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Hodnoceni ukazatell fertility somatickych hybridu
bramboru (Solanum tuberosum spp. tuberosum
X S. bulbocastanum)

Souhrn

V Uvodu této prace je popsana stavba rostliny bramboru. Dale se prace zabyva
Slechténim bramboru, kde jsou jako rodi¢ovské odridy vétSinou vyuzivany dobre kvetouci
odrudy, které maji z pravidla fertilni pyl. V pripadech, kdy klasické Slechtitelské postupy
z rlznych ddvodU vyuzZit nelze, je mozné kfizit brambory somatickou hybridizaci. Somaticka
hybridizace vyuziva fuze protoplastl, po které nasleduje selekce hybridnich bunék a jejich
kultivace. K dalSimu vyuZiti somatickych hybrida v klasickych slechtitelskych postupech
je nutné znat jejich fertilitu. V této praci bylo hodnoceno 11 hybridnich genotyp(, u kterych

byla zjistovana viabilita ¢erstvého a suchého pylu a jeho kli¢ivost.

Hybridni rostliny byly kultivovany in vitro a z dlvodu prerlstani udrZzovany
pasazovanim. Na zac¢atku dubna 2010 byly rostliny vysazeny do skleniku, v kvétnu pak byly
vysazeny ina pole. V pribéhu vegetace byl z kvetoucich rostlin odebran pyl. Viabilita
Cerstvého i suchého pylu byla hodnocena diferenciatnim barvenim pomoci glycerol-
acetokarminu podle Zadiny a Jermoljeva (1976). Kli¢ivost byla ur€ovdna na agarovém médiu

pripraveném podle Kowalczyka (2008).

Viabilita ¢erstvého i suchého pylu hodnocenych hybridnich genotypu rostlin (Solanum
tuberosum x Solanum bulbocastanum) byla nizsi nez 6 %, jejich pyl je tedy témér sterilni.
Hodnocené genotypy vykazovaly vyrazné nizsi viabilitu pylu nez nekulturni druhy rodu
Solanum vyuzité jako kontrolni genotypy. Suchy pyl vykazoval vyssi viabilitu nez pyl Cerstvy.
Kli¢ivost pylu u vSech hodnocenych genotypu byla 0 %. Rostliny vykazovaly nizkou fertilitu
pylu. Pfesto mohou byt dle mého nazoru vyuzity jako samici rodiCovsti partnefi ve zpétném
kfizeni s kulturnimi druhy bramboru. Ovsem jejich fertilita mlze byt v tomto sméru také
nizka. Pravdépodobnost jejich dalSiho wvyuZiti ve Slechténi bramboru jako samcich

rodi¢ovskych partner( je velmi mala.

Klicova slova: Solanum, somatické hybridy, fertilita pylu



Evaluation of fertility indicators of potato somatic hybrids
(Solanum tuberosum spp. tuberosum x S. bulbocastanum)

Summary

The structure of potato plant is described in the introduction of this work. Further
the work deals with the potato breeding in which well-flowering varieties, which usually
have fertile pollen, are mostly used as parental varieties. In cases when it is not possible
to use classical breeding procedures for various reasons, it is possible to breed potatoes
by means of somatic hybridization. Somatic hybridization uses the fusion of protoplasts
which is followed by the selection of hybrid cells and their cultivation. The knowledge
of somatic hybrids fertility is necessary for their future use in classical breeding procedures.
In this work, 11 hybrid genotypes have been evaluated, whose viability of fresh and dry

pollen and pollen germination have been investigated.

Hybrid plants were cultivated in vitro and for the reasons of overgrowth were
maintained by passaging. At the beginning of April 2010 the plants were planted to the
greenhouse, and then in May the potatoes were replanted into the field. During
the vegetation pollen was collected from flowering plants. Viability of fresh and dry pollen
was evaluated by differential staining technique using acetocarmine according to Zadina
and Jermoljev (1976). Germination was determined on agar medium prepared according

toKowalczyk (2008).

The viability of fresh and dry pollen of the evaluated hybrid genotypes of plants
(Solanum tuberosum x Solanum bulbocastanum) was below 6%, thus their pollen is almost
sterile. The evaluated genotypes displayed markedly lower pollen viability than wild species
of genus Solanum used as control genotypes. Dry pollen displayed higher viability than fresh
pollen. Pollen germination of all the investigated genotypes was 0 %. The plants displayed
low pollen fertility. Nevertheless, in my opinion, they can be used as female parental
partners in backcross breeding with cultural potato varieties. However, their fertility can
also be low in this respect. The probability of the future use of these hybrid genotypes

as male parental partners in potato breeding is very low.

Keywords: Solanum, somatic hybrids, pollen fertility
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1. UVOD

Celed lilkovité (Solanaceae Juss.) zahrnuje velké mnoZstvi hospodaisky vyznamnych
rostlin. Rostliny této celedi se vyuZivaji v lékarstvi a farmacii, v tabakovém pramyslu,
alei jako okrasné rostliny. V neposledni fadé jsou vyznamnymi potravinami; predevsim pak
druhy rodu lilek (Solanum L.). Bezpochyby nejvyznamnéjSim druhem je brambor hliznaty
(Solanum tuberosum ssp. tuberosum L.), ktery je Ctvrtou nejpéstovanéjsi potravinou sveéta.
Diky jeho neopomenutelnému vyznamu pro lidskou vyZivu je bramboru vénovana velka
pozornost nejen z hlediska agrotechniky a ochrany proti chorobam a skldcim, ale také

z hlediska slechtitelského.

Pfi Slechténi novych odrid bramboru jsou ¢asto vyuzZivany nekulturni druhy rodu
Solanum. Na novou odrlidu mohou prenést Zadouci vlastnosti, jako napr. ranost, obsah
nutricné vyznamnych latek, nebo rezistenci vicéi chorobam a Skddcim. Problémem vsak
mUze byt Castd neschopnost vzdjemného kfizeni vybranych rodic¢ovskych partner(i, nebo
jejich neschopnost prenést na potomstvo odpovidajici urover poZzadovaného znaku. Jednim
z moznych zpUsobl prfekondni téchto prekdzek je vytvoreni hybridnich rostlin somatickou

hybridizaci.

Tato prdce je zamérena na hodnoceni ukazatell fertility somatickych hybrid(
bramboru (Solanum tuberosum spp. tuberosum x Solanum bulbocastanum Dunal).
Z vysledkl prace bude mozné posoudit somatické hybridy z hlediska jejich dalSiho vyuziti

ve Slechténi bramboru.



