlin v pfedchozich cyklech kfizeni. Opakované pouziti TP-rostlin jako matefské populace
svym charakterem predstavuje Caste¢né cizosprasnou (alogamni) fazi, v niz se mohou uskutecriovat ve
vétsi mife efektivni rekombinace mezi geneticky neshodnymi homolognimi chromosomy, bude zde rovnéz
stoupat podil heterozygotll. ZvySovani genetické rozmanitosti TP materské populace povede k
zefektivnéni metody, kdy Sirsi genetickd variabilita bude umozZnovat selekci rostlin s dobrou adaptaci na
dané podminky prostfedi. Vybrané rostliny bez tfi pestikl ztéchto populaci budou produktem
cizospraseni (pfipadné i opakovaného cozospraseni) a budou opét samosprasné.

V Kroméfizi byla tato metoda experimentdlné odzkousena. Pro hybridizaci byly vyuzity dvé odlisné
TP-pSenice V1-193-14 TP a V1-190-14 TP+LG (Tab. 1). Tyto pSenice byly vysévany do cest jako materské
populace. Porosty matefskych populaci slouZily jako mezipasy pro oddéleni parcel vynosovych zkousek.
ProtoZe v Kromérizi probihal vyzkumny projekt NAZV QJ1510206 zaméfeny na vyzkum pSenice
s barevnym zrnem, mezi okolnimi parcelami vynosovych zkousek se vyskytovala asi polovina parcel
s barevnym (purpurovym a modrym) zrnem. Zahdjeni hybridizace bylo zapocato vroce 2014 a
pokracovalo do roku 2018. Pro dalsi nasledujici cyklus péstovani bylo pouzito vidy pouze zrno TP rostlin
z predchazejici generace. V kazdém roce byl sledovan v matefské populaci pocet rostlin se tfremi pestiky a
bez tfi pestikd na 1m?2 Byl proveden odhad frekvence alel pis1 v matefské populaci pomoci Hardy-
Weinbergova zdkona (vysvétleno v kapitole 2.10). Mezi rostlinami bez tfi pestikl v kvitku se nachazely
rovnéz rostliny s odliSnou barvou zrna. Pfitomnost téchto rostlin s barevnym zrnem byla pfiblizné
polovi¢ni a potvrdila Uspésnost uskutecnéného cizospraseni a vyuzitelnost metody (Tab. 1).

Tab. 1. Zastoupeni poctu rostlin na 1m? lisicich se vyskytem t¥i pestik (TP) v kvitku ve dvou populacich v
raznych letech

Rocnik Pocet rostlin na 1m? Procento Odhad Pocet rostlin bez  Pocet rostlin
rostlin bez  frekvence tii pestikl s bez tii pestik( s
Celkem se TP bez TP TP alel pis1v purpurovym modrym zrnem
populaci zrnem
1. populace (V1-193-14 TP)
2014 280 275 5 1,8 0,027 2 0
2015 310 298 12 4,0 0,060 7 1
2016 265 234 31 13,2 0,199 13 4
2017 285 244 41 16,8 0,252 15 12
2018 320 268 52 19,4 0,291 16 14
2. populace (V1-190-14 TP+LG)
2014 253 248 5 2,0 0,030 3 1
2015 295 267 28 10,5 0,157 9 5
2016 321 281 40 14,2 0,214 12 9
2017 307 262 45 17,2 0,258 16 10
2018 305 257 48 18,7 0,280 19 12

Pozn.: prvni populace se vyznacovala na pocatku pouzitim rostlin se tfemi pestiky (TP), druha populace se
vyznacovala dlouhou plevou (LG - long glume) prenesenou z Triticum polonicum L. Obé populace mély
zpocatku standardni zabarveni zrna.

