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VLIV FOTOPERIODICKÉ A JAROVIZAČNÍ REAKCE ODRŮD PŠENICE 
NA JEJICH RANOST*

* Práce byla uskutečněna za finanční podpory Grantové agentury České republiky v rámci 
grantu č. 521/96/0114.

The Influence of Photoperiodic and Vernalisation Reactions 
of Wheat Varieties on their Earliness

Jindřich KOŠNER, Katerina PÁNKOVA

Research Institute of Crop Production, Prague-Ruzyně, Czech Republic

Abstract: The experiment was aimed to ascertain the basic characteristics of the 
growth and the development of wheat (earliness = number of days from emergence 
to heading under full 8-week vernalisation and photoperiod longer than 14 hours; 
photoperiodic sensitivity = number of days by which the period from heading 
under full 8-week vernalisation and 10-hours photoperiod is prolonged in contrast 
to photoperiod longer than 14 hours; vernalisation requirement = number of weeks 
of vernalisation sufficient for the full vernalisation - period to heading is not 
significantly prolonged in contrast to full 8-week vernalisation; characteristic of 
growth habit = number of weeks of vernalisation after which plants do not get into 
head) and determine tlieir relations, first to ascertain how photoperiodic sensitivity, 
vernalisation requirement and growth habit influence the earliness. Seven winter 
wheat varieties and seven spring wheat varieties were followed. The results have 
shown tliat there are considerable differences among observed varieties in all 
characteristics followed and that earliness is, except for growth habit, conditioned 
by various combinations of photoperiodic sensitivity and vernalisation requirement 
in particular tliat complement and compensate, each other Certain type of earliness 
can be obtained by appropriate combination of components with corresponding 
selected photoperiodic sensitivity and vernalisation requirement.

wheat; growth habit; photoperiodic sensitivity; vernalisation requirement; earliness

Abstrakt: Experiment byl zaměřen na zjištění základních charakteristik růstu 
a vývoje pšenice (ranost = počet dní od vzejití do metání při plné osmitýdemií 
jarovizaci a světelné periodě delší než 14 hodin; fotoperiodická citlivost = počet 
dní, o které se prodlouží doba do metání při plné osmitýdemií jarovizaci a lOhodi-
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nové světelné periodě proti světelné periodě delší než 14 hodin; potřeba jarovizace 
= počet týdnů jarovizace, jež jsou dostačující к plné jarovizaci - statisticky 
významně se nezvětšuje doba do metání proti plné osmitýdenní jarovizaci; charak­
teristika růstového typu = počet týdnů jarovizace, kdy rostliny ještě nemetají) 
a určení jejich vztahů, především zjištění vlivu fotoperiodické citlivosti, potřeby 
jarovizace a růstového typu na ranost. Bylo sledováno sedm odrůd pšenice ozimé­
ho a sedm odrůd pšenice jarního charakteru. Výsledky prokázaly, že mezi hodno­
cenými odrůdami jsou značné rozdíly ve všech sledovaných charakteristikách a že 
ranost je podmíněna kromě růstového typu především různou kombinací fotoperi­
odické citlivosti a potřeby jarovizace, které se vzájemně doplňují a kompenzují. 
Určitý typ ranosti je možné získat vhodně zvolenou kombinací komponent s urči­
tou fotoperiodickou citlivostí a potřebou jarovizace.

pšenice; růstový typ; fotoperiodická citlivost; potřeba jarovizace; ranost

Ranost (pozdnost) je jednou z důležitých vlastností odrůd pšenice ovlivňu­
jící řadu výnosových prvků a je na ni upřena i pozornost šlechtitelů. Znalost 
genetických mechanismů, řídících nebo ovlivňujících tuto vlastnost a posky­
tujících možnost jejího efektivního ovlivnění, je proto významná.

Řada prací prokázala, že ranost pšenice je z genetického hlediska určována 
především citlivostí genotypu к délce světelné periody. Geneticky je fotope­
riodická citlivost určována třemi lokusy označenými Ppdl, Ppd2, Ppd3, 
lokalizovanými na chromozomech 2D, 2Ba2A (Keim etal., 1973;Piras- 
teh, Welsh, 1975; Law et al., 1978). Pirasteh a Welsh (1975) vyslo­
vili domněnku, že genotypy s dominantní alelou Ppdl jsou rané, genotypy 
s Ppd2 a současně s Ppd3 jsou intermediální, genotypy s Ppd2 nebo s Ppd3 
jsou pozdní a genotypy s recesivní sestavou velmi pozdní.

Na ranost pšenice působí i geny řídící jarovizační reakci a růstový typ; 
neuspokojení jarovizačních potřeb prodlužuje dobu do metání, případně je 
příčinounevymetání. Pugsley (1970,1972) určil čtyři hlavní lokusy odpo­
vědné za jarovizační reakci, jež byly označeny Vrnl, Vrn2, Vrn3 a Vrn4. 
Genotypy s recesivní sestavou alel těchto genů určují ozimý růstový typ 
a vyžadují dlouhou dobu jarovizace. lamí růstový typ se projevuje, je-li 
v genotypu přítomna některá dominantní alela Vrn; dominantní alely Vrn 
jsou inhibitory potřeby jarovizace. Epistatická a nejsilněji inhibující je Vrnl. 
Stelmach a Avsenin (1965) uvádějí, že nejvíce ovlivňuje ranost lokus
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Vrnl a nejméně lokus Vrn2. Stelmach (1993) sledoval efekt dominantních 
genů Vrn na dobu metání a na agronomické znaky pšenice. Prokázal silné 
ovlivnění doby metání i sledovaných agronomických znaků včetně hmotnosti 
zrn na rostlinu. Předpokládá, že vliv genotypů Vrn je silnější než vliv pozadí 
a prostředí. Nejpříznivěji se uplatňovaly genotypy středně rané; dvojitě do­
minantní genotypy Vrnl Vrn2 vrn3 dobře odnožovaly a poskytovaly dobrý 
potenciál pro nalévání zrna, genotypy Vrnl vrn2 vrn3 vykazovaly všechny 
výnosové komponenty okolo středu a skrze svoji vhodnou ranost se vyzna­
čovaly vynikajícím naléváním zrna, což se projevilo maximální hmotností 
zrna na rostlinu.

Kromě genů systému Ppd a Vrn mohou existovat i jiné geny, které ovliv­
ňují ranost (Scarth, Law, 1984). Tento typ ranosti bývá označován jako 
ranost per se.

V letech 1991 až 1994 byla určována fotoperiodická citlivost řady odrůd 
pšenice domácího i zahraničního původu a byla sledována závislost ranosti 
na fotoperiodické citlivosti (Košner,Вromová, 1993; Košner,Žůr- 
ková, 1995, 1996). Obecně byla ve všech těchto experimentech ranost silně 
závislá na fotoperiodické citlivosti. Neplatilo to však zcela bez výhrad pro 
všechny sledované odrůdy stejně; některé byly ranější, jiné pozdnější, než 
odpovídalo regresi celého souboru. Rovněž byly rozdíly mezi jařinami a ozi­
my; jařiny, tj. genotypy s některým lokusem Vrn dominantním, byly jako 
celek ranější. Na základě těchto výsledků byl založen tento experiment, jehož 
cílem bylo určit, jakou měrou se na ranosti kromě fotoperiodické citlivosti 
podílí růstový typ a jarovizační reakce.

MATERIÁL A METODY

Pro experiment byl na základě výsledků minulých pokusů (Košner, 
Bromová, 1993; Košner,Žůrková, 1995, 1996) vybrán soubor odrůd 
tak, aby byly zastoupeny odrůdy s různou citlivostí к fotoperiodě a současně 
aby byly zastoupeny odrůdy s ranosti odpovídající regresi na fotoperiodickou 
citlivost, odrůdy ranější a odrůdy pozdnější než by odpovídalo zjištěné 
regresi. Polovina odrůd byla ozimého růstového typu a polovina jarního. 
Vybrané odrůdy, jejich ranost a fotoperiodickou citlivost zjištěnou v minu-
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minulých experimentech, vztah ranosti a fotoperiodické citlivosti a rok ex­
perimentu jsou uvedeny v tab. I.

Z takto vybraného souboru odrůd byl založen experiment к zjištění základ­
ních charakteristik růstu a vývoje a určení jejich vztahů. Základní charak­
teristiky růstu a vývoje byly pro tento experiment stanoveny takto:

I. Vybrané odrůdy, jejich ranost a fotoperiodická citlivost zjištěná v minulých experimentech, 
vztah ranosti a fotoperiodické citlivosti a rok experimentu - Select varieties, their earliness and 
photoperiodic sensitivity detected in previous experiments, the relation of earliness and photope­
riodic sensitivity, and the date of experiment

Odrůda1 Zjištěná ranost2
Zjištěná 

fotoperiodická 
citlivost3

Ranost ve vztahu 
к fotoperiodické 

citlivosti4

Rok 
experimentu5

Jařiny6

Sonora 64 raná7 necitlivá8 odpovídající9 kontrola10

Barant 83 raná střední11 v.v,12 ranější 1993

UH-7035 střední střední odpovídající (ranější) 1994

Dragon střední střední odpovídající (pozdnější13) 1993

Henika střední citlivá" ranější 1993

Linda střední citlivá ranější 1992

Maja pozdní15 střední odpovídající 1992

Ozimy16

Košútka raná necitlivá odpovídající 1991

Mironovská 28 raná necitlivá odpovídající 1993

Barbara střední necitlivá pozdnější 1994

Vlada střední střední odpovídající 1992

Zdar střední
- pozdnější

střední
- citlivá odpovídající kontrola

Trane pozdní citlivá odpovídající 1994

Salut pozdní střední pozdnější 1993

'variety; 2earliness detected; 3photoperiodic sensitivity determined; 4earliness in relation to 
photoperiodic sensitivity; 5 date of experiment; 6spring varieties; 7early; 8insensitive; 9correspond- 
ing; "control; "intermediate; "earlier; "later; "sensitive; "late; 16winter varieties
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Ranost je určována počtem dní od vzejití do metání při plné osmitýdenní 
jarovizaci a světelné periodě delší než 14 hodin.

Fotoperiodická citlivost je určována počtem dní, o které se prodlouží doba 
do metání při plné osmitýdenní jarovizaci a lOhodinové světelné periodě 
proti světelné periodě delší než 14 hodin (ranost).

Potřeba jarovizace je určována počtem týdnů jarovizace, jež jsou dostaču­
jící к plné jarovizaci, tzn. že při této době jarovizace se již statisticky 
významně nezvětšuje doba do metání proti plné osmitýdenní jarovizaci.

Charakteristika růstového typu je určována počtem týdnů jarovizace, při 
nichž ještě rostliny nemetají.

Všechny použité materiály ozimého i jarního charakteru byly nakličovány 
v týdenních intervalech a jarovizovány za krátké světelné periody při teplo­
tě +1 až +3 °C tak, aby к datu výsadby 20. dubna byly připraveny varianty 
s 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1, 0 týdny jarovizace. Rostliny všech variant jarovizace 
byly vysázeny do řádků na nezatemňované parcelky a na zatemňovanou 
parcelkubyly vysázeny rostliny plně (8 týdnů) jarovizované. Všechny rostli­
ny byly vysázeny 20. dubna, kdy světelná perioda (délka dne) v zeměpisných 
šířkách experimentu (50° severní šířky) přesahovala 14 hodin, což je možné 
charakterizovat jako dlouhý den a je i předpoklad, že po tomto termínu již 
nebude příliš velké dojarovizování působením nízkých teplot. Na zatemňo­
vané parcelce byl po dobu dvou měsíců lOhodinový režim; světelná perioda 
byla od 8 do 18 hodin V následném období již parcelka zatemňována nebyla. 
Hodnocena byla doba od vzcházení do metání. Za datum vzcházení byl 
považován 20. duben, kdy byly jarovizované rostlinky vysázeny, a za datum 
vymetání byl považován den, kdy rostlina měla vymetanou polovinu klasu na 
první odnoži.

Ze získaných dat byly odvozeny základní charakteristiky růstu a vývoje. 
Výsledky byly zpracovány vícerozměrnými statistickými metodami.

VÝSLEDKY A DISKUSE

Získaná data jsou v tab. II. Jsou zde uvedeny počty dní od vzcházení do 
metání všech variant pokusu, rozdíly v počtu dní jednotlivých variant od varianty 
s plnou (osmitýdenní) jarovizaci při dlouhém dni pěstování a hodnoty t-testu 
určující průkaznost jednotlivých variant od varianty s plnou (osmitýdenní)
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II. Počty dní od vzcházení do metání všech variant pokusu, rozdíly v počtu dní jednotlivých variant od varianty s plnou (osmitýdenní) jarovizací 
při dlouhém dni pěstování a hodnoty í-testu určující průkaznost rozdílů jednotlivých variant od varianty s plnou (osmitýdenní) jarovizací při 
dlouhém dni pěstování - Numbers of days from germination to heading of all the variants of the experiment, differences in numbers of days of 
single variants from the variant with full (8 weeks) vernalisation under long day growing conditions, and values of the (-test determining 
significance of differences of single variants from the variant with full (8 weeks) vernalisation under long day growing conditions

Odrůda1
Dlouhý den2 Krátký 

den3
8 týdnů8 týdnů4 7 týdnů 6 týdnů 5 týdnů 4 týdny 3 týdny 2 týdny 1 týden 0 týdnů

Barant 83 a 44,00 47,53 49,86 52,82 57,50 57,60 58,69 68,93 64.73
b 3,53 5,86 8,82 13,50 13,60 14,69 24,93 20,73
c (1,67) (3.60) (7.15)* (8,07)* (13,42)* (9,90)* (25,62)* (10,82)*

Sonora 64 a 45,33 44,00 43,40 44,87 46,07 47,87 48,53 48,62 63,38 61,00
b (1,33) (1,93) (0,47) 0,73 2,53 3,20 w^ 18,05 15,67
c 1,33 1,99 0,26 (0,79) (3.48)* (4,40)* (3,06) * (13,86) (4,52)*

UH-7035 a 57,07 63,00 58,53 59,20 60,36 59,60 61,20 61,67 64,00 81,80
b 5,93 1,46 2,13 3,29 2,53 4,13 4,60 6,93 24,73
c (2,80)* (0,89) (1,20) (1.97) (1.59) (2,60)* (2,52)* (3,38) (15,54)*

Henika a 57,46 55,60 58,13 59,27 60,80 60.0'1 63,47 60,86 68,27 82,82
b (1,86) 0,67 1,81 3,34 2,54 6,01 3,40 10,81 25,36
c 1,79 (0,77) (1,68) (3.81)* (2.68)* (6,07)* (3,02)* (10,95)* (23,96)*

Linda a 58,38 55,87 63,42 54,40* 61,64 57,67 57,53 57,57 60,93 87,50
b (2,51) 5,04 3,27 (0,84) (0,80) 2,56 29,13
c 1,03 (1,73) (1,38) 0,43 0,33 (1.19) (9.49)*

Dragon a 58,42 55,33 60,82 59,40* 61,14 60,36 62,07 62,53 65,20 82,21
b (3,08) 2,40 2,73 3,65 4,12 6,78 23,80
c 1,92 (1,46) (1,88) (2.61)* (2.78)* (4,54)* (17,73)*

Maja a 58,73 57,07 58,27 58,27 60,07 59,13 59,71 59,33 1 63,33 82,47
b (1,67) (0,47) (0,47) 1,34 0,39 0,98 0,60 4,60 23,73
c 1,09 0,36 0,34 (0,53) (3,51)* (21.99)

G
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Kosátka a 
b
c

59,67 58,13 
(1,53) 
0,88

59,36 
(0,31) 
0,18

61,60
1,93 

(1,261

69,29
9,62

(5,32)*

72,07
12,40 
(5,75)*

• 60,0% ш%1||||1
74,40
14,73
(9,30)*

Barbara a 65,70 75,33 58,60 95,92 79,33
b 9,63 (7,10) 30,22 26,7% 13,63
c (4.93)* 4.21* (9.171* (9,67)*

Mironovská a 66,20 68,40 68,73 71,38 91,53 80,62
28 b 2,20 2,53 5,17 25,33 ; 73,3% 14,42

c (1,36) (1,91) (1.80) (14,14)* (9,05)*
Vlada a 68,46 66,80 70,80 84,67 82,43

b (1,66) 2,34 16,21 <Ж ; 13.3% 13,97
c 1,10 (1,69) (5,02)* (11,36)*

Zdar a 70,13 70,53 76,93 89,23 85,53
b 0,40 6,80 19,10 26j% 15,40
c (0,55) (6,25) (13,43)* (24,14)*

Trane a 73,00 71,71 72,42 76,80 79,80 88,92
b (1,29) (0,58) 3,80 6,80 15,92
c 1,61 0,68 (3.60)* (7,49)* (12,29)*

Salut a 78,27 82,15 85,92 97,42 93,07
b 3,89 7,65 19,15 14,80
c (3.031* (23,46)*

a = počet dní od vzejiti do metání - number of days from germination to heading
b = rozdíl v počtu dní do metání od plně jarovizovaných - difference in number —-^

of days to heading from variants fully vernalised
c = i-test к plně jarovizovaným při dlouhém dni pěstování - t-test to fully 

vernalised under long day growing conditions

metá se statisticky významným zpožděním 
- heading with significant delay
metá částečně (některé rostliny ještě 
vymetaly) - heading partly (some plants 
still headed)

'variety; 2long day; -’short day; ‘'weeks
nemetá (žádné rostliny nevymetaly) - is 
not heading (no plants headed)

G
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jarovizací při dlouhém dni pěstování. Z těchto dat již lze odvodit údaje pro 
základní charakteristiky růstu a vývoje, jež jsou uvedeny v tab. III.

Z těchto údajů je zřejmé, že mezi hodnocenými odrůdami tohoto experi­
mentu jsou značné rozdíly ve všech sledovaných charakteristikách. Všechny 
jařiny experimentu jsou ranější než ozimy. Potřeba jarovizace je celkově 
u jařin nižší, i když některé na jarovizací reagují výrazněji než některé ozimy. 
Rozdíly v ranosti fotoperiodicky stejně citlivých jařin lze vysvětlit jejich

III. Základní charakteristiky růstu a vývoje sledovaného souboru odrůd - Basic characteristics of 
growth and development in the studied set of varieties

Odrůda1
Ranost2 

(dni do metání6)

Potřeba 
jarovizace3 

[týdny7]

Fotoperiodická 
citlivost4 

(prodloužení doby 
do metání [dni]8)

Charakteristika 
růstového typu5 

(týdny jarovizace 
potřebné к vymetání9)

Jařiny 10

Barant 83 44,00 7 20,73 0

Sonora 64 45,33 4 15,67 0 '

UH-7035 57,07 3 24,73 0

Henika 57,46 5 25,36 0

Linda 58,38 0 29,13 0

Dragon 58,42 3 23,80 0

Mája 58,73 1 23,73 0

Ozimy11

Košútka 59,67 5 14,73 1

Barbara 65,70 8 13,63 4

Mironovská 28 66,20 5 14,42 3

Vlada 68,46 6 13,97 3 í

Zdar 70,13 6 15,40 4 í

Trane 73,00 6 15,92 3

Salut 78,27 8 14,80 5

’variety; 2earliness; Vernalisation requirement, 4photoperiodic sensitivity; Characteristics of 
growth habit; 6days to heading; 7weeks; Extension of interval to heading (days); 9weeks of 
vernalisation required for heading; lospring varieties; ” winter varieties
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-A- Fotcperioda 3 ■ Jarovizace *

Relative photoperiodic sensitivity and vernalisation requirement; 2relative earliness; 3photo- 
period; 4vernalisation

1. Působení fotoperiodické citlivosti a potřeby jarovizace na ranost a interakce mezi nimi; na ose 
xje relativní ranost, na ose у jsou relativní hodnoty fotoperiodické citlivosti a potřeby jarovizace, 
transformované do hodnot v intervalu od -1 do +1 - The effect of photoperiodic sensitivity and of 
vernalisation requirement on earliness, and the interaction between them; x-axis - relative 
earliness, y-axis - relative values of photoperiodic sensitivity and of vernalisation requirement, 
transformed into the values ranging from -1 to +1

rozdílnou potřebou jarovizace v důsledku různých sestav dominantních geno­
typů Vrn. Silný vliv rozdílných dominantních genů Vrn a jejich sestav na 
dobu metání prokázal Stelmach (1993). Rozdíly v nárocích na jarovizaci 
u ozimů mohou mít příčinu v rozdílnosti recesivních alel genů Vrn, tj. 
v mnohočetném alelomorfismu těchto alel, jak předpokládá Pugsley 
(1973), nebo v působení genů modifikátorů (Ivr, Dvr) v genetickém pozadí 
(Gotoh, 1980, 1983). Fotoperiodická citlivost je naopak u jařin tohoto 
experimentu vyšší než u ozimů. Všechny jařiny tohoto experimentu vymetaly 
i při nulové jarovizaci, u ozimů jsou rozdíly v rozmezí 1 až 5 týdnů.
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Při hodnocení je nutné mít na zřeteli, že všechny zjištěné údaje jsou 
relativní, že jejich absolutní platnost je omezena na tento experiment s jeho 
specifickou skladbou odrůd a průběhem teplot roku experimentu. Například 
vymetání všech jařin při nulové jarovizaci při setí 20. dubna může mít příčinu 
v dostatku dní v průběhu vegetace s jarovizační teplotou pro jařiny s Vrn2, 
které к vymetání vyžadují určitou krátkou jarovizaci, nebo v souboru nebyla 
přítomna žádná jařina s Vrn2. Obecnější závěry je možné tvořit ze vztahů 
jednotlivých komponent růstu a vývoje.