2. CiLPRACE

Cilem této prace bylo ovérit nasledujici hypotézy: zplsob péstovani rostlin nema vliv
na viabilitu pylu, Uprava pylu suSenim nema vliv na jeho viabilitu a neexistuje rozdil
ve viabilité hybridnich rostlin a kontrolnich genotypl. Tyto hypotézy jsou klicové
pro posouzeni somatickych hybridd bramboru (Solanum tuberosum spp. tuberosum
x S.bulbocastanum) z hlediska moznosti jejich dalSiho Slechtitelského vyuZziti. Vlastni cile

prace vedouci k ovéreni hypotéz byly nasledujici.
e ZaloZit pokusné vysadby ve skleniku a na demonstraénim pozemku CZU,

e posoudit viabilitu pylu ziskaného z obou vysadeb a to jak pylu Cerstvého, tak

pylu upraveného susenim,

e ovérit in vitro klicivost pylu vybranych somatickych hybridd.



3. LITERARNI RESERSE

3.1. BOTANICKA CHARAKTERISTIKA BRAMBORU

Tabulka ¢. 1: Taxonomicka klasifikace

Taxonomicka klasifikace
Ride rostliny (Plantae)
Podrise vyssi rostliny (Cormobionta)
Oddéleni krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida vyssi dvoudéloiné (Rosopsida)
Rad krticnikotvaré (Scrophulariales)
Celed’ lilkovité (Solanaceae)
Rod lilek (Solanum)
Druh brambor hliznaty (Solanum tuberosum)

Zdroj: Slavik (2000)

Rod lilek zahrnuje pfes 2 000 druhd, z nichZz jen asi 100 druh( tvofi hlizy. Béiné
oznaceni ,brambor” je pouzivdno nejen pro kulturni, ale i pfibuzné plané druhy rodu
Solanum. Brambor je jednoletou bylinou. Materské hlizy po vycerpani zasob v pribéhu
vegetace odumiraji a spolu s nimi také vSechny nadzemni a podzemni orgdny mimo semena

a nové (dceriné) hlizy s Zivymi spicimi pupeny (Horackova a Domkarova, 1998).

Morfologické znaky rostlin bramboru nejsou stabilni, mohou byt ovlivhény pocasim,
stanovistém, hustotou vysadby, nékterymi chorobami, zvlasté virovymi, a téz starim rostlin.
V hlavnich rysech vSak zUstava charakter odridy za vSech okolnosti zachovan. Proto
sledujeme morfologické znaky nové vyslechténych kfrizencd obvykle po nékolik let a stale

je korigujeme (Zadina a Jermoljev, 1976).

3.1.1. Soustava nadzemnich orgdnii

Kultivary bramboru jsou charakterizovany typem naté; rozeznavame typy listové

a stonkové (Tomsovic, 2000). Listovy typ se vyznacuje velkymi a cetnymi listy, takZe stonek



jelisty zakryt; ustonkového typu naopak listy jsou drobné a stonek tak dobfe wvynika.
Nékteré odridy vykazuji typy prechodné. Podle vysky trsu rozezndvame trs vysoky, stfedné

vysoky a nizky. Tvar trsu je typicky pro jednotlivé odrldy (Zadina a Jermoljev, 1976).

Lodyha je bohaté vétvena, 60 — 100 cm vysoka, pfima az poléhava (TomsSovic, 2000).
Smérem nahoru stonek sili; maximalni tloustky dosahuje pod listy a smérem ke kvétni ¢asti
se pomalu zuzuje (Hruska, 1974). Tvar stonku je charakteristicky pro kazdou odrldu.
V prlrezu byva stonek hranaty, témér kulaty a tfiboky. Barva stonku byva u vétsiny odrad
zelena nebo svétle zelena, vyskytuji se vsak i jina typicka zbarveni (Zadina a Jermoljev, 1976).
Typickym znakem je pigmentovani, které tvori odstiny zbarvené od hnédocervené do tmavé

fialové (Hruska, 1974).

List je sloZzeny lichozpereny. Skladd se z Fapiku a ¢epele listové. Cepel je tvoFena listky
(v praméru 9 listka), lichy listek na vrcholu cepele se nazyva konecny; pod nim je nékolik
parl postrannich listk, popfipadé i mezilistki — listkG druhého fadu. U nékterych odrid

vvvvv

listd byva prevaziné zelend a tmavozelend (Zadina a Jermoljev, 1976).

Kvéty jsou v mnohokvétych vijanech, skladajicich vrcholiky, na ¢lankovanych stopkdach
(Tomsovic, 2000). Kvét, umistény na kvétni stopce, se sklada z kalichu, péti kalisnich listkd,
péti korunnich listk(l, péti tycCinek s prasniky a nitkami a z pestiku, sloZzeného z blizny, ¢nélky
a semeniku. Barva korunniho listku je zakladnim rozeznavacim znakem odrdd (Zadina
aJermoljev, 1976), mlizZe byt bila, rGZova nebo fialova. Prasniky jsou Zluté az oranzové,
k sobé sklonéné (TomsSovic, 2000). Mnozstvi a fertilita pylu v prasniku mulze slouzit jako
odridovy znak (Zadina alJermoljev, 1976). Brambory jsou samosprasnou rostlinou,

ale mohou byt opyleny i pfenesenim pylu hmyzem (Hruska, 1974).

Bobule bramboru jsou kulaté, jejich barva je zelend az Zlutozelena a v pridméru maji
20 — 40 mm. Semena bramboru maji zplostély ledvinovity tvar a jejich barva je bila

(Toms3ovic, 2000).

3.1.2. Soustava podzemnich orgdnii

Brambor je vytrvald bylina, v CR je viak péstovand jako jednoletd rostlina,

se svazCitymi kofeny (TomsSovic, 2000). Koreny vyrlstajiz uzld matecné hlizy.
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Pti vegetativnim mnoZeni vyrlstaji pouze primétné koreny, které vytvareji hustou kofenovou
soustavu, jejiz objem itvar je ovlivnén odrldou, ale hlavné vlhkosti pldy, vyZivou

a obdélavanim (Hruska, 1974).

Hliza je zduZnatély konec stolonu; na hlize rozezndvdme pupkovou c¢ast, kterou
je hliza pripojena ke stolonu, a protilehlou korunkovou ¢ast (Zadina a Jermoljev, 1976). Hlizy
nesou pupeny, béiné znamé jako , oc¢ka“, které vykli¢i a vyrostou v rostlinu. Hlizy se zacinaji

vytvaret pri kveteni rostliny a jejich vyvoj je ukoncen s pocatkem tvorby plodi (Bajaj, 1987a).