V pribéhu péti hodnocenych rocnikl byla sledovana rovnéz frekvence barevnych obilek ve
vybranych velikostnich frakcich zrna sklizeného kombajnem (Tab. 2). Kombajnova sklizen umoznila
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v rliznych rocnicich sklidit rzné velkd mnozstvi zrna, jeZ byla pouZita pro stanoveni zastoupeni barevnych
zrn ve velikostnich frakcich obilek (tfidéno na tfidiéce Petkus). Primérna frekvence zrn vzniklych
spontanni hybridizaci se v opakované vysévané populaci zvySovala. Lze to dokumentovat na postupné se
zvysujicim poctu barevnych zrn u obou testovanych populaci (1. populace: purpurovd 1,4 <4,2< 7,6 < 8,8
<9,9;, modra 0,0<0,5<3,4<7,8<7,8; 2. populace: purpurova 1,0<7,7<7,7<10,2<10,8; modra 0,1 <
3,4 < 6,0 <6,6 <8,9). Ve frakcich s vétSim zastoupenim velkych zrn byla zaznamenana vétsi cetnost
barevnych zrn. To lze vysvétlit tim, Ze nad vétSimi otvory sita z(stdvaji vétsi zrna pochazejici
z jednopestikovych rostlin — tedy z rostlin hybridG. Tato zrna nemaji v sobé obsazeny dominantni geny pro
tfi pestiky v kvitku, proto jsou vétsi. Ve vytfidénych frakcich s drobnymi zrny jsou tak vice zastoupeny
rostliny vzniklé samosprasenim TP rostlin (tedy homozygotni v dominantnich genech Pis1Pis1) nebo
heterozygotni rostliny hybrid( Pisipis1, které fenotypové nelze od sebe odlisit. Mezi témito rostlinami
ovsem rovnéz existuje hybridizace a postupné se zvysujicim se poctem cykld pouZivani této metody
migruji geny pro odliSné zabarveni také do rostlin se tfemi pestiky (Obr. 7). Se zvySujicim se pocCtem
rocnik(l pouzivani metody frekvence barevnych obilek mezi velikostnimi frakcemi obilek ma tendenci se
postupné vyrovnavat. VyuZiti pSenic s purpurovym zrnem pro detekci cizospraseni je vyhodnéjsi nez
vyuziti pSenic s modrym zrnem, protoZe v pfipadé purpurového zrna se neprojevuje segregace barvy zrna
uvnitt klasu, navic tyto rostliny maji vétSinou purpurové zabarvend stébla. Jsou proto mnohem I|épe
odlisitelné od rostlin s modrym zrnem, kde modré zrno se nemusi vyskytovat u viech obilek v klasu.

Obr. 7. Pohled do matefské komponenty, pFl’tomnost'cizosprééeni Ize dokumentovat vyskytem psenice
s barevnym zrnem. Jsou vidét klasy se tfemi pestiky i bez tfi pestikd s purpurovym i normdlnim

zabarvenim zrn. (foto Martinek)

<7 s -



Tab. 2. Zastoupeni barevnych zrn v rozdilnych velikostnich frakcich zrn ve dvou matefskych populacich

Roc¢nik Znak Velikostni frakce zrn Celkem Pocet
pod1,8 1,8-2,5 2,5-3,0 nad3,0 barevnych
mm mm mm mm zrn %

1. populace (V1-193-14 TP)
2014 Hmotnost zrna (kg) 2,3 5,8 8,8 3,1 20,0

HTS (g) 23,7 33,6 44,2 55,4 40

Pocet purpurovych zrn v 1000 zrn 1 3 21 23 14 1,4

Pocet modrych zrn v 1000 zrn 0 0 0 0 0 0,0
2015 Hmotnost zrna (kg) 3,4 8,2 10,6 2,7 24,9

HTS (g) 21,7 32,1 43,1 54,7 37,8

Pocet purpurovych zrn v 1000 zrn 5 15 67 74 42 4,2

Pocet modrych zrn v 1000 zrn 1 3 7 12 5 0,5
2016  Hmotnost zrna (kg) 4,2 10,6 12,3 5,2 32,3

