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SOUHRN
Somaticka hybridizace je technika umoznujici pfekonani pfirodnich bariér
nekfizitelnosti rostlin rznych druhl v pfirozenych podminkach. Jednou z hlavnich vyhod

fuze protoplastl je, Ze umozrfiuje prenos rezistencnich vlastnosti z parentalni generace

do generace hybridni.

Tato prace je zaméfena na morfologické posouzeni a posouzeni z hlediska
vynosu somatickych hybridd Solanum tuberosum + Solanum bulbocastanum
vypéstovanych in vitro a nasledné v polnim pokusu ve 2 opakovanich na pozemku
Praha 6, Suchdol.

Jednotlivé somatické hybridy byly nasledné morfologicky ohodnoceny podle
klasifikatoru pro rod Solanum dle Vidnera a byla u nich zhodnocena variabilita
vynosovych prvka. Vyznam hodnoceni je ur€eni, zda je zvoleny somaticky hybrid vhodny
k zafazeni do dalSiho Slechtitelského programu.

Vysledky ukazaly, ze hodnocené morfologické vlastnosti mezi jednotlivymi
somatickymi hybridy byly vysoce variabilni pfesto, ze se jednalo o hybridy vzniklé fuzi
protoplastl se stejnou parentalni generaci. Shlukova analyza rozdélila jednotlivé

genotypy do 2 shlukd, které mezi sebou vykazovaly téméf nulovou podobnost.

Dale byly zhodnoceny vynosotvorné prvky, které taktéz vykazovaly vysokou
variabilitu, nejvice v pfipadé celkového poctu hliz, kde pomoci jednofaktorové analyzy
variace (ANOVA) metodou jednoduchého tfidéni dle Tukey bylo naméfeno nejvice
prikaznych rozdili jak na hladiné vyznamnosti 0,05, tak i na hladiné vyznamnosti 0,01.
ANOVA byla vyhodnocena i pro dalSi proménné — celkova hmotnost hliz, poc€et trznich

hliz a hmotnost trznich hliz, kde byl po€et prikaznych rozdili vyrazné nizsi.

Vynosotvorné prvky byly pfevedeny na t/ha a porovnany s vysledky ministerstva
zemeédeélstvi ve vysledné zpravé pro kvéten 2011, kde pouze 4 hybridy z 16 dosahly

prumérnych hodnot.

Klicova slova: S. tuberosum, S. bulbocastanum, somaticka hybridizace,

morfologické hodnoceni, vynosotvorné prvky.



SUMMARY

Somatic hybridization is a technique that allows overcoming the natural barriers of
inability to cross between different kinds plants in natural conditions. One of the main
advantages of protoplast fusion is that it allows the transfer of the resistance qualities of

the parental generation to hybrid generation.

This work is focused on the morphological assessment and an assessment of the
yield of somatic hybrids of Solanum tuberosum + Solanum bulbocastanum grown

in vitro and then in the field trial in 2 reps in the location of Prague 6, Suchdol.

Individual somatic hybrids were assessed by morphological classifier for the genus
Solanum by Vidner and had a variability of yield components evaluated. The importance
of evaluation is to determine whether selected somatic hybrids are suitable for use in

further potato breeding program.

The results showed that the evaluated morphological characteristics between the
somatic hybrids were highly variable despite the fact that they were hybrids resulting from
protoplast fusion of the same parental components. Cluster analysis divided the

genotypes into 2 different clusters showing almost no resemblance.

There were also evaluated yield forming elements, which also showed high
variability; variability was highest for total number of tubers. Variability was evaluated by
single-factor analysis of variation (ANOVA) using a simple classification according to
Tukey. There were detected the most of conclusive differences at significance level of
0.05, and the significance level of 0.01. ANOVA was also used for the other variables as
the total weight of tubers, tuber number and weight of market tubers market, where the

number was considerably less evidence of differences.

Yield forming elements were converted to t/ha and compared with the results of
the Ministry of Agriculture in the final report for May 2011, where only 4 of 16 hybrids

reached average values.

Key words: S. tuberosum, S. bulbocastanum, somatic hybridization, evaluation of

morphological characters, evaluation of yield forming elements.
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1. UVOD

Mg vrivos

jiné pro svou nutriéni hodnotu, nenaro€nost vici riznym podminkam prostredi a vysokym
hektarovym vynosim. Krom vyuziti ve formé potraviny pro lidskou a zvifeci populaci Ize

brambor vyuZzit i jako vychozi surovina pro tvorbu Skrobu a lihu.

Na odrlidy bramboru jsou kladeny stale vétSi pozadavky, jako dosahovat
vysokého vynosu, odolnosti vic¢i chorobam, vhodnost odriid na mechanizované pracovni

postupy v pribéhu péstovani, skladovani a dalSi zpracovani (Zadina a Jermoljev, 1976).

Moderni metodou, jak dosahovat vy$Sich pozadavki je somaticka hybridizace,
ktera umoznuje pfenos pozitivnich vlastnosti, jako jsou hlavné rezistence vac&i rGznym
chorobam ¢&i Skadcim planych plodin, do hybridni generace, ktera by nemohla vzniknout

pfirozenou cestou z dlivodu sexualnich bariér v podobé& mezidruhové nekfFizitelnosti.

Pfenos rezistence z planych druhtd do druhG kulturnich timto zpusobem je
mnohem SetrnéjSi k pfirodé nez dfive vyuzivané chemické metody, které jsou navic

finanéné narocéné.

Choroba, ktera je z ekonomického hlediska nejvétsi hrozbou pro brambor, je
plisei bramboru zpUsobovana patogenni oomycetou Phytophthora infestans. Bylo
zjisténo, Ze plany druh pochazejici z Mexika, Solanum bulbocastanum je jednim
z vyznamnych genetickych zdrojli rezistence vuci plisni bramboru, ktera byla posléze do

kulturniho Solanum tuberosum pfenesena pravé pomoci fluze protoplastu.



2. CiLE PRACE

Cilem prace bylo zhodnotit a oklasifikovat morfologické vlastnosti nadzemni Casti
rostliny a hliz somatickych hybridd Solanum tuberosum (2n) + S. bulbocastanum (2n)

vytvofenych na katedfe genetiky a Slechténi fuzi protoplastu.

DalSim cilem bylo v navaznosti na morfologické hodnoceni vyhodnotit vnitini

variabilitu mezi jednotlivymi hodnocenymi klony.