Pro charakteristiku odr{id bramboru jsou velmi dulezZité tvar a barva svételnych klickl
vytvorenych v rozptyleném svétle. Na kazdém klicku rozeznavame ztloustlou cast (spodni
¢ast), kréek (stfedni ¢ast) a horni ¢ast - vegetacni vrchol (Zadina a Jermoljev, 1976). Na
spodni Casti se tvori zaklady kofink( a stolon(. Stfedni ¢ast odpovidad nadzemni ¢asti stonku.
Vrchni ¢ast pak predstavuje rlistovy vrchol zakryty mladymi listy (Hruska, 1974). Podle sily

rozeznavame klicky silné, stiedné silné a slabé (Zadina a Jermoljev, 1976)

3.2. SLECHTENI BRAMBORU

Solanum tuberosum je ctvrtou nejdllezZitéjsi péstovanou plodinou svéta; po ryii,
kukufici a pSenici. PGvodné byla v Jizni Americe domestikovdna fada diploidnich druhd,
ovSem brambory privezené do Evropy ve druhé poloviné 16. stoleti byly ze spontdnni
tetraploidni linie, kterd vznikla u jezera Titicaca. Brambor péstovany v dnesni dobé

je tetraploidni druh se 48 chromozomy (Millam a Davie, 2001).

Slechténi bramboru je téikym uUkolem, predevdim vzhledem k tetrasomické
dédicnosti, vysoké heterozygotnosti, autoinkompatibilité a samdéi sterilité vyskytujici
se u mnoha druhd (Ancora a Sonnino, 1987). Kvdli vegetativnimu mnoZeni je znacné
omezena igenetickd  variabilita.  Nastésti Ffada inovativnich  Slechtitelskych
a biotechnologickych postupli véetné genetické manipulace vedla k UspéSnému vytvoreni

a udrZeni nové genetické variability a produkci rostlin odolnych vici chorobam (Cardi, 2001).

Cil Slechténi je dan vynosem, zejména vynosem trzniho podilu hliz, vysokym obsahem
susiny (hodnoti se objemovou hmotnosti a je dllezity pro dalsi zpracovani), stolni hodnotou
hliz, vhodnosti pro priimyslové zpracovani (potraviny, Skrob), obsahem redukujicich cukrq,

obsahem glykoalkaloidl, skladovatelnosti, odolnosti k chorobam a Skddcim (strupovitosti,
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virézam, plisni, rakoviné, hadatku aj.). Obecné je tfeba zd(iraznit, Ze novd odrida by spise
neméla mit Zadnou Spatnou vlastnost, nez se snazZit o kombinaci co nejvice dobrych

vlastnosti (Chloupek, 2000).

3.2.1. Novoslechténi bramboru

V novoslechténi bramboru je nezbytny generativni zplsob mnoZeni, nebot
v semenné populaci se projevi kombinace vlastnosti rodicovskych partner( a po podchyceni
Zzadoucich klon( probiha dal$i rozmnozZovani vegetativnim zplsobem, ktery projev vysoké
heterozygotnosti eliminuje a zachovdava vlastnosti F1 generace. Uchovavani vzorkd ve formé
semen lze vyuZit pouze u omezeného souboru fertilnich planych a kulturnich druhl rodu

Solanum (Horackova a Domkarova, 1998).

Ve Slechténi se vétSinou pouziva rekurentni fenotypova selekce, pFicemz
se v jednotlivych cyklech vyuzivd individualni fenotypovd selekce. Kazidy cyklus zacind
krizenim, zejména kfizenim adaptovanych odr(id, ale jako donory rezistence lze vyuzit i jiné
botanické druhy (Chloupek, 2000). Kfizeni je zdkladnim opatfenim v novoslechténi
bramboru. Jeho ucelem je preneseni vhodnych vlastnosti dvou odridd bramboru
(rodi¢ovskych partner(l) na odridu novou. Za rodiCovské partnery jsou vybirany predevsim
odrldy, které dobre kvetou. Tyto odridy maji vétsinou fertilni (klicivy) pyl, takZe jsou dobfe
vyuzitelné jako odridy materské i jako odridy otcovské. O vysledku kfizeni rozhoduje nejen

intenzita kveteni odrtd brambor, ale i jejich vzdjemna kfiZitelnost (Zadina a Jermoljev, 1976).

Vysledek Slechtitelské prace u brambor, stejné jako u ostatnich plodin, zavisi
predevSim na spravném vybéru rodiCovskych partnerl a spravném vybéru (selekce)
v potomstvu zjejich nakfizeni. Brambory jsou plodinou silné heterozygotni, potomstvo
z nakfizeni se vyznacuje velmi silnym Stépenim v jednotlivych vlastnostech. Pfedpokladem

Uspéchu ve slechténi je proto vedeni vysokého poctu semenacd (Zadina a Jermoljev, 1976).

3.2.2. Udrzovaci slechténi bramboru

UdrZovacimu Slechténi bramboru v porovnani s udrZovacim Slechténim vétsiny
ostatnich zemédélskych plodin pfipada zvlastni postaveni, které vyplyva z toho, Ze brambor
je plodina udrzovana a mnozend vegetativné — hlizami. Zatimco udrzovaci Slechténi vétsiny

zemédélskych plodin je vzhledem k jejich generativnimu mnoZeni problémem prakticky
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genetickym, u bramboru v soucasné dobé hledisko genetické ustupuje do pozadi a udrZovaci
Slechténi brambor se stava z nejvétsi ¢asti problémem fytopatologickym. Pfic¢inou toho jsou
virovd onemocnéni, kterd se prenaseji hlizami z generace na generaci (Zadina a Jermoljev,

1976).

Cilem udrzovaciho Slechténi bramboru je udrZeni odrld v dosavadnim typu
a vynosnosti, v dobrém zdravotnim stavu a v dobré jakosti. K udrZzeni odrtidovych znak(
a dobrého zdravotniho stavu se provadi kazdorocné opakovany individualni vybér. Jednim
zvelice dulezitych dkon(O jsou negativni vybéry — odstranéni pfimési cizich odrad

a nemocnych rostlin z pole (Zadina a Jermoljev, 1976).