Při porovnání ranosti, potřeby jarovizace a fotoperiodické citlivosti se 
u odrůd tohoto experimentu ukazuje, že ranost je odvislá nejen od fotoperio­
dické citlivosti, nýbrž i od potřeby jarovizace, že fotoperiodická citlivost 
a potřeba jarovizace z hlediska projevu ranosti působí společně, vzájemně se 
doplňují a kompenzují. Toto vzájemné působení zřetelně ukazuje obr. 1; na 
ose xje ranost, pro přehlednost v relativních hodnotách, na ose у jsou relativní 
hodnoty fotoperiodické citlivosti a potřeby jarovizace, transformované do 
hodnot v intervalu od -1 do +1. Z grafu je patrné, že u odrůd tohoto 
experimentuje velmi často větší fotoperiodická citlivost vyrovnávána menší 
potřebou jarovizace a naopak. U jařin je, kromě odrůdy Barant 83 a Sonora 
64, působení fotoperiodické citlivosti a potřeby jarovizace opačné než u ozimů.

Ke komplexnímu zhodnocení vlivu fotoperiodické citlivosti, potřeby 
jarovizace a růstového typu na ranost byla použita kanonická korelace. 
Koeficient determinace 0,8526 prokazuje, že ranost je z více než 85 % 
určována těmito charakteristikami. Korelační koeficient je 0,9233. Kompen­
zace vlivu fotoperiodické citlivosti a potřeby jarovizace na ranost je zřetelná 
z jednotlivých koeficientů pro kanonické korelace těchto dvou proměnných 
(koeficient fotoperiody = 0,316; koeficient jarovizace = -0,351) . Jejich 
hodnoty jsou téměř shodné, ale opačné orientace. Kanonická korelace je 
graficky znázorněna na obr. 2.

Výsledek naznačuje, že ranost je z převážné většiny důsledkem působení 
uvedených tří komponent. Z toho vyplývá, že je-li dělán výběr na určitou 
ranost, může být tato ranost podmíněna, kromě růstového typu, především 
různou kombinací fotoperiodické citlivosti a potřeby jarovizace.

Jak vyplývá z dřívějších prací zaměřených na vztah fotoperiodické 
citlivosti a ranosti (Košner, Bromová, 1993; Košner, Žůrková, 
1995, 1996) je pravděpodobné, že změnu ranosti častěji způsobuje změna
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-1 9 -0.9 0.1 1.1
Proměnná vysvětlovaná2

2.1

2. Kanonické korelace; 
vysvětlovanou proměnnou je 
ranost, vysvětlující proměnné jsou 
fotoperiodická citlivost potřeba 
jarovizace a charakteristika 
růstového typu - Canonic 
correlations; dependent variable is 
earliness, independent variables 
are photoperiodic sensitivity, 
vernalisation requirement and 
characteristics of growth habit

'independent variables; 
’dependent variable

odické citlivosti, a potřeba jarovizace se jevila jako konstantnější, protože 
většina odrůd hodnocených v těchto experimentech svojí raností víceméně 
sledovala fotoperiodickou citlivost, zvláště byly-li regrese dělány odděleně 
pro ozimy a jařiny. V rozdílech mezi ozimy a jařinami se projevoval vliv 
dominantních alel genů Vrn charakterizujících růstový typ.

Většina odrůd, u kterých se v předchozích pokusech vyskytovaly výrazněj­
ší odchylky od regrese ranosti na fotoperiodické citlivosti, je zařazena v tom­
to experimentu, protože výběr odrůd byl dělán tak, aby byly zastoupeny 
odrůdy s různou citlivostí к fotoperiodě a současně aby byly zastoupeny 
odrůdy s raností odpovídající regresi na fotoperiodickou citlivost, odrůdy 
ranější a odrůdy pozdnější, než by odpovídalo zjištěné regresi. Touto větší 
rozmanitostí je tento soubor specifický a je proto nutné považovat jej za 
modelový pro účely tohoto experimentu.

К určení, které odrůdy v souboru si jsou podobné z hlediska uvedených 
charakteristik růstu a vývoje, byla použita shluková (klastrová) analýza. Aby 
byl zjištěn stupeň a váha podobnosti, byla shluková analýza dělána hierar­
chicky od rozčlenění odrůd do dvou šluků do rozčlenění do deseti shluků. 
Výsledky ukazuje tab. IV. Při členění do dvou shluků byly odděleny jařiny 
a ozimy. Pak následovalo oddělení nejranějších dvou jařin, za ním oddělení
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IV. Hierarchická shluková analýza od dvou do deseti shluků - Hierarchical cluster analysis (2-10 
clusters) of observed characteristics (earliness, vernalisation requirement photoperiodic sensiti­
vity and growth habit)

i Odrůda 1
Počet shluků 2

2 3 4 5 6 7 8 9 10

Harant 83 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Sonora 64 1 1 1 1 2 2 2 2 2

UH-7035 1 2 2 2 3 3 3 3 3

Henika 1 2 2 2 3 3 3 3 3

Linda 1 2 2 2 3 3 3 4 4

Dragon 1 2 2 2 3 3 3 3 3

Maja 1 2 2 2 3 3 3 3 5

Kosátka 2 3 3 3 4 4 4 5 6

Barbara 2 3 4 4 5 5 5 6 7

Mironovská 28 2 3 4 4 5 6 6 7 8

Vlada 2 3 4 4 5 6 6 7 8

Zdar 2 3 4 4 5 6 7 8 9

Trane 2 3 4 4 5 6 7 8 9

Salut 2 3 4 5 6 7 8 9 10

‘variety, 2number of clusters

nejranější ozimé odrůdy, pak nejpozdnější ozimé odrůdy, až při deseti shlu­
cích zbyl ujaňn jeden větší shluk odrůd středně raných (mino odrůdu Linda) 
a u ozimů dva shluky odrůd středně raných.

Na obr. 3 je znázorněno rozložení odrůd ve shlucích při dvourozměrném 
pohledu z hlediska ranosti a fotoperiodické citlivosti, ranosti a potřeby jaro- 
vizace a fotoperiodické citlivosti a potřeby jarovizace jako příklad při šesti 
shlucích. I z těchto grafů je patrné komplexní působení fotoperiodické citli­
vosti a potřeby jarovizace na ranost. Porovná-li se rozmístění odrůd na 
grafech vyjadřujících vztah mezi ranosti a fotoperiodickou citlivostí s grafy 
vyjadřujícími vztah mezi ranosti a potřebou jarovizace (osa y), je zřejmé, že 
většina odrůd má podle osy у opačné umístění. Zvláště patrné je to u odrůd
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13 16 19 22 25 28 31
Fotoperiodická citlivost'

'photoperiodic sensitivity; 2earliness;
3vemalisation requirement

3. Rozloženi odrůd ve shlucích při 
dvourozměrném pohledu z hlediska 
ranosti a fotoperiodické citlivosti, ranosti 
a potřeby jarovizace a fotoperiodické 
citlivosti a potřeby jarovizace (při šesti 
shlucích) - Distribution of the varieties in 
clusters at two dimensional view from the 
standpoint of earliness and photoperiodic 
sensitivity, earliness and vernalisation 
requirement, and photoperiodic sensitivity 
and vernalisation requirement (6 clusters)

Linda, Barbara a Salut, tzn. že u odrůdy Linda je při dané ranosti vysoká 
fotoperiodická citlivost kompenzována nízkou potřebou jarovizace a u odrůd 
Barbara a Salut naopak. U ostatních odrůd tento jev existuje také, ale ne v tak 
vyhraněné podobě. Na grafech vyjadřujících vztah mezi fotoperiodickou 
citlivostí a potřebou jarovizace se to projevuje tendencí odrůd řadit se více­
méně po úhlopříčce od odrůd na fotoperiodu necitlivých s velkou potřebou 
jarovizace (ozimy) к odrůdám na fotoperiodu citlivým s nízkými nároky na 
jarovizaci (jařiny). Je pravděpodobné, že jde o důsledek výběru na určitý
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výhodný typ ranosti při šlechtění odrůd. Genotypy s vysokou fotoperiodickou 
citlivostí a současně vysokou potřebou jarovizace byly pravděpodobně elimi­
novány pro extrémní pozdnost a genotypy s nízkou fotoperiodickou citlivostí 
a současně nízkou potřebou jarovizace pro extrémní ranost. Tento poznatek 
je zcela ve shodě s prací, kterou publikoval Stelmach (1993), jenž při 
studiích genů systému Vrn v dominantních genotypech jarního růstového 
typu prokázal silné ovlivnění agronomických znaků včetně hmotnosti zrn na 
rostlinu sestavou dominantních genotypů Vrn a z ní vyplývající rozdílnou 
ranosti, přičemž se nej příznivěji uplatňovaly genotypy středně rané. Z toho 
vyplývá, že určitý typ ranosti výhodný pro šlechtitelsky významné znaky je 
možné získat vhodnou záměrnou kombinací komponent s určitou zvolenou 
fotoperiodickou citlivostí a potřebou jarovizace.

Závěr

Mezi hodnocenými odrůdami jsou značné rozdíly ve všech sledovaných 
charakteristikách. Všechny jařiny experimentu jsou geneticky ranější (doba 
do metání) než ozimy; potřeba jarovizace je celkově u jařin nižší, i když 
některé na jarovizaci reagují výrazněji než některé ozimy. Ranost je pod­
míněna, kromě růstového typu, především různou kombinací fotoperiodické 
citlivosti a potřeby jarovizace, které se vzájemně doplňují a kompenzují. 
V souboru se nevyskytují současně genotypy s extrémně vysokou fotoperio­
dickou citlivosti a velkou potřebou jarovizace, ani genotypy extrémně fotop- 
eriodicky necitlivé a současně bez jarovizačních nároků. Lze předpokládat, 
že je to důsledkem výběru na určitý výhodný typ ranosti při šlechtění odrůd, 
při němž genotypy s vysokou fotoperiodickou citlivostí a současně vysokou 
potřebou jarovizace byly pravděpodobně eliminovány pro extrémní pozdnost 
a genotypy s nízkou fotoperiodickou citlivostí a současně nízkou potřebou 
jarovizace pro extrémní ranost. Určitý typ ranosti výhodný pro šlechtitelsky 
významné znaky je možné získat vhodnou záměrnou kombinací komponent 
s určitou zvolenou fotoperiodickou citlivostí a potřebou jarovizace.
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Summary

The experiment was aimed to ascertain the basic characteristics of the growth and 
development of wheat (earliness = number of days from emergence to heading under 
full 8-week vernalisation and photoperiod longer than 14 hours; photoperiodic 
sensitivity = number of days by which the period from heading under full 8-week
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vernalisation and 1 О-hour photoperiod is prolonged in contrast to photoperiod 
longer than 14 hours; vernalisation requirement = number of weeks of vernalisation 
sufficient for the full vernalisation - period to heading is not significantly prolonged 
in contrast to full 8-week vernalisation; characteristic of growth habit = number of 
weeks of vernalisation after which plants do not get into head) and determine their 
relations, first to ascertain how photoperiodic sensitivity, vernalisation requirement 
and growth habit influence the earliness. The experiment was based on the results 
of previous works so that all the varieties with different sensitivity to photoperiod 
and at the same time with supposed different vernalisation requirement might be 
represented. Half of varieties were winter and half were spring habit. Selected 
varieties, their earliness and photoperiodic sensitivity stated in previous experi­
ments, the relation between earliness and photoperiodic sensitivity and year of 
experiment are shown in Table I. All used materials, both winter and spring charac­
ter, were germinated in 1 -week intervals, and vernalised under short photoperiod at 
a temperature from +1 to +3 °C so that at the date of planting on April 20th when 
photoperiod (length of day) at geographic latitude of the experiment (50° north 
latitude) exceeds 14 hours, variants were prepared referring to 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1, 
0 weeks of vernalisation. Plants of all the variants of vernalisation were set onto 
rows on unshaded plots and plants fully (8 weeks) vernalised were planted onto the 
plot with 10-hour photoperiod. Interval from planting to heading was evaluated. 
Basic data acquired and their evaluation are shown in Table II and basic charac­
teristics of growth and development, derived from them are in Table III. It follows 
from the evaluation that all spring varieties in this experiment are earlier than winter 
varieties, vernalisation requirement is generally lower, although some of them 
respond to vernalisation more markedly than some winter ones, photoperiodic 
sensitivity on the contrary is higher in spring varieties than in winter ones, and all 
spring varieties in this experiment formed ears at zero vernalisation, in winter 
varieties the differences range from 1 to 5 weeks. Obviously photoperiodic sensitiv­
ity and vernalisation requirement from the standpoint of expression of earliness 
work together, complement each other and compensate as shown in Fig. 1. Complex 
assessment how photoperiodic sensitivity, requirement of vernalisation and growth 
habit influence earliness, is in the majority shown in canonical correlation (Fig. 2). 
Coefficient of determination 0.8526 displays that earliness is in more than 85% set 
by these characteristics. Coefficient of correlation is 0.9233. Compensation of the 
influence of photoperiodic sensitivity and of vernalisation requirement on earliness 
is evident from single coefficients for canonic correlations of those two variables 
(coefficient of photoperiod = 0.316; coefficient of vernalisation = -0.351); their 
values are almost identical but of reverse orientation. Canonic correlation is graphi­
cally represented in Fig. 2. It follows from these results that if selection is done in 
view of certain earliness, this earliness can be conditioned, except for growth habit, 
by various combinations of photoperiodic sensitivity with vernalisation requirement
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in particular. Cluster analysis was used to determine which varieties are similar from 
the standpoint of mentioned characteristics. To detect extent and importance of 
similarity, cluster analysis was carried out hierarchically from dividing varieties to 
two clusters to dividing to ten clusters (Table V). In the case of dividing to two 
clusters, spring varieties were separated from winter ones. Then separation of two 
earliest varieties followed, then two latest varieties were separated, etc. until by ten 
clusters one larger cluster of varieties with middle earliness in spring varieties 
(except the variety Linda) and two winter varieties with middle earliness remained. 
In Fig. 3 distribution of varieties in clusters is shown in two-dimensional view from 
standpoints of earliness and photoperiodic sensitivity, earliness and vernalisation 
requirement, and of photoperiodic sensitivity and vernalisation requirement, by six 
clusters. It resulted from the overall evaluation of the experiment: There are consid­
erable differences between the evaluated varieties in all the characteristics followed. 
All spring varieties in the experiment are genetically earlier (heading time) than 
winter ones; vernalisation requirement is generally lower in spring varieties, though 
some of them react to vernalisation more markedly than winter ones. Earliness is, 
except the growth habit, conditioned by various combinations of photoperiodic 
sensitivity and vernalisation requirement in particular that complement and compen­
sate each other. Neither genotypes with extremely high photoperiodic sensitivity 
and great vernalisation requirement nor genotypes extremely photoperiodically 
insensitive without vernalisation requirement occur parallelly in the collection. It is 
possible to suppose that it is a result of selection concerning a certain advantageous 
type of earliness during the breeding of varieties, when varieties with high photop­
eriodic sensitivity and at the same time with great requirement for vernalisation were 
probably eliminated for extreme lateness and genotypes with low photoperiod 
sensitivity and at the same time with low vernalisation requirement for extreme 
earliness. Certain type of earliness, advantageous for important breeding traits can 
be obtained by appropriate combination of components with certain chosen photop­
eriodic sensitivity and vernalisation requirement.
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Čeleď Poaceae představuje nesporně svou rozsáhlostí, různorodostí a způsobem 
využití, které zasahuje od lidské a zvířecí výživy přes technické využití až po tvorbu 
a restauraci krajiny, určitou raritu.

Podobně i toto kompendium může být jak netradiční učebnicí, tak poutavou beletrií 
pro odborníka. Na více než 250 stranách autor rozebírá úlohu trav v současném 
měnícím se světě, jejich rozšíření, diverzitu, historii využití, kontrastní způsoby 
životních projevů i způsoby domestikace některých druhů. U jednotlivých podčeledí 
upozorňuje na výrazné a zvláštní rody a druhy, zabíhá i do historie třídění a znalostí 
o jednotlivých druzích, všímá si sekundárních metabolitů i odlišných průběhů foto­
syntézy.

Kniha je vhodně doplněna netradičními pérovkami i řadou unikátních fotografií. 
Může být velmi vhodným doplňkem pro specialisty, kteří přicházejí do styku s trava­
mi (např. šlechtitele, výzkumníky i architekty krajiny).

Ing. Bohumír C aga š, CSc.
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MOŽNOSTI VÝBĚRU ROSTLIN S GENY ZAKRSLOSTIV RANÝCH 
HYBRIDNÍCH GENERACÍCH U PŠENICE OZIMÉ NA ZÁKLADĚ 

GIBERELÍNOVÝCH TESTŮ

Possibility of Early Generation Selection for GA Insensitive Dwarfing 
Genes in Winter Wheat

Miroslav ŠKORPÍK, Václav ŠÍP, Ludmila BOBKOVÁ', Jana CHRPOVÁ

Research Institute of Plant Production, Prague, Czech Republic, 
'SELGEN a.s., Breeding Station, Uhřetice, Czech Republic

Abstract: In 147 winter wheat crosses from the Breeding Station Úliřetice and 
their parental varieties tlie reaction to applied gibberellic acid (GA3) was evaluated 
for the detection of GA insensitive dwarfing genes (Rhtl, Rht2). The way of testing 
was shortly described and tlie possibility to select Rhtl, Rhtl or Rht2, Rht2 
genotypes was studied. In the examined set of crosses, 70 crosses showed sensitive 
reaction to GA and 3 crosses uniformly insensitive reaction (crossing of parents 
with identical Rht genes - Fig. 1). Tlie remaining 74 crosses segregated in genera­
tion F2 for reaction to GA (Fig. 2) and three groups of plants could be determined 
(Fig. 3): 1) plants insensitive to GA, with Rht, Rht constitution (GA insensitive 
response of parental variety), 2) plants typically GA sensitive (rht, rht) and 3) 
plants showing weak insensitivity (supposed Rht, rht constitution). Tlie possibility 
to determine plants with heterozygous composition is important from practical 
point of view. Tlie pattem obtained in F2 generation was decisive for tlie choice of 
crosses for further selection of GA insensitive plants in F3 generation performed at 
tlie Breeding Station Úhřetice. It was neither possible nor advantageous to select 
tall dwarfs (desirable for tlie conditions of Czech Republic) according to GA 
response of juvenile plants. Tlie selection for optimum plant height and other 
important characters was performed in the following hybrid generations. Tlie 
extent of selection work is given in Table I. Tlie gibberellic programe, lasting for 
about 10 years, resulted in the new winter wheat variety Šárka (registered from 
1997) bred for the presence of Rht2 gene. This variety had higher resistance to 
lodging in comparison with tlie check varieties, connected with advantageous (not 
very high) shortening of stem (Table П). Another new winter wheat variety from 
this programme is RU 488 with very high yield performance in 1996 Official
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Trials. The results indicate that selection for GA insensitive dwarfing genes present 
in suitable background genotypes may be effective.

winter wheat; response to applied gibberellic acid; Rht genes; selection in early 
hybrid generations

Abstrakt: U souboru 147 kombinací křížení pšenice ozimé v generaci F2 pocháze­
jících ze ŠS Úhřetice a u použitých rodičovských odrůd byla hodnocena reakce na 
aplikovaný giberelin (GA3) za účelem detekce genů zakrslosti (Rhtl, Rht2). Je 
popsán způsob testování a ukázány možnosti výběru rostlin s necitlivostí na 
aplikaci GA3 v segregujících populacích. U 74 kombinací křížení, v nichž se rodiče 
v reakci na giberelin lišili, bylo možné vydělit tři skupiny rostlin; I - insenzitivní, 
S - senzitivní, i - přechodná skupina rostlin s pravděpodobně heterozygotní 
sestavou alel, se slabou necitlivostí. Na výsledky giberelinových testů v generaci 
F2 (VÚRV Praha-Ruzyně) navazovaly u vybraných kombinací křížení gibereli- 
nové testy v generaci F3 na ŠS v Úhřeticích a výběry rostlin necitlivých na giberelin 
spolu s dalším hodnocením, které je součástí šlechtitelských postupů. Výsledkem 
záměrného postupu šlechtění na krátkostébelnost, podmíněnou genem Rht2 je 
nově povolená odrůda pšenice ozimé Šárka (= RU 23), která ukončila Státní 
registrační zkoušky v roce 1996. Do druhého roku Státních registračních zkoušek 
postoupila další nová odrůda pšenice s necitlivostí na giberelin - RU 488 (= Vlasta). 
Ukazuje se, že při zaměření na vhodné kombinace křížení slibuje uvedený postup 
výběru získání vysoce produktivních typů.

pšenice ozimá; reakce na aplikovaný giberelin; Rht geny; výběry v raných hybrid­
ních generacích

Úspěšnost moderní odrůdy pšenice je podmíněna mimo jiné i zkrácením 
stébla a odolností к poléhání porostů. Mezi geny zakrslosti využité ve 
šlechtění pšenice v širokém rozsahu patří geny Rhtl a Rht2, které umožňují 
zkrácení stébla cca o 18 % a dosažení vysoké produktivity klasu i porostu. 
Z hlediska produktivity klasu i výnosu zrna lze na základě analýz u hybrid­
ních populací považovat za perspektivní delší materiály s těmito geny 
zakrslosti (tall dwarfs -Gale, L a w, 1976) v rozmezí 90-95 cm (В o b к o - 
vá et al., 1988).