HTS (g) 22,4 31,5 44,6 53,9 38,9

Pocet purpurovych zrn v 1000 zrn 23 58 102 95 76 7,6

Pocet modrych zrn v 1000 zrn 19 27 39 49 34 3,4
2017 Hmotnost zrna (kg) 12,5 45,6 28,6 1,5 88,2

HTS (g) 18,3 30,3 40,2 49,9 32,1

Pocet purpurovych zrn v 1000 zrn 48 72 129 126 88 8,8

Pocet modrych zrn v 1000 zrn 45 72 102 85 78 7,8
2018 Hmotnost zrna (kg) 12,8 30,2 15,4 2,8 61,2

HTS (g) 17,4 29,8 41,2 50,2 31,0

Pocet purpurovych zrn v 1000 zrn 56 88 145 152 98,6 9,9

Pocet modrych zrn v 1000 zrn 36 79 108 95 78 7,8
2. populace (V1-190-14 TP+LG)
2014 Hmotnost zrna (kg) 2,9 10,5 7,5 2,0 22,9

HTS (g) 24,1 32,7 48,1 55,0 38,6

Pocet purpurovych zrn v 1000 zrn 0 1 10 70 10 1,0

Pocet modrych zrn v 1000 zrn 0 0 1 2 1 0,1
2015 Hmotnost zrna (kg) 4,6 16,5 15,4 3,2 39,7

HTS (g) 22,8 30,7 44,6 54,3 37,1

Pocet purpurovych zrn v 1000 zrn 4 43 120 152 77 7,7

Pocet modrych zrn v 1000 zrn 7 31 43 46 34,1 3,4
2016  Hmotnost zrna (kg) 1,8 11,2 8,4 2,9 24,3

HTS (g) 24,1 31,4 45,2 52,9 38,2

Pocet purpurovych zrn v 1000 zrn 42 57 105 97 77 7,7

Pocet modrych zrn v 1000 zrn 31 55 71 66 60 6,0
2017 Hmotnost zrna (kg) 26,5 69,4 35,6 3,6 135,1

HTS (g) 20,2 31,4 39,7 48,6 31,8

Pocet purpurovych zrn v 1000 zrn 68 97 136 115 102 10,2

Pocet modrych zrn v 1000 zrn 44 51 108 88 66 6,6
2018 Hmotnost zrna (kg) 34,5 45,8 32,1 1,9 114,3

HTS (g) 18,6 33,2 37,5 49,6 30,3

Pocet purpurovych zrn v 1000 zrn 69 98 106 127 91 9,1

Pocet modrych zrn v 1000 zrn 42 84 116 120 80 8,0
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Pozn.: prvni populace se vyznacovala na pocatku pouzitim rostlin se tfemi pestiky (TP), druha populace se
vyznacovala dlouhou plevou (LG - long glume) prenesenou z Triticum polonicum L. Obé populace mély

zpocatku standardni zabarveni zrna.
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2.8 Regenerace matefiské populace

Opakovanymi cykly vyuZivani metody postupné stoupne frekvence vyskytu rostlin bez tfi pestik(,
jeZ teoreticky muze dosahnout 25% (coZ odpovidd monohybridnimu kfiZzeni a Stépnému poméru 1:3). Je
nutné mit na paméti, Ze zrna pochdazejici z TP-rostlin se rovnéZ vyznacuji o néco mensi kli¢ivosti a
vzchazivosti nez zrna o normalni velikosti. Proto, pokud se pro vysev dalSi generace matefské populace
pouzivaji drobna zrna propadla sitem s malymi otvory, mohou se tam dostat i zadinova zrna od rostlin
s normalnimi pestiky. To by sice nemuselo pfilis vadit, protoZe v opakovanych cyklech se stejné vétsinou
jedna o zrna ze spontanni hybridizace, nicméné podil rostlin bez tti pestikd by mohl v disledku jejich
vétsiho fitness v nasledujici populaci rychleji stoupat. Pokud cetnost rostlin bez tii pestiki dosahne
v populaci asi 15-20 % je potfeba provést regeneraci TP-populace. K tomu je vhodné vyuzit klasové vybéry
TP klasl, které se oddélené vyseji klasovym secim strojem (Seedmatic), nasledné se vyberou pokud
mozno uniformni TP potomstva s uspokojivymi parametry. Pro dalsi hybridizaci se pouzije bud vybrané
namnozené klasové potomstvo, nebo Iépe smés TP-potomstev.