3.3. SOMATICKA HYBRIDIZACE BRAMBORU

Somatickd hybridizace je potencialni metoda pro ziskani hybridnich rostlin mezi
pribuznymi i neptibuznymi rostlinami. K jejimu vyuzZiti dojde zejména tam, kde konvencéni
Slechténi nema Uspéch. | pres mnohé tézkosti a uskali, kterd s sebou nese, je i vsoucasné
dobé Uspésnych transformaci mocnym ndstrojem prenosu velkych ¢asti genetické informace
zdonora do recipienta (Greplovd a Horackovd, 2000). Mulze prekonat sexualni

inkompatibilitu a poskytnout nové slechtitelské materidly (Greplova a kol., 2010).

Symetrickd somatickd hybridizace rovnocenné kombinuje jaderny i mimojaderny
genom, coZ je spojeno s vétsim vyskytem nezadoucich vlastnosti planého druhu v nové
ziskaném Slechtitelském materidalu. Asymetrickd somatickd hybridizace tento problém
Castecné resi eliminaci jaderného genomu planého rodic¢e (Greplova a kol., 2010). Touto
cestou lze prenést hospodarsky cenné vlastnosti, jako napfiklad zvySenou odolnost vUci
nizkym teplotam, odolnost proti chorobam a skGdcim. Nové vzniklé heterozygotni
konstrukty lze mnozZit vegetativné, tedy i ve Slechténi bramboru ma tato metoda
budoucnost. Pouzitelnost somatickych hybrid( v klasickych Slechtitelskych postupech zavisi
na schopnosti zpétného kfizeni s bramborem, a tedy na fertilité (Greplova a Horackov3,

2000).

3.3.1. Izolace protoplasti

Somaticka hybridizace vyuzivd fuze protoplastld. Protoplasty jsou rostlinné bunky

ohrani¢ené plasmatickou membrdnou, zbavené tuhé bunécné stény. Jsou tedy velmi citlivé

13



vucéi podminkam okolniho prostiedi (Greplova a Horackovd, 2000). Cely proces izolace
protoplastll probihda ve sterilnim prostiedi (Greplova a kol.,, 2010). Bunécnd sténa
je odstranéna pomoci enzyma hydrolyzujicich polysacharidy, obycejné pektinaz, které porusi
stfedni lamelu mezi sténami prilehlych bunék a celuldz rozkladajicich bunééné stény. V praxi,
pti izolaci protoplastl z konkrétniho darce, nelze predpokladat optimdlni podminky. Hlavnim
dlvodem jsou pravdépodobné rozdily ve sloZzeni stény u materialll z rGznych zdroj( (Li a kol.,
1999). Protoplasty musi byt dokonale zbaveny zbytk( natravenych pletiv i stop enzymatické
smési. Toto Cisténi se provadi opakovanou centrifugaci tak, aby nedoslo k jejich rozpraskani

(Greplova a Horackova, 2000).

NejCastéji pouzivanym a pravdépodobné nejlepsSim zdrojem darcl jsou mladé listy
z fizk(l kultivovanych in vitro a suspenze aktivné se délicich bunék. Dvéma hlavnimi dlivody
jejich oblibenosti jsou hojnost darcovského materialu a pomérné vysoky vynos protoplast.
Dalsi vyhodou je, Ze pfi vyuziti suspenze bunék bezbarvych protoplastld jsou od zelenych
protoplastl listl dobte odlisitelné a usnadnuji tak identifikaci vzniklych bunék hybridnich.
Nevyhodou vyuZivdni suspenze bunék je genetickd nestabilita. Castym jevem
u dlouhodobych kultur bunécnych suspenzi je aneuploidie a sniZeni schopnosti regenerace

(Liakol., 1999).

3.3.2. Fuze protoplasti

Na zakladé dnesnich technologii mohou byt UspéSné spojeny bunky jakychkoli dvou
druhd. Fuze protoplastd a obnovy produktd fuze bylo doposud nejlépe dosazeno

bud’ pouzitim polyetylenglykolu (PEG) nebo elektrickou stimulaci (Li a kol., 1999).

Finanéné vyrazné méné narocny je postup s vyuZzitim PEG jako fuzantu. Protoplasty
se v prvni fazi musi shluknout (aglutinace protoplastt), aby se vytvoril co nejtésnéjsi kontakt
velkych ¢asti membran. PEG navozuje tuto aglutinaci a ma rovnéz vliv na naruseni
fosfolipidové dvojvrstvy v misté adheze membran a tak mlze ndasledovat fuze (Greplova
a Horackova, 2000). Béhem nasledného vymyvani jsou molekuly PEG, které se jiz navazaly
na buné¢nou membranu, z membrany odstranény; pfi pouZiti hypotonického vymyvaciho
roztoku mlze bunécné membrany postihnout osmoticky Sok. Metoda PEG ma Siroké vyuziti
pro fuzi protoplastl rdznych druh rostlin. Necistoty obsazené v komercnich pfipravcich PEG

byvaji Casto spojovany s vyskytem cytotoxicity nebo snizenim viability produktl fuze
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a nékteré, zejména lipofilni necistoty, sniZuji cetnost fuzi. Bylo také zjisténo, Ze PEG

zpusobuje deformace mitochondrii (Li a kol., 1999).

Nelze proto opomenout metodu fuze protoplastl pomoci elektroporatoru,
kde aglutinaci i fuzi zabezpedi elektrické pole. Proti chemické fuzi se tak lze vyhnout relativné
toxickym substancim. Metoda je velmi rychla a ucinna. Umoznuje vyssi procento fuzi, az 50
%. K serazeni protoplastl se zde uplatni stfidavy proud a pro indukci membranové flze
jeden aZtfi pulzy stejnosmérného proudu po dobu 50 — 100 ps. Metoda je narocna
na investice (Greplova a Horackova, 2000). Optimalni elektricka fuze mize produkovat velké
mnozZstvi Zivotaschopnych dvoujadernych bunék. Parametry, jako napéti, frekvence a délka
pUsobeni stfidavého a stejnosmeérného proudu, hustota protoplastll a vlastnosti bunécné
membrany mohou ovlivnit pribéh serazeni a fuze protoplastli a stejné tak viabilitu produktd

fuze (Li a kol., 1999).