3. PREHLED LITERATURY

3.1. Rod: Solanum

Rod Solanum je rozsahla, vysoce variabilni skupina zahrnujici 1500-2000 druh
v€etné 3 celosvétové vyznamnych zemédélskych plodin — rajée (S. lycopersicum), lilek
brambor (S. tuberosum) a lilek (S. melongena). V ramci rodu Solanum se vyskytuje
dvou podsekci Estolonifera a Potatoe. Sekce jsou dale rozdéleny do sérii pfipadné do

superseérii.

Podsekce Estolonifera zahrnuje 2 série, které postradaji schopnost tvofit hlizy ¢i oddenky
(Hawkes, 1994).

Podsekce Potatoe zahrnuje 19 sérii (Morelliformia, Bulbocastana, Pinnatisecta,
Polyadenia, Commersoniana, Circaeifolia, Lignicaulia, Olmosiana, Yungasensa,
Megistacroloba, Cuneolata, Conicibaccata, Piurana, Ingifolia, Maglia, Tuberosa plana,
Tuberosa kulturni, Acaulia, Longipedicellata a Demissa) se schopnosti nést hlizy, ¢imz
se stavaji predmétem zajmu pro Slechténi. V ramci podsekce Potatoe se druhy rozdéluji

jesté podle typu kvétni korunky na 2 supersérie — Stellata a Rotata (Hawkes, 1994).



3.1.1. Solanum tuberosum

Brambor je jednou z nejdllezitéjSich plodin na svété, jehoz presahuje v celkové
produkci pouze pSenice, kukufice a ryZe (Hawkes, 1994), ktera produkuje vysoké vynosy
nutricné hodnotné potraviny v podobé hliz (Millam, 2006).

Podle nejnovéjSi taxonomie dle Hawkese (1990) ma 6 pfibuznych druhd, jez se
péstuji celosvétové a cca 200 pfibuznych druhl divokych. Divoké druhy maiji Siroké
geografické rozsifeni s Sirokym spektrem podminek prostfedi, ve kterém se mnohé druhy
adaptovaly, tvofi tak cenny zdroj zarodec¢né plazmy s charakteristickymi vlastnostmi,
které mohou byt pfeneseny do kulturnich druht brambor (Spooner a Hijmans, 2001).

Lilek brambor, téz brambor obecny se v klasifikaci fadi do fadu lilkotvaré
(Solanales), Celedi lilkovité (Solanaceae), rodu lilek (Solanum), podsekce Potatoe, série

Tuberosa. Vyskytuje se ve formé tetraploidni (2n = 4x = 48) (Hawkes, 1994).

Z morfologického hlediska se jedna o rostlinu, jejiz vzdudna Cast sloZzena ze
stonkU s listy se zelenou stopkou dosahuje 30-80 cm do vySky a az 2m do Sifky. Na
stoncich se tvofi kvétenstvi, kvéty jsou pétiCetné a barva okvétnich listkd je bila, modra
nebo fialova, liSici se riznou intenzitou a odstinem (Lisinska a Leszynski, 1989). Listy ma
lichozpefené s 3-5 pary vejcitych az okrouhlych listkd, plody jsou kulaté, zelené bobule

(Kocian, 2006). Podle typu korunky se fadi do supersérie Rotata (Hawkes, 1994).

Rapik ma na bazi okrouhlé Gkrojky podobné palistim. Lodyha i listy jsou kratce
chlupaté. Plodem je zelena az Zlutozelena bobule, ktera je 20-40 mm velka s bilymi

ledvinovitymi semeny. Kvete od ¢ervna do srpna (Jaskova, 2008).



Obr. 1. Solanum tuberosum A- kvét s nafialovélou barvou okvétnich listkti, B- cela

rostlina (Kocian, 2006) C- kvét s bilou barvou okvétnich listki (JaSkova, 2008)

Brambor je jednoletou bylinou, matefské hlizy po vy€erpani zasob v prubéhu
vegetace odumiraji a spolu s nimi také v8echny nadzemni a podzemni organy mimo

semena a nové (dcefiné) hlizy s Zivymi spicimi pupeny (Horackova a Domkarova, 1998)

3.1.2. Solanum bulbocastanum
Klasifikace S. bulbocastanum zahrnuje fad lilkotvaré (Solanales), Celed lilkovité

(Solanaceae), rod lilek (Solanum), podsekce Potatoe, série Bulbocastana, vyskytuje se
v diploidni (2n = 24) a v triploidni formé& (3n = 36) (Hawkes, 1994).

Jedna se o divoky druh, pochazejici z Mexika, ktery vykazuje vysokou odolnost
proti Phytophthora infestans, ktera zpusobuje onemocnéni zvané plisefi bramboru
(Helgeson et al., 1997). Pfi zkouSce rezistence oproti hlisticim (konkrétné proti
Meloidogyne incognita), kdy bylo podrobeno velké mnozZstvi druhd, byla prokazana

vysoka rezistence mimo jiné i u druhu S. bulbocastanum (Nirula et al, 1969).

Z morfologické stranky patfi druh S. bulbocastanum kjedném z nejvice
charakteristickych druhum ze sekce Petota, ma jednoduché listy, ¢imz se liSi od vétSiny
divokych druhl, které maji listy zpefené (Rodriguez, 2002). Listy jsou az

15 cm dlouhé, pokryté chloupky, kvéty jsou pétiCetné, s nizSim vyskytem, bilé, naZloutlé

10



¢i nazelenalé (Alipi a Pichardo, 2009). Dorlsta do 60 cm, zfidka vice. Podle typu korunky

se fadi do supersérie Stellata (Hawkes, 1994).

Obr. 2. Solanum bulbocastanum A- Mlada rostlina B — kvéty (Lezama, 2001)

3.2. Somaticka hybridizace

Jedna se o nepohlavni kfizeni, které se oproti kfizeni pohlavnimu vztahuje
pfedevSim k tvorb& hybridd somatickych, nikoli germalnich ¢&i pohlavnich bunék
(Li et al, 1999). UmozZiuje vznik novych hybridu, kterych by klasickymi Slechtitelskymi
postupy nebylo mozné dosahnout. To z divodu limitace z hlediska pohlavniho kfizeni, ke
kterému ve vétSiné pfipadl nedochazi u rostlin riznych druhtd a u mensiny, kdy k nému
dochazi, se hybridizace omezuje pouze na nékolik divokych, blizce pfibuznych druh(
kulturnich plodin (Chawla, 2002). UmoZzhuje tedy pFekonani pfirodnich bariér
nekompatibilnosti ¢i zavedeni novych kombinaci genomd organel a jadernich genomu
v somatickych hybridech a cybridnich rostlinach (Gustafson,1990).
Cilem je pfenos genl ovliviujici nékteré funkce napfiklad z druhG divokych do druh
kulturnich, napf. geny divokych rostlin pro rezistenci vaci plishnovym a virovy nakazam,

odolnost proti stresu a dalSi (Navratilova, 2004).