Přítomnost genů zakrslosti Rhtl a Rht2 je možné detekovat na základě 
necitlivosti na aplikovaný giberelin (GA3). Šíp et al. (1988) prokázali, že
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výběrem genotypů necitlivých na GA3 (Rht2) v raných hybridních generacích 
lze zvýšit frekvenci vhodných, vysoce produktivních typů. Předložená studie 
má za cíl ukázat možnosti výběru rostlin v raných hybridních generacích na 
přítomnost Rht genů po aplikaci GA3 u klíčních rostlin a posoudit význam 
tohoto postupu pro šlechtění pšenice ozimé.

MATERIÁL A METODY

Podle metodiky, kterou popsali Š í p et al. (1986), bylo v letech 1994-1996 
hodnoceno 147 kombinací křížení pšenice ozimé v generaci F2 včetně jejich 
rodičů giberelinovými testy. Křížence a rodičovské odrůdy poskytla Šlechti­
telská stanice Úhřetice, SELGEN a.s. U každé sledované odrůdy nebo kom­
binace křížení byla reakce na aplikovaný giberelin posuzována u 100 klíčních 
rostlinek na Petriho misce. Po 10 dnech zálivky roztokem GA3 o koncentraci 
50 ppm byl soubor rodičovských rostlin i kříženců vyhodnocován. Odrůdy 
necitlivé na giberelin byly při hodnocení označovány jako I (insenzitivní), 
odrůdy citlivé jako S (senzitivní). Totéž platí pro rostliny u kříženců, kde je 
navíc užitečné rozlišení rostlin s částečnou necitlivostí (i), tj. rostlin s před­
pokládanou heterozygotní sestavou alel (Rht, rht).

Získané údaje byly předávány na ŠS Úhřetice, u nichž byly využity jako 
podklad pro výběr vhodných hybridních kombinací do tzv. giberelinového 
programu. Testování v generaci F3 probíhalo v jarovizačních komorách, kde 
výsev byl prováděn do mřížek se směsí zeminy a písku. Ošetření giberelinem 
i hodnocení bylo podobné jako u generace F2. Vybrané insenzitivní rostliny 
byly vysazovány na záhony se závlahou v infekční školce. U sklizených 
rostlin s odpovídající délkou stébla, produktivním klasem a dostatečnou 
odolností proti padlí travnímu a rzím byla dále hodnocena hmotnost zrna na 
klas a rostlinu a HTZ. Vybraná potomstva rostlin byla v následujícím roce 
vyseta v kmenové školce na plochu 0,5 m2 a výběrová kritéria rozšířena 
o první hodnocení jakosti (mikrosedimentační test) a výnosu zma z plochy. 
Současně byla provedena kontrola necitlivosti na GA3. V následujících gene­
racích se sledovaly další vlastnosti (mrazuvzdornost, odolnost poléhání, po­
růstání, odolnost chorobám, jakost) a probíhaly výnosové zkoušky na větších 
parcelách, s více opakováními, případně na dalších lokalitách.
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VÝSLEDKY A DISKUSE

Z celkového počtu 147 kříženců mělo 70 senzitivní reakci (S) po křížení 
senzitivních rodičů. Naproti tomu ve třech případech se jednalo o uniformě 
insenzitivní reakci (oba rodiče s reakcí 1) (obr. 1). Uniformita v insenzitivní

1. Necitlivost na 
aplikovaný giberelin v F2 
generaci po křížení 
rodičů se stejným genem 
zakrslosti (Rht 2)
- Insensitivity to applied 
gibberellin in F2 
generation after crossing 
parents with identical 
Rht gene (Rht2)

reakci ukazuje, že byly použity rodiče se stejnými Rht geny (zřejmě Rhtl či 
Rht2\ U zbývajících 74 kříženců se rodiče lišili v reakci na giberelin a F2 
generace byla v tomto znaku štěpící (obr. 2). Ze 108 použitých rodičovských 
genoty pů bylo 34 rodičů necitlivých na giberelin (I) použito celkem 79krát, 
z toho 40krát v posledním roce sledování. Počet použitých genotypů s geny 
Rht se tedy poslední rok podstatně zvýšil. Zvýšil se tím i počet kombinací, 
u kterých bylo zjištěno ve sledované generaci F2 štěpení rostlin (I, S, i).

2. Štěpení v reakci na 
giberelin po kříženi 
odrůdy Šárka (Rht2) 
a senzitivní linie 
SG-U-466 - Segregation 
for the reaction to 
applied gibberelin after 
crossing the variety 
Šárka (Rht2) with the 
GA sensitive line 
SG-U-466
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U kříženců I x S bylo možné odlišit tři skupiny rostlin (obr. 3). Snadno 
rozlišitelné byly skupiny evidentně insenzitivních a senzitivních rostlin. Třetí 
přechodnou skupinu tvořily rostliny s pravděpodobně heterozygotní sestavou 
alel, se slabou necitlivostí (i). Pro tuto skupinu je charakteristický protažený 
vzrůst při absenci žloutnutí listů a odklánění listů dolů. Orientace na typ 
reakce použití insenzitivní rodičovské odrůdy byla pro výběr rostlin s homo- 
zygotní sestavou Rht alel rozhodující.

3. Tři skupiny rostlin 
rozlišitelné ve štěpící F2 
populaci (Šárka/ SG-U-466) 
- vlevo: rostliny
s předpokládanou alelickou 
sestavou Rht, Rht; uprostřed : 
Rht, rht, vpravo: rht, rht 
- Three groups of plants 
distinguishable in the 
segregating F2 population 
(Šárka/ SG-U-466) - on the 
left: plants with supposed 
allelic composition Rht, Rht, 
in the middle: Rht, rht, on the 
right: rht, rht

Na výsledky giberelinových testů prováděných ve VÚRV v generaci F2 
navazovala aplikace giberelinu u vybraných kříženců generace F3 ve ŠS 
Úhřctice s následným výběrem rostlin necitlivých na giberelin. V tab. I je 
přehled objemu materiálu generací F3 a F4, který byl v návaznosti na hodno-

I. Giberelinový program - počty hybridních kombinací, vybraných rostlin generace F3 a linií 
generace F4 s insenzitivní reakcí na aplikovaný giberelin v posledních třech letech - Gibberellic 
programme - number of crosses and selected F3 plants and F4 lines with insensitive reaction to 
GA in the last three years

'year;2number of examined crosses; Selected GA insensitive F3 plants; 4and F4 lines

R ok* Počet kombinací2 Počet vybraných rostlin 
F3 generace3

Počet linii F4 generace4

1995 9 5577 —
1996 8 5709 617
1997 - - 603
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cení v generaci F2 vybrán a dále hodnocen v rámci tohoto programu v posled­
ních třech letech. Výběr žádoucích, tzv. vyšších typů s geny zakrslosti podle 
typu reakce na aplikovaný giberelin u klíčních rostlin v generacích F2 nebo 
F3 nebyl prováděn, neboť nesliboval patřičné výsledky a zřejmě není ani 
opodstatněný (možnost předčasné ztráty žádoucích typů). Na výběry těchto 
typů je účelné se zaměřit až po výsevu na záhony v polních pokusech.

Během desetiletého období, ve kterém je ve spolupráci s VURV Praha 
giberelinový test jako součást šlechtitelského postupu na ŠS Úhřetice 
prováděn, bylo prozkoušeno ročně 5-10 % všech na stanici nakřížených 
kombinací. U pokročilých linií vybraných na základě výnosových zkoušek a 
dalších kritérií je opakovaně prováděn ve VÚRV kontrolní giberelinový test. 
Několik linií již splnilo podmínky pro zařazení do pokročilých výnosových 
zkoušek a dvě odrůdy dosáhly potřebné úrovně pro zařazení do Státních 
registračních zkoušek. V roce 1996 ukončila Státní registrační zkoušky a byla 
navržena na povolení od roku 1997 odrůda pšenice ozimé Šárka (obr. 4). Je 
první českou odrůdou záměrně šlechtěnou na krátkostébelnost s genem Rht2. 
Ve srovnání s kontrolními odrůdami dosahuje při poměrně malém posunu ve 
zkrácení stébla (typu „tall dwarfs“) značný nárůst v bodovém hodnocení 
odolnosti poléhání (tab. II). Na giberelin necitlivá je též další společně 
vyšlechtěná odrůda RU-488 (= Vlasta), která je druhým rokem ve Státních 
registračních zkouškách (obr. 5).

4. Rodokmen odrůdy Šárka - Pedigree of the variety Šárka

Zdar -------------------^——-^ UH 677
Maris Fundin------------------

Mironovskaja 10------
Erythrospermum 2107

Mironovskaja nizkorostlaja Šárka
(RU 23)

Maris Ploughman
Bilbo2*

2*Avalon '

Maris Huntsman

*RAi2(Gale et al., 1981)
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5. Rodokmen linie RU 488 - Pedigree of the line RU 488

V sortimentu odrůd pšenice povolených v ČR v 90. letech byla zjištěna 
přítomnost genu zakrslosti Rhtl u odrůd pšenice ozimé Agra, Danubia, 
Branka, Iris, Vlada a Ilona (Škorpík et al., 1995) a odrůd jarní pšenice 
Linda, Sandra a Saxana (Š ip etal., 1995). GenRhtl u odrůd Linda a Saxana 
pochází s velkou pravděpodobností z odrůdy Siete Cerros, která vykazovala 
efektivní reakci na naše podmínky prostředí. К tomu, aby se prosadily 
genotypy s geny zakrslosti, je zjevně nutné vhodné genetické pozadí. Efek­
tivnost šlechtitelského výběru na Rht geny s necitlivostí na giberelin by 
mohla být vyšší u kříženců, v nichž je použita adaptovaná, moderní odrůda či 
šlechtitelská linie s Rht genem jako rodič. Ve šlechtění potravinářské pšenice

II. Hodnocení výšky rostliny a odolnosti к poléhání u odrůdy Šárka v porovnání s kontrolními 
odrůdami (průměr státních registračních zkoušek: 1994-1996) - Plant height and resistance to 
lodging in the variety Šárka and in the control varieties (average of Official Trials: 1994-1996)

Odrůda1 Gen zakrslosti2 Výška rostliny3 [cm] Odolnost к poléhání4

Šárka Rht2 92 7.5

Samanta 104 5.5

Siria 104 5.8

Ilona Rhl 95 5.9

'variety; "dwarfing gene; "plant height (cm); 4 resistance to lodging (9-1, 9 without lodging)
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je významný i požadavek použít do křížení pekařsky jakostní donory Rht 
genů (Šíp etal., 1991).

Výběr rostlin je výhodné soustředit na delší typy s geny zakrslosti (tall 
dwarfs), u nichž je předpoklad dosažení vysoké produktivity klasu ve spoji­
tosti se zvýšenou hmotností zrna a počtem zm na klas na úrovni kratších typů 
(Šíp etal., 1988).
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REKOMB1NACE HORDEINÜ PO DIALELNÍM KŘÍŽENÍ 
SLADOVNICKÝCH ODRŮD JEČMENE*

* Výzkum byl umožněn podporou z grantu GA ČR 506/94/0356 a spoluprací se šlechtiteli 
stanice Morstar v Branišovicích a Plant Select v Hrubčicích, zejména Ing. F. Růžičkou, 
CSc., Ing. P. Svačinou a Ing. F. Trunečkou.

Recombination of Hordeins after Diallel Cross 
of Malting Barley Varieties

Igor KRAUS. Oldřich CHLOUPEK'

Research Institute of Brewing and Malting, Brno, 
1 Mendel University of Agriculture and Forestry, Bmo,. Czech Republic

Abstract: Complete diallel-cross set F2 without reciprocals of five excellent 
malting barley varieties (Akcent, Alexis, Forum, Rubin and BR 4148), grown at 
Plant Breeding Stations Branišovice and Hrubčice in 1995 was evaluated. Hordein 
spectrum of each cross was evaluated on six plants, each of two grains from both 
stations. The most frequent was phenotype of Rubin (18.1 %), recombinants were 
41.6%. Genetical distance, evaluated from the frequency of identical and different 
electrophoretical stripes, was small between Alexis and Rubin, however Akcent 
was most distant from other varieties. Percentage of the maternal phenotypes was 
in overall average 32.5%, percentage of the paternal ones 41.7% and of new 
phenotypes 25.8%. The frequency of maternal phenotype occurrence was signifi­
cantly different from both localities. Diallel analysis did not prove any significant 
effects either of the general combining ability (GCA) or of the specific combining 
ability (SCA) on the percentage of the three phenotype categories. Variance for the 
SCA was about twice greater than that for the GCA. The effects of GCA for 
genetical distance were related to the effects of GCA for the percentage of new 
phenotypes (r2 = 0.600). Therefore, the more distant the parents, the more new 
phenotypes in their progenies in particular in progeny of Akcent, especially when 
crossed with Alexis. However, the indices about genetical distance traced only to 
hordein spectrum should be considered carefully since they characterize only a 
small part of the barley genome.

malting barley; hordeins; diallel-cross; genetical distance; new phenotypes
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Abstrakt: Byla hodnocena kompletní sestava dialelních kříženců F2 (bez recipro­
kých) vzniklá křížením kvalitních sladovnických odrůd ječmene Akcent, Alexis, 
Forum, Rubín a BR 4148, pěstovaných ve Šlechtitelské stanici Branišovice 
a v Plant Select Hrubčice v roce 1995. Hordeinové spektrum bylo hodnoceno od 
každého křížence na šesti rostlinách po dvou zrnech z obou stanic. V hybridech se 
nejčastěji vyskytoval fenotyp Rubínu (18,1 %), podíl rekombinantů činil 41,6 %. 
Genetická vzdálenost, hodnocená z frekvence shodných a odlišných elektroforetic- 
kých pruhů, byla mezi odrůdami Alexis a Rubín malá, kdežto Akcent byl od 
ostatních odrůd nej vzdálenější. Podíl mateřského fenotypu dosáhl v celkovém 
průměru 32,5 %, otcovského 41,7 % a nových fenotypů 25,8 %. Frekvence výskytu 
mateřského fenotypu byla statisticky významně ovlivněna lokalitou pěstování. 
Dialelní analýza neprokázala významné efekty ani obecné, ani specifické kombi­
nační schopnosti na podíl výskytu uvedených tří kategorií fenotypů. Variance pro 
obecnou kombinační schopnost (GCA) však byla asi poloviční ve srovnání s vari­
ancí pro specifickou kombinační schopnost (SCA). Efekty GCA pro genetic­
kou vzdálenost rodičů souvisely s jejich efekty GCA pro podíl nových fenotypů 
(z2 = 0,600). Čím tedy byli rodiče geneticky vzdálenější, tím v jejich potomstvu 
vznikalo více nových fenotypů, nejvíce jich bylo v potomstvu Akcentu, zejména 
po křížení s odrůdou Alexis. Údaje o genetické vzdálenosti, vycházející jenom 
z ůdajů o hordeinovém spektru, nutno posuzovat obezřetně, poněvadž charak­
terizují jen malou část genomu ječmene.

sladovnický ječmen; hordeiny; dialelní křížení; genetická vzdálenost; nové fenotypy

Genetická heterogenita jako předpoklad úspěšné selekce může být hodno­
cena bud’ morfologickými, nebo biochemickými metodami. V obou přípa­
dech se však neřeší problém komplexnosti stanovení genetické heterogenity 
beze zbytku. Jednou z metod využitelnou pro tyto účely je analýza endosper- 
málních zásobních bílkovin obilky ječmene. Nejvhodnější z těchto bílkovin 
je skupina prolaminů (hordeinů), které splňují základní požadavky signálních 
genů, tj. vysoký stupeň polymorfismu a vysokou heritabilitu. Nejvyšší stupeň 
polymorfismu vykazují hordeinové frakce В a C. To je výsledkem evoluce 
v úsecích DNA, které kódují hordeiny. Jedním ze základních evolučních 
mechanismů je opakovaná duplikace částí genomů, čímž vznikají možnosti 
pro modifikaci původní nuklcotidové sekvence. Tak tomu zřejmě je i u genů 
kódujících hordeiny typu В a C, které se nacházejí na krátkém raménku 
chromozomu 5 na lokusech Hor 2 a Hor 1. Pro tyto lokusy je charakteristické,
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že jsou tvořeny velkým počtem modifikovaných kopií základního motivu 
sekvence (20-30 kopií). Nižší stupeň polymorfismu vykazují tzv. gama-hor- 
deiny, které jsou determinovány menší genovou rodinou na lokusu Hor 5, 
který je v těsné vazbě s lokusem Hor 2. Naproti tomu hordeinová frakce D je 
kódována jedinou kopií genu na lokusu Hor 3, který je lokalizovaný na 
dlouhémraménkuchromozomu5(Bunce etal., 1986; Shewry,Tatham, 
1990; Kanazin et al., 1993; Chee et al., 1993).

V předložené práci jsme hodnotili variabilitu fenotypového projevu hor- 
deinů po dialelním křížení pěti vynikajících sladovnických odrůd ječmene 
jarního v generaci F2, která má největší variabilitu a v níž se dělají první 
výběry ve šlechtění. Zejména nás zajímala souvislost frekvence nových 
fenotypů hordeinů s genetickou vzdáleností rodičů.

MATERIÁL A METODY

Dialelním způsobem bez reciprokých křížení byly nakříženy kvalitní sla­
dovnické odrůdy ječmene jarního Akcent, Alexis, Forum, Rubín a kandivar 
В R 4148. Odrůda Akcent totiž dosáhla u většiny parametrů požadované 
kvality pro potřeby českého sladovnického a pivovarnického průmyslu, od­
růdy Forum a Rubín byly velmi dobré (Psota, Kosař, 1994). Odrůda 
Alexis je považována za přední německou sladovnickou odrůdu. Kandivar 
BR 4148, rovněž s dobrou sladovnickou hodnotou však nebyl povolen. Osivo 
bylo přes zimu přemnoženo, náhodně rozděleno a v následujícím roce vyseto 
ve Šlechtitelské stanici Branišovice (BR) a Hrubčice (НЕ). Od každého 
z deseti hybridů bylo analyzováno šest klasů pocházejících z různých rostlin 
a z každého klasu dvě obilky.

Hordeinové frakce byly extrahovány z jednotlivých rozdrcených zralých 
obilek v l,5ml zkumavkách s 500 pl extrakčního pufru (18,0 g močoviny, 
1,0 g 2-merkaptoetanolu, 1,0 g metylzeleně, 25 ml 50% 2-chloretanolu na 
100 ml) přes noc při laboratorní teplotě. Extrakt se centrifugoval 15 minut při 
12 000 g. Dělení hordeinů probíhalo na 8% aPAAG (Protean, Bio Rad). Gel 
byl po ukončení elektroforézy barven v 0,1% Serva Blue R v 12% kyselině 
trichloroctové přes noc, pak byl usušen (Gel drayer, Biorad).

Elektroforetická spektra hordeinů byla hodnocena na základě REM vizuál­
ně a byly zaznamenány celkové počty pruhů a počty pruhů odlišných v páro­
vém hodnocení. Odhad genetické vzdálenosti byl stanoven koeficientem:
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^^Dice = ^“ 2a/(2a + b + c)

kde: a - počet pruhů společných v obou fenotypech
b - počet pruhů jen ve fenotypu A
c - počet pruhů jen ve fenotypu В

Získané hodnoty genetické vzdálenosti byly zpracovány shlukovou 
analýzou (SPSS/PC+) a převedeny do dendrogramového zobrazení.

VÝSLEDKY

V analyzovaném souboru bylo zjištěno celkem 27 různých hordeinových 
feno typů, z toho pět rodičovských. V tab. I jsou uvedeny četnosti jednot­
livých fenotypů.

Nejčetnějším rodičovským fenotypem byl fenotyp Rubínu, nejčetnějšími 
novými (rekombinantními) fenotypy byly В a V, nejméně četnými byly

I. Četnost hordeinových fenotypů - The frequency of hordein phenotype

Feno­
typ* Akcent Alexis Rubin BR4148 Forum A В C D E F G

l%l 10,9 12,6 18,1 16,0 16,4 0,4 3,2 0,8 0,4 0,4 0,4 1,6
Feno­
typ

H I J К L M N O P R S T U V W

2 8 0,4 0Л 2.0 _L6 04 °?4 2,0 1,2 0,8 0,8 T2 0,8

1 phenotype

fenotypy A, D, E, F, I, J, M, N, О a P, fenotypy M a N byly hybridní. 
Vzhledem к dědičné determinaci D-hordeinů i ostatních složek hordeinového 
spektra lze předpokládat, že u fenotypů В, C, G, J, L, T a W došlo ke 
crossing-overu v oblasti centromery, což představovalo 36,7 % z rekombi- 
nantních fenotypů. Celkový podíl rekombinantů byl 41,6 %.