3.3.3. Selekce hybridnich bunék

V populaci produktl fuze je vidy vice nezktizenych bunék neZz hybridd. Nezkfizené
buriky zahrnuji buriky s jednim jadrem i parentdlni protoplasty, které neprodélaly fuzi. Pokud
kultivacni podminky nejsou vytvoreny ve prospéch bunék, které fuzi prodélaly, prekryji
je ¢etnéjsi bunky nezktizené. Bunécné déleni protoplastll vyZaduje vysokou hustotu kultury,
ale hustota hybridnich bunék v populaci produktl fuze je zpravidla velmi mala a casto
jsou obklopeny toxickym bunéénym odpadem a odumfielymi burikami. Selekce na bunééné

urovni je daleko vice ekonomicky naro¢na nez na drovni rostlin (Li a kol., 1999).

3.3.4. Kultivace produkti fuze protoplastii

Cely proces kultivace produktl fuze probiha ve sterilnim prostredi. Prvni bunécné
déleni se obvykle uskutecni 2 — 3 dny po fuzi (Greplovd a kol., 2010). Protoplasty jsou
kultivovany v tekutém médiu nebo v kapkdch zpevnénych agardézou a zalitych tekutym
médiem. Kultivace probiha z pocatku ve tmé a pozdéji na svétle se vzrlstajici intenzitou
osvétleni, pri teploté okolo 24°C. DalSim faktorem, ktery ovliviiuje regeneracni schopnost
je pocate¢ni koncentrace vysetych protoplastl. Bézné rozmezi kolisa v rozsahu 10* — 10°
v 1 ml suspenze. Pro zvoleny genotyp je tfeba najit optimalni koncentraci. Za vhodnych
podminek protoplasty regeneruji bunécnou sténu a poté podstupuji déleni a tvofri

mikrokolonie az mikrokalusy, které se pasazuji na nova média s jinou skladbou rdstovych
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reguldtord a Zivnych komponent. Médium umoZni zakotenéni a dalsi rdst (Greplova
a Horackova, 2000). Pro slechtitelské ucely musi heterokaryony podstoupit bunécné déleni,

morfogenezi a prerod v rostliny (Li a kol., 1999).

3.4. VLASTNOSTI PYLU

Pylova zrna obsahuji sam¢i pohlavni bunfky. Zpravidla jsou uvoliovdna za sucha
a jejich vlhkost je nizsi nez 20%. Pfi uvolfiovani jsou pylova zrna bud dvoubunécna — velka
vegetativni burika obklopujici bufiku generativni; nebo trojbunééna — vegetativni burka
a dvé bunky spermatické, které vznikly rozdélenim generativni bunky (Shivanna a Sawhney,
1997). Dvoubunécnd pylovd zrna maji v prirodnich podminkach diky ochranné strukture,
nizkému obsahu vody v plazmé a redukované metabolické aktivité mnohem delsi Zivotnost.
Oproti tomu Zivotnost trojounéénych pylovych zrn je, kvlli méné odolné strukture stény
a vysoké vlhkosti, kratka (Barnabas a Kovacs, 1997). Velikost a tvar pylovych zrn je znacné

variabilni (Shivanna a Sawhney, 1997).

Obrazek ¢. 1: Stavba pylového zrna

t——————generative cell

VEGETATIVE
CELL

) nexine
£ - medine

—————ntine {cellulose)

—————cell membrane

Zdroj: Richards (1997)
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Pylové zrno je tvoreno vnéjsi sténou (exinou) sloupcovité struktury, umisténou mezi
souvislou vnitfni vrstvu (nexinu) a perforovanou vrstvu vnéjsi. Exina je primdrné tvorena
lipoproteinem sporopoleninem, zatimco vnitini sténu (intinu) tvori celul6za. Exinu mohou

pokryvat rlzné ostny, brazdy, atd., a obvykle ma jeden az ¢tyti pory (Richards, 1997).

Jednou z hlavnich pfekdzek sexualni rekombinace u hybrid( brambor je sterilita pylu.
Sterilita a rGzna uroven fertility pylu mlze byt zplsobena inbreedni depresi nebo interakci

genu jadra a cytoplazmy (Trognitz, 1991).

Z slechtitelského hlediska je také velmi dulezitd konzervace pylu. Pyl je uchovavan
pomoci fady metod, jakymi jsou zmraZeni, suseni mrazem a ve vakuu, pouzitim organickych
rozpoustédel, atd. Nicméné u téchto metod postupem c¢asu dochazi k redukci nebo ke ztraté
viability pylu. Proto se k dlouhodobému uchovdni genofondu doporucéuje skladovat pyl

v tekutém dusiku (Bajaj, 1987b).

3.4.1. Fertilita pylu

Viabilita pylu je ukazatelem schopnosti pylového zrna dodat po opyleni spermatické
bunky do zarodecného vaku (Wang a kol., 2004). U somatickych hybrid(i je viabilita pylu
zpravidla nizkd. Muaze byt nestabilni dokonce i u vegetativnich klont hybridnich rostlin
a/nebo muZe byt omezena schopnost viabilniho hybridniho pylu kfiZit se s cilovymi
rostlinami. DuleZitym faktorem muZe byt chromozomalni nestabilita. Eliminace chromozom(
u nékterych hybridnich rostlin pokracuje a pocet chromozom(i mezi klony a plvodnimi

hybridnimi rostlinami je rozdilny (Li a kol., 1999).

3.4.2. Hodnoceni fertility pylu

Posuzovani viability pylu na zakladé jeho funkénosti je ¢asové naroéné a ne vidy
vhodné. Je zndmo mnoho jednodussich metod vyjadrujicich schopnost pylu plnit svoji funkci.
Viabilita pylu mlze byt hodnocena pomoci ridznych technik barveni (napf. tetrazoliovymi
solemi pro detekci ¢innosti dehydrogenazy, anilinovou modfi pro detekci kallosy v pylovych
sténdch a v pylové |acce, jddem pro stanoveni obsahu Skrobu, fluorescein diacetatem
pro stanoveni aktivity esterdazy a neporusenosti plazmatické membrany), testd kliCivosti
in vitro a in vivo nebo analyzou kone¢ného souboru semen (Wang a kol., 2004). Soubor

semen podava nejpresnéjsi odhad viability pylu. Na Uspésnost oplozeni vSsak mohou mit silny
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vliv pfirodni podminky pfi opyleni, proto je doporucena komplexni srovndvaci analyza
souboru semen s kli¢ivosti pylu in vitro (Barnabas a Kovacs, 1997). Vybér metody zavisi
na plodiné nebo druhu (Wang a kol., 2004). Ze Slechtitelského hlediska je dulezité znat
odridy s vysokou oplozovaci schopnosti (odridy vysoce fertilni). K jejich uréeni je mozné
vyuzit metodou karminovou, nebo metodou sacharézoagardiastazovou (Zadina a Jermoljev,