Vyuziva se tzv. fuze protoplastu, tedy splynuti cytoplazmy, popfipadé jader
rodiCovskych bunék. Somaticka hybridizace se rozdéluje na symetrickou a asymetrickou,
podle €asti, které pfi fuzi splyvaji. Pfi symetrické somatické hybridizaci fuzi podstupuje
jak cytoplazma, tak jadra obou rodiCovskych bunék C¢imz se zvySuje ploidie rostlin. To
dava moznost vzniku sexualnich kombinaci ze 2 komplexu jadernych genomu, protoze

pfi fuzi nedochazi k meiotické segregaci (Wenzel, 1994). Nevyhodou u symetrické
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somatické hybridizace zUstava, ze rovnocenné kombinuje jaderny i mimojaderny genom,
coz je spojeno s vetSim vyskytem nezadoucich vlastnosti planého druhu v nové

ziskaném S$lechtitelském materialu (Greplova a kol., 2010).

Pfi asymetrické se jedna o splynuti obou rodi€ovskych cytoplazem, kdezto jadro
se predava pouze zjednoho protoplastu (Chawla, 2002). Toho lze dosahnout fuzi
normalniho protoplastu a protoplastu bez jadra. Vysledni hybridi se také nazyvaji tzv.
cybridy. Druhou moznosti je fuze normalniho protoplastu s protoplastem, jez ma ozafené
jadro, fuze se pak ucastni protoplast s celym jadrem a protoplast pouze s ¢astenym
genomem. Protoplasty donora jsou nejprve ozafovany X nebo y paprsky a podle miry
ozareni dochazi k eliminaci ¢asti genomu jadra (Xu et al., 1993). Asymetricka somaticka
hybridizace umozfiuje omezit nezadouci vliv jaderného genomu planého druhu, a ziskat

tak novy Slechtitelsky material pfimo vyuzitelny ve Slechténi (Greplova a kol., 2010).

Somaticka hybridizace rostlin zahrnuje C&tyfi stadia: izolace a purifikace
protoplastd, fuze protoplastu, selekce hybridnich bunék, péstovani protoplastovych kultur
a regenerace a analyza regenerované rostliny. Fuze protoplastid musi byt zahajena ihned

po jejich izolaci, nez dojde k resyntéze bunécné stény (Navratilova, 2004).
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Obr. 3. Schematické znazornéni symetrické (vlevo) a asymetrické (vpravo) somatické
hybridizace (Chawla, 2002).

Hybeid ecll
Muclear fusion Mo nuclear fusion
u
[
mplete P'} brids Cyroplasmic hybrads

3.2.1. Protoplasty rostlin

Jednad se o prevaznou C¢ast bunky obalenou cytoplazmatickou membranou.

Protoplastem se nazyva bakterialni, rostlinna ¢i bunka plisné, kde byla kompletné

odstranéna bunécna sténa. Samotné odstranéni bunééné membrany se déje bud cestou

mechanickou €i enzymatickym natravenim.

3.2.2. Izolace protoplastu

Existuje nékolik metod izolace protoplastu, jejichz UspéSnost zavisi na povaze

vychoziho materidlu. Po jejim provedeni cytoplazmaticky membrana protoplastu plné

odkryta a stava se jedinou bariérou mezi vnéjSim prostfedim a prostfedim
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uvniti bufky (Chawla, 2002). Izolace protoplastu Ize docilit dvéma rliznymi zpUsoby,
prvni, pouzivanéjSi z nich je enzymaticka degradace stény a druhy je naruSeni stény

mechanickymi faktory.

3.2.2.1. lzolace mechanicka

Tato metoda je méné pouzivana, to z divodu fady nevyhod jako jsou limitace
pritomnosti latek vylu€ovanych poskozenymi burfikami a pracnost a zdlouhavost celého
procesu (Chawla, 2002). Mechanicka izolace, provadéna fezem, je dnes témérf
nepouzivana metoda, zisk protoplastl z mista fezu je v tomto pfipadé nedostatecny, je

vSak povazovana za dulezitou historickou metodu (Navratilova, 2004).

3.2.2.2. 1zolace enzymaticka

Princip izolace protoplasti enzymatickou cestou je celkem jednoducha zalezitost,
bunéfna sténa je oddélena plsobenim polysacharido-hydrolytickych enzymu, obvykle
pektinazy, ktera rozpousti stfedni lamely mezi sténami pfilehlych bunék, a celulazy, jez

rozklada stény jednotlivych bunék (Li et al, 1999).

Enzymaticky zplUsob je uskuteCnitelny pouze na parenchymatickych burikach
s nelignifikovanou buné&nou sténou, ktera je kenzymim rezistentni. Vyhodnost
enzymatické metody spociva ve vétsim zisku protoplastu s niz8im vyskytem poSkozeni a
moznosti ovlivnéni osmotického vlivu. Enzymatickou izolaci Ize provést dvoustupnovou
metodou ¢i metodou jednostupnovou. Jednostuprniova, castéji pouzivana, spociva
v mechanickém zpracovani biologického materialu do smési enzymu (celulaza a
pektinaza, komeréni smés). Pfi dvoustupfiové metoda v prvnim kroku dochazi k uvolnéni
jednotlivych  bunék pomoci komeréné vyrabénych enzymatickych pfipravkd
(napf. macerozyme, macerase) pifi ¢emz dojde k degradaci stfednich lamel a
naslednému rozpadu tkané na jednotlivé buriky, druhy krok pak zahrnuje samotny rozpad
bunécné stény uzitim celulazy. Pfi dvoustupnové metodé jsou protoplasty vystaveny

pusobeni enzymu po kratSi dobu, nez pfi jednostupriové metodé (Navratilova, 2004).
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3.2.3. Fuze protoplast

Na zakladé dnesni fuzni technologie, mohou jakékoliv 2 burky fuzi uspésné
podstoupit (Li et al, 1999). Zahrnuje michani protoplastl se dvéma riznymi genomy,
¢ehoz je dosazeno bud metodami spontannimi (napf. fertilizace vajicka), nebo
indukovanymi (Chawla, 2002). Spontanni fuze nem(ze nastat mezi protoplasty riznych

druhd.