V dendrogramu (obr. 1) je znázorněna genetická vzdálenost jednotlivých 
fenotypů sledovaného souboru. Je z něj patrná genetická blízkost odrůd 
Rubín a Alexis, kdežto odrůda Akcent je od ostatních rodičovských odrůd 
nejvzdálenější.
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Relativní vzálenosti »hluků* 
0 5 10 15 20 25

'relative distances of clusters

1. Dendrogram genetické příbuznosti - Dendrogram of genetic affinity

Analýzou variance jsme hodnotili podíl (%) rodičovských a nových feno- 
typů v dialelních křížencích F2. Hodnocen byl soubor sestávající z 10 
kříženců po šesti rostlinách po dvou zrnech ze dvou šlechtitelských stanic. 
U každé ze 120 hodnocených rostlin byly hodnoceny dvě obilky. Pokud obě 
vykázaly stejný fenotyp (tj. buď otcovský, nebo mateřský, anebo nový), byla 
tato rostlina hodnocena údajem 100 %, pokud jen jedna, pak byla hodnocena 
údajem 50 %, a pokud žádná, pak byla hodnocena údajem 0 %. Takto získané 
procentní údaje byly úhlově transformovány podle vzorce

у = arcsinV/?

kde: p - četnost, tj. hodnoty 0 % činily po transformaci opět 0, 50 % po transformaci 
45 a 100 % po transformaci 90

Podíl mateřského fenotypu dosáhl v celkovém průměru 32,5 %, otcovského 
41,7 % a nových fenotypů 25,8 %. Analýza variance přinesla výsledky 
uvedené v tab. II.
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II. Analýza variance po arcsin transformaci pro podíl rodičovských a nových fenotypů v dialelních 
křížencích F2 - Analysis of variance after parental arcsin transformation for the percentage of 
parental and new genotypes in diallel crosses F2

Příčina proměnlivosti* df Variance pro podíl fenotypů
mateřského6 otcovského7 nových8

Kříženci2 9 1 905 2 250 (1 568)

Šlechtitelské stanice3 1 9 720» 4 320 1 080

Interakce 
kříženci x stanice4 9 1 808 1 245 1 230

Zbytek5 100 1 366 1 721 1 195

'source of variability, 2crosses, 3plant breeding stations, 4cross x station interactions, 5others, 
6variance for maternal percentage phenotype, 7variance for paternal percentage phenotype, 
8variance for new phenotype percentage

Analýza variance po úhlové transformaci prokázala významný vliv lokality 
pěstování kříženců na podíl mateřských fenotypů, který činil v В R 22,5 % 
a v НЕ 42,5 % v netransformovaných hodnotách. Uvážíme-li, že u 21,7 % 
z hodnocených rostlin byla získána odlišná hordeinová spektra obou hodno­
cených obilek z téhož klasu a považujeme-li tuto hodnotu za chybu stanovení, 
pak uvedený rozdíl dvaceti procent, zjištěný analýzou variance, to podporuje. 
Ostatní sledované vlivy působící na podíl rodičovských a nových fenotypů 
byly statisticky nevýznamné. Při hodnocení podílu rodičovských fenotypů 
připadal z celkové variability největší podíl na lokalitu pěstování, následoval 
vliv kříženců a interakce kříženců s lokalitou pěstování. Jiná situace byla 
u podílu nových fenotypů, u nichž připadal největší podíl na vliv kříženců, 
následoval vliv interakce kříženců s lokalitou pěstování, a nejmenší příčinou 
proměnlivosti byla lokalita pěstování. I když tedy nebyl vliv kříženců na 
celkové variabilitě významný, přesto jsme sestavili dialelní tabulky (tab. III).

Dialelní analýza neprokázala, jak se dalo očekávat již z analýzy variance, 
ani významný vliv obecné, ani specifické kombinační schopnosti. Hodnocení 
reciprokých vlivů nebylo vzhledem к podkladovým údajům možné. Zdrojem 
nej vyšší proměnlivosti byla specifická kombinační schopnost se směrodat­
nou odchylkou 20,4 % následovaná vlivy lokality pěstování se směrodatnou 
odchylkou 15,8 % a konečně obecná kombinační schopnost s 14,3 % od 
celkového průměru.
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III. Dialelní tabulka F2 hybridů pro podíl nových fenotypů (%) (v levé spodní polovině jsou údaje 
z BR, v pravé horní z HE) - Diallel table of F2 hybrids for the percentage of new phenotypes (%) 
(data from BR are in the left lower part, data from HE are in the right upper part)

Akcent Alexis Rubín BR4148 Forum i

Akcent - 41,7 8,3 25,0 25,0 :

Alexis 41,7 - 33,3 25,0 16,7

Rubín 41,7 0 - 16,7 333

BR4148 41,7 16,7 8,3 - 0

Forum 33,3 8,3 66,7 33,3 -

Efekty obecné kombinační schopnosti (general combining ability, GCA) 
byly odhadnuty podle rovnice

Yy = цу + GCA, + GCAy + SCA.

Efekty GCA pro podíl nových fenotypů činily u odrůdy:

kde: Y - výsledný efekt rodičů z a/ hybrida ij
Цу - celkový průměr
GCA - efekty obecné kombinační schopnosti
SCA - efekt specifické kombinační schopnosti

Akcent +6,46 %
Alexis -2,91%
Rubín +0,20 %
BR4148 -5,00 %
Forum +1,24 %

Největší podíl nových fenotypů byl tedy zjištěn v křížencích, kde byl 
jedním z rodičů Akcent,následoval Forum, Rubín, Alexis, a nejmenší podíl 
nových fenotypů byl zjištěn v křížencích s kandivarem BR 4148.

Nejvyšší kladné efekty specifické kombinační schopnosti pro podíl nových 
fenotypů vykázal kříženecRubínx Forum(22,72 %) a Akcentx Alexis (12,32 %). 
Z dialelní tabulky je vidět, že největší podíl nových fenotypů na obou 
lokalitách celkem byl získán rovněž u posledně jmenovaného hybrida.

Pokusili jsme se vysvětlit, na čem závisel podíl nových fenotypů v potom­
stvu jednotlivých rodičů. Srovnali jsme průměrné hodnoty uvedené genetické
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IV. Souvislost genetická vzdálenosti rodičů s podílem nových fenotypú v jejich vzájemném 
potomstvu, hodnocená podle projevu aditivní činnosti genů - Relation of parent genetical distance 
to the percentage of new phenotypes in their mutual progeny, evaluated by the expression of 
additive effects of genes

Odrůda1 Efekty GCA 
pro genetickou vzdálenost2

Efekty GCA 
pro podíl nových fenotypú3

Akcent +0,283 +6,46

Alexis -0,058 -2,91

Forum -0,060 +1,24

Rubín -0,111 +0,20

BR4148 -0,054 -5,00

'variety; 2GCA effects for genetical distance; 3GCA effects for new phenotype percentage

vzdálenosti s průměrnými hodnotami podílu nových fenotypú. Korelační 
koeficient mezi těmito pěti párovými hodnotami činil r = 0,533, takže vysvět­
loval jen asi 28 % zjištěné variability (r2 = 0,284). Efekty obecné kombinační 
schopnosti, kontrolované aditivní činností genů, pro koeficienty genetické 
vzdálenosti na straně jedné a pro podíl nových fenotypú na straně druhé však 
byly vzájemně korelovány těsněji. Korelační koeficient činil r = 0,774, z? = 5 
a tak vysvětlil asi 60 % zjištěné variability. Podíl nových fenotypú hybridů 
tedy souvisel s genetickou vzdáleností jejich rodičů, pokud tyto hodnoty byly 
kontrolovány aditivní činností genů. Souvislost je patrná z tab. IV.

DISKUSE

Současné šlechtění sladovnického ječmene již po mnoho generací vychází 
z rekombinací sladovnických odrůd, což má bohužel za následek nižší gene­
tickou diverzitu než u jiných plodin, u kterých je kladen menší důraz na 
kvalitu produktu (Martin et al., 1991). Tak například analýza 85 odrůd ze 
zemí Evropské pivovarské konvence (EBC) prokázala, že celkový efektivní 
počet původních linií byl 43,1, i když pocházel ze 153 původních rodičov­
ských linií. Tyto linie totiž přispívaly různou měrou, od 0,6 do 97 % svých 
alel (Hintum, Haalman, 1994). To zhoršuje perspektivy dalšího šlech­
tění a zvyšuje genetickou zranitelnost.

Stupeň polymorfismu na lokusu Hor 1 a Hor 2 přírodních populací Horde- 
um spontaneum dosahuje v centrálních oblastech rozšíření hodnoty (He)

114



Genet a Šlecht, 33,1997 (2): 107-118

0,859, resp. 0,782 (Jaradat, 1991). Tyto údaje naznačují možnosti získává­
ní zdrojů genetické variability pro šlechtění ječmene jarního, jehož české 
odrůdy jsou všeobecně považovány za velmi příbuzné. Takto však asi nebude 
možné rozšířit genetickou diverzitu pro sladovnický ječmen. O to se pokou­
šíme v uvedeném grantovém projektu pomocí rekurentní selekce, při níž se 
hybridy F2 znovu kříží, aby se umožnilo vyštěpení méně četných rekombinací.

Největší heteroze pro výnos byla sice zjištěna mezi nepříbuznými dvouřa­
dými rodiči, avšak F1 hybridy s nejlepší sladovnickou kvalitou pocházely 
z křížení blízce příbuzných rodičů s vysokou sladovnickou hodnotou 
(Hockett et al., 1993).

Spolehlivost odhadu očekávané heteroze určitého znaku závisí podle teo­
retických úvah na tom (Charcosset et al, 1991), jak těsně jsou svázány 
úseky DNA markérů použitých к odhadu heteroze s geny kontrolujícími 
vznik této heteroze. V našich pokusech jsme sledovali hordeiny, které souvi­
sejí se sladovnickou hodnotou, jako je množství extraktu, Kolbachovo číslo, 
diastatická mohutnost a obsah rozpustného dusíku (H e et al. 1993). Obdobně 
vyšší sladovnická hodnota odrůdy Zenit souvisela s vyšší frekvencí hordei- 
nových alel Hrd-D a HrdE (Černý et al, 1990). Totéž bylo zjištěno pro alely 
Hrd A 12 aHrdB 19 (Netsvetaev, 1994).

Hordeiny představují asi polovinu proteinů obilky ječmene. Rok 1996 byl 
na obou stanicích, kde byly hybridy pěstovány, nepříznivý, což se projevilo 
vysokým obsahem proteinů - v Branišovicích činil v průměru 16,9 %, 
v Hrubčicích 14,4 %. To může vysvětlovat zjištěný rozdíl v hordeinových 
spektrech z obou těchto stanic. Hordeiny jsou kódovány na více lokusech 
ječmenného genomu. Asi 75-90 % je určováno oblastí Hor 2, na čemž se 
podílí 20-30 kódujících genů. Dalšich 10-20 % hordeinů patří к méně 
komplexní oblasti Hor 1. Lokusy Hor 2 a Hor 1 jsou v těsné vazbě na krátkém 
raménku pátého chromozomu. Pro odhad genetické podobnosti se však vyža­
duje rovnoměrné rozložení použitých markérů v genomu, a proto má u ječmene 
podobnost genomů stanovená z podobnosti elektroforeogramů jen omezenou 
platnost.

Výhodou použití kvantitativních znaků к odhadu genetické podobnosti 
nebo к očekávané heterozi je to, že zároveň postihují více genů (minorgenů) 
a tak i více úseků genomu. To též platí pro kvantitativní hodnocení proteinů, 
na jejichž realizaci se může podílet více regulačních genů (Darmerval et
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al., 1987). Nevýhodou kvantitativních znaků к odhadu genetické podobnosti 
je potřeba hodnocení ve více prostředích, protože z celkové variability je jen 
malá část podmíněna geneticky. Protože lze pomocí RFLP a RAPD nalézt 
téměř neomezené množství polymorfních markérů, poněvadž lze zachytit již 
nej menší rozdíly v sekvenci bází DNA, považuje se RFLP a RAPD za 
nejvhodnější pro stanovení genetické podobnosti a pro předpověď heteroze 
(Smith etal., 1990; Demeke etal., 1994).

Je zajímavé, že podíl nových fenotypů byl v našich pokusech nejvíce 
(i když nevýznamně) ovlivněn svým genetickým původem, kdežto podíl 
rodičovských fenotypů (opět nevýznamně) především lokalitou pěstování. 
Dialelní analýza prokázala (Garcera et al., 1991), že hmotnost tisíce zrn, 
obsah proteinů a příjem vody byly kontrolovány aditivní činností genů, 
kdežto enzymatické aktivity dominantními účinky. Považujeme-li vznik hor- 
deinových spekter za enzymatický proces, můžeme tyto výsledky potvrdit z na­
šich pokusů, protože v nich převládaly dominantní účinky nad aditivními.

Nejvýznamnějším poznatkem z našeho sledování asi je zjištěná souvislost 
genetické vzdálenosti rodičů s podílem nových fenotypů v potomstvu, zejmé­
na pokud se jednalo o variabilitu působenou aditivní činností genů (obecnou 
kombinační schopností). Pro vznik co nejvíce nových fenotypů je tedy vhod­
né křížit co nej vzdálenější rodičovské odrůdy. V našem sledování to byly 
odrůdy Akcent a Alexis, v jejichž potomstvu bylo na obou stanicích zjištěno 
přes čtyřicet procent nových fenotypů.
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A Technique of Toxic Alkaloid Content Adjustment 
in Perennial Ryegrass (.Lolium perenne L.)
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Institute of Agricultural a Food Information, Prague, 
Research Statition of Grassland Ecosystems, Jevíčko;

’lAGRO Červený Dvůr, Breeding Station, Tábor, Czech Republic

Abstract: The causality between alkaloid occurrence in grasses and the presence 
of endophytic fungi is well-known. Taking into account some positive effects of 
host plant - endophytic fungus symbiosis, artificial infection by carefully selected 
and tried biotypes of endophytes inducing production of alkaloids of a definite type 
can be recommended. The content of lolines and ergot alkaloids should be mi­
nimized in forage grass cultivars while peramine content is indifferent or even 
useful if the grass is grown under stress conditions (drought, nutrient deficiency) 
and occurrence of animal pests. The presence of alkaloids in grass cultivars to be 
exclusively grown in nonproductive lawns seems to be an advantage, especially 
peramine content is beneficial if there is an increased danger of injury to plants by 
biotic factors. Methods of isolation and cultivation of the endophytic fungus 
Acremonium lolii are described in this paper, as well as artificial infection in 20 
strains of perennial ryegrass. The cultivation was successful on ready-made nu­
trient medium CMA produced by Difco Ltd. company, expressly improving and 
accelerating fungus sporulation at 22 °C in darkness. Mycelium on solid media is 
viable for about 3 months, hence it should be recloned in time. A criterion for 
assessment of mycelium vitality is its perceivable growth (> 5 mm). Inoculation 
effectiveness was 15.7-28.6%; higher values were recorded when very young 
shoot and young mycelium were used. It was found that the endophyte would never 
grow through from the infected shoot to an uninfected one. Some biotypes of 
endophytic fungi create artificial host - endophyte symbiosis quite easily, in others 
it is more difficult to achieve it. Symbiosis duration is largely dependent upon the 
fact whether this combination is optimum or not. The components have been
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selected randomly until now, therefore further research focused on formulation of 
exact criteria for selecting a host genotype and endophyte type would be very 
useful.

grasses; Acremonium lolii; alkaloids; artificial infection; symbiosis; breeding; 
Lolium perenne

Abstrakt: V práci jsou popsány metody izolace a kultivace endofytní houby 
Acremonium lolii a umělé infekce u 20 kmenů jílku vytrvalého. Při kultivaci se 
osvědčila hotová živná půda CMA firmy Difco Ltd, výrazně zlepšující a urychlu­
jící sporulaci houby při 22 °C ve tmě. Mycelium na pevných půdách zůstává 
životaschopné cca tři měsíce, proto je ho třeba vždy včas překlonovat. Kritériem 
pro posouzení vitality mycelia je zřetelný růst (> 5 mm). Úspěšnost inokulace činila 
15,7-28,6 %, přičemž vyšších hodnot se dosahuje při použití velmi mladých 
odnoží a mladého mycelia. Zjistili jsme, že z infikované do neinfikované odnože 
endofyt nikdy „neproroste“. Některé biotypy endofytních hub vytvářejí umělou 
symbiózu,Jiostitel - endofyt“ snáze, jiné obtížněji. Rovněž i doba trvání symbiózy 
značně závisí na tom, zda se jedná o kombinace optimální, či nikoli. Zatím se 
komponenty vybírají nahodile; proto další výzkum zaměřený к vypracování exakt­
ních kritérií výběru genotypu hostitele a biotypu endofyta by byl zvlášť užitečný.

trávy; Acremonium lolii; alkaloidy; umělá infekce; symbióza; šlechtění; Lolium 
perenne

V našich travách se vyskytují přirozeně endofytní houby, z nichž nejčastěji 
je dokladován rod Acremonium. V rostlinách nevytvářejí žádné sexuální 
(teleomorfní) stadium. V hostiteli iniciují tvorbu toxických alkaloidů, avšak 
jeho růst nikterak zjevně nepoškozují. S jejich přítomností v travách je 
příčinně spjat výskyt toxických alkaloidů.

Pro symbiózu houby Acremonium lolii s jílkem vytrvalým je charak­
teristický výskyt lolitremu B, zatímco pro symbiózu Acremonium coenophi­
alum či A. uncinatum s kostřavou luční výskyt lolinů. Další alkaloidy už 
nejsou specificky vázány na botanický druh. Např. Acremonium lolii a A. 
coenophialum vytváří v hostitelské rostlině peramin (pyrrolpyrazinové alka­
loidy), dále lolinové alkaloidy (deriváty N-formyHolin, N-acetyHolin). V pří­
tomnosti A. coenophialum byly v travách stanoveny též námelové alkaloidy
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(klaviny, kyselina lyserginová, její jednoduché amidy, ergopeptiny a ergo- 
peptamové alkaloidy), odpovědné za tzv. kostřavovou toxikózu při zkrmová- 
ní takovéto píce skotu (Kalač, Mika, 1988). Rovněž paxalin (prekurzor 
lolitremu A, B) negativně působí na zvíře (nervové onemocnění zvané jílkové 
závratě). Perlolin (diazafenantrenový alkaloid) se spolupodílí jak na „kostřa­
vové toxikóze“ (kostřava luční, kostřava rákosovitá), tak i na Jílkových 
závratích“ (Jílek vytrvalý, jí lek mnohokvětý).

Obsah alkaloidů v rostlině stoupá s dusíkatým hnojením, teplotou od 23 °C 
výše a s prohlubujícím se vláhovým deficitem. Pokud endofytní houby 
nebyly v travách přítomny, žádný z uvedených alkaloidů se v rostlině nevys­
kytoval.

Přítomnost endofytních hub může být pro hostitelskou rostlinu prospěšná, 
neboť rostliny lépe odolávají stresům (suchu, nedostatku přijatelných živin, 
chorobám a škůdcům), jsou vytrvalejší, více odnožují, jejich listy mívají 
svěží barvu. Přítomnost endofytů, které indukují tvorbu peraminů, se jeví 
výhodné pro picni odrůdy trav (při co nej nižší hladině lolinů), zatímco pro 
trávníkové odrůdy je vysoký biologický účinek obsažených alkaloidů před­
ností bez ohledu na jejich chemické složení. Vzhledem к prokázanému 
polymorfismu endofytních hub se nabízí možnost izolovat a vyselektovat 
takové kmeny, které by v rostlině iniciovaly tvorbu alkaloidů určitého typu. 
Jimi by se pak infikovaly genotypy bez endofytů v souhlase s předpokláda­
ným využitím budoucí odrůdy v pěstitelské praxi.

Tímto způsobem se vytvářejí umělé kombinace endofyt-hostitel většinou 
nahodile a s tím souvisí nejen poměrně nízká úspěšnost inokulace (ca 20 až 
30 %), ale i omezená životaschopnost suboptimálních kombinací (Mika, 
nepublikované výsledky). Cílem předložené práce je podat popis techniky 
ovlivnění potenciálního obsahu alkaloidů, která se po 15 letech výzkumné 
práce jeví jako nejsnáze použitelná ve šlechtění trav.

MATERIÁL A METODY

К ověření vlivu různých biotypů Acremonium lolii na úspěšnost umělé 
infekce bylo z kolekce šlechtitelského materiálu na šlechtitelské stanici Čer­
vený Dvůr jako hostitelské rostliny vybráno 20 kmenů jílku vytrvalého 
„trávníkového“ typu (tab. I). Od každého kmenu bylo ve skleníku připraveno 
dvakrát 10 ramet(tj. klonových dílců) v malých kontejnerech z plastu (5x5 cm)
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tak, aby na každé rametě bylo možné použít к umělé inokulaci pět přibližně 
stejně starých odnoží nesoucích 1-2 listy. Přebytečné odnože byly odstřiženy.

К ověření vlivu stáří odnoží na úspěšnost umělé infekce bylo jako prvních 
použito sedm kmenů jíIku vytrvalého a od každého připraveno třikrát 10 ra- 
met obdobným způsobem. Příprava byla synchronizována tak, aby к datu 
umělé infekce byly к dispozici tři řady ramet (po 10 ks) lišících se stářím 
odnoží (tab. II a III).