1976).
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4. MATERIAL A METODY

Genotypy pouzité v této praci byly ziskany v roce 2009 somatickou hybridizaci mezi
druhy Solanum tuberosum ssp. tuberosum a Solanum bulbocastanum. PGvodné byly urceny
pro vyzkum vlivu kfiZzeni kulturnich a planych odrid bramboru na vyskyt plisné bramborové
(Phytophthora infestans Mont.), ktery probéhl na Katedfe genetiky a Slechténi Ceské
zemédélské univerzity v Praze. V této praci bylo hodnoceno 11 hybridnich genotypd (REG 28
F,32 F,34F,40F, 43 F, 44 F, 46 F, 47 F, 48 F, 67 F a 69 F) a nékolik planych a kulturnich
druhl rodu Solanum (S. chacoense Bitter, S. melongena L., S. microdontum Bitter,
S. polytrichon Rydb. a S. yungasense Hawkes), které byly vyuZity jako referencni genotypy,
jelikoz nemaji problém s viabilitou ani kli¢ivosti pylu. Dale byly hodnoceny vlastnosti pylu
dvou genotypl Solanum tuberosum ssp.tuberosum (DH 387 a odrida Apta) a rostlin

vzniklych regeneraci protoplastd S. bulbocastanum (REG 5).

4.1. VEDENI IN VITRO

Hybridni rostliny byly kultivovdny in vitro a zdOvodu prerastani udrzovany
pasazovanim. Byly péstovany na kultivaénim médiu ve skleni¢kdach uzaviratelnych
umélohmotnym vickem. Péstebni médium pro kultivaci in vitro bylo pripraveno

z nasledujicich slozek:

MS médium 44¢
Sachardza 200¢g
Agar 70¢g
KOH

pH této smési bylo upraveno na hodnotu 5,8. 25ml média bylo nalito do kultiva¢ni
nadoby o objemu 0,2I. Péstebni médium v uzavienych skleni¢kach bylo sterilizovano

ve stolnim autoklavu (Tuttenauer) 10 — 15 min pfi 120 °C.

Pasazovani bylo provedeno sterilné v laminarnim boxu Gelaire. PasadZzovana rostlina
byla segmentovana na jednopupenové fizky. Do kazdé skleni¢ky byly umistény 3 — 4 Fizky.
Sklenicky byly uzavieny avicko bylo zajisténo parafilmem. Od kazdého genotypu byly
kultivovany 2 — 3 sklenicky ve vlhéenych kultivacénich boxech (Sanyo) pti fotoperiodé

16 h svétlo pfri teploté 25 °C a 8 h tma pri teploté 18 °C.
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Obrazek €. 2: Kultivaéni box vihéeny (Sanyo)

Zdroj: archiv Katedry genetiky a Slechténi

4.2. KULTIVACE A ODBER PYLU

Pro potfebu této prace byly rostliny z prostfedi in vitro prevedeny do prostredi
ex vitro. Kvlli adaptaci byly rostliny nejprve presazeny do perlitu. Priblizné po tydnu,
na zacatku dubna 2010, byly vysazeny do skleniku. V kvétnu byly vzrostlé rostliny vysazeny
i na pole. V polni ¢asti pokusu byly vyuZity bramborové hlizy ziskané z polniho pokusu
provedeného v roce 2009, plvodné uréeny pro vyzkum vlivu ktiZzeni kulturnich a planych
odriild bramboru na vyskyt plisné bramborové (Phytophthora infestans), ktery probéhl
na Katedre genetiky a $lechténi Ceské zemédélské univerzity v Praze. Od kazdého genotypu
bylo vysazeno pét hliz. V pradbéhu vegetace byly brambory osetfeny pfipravkem Mospilan

20 SP proti mandelince bramborové (Leptinotarsa decemlineata Say), kvili signalizaci jejiho
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zvy$eného vyskytu. Kultivace probéhla na pokusném pozemku Ceské zemédélské univerzity

v Praze, nachazejicim se v méstské casti Praha 6 — Suchdol.

V pribéhu vegetace, béhem cervence a srpna, byl z kvetoucich rostlin odebran pyl.
Sbirany byly celé oteviené kvéty. Odbéry pylu byly provadény v prlibéhu dopoledne.
Vlastnosti pylu byly hodnoceny jednak ihned u pylu Cerstvého, ale také pozdéji po jeho

ususeni.

Obrazek €. 3: Kvéty a kvétenstvi S. bulbocastanum a somatickych hybrida

Popis obrazku: a + b — kvét a kvétenstvi somatickych hybridG Solanum tuberosum ssp. tuberosum +
S.bulbocastanum, c + d - kvét a kvétenstvi S. bulbocastanum

Zdroj: archiv Katedry genetiky a Slechténi

4.3. HODNOCENI VLASTNOSTI PYLU

U sebraného materidlu byla hodnocena viabilita ¢erstvého a Setrné ususeného pylu
a schopnost pylu kli¢it. Hodnoceni bylo provadéno zvlast u rostlin z pole a zvlast u rostlin

péstovanych ve skleniku.
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4.3.1. Hodnoceni viability pylu

Viabilita ¢erstvého i suchého pylu byla hodnocena diferenciaénim barvenim pomoci
glycerol-acetokarminu podle Zadiny a Jermoljeva (1976). Na podlozni sklicko byla z prasnik(
opatrné prenesena fidkd vrstva pylu. Pipetou bylo naneseno 40 pl barviva gycerol-
acetokarminu. Po1l hodiné pusobeni byl preparat diferencovan kyselym alkoholem
tak dlouho, dokud nedoslo k Uplnému odbarveni glycerol-acetokarminu a sklicko bylo témér
bezbarvé. Takto pfipraveny preparat byl pozorovan pod svételnym mikroskopem. Viabilni
pylova zrna meéla kulovity tvar, jejich okraj byl silné zbarven a stied byl o nékolik odstin(
svétlejsi. Sterilni pylova zrna byla rGzné deformovand, neobarvena, nebo obarvena jen velmi

slabé.

Pocet viabilnich zrn v preparatu byl uréen z deseti rlznych ndhodné vybranych
zornych poli. Viabilita pylu byla vyjadfena v procentech, jako podil viabilnich pylovych zrn

z celkového poctu pozorovanych zrn.