2.9 Genetické vztahy v samosprasné a cizosprasné populaci

PSenice setd je hermafroditni organismus, kde funguji samici i sam¢i pohlavni organy na kazdém
jedinci (Goodwillie a kol., 2005; Jarne a Auld, 2006; Billiard a kol., 2012). BEéhem domestikace doslo u ni
k upevnéni samosprasnosti omezenim distribuce genl na 3ifeni semeny. PFfimym dusledkem
samosprasnosti je odhalovani recesivnich skodlivych alel, jeZ se u béznych cizosprasnych jedincl vyskytuji
v heterozygotnim stavu. Ty se u samosprasnych rostlin mohou dostat do homozygotniho stavu, a tim
snizovat vitalitu (fitness) jedincd. Toto sniZeni fyzické kondice, oznacované jako inbredni deprese, je
univerzalni fenomén a predstavuje genetické omezeni. Proto u planych rostlin pfevazuje cizosprasnost, jez
je obvykle spojend s morfologickymi a fyziologickymi mechanismy omezujicimi samooplodnéni. Béhem
evoluce pSenice zfejmé mohlo dochdzet do urcité miry k eliminaci Skodlivych recesivnich alel, nebo
k jejich prekryti dominantnimi alelami, nachdzejicimi se v podobnych pozicich na homeologickych
chromosomech. Dlouhodobé vyuZivani TP-matefskych rostlin v hybridizatnim programu by vedlo
k zavedeni ,cizosprasné” faze, jez by umozZnila generovani vétsi miry heterozygotl, a tim i vznik
smysluplnych rekombinantll mezi heterozygotnimi chromosomy (viz Obr. 1). Béhem klasického
kombinacniho kfiZzeni je heterozygotni faze omezena jen na Fi generaci, stim, Ze postupné dozniva
s klesajicim podilem heterozygotl na polovinu s kazdou nasledujici generaci. V panmiktické populaci (ve
které se mezi sebou jedinci oplozuji zcela nahodné) Ize podle Hardy-Weinbergova zdkona pro pfipad, kdy
v jednom lokusu existuji dvé alely A a a, vyjadfit jejich frekvence ndsledovné: A bude mit frekvencip a a
frekvenci q, pficemz plati, p + g = 1. ProtoZe hodnoty genotypové i genové frekvence vyjadiujeme vzdy
jako relativni podil jednotlivych genotypl nebo genl plati zdroven P + H + Q = 1 (kde P je podil
dominantnich homozygotl, H je podil heterozygotl a Q je podil recesivhich homozygotl) a mezi
hodnotami genovych a genotypovych frekvenci plati zaroven vztahy: p =P + 1/H, g = Q + 1/2H (Necések a
kol., 1980). Zaroveri plati p? + 2pqg + g = 1, coZ koresponduje s monohybridnim $tépnym pomérem 1AA
:2Aa :1aa.

V nasem pfripadé Ize odhadnout cetnosti recesivnich alel pis1 (podminujicich jeden pestik v kvitku)
z procenta jednokvitkovych rostlin, jez predstavuji homozygoty pislpis1 (= Q) a z oCekavané frekvence
heterozygotl 2Pis1pis1 (= H), které ovSsem nelze fenotypové odlisit od homozygotl Pis1Pis1 ve zbyvajici
Casti populace. Odhad Ize odvodit pomoci vzorce q = Q + 1/2H; je uveden v Tab. 1.