Infikované kmeny jílku vytrvalého (A+) biotypem Acremonium lolii z no- 
vozélandské odrůdy jílku vytrvalého pastevního typu Ellett byly nakloňová­
ny a vysazeny do polní školky (po pěti rametách od každého kmenu) ve sponu 
40 x 40 cm. Jako srovnávací varianta byla podobným způsobem vysázena 
výchozí sestava neinfikovaných kmenů (A-) s rametami přibližně stejně 
velkými jako u varianty A+. V první seči roku 1996 byla hodnocena produkce 
sušiny (v g) na rostlinu.

Endofytní houba Acremonium lolii byla izolována jednak z odrůdy jílku 
vytrvalého Ellett a jednak ze sběrové položky jílku vytrvalého (z okolí 
Kozího hrádku) pod označením EKO 78. Obvykle používaná metoda izolace 
(Bacon et al., 1977) byla zjednodušena takto: v místě kde přisedá bazální 
pochva ke stéblu se celý výhon odřízne skalpelem, odstraní se zaschlé pochvy 
a povrchově sterilizuje (20 s v 70% isopropanolu a pak 10 min v 10% 
chlornanu sodném). Výhon se opláchne převařenou (studenou) vodovodní 
vodou, odstraní se vybělený konec a nařeže na ca 10 mm dlouhé segmenty. 
Ty se pak (v počtu 25 kusů) stejnoměrně rozprostřou na PDA v Petriho misce 
(např. o průměru 9 cm). Explantáty se mírně přimáčknou do agaru, misky se 
uzavřou páskou (např. Parafilm) a nechají inkubovat při 22 °C ve tmě. V přípa­
dě potřeby se odstraňují ložiska infekce. К druhovému určení izolátu byl 
použit popis (L a t c h et al., 1984) a referenční kultura z mykotéky dr. Latche.

Předpokladem pro přesné určení druhuje výskyt spor v podmínkách umělé 
kultury. Jelikož při běžném pěstování speciálně Acremonium lolii sporuluje 
velice sporadicky a mnohdy vůbec ne, osvědčila se nám hotová půda CMA 
firmy Difco Ltd., průkazně zlepšující a urychlující sporulaci při 22 °C ve tmě. 
К ní zde dochází již za 2-4 týdny po přenesení mycelia na toto médium.

Životnost endofýtů na pevných půdách nebývá dlouhá (max. tři měsíce), 
proto je třeba je včas překlonovat. Kritériem pro posouzení vitality mycelia 
je zřetelný růst inokula (> 5 mm).
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Umělá infekce kmenů jílku vytrvalého byla provedena vložením útržku 
mycelia do naříznutého výhonu a ten byl obalen izolepou. Předtím byly 
výhony zkráceny (na 3-5 cm). К inokulaci bylo použito mycelium z kultury 
ne starší než 4 týdny, neboť se stářím kultury úspěšnost značně klesá. Skleník 
v době inokulace (březen 1995) byl částečně stíněn rákosovými rohožemi.

К identifikaci přítomnosti mycelia endofytních hub byla použita standardní 
metodika barvení obilek či listových pochev (Siegel et al., 1984) neselekč- 
ním barvivém bengálská růžová a mikroskopování při 100-400násobném 
zvětšení.

Obsah peraminu byl stanoven metodou HPLC (Tapper et al., 1989) 
a vyjádřen jako pg na g sušiny.

VÝSLEDKY

Po umělé infekci byla kontrolována přítomnost mycelia v každém z infiko­
vaných výhonů. Pokud v některém z nich endofyt absentoval, výhon byl 
odstraněn. Získali jsme tu zkušenost, že z infikovaného do neinfikovaného 
výhonu nikdy endofyt „dodatečně“ neproroste. Nikdy jsme jeho přítomnost 
nezjistili v kořenech trav.

Úspěšnost inokulace jílku vytrvalého byla relativně nízká (tab. I), přičemž 
rozdíly mezi použitými izoláty Acremonium u jednotlivých kmenů byly 
patrné (leč statisticky neprůkazné). Některé biotypy endofytních hub tedy 
mohou vytvářet symbiózu hostitel - endofyt snáze, jiné obtížněji. Rovněž 
i doba trvání symbiózy (podle našich dosavadních výsledků sledování) znač­
ně závisí na tom, zda se jedná o kombinace optimální, či nikoli.

I. Úspěšnost umělé infekce, provedené inokulem Acremonium lolii u 20 kmenů jílku vytrvalého, 
izolovaného z odrůdy jílku vytrvalého Ellett a ekotypu EKO78 - Successful artificial infection 
caused by Acremonium lolii inoculum in 20 strains of perennial ryegrass, isolated from the 
perennial ryegrass cultivar Ellett and ecotype EKO78

Acremonium lolii Průměr 20 kmenů a 10 opakování* Párový í-test2

Z odrůdy Ellett3

Z ekotypu EKO784
16,0 ±7,3

20,0 ± 6,3

-1,902 N.S.

'average of 20 strains and 10 replications; 2paired Mest; 3from Ellett cultivar; 4from EKO78 
ecotype
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II. Úspěšnost umělé infekce odnoží různého stáří, provedené inokulem Acremonium lolii Ellett 
u sedmi kmenů jílku vytrvalého - Successful artificial infection of shoot of various age caused by 
Acremonium lolii inoculum from Ellett in seven strains of perennial ryegrass

Odnože* Průměr 7 kmenů 
a 10 opakování2

Nejmenší průkazný rozdíl3

7*0,95 7*0,99

Velmi mladé4 

Středně staré5

Vyzrálé6

28,6 ± 6,4

22,9 ± 4,5

15,7 ±7,3

6,14 8,61

‘hyphae; 2average of 7 strains and 10 replications; 3least significant difference; 4very young;
5medium old; 6mature

Úspěšnost inokulace je vyšší v případě, že se jedná o výhony co nejmladší 
(tab. II) a čerstvé mycelium. Rozdíl mezi úspěšností inokulace starých 
a středně starých odnoží byl významný (Р095), u starých ve srovnání s velmi 
mladými odnožemi byl velmi významný (Po 99). Rovněž i v tomto případě se 
prokázaly rozdíly v kombinačních možnostechbiotypu Acremonium s jednot­
livými kmeny jílku vytrvalého (tab. III).

Obsah peraminu v sušině infikovaných kmenů jílku vytrvalého nebyl stejný 
(tab. Ill), což svědčí o závislosti vyvážené symbiózy hostitel - endofyt na 
genetických a negenetických faktorech. Hlubší studium této otázky by bylo 
účelné, třebaže asi ne zrovna snadné.
III. Úspěšnost umělé infekce odnoží různého stáří, provedené inokulem Acremonium lolii Ellett 
u sedmi kmenů jílku vytrvalého a obsah peraminu v A+ rostlinách (ve směsném vzorku rostlin ze 
tří variant stáří odnoží) - Successful artificial infection of shoot of various age caused by 
Acremonium lolii inoculum from Ellett in seven strains and peramine A content in plants (in a 
mixed sample of plants from three stages of hypha age)

'strain no.; 2average of three stages of hypha age; 3least significant difference; 4peramine content

Kmen č.1 Průměr 3 variant 
stáří odnoží2

Nejmenší průkazný rozdíl3 Obsah peraminu4 
[gg-1 suš.]7*0,95 7*0,99

1 20,0 5,28
2 16,7 6,42
3 30,0 8,20
4 26,7 10,63 14,91 7,86
5 16,7 4,45
6 20,0 4,79
7 26,7 7,37
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Srovnáním výnosu sušiny na rostlinu u A~ (v průměru 20 kmenů a 10 opa­
kování 76,1 g) a A+ (79,1 g) se sice neprokázal příznivý vliv (LSD0 95 = 5,6 g) 
symbiózy na produkci hmoty (na této lokalitě s nízkou přirozenou zásobou 
pohotových živin v půdě), ale určitý trend lze zaznamenat. Výnos sušiny 
kmenů přitom kolísal v širokých mezích (mezi 43,8 a 100,4 g sušiny) a tyto 
rozdíly byly statisticky významné (F = 60,77**).

DISKUSE

Při kultivaci endofytních druhů Acremonium se projevovala značná varia­
bilita v rychlosti růstu mycelia. Nezvykle rychlým růstem se vyznačuje 
pravidelně plíseň dusivá (Epichloe (^A/zmj.Naproti tomu pro endofytní dru­
hy Acremonium (včetně A. lolii)je příznačný velice pomalý růst mycelia na 
všech médiích in vitro. Vzhledem к spojité variabilitě uvnitř rodu Acremoni­
um nelze podle prostého sledování rychlosti růstu a utváření sterilního myce­
lia druh s jistotou určit (White et al., 1993), к tomu je třeba posuzovat 
i morfologické charakteristiky mycelia in vitro a druhově specifickou sporu- 
laci. Živná půda CMA (od firmy Difco Ltd.) podstatně zlepšovala a urychlo­
vala sporulaci. Proto se její použití jeví jako užitečné.

Pokud se šlechtitel rozhodne využít předností symbiózy trávy s endofytní 
houbou zvláště při tvorbě odrůd pro trávníkové účely či pro jejich budoucí 
pěstování ve stresových podmínkách, je tu popsán nenáročný a na řadové 
šlechtitelské stanici proveditelný postup umělé infekce. Vzhledem к fyziolo­
gickým omezením není nahodile vytvořená kombinace hostitel - endofyt 
vždy optimální. Nelze očekávat, že s různými izoláty Acremonium je možné 
nainfikovat tutéž odrůdu či genotyp ve stejném rozsahu (se stejnou úspěšnos­
tí). Bylo by třeba oprostit výběr komponentů pro symbiózu od nahodilosti 
a vypracovat taková kritéria, podle nichž by se vytvářely optimální kombinace, 
skýtající nejen vysoký biologický efekt, ale i předpoklad dlouhodobého trvání.

Chemické stanovení alkaloidů ve šlechtitelských programech není nutné 
provádět, pokud rostliny jsou prosté endofytů. V nich se žádné alkaloidy 
netvoří a šlechtitel docela dobře vystačí s ověřením přítomnosti endofytů na 
základě mikroskopické barvicí techniky. Očekává-li se však od příští odrůdy 
maximální výkonnost, vitalita ve stresových podmínkách (zvláště v extrém­
ním suchu) a vytrvalost, potenciální obsah alkaloidů určitého typu a biologic­
kých účinků je třeba hodnotit exaktními chemickými metodami. Na jejich
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základě lze zatím nejspolehlivěji vyhodnotit optimální kombinace hostitelské 
rostliny s biotypy endofyta. Pokud se bude jednat o picni odrůdu, je třeba 
minimalizovat obsah alkaloidů s toxickými účinky na zvíře - býložravce, 
především lolinů a námelových alkaloidů (Kalač, Mika, 1988). Obsah 
peraminu bude v tomto případě vcelku indiferentí, resp. užitečný v případě 
výskytu např. živočišných škůdců, jako je Oscinella jrit.
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Kontaktní adresa:

Ing. Václav Mika, DrSc., ÚZPI Praha - Výzkumná stanice travních ekosystémů
К. H. Borovského 461, 569 43 Jevíčko, Česká republika
tel.: 00 420 462 95175,00 420 361 253044, fax: 00 420 361 253043
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KRÁTKÁ SDĚLENÍ
ANALÝZA OBILEK DIALELNÍCH KŘÍŽENCŮ GENERACE F2 

SLADOVNICKÝCH ODRŮD JEČMENE JARNÍHO*

Oldřich CHLOUPEK, René ŠEVČÍK1, Vratislav PSOTA2, 
Jaroslava EHRENBERGEROVÁ

Mendel University oj"Agriculture and Forestry, Brno; 1 Central Control 
and Testing Institute for Agriculture, Brno; 2Research Institute of Brewing 

and Malting, Brno, Czech Republic

V roce 1995 jsme hodnotili kompletní sestavu dialelních kříženců (bez recipro­
kých), pěstovaných ve Šlechtitelské stanici v Branišovicích a v Plant Select Hrubčice. 
Sestava vznikla křížením kvalitních sladovnických odrůd Akcent, Alexis, Forum, Ru­
bín a BR 4148.

V tomto meteorologicky nepříznivém roce, charakterizovaném vysokými srážkami 
a teplotami během „plněni“ zrn, dosáhla koncentrace dusíkatých látek v sušině obilek 
na uvedených stanicích v průměru dialelních kříženců 16,9 a 14,4 %. Jednalo se tedy 
o netypický ročník, ale ani takovým se nelze při šlechtění vyhnout.

Analýza variance (tab. I) prokázala, že jediným významným zdrojem proměnlivos­
ti pro koncentraci dusíkatých látek a škrobu byly lokality pěstování hybridů. Tomu 
odpovídá i nízký podíl genetické variability na variabilitě celkové, tj. heritabilita 
v širším smyslu. U koncentrace dusíkatých látek a škrobu byla totiž nižší (3,3 а 4,5 %) 
než u koncentrace ß-glukanü (44,8 %).Těsná negativní korelace mezi koncentrací 
dusíkatých látek a škrobu lf = 0,797**) ulehčila výběr pro další křížení. Tyto cha­
rakteristiky nesouvisely s koncentrací ß-glukanü.

I. Analýza variance pro koncentraci proteinu, škrobu a ß-glukanu vyjádřená hodnotou vari­
ance

Příčina proměnlivosti df Protein Škrob ß-glukany

Hybridy 9 1,070 1,702 0,0439

Lokality 1 30,258** 34,322** 0,0228

Zbytek 9 1,178 1,805 0,0314

* Práce vznikla za podpory grantu GA ČR 506/94/0356 a spoluprací se šlechtiteli Morstar 
Branišovice a Plant Select Hrubčice.
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Nejnižší koncentrace dusíkatých látek a nejvyšší koncentrace škrobu byla nalezena 
v křížencích s Rubínem (15,32 % proti průměrné hodnotě všech ostatních kříženců 
15,85 %, resp. 56,92 a 55,95 %). Nejnižší koncentrace ß-glukanü byla nalezena 
v křížencích s odrůdou Forum (3,33 %) ve srovnání s průměrnou hodnotou všech 
ostatních kříženců (3,58 %). Tyto rozdíly však nebyly statisticky významné.

Efekty obecné kombinační schopnosti pro snižování koncentrace proteinu 
a zvyšování koncentrace škrobu na obou stanicích tedy vykázala odrůda Rubín (-0,20 
a +0,52 %, resp. -0,44 a + 0,65 %). Záporné efekty pro obsah ß-glukanü vykázala 
odrůda Forum (-0,11 a -0,19 %). Vyšší však byl vliv neaditivních genových účinků.

U kříženců pěstovaných na lokalitě Branišovice, které byly charakterizovány 
zvláště vysokým obsahem dusíkatých látek, činily efekty specifické kombinační 
schopnosti (SCA) u hybridů Alexis x Forum -2,03 %, Akcent x Rubín -1,83 %, na 
lokalitě Hrubčice u hybridů Alexis x В R 4148 a Rubín x Forum v obou případech 
-0,76 %. V kříženích z lokality Branišovice, u nichž činil průměrný obsah škrobu 
55,03 %, byl efekt SCA u hybridu Akcent x Rubín +1,88 %, u hybridu Alexis x 
x Forum +1,93 %, v kříženích z lokality Hrubčice u hybridu Alexis x BR 4148 
+ 1,22 %. Pro obsah ß-glukanü činily stejné efekty v kříženích z lokality Bra­
nišovice pro hybridy Alexis x Rubín -0,12 % a pro hybridy z lokality Hrubčiec (Ak­
cent x Alexis) -0,16 %.

Analysis of F2 Diallel Crosses between Malting Barley Varieties

Complete set of diallel crosses without reciprocals of varieties Akcent, Alexis, 
Forum, Rubin and BR 4148 was evaluated in two locations in 1995. The year was 
unfavourable from breeding aspects, characterized by mean protein content of 
16.9% and 14.4% in the two locations, respectively. Percentage of genetical vari­
ance in the total variance was very low for protein and starch content (3.3 and 4.5, 
resp.) in comparison with the percentage for ß-glucans (44.8). The variety Rubin 
decreased content of protein and increased content of starch in its progeny and simi­
larly the variety Forum decreased the content of ß-glucans in both locations.

Kontaktní adresa:

Prof. Ing. Oldrich Chloupek, DrSc., Mendelova zemědělská a lesnická univerzita, 
613 00 Brno, Česká republika
tel.: 00 420 5 4513 3302, fax: 00 42 5 542 111 28, e-mail: chloupek@poko.vszbr.cz

128

mailto:chloupek@poko.vszbr.cz


Genet, a Šlecht, 33,1997 (2): 129-133

INFORMACE

ZÁKON O ODRŮDÁCH, OSIVU A SADBĚ

Dne 15. března 1996 přijal parlament České republiky Zákon č. 92 Sb. o odrůdách, 
osivu a sadbě pěstovaných rostlin. Zákon je kompatibilní s právními předpisy Evropské 
unie a tak zabezpečuje nejen obdobnou legislativu, ale i využití odrůd a obchod 
s osivem a sadbou. Nabyl účinnosti 1. července 1996. V tomto výkladu podávám 
zjednodušené vysvětlení, které nemá právní závaznost, neboť ta je pouze v pravomoci 
parlamentu nebo soudu.

Do oběhu (na trh) se podle tohoto zákona smí uvádět u hospodářsky významných druhů 
jen osivo a sadba základní či čerti fikováná, u zelenin a léčivých rostlin i osivo a sadba 
standardní (§21). Hospodářsky významné druhy jsou uvedeny v příloze 1 к tomuto 
zákonu a patří sem 87 druhů (7 druhů obilovin, 9 luskovin, 3 olejnin, 2 okopanin, 
5 technických plodin, 2 jetelovin, 17 trav, 1 meziplodin, 4 léčivých a kořeninových 
rostlin, 20 zelenin a 17 ovocných druhů). Ve skutečnosti je jich však ještě více, 
poněvadž je zde např. uvedeno Trifolium (jetel). U ostatních druhů se mimo uváděné 
kategorie smí uvádět na trh i tzv. obchodní osivo, které musí být zdravé a druhově 
pravé a náležet jednotně ozimé nebo jarní formě. U obchodního osiva smí být uveden 
název odrůdy jen, jedná-li se o odrůdu registrovanou, chráněnou, nebo je-li její popis, 
jenž ji odlišuje od jiných odrůd daného druhu, uložen u Ústředního kontrolního 
a zkušebního ústavu zemědělského (dále jen ústav).

Pro identifikaci odrůd je nutná jejich registrace, která je možná u všech druhů, 
i u méně významných (§ 5). Registrována však může být jen odrůda (§ 7), která je 
odlišná od jiných, je uniformní, stálá a má zajištěné udržování. U druhů uvedených 
v druhovém seznamu, s výjimkou zelenin, ovocných a okrasných druhů, je další 
podmínkou registrace tzv. užitná hodnota. Zákon stanoví ve shoděě s evropským 
odrůdovým právem, že odrůda má užitnou hodnotu, předstvuje-li podle pokusů prová­
děných ústavem souhrnem svých vlastnosti alespoň v některé pěstitelsky významné 
oblasti České republiky jasný přínos proti jiným registrovaným odrůdám. Odrůda je 
odlišná, pokud se projevem geneticky kontrolovaných znaků liší od jiných odrůd 
našich či od odrůd ve smluvní zemi (například Evropské unii). Uniformita je dána 
nízkým podílem odlišných typů rostlin a je předpokladem odlišitelnosti. Stálost je 
projev charakteristických znaků ve všech generacích. Udržováni odrůdy může být 
ústavem přezkoumáváno již během registračního řízení i po celou dobu registrace, tj. 
deset let (§ 15). Po uplynutí této doby je možné požádat o prodloužení doby registrace. 
Registrované odrůdy se zapisují do Státní odrůdové knihy včetně udržovatele a struč-
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ného popisu. Ustav každoročně vydává seznam všech registrovaných odrůd. Ze Státní 
odrůdové knihy může být registrovaná odrůda vymazána i dříve než za deset let, pokud 
ztratí užitnou hodnotu, uniformitu či stálost, nebo pokud ohrožuje zdraví lidí, zvířat, 
rostlin či životní prostředí. Rovněž takové udržování odrůdy, které nezabezpečuje 
udržení vlastností, které vedly к její registraci, může být důvodem ke zrušení regis­
trace а к výmazu ze Státní odrůdové knihy (§ 16).

Registrované odrůdy se u nejdůležitějších druhů, uvedených v příloze 2, zkoušejí pro 
Seznam doporučených odrůd. Dosud však není stanoveno, jak bude toto zkoušení 
zabezpečeno, zejména u těch druhů, které nejsou ve středu zájmu zpracovatelského 
průmyslu. Pro pěstitele jsou však výsledky zkoušek pro Seznam doporučených odrůd 
důležitou informací. Tento seznam tedy bude vydáván pro pšenici, žito, ječmen, oves, 
kukuřici, hrách, fazol, bob, řepku, slunečnici, cukrovku, brambory, vinnou révu, 
jabloň, hrušeň, slivoň, třešeň, višeň, meruňku, broskvoň, cibuli, mrkev a zelí, tj. pro 
23 druhů. Po celou dobu zápisu odrůdy do Seznamu doporučených odrůd pokračuje 
její zkoušení. Také tento seznam se každoročně zveřejňuje.