3.2.3.1. Indukovana flize protoplastut
Fuze je mozna diky fluidnimu charakteru membrany, které je doCasné narusena
integrita pomoci fuzogennich faktorl rdzné povahy, tzv. fuzogenu. Fuzogeny Ppfi

indukované fuzi zastupuje bud’ chemicka latka nebo elektrické pole (tzv. elektrofuze).

3.2.3.1.1. Indukovana fuize protoplastii chemickou latkou
Pfi chemické indukované fuzi jsou nejCastéji vyuzivany latky PEG
(polyetylenglykol), NaNOs, dextran a dalSi. Pfi chemické fuzi se kombinuje relativné

vysoka koncentrace fuzogent s vysokym pH (9.0-10.5) a Ca® ionty (Navratilova, 2004).

3.2.3.1.2. Elektrofiuze

Druhou, u rodu Solanum, pouzivanéjSi metodou je elektrofuze, fungujici na
zakladé reverzibilni elektrické poruchy bunétné membrany, ktera je pozorovana v misté
kontaktu pfi pouziti vysokého napéni fadové po dobu nano - aZz mikrosekund

(Zimmermann a Scheurich, 1981).

Jedna zprvnich fuzi byla postavena na propojeni dvou protoplastl pomoci
mikroelektrod, které zprostfedkovaly elektricky impuls. Tato metoda byla ucinna, jejim
limitujicim faktorem v8ak bylo omezeni na fuzovani pouze nizkého poctu bunék v jednu
chvili (Bates et al, 1983). K vyraznému zlepSeni této problematiky pfispéli Zimmermann a
Scheurich, ktefi puvodni metodu vylepSily o vyuziti elektrického pole, které umozniuje

fuzovat velké mnozstvi protoplasti najednou (Obr 4.).
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Obr. 4. Razeni a fuze protoplastd z kultury Solanum tuberosum pfi pouZziti elektrického

pole. Vysledkem je multifuze (Vries a Tempelaar, 1987).

Kazda zmetod vyzaduje izolaci kvalitnich protoplastl, tzn. pozastaveni
zivotaschopnych protoplasti bez bunécnych zbytki. K fuzi dochazi, pokud jsou
protoplasty v kontaktu a prochazi jimi vhodny elektricky impuls, ktery indikuje tvorbu
doCasnych pérl v membrané, tak Zze dochazi k do€asnému zhrouceni napéti mezi

membranami (Navratilova, 2004).

3.3. Morfologické vlastnosti

Rozbor morfologickych vlastnosti jednotlivych druhd brambor detailné provedl
Jermoljev a Zadina, druhy se od sebe odliSuji typem naté, stonkem, listem, barvou kvétu,

tvarem hliz, barvou slupky a duzniny, hloubkou oCek a svételnymi klicky.

Rozbor provedli také Vidner a kol. (1987). v klasifikatoru genus Solanum L.

vytvofeném pro ucely EVIGEZu.

EVIGEZ, &ily evidence genetickych zdroju rostlin v CR je od roku 1992 vyuzivan v

siti 12 spolupracuijicich instituci (lokalizovanych na 15 pracovistich), které se podileji na
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Narodnim programu konzervace a vyuzivani genetickych zdrojl rostlin a agrobiodiversity.

Databaze se sklada ze 3 zakladnich okruhud informaci:
-Pasportni data - zakladni informace o genetickém zdroji

-Popisna data - charakterizace a vlastni hodnoceni (podrobné hodnoceni
morfologickych, fenologickych, biologickych a hospodairskych znakd ve stupnich 1 - 9, na

zakladé narodnich klasifikatort, které jsou v sou€asnosti vypracovany pro 28 plodin)
-Skladova dokumentace genové banky VURV,v.v.i.

(Informace dostupné z http://genbank.vurv.cz/genetic/resources/)

3.3.1. Nadzemni ¢€asti rostliny

Nadzemni Cast se obecné nazyva trs, jeho charakter je ovlivnén tvarem a typem
naté. Zakladni rozdéleni typu naté je na stonkovy a listovy, kde listovy se vyznacuje
velkymi a Cetnymi listy, takze stonek je zakryt, u stonkového typu jsou listy naopak
drobné (Jermoljev a Zadina, 1956). Mezi zakladnimi typy dale existuje nékolik typu
pfechodnych, podle toho, ke kterému typu se morfologicky vice pfiblizuji. V klasifikatoru
Solanum podle Vidnera se toto rozdéleni nazyva typ trsu, rozdéleni se vSak nelisi, dale
se urCuje tvar trsu a to kuzelovity, destnikovity Ci zarovnany podle celkového tvaru

nadzemni ¢asti.

Stonek se liSi vyskou, silou, tvarem, kfidlenim, barvou a
vzpfimenim (Jermoljev a Zadina, 1956). DalSim hodnocenym komponentem se stava list,
u néjz se hodnoti jak tvar, tak jeho barva, povrch, lesk a €lenitost, dale pocet zakladnich
part listk(, vyskyt listeCkd. List se tak stava dualezitym aspektem hodnoceni

morfologickych vlastnosti &i pfi detekci somatickych hybrid(.

Kvétenstvi a kvét jako takovy je dalSi dulezitou €asti k hodnoceni. Ur€uje se u néj
postaveni ¢lanku kvétni stopky a jeji antokyanova barva, vyskyt dvoukorunky, primér a

barva korunky a projev kvétenstvi.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Biologicky material

Jako biologicky material byly pouzity somatické hybridy vzniklé fuzi protoplastu
parentalni generace Solanum tuberosum spp. tuberosum (2n klon DH165) + Solanum
bulbocastanum (P1243510 klon PI1S66).

4.2. Priprava a kultivace rostlinného materialu

4.2.1. In vitro kultivace rostlin

Zivna puda pro dany Géel byla slozena ze 3 zakladnich sloZzek - Murashige-Skoog
medium, sachar6za a agar. Murashige-Skoog medium je komplexni smés
makroelementd, mikroelementd a komplext soli. Sachar6za dodava uhlik, ktery je
potfebny pro transpiraci a agar ma gelujici schopnost.

Na digitalnich vahach bylo odméfeno 4,4 g/l Murashige-Skoog media a
promichano ve 400 ml H,O odméfené do kadinky pomoci IKA big-squid froggy. Déale bylo
na digitalnich vahach odméfeno 7 g/l agaru, ktery byl smichan s 400 ml H,O v kadince a
rozvafen v mikrovinné  troubé, U roztoku Murashige-Skoog media a
400 ml H20 bylo dorovnano pH na 5,7. Koncentraci zméfena pH metrem 3310 Jenway a
postupnym pfikapavanim malych davek 1 M KOH docileno poZzadovaného pH. V mém
pripadé bylo pouzito 130 ul 1 mol KOH.