4.3.2. Hodnoceni klicivosti pylu
U sSetrné ususSenych pylovych zrn byla hodnocena jejich kli¢ivost. Kli¢ivost byla
urovana z preparatd pripravenych v petriho miskdch naplnénych agarovym médiem.

Médium pro kli¢eni pylu bylo pfipraveno podle Kowalczyka (2008) timto zplsobem:

Ca (NOs3); x4H,0 60 mg
MgSO,4 x 7H,0 40 mg

KNOs3 20 mg
sacharéza (2%) 4g

agar 0,9g/200¢g
KOH

Agar byl rozpustén v 50 ml zahraté vody, zbylé pfisady byly rozpustény ve 100 ml
vody a pH tohoto roztoku bylo upraveno pomoci KOH na hodnotu 5,8. Roztoky agaru
a zbylych slozek byly smichany a doplnény vodou do objemu 200 ml. Médium bylo pipetou

rozdéleno po 6 ml do petriho misek a pfiklopeno vickem.
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Pyl hodnocenych genotypl byl prenesen na podlozni sklicko, odtud potom opatrné
do petriho misky. Vicka petriho misek byla zajisténa parafiimem. Preparaty byly

vyhodnoceny pod svételnym mikroskopem po 24 hodinach.

Pocet kli¢icich zrn v preparatu byl uréen z deseti ndhodné vybranych zornych poli.
Klicivost pylu byla vyjadfena v procentech, jako podil kli¢icich pylovych zrn z celkového poctu

pozorovanych zrn.

4.3.3. Statistické hodnoceni experimenti

Vysledky byly statisticky zpracovany pomoci parového a dvouvybérového t-testu

s vyuZzitim statistickych funkci tabulkového procesoru Microsoft Office Excel 2007.
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5. VYSLEDKY

5.1. VIABILITA PYLU

Viabilita cerstvého i suchého pylu byla hodnocena jak u rostlin péstovanych
ve skleniku, tak u rostlin z pole. Bylo hodnoceno 11 hybridnich rostlin, 5 druhd rodu Solanum
(5. chacoense, S. melongena, S. microdontum, S. polytrichon a S. yungasense), dva genotypy
Solanum tuberosum ssp. tuberosum (DH 387 a odrlida Apta) a rostliny vzniklé regeneraci
protoplastl S. bulbocastanum (REG 5). Viabilita pylu hybridnich rostlin se pohybovala mezi

0-5,7 %, u ostatnich genotyp( dosahovala hodnot od 17,7 do 93,4 % (tabulka ¢. 2).

Tabulka €. 2: Viabilta pylu

Cerstvy pyl suchy pyl Cerstvy pyl suchy pyl
genotyp sklenik (%) | sklenik (%) | pole (%) pole (%)
DH 387 17.7 42.9 325 -
REG 5 - 84.2 - -
REG 28 F - 0.7 4.5 -
REG32 F 0.8 0.3 - 0
REG34 F 2.6 3.0 4.6 1.7
REG 40 F - 1.5 1.1 -
REG43 F 0.0 3.4 29 3.2
REG44 F - 5.7 11 0.2
REG 46 F - - 3.1 1.2
REG47 F - 2.1 2.4 -
REG 48 F - 3.7 - -
REG 67 F - 2.8 3.2 -
REG 69 F 2.8 1.3 2.8 -
Apta 22.4 60.6 - -
S. chacoense 324 60.0 - -
S. melongena 92.3 91.0 - -
S. microdontum 92.0 934 - -
S. polytrichon 63.4 75.0 - -
S. yungasense 80.4 92.8 - -
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Parametry viability pylu byly porovnavdny pomoci Studentova t-testu. Viabilita
Cerstvého pylu z pole a ze skleniku byla porovnana parovym t-testem a vysledkem p = 0,1454
byla potvrzena hypotéza, ze plvod pylu nema vliv na jeho viabilitu. U pylu ziskaného z rostlin
péstovanych ve skleniku byl proveden také parovy t-test, ktery vysledkem p = 0,0146 odmita
hypotézu, Ze Uprava pylu nema vliv na jeho viabilitu. Suseni mélo na viabilitu pylu pozitivni

vliv (obrazek ¢. 4).

Obrazek €. 4: Graf porovnani viability suchého a cerstvého pylu u rostlin péstovanych ve skleniku

Porovnani viability pylu - sklenik
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Dvouvybérovym t-testem pti rGznych rozptylech byla porovndna primérna viabilita
pylu hybridnich rostlin s prdmérnou viabilitou pylu nekulturnich druhG rodu Solanum
vyuzitych jako kontrolnich genotypd. Vysledek p = 7,19371e® vyvraci predpoklad,

Ze neexistuje rozdil ve viabilité hybridnich rostlin a kontrolnich genotyp.
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Obrazek €. 5: Viabilita barveného pylu hybridnich genotypt
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Dale byl proveden parovy t-test porovnavajici viablitu suchého pylu zrostlin

péstovanych ve skleniku a viabilitu pylu cerstvého odebraného z rostlin z pole. Vysledkem

tohoto testu p = 0,529701 byla potvrzena hypotéza, Ze na viabilitu nema vliv stav (Cerstvy

x suchy) a pavod (sklenik x pole) hodnoceného pylu (obrazek €. 6).

Obrazek €. 6: Graf viability pylu dle pdvodu a stavu
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5.2. KLICIVOST PYLU

Klicivost pylu byla stanovena u rostlin vypéstovanych ve skleniku i u rostlin
péstovanych na poli. Hodnoceno bylo 11 hybridnich genotypld (REG 28 F, 32 F, 34 F, 40 F,
43F,44 F, 46 F, 47 F, 48 F, 67 F a 69 F), dva genotypy Solanum tuberosum ssp. tuberosum
(DH387 a odrida Apta), 5 druhl rodu Solanum (S. chacoense, S. melongena,
S. microdontum, S. polytrichon a S. yungasense) a rostliny vzniklé regeneraci protoplastu
S. bulbocastanum (REG 5). Kli¢ivost rostlin péstovanych ve skleniku i rostlin vypéstovanych

na poli byla 0 %.
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6. DISKUZE

V této praci byla hodnocena viabilita a kli¢ivost pylu jedendcti hybridnich genotypu
bramboru (REG 28 F, 32 F,34 F,40F, 43 F, 44 F, 46 F, 47 F, 48 F, 67 F a 69 F), které vznikly
somatickou hybridizaci mezi Solanum tuberosum spp. tuberosum a Solanum bulbocastanum,
a rostlin vzniklych regeneraci protoplastl S. bulbocastanum (REG 5). Dale bylo hodnoceno
5druht rodu Solanum (S. chacoense, S. melongena, S. microdontum, S. polytrichon
a S. yungasense) a dva genotypy Solanum tuberosum ssp. tuberosum (DH 387 a odrlda
Apta), u kterych bylo predpokladano, Ze nemaji problém s viabilitou pylu a tedy mohou byt
vyuzity jako referencni genotypy. Viabilita pylu téchto kontrolnich genotyp( se pohybovala
mezi 17,7 a 92,3 % u Cerstvého pylu a mezi 42,9 - 93,4 % u pylu suchého, predpoklad byl tedy

spravny.