Zákon rozlišuje tyto kategorie osiva a sadby (§ 2):
1. Základní (jen u registrované odrůdy) je produkováno udržovatelem odrůdy, nebo 

pod jeho dohledem pomocí udržovacího šlechtění; tento stupeň musí být uznaný 
ústavem.

2. Certifikované vzniká bezprostředně ze základního nebo i certifiko váného a musí 
být uznáno ústavem.

3. Standardní (také jen u registrovaných odrůd) podléhá následné kontrole (tj. kon­
trole osiva či sadby, nemusí se tedy uznávat v porostu).

4. Obchodní osivo a sadba nemusí splňovat uvedená kritéria, tzn. jako obchodní 
osivo může být nabízeno i osivo či sadba neregistrovaných odrůd, nemusí být znám 
genetický původ osiva a ani nemusí být uznané.

Uznávání množitelských porostů a osiva a sadby je v kompetenci ústavu. Uznávají 
se porosty (§ 22) sloužící к výrobě základního nebo certifikovaného osiva a sadby 
a bezprostředně následující generace. Osivo a sadba se uznávají z odebraného vzorku. 
Ministerstvo zemědělství stanoví vyhláškou minimální požadavky na uznání porostů 
i osiva a sadby. Již zákonem (§ 22) jsou však stanoveny uzavřené oblasti pro výrobu 
základní sadby brambor, kde lze pěstovat brambory výhradně jen ze základní nebo 
certifikované sadby, tzn. s nízkým výskytem chorob a škůdců. Ústav je oprávněn 
přezkoumávat odrůdovou pravost, čistotu a zdravotní stav uznaného osiva a sadby, 
uvedených do oběhu. Pokud nesplňují stanovené požadavky, zruší uznání a zakáže 
uvádění do oběhu.

Základní, certifikované a standardní osivo a sadba uváděné do oběhu musí nést 
označení druhu a odrůdy. Ze zahraničí se může dovážet základní a certifikované 
osivo a sadba jen tehdy, jestliže byly v zemi původu v těchto stupních uznány. Do
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oběhu mohou být osivo a sadba uváděny jen v takových obalech, které zamezují 
záměnu obsahu (§ 28). Zákaz klamání stanoví, že osivo a sadba nesmějí být uváděny 
do oběhu s nepravdivými, neúplnými, přehnanými či jinak klamajícími údaji. Záruční 
doba je u jednoletých druhů jeden rok, u víceletých končí jeden rok po dosažení 
vývojového stadia potřebného к určení pravosti odrůdy. Pokuty ve výši 0,2 až 1 mil. Kč 
se udělí za ztěžování či maření kontrol, za uvedení osiva a sadby do oběhu, když to 
není dovoleno, za nevedení záznamů podle zákona, za neuchování vzorků, za nevy­
hovující balení, za pěstování brambor z neuznané sadby v uzavřené oblasti aj.

Z prováděcí vyhlášky č. 191/96 Sb. uvádím alespoň ustanovení týkající se počtu 
generací a označování kategorií osiva a sadby.

Maximální počet generací v kategoriích osiva a sadby u některých druhů:

plodiny základní
obiloviny 4
kukuřice 1
luskoviny 4
olejniny a přadné rostliny: len 4

ostatní 2
jeteloviny a trávy 3
řepa 1
brambory 3
ovocné dřeviny, réva, chmel 2
zeleniny: fazole, hrách 3

česnek, kořeninové 2
ostatní 1

květiny 1

Barva návěsek podle kategorií osiva a sadby:

kategorie
základní

certifikované

standardní 
obchodní

označení
SE 1, SE 2, SE 3 (tj. superelita)
E (elita)
С 1 nebo hybridní osivo
C2
S
O

čerti Ukované
2
1
2
2
2
1
1
2
2
2
2
2
1

barva návěsky
bílá s fialovým pruhem
bílá
modrá
červená
tmavě žlutá
hnědá
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Některé praktické zkušenosti

Praktické zkušenosti s novým zákonem již vedly к veřejné kritice někteých jeho 
částí. Je kritizováno, že ústav jako správní úřad nesmí zveřejňovat výsledky pokusů 
s odrůdami, které ještě nebyly registrovány a teprve čekají na správní rozhodnutí 
o registraci. Je to bolestné pro ty, kteří byli v minulosti zvyklí na průběžné zveřejňo­
vání výsledků Státní odrůdových zkoušek. Důvodem je, že správní úřad nesmí porušit 
princip důvěrnosti a smí sdělovat úřední zjištění v ještě neukončeném řízení výhradně 
účastníku řízení. Tato důvěrnost je ostatně uplatňována i ve významných zemích 
Evropské unie, např. v Německu.

Do oběhu může být uváděno obchodní osivo s názvem odrůdy, pokud je u ústavu 
uložen její popis (§ 25, odst. 2). Pro řadu okrasných rostlin však nejsou к dispozici 
klasifikátory. Zákon také nestanovil podmínky dovozu osiva, sadby a školkařského 
materiálu pro předstihové množení odrůd, u kterých probíhá registrační řízení.

Za úvahu stojí i možnost certifikace nižších stupňů osiva a sadby semenářskými 
organizacemi, při níž by byl ústav povinován superkontrolou a vegetačními zkouška­
mi, jak se také v EU ověřuje. Vedlo by to ke zrychlení uznávacího řízení (což je důležité 
zejména u ozimů, které se vysévají brzy po sklizni), ke zlevnění semenářství а к pocitu 
vyšší zodpovědnosti semenářských organizací.

Uznávání zřejmě nemusí podléhat rodičovské komponenty hybridů, pokud nejsou 
přímo uváděny do oběhu. Doporučoval bych také možnost přípravy uznaného osiva 
i ze zamítnutého porostu, pokud se jedná o odstranitelnou závadu (např. vyšší počet 
plevelů).

Prof. Oldřich Chloupek, DrSc., 
Mendelova zemědělská a lesnická univerzita. 
Zemědělská 1, 613 00 Brno, Česká republika
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The Plant Variety and Seed Act

The Parlament of the Czech republic recently accepted the law No. 92/1996 Sb. 
“On varieties and seeds of cultivated plants, which went into force on 1st of July 
1996. It replaces the law No. 61 /1964 Sb. “On the development of plant production, 
which was not compatible with market economy and with EU-regulations concer­
ning seeds and plant varieties. The new law is fully compatible with EU-regulations. 
According to it, variety registration in the National Variety List, inspection of 
multiplication fields and seed certification are official acts, the responsible office is 
the “Central Institute for Control and Testing in Agriculture (ÚKZÚZ). As in the 
EU, the law distinguishes four principal marketable categories of plant propagation 
material (seed), i.e. basic, certified, standard and commercial. The law gives in its 
annex a “List of Species, i.e. a list of economically important plant species, whose 
propagation material shall not be put on the market unless it belongs to an officially 
registered variety and is either officially tested and certified, or, in the case of 
vegetables or medicinal plants, is standard seed (i.e. not officially certified, but 
subject to official aftercontrol). Varieties of any species of the plant kingdom are 
eligible for registration, if the variety is maintained, if official tests have proven it’s 
distinctness, uniformity and stability, and, in case the variety belongs to a species in 
the List of Species and is not a vegetable, it has an officially tested satisfactory value 
for use and cultivation (VUC). In accordance with the EC regulation 70/457/EEC, a 
variety is considered to have satisfactory VUC, if it represents a clear improvement 
compared with other registered varieties in at least one important growing region. 
Seed of plants not mentioned in the List of Species may be marketed as basic, 
certified, or standard seed, if it belongs to an officially registered variety, or as 
comercial seed, if it does not belong to a registered variety. Commercial seed may 
carry a variety denomination only, if the variety is officially registered or plant 
breeders rights to it have been granted or if the description of the variety is deposited 
at the office (the office is not responsible for the content of the description, it only 
keeps it available). The new law enables also the establishment of officially recog­
nised Recomended Variety Lists for the most important crops (out of registered 
varieties), if a suitable testing institution follows testing and evaluation guidelines 
specified by the Ministry of Agriculture and is authorised by the ministry to publish 
such lists. However, the testing for the Recommended List is not performed or paid 
by the office.

Summary by Erik Schwarzbach
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on Scientific and 
Technical Research

RICP
Research Institute 
of Crop Production 

Prague -Ruzyně

The organizing committee from COST action 817 looks forward to your participation 
in the conferences

“APPROACHES TO IMPROVING DISEASE RESISTANCE TO MEET 
FUTURE NEEDS: Airborne pathogens of wheat and barley”

11-13 November 1997, Prague, Czech Republic

The preliminary schedule of the conference:
November 11- afternoon: Opening of the conference

Relevance of virulence survey for practical breeders
November 12 - morning: Deployment of race specific resistance

afternoon: Breeding strategies for partial resistance
November 13- morning: How to assess level of partial resistance 

Closing of conference
Session will be opened by invited speakers.

Accommodation: Single room - Price 750 Kč/night
Double room -500 Kč/night/bed

Registration fee: 250 DEM
The registration fee includes Proceedings (containing abstracts of all papers and 
posters) and the Conference Dinner

Deadline for preliminary registration is 31 May 1997. Those who submit the 
preliminary registration form will receive detailed information on the programme 
and the final registration form during June 1997.

Official language of the conference is English.

The preliminary registration form, as well as all correspondence should be 
addressed to:
Renata Hanušová Phone: 00 420 2 360 851
Research Institute of Crop Production Fax: 00 420 2 365 228
CZ-161 06 Prague б-Ruzyně E-mail: htmusova@genbank.vurv.cz

Organizing committee: Renata Hanušová, Pavel Bartoš - Czech Republic
Rosemary Bayles - United Kingdom 
Rients E: Niks - The Netherlands
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PŘEHLEDY

TRANSGENY PRO ŠLECHTĚNÍ ROSTLÉM

Miloš ONDŘEJ

Ústav molekulární biologie rostlin Akademie věd České republiky, 
České Budějovice, Česká republika

Transgenoze je termín, který označuje vnášeni jednotlivých klonovaných genů 
do eukaryontního genomu. Bylo třeba použít jiný termín než transformace u bakte­
rií, protože termín transformace u živočišných buněk již byl vyhrazen pro nádoro­
vou transformaci. Někdy se však přesto používá pojem transformace i pro vnášení 
genů do eukaryont.

Transgenoze rostlinného genomu bakteriemi Agrobacterium tumefaciens nebo 
přímým vnesením DNA se stává nástrojem tvorby nových odrůd. Geny vnesené do 
genomu rostlin z příbuzných i zcela nepříbuzných genomů především zvyšují rezi­
stenci к různým biotickým i abiotickým faktorům, ale podmiňují i řadu nových 
zajímavých vlastností. Zcela zvláštní, ale již dosti rozvětvenou skupinu tvoří trans- 
genní rostliny, které produkují specifické nové produkty, použitelné především ve 
farmakologii. Zdá se, že rostliny budou v nedaleké budoucnosti také producenty 
biodegradovatelných polymerů. Nejrozšířenější transgenní kulturní rostlinou se 
proti původnímu očekávání stala řepka olejná. Za ní následují tabák, rajče a řada 
dalších kulturních rostlin. Jsou mezi nimi i jednoděložné rostliny, především kuku­
řice, rýže, ale také pšenice a další obilniny. Řada transgenních rostlin bude vyža­
dovat nové technologie pěstování, které budou mít mnohem blíže к udržovacímu 
šlechtění než к dnešnímu zemědělství.

Budou uvedeny jednotlivé typy transgenů již využívaných nebo využitelných ve 
šlechtění rostlin. Transgenům, jež se využívají nově, bude věnováno více pozor­
nosti než déle používaným a dobře známým transgenům.

Rezistence к herbicidům

Herbicid zpravidla působí toxicky na jediný enzym, významný pro život rostlin. 
Existují tři hlavní mechanismy navození rezistence rostlin к herbicidům transgenozí: 
1. Transgen kóduje nadbytek enzymu, který je inaktivován herbicidem.
2. Transgen kóduje odlišnou formu enzymu, která není herbicidem inaktivována 
3. Transgen kóduje enzym, který rozkládá herbicid.
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V současné době existují transgeny, které podmiňují rezistenci к řadě typů her­
bicidů, ale nejvíce jsou rozšířeny transgeny dvou typů:

1. Transgeny pro rezistenci ke glyfosátu. Glyfosát blokuje aktivitu enzymu, kte­
rý zprostředkovává syntézu aromatických aminokyselin (fenylalanin, tryptofan, ty­
rosin). Podstatou rezistence dodané transgenem je nadprodukce enzymu nebo 
tvorba odlišného enzymu.

2. Transgeny pro rezistenci к herbicidům typu fosfinotricinu. Herbicid blokuje 
enzym glutaminsyntasu. Ta detoxikuje amoniové ionty vzniklé redukcí dusičnanů, 
degradací aminonokyselin a dalšími cestami. Transgen pochází z genomu aktino- 
mycety Streptomyces hygroscopicus a jím kódovaný enzym fosfinotricinacetyl- 
transferasa detoxikuje herbicid.

Mechanismy působení těchto transgenů byly již popsány (Ondřej, 1992). 
Transgeny pro rezistenci к herbicidům byly včleněny do nových odrůd kulturních 
rostlin, u nichž některé se již v zahraničí velkoplošně pěstují. Tato problematika 
bude vzhledem ke svému významu samostatně pojednána v dalším přehledném 
článku.

Transgeny pro rezistenci ke škůdcům

Využití genu pro delta endotoxin Bacillus thuringiensis jako transgenu pro na­
vození rezistence rostlin к hmyzím škůdcům je známý systém, který byl poprvé 
využit již asi před deseti lety. V poslední době byla jeho účinnost podstatně zvýše­
na a spektrum hmyzích řádů, na které působí, podstatně rozšířeno (Coleoptera, Le- 
pidoptera, Diptera). Jednotlivé poddruhy a kmeny produkují proteiny s různým 
spekterm citlivých hmyzích taxonů. Geny pro tyto proteiny byly klonovány a pros­
třednictvím T-DNA včleněny do rostlinného genomu. Pro zvýšení účinnosti se po­
užívaly zkrácené varianty proteinu. Jejich účinnost byla i tak obvykle dosti nízká. 
Příčinou byla především nestabilita mRNA v rostlinných buňkách. Původní geny 
byly proto modifikovány. Gen pro delta endotoxin z B. thuringiensis var. tenebrio- 
nis byl syntetizován znovu tak, aby při zachování struktury výsledného proteinu 
bylo využito degenerovaných kodonů, vyskytujících se v rostlinném genomu nej­
častěji. Takovýto gen byl vnesen do genomu bramboru a byla zjištěna vysoká rezi­
stence к mandelince bramborové. Byla zjištěna vysoká účinnost upraveného genu 
(Adang et al., 1993; Perlak et al., 1993). Transgenní brambory jsou odolné 
к mandelince bramborové, jejich výnosové a jakostní parametry zůstávají stejné 
a mikrobiální populace na transgenních rostlinách se jen nepatrně liší od těch, které 
byly nalezeny na standardních odrůdách (Donegan et al., 1996). U tabáku bylo 
publikováno další podstatné zvýšení proporce delta-endotoxinu v proteinech listů, 
jestliže byl protein směrován do chloroplastů (McBride et al., 1995). To je nový 
směr dalšího zvýšení účinnosti tohoto transgenů. Transgeny pro delta-endotoxin

136



Genet, a Šlecht., 33,1997 (2): 135-160

byly zavedeny také do genomu sóji (Parrott et al., 1995), rajčete (Rhim et al., 
1995), brokolice (Metz et al., 1995), bavlníku a dalších kulturních rostlin, kde 
poskytují účinnou ochranu proti hmyzím škůdcům Obdobně byl upraven také gen 
pro rezistenci к motýlím škůdcům, pro delta-endotoxin crylA(b) B. thuringiensis, 
který se přenášel do genomu rýže se sekvencí bází v kódujícím úseku upravenou 
tak, aby poskytoval maximální expresi v genomu rýže (Fujimoto et al., 1993).

Do rostlinného genomu byly vpraveny také geny, jejichž proteiny podmiňují 
blokádu některých enzymů trávicího traktu hmyzu a to vede к jeho uhynutí. Exi­
stují například rostliny hrachu, které nesou transgen pro inhibitor alfa-amylasy 
(Shade et al., 1994), nebo rostliny s geny pro inhibitory proteas (Leplé et al., 
1995). Některé z těchto genů pro inhibitory proteas pocházejí z genomu lyšaje 
Manduca sexta (Thomas et al., 1995), který napadá tabák. Transgenní tabák s ge­
nem pro delta endotoxin В. thuringensis je právě toxický pro lyšaje Manduca sexta. 
Někdy transgen aktivuje geny přítomné v rostlině pro inhibitory proteas, jako 
transgen kódující prosystemin (proteinový signál poranění) v genomu rajčete 
(McGurl et al., 1994). Rovněž gen pro inhibitor chymotrypsinu z tabáku, který 
patří do skupiny genů pro inhibitory proteasy II, podmiňuje při silné konstitutivní 
expresi v rostlinách tabáku rezistenci к hmyzím škůdcům (McManus et al., 
1994).

Rezistence к virům

Sanford a Johnson (1985) vyslovili hypotézu podle které hostitel, u něhož 
dochází к expresi určitých sekvencí nukleových kyselin patogena, se může stát re­
zistentní к tomuto patogenu. Tato koncepce byla poprvé potvrzena Po welI-Abe- 
lem et al. (1996), kteří zjistili rezistenci transgenních rostlin tabáku, v jejichž 
genomu se projevuje gen pro plášťový protein, к viru tabákové mozaiky. V součas­
né době se projev transgenu pro plášťový protein považuje za obecně působící me­
chanismus rezistence к odpovídajícímu viru. Rostliny bramboru, které jsou 
rezistentní к X viru bramboru, byly již úspěšně testovány v polních pokusech 
(Jongedijk etal., 1992).

Nesprávná funkce mutovaných virových genů použitých jako transgeny také 
všeobecně podmiňuje rezistenci к virům, i když se těchto mechanismů pro navozo­
vání rezistence kulturních rostlin zatím pro šlechtění nevyužívá. Například gen pro 
virovou replikázu viní У bramboru, použitý jako transgen, navozuje rezistenci kul­
turních rostlin (Audy et al., 1994). Konstitutivní projev genu však vedl ke zpoma­
lení růstu rostlin.

Transgenní rostliny, které mají ve svém genomu konstitutivně přítomny části 
virové RNA, i takové, jež jsou kratší než gen, jsou rezistentní к infekci tímto virem
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pravděpodobně proto, že konstitutivně přítomná část RNA interferuje s normální 
replikací viru (Smith et al., 1994).

Dlouho se nedařilo získat rezistenci к virům pomocí antisense konstrukcí trans- 
genů.antisense RNA vzniká transkripcí DNA, která je komplementární ke kódující 
genové sekvenci. V současné době jsou pouze v některých případech pro získání 
rezistence účinné transgeny kódující antisense RNA к rostlinným virům. Tak je 
tomunapř. u poty viru - viru žluté mozaiky bobu (BYMV) (Hammond, Kamo, 
1995), nebo u geminiviru - viru zlaté mozaiky rajčete(TGMV)(Day et al., 1991).

Lodge et al. (1993) použili u tabáku a bramboru jako transgen gen pro antivi­
rový protein z Phytolacca americana. Tento protein působí rezistenci к virovým 
infekcím obecně.

V poslední době byl klonován z genomu tabáku gen N pro rezistenci к viru tabá­
kové mozaiky (Whitham etal., 1994).

Tru ve et al. (1993) popsali transgenní rostliny bramboru, které ve svém geno­
mu mají krysí gen pro 2-5 oligoadenylát synthetasu a které jsou rezistentní к X viru 
bramboru více než transgenní rostliny s genem pro plášťový protein tohoto viru. 
Enzym úzce souvisí s interferonovým systémem savců. Interferony jsou specifické 
proteiny, vylučováné savčími buňkami při virové infekci, při proliferaci buněk 
a imunitních procesech. Indukují syntézu dalších proteinů, které vedou к inhibici 
množení virů. Jedním z těchto proteinů je právě 2-5 oligoadenylát synthetasa. Ten­
to enzym je aktivován dvojvláknovou RNA, která je intermediátem replikace virů. 
Enzym polymerizuje ATP na série 2-5 oligoadenylátů. Ty aktivují latentní endori- 
bunkleasu (RNasaL), která degraduje virovou, ale také buněčnou RNA a je pak 
sama degradována buněčnou 2-fosfodiesterasou. U rostlin je tento systém také 
a vnesení genu pro 2-5 oligoadenylát synthetasu zvyšuje rezistenci bramboru к X 
viru bramboru a měla by obecně zvyšovat rezistenci rostlin к RNA virům.

Rezistence к bakteriálním a houbovým chorobám

Transgeny, které kódují chitinasy, zvyšují rezistenci rostlin к houbovým choro­
bám. V polních pokusech již byly testovány rostliny řepky olejné s transgenem pro 
chitinasu, které vykazují zvýšenou odolnost к různým houbovým patogenům, jako 
je Cylindrosporium concentricum, Phoma Ingram, Sclerotinia sclerotinium (Ori­
son et al., 1996). Transgeny pro glukanasy zesilují účinek transgenů pro chitinasy 
(Melchers et al., 1993; Zhu et al., 1994).