Na odmérnych vahach bylo odméfeno 20 g/l sacharézy, ktera byla pfisypana do
roztoku Murashige-Skoog media, 400 ml H,O a KOH a promichana na IKA big-squid
froggy do uplného rozpusténi sachardzy. Roztok pak byl pomoci H,O doplnén na 500 ml,
stejné tak roztok agaru a 400 ml H,O. Oba roztoky byly smichany, ¢imz vznikne 1 | Zivné
pudy, ktery byl rozlévan do pfipravenych skleni¢ek po 1,5 odmérce.

SkleniCky byly nasledné vysterilizovany v autoklavu Valueclave (Tuttnauer)
20 min pfi 121 °C a tlaku 20 kPa.
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Nasledné byly rostliny pasazovany vlaminarnim boxu Gelaire TC48 Flaw
laboratories za sterilnich podminek. Povrchova sterilizace pomucek a prostoru boxu byla
provedena 70% etanolem, jenz byl namichan z technického lihu o koncentraci 82% a
vody v poméru 60 ml H,O a 350 ml 82 % etanolu. Kultivace probihala v klimatizovaném
boxu MLR 35-1H (Sanyo).

Jeden mésic staré rostliny byly z in vitro kultury pfevedeny do perlitu a béhem
jednoho tydne otuzeny pfi vlhkosti 90 % a laboratorni teploté. Otuzené rostliny byly
vysazeny do kontejnerd o objemu 1litr a kultivovany ve skleniku po dobu 3 tydna.

Vzrostlé rostliny byly pfevedeny do polniho pokusu za¢atkem kvétna 2011.

4.2.3. Vysadba rostlin do polniho pokusu

Do polniho pokusu bylo zatatkem kvétna vysazeno 14 variant ve 2 opakovanich
ve znarodnénych blocich. Schémat pokusu znazornéno v Obr. 5. Jedna pokusna

jednotka obsahovala 10 trsa.

Obr. 5. Schematické znazornéni vysadby do polniho pokusu

PLAN POKUSU

REG 28F | | REG 40F | [ REG 69F | |REG 44F 1|
REG 29F | | REG 43F | [REG 35F I1|REG 46F ||
REG 30F | | REG 44F | [REG 38F I1|REG 48F || )
REG 32F | | REG 46F | [REG 34F II|REG 67F Il g
REG 34F | | REG47F | [REG 42F I1|REG 47F || o
REG 35F | | REG 48F | [REG 28F I1|REG 40F Il
REG 38F I | REG 67F | [REG 30F I1|REG 43F Il

19




4.3. Morfologické hodnoceni

Rozbor morfologickych vlastnosti byl proveden dle klasifikatoru pro rod Solanum
(Vidner et al. 1987) pouzivaném v ramci EVIGEZu. PouZita zkracena pracovni verze
klasifikatoru je uvedena v pfiloze 1. V prvni fazi v Cervenci (14. 7. 2011), bylo provedeno
hodnoceni 25 vlastnosti nadzemni Casti biomasy. Druha faze nasledovala v fijnu
(30. 10. 2011), kdy byl proveden rozbor a hodnoceni morfologie hliz. Na hlizach bylo
hodnoceno 8 vlastnosti. Vysledky hodnoceni jsou shrnuty v Tab. 1. U nadzemni
biomasy bylo hodnoceno 25 vlastnosti, které jsou uvedené ve vysledkové tabulce. Déle

byly hodnoceny vlastnosti poukazujicich na jakost a vynos trznich hliz (Tab. 2).

4.4. Zhodnoceni variability

Variabilita morfologickych znakl byla zhodnocena programem Statistika CZ 9
(Statsoft) metodou shlukové analyzy. Podobnost srovnavanych genotypu byla
kalkulovana Pearsonovym korelaénim koeficientem. Vysledky shlukovaci analyzy byly
graficky znazornény kladogramem zkonstruovanym metodou vazenych pramérd dvojic.
Celkova variabilita vynosovych charakteristik hliz byla zhodnocena jednofaktorovou
analyzou variance (ANOVA). Podrobnégjsi vyhodnoceni rozdili priméri bylo provedeno

metodou podle Tukey.
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5. VYSLEDKY

5.1. Morfologické hodnoceni

Vlastni morfologické hodnoceni probéhlo u vybranych somatickych hybridd
S. tuberosum + S. bulbocastanum. Zjisténé udaje byly podle klasifikatoru Solanum
zaznamenany do tabulky (Tab. 1). V pfipadé typu trsu byl 100% vyskyt listového hustého
typu, variabilita nastala az v pfipadé jeho tvaru a to rozdéleni do 2 typl — kuzelovity nebo
zarovnany v poméru 10:6. Ve vSech pfipadech se jednalo o vzpfimeny stonek
s vétvenim po celé délce. Tvar listu byl uniformni u v8ech posuzovanych rostlin,
vysledkem hybridizace je Siroce ovalny list, se 2-3 pary zakladnich listkd, Cclenitost
pfechodna. Kvétenstvi s nevyskytujici se dvoukorunkou se vyskytovaly ve dvoubarevné
variaci bilo-modra (obr. 6), v1 pfipadé (REG 32F) bilo-fialova. Projev kvétenstvi byl
variabilni od velmi slabého po velmi hojné. Shazovani poupat bylo Fidké, bobule se

nevyskytovaly.

PFi hodnoceni hliz byla ve vysledkové tabulce (Tab. 1) zaznamenana témér 100 %
uniformita. Mirna variabilita byla zaznamenana v pfipadé hloubky ocCek, kde se hodnoty
pohybovaly od hluboké az po pfechod mezi hlubokou a stfedni hloubkou o¢ek. Barva
duzniny ve vétSiné pfipadu byla svétle Zluta, vyjime&né krémova. Vyrovnanost hliz ve

velikosti se pohybovala od nevyrovnanych po stfedné vyrovnané.