U populace, jez neni panmikticka a vyskytuje se v ni urcitd mira samosprasnosti, lze provést
korekci pomoci koeficientu: Fis = 6/(2 - o), pfiemz pro Uplnou samosprasnost plati (o = 1) a Fis = 1, kdy
populace je sloZena pouze z homozygotl. V tomto pfipadé oekdvané frekvence jsou: fl(AA) = p* + Fis pq;
flAa) = 2pq (1 - Fs); flaa) = 9> + Fis pq, kde Fis kvantifikuje stupefi odklonu od Hardy-Weinbergova zékona.
Pokud Fis = 0, znamena to, Ze v populaci neni zvyhodnéno samospraseni a populace je plné panmikticka.
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Pokud Fis > 0 znamena to, Ze zde existuje posun ve prospéch homozygotl jako vysledek samospraseni.
Podrobné jsou tyto vztahy a vliv samospraseni popsany v praci David a kol. (2007). Frekvenci homozygot
Fis 1ze exaktné odhadnout napriklad pomoci genetickych marker(.

Zdrojem rozmanitosti v genomu eukaryot je rekombinace, coZ je genetickd vyména mezi dvojici
vldken DNA, kterd probiha béhem meidzy. Pokud v3ak k rekombinaci dochazi mezi identickymi nebo
témér identickymi chromosomy kvili vysoké homozygotnosti, Géinnost rekombinaci je u samosprasnych
nizsi neZ u cizosprasnych. Pokud oznacime cetnost fyzické rekombinace symbolem r, mlUZzeme rovnéz
vyjadrit efektivni rekombinaci symbolem r. (Nordborg, 2000); pak plati: re = (1 - Fis) r. Dasledkem této
efektivni rekombinace je zvySeni vazebné nerovnovahy mezi lokusy v gametdch podél vétsSich
genomickych oblasti, pfipadné i mezi rliznymi (homeologickymi) chromozomy. Pfi Uplném samospraseni
(Fis = 1) je efektivni rekombinace r. nulova, jak ukazuje Obr. 1.

Samosprasnost zvySuje geneticky drift. Geneticky drift generuje stochastické zmény frekvence alel
pfi pfenosu z jedné generace na druhou. Casto se kvantifikuje pomoci efektivni populaéni velikosti (Pollak,
1987; Nordborg, 2000). Jestlize N predstavuje pocet jedincd v populaci schopnych nahodné vzajemné
hybridizace (panmiktickd populace), potom efektivni velikost populace Ne pfi Gplném samoopyleni (Fis =
1) se sniZi na polovinu a Ize pouZit vztah: Ne = N/ (1 + Fis) (Ingvarsson, 2002; Whitlock a Barton, 1997).

Vyse popsané genetické Ucinky maji pfimy vliv na druhovou rozmanitost a jeji distribuci. Vyhoda
samosprasnosti spociva v tom, Ze zvySuje vytéznost selekce, vede vSak rovnéz k imbredni depresi. Pokud
nedojde k velmi vysoké imberdni depresi (Charlesworth, 2006), mize byt casem prekonana tim, Ze se
populace postupné vycisti od silné skodlivych recesivnich mutaci, jez vyrazné snizuji fitness, a jeZ jsou
vylouceny z populace. Po urcité dobé se dalsi imbredni deprese ve shodé s prve pouzitym pfipadem muze
snizovat (Lande a Schemske, 1985; Lande a kol., 1994). Pfechod k samosprasnosti mlze vést k rozpadu
komplexnich systém( genetické inkompatibility, pfipadné ke zhorSeni kvality reprodukénich organl a
funkci (Sicard a Lenhard, 2011). Zivotnost vétdiny samospra$nych forem je oproti cizospradnym kratsi.
Vyuziti TP rostlin v navrhované metodé hybridizace predstavuje fazi s vyssi mirou cizosprasnosti. Tato faze
mUze vést k rozsiteni genetické variability jako dalezitého vychodiska pro efektivni Slechténi.