Zjisténi viability suchého i Cerstvého pylu bylo v této prdci provedeno metodou
barveni pylu acetokarminem. Tato metoda byla v minulosti vyuZita mnoha autory
ke stanoveni viability pylu somatickych hybridG Solanum tuberosum s planymi druhy rodu
Solanum (Cardi a kol., 1993; Ehlenfeldt a Helgeson, 1987; Yermishin a kol., 2006). Yermishin
a kol. (2006) uvadi, ze pyl ziskany zrostlin vzniklych kfizenim mezi Solanum tuberosum
a Solanum bulbocastanum byl prakticky sterilni. Jeho viabilita se pohybovala mezi 9 — 25 %.
Viabilita barveného pylu hodnoceného v této praci dosahovala hodnot od 0 % do 5,6 %,

tento pyl tedy mize byt povaZzovan také za sterilni.

Z této prace vyplyva, Ze na viabilitu pylu nema vliv to, zda byly rostliny kultivovany
ve skleniku, nebo na poli. Ddle bylo zjiSténo, Ze viabilita pylu byla ovlivnéna jeho Upravou.
Ususeny pyl vykazoval vyssi procento viabilnich zrn nez pyl Cerstvy. Pri¢inou této anomalie
mohl byt zplsob jeho suseni. Ususeny byly celé prasniky, aZz poté z nich byl pyl vysypan
a hodnocen. Je pravdépodobné, Ze se ze suchych prasnikd Iépe dostaval tézsi viabilni pyl
a neviabilni scvrklda a poskozena zrna zlstdvala uvnitf, a proto byl suchy pyl zdanlivé
Zivotaschopnéjsi. Témto nesrovnalostem by bylo moiné predejit tim, Ze se prasniky

vyprazdni a ususi se jen samotny pyl. Na viabilitu hodnoceného pylu nemél vyliv jeho plvod

a stav.

Klicivost pylu u vSech hodnocenych genotypli byla 0 %. Tento vysledek odpovida

vysledkim, které ve své praci uvadi Yermishin a kol. (2006), ktery tvrdi, Ze kli¢ivost vSech
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somatickych hybridi Solanum tuberosum x Solanum bulbocastanum byla nizka
a na péstebnim médiu vyklicilo pouze 0 — 1 % pylovych zrn. Problémem mUize byt fakt, Ze 0%
klicivost vykazovaly i genotypy vyuZivané v této praci jako referencni, u kterych byla
predpokladana bezproblémova fertilita a pomoci barveni acetokoarminem zjisténa vysoka
viabilita cerstvého i suchého pylu. Tento rozdil mohl byt, jak uvadi Kovalczyk (2008),
zpUsoben tim, Ze zjistovani fertility pomoci barveni pylu acetokarminem vykazuje vyrazné
vysSi vysledky. Nicméné, tato metoda hodnoceni pylu byla kritizovana za to, Ze se vysledky

lisi od jeho skutecné fertility.

Somatické hybridni rostliny hodnocené v této praci byly pdvodné vytvoreny
pro vyzkum probihajici na Katedie genetiky a $lechténi Ceské zemédé&lské univerzity v Praze,
ktery se zabyval vlivem kfizeni Solanum tuberosum spp. tuberosum a Solanum
bulbocastanum na vyskyt plisné bramborové (Phytophthora infestans). Vysledky tohoto
vyzkumu prokazaly vysokou odolnost téchto hybridnich genotyp( k plisni bramborové,

z tohoto hlediska tedy maji Slechtitelsky potencial.

Dle Waara a Glimelius (1995) obecné plati, Ze rostliny vytvorené somatickou
hybridizaci vykazuji nizkou fertilitu pylu. Pfesto mohou byt tyto rostliny vyuzity jako samici
rodi¢ovsti partnefi ve zpétném kfiZzeni s kulturnimi druhy bramboru, i kdyz samci fertilita
muze byt také nizka. Dle mého nazoru je toto vyuziti vhodné pro genotypy hybridnich rostlin
hodnocenych v této praci. Ovsem pouze za predpokladu zjisténi samici fertility. Jelikoz
viabilita pylu hodnocenych rostlin nedosahovala hodnot vyssich nez 6 %, je velmi mala
pravdépodobnost jejich dalSiho vyuziti ve Slechténi bramboru jako samcich rodic¢ovskych

partnerd.
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7.

ZAVER
Zavéry vyplyvajici z této prace je mozné shrnout do nékolika bodu:

e ZpUsob péstovani rostlin nema vliv na viabilitu pylu.

Suchy pyl vykazoval wvy3si viabilitu nez pyl cerstvy, pravdépodobné kvili
zpUsobu jeho suseni. Proto by bylo vhodnéjsi misto celych prasnikd susit jen

samotny pyl.

Hodnocené genotypy vykazovaly vyrazné nizsi viabilitu pylu neZz nekulturni

druhy rodu Solanum vyuzité jako kontrolni genotypy.

Viabilita Cerstvého i suchého pylu hodnocenych hybridnich genotyp( rostlin
(Solanum tuberosum x Solanum bulbocastanum) byla nizsi nez 6 %, jejich pyl

je tedy témér sterilni.

Klic¢ivost pylu vSech hodnocenych genotypl byla 0 %.

PfestoZze vykazuji velmi nizkou fertilitu pylu, mohou byt tyto rostliny vyuzity
jako samici rodic¢ovsti partneti ve zpétném ktiZzeni s kulturnimi druhy bramboru.
Ovsem jejich fertilita mGzZe byt vtomto sméru také nizka. Pravdépodobnost
jejich dalsiho vyuziti ve Slechténi bramboru jako samcich rodi¢ovskych partner(

je velmi mala.
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