Pro podrobnéjsi porovnani byla provedena shlukova analyza pomoci Pearsonova
korelacniho koeficientu metodou vazeného priaméru dvojic zahrnujici vSechny
morfologické vlastnosti nejprve mezi rodi€ovskou generaci a somatickymi hybridy (Obr
10.), nasledné podrobnéjSi pouze mezi hybridy (Obr 11.). Mezi hybridy doSlo
k viditelnému rozdéleni do dvou shlukt po 8 genotypech podle procentualni morfologické
podobnosti. Pfesto, Ze se jedna o genotypy vzniklé fuzi protoplastu stejnych rodicu, je
zde vyznamna variabilita. Po bliz§im prozkoumani Tab 1. s morfologickymi vlastnostmi
se ukazalo, Ze nejvétsi podil na tak vysokée variabilité maji zejména znaky: tvar trsu, mira
kvétenstvi a hloubka oCek na hlizach, v mensi mife pak vliv nese i rozdilnost ve vySce

rostlin, tloustce stonku, poctu stonkd na rostlinu a velikost listu.
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Obr. 6. Kvét somatického hybrida S. tuberosum spp. + S. bulbocastanum s typickou

dvoubarevnou kresbou

Obr. 7. Porovnani lista z leva S. bulbocastanum, S. tuberosum, somaticky hybrid
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Obr. 8. Porovnani tvaru korunky A - S. bulbocastanum - supersérie Stellata,

B - Somaticky hybrid C - S. tuberosum — supersérie Rotata

Obr. 9. Cela rostlina véetné stolonu




ve

Adois 1u1aAy eAleq eaocueAyoluy

™
=
~—

Axdoss JuieAy nyue|Q JusAe}sod

njsi| 4sa]

NIWO(W|Ww

nisi| ealeg

G/

N3si| 1SOMIBA

n1si| Yoaod

azJou

nisi| 3SOHUSIY

nx283s)| UNSAA

azJou

33S]| Yd1uQ0q JeA |

~

S]] yojupeez nied 30204

nisi| Jea |

3UI|}SO. BU NYUO)S 1890d

nyuols eAleg

NYUOJS BYISNO| |

NYUO}S JUSAIDA

nyuols Jsouswdz

Auipsol exsAA

nsJiy Jenj

O~ MO |OC|O©OHIN|™M

O~ NP O| VM|~ O MNOINOOLIO|MNO|WO

OO M DO |MN—(MOO MO NN NONMNNML M|~

V|~ N[OOI~ |~ OOIMNANNOMNINMNMNIWO|«~|—

O~ M D|O|M~NO O MANNONMNNML M|~

ns. dA|

q19 ‘'S

S9LHA

42993 (| |v|o|o|~|—|an|jo|o|~ala|wv~|~vlo] -

A8V O ||| |||~ |—|o|o|~m|laa|w~|~w|ow]—

A0V O || |w|o|o|o|~|a|o|s|~|la]a|w|~]|~]wv

dv€ O3y

41€ O3

4629 |||~ |m|o|0|~|~|o|m|~|la|a|w|v|~]w]|om]«~

482 O3y

yeuz

(L1861

“le o L®CU_>V wnue|os pol oid niojexlisey _OOEOQ Zlly e >mNEO_Q luwazpeu J1soulsejA _CONDOwOQ @v_o_mo_oto_\/_ | ‘gqel




eAOjel-0|lg — 6/1 ‘Blpow-ojig — 9/)

14

wnuejsesoqIng wnuejos - qjq 'S ‘wnsoJagn} wnuejos - g9 LHAJ epusba

©

[Te)

©

©

©

©

©

©

Z1|y Auluznp ealeg

N~

N~

N~

N~

N~

N~

N~

N~

ZJly Adnjs ealeg

(2}

(2}

»

(2}

»

o

»

o

z)|y Axdnis pajyzA

0
™

0
™

0
™

0
™

0
™

0
®

0
™

0
™

%920 BgNO|H

Z)1y pajyzA

ZI|Y 1SOUBUAOIAN

zj|y }so|isoldz

z)|y Jenl

s|nqog

1ednod juenaozeys

O N[~ N|O|OLILLIM O |M~N|W

IAJSUB)9AY A8loid

8/

S|N|~|—|o|o|o|o®

©

=N M~ [OO|OO|MO|®|N|©

©

=0 MO MO|ILIO|OIO|N|WO

©

=M NMNTTOOILIO|OIO|N|WO

©

S|o|~|~|o|lo|ow|lom

©

S|o|lw|l-|lojnv|n|lo|lo|~]|o

©

=M NMNTOOLIO|O|IO|N|WO

(<2

=M NMNTTOOLIO|O|IO|N|©O©

©

=l N[O MO|OO|MO|IO®O|N|©

©

=N MN|vT([OO|OO|MO|®|N|©

©

S|~ |Oo|lo|om|lo

©

S|~ |o|lo|o|lo

©

S|~ |o|lov|lo

(«2

SN~ |Oo|o|o|om

©

SN~ |o[n|m|m

©

S|t~ |o|o|o|o

©

Aunioy ealeg

Ajunioy Jownid

T [ TN T (O[O IWV|WV|O ||~

~— | ©

~— | ©O

— | ®

~— | ©

~— | ©

~— | ©

~— | M~

~ | M~

~ | M~

~— | M~

~ | M~

~— | ©

~— | M~

~ | M~

~— | M~

~ | M~

e)uniodnonq

q9 s

S9LHA

d¢. O

469 O3y

4.9 93

48v O

4.y O3

49Y O

d€¥ O3y

d¢v O3y

40v O

d48¢€ O

45€ O3y

dv€ O3y

d1€ O3

40€ O3y

462 O

48¢ O3

yeuz




Obr. 10: Vysledky shlukové analyzy — porovnani somatickych hybridd s rodi€i

Shlukova analyza potomstvo + rodice
Metoda shlukovani: Vazeny primér skupin dvojic
Podobnostni koeficient: 1-Pearsoniy r

REG28F
REG32F
REG29F r
REG35F
REG38F
REG30F
REGG9F
REGT72F
REG34F
REG45F
REG47F
REG48F
REGE7F
REG40F
REG44F
REG43F

S.BLB

DH165

0 20 40 60 80 100 120
Relativni vzdalenost spojeni (dSpoj/dMax)*100

Obr. 11: Vysledek shlukové analyzy — porovnani morfologicky vlastnosti somatickych
hybridd

Shlukova analyza podobnosti somatickych hybrida
Metoda shlukovani: vaZeny pramér skupin dvojic
Podobnastni koeficient: 1-Pearsoniv r

REG28F

REG32F

REG20F |
REG35F |
REG38F ]7
REG30F

REGB9F .
REG72F
REG34F
REG45F |
REGATF
REGA48F |
REG67F
REG40F

NESosl I
REG43F
0 20 40 60 80 100 120
Vzajemna podobnost (dSpoj/dMax)*100
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5.2. Zhodnoceni variability vynosotvornych prvkii

Celkova variabilita vynosovych charakteristik hliz byla zhodnocena
jednofaktorovou analyzou variance (ANOVA) metodou jednoduchého tfidéni dle
Tukey. Vysledky jsou uvedeny v pfiloze 2. Proménné zahrnuté v analyze byly
prdméry hodnot zjisténé predchazejicim morfologickym hodnocenim. ANOVA byla
pouZita pro 4 nezavislé proménné a to — celkova hmotnost hliz, celkovy pocet hliz,
hmotnost trznich hliz a po€et trznich hliz (pfiloha 2), zavislou proménou ve vSech
pfipadech zastaval genotyp. Jednotlivé genotypy a jejich celkové hodnoty jsou

uvedeny v pfiloze 3., ze které vychazi souhrnna vysledkova tabulka 4.