Existuje ještě řada dalších mechanismů rezistence к bakteriálním a houbovým 
chorobám, navozených transgenozí. Jedním z nich je využití transgenu pro lyso­
zym z bakteriofága T4, který narušuje buněčné stěny bakterií. V genomu bramboru 
působí vysoký stupeň rezistence к Erwinia carotovora (Düring et al., 1993).
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Účinné jsou také transgeny pro některé obranné toxické proteiny jiných rostlinných 
druhů. Například exprese genu pro thionin ječmene v genomu tabáku vede ke zvý­
šení rezistence к bakteriálním patogenům (Carmona et al., 1993). Transgen pro 
rezistenci к tabtoxinu z Pseudomonas syringae patovar tabaci působí rezistenci ta­
báku к uvedenému bakteriálnímu patogenu (Anzai et al., 1989). Živočišný gen 
pro laktoferin, což je protein vyskytující se v mléce, glykoprotein, který váže žele­
zo, v genomu tabáku rovněž působí vysoký stupeň rezistence к bakteriálním pato­
genům a tato rezistence bude pravděpodobně mít obecný charakter (Mitra, 
Zhang, 1994). Již dlouhou dobu se pracuje na využití genů pro antibakteriální 
proteiny hmyzí hemolymfy lysozymů, attacinů a cecropinů pro dosažení rezistence 
bramboru к bakteriálním patogenům (Jaynes et al., 1987).

Transgen pro protein, který inaktivuje ribosomy z ječmene, působí zvýšení re­
zistence к houbovým patogenům u tabáku (L o geman et al., 1992). Gen proti hou­
bovým chorobám ve svém vlastním genomu a v genomu bramboru (osmotin) 
a tabáku s konstitutivním promotorem 35S působil zvýšení rezistence (Kash- 
chandra etal., 1994).

Složení zásobních látek rostlin

Pod tímto pojmem bude v dalším textu pojednáno o zásobních olejích a zásob­
ních proteinech semen, ale také o škrobu v bramborových hlízách a zde účelově 
i o ligninu. Syntézu všech uvedených typů makromolekul lze v současné době účin­
ně modifikovat transgenozí a všechny pozitivní změny mají obrovský význam pro 
výživu, krmivářství nebo průmysl.

Klonování genů, zvláště z Arabidopsis thaliana, umožnilo poznat genetické za­
ložení biosyntézy a mechanismu ukládání lipidů. Má to praktický význam jednak 
proto, že transgenoze umožňuje navozování změn spektra mastných kyselin v ole­
jích kulturních rostlin, a jednak proto, že membránové lipidy ovlivňují toleranci 
к nízkým teplotám (Gibson et al., 1994), účinnost fotosyntézy, procesy hydrata- 
ce a dehydrataci pylu a toleranci к suchu. Mastné kyseliny s krátkým řetězcem se 
účastní při zrání plodů, senescenci květů, klíčení pylu, klíčení semen, růstu axilár- 
ních pupenů a dalších procesech. Lipidy jsou prekurzory kyseliny jasmonové, která 
zprostředkovává přenos signálu v rostlinách (Gibson et al., 1994).

Byla již klonována celá řada rostlinných genů, které se účastní při biosyntéze 
lipidů. Většina z nich byla použita při experimentech s transgenozí. Zde si povšim­
neme především těch transgenů, které byly využity pro navození změn spektra ole­
jů semen olejodámých rostlin, především řepky olejné. V pokusech bylo využito 
nejen rostlinných, ale i živočišných a bakteriálních genů.

Světová roční produkce rostlinných olejů představuje 60 mil. tun a hodnota těch­
to olejů činí asi 20 mid. dolarů (Battey et al., 1989). Spotřeba rostlinných olejů
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stoupá.V roce 2010 se předpokládá spotřeba asi 100 mil. tun a hodnota 70 mid. 
dolarů. Hlavni čtyři kulturní rostliny pro produkci olejů jsou sója, olejová palma, 
řepka olejná a slunečnice. Oleje slouží jednak к přímé konzumaci člověkem a zkr- 
mování zvířaty (asi dvě třetiny), jednak pro různé průmyslové využití. Ve všech 
případech je podstatné složení mastných kyselin v olejích.

V jedlých olejích převažují mastné kyseliny, které mají 18 uhlíků a 2-3 dvojné 
vazby. Kyseliny olejové se obvykle charakterizují poměrem (např 18 : 2), v němž 
první číslo udává počet uhlíků a druhé počet dvojných vazeb v molekule. Převažuje 
sedm hlavních typů mastných kyselin, které tvoří celkem 95 % obsahu jedlých ole­
jů: kyselina palmitová (16 : 0), stearová (18 : 0), olejová (18 : 1), linolová (18 : 2), 
linolenová (18 : 3), eikosnová (20 : 1) a eruková (22 : 1). Rostlinné oleje mají ob­
vykle formu triglycerolů, v nichž tři mastné kyseliny jsou esterifikovány třemi 
hydroxylovými zbytky. Základní výstavba mastných kyselin se děje v chloroplas­
tech, kde dochází ke skládání jednotek obsahujících dva uhlíky do řetězců obsahu­
jících 16-18 uhlíků.

Potravinářské oleje by měly mít co nejnižší obsah nenasycených mastných kyse­
lin. Řepka olejná má přes 60 % mastných kyselin 20 : 1 a 22 : 1. V současné době 
je hlavní olejninou právě řepka olejná a hlavním cílem šlechtění a genetického in­
ženýrství je snížení obsahu kyseliny erukové, snížení obsahu kyseliny linolenové 
a případně produkce kyseliny gama-linolenové. Tato mastná kyselina má řadu příz­
nivých somatických účinků, především snižováni hypercholesterolemie a dalších 
klinických poruch, které vedou ke koronárním a cévním onemocněním. Kromě to­
ho působí ústup atopického exému u dětí, ústup alergií a zmirňování periodických 
obtíží žen. Olej s vysokým obsahem této mastné kyseliny se získává ze semen pu­
palky, brutnáku nebo černého rybízu a prodává se jako velmi drahý komerční far- 
makologický produkt. Kyselina gama-linolenová není obsažena v oleji semen 
řepky, je tam však kyselina linolenová, která může být přeměněna na gama-linole- 
novou prostřednictvím enzymu delta-6-desaturasy. Gen pro tento enzym byl zatím 
klonován z genomu sinice Synechocystis a upravený přenesen do genomu tabáku, 
kde docházelo v semenech к syntéze kyseliny gama-linolenové (Reddy, Tho­
mas, 1996).

Jiný šlechtitelský cíl je snížení obsahu kyseliny erukové. Bylo toho dosaženo 
i tradičním šlechtěním řepky olejné. V USA se pěstuje řepka, která má velmi nízký 
obsah kyseliny erukové.

Existuje již celá řada typů a linii transgenních rostlin řepky se změněným spek- 
trem mastných kyselin v olejích semen nejen pro potravinářské, ale i pro průmys­
lové využití (Murphy, 1996).

Dvě prozatím nej pozoruhodnější linie s modifikací poměru mastných kyselin 
v olejích semen byly uvedeny do polních pokusů v roce 1993/94 firmou Calgene.
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Řepka obsahuje v olejích semen 1-2 % kyseliny stearové a méně než 0-1 % kyse­
liny laurové. Existují linie s obsahem 40 % kyseliny stearové a 40 % kyseliny lau­
rové v olejích semen. Odrůda s vysokým obsahem kyseliny laurové byla již v roce 
1995 v USA uvolněna pro komerční využití. Jsou i další linie novošlechtění, 
z nichž každá obsahuje jeden transgen, který mění obsah mastných kyselin v ole­
jích semen. Odrůda s vysokým obsahem kyseliny laurové obsahuje gen pro lauro- 
yl-ACP thioesterasu z genomu jiné rostliny (Völker, 1992). Tento enzym 
způsobuje předčasné ukončení řetězce a hromadění mastných kyselin C12 (kyseliny 
laurové) místo C]g (kyseliny stearové a olejové). Oleje s převahou kyseliny lauro­
vé jsou využitelné hlavně pro výrobu mýdel a detergentů, ale také v cukrovinkář- 
ských tucích a náhražkách mléka. Odrůda s vysokým obsahem kyseliny stearové 
obsahuje antisense kopii genu pro stearát desaturasu z řepky. Tato antisense genová 
konstrukce inhibuje projev genomového genu pro stearát desaturasu, což vede 
к hromadění olejů s nadbytkem kyseliny stearové, protože je blokována její desa­
turace na kyselinu olejovou. Olej s vysokým podílem kyseliny stearové je zvláště 
vhodný pro výrobu margarinu.

Manipulace se spektrem zásobních proteinů semen se provádí se dvěma praktickými 
cíli:
1. Optimalizace spektra aminokyselin v zásobních proteinech semen. Semena rost­

lin, zvláště luskovin a obilnin, slouží к potravinářským i krmivářským účelům, 
ale z hlediska složení aminokyselin nejsou plnohodnotná. Semena luskovin mají 
nedostatek methioninu a cysteinu, obilninám chybí lysin a methionin. Cílem ge­
nových manipulací je doplnit zásobní proteiny semen o typy, které obsahují nad­
bytek těchto aminokyselin.

2. Ve specifických případech je výhodné, aby byly do genomu vneseny geny pro 
další proteiny, které by mohly být ukládány podobně jako zásobní proteiny, pro­
tože jsou v této formě snadno extrahovatelné a využitelné např. farmakologieky. 
Proteiny semen Brassica napus jsou významné z hlediska vyváženého, plnohod­

notného složení aminokyselin, protože pokrutiny zbylé ze semen řepky po extrakci 
olejů se používají jako krmivo. Proteiny semen řepky mají nedostatek aminoyselin 
lysinu a methioninu. Byl klonován gen pro zásobní protein semen z Bertholetia 
excelsa (paraořech). Tento albumin 2S obsahuje vysokou proporci methioninu. Je­
ho gen, i s původním promotorem, byl vnesen do genomu řepky. V semenech do­
chází к expresi transgenu a tím ke zlepšení složení aminokyselin v jejich 
proteinech (Denis etal., 1995).

Stejný gen, ale s promotorem leguminu Vida faba, byl včleněn také do genomu 
Vida narbonensis a projevoval se v semenech této vikvovité rostliny, v nichž se 
trojnásobně zvýšil obsah methioninu (Saalbach et al., 1995).

141



Genet, a Šlecht, 33, 1997 (2): 135-160

Existuje ještě jiný přístup, jak zvýšit obsah lysinu v semenech řepky - zvýšením 
biosyntézy aminokyseliny lysinu. Falco et al. (1995) ve svých pokusech využili 
pro transgenozi dva bakteriální geny, které kódují enzymy podílející se na biosyn- 
téze lysinu, a to aspatokinasu a syntasu kyseliny dihydropropionové. Tyto bakte­
riální enzymy jsou na rozdíl od rostlinných téměř inhibovány zpětnou vazbou 
lysinem. Bylo tím dosaženo pětinásobného zvýšení obsahu lysinu v semenech.

V roce 1994 se podařilo dosáhnout transgenozi změn složení ligninů (Halpin 
et al., 1994). Do genomu tabáku byla vnesena antisense konstrukce, která inakti- 
vuje geny pro cinnamyl alkoholdehydrogenasu, enzym katylyzující poslední krok 
biosyntézy prekurzoru ligninu. Lignin byl pak pozměněn ve složení i struktuře 
a byl přístupnější chemické extrakci. Xylemová pletiva měla červenohnědou 
barvu. Genová konstrukce vnesená do genomu osiky podmiňuje červenohnědou 
barvu dřeva jako nový, nábytkářský dobře využitelný znak podmíněný transgenozi.

Rajčata se zvýšenou trvanlivosti plodu

Vzhledem к tomu, že manipulace polygalakturonasy ve zrajících plodech rajčat 
již došla praktického uplatnění, budeme tomuto experimentálnímu modelu věnovat 
zvláštní pozornost. Firmy Zaeneca a Calgene vyvinuly odrůdy rajčat se zvýšenou 
trvanlivostí plodů. Jsou to první odrůdy transgenních rostlin, které vzbudily 
značnou pozornost veřejnosti.

Polygalakturonasa je hlavní enzym, který degraduje polygalakturonidy jako 
komponenty pektinů v buněčné stěně. Tento enzym je u rajčete syntetizován de 
novo na počátku zrání plodů. Enzym je kódován jediným genem (Bird et al., 
1988). Jiné polygalakturonasy, které se projevují v pylu nebo v zóně řapíku, jež je 
významná pro opadávání listů, jsou kódovány odlišnými geny (Gray et al,. 1992). 
Vznikla myšlenka zavést do genomu gen pro antisense RNA к tomuto genu, jehož 
exprese by měla vést к potlačení aktivity původního genu. Konečným cílem bylo 
zabránit měknutí dozrávajících plodů. Výsledky pokusů ukázaly podstatnou re­
dukci aktivity polygalakturonasy (Smith et al., 1988) Ačkoli měknutí plodů bylo 
sníženo jen nevýznamně (Kramer et al., 1993), rajčata získala nečekané nové 
dobré tržní vlastnosti: zvýšenou viskozitu šťávy plodů, zvýšenou odolnost proti 
mechanickému poškození a zvýšenou odolnost к posklizňovému napadení 
houbovými chorobami.

Uvolňování transgenních rajčat do prodeje je však vázáno řadou omezení, která jsou 
různá v různých zemích. Firma Zaeneca prodává tato rajčata zpracovaná ve formě 
rajské šťávy a rajského protlaku. Tím se zároveň chrání proti „kapesní selekci“, 
nekontrolovatelnému využití svého transgenu v dalších odrůdách. Firma Cal­
gene naopak prodává čerstvá rajčata. Jejich uvolnění na trh ve státech EU zatím není
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povoleno, prodej konzerv však ano. Konzervy nesou označení, že obsahují potravi­
ny vyrobené z geneticky modifikovaných plodin, jak je to v některých zemích vy­
žadováno. V liberální Kanadě se prodávají plody a transgenní rajčata jsou dokonce 
o něco dražší než jiná rajčata, což odpovídá jejich vyšší tržní kvalitě.

Vnesení antisense genu pro polygalakturonasu není jedinným způsobem manipu­
lace zrání rajčat. Jiným způsobem je využití antisense genu posledního enzymu při 
biosyntéze etylénu pro enzym, který zprostředkovává přeměnu 1-aminocyklo- 
propan-l-karboxylové kyseliny (ACC) na etylen (Hamilton et al., 1990; Gel­
ler et al., 1991). Pak se blokuje celý komplex genů, jež jsou spouštěny pod vlivem 
etylenu u zralých plodů rajčat. Synchronního dozrání je možné dosáhnout po dopravě 
na místo prodeje krátkodobým umístěním v uzavřené nádobě, do níž je zaveden etylen.

Pylová sterilita

Praktický význam pylové sterility v klasických šlechtitelských postupech spočí­
vá především v nuceném cizosprášení pro produkci heterózního osiva. Při tvorbě 
transgenních odrůd je často požadavek, aby transgen nebyl přenášen pylem, tedy 
požadavek pylové sterility. Pylová sterilita využitelná ve šlechtění (jaderně cyto- 
plasmatický typ s obnoviteli fertility) neexistuje u všech druhů kulturních rostlin 
a je tedy žádoucí, aby transgenoze přinesla široce využitelné systémy. Takovéto 
systémy jsou v současné době asi čtyři.

První systém využívá chimérického genu pro barnasu z Bacillus amyloliquifaci- 
ens (C h e n, N a g a raj a n, 1993). Barnasa je extracelulární vysoce aktivní nukle- 
asa této bakterie, která degraduje jak RNA, tak DNA. Je syntetizována jako 
neaktivní pre-proenzym, к jehož jedné úpravě dochází při opuštění bakteriální buň­
ky a odstranění signálního peptidu, a potom teprve vně bakteriálních buněk ke dru­
hé úpravě a vzniku aktivního enzymu. V bakteriálních buňkách současně existuje 
vnitrobuněčný inhibitor, protein barstar, který má 89 aminokyselin. Příslušný gen 
byl rovněž klonován. Upravený, zkrácený gen pro barnasu (zbavený sekvenci, jež 
jsou u vzniklého proteinu upravovány) byl zařazen za promotor specifický pro ta­
petovou vrstvu buněk tabáku (označen TA29) a vnesen transgenozí do genomu ta­
báku a řepky olejné. Tam působil selektivní destrukci tapetových buněk prašníků 
a následně degeneraci pylových zrn. Stejný vliv měl i chimérický gen pro ribonuk- 
leasu TI z Aspergillus oryzae s promotorem TA29 (Mariani et al., 1991). Pokud 
se použije obdobným způsobem v jiné transgenní linii gen barstar se stejným pro­
motorem, pak tato linie může působit obdobně jako obnovitel fertility při klasické 
nukleocytoplasmatické pylové sterilitě (Block, Debrouwer, 1993).

Jaderně podmíněná pylová sterilita byla získána u Petunia hybrida blokádou 
syntézy flavonoidů v prašnících, která vedla к předčasnému zastavení vývoje pylu.
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Bylo toho dosaženo transgenozíjednak antisense genem (Meer et al., 1992) a jed­
nak kosupresí, tedy vnesením transgenu pro chalkonsyntasu, jehož přítomnost 
vedla к potlačení vlastního genomového genu pro chalkonsyntasu. Tento enzym 
katalyzuje první krok syntézy prekuzorů flavonoidů (Taylor, Jorgensen, 
1992). К obnovení fertility byly flavonoidy aplikovány na bliznu nebo jako příměs 
pylu (Ylsra etal., 1994)

Třetí systém byl použit zatím pouze u tabáku. Pylové sterility tam bylo dosaženo 
expresí genu rolC Agrobacterium rhizogenes řízeného promotorem 35S 
(Schmůlling et al., 1988). Exprese genu však vedla i к morforegulačním 
změnám. Fertilita byla obnovena expresí genu pro antisense RNA u Fi hybridů 
(Schmůlling etal., 1993).

Čtvrtý systém (Kriete et al., 1996) byl rovněž využitu tabáku. Je to inducibilní 
systém destrukce specifických rostlinných pletiv. Je založen na aktivitě genového 
produktu genu E. coli argE, který mění netoxickou látku N-acetyl-fosfinothricin na 
herbicid fosfinothricin. U rostlin, které nesou tento gen, к jehož expresi dochází 
specificky v tapetálních buňkách prašníků, je tvorba pylu blokována po postřiku 
rostlin netoxickou koncentrací N-acetyl-fosfinothricinu.

Modifikace barvy kvetu

Vnášení genů pro nové cesty biosyntézy flavonoidů a antokyanů umožňuje na­
vozovat změny barvy květů. Bylo dosaženo celé řady změn barvy květů, především 
u Petunia. Vnesením genu pro nový enzym biosyntézy antokyanů (dihydrofla- 
vonol-4-reduktasu) bylo dosaženo nové (cihlově červené) barvy květů petúnie 
(Meyer et al., 1987). Jiný typ změny květních barviv je vnesení genů pro antis­
ense RNA enzymu pro chalkonsyntasu, který zprostředkovává jeden z prvních 
kroků biosyntézy anthokyanů. Výsledné zbarvení nebo absence zbarvení květů 
závisí na expresi transgenu v různých částech květu. Pokud je transgen exprimován 
jen v některých částech květu, pak jsou tyto části bezbarvé a ostatní barevné. Tím 
může docházet ke vzniku zajímavých, dekorativních vzorů zbarvení květů (К r o o 1 
et al., 1990). Bylo ale také zjištěno, že vnesení dalšího genu pro chalkonsyntasu 
jako transgenu do rostlin, které již gen pro chalkonsyntasu obsahují, může vést ke 
snížení až к úplné ztrátě exprese původního genu v genomu (Napoli et al, 1990). 
To je obecný jev u transgenů a existuje několik hypotéz pro jeho vysvětlení.

Modifikace jiných fyziologických vlastností rostlin

Je známo několik typů transgenů, které zvyšují odolnost rostlin к suchu а к níz­
kým teplotám. Jeden z nich je gen SacB z Bacillus subtillis. Tento gen kóduje en-
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zym levansukrasu, který podmiňuje syntézu a akumulaci fruktanů. Transgen má 
promotor 35S a jeho kódující sekvence obsahuje navíc signální sekvenci pro přenos 
enzymů do mitochondrií. Fruktany jsou molekuly polyfruktosy, které jsou produ­
kovány některými bakteriemi a některými rostlinami. Rostlinné fruktany se skláda­
jí z 10-200 molekul fruktosy, bakteriální mohou být ještě podstatně větší. Jsou 
rozpustné, mají schopnost depolymerace a opětné polymerace a tím ovlivňují sta­
bilitu osmotické hodnoty při suchu a při nízkých teplotách. Gen SacB, vnesený do 
genomu tabáku, zvyšuje toleranci к suchu (P i 1 o n - S m i th et al., 1995). Zvýšenou 
odolnost к suchu podmiňuje také vnesení upraveného bakteriálního genu pro cho­
lindehydrogenasu do rostlinného genomu (L i 1 i u s et al., 1996). Tento enzym pod­
miňuje syntézu glycin betainu, což je rovněž osmotikum, které zvyšuje odolnost 
к suchu. Transgenní tabák je pak schopen růst na médiu s vysokým obsahem chlo­
ridu sodného.