2.10 Komentaf k navrhované metodice a doporuceni

U klasického postupu kfizeni vybér rodi¢ovskych forem zavisi na Uvaze Slechtitele. Toto nelze
realizovat u navrhované metody. Navriena metoda vyuziva matefskou formu, jez je nasledné pouzivana
v nasledujicich cyklech kfizeni. Pokud jako otcovské formy budou pouzivany odridy nebo novoslechténi
s dobrou adaptaci na dané podminky prostfedi (obvykle tomu tak ve slechtitelskych provozech je), po
opakovanych cyklech kfizeni bude moZné predpokladat, Ze bude geneticky zaklad materské populace
rostlin s TP rovnéz zlepSovan tim, Ze jeji geneticky zaklad se bude postupné pribliZovat poZzadavkim na
odridu pro dané prostredi. V disledku castecné cizosprasnosti TP-rostlin dojde k Sirsi distribuci genl
prenosem pylu, kterd bude fungovat po celou dobu pouzivani metody. Tato distribuce nebude omezena
na jednorazové ktizeni, jez je u bézného kombinacéniho kfizeni. Vzajemné cizospraseni mezi rostlinami s TP
v materské populaci navzajem muize vést k vyraznému rozsifeni genetické variability v disledku zvyseni
efektivni miry rekombinaci (homologni rekombinace mezi geneticky rozdilnymi chromosomy), a omezeni
vlivu genetického driftu (ztraty alel z populace). Navrzeny postup umozni vytvofit postupné ,vylepsenou”
TP matefskou populaci, kterou bude mozné v disledku opakovaného pouzivani oznacit jako ,univerzalni
matka“. Nevyhodou navrhovaného teseni je, Ze timto zplsobem prakticky ztracime informaci, jaci rodice
se Ucastni na strané otce. Pokud bychom potrebovali mit presné definovany otcovsky komponent,
musela by byt matefska populace obseta otcovskou psSenici a musela by byt nepochybné dodrzena urcita
izola¢ni vzdalenost od jinych zdrojl pylu. (U Zita, jeZ je cizosprasné, je v jeho Slechténi potfeba dodrzovat
asi dvoukilometrovou izolacni vzdalenost. Lze predpokladat, Ze podobnou izola¢ni vzdalenost by bylo
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potfeba dodrZovat i u pSenice). Vtomto pfipadé klasickd metoda kastrace je pochopitelné mnohem
vyhodnéjsi.

Vyhodou této alternativni metody je, Ze odpada potreba kastrace a metoda umoZzniuje ziskavat
kazdorocné velky pocet hybridnich zrn v zavislosti na velikosti vysévané parcely materské populace. Lze
predpokladat, Ze jeji uplatnéni ve Slechténi povede k tvorbé odrid s dobrou adaptaci na dané podminky
prostiedi. Ve firmé Agrotest fyto, s.r.o. v Kroméfizi je tato metoda vyuzivana jiz patym rokem. Vysledky
potvrzuji jeji vyuzitelnost ve Slechténi.

3. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Vyddvanad metodika je druhou metodikou zamérfenou na popis techniky kfizeni psSenice. Prvni
metodiku publikovala Balounova a kol. (2010). Metodika ptinasi zcela novy postup hybridizace psenice,
vyuzivajici ¢astecnou cizosprasnost specifického genetického materidlu se tfemi pestiky v kvitku. Navrzeny
postup ve svém disledku vice odpovidad obecnym evolu¢nim principlim planych cizosprasnych druhd.
Navrhovanad metodika umoznuje ziskavat kazdoro¢né pomérné velké mnozstvi hybridnich zrn kfizencd,
které lze uplatnit nasledné v béiné pouzivané rodokmenové metodé Slechténi psSenice. S poctem
opakovanych rocénik(l Ize ocekavat zvysovani efektivity navriené metody. Metoda umoziuje vyssi miru
rekombinaci mezi nehomolognimi chromosomy a pfispivat k omezeni genetického driftu. Tim umozni
omezit degradaci pSenicného genomu a méla by umoznovat ziskdvani forem s lepsi adaptaci k danym
padné-klimatickym podminkam. Metodika pfindsi nové praktické poznatky, doporuceni a technické
zkuSenosti. Oproti béZnym metodam kombinacniho kfizeni metoda neumoznuje presnou kontrolu, které
rodicovské komponenty vstupuji do hybridizace.

4. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je uplatiiovana v prabéhu tvorby novych linii 0zimé pSenice na pracovisti Agrotest fyto,
s.r.o. Kroméfiz. Je rovnéz vyuzivana pro tvorbu genotypl s barevnym zrnem v ramci feseného projektu
MZeCR QK1910343, pro ptipravu linii s dlouhou plevou, pfipadné s mnohotadym klasem v ramci projektu
institucionalni podpory MZe-RO1118 a bude vyuZita pro fedeni projektu MZe CR QK1810067.

Metodika je urcena Slechtitelim. PFfi jejim postupném zavedeni je doporucovano zpocatku ji
vyuzivat soubéiné s klasickou metodu kombinacniho kfiZzeni pro moZnost vzajemného porovnani obou
metod.

Metodika bude pfistupna na webové strance: www.vukrom.cz, poskytnuti pSenice s TP uZivatelim
bude uskutecnéno na zakladé k tomuto ucelu uzaviené smlouvy.

5. EKONOMICKE ASPEKTY

Naklady na zavedeni postupll uvedenych v predloZzené metodice nejsou vysoké. Odhadem cca 10
tis. K¢ jako pocatecni investice na prondjem pozemku, vysev vybrané TP-pSenice jako materské
komponenty do mezipasl polnich pokust, na sklizen (individudlni vybér nebo kombajnovou sklizen) a na
zpracovani sklizeného zrna (mlaceni, tfidéni na sitech). Urcité naklady lze také kalkulovat ve spojitosti se
ziskanim vhodnych vychozich TP-pSenic, jeZ jsou zcela nezbytné pro zavedeni metody. V procesu kfizeni
muze dojit k finanéni Gjmé, pokud v pocatecnich fazich nebude respektovan pozadavek na péstovani
materské populace na bezplevelném pozemku, kde nehrozi vyskyt primési v pdé z vydrolu. V takovém
pfipadé existuje nebezpeci zamén rostlin hybrid( bez tfi pestiki s rostlinami pfimési rovnéz bez tfi
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pestikd. Vzhledem k tomu, Ze soucasné odridy psenice jsou si morfologicky a v zrnu navzdjem dost
podobné, je vhodné pro kontrolu miry cizospraseni mezi okolni parcely zaradit vyrazné odliSny genotyp,
nejlépe s purpurovym perikarpem (tyto rostliny obvykle maji i purpurova stébla a jsou dobre odlisné
v porostu). Potom ve Stépici F, generaci je moZné rovnéz vedle rostlin se standardnim zabarvenim
detekovat téz rostliny s purpurovym zabarvenim, coZ lze poklddat za potvrzeni, Ze doslo k cizospraseni.
Pouziti rostlin se znaky vhodnymi pro vizudlni kontrolu cizosprdseni vsak neni nezbytné nutné, protoze
rostliny bez tfi pestikl jsou vizuadlné velmi dobre odlisitelné od rostlin se tfemi pestiky v kvitku.
Ekonomicky pfinos dané metodiky pro uZivatele Ize spatfovat ve sniZeni pracovni naro¢nosti, kterou by
bylo potreba vynaloZit na rucni kfizeni (vybér rodicli, kastraci, izolaci, vydrol hybridnich zrn), které
predstavuje vyraznou pracovni Spi¢ku. Dle kvalifikovaného odhadu by mohla u stfredné velké slechtiteslké
firmy Cinit Uspora prace cca 100 tis. K€ ro¢né.
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