Nejvice prukaznych rozdili bylo naméfeno v pfipadé celkového poctu hliz
(pfiloha 2.1), kde byly velmi vyznamné rozdily jak na hladiné vyznamnosti 0,05 i
0,01. Variabilitu potvrzuje i souhrnna tabulka 4, kde jsou zvyraznéné odlehlé hodnoty
genotypl REG28F, REG38F a REG6E9F, které rozdily ve vysledku podmiriuji. Naproti

tomu, vykazuje zcelkového hlediska nejniz§i nesourodost oproti ostatnim

parametram.

Niz8i variabilita bez odlehlych hodnot byla zaznamenana ve zbylych tfech
mérfenich. V pfipadé ANOVYy pro celkovou hmotnost bylo na hladiné vyznamnosti
0,05 naméfeno celkem 10 prukaznych rozdild, z toho pak 1 vysoce vyznamny rozdil
na hladiné vyznamnosti 0,1v pfipadé genotypl (REG34F a REG72F). Analyza pro
pocCet trznich hliz na hladiné vyznamnosti 0,05 prokazala 5 rozdili, na hladiné
vyznamnosti 0,1 byl vysoce vyznamny rozdil ve stejném pfipadé jako v pfedchozim
hmotnost trznich hliz, kde byly pouze 4 prikazné rozdily na hladiné vyznamnosti
0,05. V ramci sourodosti celku byly vSak v pfipadé hmotnosti trznich hliz rozdily

nejvyssi.

V pfipadé vynosu prepocCitaného na t/ha (Tab. 2.) se hodnoty v prGméru
pohybovaly kolem 19 t/ha v pfipadé celkové hmotnosti, 16 t/ha v pfipadé hmotnosti
trznich hliz. Soubor byl vS8ak hodnotami vysoce nesourody a tak se aritmeticky

primér neda povazovat za objektivni hledisko hodnoceni.
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Tab. 2. Zakladni charakteristiky vynosovych vlastnosti somatickych hybridd.

Celkovy | Celkova PoCet |Hmotnost] Vynos Vynos
poCet |hmotnost| trznich trznich celkovy trznich
hliz hliz hliz hliz naha |hliznaha
(ks) (kg) (ks) (kg) (t/ha) (t/ha)
Reg28F 181,5 5,025 85 3,675 22,11 16,17
Reg29F 106 1,95 54 1,55 8,58 6,82
Reg30F 140 2,65 61,5 1,925 11,66 8,47
Reg32F 166 3,50 102 2,95 15,4 12,98
Reg34F 169,5 6,6 116 6 29,04 26,4
Reg35F 135 2,375 57,5 1,7 10,45 7,48
Reg38F 75,5 1,475 43 1,325 6,49 5,83
Reg40F 140 4,075 75 3,425 17,93 15,07
Reg42F 146 2,90 36 1,55 12,76 6,82
Reg43F 147,5 5,25 85 4,625 23,1 20,35
Reg44F 142,5 6,425 92,5 5,95 28,27 26,18
Reg46F 151 6,2 99,5 5,65 27,28 24,86
Reg47F 143,5 5,525 85,5 4,975 24,31 21,89
Reg48F 123 4,6 74,5 4,05 20,27 17,82
Reg67F 142,5 5,9 89 5,35 25,96 23,54
Reg69F 82 3,40 52 3,20 14,96 14,08
Aritmeticky
pramér 136,97 4,24 75,50 3,62 18,66 15,92
Smérodatna
odchylka 27,79 1,63 22,11 1,63 7,16 7,15
Variacni
koeficient 20,29% | 38,36% 29,29% | 44,93%| 38,35%| 44,93%
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6. DISKUZE

Pro efektivni hybridizaci je dulezité mit k dispozici velké mnozstvi vychoziho
materialu, ktery mizeme v pfipadé potfeby vyuzit. Ztoho divodu se zakladaji
genové banky s genovymi zdroji. Existence genovych bank umozZnuje pFfedevsim
zachovani variability bramboru. Aby mohly byt nové odridy zahrnuty do zdroj
genové banky, musi projit ddkladnou analyzou, jejiz soucasti je mimo jiné i

hodnoceni morfologickych vlastnosti a vykonnostnich prvka.

V ramci pozorovani zadny ze somatickych hybridi nevykazoval napadeni
plisni bramboru, geny pro rezistenci tedy byly pfeneseny =z parentalniho S.
bulbocastanum. Na nulovy vyskyt plisné brambory nese vliv i fakt, ze Slo o pozdni
material, ktery je podle Koubkové (2009) obecné méné nachylny na toto
onemocnéni. Naopak cela populace byla ve velké mife napadana mandelinkou

bramborovou.

Somati¢ti hybridi pfi porovnani morfologickych vlastnosti nadzemni c¢asti
biomasy s parentalni generaci S. tuberosum spp. tuberosum a S. bulbocastanum
(Tab. 1) u kvalitativnich a kvalitativnich znak( vykazaly stfedové hodnoty mezi
obéma donory. Obzvlast ziejmé se to ukazalo na listu, ktery v pfipadé S. tuberosum
je lichozpefeny az se 6 jafmy, kdezto o S. bulbocastanum jednoduchy, v pfipadé
hybridi dosahuje 2 -3 paru zakladnich listka (Obr. 7). DalSim znakem poukazujicim
na somaticky hybridismus je barva korunky, ktera je v pfipadé parentalni generace
jednobarevna, v pfipadé hybridd dvoubarevna, jde tedy o znak oligogenni, protoze
se na ném podili kombinace genu z parentalni generace. Tvarem korunky pfipomina
S. tuberosum s typem Rotata, stfed je vSak vybarven do tvaru koruny typu Stellata
(Hawkes, 1994), jejimz pFikladem je S. bulbocastanum, podili se na ném tedy zase
kombinace vSech rodi¢ovskych genu jako v pfipadé jejiho zbarveni, koneény tvar
spada do skupiny Rofata a lze tak usuzovat, Ze geny pro typ Rotata jsou

dominantniho charakteru (Obr. 8).
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Hlizy se mezi sebou po morfologické strance nijak vyrazné neliSily,
v porovnani s parentalni generaci (Tab. 1.). Zcela uniformni tvar hliz je hodnotou na
stfedu mezi hodnotami rodiCovskymi, geny tedy byly pfeneseny rovhomérnég, stejné
tak barva duzniny. U zplostélosti hliz vykazuji hybridni hlizy podobnost pouze
parentalnimu S. bulbocastanum, Ize tedy usoudit, Ze geny pro vySsi zplostélost jsou
dominantni nad plnosti. U hloubky oCek jsou vysledky spiSe naklonéné k hodnotam
rodiCovského S. tuberosum, hodnot stejnych se S. bulbocastanum nedosahuiji.