Zajímavou skupinu transgenů tvoří geny pro metalothioneiny. To jsou živočišné 
proteiny, které mají schopnost pevně vázat některé toxické těžké kovy, jako napří­
klad kadmium, rtuť, olovo. Cílem praktického využití transgenních rostlin s těmito 
geny je získat rostliny, které by sloužily jako “odpadní koše a čistily půdu při re­
kultivacích. Musela by být vyřešen otázka ukládání těžkých kovů v rostlinách, aby 
nebyly toxické pro samotné rostliny (například v nerozpusné formě ve vakuolách). 
Dále by musely být vyřešeny otázky jejich likvidace a otázka legislativy uvádění 
takovýchto transgenních rostlin do prostředí. Samozřejmě by to nemohly být druhy 
kulturních rostlin, ale možná rostlinné druhy, které u nás nepřežívají zimu. Trans- 
genni rostliny s geny pro proteiny podmiňujícími zvýšenou akumulaci kovů zatím 
nehromadí těžké kovy dostatečně к tomu, aby bylo možné uvažovat o jejich prak­
tickém využití.

Druhým možným cílem transgenoze je zabránit translokaci těžkých kovů do ze­
lených částí rostlin. Většina rostlin hromadí kadmium v kořenech, ale u salátu, ta­
báku a některých dalších se kadmium dostává i do listů. Jakýkoli způsob 
konzumace rostlin pak může nepříznivě ovlivňovat lidské zdraví. Preferenční ex­
prese transgenů pro metalothioneiny v kořenech zdržuje toxické kovy již v koře­
nech a nedovolí jim hromadit se v požívaných částech rostlin (Elmayen, 
Tepfer, 1994; Maiti etal., 1988, 1989, 1991).

Příkladem transgenozí navozené fyziologické změny, výhodné ve šlechtění 
bramboru, může být inhibice tmavnutí mechanicky poškozených částí hlíz při skla­
dování (Bachem et al., 1994). Bylo toho dosaženo vnesením chimérického genu, 
který místo kódující sekvence obsahoval za promotorem 35S antisense sekvenci 
pro polyfenoloxidasu. V polních pokusech a následujícím skladování hlíz brambo­
ru bylo zjištěno podstatné snížení tmavnutí hlíz. Transgen jistě najde významné 
uplatnění i u jiných kulturních rostlin (např. jabloně).
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Transgcnoze pro nové typy využití rostlin

Vnášení genů pro rostlinné hormony, regulační polypeptidy nebo pro polypepti- 
dy a další látky, které se podílejí na přenosu signálu, navozuje významné diferen- 
ciační změny a změny časování vývoje rostlin, z nichž některé mohou být 
šlechtitelsky využitelné.

Transgenní rostliny mohou produkovat proteiny, které jsou vlastní lidským pa- 
togenům napadajícím epiteliální membrány. Jedná se o bakterie a viry způsobující 
nachlazení, ale také ty, které jsou přenášeny kontaminovanými potravinami nebo 
pohlavním stykem. Vakciny účinné proti těmto infekcím stimulují mukózni imunit­
ní systém к produkci imunoglobinů IgA (S-IgA). Tato imunitní odpověď vzniká 
v buňkách epitelu respiračního a trávicího traktu. К imunizaci dochází pojídáním 
čerstvé zeleniny nebo jiných rostlinných produktů. Transgenní rostliny, u nichž 
v jedlých pletivech dochází к produkci antigenů, mohou být využívány jako levné 
“potravinové vakciny. Zatím byly v USA patentovány některé transgeny, využitel­
né v rostlinách jako vakciny. Prozatím se počítá s jejich využitím v rostlinách banánu 
(vhodný by jistě pro blízkou budoucnost byl jedlý salát, ředkvičky, mrkev, zelí, raj­
čata apod.). Jsou to zejména tyto transgeny (Mason, Arntzen, 1995):

1. Protein spaA ze Streptococcus mutans. Tato bakterie se vyskytuje v ústní du­
tině člověka a je hlavní příčinou zubních kazů. V listech transgenního tabáku tvoří 
uvedený protein asi 0,02 % proteinu listů.

2. Povrchový antigen hepatitis В (HBsAg). Hrubý extrakt listů tabáku obsahuje 
0,01 % tohoto proteinu z celkového množství proteinů listů. Byl použit к parente- 
rální imunizaci myší a vyvolával imunitní reakci.

3. Termolabilní enterotoxin В z E. coli a podjednotka В toxinu cholery. V ze­
mích třetího světa se občas objevuje nakažlivé průjmové, někdy smrtelné onemoc­
nění, působené některými kmeny E. coli. Enterotoxin (LT) г E. coli je multimerní 
protein, který je strukturně, funkčně i antigenními vlastnostmi podobný toxinu cho­
lery (C7). U myší byla prokázána imunogennost transgenních rostlin tabáku 
a bramboru.

Technologie genových manipulací umožnila zásadní změny potenciálu využití 
monoklonálních protilátek. Geny pro protilátky mohou být nyní programově měně­
ny. Genovými manipulacemi lze vytvářet fúzované proteiny mezi doménami, které 
váží antigeny a peptidy, které mají enzymatické nebo vazebné vlastnosti. Myší pro­
tilátky mohou být připodobněny lidským tím, že se příslušně změní konstantní do­
mény. Specifitu protilátek lze měnit usměrněnou mutagenezí. V poslední době jsou 
geny pro protilátky izolovány přímo z jednotlivých lymfocytů pomocí PCR. V re- 
kombinované DNA se využívají geny pro celé imunoglobiny, Fab fragmenty, Fv 
protilátky s jedním řetězcem a VH řetězce. Fab fragmenty obsahují jen první z kon-
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stantních domén. scFv jsou řetězce z jednoho peptidu, kde variabilní domény leh­
kého a těžkého řetězce jsou kovalentně vázány krátkým ohebným úsekem peptidu.

Všechny tyto konstrukty lze využívat pro transgenozi rostlin. Do rostlinného ge- 
nomu lze včleňovat geny pro úplné protilátky i Fab fragmenty proti fytohormonům, 
fytochromům, ale také proti virovým, bakteriálním a houbovým rostlinným patoge- 
nům (Conrad, Fiedler,! 994). Zvláště zde se předpokládá široké uplatnění ve 
šlechtění rostlin. Kromě toho se předpokládá biotechnologická výroba protilátek 
v rostlinách i pro potřeby medicíny. Co se týče perspektiv šlechtitelských aplikací, 
již existují rostliny tabáku, které produkují protilátky proti viru tabákové mozaiky 
a rostliny vykazuji zvýšenou rezistenci proti tomuto viru. Existují také transgenní 
rostliny, které produkují protilátky proti některým dalším virům, a rostliny, jejichž 
kořeny produkují protilátky proti bakteriálním a houbovým patogenům, vyskytují­
cím se na kořenech (Engelken etal., 1994).

Prostřednictvím rostlin je možné produkovat některé farmakologicky, bioche­
micky, potravinářsky nebo jinak významné vzácné polypeptidy. Některé z nich nelze 
produkovat ve fennentorech prostřednictvím mikroorganismů s rekombinovanými 
plasmidy, protože nedochází ke správným posttranslačním úpravám. Jiné je možné 
biotechnologicky vyrábět, ale produkce prostřednictvím rostlin je perspektivně vý­
hodnější a hospodárnější, protože představuje primární využití produktů fotosynté­
zy bez dalšího průmysového zpracování, které spotřebovává energii.

U tabáku a bramboru bylo dosaženo syntézy lidského sérového albuminu (Sij - 
mons et al., 1990) a alfa-amylasy Bacillus licheni/ormis (Pen et al., 1992). 
U Arabidopsis tlialiana bylo dosaženo exprese genu pro lidský enkefalin (Va nd e- 
kerckhove etal., 1989).

V souvislosti s oleji semen řepky olejné existuje zajímavá skupina proteinů, kte­
rá již byla úspěšně manipulována transgenozi a nabízí velké perspektivy dalšího 
využití. Oleje jsou v buňkách semen řepky uloženy ve zvláštních útvarech - olejo­
vých tělíscích. Ta jsou ohraničena fosfolipidovou membránou, která obsahuje 
zvláštní proteiny - oleosiny. Tyto oleosiny mohou sloužit jako nosiče rekombino- 
vaných dalších proteinů, opatřených specifickými signálními sekvencemi (Rooi- 
jen, Moloney, 1995). Jedním z proteinů, jehož gen byl přenesen do genomu 
řepky a který se akumuluje ve formě vázané na oleosiny, je hirudin (Parmenter 
et al., 1995). Hirudin je protein, který se vyskytuje ve slinách pijavky lékařské 
a podmiňuje sníženi srážlivosti krve. Tento protein je velice užitečný při kompliko­
vaných operacích, kde může zabránit vzniku embolii. Je však v dostatečném množ­
ství dostupný jen tehdy, jestliže je vyráběn prostřednictvím rekombinované DNA. 
Produkce vázaná na oleosiny semen řepky olejné je z tohoto hlediska velmi vhod­
ná, protože protein v tomto stavu lze snadno izolovat.
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I. Novošlechtění transgenni řepky ve světě se změněnými komponentami složení semen (Da­
le, Scheffner, 1996)

Změna olejů Průmyslové využití Stav

40 % kyseliny stearové (18 : 0) margarin, kakaové máslo 1994**»

40 % kyseliny laurové (12 : 0) detergenty 1994***

60 % kyseliny laurové (12 : 0) detergenty 1996***

80 % kyseliny olejové (18 : 1) potraviny, mazadla, inkousty 1995*»*

Kyselina petroselinová (18 : 1) polymery, detergenty 1998(?)**

„Jojobový“ vosk (C20, C22) kosmetika, lubrikanty 1996**

40 % myristátu (14:0) detergenty, mýdla, osobní hygiena 1996**

90 % kyseliny erukové (22 : 1) polymery, kosmetika, inkousty, 
farmaceutické výrobky 1998**

Kyselina ricinoolejová 
(18 : 1-OH)

lubrikanty, kosmetika, farmaceutické 
výrobky 1997(?) **

Polyhydroxybutyrát biodegradovatelné plasty 1997(?) **

Průmyslové enzymy
fermentace, výroba papíru, úprava 
potravin 1998*

Nové peptidy léčiva 1995 ***

* klíčové geny byly klonovány; ♦* existují transgenni rostliny; ♦♦♦ transgenni rostliny jsou ve 
stadiu polních pokusů

Produkce polymerů transgennimi rostlinami

Organismy mohou za specifických podmínek uchovávat uhlík a energii ve formě 
osmoticky inertních polymerů. U bakterií to mohou být polyestery jako poly(3- 
-hydroxybutyrát) (PHB) a jiné poly(3-hydroxyalkanoáty) (PHA). Tyto látky jsou 
využitelné jako biodegradovatelné plasty. Jsou značně perspektivní vzhledem ke 
zvyšujícím se problémům hromadění plastového odpadu. Polyhydroxyalkanoáty 
jsou syntetizovány např. v bakteriích Pseudomonas aeruginosa, P. oleovorans ne­
bo Alcaligenes eutrophus. Tvorba PHB je u bakterií zprostředkována třemi enzy­
my:
1. 3-ketothiolasou (gen phbA)
2. NADH-dependcntní acetoacetyl-CoA reduktasou (gen phbB)
3. PHB syntasou, také nazývanou PHB polymerasou (gen phbC)
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Produkce PHB je vázána na syntézu mastných kyselin, jejiž podstatná část pro­
bíhá v chloroplastech (L e i j, Witholt, 1995).

Poirier et al. (1992, 1995) prokázali, že polyhydroxybutyrát se hromadí 
v transgenních rostlinách Arabidopsis thaliana, které jej syntetizují. Do genomu 
Arabidopsis thaliana byly přeneseny tři upravené bakteriální geny, které všechny 
mají promotor 35S. PHB se hromadí v listech, v buněčných inkluzích v cytoplas- 
mě, vakuolách i buněčném jádře, ale tvoří jen asi 0,14 % sušiny. Akumulace PHB 
se silně zvyšuje, jestliže je dopravován do chloroplastů. Tvoří potom až 14 % suši­
ny (Nawrath et al., 1994). Produkce polyhydroxybutyrátu prostřednictvím Ara­
bidopsis thaliana je jen modelový přístup. Pro vlastní průmyslovou produkci se 
předpokládá, že tento polymer bude produkován v plastidech hlíz bramboru. Prav­
děpodobně by pro tento účel byly vhodné již existující transgenní brambory, je­
jichž hlízy neobsahují škrob. Uvažuje se rovněž o akumulaci v semenech. Přitom je 
samozřejmou podmínkou, aby transgenní rostliny nebyly závadné pro ekosystémy 
a člověka. Rostlinné části akumulující PHB nebudou vhodné к požívání. Nemohou 
to tedy být takové rostlinné části, které obvykle slouží jako potrava nebo knnivo, 
aby nedošlo к záměně. Nemohou to být ani semena plodin, která jsou příležitostně 
konzumována ptáky. Produkce PHB bude vyžadovat podrobný rozbor z hlediska 
zajištění neškodnosti transgenních rostlin. Předpokládá se, že to budou semena ta­
kových rostliných druhů, která nejsou pojídána člověkem ani požírána zvířaty 
(např. Ricinus communis') (L e i j , W i t h o 11, 1995).

Vývojové změny rostlin vyvolané transgenozi

U modelové rostliny Arabidopsis thaliana se v současné době inzerční mutage- 
nezí indukují mutace všech genů a geny se klonují (přehled viz Kocábek, 1996). 
Byla tak již klonována celá řada genů, které mají zásadní význam ve vývoji, a ně­
které z nich jsou využitelné pro zlepšení genomu kulturních rostlin transgenozi. 
Jedním z nich je gen, který v neaktivní formě podmiňuje recesivní mutaci leafy 
a který u Arabidopsis reguluje vývoj květenství (Schultz, Haughn, 1991). 
Tento gen, přenesený s konstitutivním promotorem do genomu osiky, tam vyvolá­
vá předčasné kvetení již prvním rokem růstu (Weigel, Nilson, 1995). To sice 
nemá praktický význam u osiky, ale může mít velký význam u ovocných stromů, 
okrasných dřevin a dvouletých či vytrvalých rostlin.

Přenesení genu pro sacharosafosfátsyntasu (SPS) z genomu kukuřice do genomu 
rajčete vyvolalo komplexní fenotypové změny, mezi nimi hlavně urychlení kvetení 
a zrání plodů a komplexní fenotypové změny (Micalleff et al., 1995).

Po celou dobu výzkumu transgenoze rostlin bakteriemi A. tumefaciens a A. rhi- 
zogenes se hromadily důkazy toho, že transgenoze původními geny T-DNA A. tu­
mefaciens a A. rhizogenes, ale i některými dalšími geny vede často ke komplexním
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II. Žádosti o tržní uvolnění transgenních kulturních plodin (Dale, 1995)

Stát Plodina Znak Navrhovatel Stav

Kanada řepka olejná tolerance ke glufosinátu AgrEvo P
řepka olejná tolerance ke glyfosátu Monsanto P

řepka olejná tolerance ke glufosinátu, 
pylová sterilita* P.G.S. P

len tolerance к sulfonylmočovině Univerzita Saskatchevan ž

kukuřice rezistence к hmyzu (Bt) Ciba-Geigy ž

EU tabák tolerance к oxynilu SEITA P

řepka tolerance ke glufosinátu, 
pylová sterilita P.G.S. ž

kukuřice odolnost ke hmyzu (Bt) 
a tolerance ke glufosinátu Ciba-Geigy ž

čekanka tolerance ke glufosinátu, 
pylová sterilita

Bejo Zadev BV ž

sója tolerance ke glyfosátu Monsanto ž

USA rajčata zpomalené měknutí plodů Calgene p
sója tolerance ke glyfosátu Monsanto p
bavlník tolerance к bromoxynilu Calgene p
řepka změny olejů semen Calgene p
meloun rezistence к virům Upjohn/ As grow p
rajče zpožděné dozráváni DNAP p
brambor odolnost ke hmyzu (Bt) Monsanto p
bavlník odolnost ke hmyzu (Bt) Monsanto ž

kukuřice odolnost ke hmyzu (Bt) Ciba-Geigy ž

kukuřice tolerance ke glufosinátu AgrEvo ž

p - povoleno, ž - žádáno

♦ pylová sterilita v tomto i ostatních případech je jaderně-cytoplasmatického typu a nevznikla 
transgenozí

morforegulačním změnám transgenních rostlin a ke změnám časování morfogeneze 
(přehled Ondřej, 1992). Bylo například zjištěno ranější kvetení transgenních 
rostlin tabáku, obsahujících ve svém genomu gen rolC bakterie A. tumefaciens 
(Oono et al., 1990), což je šlechtitelsky velmi zajímavý znak.
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Jiným šlechtitelsky využitelným znakem je odolnost proti vytahování, podmíně­
ná například nedostatkem světla při hustém sponu rostlin. U genomu tabáku toho 
bylo docíleno vnesením genu pro syntézu fytochromu A z Arabidopsis thaliana 
(Robson et al, 1996). Vytahování rostlin je podmíněno účinky fytochromu B. 
Celková reakce rostliny na fytochromy však závisí na poměru fytochromu A a fy- 
tochromu B. Exprese transgenů pro fytochrom A mění poměr obou fytochromu ve 
prospěch fytochromu A a v důsledku toho se snižuje vytahování způsobené zastíně­
ním.

Současný stav uplatněni transgenních rostlin

V současné době jsou dva principy uvolňování transgenních rostlin к tržní ne­
kontrolované produkci:

1. Vertikální. Rostlina se uvolňuje podle znaku (např. rezistence к herbicidům) 
bez ohledu na to, jak tohoto znaku bylo dosaženo (mutací, transgenozí, hybridiza- 
cí). Tohoto principu se využívá v USA a Kanadě.

2. Horizontální. Regulaci podléhá rekombinovaná DNA, přičemž je již podruž­
né, jaké znaky jsou jí přenášeny. V praxi není velký rozdíl v konečných výsledcích 
vertikálního a horizontálního přístupu.

V USA, Kanadě, Japonsku i státech EU existují zákony o regulaci práce s gene­
ticky modifikovanými organismy a zákon se připravuje i u nás (komisí, vedenou 
prof. Drobníkem). Současná problematika transgenních rostlin byla z tohoto hle­
diska zpracována jinde (Ondřej, Rakouský, 1997).

Závěr

Transgenozejiž má své místo při tvorbě nových odrůd rostlin. Jsou předpoklady 
pro vyšlechtění většiny druhů kulturních rostlin rezistentních к herbicidům, к viro- 
výn chorobám a se zvýšenou tolerancí к bakteriálním a houbovým infekcím. Rost­
linný genom je možné obohacovat o celou řadu dalších transgenů, které v jeho 
genomu nikdy v průběhu fylogeneze nebyly a které jim dodávají vlastnosti vý­
znamné pro lidské zdraví nebo umožňují produkci významných surovin. Hlavními 
cíli využití transgenoze ve šlechtění rostlin je redukce použití agrochemikálií 
a zlepšeni kvality sklizně především jako důsledek zvýšené tolerance rostlin к růz­
ným biotickým i abiotickým faktorům. Současně transgenoze umožňuje využití 
rostlinného genomu novými způsoby (rostlinné vakciny, produkce protilátek 
a vzácných živočišných proteinů prostřednictvím rostlin).

Vliv každého nového rostlinného transgenů na člověka, prostředí člověka a pří­
rodní prostředí musí být podrobně testován. Výsledky testování více než šesti tisíc
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typů transgenních rostlin sice nepřinesly průkazy žádných negativních vlivů, ale 
tím není vyloučeno, že při použití dalších transgenů by tyto vlivy nemohly nastat.
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Transgenes for plant breeding

Transgenosis of plant genome by Agrobacterium tumefaciens or by direct gene 
transfer is becaming very important new method of production of varieties of cul­
tured plants. It offers the introduction into the plant genome of new genes coding 
resistance to virus, bacterial and fungal diseases as well as pest resistance and re­
sistance to abiotic factors (herbicides, toxic methal ions, high osmotic value etc.). 
Transgenosis also provides varieties with better marked qualities (with seed storage 
proteins showing better equilibrium of different aminoacids, more suitable for con­
sumption, seed oils with improved spectrum of fatty acids, changed composition of 
starch, tomato with fruits of better quality and prolonged market ripeness). Trans­
genosis allows the construction new types of varieties, carrying medicaly useful 
polypeptides, antigenes and immunoglobins. Plant which produce biodegradable 
plastics will be available in near future. Last but not least, transgenosis allowes to 
regulate plant development, flowering time, pollen sterility, flower colour, compo-
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sition and quality of lignins and several other basic plant characteristics. Transgenic 
plants which already have been approved as new plant varieties are just the first 
generation of transgenic plants and much broad spectrum of them will appear in 
next future. All the new varieties of transgenic plants released in developed coun­
tries, have been thoroughly tested for their safety for humans, animals and the en­
vironment and have been unequivocaly proven to be safe.
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