Celkové zhodnoceni morfologickych vlastnosti shlukovou analyzou (Obr. 11.)
potvrdilo vysokou variabilitu mezi somatickymi hybridy i pfes to, Zze hodnocené
genotypy byly odvozené fuzi somatickych bunék dvou konkrétnich rodiCovskych
genotypul. Jedna se tedy o somaklonalni variabilitu.

Podle situacni a vyhledové zpravy od ministerstva zemédélstvi z kvétna 2011
byl primérny hektarovy vynos u brambor konzumnich ostatnich 23,04 t/ha. Tuto
hodnotu pfesahly v hmotnosti trznich hliz 4 hybridy z 16 hodnocenych. V celkové
hmotnosti dosahlo priméru 6 hybridu. Nejlépe si vedl REG34F, FEG44F a REG46F,
ktefi dosahly vykonem nad 24 t/ha hmotnosti trznich hliz (Tab. 2.). Vliv na vysledné
hodnoty ma predevsim zpusob rozmnozovani, jelikoz se jednalo o kultivaci in vitro,
tedy generativné. Kulturni druhy rodu Solanum jsou rozmnozovany pouze
vegetativné hlizami a rovnéz vegetativni cestou mohou byt udrzovany (Horackova a
Domkarova, 1998). Pokus byl pouze jednolety a tak nelze posoudit, jak by si vedla

dalSi generace ziskana vegetativni cestou.

Otazkou zlstava jak vyuzit geneticky potencial somatickych hybridi v dal§im
Slechtitelském procesu. Hodnocené genotypy totiz nevytvarely bobule. Toto
naznacuje jistou genetickou nestabilitu a tedy omezenou moznost vyuZiti pro kfizeni
v matefské pozici. Vzhledem k tomu, Ze nebyla hodnocena fertilita pylu a zatim
nebyly provedeny zkou$ky kfizitelnosti s odridami bramboru a jinych blizkych druhd,

nelze na tuto otazku odpovédét spolehlivée.

30



7. ZAVER

Somatickou hybridizaci S. tuberosum a S. bulbocastanum bylo ziskano 16
somatickych hybridd se Sirokou Skalou variability mezi jednotlivymi hodnocenymi
vlastnostmi. Ve shlukové analyze byly genotypy rozdéleny do 2 shlukl, které
vykazovaly znacnou odliSnost. Variabilita byla zaznamenana i v pfipadé
vynosotvornych prvkd. Rozsah variability naznacuje jistou uroven geneticky

podminéné somaklonalni variability.

Pouziti S. bulbocastanum jako jednoho z parentalni generace se ukazalo jako

vhodné z hlediska zvySeni rezistence vac&i Phytophthora infestans.

Ze zjisténého vyplyva problematicka vyuzitelnost somatickych hybridu
v dalSim Slechténi i pfes jejich vysokou odolnost k P. infestans. Somatické hybridy
totiz nevytvarely Zadné bobule, coZ naznacuje jistou genetickou nestabilitu omezujici

krizeni.
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Priloha 3

Tabulka vSech pouzitych genotypu 12x ve 2 opakovanich, 4x (REG 29, REG 69,
REG 42 a REG 32) bez opakovani s procentualnim vyhodnocenim

. Hmotnost POé%t t’1liz Hmotnost Pocj:et Hmotnost procento procenlt ° .

Genotyp Po?et celkova tr_znl . hliz trzni hliz hliz nad hliz trzni hmotn?sfl hiiz

hliz (Kg) velikosti velikosti (Kg) nad 6cm (Kg) produkce trzni
(3-6¢cm) 6cm produkce

Reg28F | | 177 5,20 100 4,35 56,50 83,65
Reg30F | | 117 2,10 57 1,65 48,72 78,57
Reg34F | | 186 7,75 140 7,25 75,27 93,55
Reg35F | | 126 2,25 60 1,70 47,62 75,56
Reg38F | 92 1,70 50 1,60 54,35 94,12
Reg40F | | 153 4,55 78 3,80 50,98 83,52
Reg43F | | 160 6,90 110 6,40 4 0,80 68,75 92,75
Reg44F | | 146 5,75 97 5,30 66,44 92,17
Reg46F | | 147 6,10 108 5,65 73,47 92,62
Reg47F | | 153 6,65 101 6,20 2 0,40 66,01 93,23
Reg48F | | 136 5,10 85 4,70 62,50 92,16
Reg67F | | 141 7,60 110 7,20 5 1,00 78,01 94,74
Reg28F Il | 186 4,85 70 3,00 2 37,63 61,86
Reg30F Il | 163 3,20 66 2,20 40,49 68,75
Reg34F Il | 153 5,45 92 4,75 1 60,13 87,16
Reg35F Il | 144 2,50 55 1,70 38,19 68,00
Reg38F Il | 59 1,25 36 1,05 61,02 84,00
Reg40F Il | 127 3,60 72 3,05 2 56,69 84,72
Reg43F Il | 135 3,60 60 2,85 44,44 79,17
Reg44F Il | 139 7,10 88 6,60 63,31 92,96
Reg46F Il | 155 6,30 91 5,65 3 58,71 89,68
Reg47F Il | 134 4,40 70 3,75 7 52,24 85,23
Reg48F Il | 110 4,10 64 3,40 58,18 82,93
Reg67F Il | 144 4,20 68 3,50 4 47,22 83,33
Reg29F 106 1,95 54 1,55 50,94 79,49
Reg32F 166 3,50 102 2,95 61,45 84,29
Reg69F 82 3,40 52 3,20 3 63,41 94,12
Reg42F 146 2,90 36 1,55 2 24,66 53,45
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